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Vynélez sa tyka izolovanej protilatky alebo fragmentu
protilatky, ktoré sa Specificky viazu na RG1 polypeptid,
na pouZitie ako lie€ivo. Protilatkou je polyklonélna alebo
monoklonalna protilatka. Fragment protilatky je zvoleny
zo skupiny pozostavajucej z Fv, F(ab”) a F(ab’), frag-
mentov. Vynélez sa d’alej tyka imunokonjugétu obsahu-
juceho izolovant protilatku alebo fragment protilatky,
ktoré sa 3pecificky viazu na RG1 polypeptid, ktoré su
spojené s terapeutickym ¢inidlom, na pouZitie ako liedi-
vo. Terapeutickym ¢inidlom je cytotoxické &inidlo, ako je
ricin, doxorubicin, daunorubicin, taxol, etidiumbromid,
mitomycin, etoposid, tenoposid, vinkristin, vinblastin,
kolchicin, dihydroxyantracindién, aktinomycin D, difte-
ricky toxin, Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, abrin,
glukokortikoid a radioizotopy.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka pouzitia protilatok zacielenych na nedavno identifikované polypetidy 'udského extra-
celuldarneho matrixu (oznatované RG1), ich varianty a derivaty.

Doterajsi stav techniky

Rakovina prostaty je ¢asto sa vyskytujiice ochorenie u muzov, ktorym je postihnuta asi tretina muzov do
45 rokov. Dokazalo sa, Ze jej vznik stvisi tak s genetickymi vplyvmi, ako aj s vplyvmi prostredia, pricom
viésina pripadov je vysledkom kombinécie oboch tychto faktorov. Stiidie rodinného vyskytu tejto choroby
naznatili, Ze geneticka predispozicia ma tlohu asi pri 5 - 10 % v3etkych pripadov rakoviny prostaty a pri
okolo 45 % pripadov u muZov mladsich ako 55 rokov.

Dokézalo sa, Ze k vzniku rakoviny prostaty dochadza vo viacerych krokoch, pri¢om jednou z prekurzoro-
vych 1ézii je prostatické intraepitelova neopldzia (PIN). Skoré 3tadia choroby su zavislé od androgénu, zatial
%o neskordie fazy s od tohto horménu nezavislé. Casto je klinicky zistena proliferaina porucha prostaty
znama ako benigna prostaticka hyperplazia, ale zrejme nie je jednym z vyvojovych §tadii rakoviny. S vysky-
tom rakoviny prostaty je viak ¢asto spojena. Pri rakovine prostaty je Casty vyskyt viacerych loZisk, obvykly
je pomaly rast a heterogenita nadorov. V neskorsich 3tadiach dochédza k ¢astému vyskytu metastaz v lymfa-
tickych uzlinach a v kostiach.

Rakovina prostaty sa obvykle diagnostikuje pri beznom fyzikalnom vy3etreni a d’alej na zaklade zvy3enej
hladiny prostatického 3pecifického antigénu (PSA) v sére. Pri lokalizovanej chorobe je optimalnou lie¢bou
radikalna prostatektomia. Pokrocild metastatick4 choroba sa obvykle lie¢i potlaenim vyskytu androgénu or-
chektomiou alebo lie¢bou pomocou GnRH (hormén uvoliiujici gonadotropin), alebo antiandrogénnou lie¢-
bou. V pokro¢ilych §tadiach sa v3ak choroba stava rezistentnou na tento hormén a rozvinuta choroba nie je
lietiteIna. Navy$e tak radikalna prostatektomia, tako lie¢ba potladenim vyskytu androgénu mé zavaZné ved-
l'ajsie u¢inky. Medzi ne patri vysoké riziko inkontinencie a impotencie spojené s radikalnou prostatektémiou
a lamavost kosti a osteopordza spojend s androgénovou abla¢nou liecbou.

Je preto potrebné ndjst’ nové terapeutické spdsoby na lie¢bu vEasnych aj neskorych $tadii rakoviny prosta-
ty. :

Pri rakovine prostaty boli zaznamenané zmeny v expresii $pecifickych proteinov, vratane expresie p53 v
neskor3ich 3tddiach tejto choroby, zniZené hladiny receptorov pre TGF-B, znizené hladiny E-cadherinu,
C-Cam (bunkova adhezivna molekula) a niekol’kych réznych integrinov. Expresia onkogénu bcl-2 je pri ne-
skorych nadoroch zavislych od androgénu vyrazne zvy¥ena a progndza pacientov so zvy$enou expresiou bcl-
-2 je pomerne nepriazniva. Zatial' ¢o uvedené zmeny génovej expresie boli dobre doloZené, dokézalo sa Ziad-
ne pri¢inné spojenie tychto zmien s danou chorobou. Bolo by teda uZito¢né identifikovat’ nové proteiny, kto-
rych expresia je spojena s vyskytom ¢&i vyvojom prostatickych nadorov, a ktoré by mohli sluZit' ako moleku-
larne ciele na diagnostiku a lie¢bu rakoviny prostaty.

Predkladany vynélez opisuje novy homoldég vy33ej rodiny proteinov extracelularneho matrixu. Tento ho-
molég, nazyvany RG1, je exprimovany v prostatickom tkanive a jeho expresia mbézZe byt' v prostatickych na-
doroch zvy3ena.

Extracelularny matrix je komplexny sietovity ttvar, tvoreny kolagénom a elastinom, uloZeny vo viskéz-
ne-elastickej zdkladnej hmote z proteoglykanov a glykoproteinov. Matrix tvori trojrozmernt podporni kon-
§trukciu, ktord oddeluje jednotlivé bunkové kompartmenty, sprostredkovdva bunkové vizby a uréuje $trukti-
ru tkaniva (Bissel et al., J. Theor. Biol. 99: 31 - 68, 1982; Carlson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:
2403 - 2406, 1981) . Matrix funguje ako makromolekularny filter (Hay, E.D., Cell Biology of Extracellular
Matrix, New York, Plenum Press, 1982) a ma tieZ vplyv na bunkovu diferencidciu, mitogenézu a morfogené-
zu (Gospodarowiczs, D., Cancer Res. 38: 4155 - 171, 1978). Biochemické interakcie medzi normalnymi
bunkami a matrixom mdZu byt pri neoplazii pozmenené a mézu tak ovplyviiovat’ nadorovy rast. Nadorové
bunky méZu s matrixom interagovat réznym spdsobom. Bud’ sa m6Zu prichytit' na matrix prostrednictvom
§pecifickych plazmatickych membranovych receptorov (Terranova et al. , Cancer Res. 42: 22 65 - 2269,
1982). Alebo méZe byt matrix degradovany kaskddou enzymov dodavanych nadorovymi aj hostitel'skymi
bunkami (Eisen et al., Biochem. Biophys. Acta 151: 637 - 645, 1968). A nakoniec mdZu nadorové bunky v
diferencovanych astiach nadoru syntetizovat' a hromadit’ matrix alebo vyvolavat’ hromadenie nadbyto&ného
matrixu v hostiteI'skych bunkach (Brownstein et al., Cancer 40: 2979 - 2986, 1977).

RG1 ma homolégiu s vy$3ou rodinou proteinov extracelularneho matrixu, ktoré su kddované génmi Min-
din/F-spondin. Tato génova rodina mé spolo¢né dve konzervativne spodinové domény FS1 a FS2 blizko N-
konca a najmenej jeden opakujici sa isek trombospondinu typu 1 (TSR1) na C-konci (Shimeld, S.M., Mol.
Biol. Evol. 15(9): 1218 - 1223, 1998). Motiv TSR sa pdvodne nasiel v proteinoch extracelularneho matrixu
stavovcov (Bornstein, P., J. Cell. Biol. 130: 503 - 506, 1995) a potom sa na$iel aj v niekol’kych d’al3ich prote-
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inoch extracelularneho matrixu. Existuje rad dokazov, Ze oblasti TSR sprostredkuju bunkovu adhéziu a maju
kPu€ova dlohu pri vzniku nadorov. Bolo napr. dokdzané, Ze proteolytické fragmenty trombospondinu obsa-
hujiice oblast TSR a syntetické peptidy so sekvenciami, ktoré zodpovedaju TSR oblasti trombospondinu
podporuju adhéziu nddorovych buniek a vytvdranie metastaz (Prater et al. , J. Cell Biol. 112: 1031 - 1040,
1991; Tuszynski and Nicosia, BioEssays 18: 71 - 76, 1996), vykazuju antiangiogénnu aktivitu (Tolsma et al.,
J. Cell Biol. 122: 497 - 511, 1993) a inhibuji zhlukovanie krvnych dostitiek a metastazovanie melanémov
(Tuszynski et al., J. Cell Biol. 116: 209 - 217, 1992).

V sutasnej dobe patri do tejto vy$3ej rodiny génov jeden gén Caenorhabditis elegans, jeden gén Drozofi-
ly a niekolko génov stavovcov. V C. elegans gén F10E7.4 koduje okrem FS1 a FS2 pit’ oblasti TSR (Higas-
hijima et al. , Dev. Biol. 192: 211 - 227, 1997). Clen tejto rodiny u Drozofily nazyvany M-spondin (mspo)
obsahuje domény FS1 a FS2 a jedini oblast TSR (Umemiya et al., Dev. Biol. 186: 165 - 176, 1997). Gén pre
M-sponodin kéduje sekretovany protein, ktory sa nachadza v miestach svalovych uponov a sluZi ako protein
extraceluldrneho matrixu, ktory podporuje pripojenie svalov k apodému. Clenovia tejto rodiny génov u sta-
vovcov zahfiiaju gény izolované z Danio rerio (zebrafish) (Mindinl a Mindin2, F-spondinl a F-spondin2),
potkani F-spondin, F-spondin Ziab Xenopus a potkani Mindin. Mindinl a Mindin2 st navzijom blizko pri-
buzné a ich génova Struktira je podobnd M-spondinu Drozofily. Oba tieto gény kéduji okrem domén FS1 a
FS2 jedinu oblast TSR (Higashijima et al., Dev. Biol. 192: 211 - 227, 1997). Gény pre F-spondinl a F-
-spondin2 Danio rerio (zebrafish), potkani F-spondin (Klér et al., Cell 69: 95 - 110, 1992) a F-spondin Ziab
Xenopus (Altaba et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8268 - 8272) maju vetky podobnii $truktiru a kéduji
okrem domén FS1 a FS2 3est’ kopii oblasti TSR. U stavovcov je mozné vysiiu rodinu génov Mindin/F-
-spondin rozdelit’ do dvoch skupin: gény blizko pribuzné pévodnym potkanim génom pre F-spondin a Min-
din a gény blizko pribuzné génu pre M-spondin Drozofily. Tak pre Mindin, ako aj gén pre F-spondin u sta-
vovcov kéduju proteiny, ktoré si primarne exprimované bunkami dna neutralnej trubice potas embryonalne-
ho vyvoja.

Nedavno bol z kopytnika Amphioxus izolovany jediny gén pribuzny F-spondinu, AmphiF-spondin (Shi-
meld, S.M., Mol. Biol. Evol. 15 (9): 1218 - 1223, 1998).

Na ziklade molekularnej fylogenetiky je AmphiF-spondin blizko pribuzny urgitej skupine génov stavov-
cov pre F-spondin, ktoré koduji Sest’ oblasti TSR. AmphiF-spondin kdduje tri oblasti TSR a dva opakujice
sa useky fibronektinu typu III, z ktorych jeden vykazuje silni podobnost’ s opakujicim sa tisekom fibronekti-
nu typu III produktu génu DCC (;,Deleted in Colorectal Cancer*). Expresiu tohto proteinu je moZné najst’' vo
vddiine oblasti centrdlneho nervového systému a nielen v stredovej linii, ako bolo opisané pri proteinoch
Mindin a F-spondin stavovcov.

Tieto fakty naznaCuju, Ze proteiny extraceluldrneho matrixu, ako napr. novy protein RG1, ktory je homo-
l6gom vy33ej rodiny Mindin/F-spondin, by mohli byt’ dobrymi kandidatmi na vyuZitie na diagnostiku rakovi-
ny a na pouZitie na lieenie.

WO98/45442 sa tyka sekretovaného zsig25 polypeptidu exprimovaného vo velkej miere v tkanive prosta-
ty a protilatok k zsig25 polypeptidu. Aminokyselinova sekvencia zsig25 polypeptidu zodpoveda v podstate
sekvencii RG1 polypeptidu. Ale nebol identifikovany Ziadny epitop zo zsig25 polypeptidu.

Podstata vynélezu

Predmetom vynaélezu je izolovana protilatka alebo fragment protilatky, ktoré sa 3pecificky viaZu na RG1
polypeptid, ako je uvedeny v SEQ ID NO: 2, pri¢om protilatka sa ¥pecificky viaZe na &len zvoleny zo skupi-
ny pozostavajucej z:

a) polypeptidu obsahujticeho aminokyselinu 77 aZ aminokyselinu 91 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2),
b) polypeptidu obsahujiiceho aminokyselinu 263 aZ aminokyselinu 274 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
na pouzitie ako lie€ivo.

Protildtka na uvedené pouZitie je polyklonalna alebo monoklonalna protilatka. Fragment protilatky je
zvoleny zo skupiny pozostavajiicej z Fv, F(ab’) a F(ab’), fragmentov.

Dalej je predmetom vynalezu imunokonjugat obsahujuci izolovanu protilatku alebo fragment protilatky,
ktoré sa 3pecificky viazu na RG1 polypetid, ako je uvedeny v SEQ ID NO: 2, pri€om izolovana protilatka
alebo jej fragment sa Specificky viaZu na &len zvoleny zo skupiny pozostavajiicej z:

a) polypeptidu obsahujiiceho aminokyselinu 77 aZ aminokyselinu 91 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
b) polypeptidu obsahujiceho aminokyselinu 263 aZ aminokyselinu 274 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
spojené s terapeutickym ¢inidlom, na pouZitie ako lieivo.

Terapeutickym ¢inidlom je cytotoxické ¢inidlo.

Cytotoxické ¢inidlo je zvolené zo skupiny pozostavajiicej z ricinu, doxorubicinu, daunorubicinu, taxolu,
etidiumbromidu, mitomycinu, etoposidu, tenoposidu, vinkristinu, vinblastinu, kolchicinu, dihydroxyantracin-
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diénu, aktinomycinu D, difterického toxinu, Pseudomonas exotoxinu (PE) A, PE40, abrinu, glukokortikoidu
a radioizotopov.

Predkladany vynalez opisuje polynukleotidovii sekvenciu, ktora kéduje vyhradne novy protein, ktory je
ozna¢ovany ako RG1. Polypeptid RG1 vykazuje homolégiu s potkanim Mindinom, proteinom extracelular-
neho matrixu. Obsahuje hydrofébnu signalnu sekvenciu na N-konci, dve spondinové domény (FS1 a FS2) a
opakujuci sa tsek (,repeat) trombospondinu typu I na C-konci. RG1 ma 89,7 % podobnost’ s potkanim
Mindinom. Polynukleotidova sekvencia oznatovana ako rg/ a uvedend na obr. 1 (a v zozname sekvencii ako
sekvencia SEQ ID NO: 1) koduje aminokyselinovii sekvenciu RG1, ktord je uvedend na obr. 2 (v zozname
sekvencii ako sekvencia SEQ ID NO: 2).

Tento vynalez poskytuje polypeptidy, ktoré boli identifikované, ako nové proteiny homologické s rodinou
proteinov extracelularneho matrixu, ktora sa nazyva Mindin, ako ukazuje porovnanie aminokyselinovej sek-
vencie uvedenej na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) so zndmymi aminokyselinovymi sekvenciami inych
proteinov extraceluldrneho matrixu.

Vynalez d’alej poskytuje polynukleotidy kédujuce tieto polypeptidy, najmé polynukieotidy kddujuce po-
lypeptidy oznalované ako RGI.

Poskytuju sa izolované polynukleotidy kddujiice RG1, vratane mRNA a cDNA a ich biologicky, diagnos-
ticky, klinicky alebo terapeuticky vyuZiteIné varianty, analégy a derivéty, vratane fragmentov ich variantov
analégov a derivatov.

Medzi zvIa¥t vyhodnymi uskuto¢neniami sui prirodzene sa vyskytujtice alelické varianty polynukleotidov,
ktoré koduju varianty polypeptidov oznatované ako RGI.

Poskytuji sa nové polypeptidy I'udského povodu oznadované ako RGI ako aj ich biologicky, diagnosticky
¢i terapeuticky vyuZzitelné fragmenty, varianty a derivaty, varianty a derivaty ich fragmentov, vratane ich
analégov.

Medzi zv1ast vyhodnymi uskutoneniami st varianty RG1 kédované prirodzene sa vyskytujicimi alelic-
kymi variantmi polynukleotidu rg/.

TaktieZ sa poskytuje sposob pripravy uZz zmienenych polypeptidov, ich fragmentov, variantov a deriva-
tov, fragmentov variantov a derivatov a ich analégov. Vo vyhodnom uskuto¢neni sa poskytujii spésoby pri-
pravy zmienenych polypeptidov RG1, zahriiajuce kultivaciu hostiteI'skych buniek, do ktorych bol vloZeny
exogénne odvodeny polynukleotid kédujici RG1 exprimovatelny za podmienok na expresiu 'udského RG1
v hostitel'ovi, s naslednou izolaciou exprimovaného polypeptidu.

Poskytuju sa pripravky, zli¢eniny a sposoby vyuZivajice uZz zmienené polypeptidy a polynukleotidy ok-
rem iného na vyskumné, biologické, klinické a terapeutické ucely.

Poskytuja sa pripravky, zlugeniny a spdsoby, ktoré sliiZia na vyhodnotenie expresie RG! v bunkéch sta-
novenim polypeptidov RG1 a mRNA kddujice RG1; a dalej stanovenim genetickych variécif a aberacii,
napr. defektov, v génoch rgl.

V sulade s urditymi vyhodnymi uskuto&neniami sa poskytuju sondy, ktoré hybridizuju so sekvenciami
rgl.

Predmetom tohto vynalezu su protilatky na pouZitie ako lie¢ivo, ktoré sii vysoko selektivne pre polypep-
tidy RG1 alebo fragmenty tychto protilatok, ktoré je moZzné vyuZit' na diagnostiku a/alebo detekciu expresie
RG1, ktora by mohla byt spojena s rakovinou prostaty. V sulade s uréitymi vyhodnymi uskuto&neniami tohto
zameru vynalezu si tieto protilatky znagené tak, aby poskytli detegovatel'ny signal. Zvlast' vyhodné si proti-
latky znagené radioaktivne, enzymaticky, pomocou chromoféru alebo fluorescen¢ne.

V dalom aspekte tohto vynalezu su opisané protilatky na pouZitie ako lie€ivo, konjugované s terapeutic-
kou latkou uréené na podanie do buniek irn vitro, ex vivo alebo in vivo, alebo na podanie do mnohobunkového
organizmu. V tomto ohl'ade si zvla$t vyhodné terapeutické latky (terapeutické agens, terapeutické &inidla),
ktoré su cytotoxické. V uréitych uskuto&neniach vyhodnych z tohto hl'adiska ide o podanie takych konjugo-
vanych protilatok 'udskym pacientom na lie¢bu chorobného stavu, ktory je charakterizovany aktivitou alebo
expresiou RG1, ako napr. rakovina prostaty.

V d'alsom aspekte tohto vyndlezu sii opisané peptidy a antiidiotypové protilatky, ktoré je moZné vyuzit na
stimulaciu imunitnej odpovede.

Poskytuju sa ribozymy a polynukleotidy komplementarne k polynukleotidom rg/ (t.. ,, antisense* poly-
nukleotidy) uréené na podanie do buniek in vitro, ex vivo alebo in vivo, alebo do mnohobunkového organiz-
mu. Zvladt vyhodné z tohto hl'adiska je podanie ,,antisense* molekil ludskym pacientom na lie¢enie chorob-
ného stavu, ako napr. rakoviny prostaty &i benignej prostatickej hyperplazie, ktory sa zmierni zniZenim trov-
ne aktivity RG1.

Dalsie predmety, vlastnosti, vyhody a aspekty predkladaného vynalezu vyplynii pre odbornikov z nasle-
dujiceho opisu. Malo by vak byt zrejmé, Ze nasledujici opis a $pecifické priklady, ktoré ukazuju vyhodné
uskutodnenia tohto vynalezu, sliZia iba na ilustraciu.
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Definicie

Tak ako sa pouZivaji v opise vyndlezu, prikladoch a pripojenych narokoch, maji nasledujuce terminy
stanoveny vyznam, pokial nie je vyslovne uréen€ inak.

,»RG1* oznauje polypeptid, ktorého aminokyselinové sekvencia je uvedena na obr. 2 (sekvencia SEQ ID
NO: 2); jeho varianty, analégy, derivaty a fragmenty a fragmenty tychto variantov, analégov a derivatov.
Terminy ,,fragment®, ,derivat* a ,,analég“, pokial' sa vztahujii na polypeptid na obr. 2 (sekvencia SEQ ID
NO: 2), oznatuju polypeptid, ktory ma v podstate ti isti biologicku a/alebo imunologicku aktivitu ako poly-
peptid na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2).

» Rgl* oznatuje polynukleotid, ktorého sekvencia je uvedena na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1) a po-
lynukleotidy, ktoré kéduji polypeptidy, ktorych aminokyselinova sekvencia je uvedena na obr. 2 (sekvencia
SEQ ID NO: 2); a dalej polynukleotidy, ktoré koduju varianty, analégy, derivaty a fragmenty RG1 a frag-
menty tychto variatov, analégov a derivétov. Rgl tieZ oznaduje tieto polynukleotidy vo forme RNA a poly-
nukleotidy, ktoré si komplementarne k polynukleotidom, ktoré kdéduju polypeptidovi sekvenciu, ktora je
uvedend na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2).

Termin ,,polynukleotid* obvykle oznatuje akykol'vek polyribonukleotid ¢i polydeoxyribonukleotid, kto-
rym mo6Ze byt nemodifikovana RNA & DNA alebo modifikovand RNA ¢&i DNA. Tak napr. polynukleotidy,
ako st uvedené, oznacujii okrem iného jednovlaknovi a dvojvliaknovia DNA, DNA, ktoré je zmesou jedno- a
dvojvlaknovych oblasti, jedno- a dvojvlaknoviit RNA a RNA, ktora je zmesou jedno- a dvojvlaknovych ob-
lasti, hybridné molekuly obsahujice DNA a RNA, ktoré méZu byt jednovlaknové alebo, &o je typickejsie,
dvojvldknové alebo zmes jedno- a dvojvlaknovych oblasti. NavySe, termin polynukleotid, ako je pouzity
oznaCuje aj oblasti trojvlaknovej RNA & DNA alebo trojvlaknovej oblasti obsahujicej tak RNA, ako aj
DNA. Vlakna tychto oblasti méZu pochadzat tak z tej istej molekuly, ako z réznych molekul. Tieto oblasti
moézu zahfiiat' useky pochadzajiice zo vietkych tychto molekul, ale v typickejSom pripade si mienené useky
iba niektorych tychto molekil. Jednou z molekul takejto trojvlaknovej oblasti &asto byva oligonukleotid.

Termin ,,polynukleotid“, ako sa tu pouZiva, oznacuje tieZ molekuly DNA alebo RNA, ako sii tu opisané, a
ktoré obsahuji jednu alebo viac modifikovanych baz. To znamena, Ze molekuly DNA & RNA, ktorych cu-
kor-fosfatova kostra bola pozmenena na zvy$enie stability alebo z inych dévodov, si1 tu tieZ oznatované ter-
minom ,,polynukleotidy*. Navy3e, molekuly DNA & RNA, ktoré obsahuji neobvyklé bazy ako napr. inozin
¢i modifikované bazy ako bazy znafené triciom, aby sa uviedli aspoﬁ dva priklady, sa tieZ oznaduju pouZiva-
nym terminom polynukleotidy.

Je zrejmé, Ze na molekulach DNA a RNA sa uskuto&nilo mnoistvo réznych modifikacii, ktoré slizia na
rozne uZitotné ucely zname odbornikom v odbore. Termin ,,polynukleotid, ako je pouZivany, zahfiia okrem
iného takéto chemicky, enzymaticky &i metabolicky modifikované formy polynukleotidov, ako aj chemické
formy DNA ¢&i RNA charakteristické pre virusy ¢i bunky, a to pre bunky jednoduché aj zloZité, inter alia.

Termin ,,polypeptidy*, ako je tu pouZivany, zahfiia vietky polypeptidy, ktoré sii opisané. Zakladna §truk-
tura polypeptidov je dobre znama a je opisana v nespoetnom mnoZstve uéebnic a inych odbornych publika-
cii. V kontexte predkladaného vynalezu oznatuje tento termin akykol'vek peptid alebo protein obsahujici dve
alebo viac aminokyselin, ktoré s vzdjomne spojené do linedrneho retazca peptidovou vdzbou. Tento termin,
ako sa tu pouZiva, oznaluje tak kratke retazce, ktoré su tieZ beZne v stave techniky oznatované napr. ako
peptidy, oligopeptidy a oligoméry, ako aj dlhé retazce, ktoré sa v stave techniky beZne ozna&uji ako protei-
ny, ktorych je mnoho typov.

Je zrejmé, Ze polypeptidy Casto obsahuju aminokyseliny iné ako 20 aminokyselin obvykle oznatovanych
ako 20 prirodzene sa vyskytujticich aminokyselin a Ze mnoho aminokyselin, vratane koncovych, méze byt v
danom polypeptide modifikovanych a to bud’ prirodzenou cestou ako glykozylaciou, alebo inymi posttran-

-slaénymi modifikdciami alebo chemickymi modifikaénymi spésobmi odbornikom dobre znamym. Dokonca

aj bezné modifikacie, ktoré sa v polypeptidoch prirodzene vyskytuju, si prili§ po&etné, aby ich bolo mozné
vy&erpavajicim spésobom vymenovat, ale st dobre opisané v zakladnych priru¢kach a detailnejich mono-
grafiach, ako aj v rozsiahlej odbornej literatire a st dobre zndme odbornikom. Medzi zname modifikacie,
ktoré sa méZu vyskytovat’ v polypeptidoch zmienenych v predkladanom vyndleze, patria, aby sa vymenovalo
asponi niekolko ilustrativnych prikladov, acetyldcia, acylacia, ADP-ribozylacia, amidacia, kovalentné navia-
zanie flavinu, kovalentné naviazanie hému, kovalentné naviazanie polynukleotidu alebo derivéatu polynukleo-
tidu, kovalentné naviazanie lipidu alebo derivatu lipidu, kovalentné naviazanie fosfatidylinozitolu, tvorba
prie¢nych vizieb, cyklizicia, tvorba disulfidovych mostikov, demetylacia, tvorba prie¢nych kovalentnych
vézieb, tvorba cystinu, tvorba pyroglutamétu, formyldcia, gama-karboxylécia, glykacia, glykozylacia, tvorba
kotvy GPI, hydroxylacia, jodacia, metylacia, myristyldcia, oxidicia, proteolitické upravy, fosforylacia, preny-
lacia, racemizicia, naviazanie selénu, naviazanie siry, adicia aminokyseliny prostrednictvom transferovej
RNA ako napr. arginylacia a naviazanie ubikvitinu.

Tieto modifikacie si odbornikom dobre zname a boli detailne opisané v odbornej literatire. Rad zv1ast
zndmych modifikécii, ako napr. glykozyldcia, naviazanie lipidov, naviazanie siry, gama-dekarboxylacia, na-
viazanie zvySkov glutimovej kyseliny, hydroxylacia a ADP-ribozylacia, boli opisané v celkom zakladnych
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priruc¢kach, ako napr. I. E. Creighton, Proteins-Structure and Molecular Properties, 2™ Ed., W. H. Freeman
and Company, New York, 1993. Na tuto tému existuje mnoho prehladnych ¢lankov, ako napr. texty, ktoré
publikovali 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, a Rattan et al., Protein
Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging, Ann. N. Y. Acad. Sci. 663: 48 - 62, 1992.

Je zrejmé, ako je vieobecne zname a tu uZ poukazané, Ze polypeptidy nie su vZdy linedrne. Napr. poly-
peptidy méZu byt rozvetvené ddsledkom naviazania ubikvitinu, mézu byt cirkularne, s rozvetvenim alebo
bez neho, obvykle ako ddsledok posttranslaénych tprav, vratane prirodzenych tiprav alebo procesov spdso-
benych l'udskou manipuldciou, ku ktorym normélne nedochddza. Cirkularne, vetvené a cirkularne vetvené
polypeptidy mbzu byt’ syntetizované netranslanymi prirodzenymi procesmi aj ¢isto syntetickymi sposobmi.

Modifikacie sa mézu vyskytovat’ kdekol'vek v polypeptide, vritane peptidovej kostry, bo¢nych retazcov
aminokyselin alebo N- a C-konca. V skutofnosti je blokovanie aminoskupiny alebo karboxyskupiny, alebo
oboch tychto skupin prostrednictvom kovalentnej modifikdcie beZne sa vyskytujiicim javom v prirodzene sa
vyskytujtcich aj syntetickych polypeptidoch a tieto modifikacie sa mézu v polypeptidoch uvedenych v pred-
kladanom vynaleze vyskytovat tieZ. Napr. N-koncovym aminokyselinovym zvy$kom polypeptidov produko-
vanych E. coli pred proteolytickou upravou bude vzdy N-formylmetionin.

Modifikicie vyskytujiice sa v polypeptide si €asto vysledkom spdsobu, akym tento polypeptid vznikol.
Pri polypeptidoch, ktoré vznikli napr. expresiou génu klonovaného v hostitel'ovi, bude podstata a rozsah mo-
difikdcii z vel'kej ¢asti urfeny posttranslaénou modifikanou kapacitou hostitel'skej bunky a modifikaénymi
signalmi, ktoré sa nachadzaji v aminokyselinovej sekvencii polypeptidu. Napr. ako je dobre zname, glykozy-
lacia sa &asto nevyskytuje pri bakteridlnych hostitefoch ako E. coli. Pokial sa teda glykozylacia poZaduje,
polypeptid by mal byt exprimovany v glykozylujiicom hostitel'ovi, obvykle v eukaryotickej bunke. Bunky
hmyzu &asto uskuto¢iiuju tie isté posttranslatné glykozylacie ako cicavéie bunky a preto boli napr. vyvinuté
hmyzie expresné systémy na u€innu expresiu cicav&ich proteinov, ktoré maju nativnu formu glykozylacie.
Podobné uvahy sa vzt'ahuju aj na iné modifikécie.

Je zrejmé, Ze ten isty typ modifikicie sa moZe vyskytovat v tej istej alebo roznej miere na réznych mies-
tach daného polypeptidu. Dany polypeptid tieZ méze obsahovat’ mnoho typov modifikacii.

Termin polypeptid, ako sa pouZiva, obvykle zahriia vietky takéto modifikicie, najma tie, ktoré sa nacha-
dzaju v polypeptidoch syntetizovanych expresiou polynukleotidu v hostiteI'skej bunke.

Termin ,,polynukleotid kédujuci polypeptid“, ako sa tu pouZiva, zahfiia polynukleotidy obsahujiice sek-
venciu, ktora kéduje polypeptid uvedeny v predkladanom vynaleze, v konkrétnom pripade polypeptid RG1,
ktorého aminokyselinova sekvencia je uvedena na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2). Tento termin zahfiia po-
lynukleotidy, ktoré obsahuju jednu stvisli oblast’ alebo nestivislé oblasti, ktoré koduju polypeptid (prerusené
napr. intrénmi) spolu s d’al8imi oblastami.

»Biologicka aktivita“ oznaluje Strukturdlne, regulatné alebo biochemické funkcie prirodzene sa vyskytu-
juceho polypeptidu RG1.

»Limunologicka aktivita oznatuje schopnost’ prirodzeného, rekombinantného alebo syntetického RG1,
alebo akéhokol'vek jeho fragmentu vyvolat’ $pecifickd imunitni odpoved’ v zodpovedajicom Zivo&ichovi &i
bunke, a viazat' $pecifické protilatky.

Termin ,,oligonukleotid* oznatuje pomerne kratke polynukleotidy. Tento termin sa &asto vztahuje na
jednovldknové deoxyribonukleotidy, ale méZe tieZ oznatovat’ okrem iného jedno- ¢i dvojvlaknové ribonuk-
leotidy, hybridy RNA a DNA a dvojvlaknovej DNA. Oligonukleotidy, ako napr. jednovlaknové oligonukleo-
tidy sond DNA, sa &asto syntetizuji chemickymi spdsobmi, napr. pomocou automatickych syntetizatorov
oligonukleotidov. Oligonukleotidy sa v§ak mdzu pripravit’ aj mnoZstvom inych metéd, vratane metdd in vitro
vyuZivajicich rekombinantni DNA a expresiu DNA v bunkach a organizmoch. ,,Oligonukleotidy* alebo
»oligoméry* alebo polynukleotidovy ,fragment®, ,usek* alebo ,segment” oznatuje polynukleotidovu sek-
venciu s najmenej 10 nukleotidmi a najviac priblizne 60 nukleotidmi, vyhodne asi 15 aZ 30 nukleotidmi a
najvyhodnejsie priblizne 20 aZ 25 nukleotidmi.

»Prirodzene sa vyskytujiici RG1* ozna¢uje RG1 produkovany I'udskymi bunkami, ktoré neboli geneticky
modifikované a 3pecificky oznaluje rézne formy RG1, ktoré vznikli posttranslanymi Gpravami polypeptidu
zahfilajiicimi, ale bez obmedzenia, acetylaciu, karboxyldciu, glykozylaciu, fosforylaciu, lipidaciu, acylaciu a
Stiepenie.

Termin ,,variant (y)* polynukleotidov alebo polypeptidov, ako sa pouZiva v tomto texte, oznaluje poly-
nukleotidy alebo polypeptidy, ktoré sa liSia od referenéného polynukleotidu ¢i polypeptidu. Varianty v tomto
zmysle su opisané neskdr a na inych miestach v predkladanom vynaleze detailnejsie.

(1) Polynukleotid, ktory sa li§i svojou sekvenciou od iného, referenéného polynukleotidu. Tieto rozdiely
si obvykle obmedzené, takZe sekvencie referenéného polynukleotidu a jeho variantov sii vel'mi podobné a v
mnohych oblastiach st zhodné.

Ako je poukazané d’alej, zmeny v sekvencii variantu polynukleotidu méZu byt bez vonkaj$ieho prejavu.
To znamend, Ze nemusia ovplyvnit aminokyselinova sekvenciu polypeptidu kédovaného polynukleotidom.
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Tam, kde st zmeny obmedzené na tento typ bez vonkajSieho prejavu, variant koduje polypeptid s velkostou
tej istej aminokyselinovej sekvencie ako referenény polypeptid. Ako sa uvadza d’alej, zmeny v sekvencii va-
riantu polynukleotidu méZu spdsobit’ zmeny v aminokyselinovej sekvencii polypeptidu kédovaného refe-
renénym polynukleotidom. Takéto zmeny polynukleotidu méZu viest’ k substiticii, adicii, delécii alebo fuzii
aminokyselin alebo skracovaniu aminokyselinovej sekvencie kddovanej referenénou sekvenciou, ako bude
opisané d’alej.

(2) Polypeptid, ktory sa aminokyselinovou sekvenciou 1i$i od iného, referenéného polypeptidu. Tieto
zmeny su obvykle obmedzené, takZe sekvencie referenéného polypeptidu a jeho variantu su velmi podobné a
v mnohych oblastiach sii zhodné. Referenény polypeptid a jeho variant sa méZu odliovat’ v aminokyselino-
vej sekvencii jednou lebo viacerymi substiticiami, adiciami, deléciami, fuziami alebo skratenim sekvencie,
pri¢om tieto zmeny méZu byt pritomné v réznych kombinacidch. Rekombinantné varianty kédujiice tieto
alebo podobné polypeptidy mdzu byt' syntetizované alebo selektované na zéklade tzv. ,redundancie” gene-
tického kédu. R6zne substiticie kodénov, ako napr. tie, ktoré sa navonok neprejavia, ale vedd k vzniku roz-
nych restrikénych miest, sa méZu vyuZit' na optimalizaciu klonovania do plazmidu alebo virusového vektora,
alebo expresie v ur¢itom prokaryotickom alebo eukaryotickom systéme. Mutdcie sa méZu tieZ zavadzat' s
cielom modifikovat’ vlastnosti polypeptidu, menit’ jeho vdzbovi afinitu na ligandy, afinitu medzi refazcami,
degradéciu alebo rychlost’ obratu polypeptidu (polypeptid turnover rate).

Termin ,alelicky variant oznaCuje alternativnu formu polynukleotidu rg/. Alely st vysledky muticie,
t. j. zmeny v sekvencii polynukleotidu a obvykle vedii k vzniku pozmenenych mRNA alebo polypeptidov,
ktorych Struktira alebo funkcia méZe alebo nemusi byt pozmenend. Akykol'vek gén méZe mat’ ziadnu, jednu
alebo viac alelickych foriem. BeZzné muta&né zmeny vedice k vzniku alel s pripisované prirodzenym delé-
ciam, adicidm alebo substitucidm nukleotidov. Kazdy typ tychto zmien sa méZe v danej sekvencii uskutoénit’
bud’ samostatne, alebo v kombindcii s ostatnymi, jeden alebo viackrat.

»Derivat® oznatuje polynukleotid alebo polypeptid odvodeny z prirodzene sa vyskytujuceho rg/ alebo
RGI1 chemickymi modifikaciami, ako je naviazanie ubikvitinu, znalenie (napr. radionuklidmi, rdznymi en-
zymatickymi modifikaciami), ,,pegylécia“ (tvorbou derivatov pomocou polyetylénglykolu, PEG) alebo inzer-
cia alebo substitiicia aminokyselin, ako je ornitin (alebo substitiicia nukleotidov, ktoré kéduja tito aminoky-
selinu), ktoré sa normalne v 'udskych proteinoch nevyskytuju.

»Delécia“ je definovand ako zmena sekvencie polynukleotidu alebo aminokyselinovej sekvencie, kde
chyba jeden alebo viac nukleotidov alebo aminokyselinovych zvy$kov.

»Inzercia“ alebo ,,adicia“ je takd zmena sekvencie polynukleotidu alebo aminokyselinovej sekvencie, ked’
dochddza k pridaniu jedného alebo viac nukleotidov &i aminokyselinovych zvyskov v porovnani s prirodzene
sa vyskytujicou sekvenciou polynukleotidu alebo polypeptidu.

»Substiticia“ je vysledkom nahradenia jedného alebo viac nukleotidov &i aminokyselin odlisnymi nuk-
leotidmi ¢i aminokyselinami, tak ako je uvedené.

Substitticie aminokyselin s vyhodne vysledkom nahradenia jednej aminokyseliny inou aminokyselinou
vykazujiicou podobné $truktirne a/alebo chemické vlastnosti, napr. nahradenie leucinu izoleucinom ¢&i vali-
nom a asparatu glutamatom alebo treoninu serinom, t. j. konzervativne nahradenie aminokyseliny. Inzercie
alebo delécie prebiehajii v rozmedzi od 1 do 5 aminokyselin. Povolena variacia méZe byt experimentalne ur-
tend uskutodiiovanim systematickych inzercii, delécii alebo substiticii aminokyselin v polypeptide pomocou
met6d rekombinantnej DNA a testovanie aktivity vzniknutych rekombinantych variantov.

»Fragment” je polypeptid s aminokyselinovou sekvenciou totoZnou s &ast'ou, ale nie s celkom aminokyse-
linovej sekvencie uz spomenutych polypeptidov RG1 a ich variantov alebo derivatov.

Polypeptidovy ,,fragment”, ,,isek” alebo ,,segment” predstavuje spojené aminokyselinové zvysky v mi-
nimalnom potte 5, Casto aspoil 7, typicky aspoit 9 a% 13 aminokyselin a v rdznych uskuto&neniach predkla-
daného vynalezu aspoii 17 alebo viac aminokyselin.

»2Rekombinant* alebo ,rekombinantnd molekula DNA“ oznaduje sekvenciu polynukleotidu, ktora sa pri-
rodzene nevyskytuje alebo je pripravena umelou kombinédciou dvoch inak oddelenych segmentov alebo sek-
vencii. ,Rekombinantne pripraveny* znamené pripraveny umelou kombinaciou oddelenych segmentov poly-
nukleotidov, ¢asto vyuZitim bud’ chemickych prostriedkov, alebo umelych manipulécii, napr. technikami gé-
nového inZinierstva. Tieto manipulédcie sa obvykle uskuto&iiuji preto, aby bol jeden kodén nahradeny inym,
redundantnym kodénom kédujtcim ti ist &i konzervativnu aminokyselinu, pri¢om je typicky vnesené &i od-
strdnené rozpozndvacie miesto sekvencie. Inak sa uskuto¢iiuje spijanie segmentov polynukleotidov s poza-
dovanymi funkciami s ciefom vytvorit' jedini genetickd entitu, ktord obsahuje poZadovanu kombinaciu
funkcii, a ktora sa inak v prirodzenej beznej forme nevyskytuje. Takto mdZu byt cielene vloZené rozpozna-
vacie miesta pre reStrikéné enzymy, regulané sekvencie ¢i iné vyuZite'né oblasti. ,,Rekombinantné molekuly
DNA* zahriiaji klonovacie a expresné vektory. ,,Rekombinant” méZe tieZ oznatovat polynukleotid, ktory
kéduje polypeptid a je pripraveny pomocou technik rekombinantnej DNA.

»Izolovany* znamena pozmeneny ,,ludskym zdsahom* zo svojho prirodzeného stavu, t. j. pokial’ sa vy-
skytuje v prirode, bol pozmeneny ¢i odstrdneny zo svojho prirodzeného prostredia alebo oboch. Napr. priro-
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dzene sa vyskytujuci polynukleotid alebo polypeptid prirodzene sa vyskytujici v Zivom zvierati vo svojom
prirodzenom stave nie je ,,izolovany*, ale ten isty polynukleotid alebo polypeptid oddeleny z materiélu, s kto-
rym koexistuje v prirodzenom stave, je ,,izolovany“ tak, ako sa tento termin pouZiva v predkladanom vynéle-
ze. Napr. pokial ide o polynukleotidy, termin izolovany znamena, Ze je oddeleny od chromozému a bunky, v
ktorej sa prirodzene vyskytuje.

Polynukleotidy a polypeptidy sa m6Zu vyskytovat' v kompozicii, ako st formulacie médii, roztoky na
vnasanie polynukleotidov alebo polypeptidov napr. do buniek, kompozicie alebo roztoky na chemické alebo
enzymatické reakcie, napr. ktoré nie su prirodzene sa vyskytujicimi kompoziciami, a tu su izolované poly-
nukleotidy alebo polypeptidy v zmysle tohto terminu, ako sa pouziva v predkladanom vynaleze.

,»V podstate &isty“ a ,,v podstate homogénny“ sii vzdjomne nahraditelné terminy a oznaduju polypeptid
RG1 alebo jeho fragmenty, alebo segment polynukleotidu, ktory ich kéduje, pri¢om tento polypeptid &i poly-
nukleotid je oddeleny od latok, s ktorymi sa vyskytuje prirodzene. Polypeptid RG1 alebo jeho fragmenty,
alebo segment polynukleotidu, ktory ich kéduje, je v podstate jednoduchy vo vietkych komponentoch, s kto-
rymi sa prirodzene vyskytuje, pokial’ je oddeleny od nativnych kontaminantov, s ktorymi sa vyskytuje v pri-
rodzenom stave. To znamend, Ze polypeptid, ktory sa syntetizuje chemicky alebo bunkovym systémom od-
lisnym od bunky, z ktorej prirodzene pochadza, je v podstate zbaveny komponentov, s ktorymi sa prirodzene
vyskytuje.

»Homologny“, pokial sa tento termin tyka polynukieotidu, znamena, Ze dva polynukleotidy alebo ich vy-
znatené sekvencie su optimélnym linedrnym porovnanim (,,alignement*) totoZné so zodpovedajlicimi inzer-
ciami ¢&i deléciami nukleotidov aspoil v 70 % nukleotidov, obvykle v 75 aZ 99 % a vyhodnej$ie v minimélne
98 aZz 99 % nukleotidov.

»Podobnost™, pokial’ sa tyka polypeptidu, sa uréi porovnanim aminokyselinovej sekvencie a konzervativ-
nych aminokyselinovych nahrad jedného polypeptidu so sekvenciou druhého polypeptidu.

,Polymerazova retazova reakcia“ teda ,,PCR* oznaCuje sposob, pri ktorom sit pecifické iseky DNA am-
plifikované, ako je opisané v patente USA &. 4 683 195 udelenom 28. 7. 1987. Obvykle je potrebné poznat’
koncové alebo dlh3ie sekvencie fragmentov poZadovaného polypeptidu, aby sa mohli navrhnut’ oligonukleo-
tidové priméry; tieto priméry budu antiparalelné a budit mat’ totoZnu ¢i podobnii sekvenciu ako opaéné viak-
na templatu, ktory mé byt amplifikovany. Nukleotidy 5' konca oboch primérov sa budi kryt' s koncami am-
plifikovaného materidlu. PCR je moZné vyuZit' na amplifikdciu $pecifickych sekvencii DNA z celkovej ge-
némovej DNA, cDNA transkribovanej z celkovej bunkovej RNA, z plazmidovych sekvencii atd’. (pozri vie-
obecne Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 263, 1987; Erlich, ed., PCR Technology,
Stockton Press, NY, 1989).

»Stringencia® (hybridizagnych podmienok) sa obvykle vyskytuje v rozmedzi T, (teplota topenia) -5 °C
(5 °C pod T,, sondy) do priblizne 20 °C aZ 25 °C pod T,,. Odbornikom bude zrejmé, Ze stringentnu hybridi-
zéciu je moZné pouZit’ na identifikaciu alebo detekciu zhodnych sekvencii polynukleotidov alebo na identifi-
kéciu alebo detekciu podobnych alebo pribuznych sekvencii polynukleotidov. Termin ,,stringentné podmien-
ky*“, tak ako je pouZivany, znamend, Ze hybridizacia bude prebiehat, iba pokial bude medzi sekvenciami
najmenej 95 % a vyhodne menej 97 % identita.

,~Hybridizacia®, ako sa pouZiva, zahfia ,,akykol'vek proces, ktorym je polynukleotidové vlakno spojené s
komplementarnym vldknom na principe parovania bz (Coombs, J., Dictionary of Biotechnology, Stockton
Press, New York, N. Y., 1994).

,» Terapeuticky uinna davka“ oznatuje také mnoZstvo polypeptidu alebo jeho protilatok, jeho antagonis-
tov &i inhibitorov, vratane ,,antisense* molekul a ribozymov, ktoréa zlep$i priznaky alebo podmienky chorob-
ného stavu. Terapeuticka u¢innost’ a toxicita tychto latok sa méZe urit’ $tandardnymi farmaceutickymi sp6-
sobmi v bunkovych kultirach &i na experimentalnych zvieratach, napr. ako EDs, (davka terapeuticky u¢inna
v 50 % populécie) alebo LDs, (davka letélna pre 50 % populacie). Pomer davok s terapeutickym a toxickym
u¢inkom sa nazyva terapeuticky index a da sa vyjadrit’ ako pomer EDsy/LDsp.

LHLiegenie“ &, lietba“, ako sa tento termin pouZiva, znamend lie¢bu chorobného stavu (ochorenia) u lud-
ského pacienta, pri¢om tento chorobny stav je spojeny s rastom nadoru prostaty a zahfiia chorobné stavy, pri
ktorych je potrebné u pacienta zniZit' hladinu RG1.

Podrobny opis vynélezu

Predkladany vynalez sa tyka okrem iného novych polypeptidov RG1, polynukleotidov rg/ a protilatok
zameranych proti polypeptidom RG1, ako bude podrobnejdie opisané. Konkrétne sa tento vynalez tyka no-
vych polypeptidov RG1 a polynukleotidov kédujucich tieto polypeptidy RG1, najmd sa tyka RG1 s aminoky-
selinovou sekvenciou, ktora je uvedena na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a rg!/ s polynukleotidovou sek-
venciou, ktora je uvedend na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1) . Tento vynélez tieZ zahfia varianty RG1.
Vyhodny variant RG1 je variant majtici najmenej 70 % podobnost’ (vyhodne najmenej 70 % identitu) s poly-
peptidovou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a vyhodnejsie najmenej 90 % podob-
nost’ (vyhodnejsie najmenej 90 % identitu) s polypeptidom uvedenym na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a
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este vyhodnej3ie najmenej 95 % podobnost’ (elte vyhodnejsie najmenej 95 % identitu) s polypeptidovou sek-
venciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a tieZ zahrfia useky tychto polypeptidov, pri¢om tieto
tiseky polypeptidu obvykle obsahujii najmenej 30 aminokyselin a vyhodnej3ie najmenej 50 aminokyselin.

Sekvencia kédujuca predikovany polypeptid RG1 zagina 296 bazovych parov od 5' konca nukleotidovej
sekvencie uvedenej na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1). RG! obsahuje tri $trukturalne domény charakteris-
tické pre vy$8iu rodinu proteinov extracelularneho matrixu Mindin/F-spondin: dve spondinové domény (FS1
a FS2), ktoré zahfiiaji aminokyseliny 31 aZ 103 a 138 aZ 221 a trombospondinovi doménu zahffiajucu ami-
nokyseliny 278 az 330.

Predkladany vyndlez je Ciastoéne zaloZeny na Strukturalnej homoldgii medzi RGl a potkanim Mindinom,
d’al$im ¢lenom rodiny proteinov extraceluldrneho matrixu, uvedeného na obr. 3. Aminokyselinova sekvencia
RGI ma priblizne 89,7 % podobnost’ s potkanim Mindinom.

Predkladany vynalez je tieZ zaloZeny na expresnom profile RG1, ktorého expresia bola dok4zan4 v kniZ-
niciach prostatickych tkaniv a zvySend expresia v kniZniciach prostatickych nadorov. Tento expresny profil v
tkanivach sa pozoroval pri analyze expresie mRNA vo vzorkach normélnych a nadorovych tkaniv zistenych
analyzou PCR pomocou Tagman. Tento analyticky sposob dokdzal, Ze expresia mRNA kédujica RGl je v
prostatickych tkanivach oproti inym tkanivam zvy$ena.

Polynukleotidy

V stilade s jednym aspektom predkladaného vynélezu su opisané izolované polynukleotidy kédujuce po-
lypeptid RG1 s dedukovanou aminokyselinovou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2).

Pomocou uvedenych informacii, ako napr. polynukleotidova sekvencia uvedena na obr. 1 (sekvencia SEQ
ID NO: 1), moZno ziskat' polynukleotid kédujtci polypeptid RG1 uvedeny v predkladanom vynaleze pomo-
cou Standardnych klonovacich a testovacich spdsobov, ako napr. klonovanie cDNA pomocou mRNA z bu-
niek Tudskych tkaniv ako vychodiskového materidlu. Ako priklad moZno uviest’ fakt, Ze polynukleotidova
sekvencia uvedena na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1) sa identifikovala v klonoch cDNA ziskanych z I'ud-
skych prostatickych tkaniv. Rgl bol identifikovany ako gén exprimovany v prostate prehladavanim databazy
Incyte LifeSeq. T4to nukleotidova sekvencia bola identifikovana prehFadévanim anotécii v databize pomo-
cou nastroja ,,Funkcia proteinu“ poskytnutého spolo¢nost'ou Incyte. Tato nukleotidova sekvencia sa nasla v
anotovanej databaze v kateg6rii bunkovych adhéznych molekil a bola opisand ako homolég F-spondinu.
Elektronicka Northern analyza distribiicie polynukleotidovych sekvencii rg/ v stibore kniZnic v databaze do-
kazala, Ze vysoké hladiny expresie rg/ boli zistené v kniZniciach prostatickych tkaniv a niZ3ie hladiny v
kniZniciach mnohych inych tkaniv, vratane normalnych a nadorovych.

Po zostaveni suboru klonov rg/ z databazy do stistavy kontigov polynukleotidovych sekvencii a po ich
Giprave na suvisli sekvenciu sa identifikovala iplna kédujica sekvencia predikovaného zostaveného poly-
nukleotidu. Této sekvencia kéduje protein homolégny s potkanim mindinom.

Klony databazy Incyte 1640796, 1712252 a 1880265 sa ziskali z Incyte na experimentalne ucely a klon
3360733 bol identifikovany ako obsahujiici najvagsiu &ast’ nukleotidovej sekvencie 5' konca. Ziskala sa uplna
sekvencia tohto klonu, ktord obsahuje uplni kédujucu sekvenciu pre umelo odvodeny protein RG1. Tato
sekvencia je uvedena na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1).

Polynukleotidy v predkladanom vynaleze méZu byt vo forme RNA, napr. mRNA alebo vo forme DNA,
vratane napr. cDNA a gendmovej DNA ziskanej klonovanim alebo pripravené sposobmi chemickej syntézy
¢i kombinécie tychto spdsobov alebo sposobmi opisanymi v tomto vynaleze. DNA moéZe byt jednovldknova
alebo dvojvldknova. Jednovldknovd DNA méZe byt kédujucim vldknom, tiez nazyvanym ,sense” vladkno
alebo to mdZe byt nekédujuce vlakno, tieZ nazyvané ,,antisense* vlakno.

Sekvencia kodujuca polypeptid moZe byt zhodna s kédujiicou sekvenciou polynukleotidu uveden¢ho na
obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1). MéZe to tieZ byt polynukleotid s odlinou sekvenciou, ktory vd’aka redun-
dancii (degenerativnosti) genetického kédu kéduje polypeptid uvedeny na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2).

Polynukleotidy predkladaného vynalezu kédujiice polypeptid uvedeny na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO:
2) méZu obsahovat’ okrem iného sekvencie kédujice tento samotny polypeptid; sekvencie kédujuce tento po-
lypeptid s d’al$imi nekédujiicimi sekvenciami, vratane okrem iného napr. intrénov a nekédujiicich 5 a 3’ sek-
vencii, ako napr. transkribované, ale netranslatované sekvencie zutastiiujuce sa transkripcie a tipravy mRNA
(napr. signaly na zostrih a polyadenylaciu) &i d'al3ie kédujuce sekvencie, ktoré koduju d’aliie aminokyseliny,
ako napr. aminokyseliny zaistujuce d’alsie funkcie. Tak méZe byt polypeptid napr. fizovany s markerovou
sekvenciou, ako napr. s peptidom ul'ahéujiicim purifikiciu fazneho polypeptidu. V uréitych vyhodnych usku-
to¢neniach tohto zdmeru predkladaného vyndlezu je markerovou sekvenciou hexahistidinovy peptid, ktory
sluzi ako zna¢ka pridana pomocou vektora pTrcHisB (Invitrogen, Carlsbad, CA) a d'al3ie, z ktorych mnoho
je komeréne dostupnych. Ako bolo opisané napr. v publikacii Gentz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
821 - 824, 1989), hexahistidin umoZituje 'ahku purifikaciu fuzovaného proteinu.

Polynukleotidy méZzu kédovat' polypeptid, ktory okrem daného polypeptidu obsahuje d’al§ie aminokyseli-
nové zvy3ky na C- a N-konci alebo vniitri tohto polypeptidu (napr. ked’ jeho aktivna forma obsahuje viac ako
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jeden polypeptidovy retazec). Tieto sekvencie mdZu mat’ ulohu v tiprave polypeptidu z prekurzorovej na ko-
neénii formu, méZu ulah&ovat’ pohyb polypeptidu, mézu predlZzovat’ &i skracovat’ jeho pol€as alebo mozu
ulah&ovat’ manipulaciu s polypeptidom pri testovani &i produkeii atd’. Ako je obvyklé v situacii in situ, tieto
d’algie aminokyseliny mdZu byt z polypeptidu odstranené proteolytickymi enzymami.

Predkladany vynalez sa d’alej tyka variantov opisanych polynukleotidov, ktoré kéduju fragmenty, analogy
a derivaty polypeptidu s dedukovanou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) . Varian-
tom polynukleotidu méZe byt prirodzene sa vyskytujici variant ako napr. prirodzene sa vyskytujici alelicky
variant alebo to mozZe byt variant, o ktorom nie je zndme, Ze by sa vyskytoval prirodzene. Tieto varianty po-
lynukleotidu nevyskytujiice sa prirodzene sa moZu ziskat' technikami mutagenézy, vratane tych, ktoré sa vy-
uzivaju pre polynukleotidy, bunky &i organizmy.

Medzi varianty v tejto savislosti patria varianty, ktoré sa od opisanych polynukleotidov liSia substiticia-
mi, deléciami ¢i adiciami nukleotidov. Tieto substitucie, delécie ¢i adicie sa m6Zu tykat jedného alebo viac
nukleotidov. Varianty méZu byt pozmenené tak v kédujticich, ako aj v nekddujucich oblastiach. Zmeny v
kodujucich oblastiach méZu viest k substitiiciam, deléciam ¢i adiciam konzervativnych aj nekonzervativnych
aminokyselin.

Medzi zvla§t vyhodné uskutoénenia predkladaného vynalezu patria z tohto hl'adiska polynukleotidy ko-
dujuce polypeptidy s aminokyselinovou sekvenciou RG1, ako je uvedené na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO:
2); ich varianty, analdgy, derivaty ¢i fragmenty a fragmenty tychto variantov, analogov a derivatov.

Dalsim zvIa3t vyhodnym uskuto&nenim z tohto hladiska st polynukleotidy, ktoré kéduji varianty, analé-
gy, derivaty a fragmenty RG1 a varianty, analdgy a derivaty tychto fragmentov, ktorych aminokyselinova
sekvencia zodpoveda sekvencii polypeptidu RG1 uvedenej na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2), a kde pri
vi&$om podte, niekolkych, 5 a2z 10, 1 a2 5, 1 az 3, 2, 1 alebo Ziadnej aminokyseline do$lo k substitiicii, delé-
cii, adicii ¢i akejkoPvek kombinacii tychto javov. Zvlast vyhodnymi su substiticie, adicie a delécie bez von-
kaj8ieho prejavu, ktoré nemenia vlastnosti a aktivity polypeptidu RG1. Zv1ast vyhodnymi z tohto hladiska si
tiez konzervativne substiticie. Najvyhodnej$imi su polynukleotidy kédujice polypeptidy s aminokyselino-
vou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) bez substitucii.

Dalsimi vyhodnymi uskuto&neniami predkladaného vynalezu su polynukleotidy majtice aspoit 70 % iden-
titu s polynukleotidom kodujicim polypeptid RG1 s aminokyselinovou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sek-
vencia SEQ ID NO: 2) a polynukleotidy komplementarne k tymto polynukleotidom. Okrem nich st vysoko
vyhodné polynukleotidy obsahujice oblast’ vykazujiicu aspoii 80 % identitu s polynukleotidom kédujicim
polypeptid RG1 a polynukleotidy k nim komplementarne. Z tohto hl'adiska su zvla¥t vyhodné polynukleoti-
dy aspoil s 90 % identitou s tymto polynukleotidom a medzi nimi st zvla§t’ vyhodné tie, ktoré s nim vykazuju
aspoti 95 % identitu. Navyse, polynukleotidy vykazujice aspoii 97 % identitu su zv1a$t vyhodné medzi tymi,
ktoré vykazujii aspoii 95 % identitu a z nich st zvlast’ vyhodné tie, ktoré vykazuju aspoti 98 % a 99 % identi-
tu, pri€om tie s 99 % identitou st najvyhodnejsie.

Z tohto hladiska s navy3e vyhodnymi uskutoéneniami polynukleotidy kédujiice polypeptidy, ktoré vy-
kazuji v podstate tu istu biologicku aktivitu ako polypeptid kédovany polynukleotidovou sekvenciou uvede-
nou na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1).

Predkladany vynalez sa d'alej tyka polynukleotidov, ktoré hybridizuji s opisanymi sekvenciami. Z tohto
hFadiska sa tento vynalez tyka zv1a¥t' polynukleotidov, ktoré hybridizuju za stringentnych podmienok s opi-
sanymi polynukleotidmi.

Ako bude uvedené v stvislosti s testovanim polynukleotidov, ktoré si opisané v predkladanom vynaleze,
polynukleotidy z tohto vyndlezu, ako su opisané, méZu sliZit' napr. ako hybridizatné sondy pre cDNA a ge-
némovii DNA na izolaciu klonov cDNA a genémovej DNA s uplnou dizkou, kédujucich RG1 a na izolaciu
klonov cDNA a genémovej DNA inych génov vykazujtcich vysoku podobnost’ sekvencie s génom rg/. Tie-
to sondy obvykle obsahujii najmenej 15 baz. Vyhodne tieto sondy obsahujii najmenej 30 baz a méZu mat’ aj
najmenej 50 baz.

Tak napr. kédujicu oblast’ génu rg/ je moZné izolovat skriningom kniZnic pomocou syntetickych oligo-
nukleotidovych sond, ktoré boli navrhnuté podl'a zndmej sekvencie DNA. Napr. znateny oligonukleotid so
sekvenciou komplementarnou k sekvencii polynukleotidu uvedeného v predkladanom vynaleze sa mdze vyu-
zit’ na skrining kniZnice cDNA ¢&i genémovej DNA s cielom identifikovat’ klony hybridizujtice s danou son-
dou.

MéZe sa teda zhrnit, Ze polynukleotid opisany v predkladanom vynéleze méZe kédovat’ polypeptid a po-
lypeptid s vediicou ,,leader* sekvenciou (ktory mdze byt oznateny ako ,,prepolypeptid*).

Je zrejmé, Ze predkladany vynalez sa okrem iného tyka polynukleotidov, ktoré koduju fragmenty poly-
peptidov, polynukleotidov hybridizujtcich s polynukleotidmi, ktoré kéduji fragmenty polypeptidov, najmé
tych, ktoré hybridizuja za stringentnych podmienok a polynukleotidov sliziacich na amplifikaciu polynukle-
otidov, ktoré koduju fragmenty polypeptidov ako napr. PCR priméry. Z tohto hl'adiska sii vyhodné polynuk-
leotidy, ktoré zodpovedaju vyhodnym fragmentom polypeptidov ako budu opisané.
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Polypeptidy

Predkladany vynalez sa d’alej tyka polypeptidu RG1, ktorého dedukovana aminokyselinova sekvencia je
uvedend na obr. 2 (a v zozname sekvencii ako sekvencia SEQ 1D NO: 2).

Tento vyndlez sa tieZ tyka fragmentov, analégov a derivatov tychto polypeptidov. Terminy fragment, de-
rivat analégov, pokial’ oznafuju polypeptid uvedeny na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2), znamenaju poly-
peptid majtci v podstate tu istu biologicku aktivitu ako uvedeny polypeptid.

Polypeptidom uvedenym v predkladanom vynaleze méZe byt rekombinantny polypeptid, prirodzeny po-
lypeptid alebo synteticky polypeptid. V niektorych vyhodnych uskutoneniach je nim rekombinantny poly-
peptid.

Fragmentom, derivatom alebo analégom polypeptidu uvedeného na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2)
mozZe byt (i) polypeptid, v ktorom jeden ¢i viac aminokyselinovych zvy$kov bolo nahradenych konzervova-
nym alebo nekonzervovanym aminokyselinovym zvy$kom (vyhodne konzervovanym aminokyselinovym
zvyskom) a tento substituovany aminokyselinovy zvySok méZe alebo nemusi byt kédovany genetickym ko-
dom, alebo (ii) polypeptid, v ktorom jeden ¢i viac aminokyselinovych zvy$kov mé substituovanii skupinu
alebo (iii) polypeptid, ktory je fiizovany s inou latkou, napr. s latkou zvy3ujicou poléas polypeptidu (ako
napr. polyetylénglykol), alebo (iv) polypeptid, ku ktorému st fuziou pripojené d’alie aminokyseliny ako ve-
duce ,,leader* sekvencie, sekre¢né sekvencie alebo sekvencie ulah&ujice purifikaciu polypeptidu. Podfa tida-
jov uvedenych v predkladanom vynaleze by odbornici mali byt schopni pracovat’ s tymito fragmentmi, deri-
vatmi a analégmi.

Medzi zvlast' vyhodné uskuto&nenia predkladaného vynélezu patria z tohto hladiska polypeptidy s ami-
nokyselinovou sekvenciou RG1 uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2), ich varianty, anal6gy, deri-
vaty i fragmenty a varianty, anal6gy &i derivéty tychto fragmentov.

Vyhodnymi variantmi sd tie, ktoré sa od referenéného polypeptidu lifia substitiiciou konzervativnych
aminokyselin. Ide o také substiticie, ktoré nahradia danii aminokyselinu v polypeptide inou aminokyselinou
s podobnymi charakteristikami. Typickymi konzervativnymi substitiiciami si vzadjomné nahradenia alifatic-
kych aminokyselin Ala, Val, Leu a Ile, vymena hydroxylovych zvyskov Ser a Thr, vymena kyslych zvyskov
Asp a Glu, substiticia amidovych zvy$kov Asn a Gin, vymena bézickych zvyskov Lys a Arg a vymeny me-
dzi aromatickymi zvy$kami Phe a Tyr.

Daliimi vyhodnymi variantmi, analégmi, derivatmi & fragmentmi tychto variantov, analégov &i derivatov
st z tohto hl'adiska tie, ktorych aminokyselinova sekvencia zodpoveda sekvencii RG1 uvedenej na obr. 2
(sekvencia SEQ ID NO: 2), v ktorej pri vi¢Som polte, niekolkych, 5 az 10, 1 az 5, 1 aZ 3, 2, 1 alebo Ziadne-
ho aminokyselinového zvysku doSlo k substiticii, delécii ¢i adicii alebo akejkol'vek ich kombinécii. Zvlast
vyhodnymi si substitucie, adicie €i delécie bez vonkaj$ich prejavov, ktoré nemenia vlastnosti a aktivity poly-
peptidu RG1. Z tohto hl'adiska su tieZ zv143¢ vyhodné konzervativne substiticie. Najvyhodnejsie si polypep-
tidy s aminokyselinovou sekvenciou uvedenou na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) bez substitucii.

Polypeptidy a polynukleotidy uvedené v predkladanom vynéleze sii vyhodné v izolovanej forme a purifi-
kované do homogenity.

Polypeptidy v predkladanom vynaleze tieZ zahfiiaju polypeptid uvedeny na obr. 2 (sekvencia SEQ ID
NO: 2), ako aj polypeptidy majice aspoit 70 % podobnost’ (vyhodne aspoii 70 % identitu) s polypeptidom
uvedenym na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a vyhodnejsie aspoit 90 % podobnost’ (vyhodnejiie aspoii 90
% identitu) s polypeptidom uvedenym na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a eSte vyhodnejsie aspoii 95 %
podobnost’ (eSte vyhodnejSie aspoit 95 % identitu) s polypeptidom uvedenym na obr. 2 (sekvencia SEQ ID
NO: 2) a tieZ zahfilajii useky polypeptidu obsahujtice obvykle najmenej 30 aminokyselin a vyhodnejsie naj-
menej 50 aminokyselin.

Ako je zndme v stave techniky, ,,podobnost™ medzi dvoma polypeptidmi je urend porovnanim aminoky-
selinovej sekvencie a ich konzervativnych aminokyselinovych substituentov jedného polypeptidu so sekven-
ciou druhého polypeptidu.

Fragmenty alebo useky polypeptidov opisanych v predkladanom vynéleze je moZné vyuZit na pripravu
zodpovedajicich kompletnych polypeptidov peptidovou syntézou; tieto fragmenty je preto mozné vyuZit’ ako
medziprodukty pripravy kompletnych polypeptidov.

Fragmenty

Vyhodnym uskutonenim tohto zdmeru predkladaného vynalezu su tieZ polypeptidy obsahujuce fragmen-
ty RG1 a to najmi fragmenty RG1 uvedeného na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a fragmenty variantov a
derivatov RG1 uvedeného na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2).

Z tohto hladiska je fragmentom polypeptid, ktorého celkova aminokyselinova sekvencia je zhodna s &as-
tou, ale nie s celkom aminokyselinovej sekvencie uvedenych polypeptidov RG1 a ich variantov a derivatov.

Tieto fragmenty m6zu byt ,,samostatné* alebo ,,vol'né, t. j. nie st su€astou inych polypeptidov alebo fu-
zované s dal$imi aminokyselinami alebo m6zu byt si¢astou vé¢sicho polypeptidu, ktorého su usekom alebo
oblastou. Pokial' st sutast'ou vicSieho polypeptidu, tieto uvedené fragmenty najvyhodnejiie tvoria jedinu
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stivisla oblast’. Jediny vA¢3i polypeptid viak méZe obsahovat’ viac fragmentov. Napr. niektoré urcité usku-
to¢nenia sa tykaji fragmentu RG1 uvedeného v predkladanom vynileze, ktory je obsiahnuty v prekurzore
polypeptidu uréeného na expresiu v hostitelovi, a ktorého pre- a propolypeptidové oblasti su fiizované s
N-koncom fragmentu RG1 a d’al§ia oblast’ je fuzovana s C-koncom tohto fragmentu. Fragment v jednom ur-
¢itom vyzname, ktory je mieneny v tomto aspekte vynalezu, teda oznauje usek alebo tseky fiizneho poly-
peptidu ¢i fuzneho proteinu odévodeného z RG1.

Reprezentativnymi prikladmi polypeptidovych fragmentov uvedenych v tomto vyndleze mozu byt tie,
ktoré obsahuju priblizne 25 aZ priblizne 331 aminokyselin.

V tomto kontexte ,priblizne zahfila konkrétne uvedené rozmedzie a rozmedzie vicSie alebo menie o
niekol’ko, par, 5, 4, 3, 2 alebo 1 aminokyselinu na jednej hranici rozmedzia alebo na oboch hraniciach roz-
medzia. Napr. pribliZzne 331 aminokyselin v tomto kontexte znamena polypeptidovy fragment od 25 plus ale-
bo minus niekolko, par, 5, 4, 3, 2 alebo | aminokyselinu do 331 plus alebo minus niekol’ko, par, 5, 4, 3, 2
alebo 1 aminokyselinovy zvy3ok, t. j. rozmedzie $iroké od 25 minus niekol'ko aminokyselin do 331 plus nie-
kolko aminokyselin a izke od 25 plus niekol’ko aminokyselin do 331 minus niekol'ko aminokyselin.

Vysoko vyhodné z tohto hl'adiska sii uZ uvedené rozmedzia plus alebo minus aZ 5 aminokyselin na kto-
rejkol'vek z oboch hranic rozmedzia alebo na oboch hraniciach rozmedzia. Zv1ast' vysoko vyhodné su uvede-
né rozmedzia plus alebo minus aZ 3 aminokyseliny na ktorejkol'vek z oboch hranic rozmedzia alebo na oboch
hraniciach rozmedzia. Vel'mi vysoko vyhodné st rozmedzia plus alebo minus jedna aminokyselina na jednej
¢i oboch hraniciach uvedenych rozmedzi bez adici &i delécii. Najvyhodnej$imi z tohto hl'adiska su fragmen-
ty od priblizne 25 do pribliZzne 331 aminokyselin.

Zv1ast vyhodnymi fragmentmi v predkladanom vynaleze si skratené mutanty RG1. Medzi skratené mu-
tanty RG1 patria varianty alebo derivaty sekvencie uvedenej na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) okrem de-
lécie suvislej série zvyskov (t. j. suvislej oblasti, €asti alebo useku) pokryvajiicej N-koniec sekvencie uvede-
nej na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2), alebo suvislej série zvy$kov pokryvajicej C-koniec, alebo ako je to
pri dvojnasobnych skratenych mutantoch, delécie dvoch suvislych sérii zvyskov, z ktorych jedna zahfiia
N-koniec a jedna C-koniec. Fragmenty s velkostou v uvedenom rozmedzi su tieZ vyhodnymi uskuto¢nenia-
mi skratenych fragmentov, ktoré si medzi fragmentmi veobecne povaZované za zvlast’ vyhodné.

Zv1ast vyhodnymi pre tento aspekt predkladaného vynalezu st fragmenty vyznacujice sa biologickymi
a/alebo imunologickymi charakteristikami RG1. Tieto fragmenty zhrilaji fragmenty obsahujice vopred sta-
novené $trukturalne domény RG1, ktoré pokryvaju aspoil aminokyseliny 31 aZ 103, 138 az 221, resp. 278 az
330 alebo fragmenty vyuZité na pripravu protilatok, napr. tie, ktoré sil opisané v priklade 4.

Niektoré oblasti vyhodné z tohto hl'adiska st uvedené na obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) a zahfiiaju, ale
bez obmedzenia, oblasti uvedenych typov identifikované analyzou aminokyselinovej sekvencie uvedenej na
obr. 2 (sekvencia SEQ ID NO: 2) .

Medzi vysoko vyhodné fragmenty z tohto hl'adiska patria tie, ktoré obsahuju oblasti RG1, v ktorych su
kombinované ur¢ité Strukturalne charakteristiky, ako napr. tie, ktoré sii opisané. Z tohto hl'adiska st zvlast’
vyhodnymi oblastami dve spondinové a jedna trombospondinova oblast, ktora pokryva priblizne aminokyse-
liny 31 aZ 103, 138 az 221, resp. 278 aZ 330, ktoré st charakteristické pre vy3§iu rodinu Mindin/spondin pro-
teinov extraceluldmeho matrixu. Tieto oblasti méZu byt su¢astou véesieho polypeptidu, alebo mézu samy
osebe predstavovat’ vyhodny fragment predkladaného vynalezu, ako uZ bolo opisané. Je zrejmé, Ze termin
»priblizne®, ako je pouZity v tomto odseku mé uvedeny vyznam, ktory sa tyka fragmentov vieobecne.

Dal3imi vyhodnymi oblastami st oblasti zaistujtice aktivity RG1. Najvyhodnej$imi z tohto hFadiska su
fragmenty majice chemicku, biologicka ¢i inu aktivitu RG1, vratane tych, ktoré maji podobnii alebo vy$iu
aktivitu tohto typu, alebo maju zniZeni neZiaducu aktivitu. Vysoko vyhodné z tohto hladiska si fragmenty
obsahujiice oblasti so sekvenciou &i poziciou, alebo sekvenciou aj poziciou homolégnou s aktivnymi oblas-
tami pribuznych polypeptidov, ako napr. iné proteiny rodiny Mindinov, vratane RG1.

Vektory, hostitel'ské bunky a expresné systémy

Predkladany vynalez sa tiez tyka vektorov, medzi ktoré patria polynukleotidy uvedené v tomto vynaleze,
hostitel'ské bunky, ktoré st obvykle geneticky modifikované pomocou vektorov uvedenych v tomto vynaleze
a pripravy polypeptidov uvedenych v tomto vynéleze rekombinantnymi metédami. Tieto met6dy s opisané
v publikdciach Sambrook et. al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plain-
view, N. Y., 1989, a Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New
York, N. Y., 1989.

Hostitel'ské bunky mézu byt geneticky modifikované na vnasanie polynukleotidov uvedenych v tomto
vynaleze a ich expresiu. Polynukleotidy mdZu byt vnesené do hostitel'skych buniek napr. pomocou dobre
znamych spdsobov infekcie, transdukcie, transfekcie, transvekcie (transvection) a transformacie. Polynukleo-
tidy méZu byt vnesené samostatne alebo s inymi polynukleotidmi. Tieto d’aldie polynukleotidy méZu byt
vnesené nezavisle, spolo¢ne alebo v spojeni s polynukleotidmi tohto vynélezu.
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Tak m6Zu napr. byt pomocou 3tandardnych spdsobov kotransfekcie a selekcie, napr. v bunkich cicavcov,
vnesené polynukleotidy uvedené v tomto vynaleze do hostitel'skych buniek s inymi oddelenymi polynukleo-
tidmi, ktoré koduju selektovatelny marker.V tomto pripade budu obvykle polynukleotidy stabilne zabudova-
né do genému hostitel'skej bunky.

V inom pripade mézu byt’ polynukleotidy uréené na propagaciu v hostitelovi spojené s vektorom obsahu-
Jjucim selektovatelny marker. Vektorovy konitrukt méZe byt vneseny do hostitel'skej bunky zmienenymi
spOsobmi. Plazmidovy vektor sa obvykle vnasa ako DNA v precipitate, napr. ako precipitat fosfore¢nanu
draselného alebo v komplexe s lipidickym iénom. Na vnesenie polynukleotidu do hostitel'a sa méze tiex vyu-
Zit elektropordcia. Pokial je vektorom virus, méZe byt zabaleny in vitro alebo vneseny do zbalujticej bunko-
vej linie a zabaleny virus méZe byt transdukciou vneseny do buniek. Odbornikom je dobre zndmy cely rad
rutinne vyuZivanych spésobov pripravy polynukleotidov a vnasania polynukieotidov do buniek podla potrieb
tohto aspektu predkladaného vynalezu. Tieto spdsoby si podrobne opisané v uvedenej publikacii Sambrook
et al., ktora je prikladom z mnohych laboratornych prirudiek detailne opisujucich tieto spdsoby. V sulade s
tymto aspektom predkladaného vynélezu méZe byt vektorom napr. plazmidovy vektor, jednovlaknovy alebo
dvojvléknovy fagovy vektor, jednovldknovy &i dvojvidknovy RNA & DNA virusovy vektor. Tieto vektory
moéZu byt vnasané do buniek ako polynukleotidy, vyhodne ako DNA, dobre znamymi spésobmi na vna$anie
DNA a RNA do buniek. V pripade fagovych a virusovych vektorov m6Zu byt a vyhodne aj si tieto vektory
vnasané do buniek ako prirodzene ¢i umelo zbaleny virus dobre znamymi spdsobmi infekcie a transdukcie.
Virusové vektory mdZu byt schopné ¢i neschopné samostatnej replikacie. Pokial’ sii replikane defektns,
propagdcia virusu obvykle prebicha iba v komplementujucich hostitel'skych bunkéch.

Vyhodnymi vektormi st v ur¢itych ohl'adoch vektory na expresiu polynukleotidov a polypeptidov uvede-
nych v predkladanom vynaleze. Tieto vektory obvykle obsahuju intramolekuldrne pdsobiace kontrolné oblas-
ti na expresiu v hostitefovi podl'a potreby spojené s polynukleotidom, ktory mé byt exprimovany. Zodpove-
dajuce intermolekularne pésobiace faktory sii poskytnuté bud’ hostitefom, alebo komplementujticim vekto-
rom, ¢i samotnym vektorom pri vnasani do hostitel’a.

V urtitych z tohto hladiska vyhodnych uskutoneniach vektory umoZituji $pecificku expresiu. Takouto
Specifickou expresiou moZe byt indukovatel'na expresia &i expresia iba v urgitych typoch buniek alebo oboje,
expresia indukovatelné iba v urtitych typoch buniek. Medzi zvlast' vyhodné indukovatelné vektory patria
vektory, ktorych expresiu je moZné indukovat’ faktormi prostredia, ktoré je moZné ahko ovplyviiovat, ako
napr. teplota a nutri¢né pridavky. Rad vektorov vhodnych na tento zdmer predkladaného vynalezu, vratane
vektorov na konstitutivnu alebo indukovatelna expresiu v prokaryotickych &i eukaryotickych bunkich, je
dobre zndmy a rutinne vyuZivany odbornikmi.

Geneticky modifikované hostitel'ské bunky sa m6Ze kultivovat’ v konvenénom Zivnom médiu, ktoré méze
byt podla potreby upravené napr. na aktivaciu prométorov, selekciu transformantov alebo amplifikaciu gé-
nov. Kultivatné podmienky, ako napr. teplota, pH a pod., predtym pouZité na kultivaciu hostitel'skej bunky
vybranej na expresiu vieobecne, budii vhodné na expresiu polypeptidov podl'a predkladaného vynalezu a od-
bornici ich 'ahko odvodia.

Na expresiu polypeptidu predkladaného vynalezu je mozZné vyuZit' mnoZstvo rdznych expresnych vekto-
rov. Medzi tieto vektory patria chromozomalne, epizomélne alebo od virusové odvodené vektory, napr. vek-
tory odvodené z bakterialnych plazmidov, bakteriofagov, kvasinkovych epizémov, kvasinkovych chromozo-
malnych elementov, z virusov, ako sil bakulovirusy, papovavirusy ako SV40, virusy kravskych kiahni, ade-
novirusy, virus kiahni hydiny, virusy pseudobesnoty, retrovirusy a alfavirusy, ako je virus Sindbis a vektory
odvodené z ich kombindcii, ako napr. vektory odvodené z plazmidovych a bakteriofagovych genetickych
elementov, ako su kozmidy a ,,phagemidy*, vietky tieto vektory sa mdZu vyuZit' na expresiu v stilade s tymto
aspektom predkladaného vynalezu. Z tohto hl'adiska je moZné vyuZit' na expresiu polypeptidu v hostitelovi
akykolvek vektor, ktory je schopny niest’, mnoZit' &i exprimovat’ nejaky polynukleotid.

Zodpovedajiica sekvencia DNA mdZe byt vloZena do vektora akymkolvek z celého radu dobre znamych
a rutinne vyuZivanych spésobov. Sekvencia DNA, ktora mé byt’ exprimovana, je obvykle spojens s expres-
nym vektorom pomocou 3tiepenia sekvencie DNA a expresného vektora jednou &i viac restrikénymi endo-
nukledzami a potom spojenim restrikénych fragmentov pomocou DNA ligazy T4. Spdsoby Stiepenia a liga-
cie, ktoré sa mdZu na tento ¢el vyuZit, sit dobre zndme a rutinne vyuZivané odbornikmi. Spdsoby vhodné na
tieto (¢ely a na konstrukciu expresnych vektorov pomocou alternativnych technik, ktoré su tieZ dobre zname
a rutinne vyuZivané odbornikmi, si objasnené v publikacii Sambrook et al., ktora je tu uvedend na inom
mieste.

Sekvencia DNA v expresnom vektore je podla potreby spojend s vhodnou sekvenciou (vhodnymi sek-
venciami) na kontrolu expresie, ako napr. prométorom riadiacim transkripciu mRNA. Priklady takychto
promotorov si PL prométor A faga, prométory E. coli, lac, trp, tac a trc, skory a neskory prométor SV40 a
promotory retrovirusovych LTR, aby sa uviedlo aspoii niekol’ko dobre zndmych prométorov. Je zrejmé, Ze
mnoho prométorov, ktoré tu nie sti uvedené, je vhodnych na pouZitie v tomto aspekte predkladaného vynale-
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zu, a su dobre zname a mdZu byt l'ahko vyuzité odbornikmi podl'a opisu a prikladov uvedenych v tomto vy-
naleze.

Expresné vektory obvykle obsahuji miesta na inicidciu transkripcie a termindcie a v transkribovanej ob-
lasti maji ribozomové vdzbové miesto na transléciu. Kodujuci asek transkriptov exprimovany konstruktmi
obsahuje na zaé¢iatku kodén AUG na inicidciu transkripcie a na konci vhodne umiestneny terminaény kodén
pre polypeptid, ktory ma byt translatovany.

Okrem toho méZu konstrukty obsahovat’ kontrolné oblasti, ktoré regulujii aj vyvolavaju expresiu. V sula-
de s mnohymi beZne pouZivanymi spdsobmi tieto oblasti obvykle funguju tak, Ze zaistuju kontrolu transkrip-
cie ako napr. vdzbové miesta pre represory a enhancery.

Vektory na propagéaciu (mnoZenie) a expresiu obvykle obsahuji selektovatelné markery. Tieto markery
mdZu byt tieZ vyuzité na ich amplifikaciu alebo m6Zu s tymto ciefom obsahovat’ iné markery. Z tohto hladiska
expresné vektory obsahujii vyhodne jeden &i viac selektovatelnych markerovych génov, poskytujucich feno-
typovi charakteristiku na selekciu transformovanych hostitel'skych buniek. Vyhodnymi markermi su pre eu-
karyotické bunky napr. rezistencia na dihydrofolatreduktdzu, neomycin, puromycin ¢i hydromycin a na kulti-
vaciu E. coli a inych baktérii gény pre rezistenciu na tetracyklin, teomycin, kanamycin ¢i ampicilin.

Vektor, ktory obsahuje vhodnii sekvenciu DNA, ako je opisana inde v predkladanom vynaleze, ako aj
vhodny promoétor a dalfie vhodné kontrolné sekvencie, sa mbZe vniest do vhodného hostitefa pomocou
mnoZstva dobre znamych vhodnych spdsobov na zaistenie expresie poZadovaného polypeptidu v tomto hosti-
tefovi. Medzi reprezentativne priklady vhodnych hostitefov patria bakteridlne bunky, ako napr. E. coli,
Streptomyces, Salmonella typhimurium; bunky hub ako kvasinkové bunky; bunky hmyzu ako Drozofila S2 a
Spodoptera Sf9, Zivo¢isne bunky ako CHO, COS a bunky Bowesovho melan6mu; a rastlinné bunky; vyhod-
ne hmyzie bunky BTI-TN-5B1-4. Je znamy cely rad hostitel'ov na expresné konstrukty a odbornici by mali
byt schopni pomocou uvedenych informacii vybrat’ hostitel'a na expresiu polypeptidov pre G¢ely tohto aspe-
ktu predkladaného vynalezu.

Na expresiu je moZné vyuZit' cely rad cicavéich systémov tkanivovych kultur. Medzi priklady cicaveich
expresnych systémov patria bunkové linie opi¢ich obli¢kovych fibroblastov COS-7 (Gluzman et al., Cell 23:
175, 1991). Dal3ie bunkové linie schopné exprimovat’ kompatibilny vektor, si napr. bunkové linie C127,
3T3, CHO, HeL.a, l'udské oblitkové bunky 293 a BHK. V cicav¢&ich hostitel'skych bunkach méZze byt vyuZity
rad virusovych expresnych systémov. Pokial’ sa ako expresny vektor pouZije adenovirus, polynukleotidova
sekvencia kodujuca RG1 sa méZe ligovat’ do adenovirusového komplexu na transkripciu/translaciu, zloZené-
ho z neskorého prométora a trojdielnej veducej ,leader” sekvencie. Vnesenim do postradatelnych oblasti vi-
rusového genému El &i E3 sa ziska Zivotaschopny virus schopny exprimovat’ RG1 v infikovanych hostitel-
skych bunkach (Logan a Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3655 - 59, 1984). Navy$e m6Zu byt na zosil-
nenie expresie v cicav&ich hostitel'skych bunkich vyuZité enhancery transkripcie ako napr enhancer virusu
Rousovho sarkému (RVS).

Predkladany vynaélez tieZ konkrétnejsie uvddza rekombinantné konitrukty, ako napr. expresné konstrukty,
ktoré obsahuju jednu alebo viac opisanych sekvencii. Tieto konstrukty obsahuji vektor, napr. plazmidovy
alebo virusovy, do ktorého sa vloZila sekvencia uvedend v tomto vynaleze. Sekvencia méZe byt’ vloZena v
priamom ¢&i opa¢nom smere. V niektorych, z tohto hl'adiska vyhodnych, uskuto¢neniach konStrukt d’alej ob-
sahuje regulatné sekvencie ako napr. prométor, podla potreby spojeny s danou sekvenciou. Odbornikom je
znamy cely rad vhodnych vektorov a existuje mnoho komeréne dostupnych vektorov vyuZzitelnych na ucely
predkladaného vynalezu.

Ako priklad sd tu uvedené nasledujiice komer&ne dostupné vektory. Medzi vektory vyhodne vyuZiteIné v
baktériach patna pQE70, pQE60 a pQE-9 od firmy Qiagen USA (Valencia, CA); vektory pBS, Phagescript®,
Bluescript®, pNH8A, pNHI6a, pNHISA, pNH46A od firmy Stratagene (LaJolla, CA) ; a ptrc99a, pK223-3,
pKK233-3, pDR540, pRITS od firmy Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ) . Najvyhodnejsi je vektor pTr-
cHisB od firmy Invitrogen. Medzi vyhodné eukaryotické vektory patri pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, PXTI
a pSG od firmy Stratagene; a PSVK3, pBPV, pMSG a pSVL od firmy Pharmacia Biotech. Najvyhodnej3i je
vektor pClneo od firmy Promega. Tieto vektory st uvedené iba ako ilustrativne priklady mnohych komeréne
dostupnych a dobre znamych vektorov, ktoré maji odbornici k dispozicii a mézu ich vyuZit' na Gcely pred-
kladaného vynalezu. Je zrejmé, Ze akykol'vek iny plazmid alebo vektor, vhodny napr. na vnesenie, uchova-
nie, propagiciu alebo expresiu polynukleotidu ¢i polypeptidu uvedeného v tomto vynaleze v hostitelovi, sa
méZe vyuZit na Gely predkladaného vynalezu.

Prométorovii oblast’ je moZné selektovat’ z akéhokol'vek poZadovaného génu pomocou vektorov, ktoré
obsahuju reportérovi transkripémi jednotku a chybajicu prométorovii oblast, ako napr. chloramfenikolace-
tyltransferazova (,,cat*) transkrip&na jednotka, ktord je umiestend za re§trikénym miestom alebo miestami na
vloZenie kandidatneho prométorového fragmentu, t. j. fragmentu, ktory by mohol obsahovat’ prométor. Ako
je dobre zname, vloZenie fragmentu obsahujiiceho prométor do restrikéného miesta vektora pred gén cat spo-
sobi, Ze sa prejavi aktivita CAT, ktord mbZe byt stanovena 3tandardnymi testami na CAT. Vektory vhodné
na tento ucel si dobre zndme a dostupné. Dvoma takymito vektormi si pKK232-B a pCM7. Prométory na
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expresiu polynukleotidov predkladaného vynalezu si teda nielen dobre zndme a dostupné prométory, ale tieZ
prométory, ktoré je mozZné pripravit’ existujiicimi spsobmi pomocou reportérovych génov.

Medzi zname bakteridlne prométory vhodné na expresiu polynukleotidov a polypeptidov na G&ely pred-
kladaného vyndlezu patria prométory E. coli lacl a lacZ, promoétory T3 a T7, prométor TS tac, lambda PR,
PL prométory, prométor trp a hybridny prométor trc, ktory je odvodeny z prométorov trp a lac. Znamymi
eukaryotickymi prométormi vhodnymi na tieto t¢ely st vel'mi skory promé6tor CMV, tymidinkinazovy pro-
métor HSV, skory a neskory prométor SV40, prométory retrovirusovych LTR, ako napr. z virusu Rousovho
sarkému (RVS) a metalotioneinové prométory, ako napr. prométor mySieho metalotioneinu-I.

Selekcia vhodnych vektorov a prométorov na expresiu v hostitel'skej bunke je dobre zndma a potrebné
sposoby na konstrukciu vektorov, vnesenie vektora do hostitel’a a expresiu v hostitel'ovi s odbornikmi rutin-
ne vyuZivané.

Rekombinantné expresné vektory obvykle obsahuji potiatok replikacie, prométor odvodeny z vysoko
exprimovaného génu na riadenie transkripcie $truktirnej sekvencie, ktora sa nachadza za nim a selektovate!-
ny marker umoZilujiici izoléciu buniek, ktoré obsahuju vektor po ich vystaveni pdsobenia vektorov.

Predkladany vynélez sa tieZ tyka uZ opisanych hostitel'skych buniek, ktoré obsahujii uZ zmienené kon-
Strukty. HostiteI'skou bunkou méZe byt vy3sia eukaryotickd bunka, napr. cicavéia, alebo niZ§ia eukaryotickd
bunka, napr. kvasinka, alebo hostiteI'skou bunkou méZe byt prokaryoticka bunka, napr. bakterialna. Kon-
Strukty vnesené do hostitel'skych buniek sa mozu vyuZit konvenénym spésobom na produkciu génového
produktu, ktory je kédovany rekombinantnou sekvenciou.

Polypeptidy sa mdZu exprimovat’ v cicavéich bunkach, kvasinkach, baktériach alebo inych bunkéch pod
kontrolou vhodnych prométorov. Na produkciu tychto proteinov pomocou RNA odvodenych z konstruktov
DNA uvedenych v predkladanom vynaleze sa tieZ méZzu vyuZit' bezbunkové translatné systémy. Vhodné
klonovacie a expresné vektory na vyuZitie v prokaryotickych a eukaryotickych hostitel'och st opisané v pub-
likacii Sambrook et al., ktora je tu uvedena na inom mieste.

Transkripcia DNA, ktora kéduje polypeptid uvedeny v predkladanom vynaleze, vy§§imi eukaryotickymi
bunkami méZe byt zosilnend vloZenim enhancerovej sekvencie do vektora. Enhancery su intramolekuldrne
posobiace elementy DNA, obvykle o 10 - 300 bp, ktorych funkciou je zosiliiovat transkrip&ni aktivitu pro-
métora v danom hostitel'skom bunkovom type. Prikladom enhancerov je enhancer SV40, ktory je umiestneny
v neskor¥ej Casti od potiatku replikacie medzi bp 100 a 270, d’alej skory cytomegalovirusovy enhancer, en-
hancer polyémového virusu umiestneny v neskorej &asti od poéiatku replikdcie a d’alej adenovirusové enhan-
cery.

Polynukleotidy uvedené v tomto vyndleze, ktoré kéduji heterolégnu $trukturnu sekvenciu polypeptidu
podl'a vynalezu, sa obvykle vkladajii do vektora pomocou §tandardnych technik, pri€¢om st operabilne spoje-
né s expresnym promoétorom. Polynukleotid je umiesteny tak, aby bol potiatok transkripcie umiesteny v
spravnej pozicii 5’ od ribozém viaZuceho miesta. Ribozém viaZuce miesto je umiestnené v pozicii 5 od ko-
dénu AUG, ktory iniciuje translaciu polypeptidu, ktory ma byt exprimovany. Medzi ribozém viaZucim mies-
tom a inicianym kodénom AUG obvykle nie je Ziadny dal3i otvoreny &itaci ramec, ktory za¢ina iniciaénym
kodonom AUG. Na konci polypeptidu je tieZ obvykle umiesteny kodén na terminéciu translacie a na 3' konci
transkribovanej oblasti sa tieZ nachddza zodpovedajiicim sposobom umiesteny polyadenylaény signal a sig-
nél na termindciu transkripcie.

Na sekréciu translatovaného proteinu do lumenu endoplazmatického retikula, do periplazmatického prie-
storu alebo do extraceluldrneho prostredia mézu byt do exprimovaného polypeptidu zabudované zodpoveda-
juce sekre¢né signdly. Tymito signalmi mdéZu byt endogénne signdly daného polypeptidu alebo to méZzu byt
heterolégne signaly. Polypeptid moZe byt exprimovany v pozmenenej forme, napr. ako fiizny protein a méze
obsahovat’ nielen sekredné signdly, ale tieZ d’aliie heteroldogne funk&né oblasti. Tak mdze byt napr. na
N-koniec polypeptidu pripojena oblast’ d'aliich aminokyselin, najmai tych, ktoré nesii naboj, aby tak bola zvy-
Sena stabilita a schopnost’ pretrvavania v hostiteI'skej bunke pri purifikcii alebo pri dal¥ej manipulacii a
skladovani. M6Zu byt tieZ pripojené d’alsie $pecidlne oblasti na ulah&enie purifikacie polypeptidu. Tieto ob-
lasti m6Zu byt pred kone¢nou pripravou polypeptidu odstranené. Pripojenie peptidovych oblasti na polypep-
tidy, napr. s cielom vyvolat' sekréciu ¢&i exkréciu, na zlep$enie stability a na ulah&enie purifikécie, sit beZné
zname a rutinné spésoby. Napr. v pripade potreby vd¢sieho mnoZstva RG1 na indukciu protilatok, mézu byt
potrebné vektory, ktoré zaistuju vysoki hladinu expresie ahko purifikovatelnych fiznych proteinov. Medzi
tymito vektormi je moZné uviest’ okrem iného multifunk&né klonovacie a expresné vektory E. coli, ako napr,
Bluescript® (Stratagene), kde kodujiica sekvencia rg/ méZe byt do vektora ligovana v &itacom ramci so sek-
venciou N-koncového Met a d'alfich 7 zvySkov (B-galaktozidazy, takZe vzniké hybridny protein; vektory pIN
(Van Heede a Shuster, J. Biol. Chem. 264: 5503 - 5509, 1989) a pod. Vektory PtrcHis (Invitrogen, Carlsbad,
CA) je moZné vyuZit na expresiu cudzorodych polypeptidov a fiznych proteinov, ktoré obsahuji polyhisti-
dinovu (6x His) zna¢ku pre Fahka purifikaciu. Proteiny produkované v tychto systémoch st navrhnuté tak,
aby obsahovali $tiepne miesta, napr. §tiepne miesto pre enterokinazu, takZe klonovany polypeptid sa mbze
vystiepit’ z fliznej peptidovej &asti podla potreby.
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Po transformécii vhodného hostiteI'ského kmeifia a namnoZeni hostitel'ského kmetia do potrebnej bunko-
vej hustoty je moZné zodpovedajiicim spdsobom indukovat’ indukovatel'né prométory, ak su pritomné (napr.
zmenou teploty ¢i pridanim chemického induktora) a potom bunky d’alej kultivovat.

Potom sa bunky obvykle odoberu centrifugaciou, rozrusia fyzickou alebo chemickou cestou a vysledny
hruby extrakt sa uchovava na d’al$iu purifikaciu.

Mikrobidlne bunky vyuZité na expresiu proteinov sa méZu rozruit akymkol'vek vhodnym spdsobom,
vratane cyklického zmrazovania a rozmrazovania, ultrazvukom, mechanickym rozru$enim, alebo vyuzitim
latok, ktoré vyvolavaju lyzu buniek; tieto spdsoby s odbornikom zname.

Polypeptid RG1 sa moZe ziskat' a purifikovat’ z kulttir rekombinantnych buniek dobre znamymi spdsob-
mi, napr. precipiticiou siranom amoénnym ¢&i etanolom, kyslou extrakciou, chromatografiou na ionome-
ni¢och a fosfoceluloze, chromatografiou, ktord vyuZiva hydrofobne interakcie, afinitnii chromatografiu,
chromatografiu na hydroxyapatite a lektinovii chromatografiu. Najvyhodnej$ou purifikaciou je chromatogra-
fia HPLC (high performance liquid chromatography). Pokial’ je polypeptid potas izolacie a purifikicie dena-
turovany, je moZné na obnovu jeho aktivnej konformacie vyuZit' dobre zndme spsoby obnovy molekularne-
ho usporiadania proteinov. Medzi mnohé dobre zndme spdsoby purifikicie proteinov je moZné uviest tie,
ktoré st opisané v publikacidch Deutscher, M., Methods in Enzymology, Vol. 182, Academic Press, San
Diego, 1982; a Scopes, R., Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York, 1982.

Polypeptidy uvedené v predkladanom vynaleze je tieZ moZné pripravit' priamou syntézou peptidov spo-
sobmi, ktoré vyuZivaji latky v pevnej faze (Stewart et al., Solid-Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman
Co., San Francisco, 1969; Merrifield, J., J. Am. Chem. Soc. 85: 2149 - 2154, 1963). Syntéza proteinov in vit-
ro sa mOZe uskutoéiiovat’ rune alebo automatizovane. Automatizovand syntéza sa moZe uskutoéitovat’ napr.
pomocou syntetizatora Applied Biosystems 413A Peptide Synthetizer (Perkin Elmer, Foster City, Calif) pod-
'a ndvodu vyrobcu. Rézne fragmenty RG1 sa méZu chemicky syntetizovat’ kazdy zvla$t a potom kombino-
vat’ chemickymi spdsobmi na kompletné molekuly.

Medzi polypeptidy uvedené v predkladanom vynéleze patria prirodzene purifikované produkty, produkty
chemickych syntetickych spdsobov a produkty ziskané rekombinantnymi spdsobmi z buniek prokaryotickych
¢i eukaryotickych hostitel'ov, napr. z baktérii, kvasiniek, buniek vy$3ich rastlin, hmyzich buniek ¢&i cicav¢ich
buniek. V zavislosti od hostitela, ktory sa pouZil pri spdsobe rekombinantnej pripravy, mozu byt polypeptidy
uvedené v tomto vynaleze glykozylované &i neglykozylované. NavySe m6Zu tieto polypeptidy tieZ obsahovat
modifikovany pociatoény metioninovy zvy3ok, niekedy ako dosledok procesov, za ktoré je zodpovedny hos-
titel.

Poutitie polypeptidov RG1 a polynukleotidov, ktoré ich kéduju

Polynukleotidy »g/ a polypeptidy RG1 sa méZu vyuZit' na i¢ely predkladaného vyndlezu v mnoZstve ap-
likécii, najm4 tych, ktoré vyuZivaju chemické a biologické vlastnosti RG1. DalSie aplikacie sa tykaju dia-
gnostiky a lie¢by chordb zhubného bujnenia, napr. rakoviny prostaty. Tieto aspekty predkladaného vyndlezu
su diskutované v nasledujiicom texte a su tiez opisané dalej v opise.

Dévod na pouzitie polynukleotidovych a polypeptidovych sekvencii v predkladanom vynaleze je zaloZe-
ny ¢iasto¢ne na chemickej a $truktiirnej homol6gii medzi opisanym RG1 a inymi molekulami extraceluldre-
ho matrixu, a d’alej na prevladajicej expresii RG1 v prostatickych tkanivach v porovnani s inymi tkanivami.
RGI je moZné vyuZit' na diagnostiku a lie¢bu stavov, porich €i choréb spojenych s abnormalnym rastom
prostatického tkaniva. Tymi s napr. rakovina a metastatické nadorové bujnenie, ale aj iné choroby.

Polynukleotidové sekvencie rg/ je mozné vyuZit' ako sondy DNA a ako ciele na ,, antisense” &i ribozy-
movi lie¢bu, alebo ako templaty na pripravu ,,antisense “ polynukleotidov.

Polypeptidy RG1 je mozZné vyuZit' na pripravu protilatok proti RG1, ktoré mo6zu sluZit’ na detekciu hladi-
ny polypeptidu RG1 v bunkach a tkanivach a na zacielenie lie¢iv do primérnych a metastatickych néadorov.

Polypeptidy RG1 sa m6Zu vyuZit' na stimuldciu imunitnej odpovede buniek obsahujucich RG1.

Polynukleotidy kédujice RG1 sa méZu vyuZit' na diagnostické testy na detekciu hladiny polynukleotidov
kédujucich RG1 v bunkéch a tkanivéach.

Pri stavoch spojenych s expresiou RG1, napr. pri rakovine prostaty, méZe byt vyhodné potladit’ expresiu
¢i aktivitu RG1. Expresia RG1 méZe byt potladena podanim ,,antisense oligonukleotidov alebo ribozymov.
Je moZné tieZ podavat protilatky Specificky rozpoznévajuce oblasti polypeptidu RG1 zodpovedné za jeho ak-
tivitu, a tak lie€it’ choroby ¢i stavy spojené s aktivitou RG1.

Polynukleotidové testy

Predkladany vynalez sa tieZ tyka pouzitia polynukleotidov, ktoré su pribuzné rg/ na detekciu komple-
mentarnych polynukleotidov, napr. ako diagnostickych ¢&inidiel. Detekcia polynukleotidov rg/ spojenych s
chorobnym stavom méZe sluZit' ako nastroj na vyvoj diagnostickych spdsobov in vivo a in vitro, ktoré m6éZu
zlepsit’ alebo ur¢it’ diagnézu choroby alebo nichylnost’ na chorobu, ktora je vysledkom tkanivovo 3pecifickej
expresie RG1.
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Jedinci s muticiami génu, ktory kdduje RG1, mézu byt identifikovani na urovni DNA mnoZstvom spd-
sobov. Vzorky polynukleotidov na diagnostiku sa méZu ziskat’ z pacientovych buniek, napr. z krvi, mocu,
slin, biopsie tkaniva &i pitevnych materidlov. Genémovd DNA sa m6Ze vyuzit na priamu detekciu alebo sa
moéZe pred analyzou enzymaticky amplifikovat’ pomocou PCR (Saiki et al., Nature 324: 163 - 166, 1986).
Takto je moZné tieZ vyuZit RNA alebo cDNA. Ako priklad je moZné uviest’ vyuZitie PCR primérov kom-
plementarnych k polynukleotidovej sekvencii kédujicej RG1 na identifikaciu a analyzu expresie a mutacii
rgl. Delécie a inzercie je moZné napr. zaistit' zmenami velkosti amplifikovaného produktu oproti normélne-
mu genotypu. Bodové mutécie je mozné urdit’ hybridiziciou amplifikovanej DNA radioaktivne zna&enou
RNA rg! alebo pomocou radioaktivne znagenych ,,antisense* sekvencii DNA rg/. Dokonale mézu byt odli-
$ené zodpovedajuce sekvencie od nezodpovedajucich duplexov 3tiepenim Rnazou A alebo rozdielmi v teplo-
te topenia.

Rozdiely v sekvencii medzi referenénym génom a mutovanymi génmi sa m6Zu tieZ zistit' priamym sek-
venovanim DNA. Klonované segmenty DNA sa méZu tieZ vyuZit ako sondy na detekciu Specifickych seg-
mentov DNA. Citlivost’ tychto spésobov méZe byt znaéne zvy3end vhodnym vyuZitim PCR alebo inymi am-
plifikatnymi sposobmi. Napr. sekvenovaci primér sa pouZiva s dvojvlaknovym produktom PCR alebo jedno-
vlaknovou molekulou templatu pripravenou modifikovanou reakciou PCR. Sekvencia je uréend konvenény-
mi spésobmi pomocou radioaktivne znacenych polynukleotidov ¢i automatickymi sekvenénymi sp6sobmi
pomocou fluorescenénych znadiek.

Genetické testy zaloZené na rozdieloch sekvencii DNA sa mdZu uskuto¢iovat’ na zdklade detekcie zmien
elektroforetickej pohyblivosti fragmentov DNA v géloch, za pritomnosti denaturadnych &inidiel alebo bez
nich. Malé sekventné delécie a inzercie sa m6Zu zviditel'nit’ gélovou elektroforézou s vysokou odligitenos-
tou. Fragmenty DNA r6znych sekvencii mézu byt odliSené na denaturaénych formamidovych gradientovych
géloch, kde pohyblivost’ réznych fragmentov DNA je v géli spomalena v réznych miestach, ktoré zodpove-
daju ich $pecifickej teplote topenia alebo Ciasto&ného topenia (pozri napr. Myers et al., Science 230: 1242,
1985).

Zmeny sekvencie na réznych miestach sa méZu tieZ identifikovat’ pomocou nukledzovych ochrannych
testov (nuclease protection assays), ako je ochrana pred RNé4zou a S1 alebo spdsobom chemického $tiepenia
(pozri napr. Catton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4397 - 4401, 1985).

Detekcia 3pecifickej sekvencie DNA sa teda m6Ze uskutotiiovat’ spdsobmi, ako je hybridizacia, ochrana
pred Rnazou, chemické Stiepenie, priame sekvenovanie DNA alebo vyuZitim restrikénych enzymov (napr.
testovanie polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov (RFLP) a Southern blotting genémovej DNA).

Okrem konven¢nej$ich spdsobov, ako je gélova elektroforéza alebo sekvenovanie DNA, je moZné usku-
totiiovat’ detekciu mutécii tieZ analyzou in situ.

Polypeptidové testy

Predkladany vynalez sa tieZ tyka diagnostickych spdsobov, ako si kvantitativne a diagnostické testy na
detekciu hladiny polypeptidu RG1 v bunkach, tkanivach a telesnych tekutinach, ktoré zahriiaju uréenie nor-
malnej a abnormalnej hladiny. Tak napr. diagnosticky test podl'a predkladaného vynalezu, ktory sluZi na de-
tekciu zvy3enej expresie polypeptidu RG1 oproti normalnym vzorkdm tkaniva, sa moZe vyuZit na detekciu
vyskytu neoplazie, napr. rakoviny prostaty. Tieto diagnostické testy sa mdZu tieZ vyuZit' na detekciu metasta-
tického nadorového rastu. Testovacie sposoby, ktoré je moZné vyuzit' na uréenie hladiny nejakého polypepti-
du, napr. polypeptidu RG1 uvedeného v tomto vynéleze, vo vzorke odvodenej od hostitel’a, si odbornikom
dobre zname. Tieto testovacie spdsoby zahritaju radioimunologické testy (RIA), kompetitivne vizbové testy,
analyzu Western blot a testy ELISA (,,enzyme-linked immunoabsorbant assay*), d’alej fluorescen&né bunko-
vé triedenie (FACS), z ktorych sa naj&astej$ie pouZiva test ELISA. Pri teste ELISA sa najskor pripravi proti-
latka Specifickd pre RG1, vyhodne monoklonélna protilatka. Okrem toho sa obvykle pripravi reportérova
protildtka, ktora sa viaZe na monoklonélnu protilatku. Reportérova protilatka sa pripoji na identifikovana lat-
ku, ako napr. na radioaktivnu, fluorescenénu ¢i enzymatick latku, v tomto pripade na enzym chrenova pero-
xidéza,

Pri uskuto&iiovani testu ELISA sa z hostite'a odoberie vzorka a inkubuje sa na pevnom nosi¢i, napr. na
polystyrénovej dostitke, kde sa ukotvia polypeptidy zo vzorky. Vietky volné vizbové miesta na dodticke sa
potom blokuju inkubaciou s ne3pecifickym proteinom, ako je bovinny sérovy albumin. Potom sa monoklo-
nalna protildtka inkubuje na do3titke, priom sa na polypeptidy RG1 ukotvené na polystyrénovej dosticke
naviaZu monoklondlne protilatky. Naviazand monoklonalna protildtka sa vymyje pufrom. Reportérova proti-
latka viazana na chrenovi peroxiddzu sa nanesie na dostitku, takZe reportérova protilatka sa naviaZe na kto-
rukol'vek monoklonélnu protilatku viazani na RG1. Nenaviazana reportérova protilitka sa potom vymyje.
Potom sa na dosti¢ku pridaju litky na zistenie peroxidazovej aktivity, vratane substratu pre farebnii reakciu.
Imobilizovand peroxiddza viazana na RG1 cez primérne a sekundarne protilatky vyvola farebnu reakciu. Sila
farebnej reakcie v ur€itych ¢asovych intervaloch oznatuje mnoZstvo polypeptidu RG1, ktory je pritomny vo
vzorke. Kvantitativne vysledky sa obvykle vyhodnocuju referenénym porovnanim so $tandardnou krivkou.
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Kompetitivny test je moZné uskutodtiovat’ kedykol'vek, ked’ je protilatka Specificka pre RG1 ukotvena na
pevnom nosidi, a ked” znadeny RG1 a vzorka odvodena z hostitel'a sa nanesie na pevny nosi¢, pri¢om mnoz-
stvo znadiacej latky ukotvenej na pevnom nosi¢i je potom mozné korelovat s mnozstvom RG1 vo vzorke.

Tento test a d’alie st opisané okrem iného v publikdciach Hamptom et. al. (Serological Methods a Labo-
ratory Manual, APS Press, St. Paul, Minn, 1990) a Maddos et al. (J. Exp. Med. 158: 12111, 1983).

Protilatky

Predkladany vynalez sa d’alej tyka protilatok, ktoré $pecificky viazu RG1 a st oznagené ako protilatky
proti RG1. ZvySena expresia RG1 v tkanivach prostaty a jeho vyskyt na povrchu bunky su vybornymi marke-
rovymi charakteristikami (znatkami) na skrining, diagnostiku, uréenie prognézy, testovanie pri dlhodobom
sledovani a na zobrazovacie sposoby. Navyse tieto charakteristiky naznaduju, Ze by RG1 mohol byt vybor-
nym ciefom pre terapeutické spdsoby, ako je cielena lie¢ba protilitkami, imunoterapia a génova terapia.
Termin ,,3pecificky viaze“, ako je pouZivany, znamend interakciu protilatky s polypeptidom, kde tato interak-
cia zavisi od pritomnosti konkrétnej $truktiry (t. j. antigénneho determinantu &i epitopu) na polypeptide;
inymi slovami protilatka rozpozndva a viaZe skor $pecificku polypeptidovu Struktiiru nez proteiny vieobecne.

Polypeptidy RG1, ich fragmenty ¢&i iné derivaty, ich analégy alebo bunky, ktoré ich exprimuji, sa mézu
vyuzit' ako imunogény na produkciu protilatok proti nim (Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor Press, NY
(1989). Tymito protildtkami m6éZu byt napr. polyklonélne ¢i monoklonélne protilatky. Predkladany vynalez
tieZ zahriia chimérické a jednoretazcové protilatky, humanizované a udské protilatky a d’alej fragmenty Fab
alebo produkty expresnych kniZnic Fab. Na pripravu tychto fragmentov a protilatok je moZné vyuZit mnoz-
stvo spdsobov znamych odbornikom.

Protilatky pripravené proti polypeptidom, ktoré zodpovedajii sekvencii uvedenej v predkladanom vynale-
ze, sa moZu ziskat’ priamou injekciou polypeptidov do Zivo¢isneho jedinca alebo podanim polypeptidov Zi-
voti¥nemu jedincovi, najlep$ie iného druhu neZ €lovek. Takto ziskana protilatka potom bude sama viazat’ tie-
to polypeptidy. Tak sa aj pomocou sekvencie, ktora kéduje iba fragment tychto polypeptidov, daju ziskat’
protilatky viaZuce cely nativny polypeptid. Tieto protilétky je potom moZné vyuZit na izolaciu polypeptidov
z tkaniv, ktoré exprimuji poZadovany polypeptid.

Pri priprave monoklonalnych protildtok sa moze vyuZit' akykolI'vek spdsob, ktory zaisti tvorbu protilatok
kultiirami permanentnych bunkovych linii. Ako priklad je moZné uviest pripravu hybridémov (Kohler a Mil-
stein, Nature 256: 495 - 497, 1975), pripravu hybridémov 'udskych B buniek (Kozbor et al., Imunology To-
day &: 72, 1983) a pripravu EBV-hybridémov na produkciu 'udskych monoklonalnych protilatok (Cole et al.,
in Monoclonal Antibodies and Cancer, Alan R. Liss, Inc., 77 - 96, 1985).

Je moZné tiez vyuZit’ spdsoby vyvinuté na pripravu ,.chimérickych protilatok®, zaloZenych na spojeni my-
gich génov pre protilatky s ludskymi génmi pre protildtky a ziskat' tak molekulu so zodpovedajiicou §pecific-
kou antigénnou 3$pecificitou a biologickou aktivitou (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
6851 - 6855, 1984; Neuberger at al., Nature 312: 604 - 608, 1984; Takeda et al., Nature 314: 452 - 454,
1985). Okrem toho je moZné vyuZit aj spdsoby na pripravu jednoretazcovych protilatok (U.S. Pat. €. 4 946
778) a prispdsobit’ ich na pripravu jednoret'azcovych protilatok, ktoré st $pecifické pre RG1.

Dalej je mozné pripravit' ,,Fudské“ (,humanne®) protilatky spdsobmi opisanymi v patentoch USA ¢&. 5 877
397 a 5 569 825, ktoré sii uvedené v plnom zneni formou odkazu.

Protilatky je tieZ moZné pripravit indukovanim produkcie in vivo v populacii lymfocytov alebo plosnym
testovanim rekombinantnych imunoglobulinovych kniZnic ¢i stiborov vysoko $pecifickych viazbovych latok,
ako je opisané v publikaciadch Orlandi et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833 - 3837, 1989) a Winter a
Milstein (Nature 349: 293 - 299, 1991).

Je moZné tieZ pripravit’ fragmenty protilatok, ktoré obsahuji Specifické vidzbové miesta pre RG1. Tieto
fragmenty zahffiaju okrem iného napr. fragmenty F(ab’)2, ktoré sa m6Zu pripravit pepsinovym $tiepenim
molekuly protilatky a fragmenty Fab, ktoré je moZné pripravit’ redukciou disulfidickych mostikov fragmen-
tov F(ab)2. Je mozné tieZ pripravit’' expresné kniZnice Fab na rychlu a l'ahkt identifikéciu fragmentov mono-
klonalnych Fab s poZadovanou §pecificitou (Huse et al., Science 256: 1270 - 1281, 1989).

Aminokyselinova sekvencia RG1 uvedena v tomto vynaleze méZe slizit' na selekciu $pecifickych oblasti
polypeptidov RG1 na pripravu protilatok. Odbornikom je zndme, Ze vyber oblasti alebo epitopov polypepti-
dov RG1, proti ktorym je protildtka zamerana, sa mdze li§it’ podl'a zamy3laného vyuzitia. Napr. protilatky
uréené na imunologické testovanie RG1 viazaného na membréanu buniek prostaty by mali byt zamerané proti
pristupnym epitopom na polypeptide RG1. Oblasti polypeptidu RG1 maji imunogénnu $truktiru a d’al3ie ob-
lasti a domény je moZné Pahko identifikovat pomocou mnoZstva d’al$ich spdsobov znidmych odbornikom,
ako napr. analyza podla Chou-Fasmana, Garnier-Robsona &i Jameson-Wolfa. Fragmenty obsahujiice tieto
aminokyselinové zvysky st zvIa§t vyhodné na pripravu protilatok proti RG1. Medzi zvla$t' vyhodné frag-
menty patri okrem iného sekvencia PLGGESICSAGAPAKYSIT (sekvencia SEQ ID NO: 8); HSSDYSM-
WRKNQYVS (sekvencia SEQ ID NO: 10); DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTYV (sekvencia SEQ ID NO:
11); a NEIVSASVPET (sekvencia SEQ ID NO: 12).
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Priprava protilatok proti tymto oblastiam je opisana v priklade 4.

Protilatky proti RG1 opisané v predkladanom vynaleze mdzu byt zvlast’ vyhodné na diagnostické testo-
vanie, zobrazovacie spdsoby a terapeutické sposoby pri lie¢be rakoviny prostaty. Tento vynalez navrhuje rad
imunologickych testov na detekciu polypeptidov RG1 a na diagnostiku rakoviny prostaty. Tieto testy obvyk-
le zahfiiaja jednu alebo viac protilatok proti RG1 schopnii rozpoznavat’ a viazat' polypeptid RG1. Najvyhod-
nejSimi protilatkami su tie protilatky, ktoré viazu RG1 a neviaZu (alebo viaZu len slabo) iné polypeptidy neZ
RG1. Tieto testy zahfiiaju rozne formy imunologickych testov dobre zname odbornikom, vratane okrem iné-
ho réznych typov radioimunologickych testov, testov ELISA a pod. Okrem toho predkladany vynalez tieZ
uvadza imunologické zobrazovacie spdsoby na detekciu rakoviny prostaty, vratane okrem iného radioscinti-
grafickych zobrazovacich spdsobov pomocou znacenych protilatok proti RG1. Tieto testy sa mozu vyuZit'
klinicky na detekciu, sledovanie a urfenie prognézy rakoviny prostaty.

Opisané protilatky mézu sluzit’ na izolaciu a identifikiciu klonov exprimujiicich polypeptid uvedeny v
predkladanom vynaleze alebo na purifikaciu tohto polypeptidu ukotvenim protilatky na pevny nosi¢ na izola-
ciu a/alebo purifikéciu afinitnou chromatografiou.

Protilatky proti RG1 sa m6zu d’alej pouZit’ na izolaciu buniek pozitivnych na RG1 pouZitim technik zalo-
Zenych na triedeni buniek a purifikatnymi technikami. Protilatky proti RG1 sa méZu vyuZit' zvIast na izola-
ciu nadorovych buniek prostaty z naddorového tkaniva xenograftov alebo z buniek tkanivovych kultur a pod.
triedenim buniek protildtkami alebo technikami afinitnej purifikacie. Dalej je moZné protilatky proti RG1
uvedené v tomto vynaleze vyuZit' na pripravu antiidiotypovych protilatok napodobiiujiicich polypeptid RG1.

Protilatky proti RG1 méZu sliZit’ na detekciu vyskytu rakoviny prostaty &i nddorovych metastdz. Pritom-
nost’ tychto buniek obsahujucich RG1 v rdznych biologickych vzorkach, ako je sérum, vzorky biopsii prosta-
ty a iného tkaniva, je moZné stanovit’ pomocou protilatok proti RG1. Protilatky proti RG1 je tiez moZné vyu-
%it’ na rézne zobrazovacie spdsoby ako imunoscintigrafia pomocou **™Tc (&i iného izotopu) konjugovaného s
{)rotilétkou. Napr. zobrazovaci protokol podobny protokolu neddvno opisanému v literatire, ktory vyuZiva

'] konjugovany s protilitkou proti PSMA, je moné vyuZit' na detekciu opakovanych a metastatickych na-
dorov prostaty (Sodee et al., Clin. Nuc. Med. 21: 759 - 766, 1997).

Protilatky proti RG1 uvedené v predkladanom vynéleze sa m6Zu zna¢it' markerom schopnym detekcie
alebo konjugovat’ s d’alfou molekulou, ako napr. s cytotoxickou latkou a vyuZit' na zacielenie tejto d’allej
molekuly proti bunke pozitivnej na RG1 (Vitetta, E. S. et al., Inmunotoxin 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). Priklady cytotoxickych latok zahfilaju okrem iného ricin, doxorubicin, daunorubicin, taxol, etidium-
bromid, mitomycin, etoposide, tenoposide, vinkristin, vinblastin, kolchicin, dihydroxyantracindion, aktino-
mycin D, diftericky toxin, Pseudomonas exotoxin (PE) A, PE40, abrin a glukokortikoidné a iné chemotera-
peutické ¢inidla, ako aj rddioizotopy. Markery vhodné na detekciu st okrem iného radioizotopy, fluorescent-
né zluCeniny, bioluminiscentné zliCeniny, chemiluminiscenéné zlu€eniny, kovové chelétory &i enzymy. Me-
dzi vhodné radioizotypy patria nasledujiice izotopy: 1245h, 12°Sb, ™As, 1®Ba, 1“°Ba, 'Be, 2*Bi, ¥'Bi, '*Cd,
IBmcd, #Ca, *°Ce, 1'Ce, Ce, *'Cs, *'Cr, **Co, *’Co, **Co, ®°Co, 64Co, 169Er, 152Eu, 153Gd, 195Au,
199Au, 175Hf, 181Hf, 11In, 1231, 1311, 192Ir, 55Fe, 59Fe, 85Kr, 210Pb, 54Mn, 197Hg, 203Hg, 99Mo,
147Nd, 237Np, 63Ni, 95Nb, 185 + 1910s, 103Pd, 195mPt, 143Pr, 147Pm, 233Pa, 2226Ra, 186Re, 86RbD,
103Ru, 106Ru, 44Sc, 46Sc, 75Se, 110mAg, 11Ag, 22Na, 85Sr, 89Sr, 90Sr, 35S, 182Ta, 99mTc, 125Te,
132Te, 170T1, 204T1, 228Th, 232Th, 113Sn, 44Ti, 185W, 48V, 49V, 169Yb, 88Y, 90Y, 91Y, 65Zn, 95Zr.

Imunoterapia rakoviny prostaty

Predkladany vynalez uvadza rdzne imunoterapeutické spdsoby lie€by rakoviny prostaty, ako napr. terapia
protildtkami, vakcinami in vivo, €i imunoterapeutickymi spdsobmi ex vivo. V jednom spdsobe uvadza tento
vynélez na lie¢bu rakoviny prostaty systémové vyuZitie protilatok proti RG1. Napr. nekonjugované protilatky
proti RG1 je moZné do pacienta vnasat tak, Ze sa protildtka naviaZe na RG1, ktory sa nachadza na prostatic-
kych nadorovych bunkach alebo v nich, pripadne. je na ne pripojeny a sprostredkuje deitrukciu tychto buniek
a tumoru mechanizmami, ako sii napr. cytolyza sprostredkovana komplementom, bunkova cytotoxicita zavis-
14 od protilatky, zmena fyziologickej funkcie RG1 a/alebo inhibicia viizby na ligand alebo drah prenosu sig-
nalu. Protilatky proti RG1 konjugované s toxickymi latkami, ako ricin ¢&i radioizotopy, je moZné tieZz vyuZit
terapeuticky na priame dorutenie toxickej latky do prostatickych naddorovych buniek, ktoré nesu RG1, ¢im
ddjde k destrukcii nadorovych buniek.

Na imunoterapiu rakoviny prostaty pomocou protilatok proti RG1 je moZné vyuZit’ rad prevzatych sposo-
bov, ktoré sa vyuZivaju v savislosti s inymi typmi rakoviny, okrem iného napr. s rakovinou hrubého &reva
(Arlen et al., Crit. Rev. Immunol. 18: 133 - 138, 1998), mnohonasobnym myelomom (Ozaki et al., Blood 90:
317 9 - 3186, 1997; Tsunenari et al., Blood 90: 2437 - 2444, 1997), rakovinou Zaludka (Kasprzyk et al., Can-
cer Res. 52: 2771 - 277 6, 1992), B-bunkovym lymfémom (Funakoshi et al., Inmunother. Emphasis Tumor
Immunol. 19: 93 - 101, 1996), leukémiou (Zhong et al., Leuk. Res. 20: 581 - 589, 1996), kolorektalnou rako-
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vinou (Moun et al., Cancer Res. 54: 6160 - 6166, 1994; Velders et al., Cancer Res. 55: 4398 - 4403, 1995) a
rakovinou prsnika (Shepard et al., J. Clin. Immunol. 11: 117 - 127, 1991).

Predkladany vynalez d’alej poskytuje vakciny navrhnuté tak, aby obsahovali polypeptid RG1 alebo jeho
fragmenty. VyuZitie nadorovo $pecifického antigénu na pripravu vakcin na vyvolanie humorélnej a bunkove;
imunity pri lie¢be rakoviny je vel'mi dobre zndmy spdsob v stave techniky a vyuZiva sa na lie¢bu rakoviny
prostaty pomocou ludskych imunogénov PSMA a imunogénov PAP hlodavcov (Hodge et al., Int. J. Cancer
63: 231 - 237, 1995; Fong et al., J. Immunol. 159: 3113 - 3117, 1997). Tieto spdsoby je 'ahké uskuto¢iiovat’
vyuzitim polypeptidu RG1 alebo jeho fragmentu, alebo molekuly nukleovej kyseliny kédujiicej RG1 a re-
kombinantnych vektorov schopnych exprimovat’ a spravne prezentovat’ imunogén RG1.

Na dorutenie molekuly nukleovej kyseliny kédujiicej RG1 sa méZu vyuZit' napr. doru€ovacie systémy za-
loZené na virusovych génoch. R6zne doru¢ovacie systémy zaloZené na virusovych génoch, ktoré sa mézu
vyuzit' v tomto aspekte vynalezu, zahfiiaj(, ale bez obmedzenia, virus kravskych kiahni, virus kiahni hydiny,
kiahni kanarikov, adenovirusy, virus chripky, virus obmy, virus asociovany s adenovirusom, letivirusy alebo
virus sindbus (Restifo, in Curr. Opin. Immunol. 8: 658 - 663, 1996). Je tieZ moZné vyuZit’ nevirusové systé-
my vyuZivajuce vnesenie holej molekuly DNA, ktora kéduje polypeptid RG1 alebo jeho fragment do pacien-
tovho organizmu (napr. intramuskularne) s cielom vyvolat’ protinadorovii odpoved. V jednom uskuto¢neni
tohto vyndlezu je mozné vyuZit’ uplnii cDNA [udského rgl. V inom uskuto¢neni je moZné vyuZit' fragmenty
cDNA rgl. V d'alSom uskuto¢neni je moZné vyuZit molekulu nukleovej kyseliny rg/, ktora kéduje $pecifické
epitopy T lymfocytov (CTL). Epitopy CTL je moZné ur€it’ pomocou Specifickych algoritmov (napr. Epimer,
Brown University) na identifikaciu peptidov vnutri polypeptidu RG1, ktoré si schopné optimalnej vizby na
§pecifické alely HLA.

Je moZzné tieZ vyuZit rézne stratégie ex vivo. Jeden spdsob zahfiia vyuZitie dendritickych buniek, ktoré
prezentujui polypeptid RG1 pacientovmu imunitnému systému ako antigén. Dendritické bunky exprimuju
molekuly MHC I a II, kostimulaéni molekulu B7 a IL-12 a su teda vysoko $pecializované na prezentaciu an-
tigénu. Pri rakovine prostaty sa vyuZivaja v klinickych skiaskach 1. stupfia autologne dendritické bunky pul-
zované (pulsed) s peptidmi membranového antigénu 3pecifického pre prostatické bunky (PSMA) na stimula-
ciu imunitného systému pacientov s rakovinou prostaty (Tjoa et al., Prostate 28: 65 - 69, 1996; Murphy et al.,
Prostate 29: 371 - 380, 1996). Dendritické bunky méZu slaZit' na prezentaciu polypeptidov RG1 T bunkdm v
kontexte molekil MHC I a II. V jednom uskuto&neni tohto vynalezu si dendritické bunky pulzované s poly-
peptidmi RG1 schopnymi viazat molekuly MHC. V inom uskuto&neni sii dendritické bunky pulzované s
tiplnym polypeptidom RG1. DalSie uskutoénenie zahfiia navodenie zvy3enej expresie génu rgl v dendritic-
kych bunkdch pomocou réznych vektorov zndmych v stave techniky, ako si adenovirus (Arthur et al. , Can-
cer Gene Ther. 4:, 17 - 25, 1997), retrovirus (Henderson et al., Cancer Res. 56: 3763 - 3770, 1996), lentivi-
rus, adenoasociovany virus, transfekcie DNA (Ribas et al, Cancer Res. 57: 2865 - 2869, 1997) a transfekcie
nadorovo odvodenej RNA (Ashley et al., J. Exp. Med. 186: 1177 - 1182, 1997).

Antiidiotypové protilatky proti RG1 je mozné tiez vyuzit' pri protinddorovej terapii ako vakcinu na vyvo-
lanie imunitnej odpovede proti bunkdm exprimujicim polypeptid RG1. Zvlast’ priprava antiidiotypovych
protilatok je odbornikom dobre zndma a tento spdsob je ahké prispdsobit’ na pripravu antiidiotypovych pro-
tilatok anti-RGl, ktoré napodobiiuju epitop na polypeptide RG1 (pozri napr. Wagner et al., Hybridoma 16:
33 - 40, 1997; Foon et al., J. Clin. Invest. 96: 334 - 342, 1995; Herlyn et al., Cancer Immunol. Immunother.
43: 65 - 76, 1996). Takuto antiidiotypovu protilatku je potom mozné vyuZzit' pri antiidiotypovej liecbe, po-
dobne ako iné protilatky zamerané proti nadorovym antigénom.

Na vyvolanie profylaktickej a terapeutickej humoralnej a bunkovej imunitnej odpovede proti nadorovym
bunkdm exprimujicim RG1 je moZné vyuZit spdsoby génovej imunizicie. Vyuzitim opisanych molekul
DNA, ktoré kéduju RG1, je mozné konstrukty obsahujiice DNA, ktora kdéduje polypeptid/imunogén RG1 so
zodpovedajiicimi regulatnymi sekvenciami, priamo injikovat’ do svalu alebo koZe jedinca, takZe svalové ale-
bo kozné bunky kon$trukt prijmi a exprimuju kédovany polypeptid/imunogén RG1. Polypeptid/imunogén
RG1 sa mdZe exprimovat ako povrchovy polypeptid alebo moze byt sekretovany. Expresia polypepti-
du/imunogénu RG1 vedie k vyvolaniu profylaktickej alebo lie¢ebnej humoralnej a bunkovej imunity proti rako-
vine prostaty. Je moZné vyuZit mnoZstvo profylaktickych a lie¢ebnych spdsobov génovej imunizicie znamych
v stave techniky (pozri prehl'ad informécii a prac publikovanych na internetovej adrese www.genweb.com).

»Antisense“ oligonukleotidy, ,,antisense® vektory a ribozymy

»Antisense* polynukleotidy komplementarne k rg/ je mozné pripravit' synteticky. Tieto oligonukleotidy
je moZné dorucit’ do buniek samotné alebo s lipidmi, ktoré napomahaju prijatiu ,,antisense* oligonukleotidov
bunkami.

Alebo expresné vektory, vektory odvodené od retrovirusov, adenovirusu, herpesvirusov herpes alebo
kravskych kiahni alebo z rdznych bakteridlnych plazmidov méZu tiez sluzit' na konstrukciu a doruéenie re-
kombinantnych vektorov, ktoré budi exprimovat’ ,,antisense* rg/ (pozri napr. sposoby opisané v publikacidch
Sambrook et al. alebo Ausubel et al.).
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Polynukleotidy obsahujiice uplni sekvenciu cDNA a/alebo jej regulatné elementy umoZituju pracovni-
kom vo vyskume, aby vyuZivali polynukleotidy rg/ ako nastroj na prehl'adévanie ,,sense vlakien (Youssou-
fian and Lodish, Mol. Cell. Biol. 13: 98 - 104, 1993) alebo ,,antisense“ vlakien (Eguchi et al., Annu Rev.
Biochem. 60: 631 - 652, 1991) na zistenie regulacie funkcif tohto génu. Tieto spdsoby si uZ v stave techniky
dobre zname, a ,,sense* alebo ,antisense” oligoméry alebo vi¢sie fragmenty je mozné odvodit’ z réznych
miest z kédujicich alebo nekddujicich oblasti.

Gény kodujiice RG1 moézu byt vypnuté transfekciou buniek alebo tkaniva expresnymi vektormi, ktoré
exprimujii vysoki hladinu poZadovaného fragmentu polynukleotidu rg/. Tieto konitrukty mézu zaplavit
bunku netranslatovatelnymi ,,sense“ ¢i ,,antisense* sekvenciami. Aj ked’ neddjde k integracii do DNA, tieto
vektory méZu d’alej transkribovat molekuly RNA, pokial nie su vietky képie vyradené endogénnymi nukle-
azami. Pri nereplikativnych vektoroch mézZe prechodna expresia trvat’ mesiac alebo viac a pokial’ su sti¢astou
vektorového systému zodpovedajtice replikaéné elementy, méze trvat’ aj dlh3ie.

Ako bolo uvedené, zmeny génovej expresie je moZné dosiahnut’ pomocou ,,antisense* molekil DNA ¢&i
RNA, ktoré kontroluju oblasti vrg/, napr. promdtory, enhancery a intrény. Vyhodné sii oligonukleotidy od-
vodené z miesta inicidcie transkripcie, t. j. z oblasti medzi -10 a +10 veduce;j ,,leader” sekvencie. Je tieZ moz-
né pripravit’ ,,antisense* molekuly na blokovanie translacie mRNA zabranenim vézby transkriptu na ribozém.
Inhibiciu je tieZ moZné uskuto&nit’ pomocou spdsobu vyuZivajuceho parovanie baz do ,trojitej zavitnice®.
Tvorbou trojitej zdvitnice dochadza k zamedzeniu schopnosti molekuly dostato&ne sa otvorit’ pre viizbu s po-
lymerazami, transkripénymi faktormi alebo regulaénymi molekulami, ktorii by inak ako dvojita zavitnica ma-
la. Najnovsie lie¢ebné zlep3enia, ktoré vyuZivaji tvorbu trojitych zavitnic DNA (triplex DNA), su zhrnuté v
publikacii Gee J. E. et al. (In Huber a Car, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co.,
Mt. Kisco, N.Y., 1994).

Ribozymy su enzymatické molekuly RNA, ktoré st schopné katalyzovat §pecifické Stiepenie RNA (pa-
tent USA ¢&. 4 987 071; W093/23057). Mechanizmus pdsobenia ribozymu spodiva v sekvenéne Specifickej
hybridizécii molekuly ribozymu s komplementarnou ciefovou RNA, nasledovanej endonukleolytickym 3tie-
penim. V predkladanom vynéleze st pripravené ribozymové molekuly s tzv. ,,hammerhead* motivom, ktoré
méZu $pecificky a ucinne katalyzovat endonukleolytické Stiepenie RNA, ktora koduje RG1. Specifické
Stiepne miesta pre ribozymy je moZné na kazdej potencidlnej ciefovej RNA predbeZne identifikovat’ vyhla-
ddvanim $tiepnych miest pre ribozymy, ktoré obsahuji sekvencie GUA, GUU a GUC na ciefovej molekule.
Hned’ ako sa tieto miesta identifikuju, je moZné urdit tie charakteristiky sekundarnej $truktary kratkych sek-
vencii RNA s 15 - 20 ribonukleotidmi, ktoré zodpovedajii oblasti cielového génu obsahujicej Stiepne miesto,
a na zéklade ktorych by bolo moZné dany oligonukleotid vyradit’ z funkcie. Vhodnost’ potencialnych cielov
je tieZ moZné zhodnotit’ testovanim pristupnosti pre hybridizéciu s komplementarnymi oligonukleotidmi po-
mocou ribonukledzovych ochrannych testov (ribonuclease protection assays) (Irie et al., Advances Pharma-
col. 40: 207 - 257, 1997).

»Antisense" molekuly a ribozymy uvedené v tomto vynaleze je moZné pripravit akymkol'vek spdsobom
na syntézu molekil RNA zndmym v stave techniky. St to napr. spdsoby chemickej syntézy oligonukleoti-
dov, ako syntéza pouZitim fosforamiditu v pevnej fize. Molekuly RNA je moZné pripravit' transkripciou in
vitro a in vivo alebo pomocou sekvencii DNA, ktoré kéduju RG1. Tieto sekvencie DNA sa méZu vniest’ do
celého radu vektorov so zodpovedajiicimi prométormi RNA polymerazy ako T7 alebo SP6. Je moZné tie
vniest’ konStrukty ,,antisense” cDNA, ktoré syntetizuju ,,antisense“ RNA, do bunkovych linii, buniek alebo
tkaniv.

Molekuly RNA mo6zu byt modifikované s ciefom zvysit' ich stabilitu vnuatri bunky alebo ich pol¢as.
MoZnymi zmenami st okrem iného napr. pripojenie prilahlych sekvencii na 5' koniec a/alebo 3’ koniec mo-
lekul, alebo vyuzitie fosforotioatovych alebo 2'O-metylovych vizieb namiesto fosfodiesterovych pri tvorbe
zékladnej kostry molekuly. Stabilitu molekiil je moZné tieZ zvy$it' vloZenim neobvyklych baz, ako su inozin
alebo queozin (queosine), ako aj acetyl-, metyl-, tio- a podobne modifikovanych foriem adeninu, guaninu,
tyminu a uridinu, ktoré nie su tak Fahko rozpoznané endogénnymi endonukledzami.

Medzi spdsoby vnesenia ,antisense* vektorov do buniek alebo tkaniv patria opisané spdsoby, ktoré su
vhodné tak na lieCenie in vivo, ako aj in vitro a ex vivo. Na lie€enie ex vivo sl vektory vnaSané do buniek
odobratych z pacientovho organizmu a klonalne pomnoZené na autolégnu transplantaciu do toho istého pa-
cienta, ako je uvedené v patentoch USA &. 5 399 493 a 5 437 994, ktoré sii uvedené v literatire. Prenos trans-
fekciou alebo lipozémami ¢&i inymi lipidickymi a nelipidickymi &inidlami je odbornikom tieZ dobre znamy.

Testy na identifikaciu latok viazucich RGlI

Predkladany vynalez sa tieZ tyka testov a spdsobov, ktoré méZu slazit’ na identifikaciu latok (agensov, &i-
nidiel) viazucich RG1. Tieto latky viaZzuce RG] m6Zu byt identifikované najmé na zéklade schopnosti ligan-
du RG1 alebo inej latky a zloZky viazat’ RG1 a/alebo schopnosti inhibovat/stimulovat’ aktivitu RG1.

Latky viaZuce polypeptid RG1 moZu byt tiez identifikované pomocou kvasinkového dvojhybridného sys-
tému a testu vizbovej schopnosti. Pri kvasinkovom dvojhybridnom systéme sa expresna jednotka, ktora ko-
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duje fuzny protein skladajuci sa z transkripéného faktora s jednou podjednotkou, transkripéného faktora s
dvomi podjednotkami a polypeptidu RG1 vnesie do bunky kvasinky a je v nej exprimovana. Té4to bunka je
d’alej pozmenena tak, aby obsahovala (1) expresnu jednotku kédujicu detegovatelny marker, na ktorého ex-
presiu je potrebny transkripény faktor s dvomi podjednotkami a (2) expresnu jednotku kédujiicu fuzny prote-
in skladajuci sa z druhej podjednotky transkripéného faktora a klonovaného segmentu DNA. Pokial’ klono-
vany segment DNA koduje protein viazuci polypeptid RG1, vysledkom expresie je interakcia RG1 a kodo-
vaného proteinu. Tym sa obe podjednotky a transkripény faktor dostanii do vézbovej blizkosti a transkrip&ny
faktor sa moéZe obnovit. Tak je exprimovany detegovatelny marker. Kvasinkovy dvojhybridny systém je
zvla¥t vyhodny pri plo$nom testovani kniZnice cDNA, ktora kéduje segmenty bunkovych vidzbovych partne-
rov RG1.

Medzi polypeptidy RG1, ktoré je moZné vyuzit' v opisanych testoch, patri okrem iného napr. izolovany
polypeptid RG1, fragment polypeptidu RG1, &i bunka, ktora bola pozmenena tak, aby exprimovala polypep-
tid RG1. Polypeptidom RG1 méZe byt dalej cely tento polypeptid i jeho definovany fragment. BeZnému
odbornikovi bude zrejmé, Ze pokial’ je polypeptid RG1 testovatelny na vizbu k nejakej latke, napr. pomocou
posunu molekulovej véhy alebo aktivity, je moZné tento spsob testovania vyuZit.

Spdsob, ktorym bude uréené, ¢i latka/bunkové zlozka viaZe polypeptid RG1, bude primarne zavisiet' od
charakteru pouzitého polypeptidu RG1. Na uréenie, &i latka viaze RG1 alebo jeho fragment, moZe sluzit
napr. gélovy retardadny test. Na testovanie polypeptidu RG1 je tieZ moZné vyuZit' imunodetekciu alebo spo-
soby zaloZené na bio&ipoch. Na zistenie, ¢i ur¢itd latka viaZe RG1, mdZe skiseny odbornik vyuZit rad sposo-
bov znamych zo stavu techniky.

Latky a bunkové zloZky je mozné d’alej testovat, ¢i su schopné ovplyvilovat’ aktivitu polypeptidu RG1,
pomocou bezbunkového testovacieho systému alebo bunkového testovacieho systému. Definované aktivity
polypeptidu RG1 méZu byt d’alej testované funk&nymi testami.

V kontexte predkladaného vynalezu plati, Ze latka antagonizuje aktivitu RG1, pokial jeho aktivitu znizu-
je. Vyhodny antagonista selektivne antagonizuje RGl a neovplyviiuje d’al§ie bunkové proteiny. Vyhodny
antagonista d’alej zniZuje aktivitu RG1 o viac neZ 50 %, vyhodnejsie o viac nez 90 % a najvyhodnejsie vyradi
celkovu aktivitu RG1.

Latky testované uvedenym spdsobom sa méZu vybrat' ndhodne alebo racionalne. V kontexte predklada-
ného vynalezu plati, Ze latka sa vybera ndhodne, pokial sa neprihliada na ¥pecifické sekvencie polypeptidu
RGI1. Prikladom nahodne vybranych latok je vyuZitie chemickej kniZnice alebo kombinatorickej kniZnice
peptidov, Zivnej pody pre urdity organizmus alebo rastlinného extraktu.

V kontexte predkladaného vynalezu plati, Ze latka je vybrata racionalne, pokial je vybratd nendhodne v
zavislosti od sekvencie cielového miesta a/alebo jeho konformdcie a v stvislosti s pdsobenim danej latky.
Latky sa moZu vyberat’ alebo navrhovat racionalne na ziklade peptidovych sekvencii polypeptidu RG1.

Racionalne vybratou peptidovou litkou méze byt napr. peptid, ktorého aminokyselinova sekvencia je
zhodna s fragmentom polypeptidu RG1.

Latky testované sposobmi podla predkladaného vynéalezu mdzu byt napr. peptidy, protilatky, oligonukle-
otidy, malé molekuly a derivaty vitaminov a tieZ uhlovodiky. Skiisenému odbornikovi je zrejmé, Ze vyber la-
tok pre uvedeny testovaci spdsob nie je nijako obmedzeny ich Strukturalnou povahou. Jedna trieda latok pod-
l'a predkladaného vynalezu st peptidové latky, ktorych aminokyselinové sekvencie s vybraté na zéklade
aminokyselinovej sekvencie polypeptidu RG1.

Peptidové latky je mozné pripravit pomocou Standardnych syntetickych spdsobov, ktoré vyuZzivaju latky
v pevnej (alebo kvapalnej) faze, ktoré si v stave techniky zname. Navy$e je moZné syntetizovat DNA, ktora
kdduje tieto peptidy pomocou komeréne dostupnych pristrojov na syntézu oligonukleotidov a pripravit’ ich
rekombinantne pomocou $tandardnych rekombinantnych produk&nych systémov. Pripravu pomocou syntézy
v pevnej faze je nutné vyuZit' tam, kde sa vyskytuju aminokyseliny nekédované Ziadnym génom.

Inymi latkami uvedenymi v predkladanom vynaleze su protilatky imunoreaktivne s kritickymi miestami
polypeptidu RGI. Ako je tu uZ opisané, protilatky sa ziskavaju imunizaciou vhodnych cicav¢ich organizmov
peptidmi, ktoré obsahuji ako antigénnu oblast’ tie Casti polypeptidu RG1, proti ktorym maju byt protilatky
zamerané. Tieto latky je moZné vyuZit' pri §tudiach vdzbovych kompeticii na identifikiciu inhibi¢nych latok
druhej generécie a na blokovanie aktivity RG1.

Bunkové extrakty testované spdsobmi uvedenymi v predkladanom vynaleze m6zu byt napr. vodné extrakty
buniek ¢&i tkaniv, organické extrakty buniek alebo tkaniv alebo ¢iasto¢ne purifikované frakcie buniek. Skise-
nému odbornikovi je zrejmé, Ze vyber zdroja bunkového extraktu pre uvedeny testovaci sposob nie je nijako
obmedzeny jeho Strukturnou povahou.

Latky viaZuce polypeptid RG1, ako napr. protilatka proti RG1, sa méZu vyuZit' na modulovanie aktivity
RG1, na zacielenie protirakovinovych latok do zodpovedajiicich cicav&ich buniek alebo na identifikaciu latok
blokujticich interakciu s RG1. Bunky exprimujice RG1 je mozné zacielit’ alebo identifikovat’ pouZitim latky,
ktora viaze RG1. '
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To, ako bude latka viaZzuca RG1 vyuZit4, zavisi od jej povahy. Latka viazuca RG1 méZe byt napr. vyuzita
na: doru¢enie konjugovanych toxinov, ako s diftericky toxin, toxin cholery, ricin alebo exotoxin Pseudomo-
nas, do bunky exprimujicej RG1; modulaciu aktivity RGl; priame zabitie bunky exprimujiicej RG1; alebo
pri skriningoch na identifikaciu latok s kompetitivnou vizbou. Tak napr. latka inhibujuca RG1 sa mdZe vyu-
Zif na priamu inhibiciu rastu buniek, ktoré exprimuju RG1, zatial’ &o latka viazuca RG1 sa m6Ze vyuZit' ako
diagnostické ¢inidlo.

Farmaceutické pripravky a spdsoby podavania

Predkladany vyndlez sa tieZ tyka vyuZitia farmaceutickych kompozicii, ktoré obsahuju polynukleotidy
rgl, polypeptidy RG1, protilatky proti nim, ich agonisty, antagonisty alebo inhibitory a to samotné alebo v
kombindcii aspoil s jednou latkou, ako napr. stabilizatnou latkou a ktoré mézu byt podané v akomkolvek
sterilnom, biokompatibilnom farmaceutickom nosici, ako okrem iného napr. vo fyziologickom roztoku, dex-
tréze alebo vode. Ktorukol'vek z tychto molekul je moZné pacientovi podat’ samotnii alebo v kombinécii s
inymi latkami, lie¢ivami ¢i horménmi vo farmaceutickych kompozicidch, kde sii zmiesané s vehikulom (ve-
hikulmi) alebo s farmaceuticky prijatelnymi nosi¢mi. V jednom uskuto&neni tohto vynalezu je farmaceuticky
prijatel'ny nosi¢ farmaceuticky inertny.

Predkladany vynalez sa tieZ tyka spdsobu podania farmaceutickych kompozicii. Toto podanie sa méZe
uskuto&iiovat’ peroralne alebo parenteralne. Medzi spdsoby parenteralneho podania patri podanie topické, in-
traarteridlne (priamo do tumoru), intramuskuldrne, subkutdnne, intramedularne, intratekalne, intraventriku-
larne, intravendzne, intraperitonealne alebo intranazalne. Okrem aktivnych zloZiek mézZu tieto farmaceutické
kompozicie obsahovat’ vhodné farmaceuticky prijatelné nosite, ako st vehikuld a pomocné latky, ktoré
umoZiiuji spracovanie aktivnych zloziek na preparaty, ktoré je moné farmaceuticky vyuZit. Dalie po-
drobnosti o spésoboch pripravy a podania tychto latok je moZné najst v poslednom vydani Remington's
Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack Publishing Co, Easton, Pa).

Farmaceutické kompozicie na peroralne podévanie je mozné formulovat’ pomocou farmaceuticky prija-
telnych nosi¢ov dobre znamych zo stavu techniky v davkach vhodnych na ordlne podanie. Tieto nosice
umoziiuji formuldciu farmaceutickych kompozicii ako tablety, pilulky, drazé, tobolky, roztoky, gély, sirupy,
husté suspenzie, normalne suspenzie a pod., uréené na podanie pacientom.

Farmaceutické pripravky na peroralne podavanie je moZné ziskat' kombinaciou aktfvnych zloZiek s pev-
nym vehikulom, podla potreby rozomletim vzniknutej zmesi a po pripadnom pridani vhodnych aditiv (po-
mocnych latok) spracovanim tejto zmesi granil na tablety alebo drazé. Vhodnymi vehikulmi si sacharidové
alebo proteinové plnidlé ako cukry, napr. lakt6za, sacharéza, manitol alebo sorbitol; kukuri¢ny, pseni¢ny, ry-
Zovy alebo zemiakovy $krob, alebo 3krob z inych rastlin; celuléza vo forme metylcelul6zy, hydroxypropyl-
metylcelulézy alebo karboxymetylcelulézy sodnej; gumy ako arabska guma alebo tragakantova guma; a d’a-
lej proteiny ako Zelatina a kolagén. Podl'a potreby je mozné pridat’ dekompozi¢né alebo solubilizainé ¢inidla
ako napr. zosietovany polyvinylpyrolidon, agar, kyselinu alginovi alebo jej sol, ako napr. alginat sodny.

Jadra draZé sa obaluju do vhodnych potahov, ako st napr. koncentrované cukrové roztoky, ktoré mézu
tieZ obsahovat’ arabski gumu, mastenec, polyvinylpyrolidon, karbopolovy gél, polyetylénglykol a/alebo oxid
titani¢ity, roztoky lakov a vhodné organické rozpuit'adla alebo ich zmesi. Do potahov tabliet alebo drazé sa
mdZu pridat’ farbiva alebo pigmenty na identifikdciu vyrobku &i oznatenia mnoZstva aktivnej latky, t. j. dav-
kovania.

Medzi farmaceutické pripravky, ktoré sa méZu pouZivat’ peroralne, patria napr. ,,push-fit* Zelatinové to-
bolky ako aj mikké zatavené Zelatinové tobolky a povrchy film z glycerolu alebo sorbitolu. ,,Push-fit“ tobol-
ky méZu obsahovat’ aktivne zloZky zmie$ané s plnidlom alebo spojivom, ako je laktoza alebo $kroby, lubri-
kanty, ako je mastenec alebo stearat hor&ika, pripadne stabilizatory. V mikkych tobolkdch mézu byt aktivne
zloZky rozpustané alebo suspendované vo vhodnych tekutindch/kvapalinach, ako si mastné oleje, kvapalny
parafin, alebo kvapalny polyetylénglykol s alebo bez stabilizatorov.

Medzi farmaceutické formuldcie na parenterdlne poddvanie patria vodné roztoky aktivnych zloZiek. Far-
maceutické kompozicie podl'a tohto vynalezu uréené na injekciu mézu byt formulované vo vodnych rozto-
koch, vyhodne vo fyziologickych kompatibilnych pufroch, ako je Hankov roztok, Ringerov roztok alebo puf-
rovany fyziologicky roztok. Vodné injek&né suspenzie mézu obsahovat’ latky, ktoré zvy3uji viskozitu sus-
penzie, ako je karboxymetylceluléza sodnd, sorbitol alebo dextran. Suspenzie aktivnych zloZiek mézu byt
tiez pripravené ako vhodné olejové suspenzie na injekciu. Vhodnymi lipofilnymi rozpustadlami alebo vehi-
kulami su mastné oleje, ako je sezamovy olej, alebo syntetické estery mastnych kyselin, ako je etyloleat ale-
bo triglyceridy, alebo lipozémy. Suspenzie mdZu tieZ pripadne obsahovat’ vhodné stabilizatory alebo latky
zvy3ujice rozpustnost’ zlu€enin, takZe je moZné pripravit’ vysoko koncentrované roztoky.

Na topické alebo nazalne podanie sa do formulacie priddvaji penetranty pre zodpovedajicu bariéru, kto-
rou maju preniknat’. Tieto penetranty su v stave techniky beZne zname.
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Suapravy (Kity)

Predkladany vynalez sa d’alej tyka farmaceutickych baleni a suprav (kitov) zahfiiajucich jednu alebo viac
nadob naplnenych jednou alebo viacerymi zloZzkami opisanych kompozicii uvedenych v tomto vynaleze. K
tejto nadobke (nddobkdm) méZe byt priloZeny letdk vo forme predpisanej prisluinym vlddnym Gradom, v
ktorého kompetencii je vyroba, pouZitie alebo predaj farmaceutickych ¢&i biologickych vyrobkov, kde je vy-
jadreny suhlas tohto uradu s vyrobou, pouZitim alebo predajom daného vyrobku na 'udské ucely.

Vyroba a skladovanie

Farmaceutické kompozicie uvedené v predkladanom vyndleze je moZné pripravit spésobmi zndmymi v
stave techniky, t. j. konvenénym mie$anim, rozpu§tanim, granulovanim, pripravou draz¢, drvenim, tvorbou
emulzii, uzatvaranim do kapsul alebo inych produktov alebo lyofiliziciou. Tieto farmaceutické kompozicie
sa mézu ziskat' vo forme soli mnohych kyselin ako okrem iného napr. kyseliny chlorovodikovej, sirovej, oc-
tovej, mlie¢nej, §avelovej, jablénej, jantarovej a pod. Soli st ¢asto rozpustnejsie vo vodnych alebo inych
protonickych rozptstadlach, ktoré su ich zodpovedajicou volnou bézickou formou. Inokedy méze byt vy-
hodnym pripravkom lyofilizovany praSok v 1 mM - 50 mM histidine, 0,1 % - 2 % sacharéze, 2 % - 7 % ma-
nitole v rozmedzi pH 4,5 aZ 5,5, ktory sa pred pouZitim zmieSa s pufrom.

Potom, ako sii farmaceutické kompozicie obsahujiice zlu€eninu podla predkladaného vynalezu, formulo-
vanii v prijatel'nom nosi¢i, pripravené, méZu byt uloZzené do vhodnej naddoby a oznagené na lie¢enie indiko-
vanych stavov. Pre podévanie RG1 toto oznadenie zahfila mnoZstvo, frekvenciu a spdsob podavania.

Terapeuticky u€inna dévka

Farmaceutické kompozicie vhodné na pouZitie v predkladanom vynéleze zahfilaju kompozicie, v ktorych
su aktivne zloZky obsiahnuté v (i€¢innom mnoZstve na docielenie zamy3laného ucelu, t. j. lie¢by konkrétneho
chorobného stavu charakterizovaného expresiou RG1. Uréenie u¢innej davky je celkom v kompetencii od-
bornikov.

Pre kazdi zloZku méZe byt terapeuticky u¢innd dévka najprv stanovend testovanim v bunkovej kulture,
napr. v neoplastickych bunkach alebo na zvieracom modeli, obvykle na my3iach, kralikoch, psoch alebo pra-
satach. Zvieracie modely sa tieZ vyuZivaju na urenie poZadovaného koncentraéného rozpitia a spdsobu po-
dania. Na zéklade tejto informacie je potom moZné stanovit' uZito&né davky a cesty podania Fudskym jedin-
com.

Terapeuticky u¢inna ddvka znamena také mnoZstvo proteinu alebo jeho protilatok, jeho antagonistov ale-
bo inhibitorov, ktoré zlep$i symptomy alebo stav pacienta. Terapeuticka ucinnost’ alebo toxicita tychto latok
sa mdZe urdit’ §tandardnymi farmaceutickymi spésobmi v bunkovej kultire alebo na zvieracom modeli; napr.
ako EDs, (terapeuticky u¢inna davka v 50 % populacie) a LDs, (ddvka letdlna pre 50 % populécie). Pomer
davok s terapeutickym a toxickym udinkom sa nazyva terapeuticky index a d4 sa vyjadrit ako pomer
EDs/LDs,. Vyhodné si farmaceutické kompozicie majuice vysoké terapeutické indexy. Udaje ziskané testo-
vanim bunkovych kultir a zvieracich modelov je moZné vyuzit na urenie rozpitia pre divkovanie Pudskym
jedincom. Davkovanie tychto latok sa vyhodne pohybuje v rozmedzi obehovych koncentrécif, pri ktorych ma
EDsp nizku alebo Ziadnu toxicitu. Davkovanie sa pohybuje v tomto rozmedzi v zavislosti od formy podania,
citlivosti pacienta a cesty podania.

Presné ddvkovanie ur¢i lekar podla toho, ktorému pacientovi ma byt’ lick podany. Davkovanie a spdsob po-
dania sa upravia tak, aby sa dosiahla dostatofne vysoka hladina aktivnej zloZky na docielenie poZadovaného
atinku. Dal3imi faktormi, ktoré sa mo2u brat’ do tivahy, sii napr. zavaznost’ chorobného stavu, ako napr. vel-
kost’ nddoru a jeho umiestnenie; vek, hmotnost’ a pohlavie pacienta; diéta, ¢as a po¢etnost’ podani, kombina-
cia lietiv, citlivost’ reakcie a d’alej tolerancia/odpoved’ na lie¢bu. Farmaceutické kompozicie s dlhodobou
uginnostou sa m6éZu podavat’ kazdé 3 - 4 dni, kazdy tyZdeti, raz kaZzdych 14 dni v zévislosti od pol¢asu a
rychlosti klirens konkrétnej formulacie z organizmu.

MnoZstv4 normélnej davky sa mdZu pohybovat od 0,1 do 100 000 mikrogramov, az do celkovej davky
1 g, v zavislosti od cesty podania. Navod na ur€ité davky a spdsoby podania je opisany v literatare, (pozri pa-
tenty USA 4 657 760; 5 206 344; alebo 5 225 212). Odbornici vyuZiju odli$né formulacie pre polynuk-
leotidy ako pre proteiny alebo ich inhibitory. Podobne bude podanie polynukleotidov &i polypeptidov $peci-
ficky zodpovedat’ uréitym bunkam, stavom, umiestneniam a pod.

Prehl’ad obrazkov na vykresoch
Obr. 1: Polynukleotidova sekvencia rg/ (sekvencia SEQ ID NO: 1), kddujuca biologicky alebo imunolo-
gicky aktivnu formu RG1.

Obr. 2: Odvodena aminokyselinova sekvencia RG1 (sekvencia SEQ ID. NO: 2), kde domény F-spondinu
st pod¢iarknuté jednoducho a doména trombospondinu dvojito.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 288147 B6

Obr. 3: Linearne porovnanie sekvencie RG1 so sekvenciou potkanieho Mindinu. Sekvencia RG1 sa na-
chadza hore.

Obr. 4: Polynukleotidové a dedukovana aminokyselinova sekvencia RG1.

Obr. 5: Expresia rg/ v Tudskych tkanivéach zistend PCR analyzou zaloZenou na Tagman. RNA z 'udskych
tkaniv, tak nadorovych ako normalnych, sa izolovala §tandardnymi spésobmi. Priméry a sondy na detekciu
expresie rg/ mRNA boli navrhnuté pomocou Software Perkin Elmer’s Primer Express a syntetizované pomo-
cou Synthetic Genetics. Rg/ mRNA sa stanovila v Tudskom prostatickom tkanive. Omnoho niZ3iu expresiu
rgl mRNA bolo moZné zachytit' v dalich tkanivach, napr. v pe¢eni.

Obr. 6: Purifikacia nativneho proteinu RG1 sekretovaného bunkami LNCaP. Analyza spésobom Western
blot pomocou antiséra pripraveného proti syntetickej peptidovej sekvencii RG1 (3C, sekvencia SEQ ID NO:
10, pozri priklad 4) na detekciu nativneho proteinu RG1 sekretovaného bunkami LNCaP. Frakcia eluovanej
chromatografie na Q-Sephardéze z koncentrovaného média upraveného pre bunky LNCaP: (L) naplii kolény,
(F) prietok kolény, (1-12) frakcie eluované cez solny gradient. Predpokladana molekulova hmotnost’ RG1 je
priblizne 36 kD, ale zistilo sa, Ze proteiny RG1 exprimované baktériami, bunkami BHK a LNCaP, vietky pu-
tujii na géli PAGE v pozicii priblizne 45 kD (L, frakcia 6-9).

Obr. 7: Imunohistochemické farbenie expresie RG1 v T'udskom prostatickom tkanive. Vzorky prostatického
tkaniva sa ziskali na Urologickom oddeleni lekarskej fakulty Standfordovej univerzity. Farbenie sa uskuto¢nilo
pomocou stipravy Vector ABC-AP (AK5002). Farbenie sa zviditelnilo pomocou stipravy Vector Red substrate
a naslednym farbenim hematoxylinom. Vysledky ukazuju silné zafarbenie perilumenalnej membrany vo for-
maciach Zl'azy.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Predkladany vynalez je dalej opisany nasledujucimi prikladmi. Tieto priklady st uvedené iba na ilustriciu
tohto vynélezu ako priklady Specifickych uskutoneni. Tieto priklady sice ilustruju uréité Specifické aspekty
predkladaného vynélezu, ale vynalez inak neobmedzuju a nevymedzujui rozsah tohto vynalezu.

V3etky priklady sa uskuto¢nili $tandardnymi spsobmi, ktoré sii odbornikom dobre zname a sii inymi ru-
tinne vyuZivané, s vynimkou inak podrobne opisanych pripadov. Rutinné spdsoby molekularnej biologie po-
uzité v uvedenych prikladoch je mozné uskutoéiiovat’ podl'a §tandardnych laboratérnych prirudiek, ako napr.
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2™ Ed.; Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y., 1989.

Priklad 1

Identifikacia polynukleotidu Fudského rg/

Rgl bol identifikovany ako gén exprimovany v prostate prehladdvanim databazy Incyte LifeSeq. Tato
nukleotidova sekvencia sa identifikovala prehl'addvanim anotécii v databaze pomocou nastroja ,,Funkcia pro-
teinu“ poskytnutého spolo¢nostou Incyte na ucely prehl'adavania databazy. Tato nukleotidova sekvencia sa
nadla v anotovanej databaze v kategérii bunkovych adhéznych molekil a bola opisand ako homolég
F-spondinu. Elektronickd Northern analyza distribucie polynukleotidovych sekvencii rg/ v stibore kniZnic v
databaze odhalila, Ze v kniZniciach prostatickych tkaniv bol rg/ exprimovany vo vysokych hladinich a v niz-
§ich hladinach v kniZniciach mnohych inych tkaniv, vratane normélnych a nadorovych.

Po zostaveni suboru klonov rg/ z databazy do sustavy kontingov polynukleotidovych sekvencii a po ich
uprave na suvisli sekvenciu bola identifikovana Giplna kédujiica sekvencia umelo odvodeného zostaveného
polynukleotidu. Tato sekvencia kdduje protein homoldgny so spondinom-F a Mindinom-2.

Klony databédzy Incyte 1640796, 1712252 a 1880265 sa ziskali z Incyte na experimentélne iely a klon
3360733 sa identifikoval ako obsahujici najvaeSiu Cast’ nukleotidovej sekvencie 5' konca. Ziskala sa tplna
sekvencia tohto klonu, ktora obsahuje uplnii kédujiicu sekvenciu pre umelo odvodeny protein RG1. Tato
sekvencia je uvedend na obr. 1 (sekvencia SEQ ID NO: 1).

Priklad 2

Expresia rg/ mRNA

Expresia rg/l mRNA v réznych vzorkdch normélneho a nddorového tkaniva a v bunkovych linidch sa urdi-
la semikvantitativnou PCR pomocou testu Tagman (Perkin-Elmer). Vzorky normélnych, benignych a malig-
nych prostatickych tkaniv, ktorych $tadium (granding) sa urcilo podla Gleasonovho systému, sa ziskali z
Urologickej katedry lekarskej fakulty Stanfordovej Univerzity. Standardnymi spésobmi sa z nich izolovala
RNA. RNA inych naddorovych a normalnych tkaniv sa ziskala z komer¢nych zdrojov, vratane firiem Biotech
a Biochain. Prostatické nddorové bunkové linie (PC-3, LNCaP a DU145) sa ziskali z American Type Culture
Collection a kultivovali sa §tandardnymi spésobmi v médiu, ktoré obsahovalo sérum. V nahych mysiach sa

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

SK 288147 B6

pomocou tychto linii vyvolal vznik nddorovych xenograftov, ktoré sa odobrali z tychto my3i priblizne 4 - 6
tyZdiiov po implanticii. Z nddorov sa $tandardnymi spésobmi izolovala RNA.

Analyza PCR zaloZend na Tagman sa uskuto¢nila vyuZitim primérov:

CGC GCA TAG CTC CGA CTA C (sekvencia SEQID NO: 3) a

GCC GCG TCC GCA AAG (sekvencia SEQID NO: 4) a

sonda Tagman

6 - FAM-AGG AAG AAC CAG TAC GTC AGT AAC GGG CTG-Tamra (sekvencia SEQ ID NO: 5).

Tieto priméry a sonda boli navrhnuté pomocou software Perkin Elmer Primer Express a syntetizované
pomocou Synthetic Genetics. Reakcie PCR sa uskuto¢nili v 30 - 40 cykloch a kvantifikované pomocou pros-
tatickej RNA na vytvorenie $tandardnej krivky na relativne porovnavanie. Touto analyzou sa dokazalo, Ze
najvyssie mnoZstvo rgl mRNA sa na$lo v prostate a vyznamne nizSie hladiny v inych tkanivach (pozri
obr. 5).

Priklad 3

Klonovanie a expresia RG1 v bunkdch BHK

Kddujtica oblast’ pre RG1 sa ziskala z plazmidu Incyte 3360733. Této kdédujica sekvencia sa amplifiko-
vala pomocou PCR s primérmi:

SST115 (5' - TCCCTCTAGAGCCACCATGGAAAACCCCAGCCCGGC- 3') (sekvencia SEQ ID NO: 6)
aSST113 (5' - AAGGCATCACGTGTTAGACGCAGTTATCAGGGACG- 3") (sekvencia SEQ ID NO: 7)

v §tandardnej PCR reakcii (100 pl) s pouZitim 1 x Pfu pufra Turbo polymerdzy (Stratagene, La Jolla,
CA)/200 (uM kazdého dNTP/0,2 (uM oligonukleotidovych primérov/2,5 U Pfu Turbo polymerazy (Stratage-
ne). Podmienky na amplifikdciu PCR boli nasledujice: 3 min. pri 95 °C (15 s pri 95 °C, 30 s pri 60 °C,
2 min. pri 72 °C) x 35, 72 °C po 7 min. Vysledny amplifikovany produkt sa predistil na koléne QIAquick
PCR (Qiagen, Valencia, CA) a §tiepil re$trikénymi enzymami Xbal a Pmll na fragment s 1010 bp, ktory sa
vy¢istil na 1 % agarézovom géli pomocou siipravy BIO 101 GeneClean Kit (Vista, CA). Purifikovany frag-
ment sa ligoval (pomocou Epicientre Fast Link Kit (Epicenter, Madison, WI) do necytopatického expresného
vektora Sindbis pSINrep21 (Agapov et al., 1998, PNAS 95: 12989 - 12994) itiepeného Xbal a Pm/l1, pouZil
sa na transformaciu kompetentnych buniek DHS alfa (Life Technologies, Gaithersburg, CA) a selektoval na
platniach s LB agarom obsahujticim ampicilin (100 (ug/ml). Jedna z tychto kolénii rezistentnych na ampici-
lin sa pomnozila v médiu LB obsahujiicom ampicilin a sekventnou analyzou sa v nej dokazala pritomnost
kodujicej sekvencie pre RGl. Tento plazmid sa nazval pPEG6.

Dva mikrogramy pPEG6 sa pouZili na transfekciu 1-3 x 10° buniek BHK (bovine hamster kidney cells)
pomocou latky Lipofectamine Plus (Life Technologies, Gaithersburg, MD) podla navodu vyrobcu. Po trans-
fekcii sa bunky inkubovali v médiu DMEM obsahujiicom fetdlne sérum po&as 24 - 48 hod. potom sa 10-krét
zriedili a selekcia buniek obsahujucich plazmid sa iniciovala pridanim puromycinu (kone¢néd koncentréacia
2,5 ng/ml) a média DMEM obsahujiiceho sérum. Ked’ boli bunky konfluentné (4 - 5 dni po pridani puromy-
cinu), premyli sa PBS, 10- krat zriedili a pridalo sa médium DMEM obsahujuce sérum a 5 pg/ml puromyci-
nu. Po dalsich 2 - 3 ditoch sa médium vymenilo za DMEM bez séra obsahujticeho 5 jag/ml puromycinu,
bunky d'alej rastli 2 - 3 dni a potom sa pritomnost’ proteinu RGl v médiu stanovila Western analyzou pomo-
cou protilatok proti RG1. Stanovené mnoZstvo proteinu RG1 bolo 1 ug/ml.

Priklad 4

Priprava protilatok

Pripravili sa krali¢ie polyklonalne antiséra proti piatim syntetickym polypeptidovym sekvenciam odvode-
nym zo sekvencie proteinu RG1. Tieto sekvencie sa vybrali podl'a ich vopred odhadnutej polohy na povrchu
proteinu, aby vytvorili antiséra, ktoré by l'ahko rozpoznali povrchové epitopy. Na ulah¢enie syntézy sa cyste-
inové zvysky nahradili kyselinou aminobutdnovou (Abu). Specifické aminokyselinové sekvencie, ich poloha
v proteine RG1 a oznadenie vietkych piatich peptidov, s uvedené d’alej.

Oznaclen. Poloha Aminokyselinova sekvencia
C 28-46 PLGGESICSAGAPAKYSIT (sekvencia SEQ ID NO: 8)
2C 46-64 TFTGKWSQTAFPKQYPLEFR (sekvencia SEQ ID NO: 9)
3C 77-91 HSSDYSMWRKNQYVS (sekvencia SEQ ID NO: 10)
4C 188-210  IDAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTYV (sekvencia SEQ ID NO: 11)
5C 263-274  INEIVDSASVPET (sekvencia SEQ ID NO: 12)

Peptidy sa kovalentne viazali cez d'al$i C-koncovy cystein na farbivo KLH (keyhole limpet hemocyanin),
aby ich bolo mozné vyuzit' ako imunogény. Podobne sa pripravili konjugaty s bovinnym sérovym albumi-
nom (BSA) na analyzu titra antisér testom ELISA.
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Kazdym peptidom sa imunizovali dve zvieratd. Pociatoéné imunizicie sa uskuto¢nili vo Freundovom
kompletnom adjuvans (0,5 mg/zviera) a ndsledné podporné imunizicie sa uskutociiovali v trojtyzdtiovych in-
tervaloch pomocou davky 0,25 mg/zviera vo Freundovom nekompletnom adjuvans intramuskularne. Usku-
to¢nili sa pravidelné odbery a titer protilatok proti $pecifickym konjugatom BSA-peptid sa meral testom
ELISA a porovnaval sa s preiminnym sérom. Dokazalo sa, Ze antiséra proti peptidom 1C a 3C st aktivne.
Antiséra proti peptidom 2C nerozpoznavali polypeptid RG1. Antiséra proti peptidom 4C a 5C sa testovali.

Ludské monoklonélne protilatky proti RG1 sa pripravili imunizaciou transgénnych mys3i proti peptidom
RGl a fiznemu proteinu znadenému 6-histidinovou znackou exprimovanému v E. coli. Splenocyty tychto
zvierat sa fizovali s myelomovymi bunkami, ¢im vznikli hybridémové bunky. Vysledné hybridémy sa testo-
vali testom ELISA, aby sa ziskali hybriddmy produkujtice protilatky proti peptidom a proteinu RG1.

Priklad 5

Analyza protilatok metédou Western blot

Specificita antisér pre RG1 sa testovala spdsobom Western blot. Antiséra 3pecifické pre RG1 (ziskané
proti sekvenciam 1C a 3C uZ uvedenym) sa testovali pomocou RG1 prechodne exprimovaného v bunkéch
COS, nativneho RG1 sekretovaného bunkami LNCaP a RG1 produkovaného bunkami BHK (baby hamster
kidney cells). Antiséra 3pecifické pre RG1 sa d’alej testovali lyzatmi pripravenymi z: nadorov LNCaP, buniek
LNCaP, nadorov PC3, buniek PC3 a dal§ich klinickych vzoriek udskych nadorov prostaty. Bunky a tkaniva
sa lyzovali v detergentovom pufri. Po 5 min. povarenia sa 10 pl kazdého lyzatu nanieslo na 12 % SDS-
-polyakrylamidovy gél na rozdelenie proteinov. Rozdelené proteiny potom sa preniesli na nitrocelulézovit
membranu. Vizbova 3pecificita protilatok proti RG1 sa overila vdzbou v pritomnosti homol6gnych a hetero-
légnych proteinov. Pomocou antisér 3pecifickych pre RG1 sa pritomnost’ proteinov dokazala vo vietkych
vzorkach okrem buniek PC-3 a nadorov PC-3.

Priklad 6

Purifikacia nativneho proteinu RG1 sekretovaného bunkami LNCaP

Analyza spdsobom Western blot dokézala, Ze bunky LNCaP sekretuju nativny protein RG1. Na purifika-
ciu nativneho proteinu sa bunky ponechali rast’ potas 48 hodin v médiu bez séra. Toto médium bez séra sa
potom odobralo a centrifugovalo tak, aby sa odstranili v8etky bunky, a priblizne 50x sa koncentrovalo ultra-
filtraciou. Koncentrované médium sa potom 10x zriedilo 20 mM pufrom octanu sodného, pH 6,5 a nanieslo
na kolénu na vymenu aniénov Q-Sepharose. Elicia z kolony sa uskuto¢nila gradientom chloridu sodného
(0,5 % za min.), pri¢om sa odoberali 2,0 ml frakcie. Ako sa potvrdilo spésobmi Western blot a SDS PAGE,
frakcie obsahujice protein RG1 sa vymyli pri koncentrécii priblizne 5 mM NaCl. Nativny protein RG1 sa
pohybuje pri mierne niZSich molekulovych hmotnostiach neZz fizny protein 6-histidin-RGl exprimovany v
baktéridch, zrejme pretoZe neobsahuje fiizny peptid.

Priklad 7

Imunohistochemické farbenie expresie RG1

Expresia proteinu RG1 sa stanovila firmou LifeSpan Biosciences, Inc., v réznych typoch l'udskych tkaniv
ako si1 obli¢ky, pliica, pankreas, svaly, mozog a prostata. Dal3ie tkaniva prostaty sa ziskali z Urologickej ka-
tedry lekarskej fakulty Stanfordovej univerzity a testovali sa v Berlex. Tkanivové rezy sa zbavili parafinu
pomocou $tandardnych spdsobov. Polyklonaina protilatka RG1-3C sa pouZila ako primérna protilatka a ako
detek&ny systém sa pouZila siprava Vector ABC-AP (AK5002) so stipravou Vector red substrate (Sk5002).
Ako negativna kontrola sa uskuto¢nilo farbenie za nepritomnosti primérnej protilatky.

Vietky publikacie a patenty uvedené v opise su v plnom rozsahu zahrnuté do opisu formou odkazu. Za-
tial' ¢o predkladany vynalez je opisany s odkazom na $pecifické uskutognenia, odbornikovi je zrejmé, Ze je v
fiom moZné uskuto¢iiovat’ rézne zmeny a ekvivalentné nahradenia, bez toho, aby doslo k odchyleniu od vy-
nalezeckej my$lienky a rozsahu tohto vynalezu. Navy3e m6Ze byt uskutoénené mnoho modifikacii na prispo-
sobenie sa ur¢itej situacii, materidlu, zluCeniny alebo latky, spdsobu, kroku &i krokov uréitého spdsobu na
ucely, zamer a rozsah tohto vynalezu. Vietky tieto modifikacie spadaji do rozsahu vynélezu vymedzeného
pripojenymi patentovymi narokmi.

Zoznam sekvencii

<110> Harkins, Richard
Parkes, Deborah
Parry, Gordon
Schneider, Douglas
Steinbrecher, Renate
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<120> DNA kodujica polypeptid RG-1
<130> 51791A0SM1

<140>
<1l4l>

<150> 60/172,370
<151> 1998-12-16

<160> 12
<170> PatentlIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 1785

<€212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
€222> (296)..{12%1)

<400> 1
agaaaggggt gcggcageac tgecagggga agagggtgat ccgacceeggg gaaggteget 60

gggcagggcq agttgggaaa. gcggcageece ccgecgecce cgcageecct tctectectt 120

tctecccacgt cctatctgec tetegetgga ggecaggeeg tgcagcateg aagacaggag 180

gaactggage ctcattggcc ggeccegggge gocggectcg ggettaaata ggagetecgg 240

gctetggetg ggaccecgacc getgeeggee gecgeteecge tgctcﬁtgcc gggtg atg 298
Me;:

gaa aac ccc agec ccg gee gec get ctg gge aag gec ctc tge get ctc 346

Glu Asn Pro Ser Pro Ala Ala Ala lLeu Gly Lys Ala Leu Cys Ala Leu

cte ¢tg gec act ctc gge goce gec gge cag oct ctt ggg gga gag tec 3N
Leu Leu Ala Thr Leu Gly Ala Ala Gly Gln Pro Leu Gly Gly Glu. Ser
20 25 30

atc tgt tec goc gga gec ccg goc aaa tac age ate acc ttc acg gge 442
Ile Cys Ser Ala Gly Ala Pro Ala Lys Tyr Ser Ile Thr Phe Thr Gly
35 40 45
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aag
Lys
50

cet
Pro

agc
Ser

acg
Ala

999
Gly

cce
Pro
130

cac
His

tte
Fhe

gaa
Glua

gg¢
Gly

gtg
Val
210

tac

Tyr

gtg
val

ctg
Levu

tgg
Trp

gcg
Ala

atg
Met

gag
Glu

gag
Glu
115

agc
Ser

tcyg
Ser

gtg
val

cag
Gln

ttec
fhe
195

acc

Thr

tac
Tyr

cqgqg
Arg

cce
Pro

agc
Ser

cag
Gln

tgg
Trp

cgce
Arg
100

3¢9
Ala

ggc
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly

gcg
Ala
180

acce
Thr

gag
Glu

cca
Pro

ctg
Leu

agc
Ser
260

cag
Gin

tgg
Trp

agg
Axg
85

q949¢
Gly

ctg
Leu

acce
Thr

gte
val

gtg
val
165

gcg
Ala

tce
Phe

ata
Ile

cgg
Arg

cga
Arg
245

agq
Arg

acg
Thr

tct
Ser
70

aag
Lys

gaqg
Glu

cag
Gln

999
Gly

tcg
Ser
150

gac
Asp

ctg
Leu

tcc
Ser

acg
Thr

ctg
Leu
230

cag
Gln

gac
Asp

gec
Ala
55

tcg
Ser

aac
Asn

gce
Ala

age
Sear

cag
Gln
138

tee
Phe

agc
Ser

gac
Asp

tce
Ser

tecec
Ser
215

aag

Lys

agc
Ser

aat
Asn

tte
Phe

ctg
Leu

cag
Gln

tgg
Trp

gtg
Val
120

acg
Thr

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

cce
Bro
200

tcc

Ser

gee
Ala

cee
Pro

gag
Glu
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cccC
Pro

ctqg
Leu

tac
Tyr

gcg
Ala
105

cac
His

tcg
Ser

gtg
val

gac
Asp

tac
Tyr
185

aac
Asn

tct
Ser

ctg
Leu

agqg
Arg

att
Ile
265

aag
Lys

9499
Gly

gtc
Val
90

ctg
Leu

gcqg
Ala

gcg
Ala

cgc
Arg

ctyg
Leu
170

cce
Pro

tte
Phe

cce
Pro

cct.

Pro

gecc
Ala
250

gta
val

29

cag
Gln

gce
Ala
75

agt
Ser

acg
Mat

gtg
Val

gag
Glu

atce
Ile
155

tge
Cys

tac
Tyr

gce
Ala

agce
Ser

ccc
fro
235

tte
Phe

gac
Asp

tac
Tyr
60

gcg
Ala

aac
Asn

aag
Lys

ttt
Phe

ctg
Leu
1490

gtg
val

gac
Asp

gac
Asp

acce
Thr

cac
His
220

atc
Ile

ate
Ile

age
Ser

cce
Pro

cat
His

999
Gly

gag
Glu

tcg
Ser
125

gag
Glu

cce
Pro

ggg
Gly

gce
Ala

atc
Ile
205

ccyg

Pro

gce
Ala

cct
Pro

gcc
Ala

ctg
Leu

agc
Ser

etg
Leu

ate
Ile
110

gcg
Ala

gtg
Val

age
Ser

gac
Asp

g99
Gly
150

ccg
Pro

gcc
Ala

agg
Arg

cce
Pro

tca
Ser
270

ttc
Phe

tce
Ser

cgc
Arg
85

gag
Glu

cee
Pro

cag
Gln

cece
Pro

cgt
Arg
175

acg

Thr '

cag
Gln

aac
Asn

gtg
val

gee
Ala
255

gttt
val

cgc
Arg

gac
Asp
80

gac
Asp

gcg
Ala

gce
Ala

cge
Arg

gac
Asp
160

tag
Trp

gac
Asp

gac
Asp

tce
Ser

aca
Thr
240

cca
fro

cca
fzo

ccc

Pro
)

tac
Tyr

Lttt
Phe

gcg
Ala

gte
val

agg
Arg
145

tag
Tep

cgy
Arg

age
Ser

acg
Thr

tte
Phe
225

ctg

Leu

gtc
val

gaa
Glu

490

S38

586

634

682

730

718

826

874

922

970

101¢&

106€

1114



acg
Thr

ccyg
Bro
275

ctg
Leu

cac
Ris

gga
Gly
290

ggc
Gly

gtc
val

cgg
Arg

cag
Gln

gct
Ala

gag
Glu

gag
Glu
tggggccceee
ccgagggeac
tgcactgaag
aaccttgcett
taaagtcatc
tccaggagat
gacctggtge
acttgagaag
<210> 2
<211> 331
<212> PRT
<213> Homo
<400> 2

Met Glu Aan

1

Leu Leu Leu

Ser Ile Cys

35
Gly Lys
50

Trp

Fro Pro Ala

65
Ser

Tyr Met

gac
Asp

tge
Cys

tgt
Cys

gg9g
Gly

gag
Glu

agg
Arg
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gtc
Val
280

tce
Ser

cte
Leu

999
Gly

298

(e =
Pro

gcc
Ala
310

tgc

Cys
323

gtc
val
cggagcgatg
agggggtttc
ggeccetetgg
cttaggggcc
cccaaggctc
tgtccticat
tctaggctgt

tgaataaatg

sapiens

Ser
5

Pro

Ala
20

Thr
Ser Ala
Ser Gln
Gln

Trp

Trp Arxg

85

aac
Asn

cct
Pro

Pro

Leu

Gly

Thr

Sar

70

Lys

aac
Asn

999
Gly

aac¢
Asn

gat
Asp

gggtgtcggg
gegctgctec
tggececggcac
ccegtgtece
cagctactet
cgtccagggg
gctgagccea

gggcggttte

Ala Ala

Gly Ala

Ala Pro

40

Ala
55

Phe
Leu

Ser

Asn Gln

Ala

Ala

ctyg
Leu

tecg
Ser

tgg
Trp

acc
Thr

age
Ser
300

aag
Lys

cccC
Pro
315

tgc
Cys

age
Ser

tge taa
Cys

330

gtc
Val
ggctectgtg
tgaccgeggt
gggcattggg
gtctgctete
aaattatgtc
cctggcteee
ctctcccgag

ggaagcgtcea

Ala Leu

10

Gly

Gly Gln

25

Lys Tyr

Pro Lys Gln

Ala
75

Leu Gly

val
S0

Tyx Ser

30

tce
Ser
2858

gga
Gly

tgg
Trp

act
Thr

cgc
Arg

agg
Arg

ctc
Leu

cca
Pro

gag
Glu

gaccagagcgc

caggctcatg
gaggccegege
aaacagcctce
agccc:cgcc
teccttataag
acgtggttgc
ggcgcatcca

aaaaaaaaaa

Lys Ala Leu

Pro Leu Gly

30

Ile
45

Ser Thx

Tyr Pro Leu

60

Ala His Ser

Asn Gly Leu

ctg
Leu

tge
Cys

tac
Tyx

gte
Val
308

gaa
Glu
320

gaa
Glu

ccgcageeee

ctgcaggcgg
cgaccatctc
ctcectttece
tcctgcagga
ttattgetgc
agatacctca
agcgggggcec

aaaa

Cys Ala

15

Gly Glu

Phe Thr
Phe Arg

Asp
80

Ser

Arg Asp

85

1162

1210

1238

1311

1371
1431
1491
1551
1611
1671
1731

1785



Phe

Ala

val

Arg

145

Trp

Arg

Ser

Thr

Phe

225

Leu

val

Glu

Cys

val

305

Glu

Rla
Gly
Pro
130
His
Phe
Glu
Gly
val
210
Tyr
val
Leu
Thr
Gly
290

Arg

Glu

<210> 3
<211> 19

<212>
<213>

<220>

<223> Qpis umelej sekvencie: primér

<400> 3
cgcgcatage tecgactac

Glu

Glu

115

Ser

Ser

Val

Gln

Phe

195

Thr

Ty

Arg

Pro

Pro

275

Gly

val

Ala

DNa
Umela sekvencia

g

100

Ala

Gly

Leu

Gly

Ala

180

Thr

Glu

Pro

Leu

Ser

260

Leu

His

Gin

Glu

Gly

Leu

Thr

Val

val

165

Ala

Phe

Ile

Arg

Arg

245

Arg

Asp

Cys

Pro

Cys
325

Glu

Gln

Gly

Ser

150

Asp

Leu

Ser

Thr

Leu

230

Gln

Asp

Cys

Gly

Ala

310

val

Ala

Ser

Glo

135

Phe

Ser

Asp

Ser

Ser

215

Lys

Ser

Asn

Glu

Arg

295

Asn

Pro
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Trp Ala Leu

Val
120
Thr
Val
Leu
Leu
Pro
200
Sex
Ala
Pro
Glu
val
280
Leu

Asn

Asp

105

His

Ser

val

Asp

Tyx

185

Asn

Ser

Leu

Arg

Ile

265

Ser

Gly

Gly

Asn

31

Ala

Ala

Arg

Leu

170

Pzo

Phe

Pro

Pro

Ala

250

val

Leu

Thr

Ser

Cys
330

Metb

Val

Glu

Ile

155

Cys

Tyr

Ala

Ser

Pro

235

Phe

Asp

Trp

Lys

Pro

313

Val

Lys

Phe

Leu

140

val

Asp

Asp

Thr

His

220

Ile

Ile

Ser

Ser

Ser

300

Cys

Glu

Ser
125

Glu

Pro

Gly

Ala

Ile

205

Pro

Ala

Pro

Ala

Ser

285

Arg

Pro

Ile
110
Ala
val
Ser
Asp
Gly
190
Pro
Ala
Arg
Pro
Ser
270
Trp

Thr

Glu

Glu

Pro

Gln

Pro

Azg

175

Thr

Gln

Asn

Val

Ala

255

val

Gly

Arg

Leu

Ala

ala

Arg

Asp

160

Trp

Asp

Asp

Ser

Thr

240

Pro

Pro

Leu

Tyr

Glu
320
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<210> 4§
<211> 15
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220> ) ‘
<223> Opis umelej sekvencie: primér

<400> ¢
gccgegtccg caaag

<210> §
<211> 30
<212> DNA

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: sonda

<400> 5
aggaagaace agtacgtcag taacgggctg

<210> 6

<211> 36

<212> DNA

<213> Umelé sekvencia

<2205
<223> Opis umelej sekvencie: primér

<400> 8§
teccotctaga gecaccatgg aaaaccccag CCegge

<210> 7
<211> 35
<212> DNA

€213> Umel4 sckvencia
<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér

<400> 7
aaggcatcac gtgttagacg cagttatcag ggacg

<210> 8
<21l1> 19
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

32

15

30

36

35
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<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 8
Pro Leu Gly Gly Glu Ser Ile Cys Ser Ala Gly ARla Pro Ala Lys Tyr
1 5 10 15

Ser lle Thr

<210> 9
<211> 19
<212> PRT

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid2

<400> 9
Thr Phe Thr Gly Lys Trp Ser Gln Thr Ala Phe Pro Lys Gla Tyr Pro
1 5 10 15

Leu Phe Arg

<210> 10
<21i> 15
<212> PRT

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> QOpis umelej sekvencie: peptid

<400> 10
His Ser Ser Asp Tyr Ser Met Trp Arg Lys Asn Gln Tyr Val Ser
1 5 10 15

<210> 11

<211> 23

<212> BRT

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 11
Asp Ala Gly Thr Asp Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Pro Asn Phe Ala
1 5 10 15

Thr Ile Pro Gly Asp Thr Val
20

33
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<210> 12
<211> 12
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> QOpis umelej sekvencic: peptid

<400> 12
Asn Glu Ile Val Asp Ser Ala Ser val Pro Glu Thr
1 3 10

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovana protilatka alebo fragment protilatky, ktoré sa 3pecificky viazu na RG1 polypetid, ako je uve-

deny v SEQ ID NO: 2, pri¢om protilatka sa $pecificky viaZe na ¢len zvoleny zo skupiny pozostavajiicej z:
a) polypeptidu obsahujiiceho aminokyselinu 77 aZ aminokyselinu 91 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
b) polypeptidu obsahujiiceho aminokyselinu 263 aZ aminokyselinu 274 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);

na pouzitie ako lie€ivo.

2. Protilatka na pouZitie ako v naroku 1, kde protilatkou je polyklonalna alebo monoklonalna protilatka.

3. Protilatka na pouzitie ako v niektorom z narokov 1 alebo 2, kde fragment protilatky je zvoleny zo sku-
piny pozostavajiicej z Fv, F(ab") a F(ab)2 fragmentov.

4. Imunokonjugdat obsahujuci izolovanu protilatku alebo fragment protilatky podl'a naroku 1, 2 alebo 3,
ktoré sa $pecificky viaZzu na RG1 polypetid, ako je uvedeny v SEQ ID NO: 2, pri€om izolovana protilatka
alebo jej fragment sa Specificky viazu na &len zvoleny zo skupiny pozostavajticej z:

a) polypeptidu obsahujiceho aminokyselinu 77 aZ aminokyselinu 91 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
b) polypeptidu obsahujiceho aminokyselinu 263 aZ aminokyselinu 274 uvedené na obr. 2 (SEQ IN NO: 2);
konjugované s terapeutickym ¢&inidlom, na pouZzitie ako lie¢ivo.

5. Imunokonjugat podl'a naroku 4, kde terapeutickym &inidlom je cytotoxické ¢inidlo.

6. Imunokonjugat podl'a naroku 5, kde cytotoxické &inidlo je zvolené zo skupiny pozostavajucej z ricinu,
doxorubicinu, daunorubicinu, taxolu, etidiumbromidu, mitomycinu, etoposidu, tenoposidu, vinkristinu, vin-
blastinu, kolchicinu, dihydroxyantracindiénu, aktinomycinu D, difterického toxinu, Pseudomonas exotoxinu
(PE) A, PE40, abrinu, glukokortikoidu a radioizotopov.

9 vykresov

34
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1 AGAAACGCGLT GUGGCAGCAC TGCCAGGGGA AGAGGGTGAT CCGACCCGGE

S1
101
151
201
251
301
35
401
451
501
551
601
651
701
751
801
asl
S01

951

1001

1051

1101

1151

120

1251

GAAGGTCGCT GGGCAGGGCE AGTIGGGAAA GCGGTAGLCC CCGCCeLCce

CGCAGCCCCT
GGCCAGGLCG
GGCCLGGGRT
GGACCCGACC
AAACCCCAGC
TGGCTACTCT
TCCGCTGGAG
CCACACGGCC
CCICTTCGCT
AAGAACCAGT
GGCCTGGGCG
GCGTGCACSC
ACGTCGGCCG
GGIGCGCATC
ACCTGTGCGA
CCCTACGACG
CGCCACCATC

GCCACCCGGC

TCTCCTCCTT TCTCCCACGT CCTATCIGCC RCTCCCTGGA
TGCAGCATCG AAGACAGGAG GAACTGGAGC CTCATTGGCC
GCCGGCCTCG GGCTTAAATA GGAGLUTCCGG GCICTGGLTG
GCTGLCGEEC GCOLTCCCEC TRCTCCTCCC GGLTGATGGA
CCGGCCGLCG CCCTIGGGCAA GGCCCTOTRE GCTCTCCTCC
CGECGLLECL GGLCAGLCIC TTGCGGGAGA GTCCATCIGCT
CCCCOGECCAA ATACAGCATC ACCTICACGE GCAAGTGGAG
TTCCCCAAGC AGTACCTCCT GTTCCGLCCC CCTGCGCAGT

GCTGGGGGLC GCGCATAGCT CCGACTACAG CATGIGGAGG

ACCTCAGTAA CGGGCTGCGC GACTTTGLGE AGLGCGGLGA
CTGATGAAGG AGATCGAGGC GGCGGGGGAG GCGCTGCAGA
GGIGITITCG GCGLCCGCCE TCCCCALCOGG CACCGGGCAG
AGCTGGAGGT GCAGCGCAGG CACTCGCTGG TCTCGITTGT
GTGCCCAGCC CLGACTGGIT CGTGGGCCTG GACAGCCTGE
CGGCCACCET TGGCGGGAAC AGGCGOCGLT GGACCTGTAC
CCGGRACGGA CAGCGGLTIC ACCTTCICCT CCCCCAACIT
CCRCAGGACA COGREACCGA GATAACGTCC TCOTCICCCA

CAACTCCTTC TACTACCCAC GGUTGAACGE CCTGCCTCCC

ATCCCCAGGG TGACACTGGT GCGGCIGCGA CAGAGCCCCA GGGCCTTCAT

CCCTCRCRCC CCACTCCIGL CCAGCAGGGA CAATGAGATT GTAGACAGCG

CCTCAGTICC AGAAACGUCG CTGGACTGCG AGGTCTCCOT GTGGTCGICC

TGGGGACTGT GCGGAGGCCA CTCTGGGAGG CTCGGGACCA AGAGCAGGAC

TCGCTACCTC CGGGTCCAGC CCGCCAACAA CGGGAGLCCC TGCCCCGACC

TCGAAGAAGA GGCTGAGTGC GTCCCTGATA ACTGCGTCTA AGACCAGAGC

35



SK 288147 B6

Obr. 1 - pokradovanie

1301

1351

1401

1501

1851

1601

1651

1701

1751

Obr. 2

51
101
151
201
251
301

CCCGTAGCCL

GCAGGCTCAT

CTGACCGCGE

GIGGLCGGCA

TCTTACGGEC

ATAAAGTICAT

GTTATIGCIC

CACGTGGTTG

ACTCTICCCGA

GGGGCGGTIT

CIGEGGLCCC
GCTGCAGGCG
TGAGGCCECG
CGCGCATTGG
CCCCGTGTCC
CCCCAAGGCT
CTCCAGGAGA
CAGATALCCTC
GGGCGTATCC

CGGAAGLCGTC

36

GCCGAGLGCA

CCRACCATCT

GAAACAGCCT

CGICTGCTICT

CCAGCTACTC

TIGTCCTTCA

AGACCTGGTG

AAGCEGGGGC

CCGGAGCCAT GLGGTGTCGR

CAGGGGGTTY

CTGCACTGAA

CCTICCTTITCC

CAGCCTCCTC

TARATTATGT

TCGCTCCAGEG

CICTAGGCTG

CACTTGAGAA

AMAAAAMADLA BAAAA

GGGCTCCIGT
CGCECTaCTC
GGGCCCTCTG
CAACCTTGCT
CTCCTGCAGG
CICCTTATAA
GCCTGGCTCC
TCCTGAGCCC

GIGAATAAAT

MENPSPAAAL GKALCALLLA TLGAAGQPLG GESICSAGAP AKYSITFTGK

HSOTAFPKOY PIFRPPAOHS SLLGAAHSSD YSMWRKNOYY SNGLRDFAER
GFAWALMKEL EAAGEAIQSYV HAVESAPAVP SGTGQTSAEL _EYORRHSLVS

EYYRIVPSPD WEVGYDSLDL, CRGDRWREQA AILRLYPYDAG TDSGETESSP
NEATIPODTY TEITSSSPSH PANSFYYPRL KALPPIARVT LVRLRQSPRA
FIPPAPVLPS RDNEIVDSAS VPETPLDCEY SLWSSWGICG GHCGRIGTXS
RTRYVRVOPA NNGSPCPELE FEAECVEDNC V



Obr. 3
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MENPSPAAALGKALCALLLATLGA. AGQPLGGESICSAGAPAKYSITFTG

o A N S SRR AR Y sECentl
MENVS . FSLDRTLWVFLLAMLGSTAGOPLGGESVCTARPL&RYSITFTG

KWSQTAFPKQYPLFRPPAQWSSLLGAAHSSDYSMWRKNQYVSNGLRDFAE
errrrenrnren et et et riptrsitnetientty
KHWSQTAFPKQYPLFRPPAQWSSLLGAARSSDY SHWRKNEYVSNGLRDFAE

RGEAWALMKEIEAAGEALQSVHAVFSAPAVPSGTGQTSAELEVQRRHSLY

PEVRURRELELLRRE D FErRs heipineehiint i
RGEAWALMKEIEAAGEKLQSVHAVESAPAVPSGTGQTSAELEVHPRHSLY

SFYVRIVPSPDWEVGVDSLDLCDGDRWREQAALDLYPYDAGTDSGFTFSS

LCCELTOL R R Rttt ial ttett CRER s b iietegid
SFYVRIVPSPDWFVGIDSLOLCEGGRWKEQVVLDLYPHDAGTDSGFTFSS

PNFATIPQDTVTEITSSSPSHPANSEYYPRLKALPPIARVTLVRLRQSPR

CECOLTCRERERE e i e . Lt it
PNFATIPQDTVTEITASSPSHPANSFYYPRLKSLPPIAKVTFVRLROSPR

AFIPPAPVLEPSRDNEIVDSASVPETPLDCEVSLUSSHGLCGGHCGRIGTK

PC e B 0 CLHERE TR T L R R e fd ]
AFAPPSLDLASRGNEIVDSLSVPETPLDCEVSLWSSWGLCGGPCGKLGAK

‘SRTRYVRVOQPANNGSPCPELEEEAECVPDNCV 331

CETET R b e e st
SRTRYVRVOPANNGTPCPELEEEAECAPDNCY 330
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Obr. 4
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AGAAAGGGGTGCGGCAGCACTCCCAGGGGARGAGGGTCATCCGACCCOGEGAAGGTC GCT

mesmmsuengprmswesany e bocnanaage cammee segensamana “fovevrcvna

TCTTTCCCCACGC CGTCG?G&CGGTCCCCTTCTCCCACTAGGCTGGGCCCCTTCCAGCG&
GGCCAGCGCGAGTTGGGAMGCGCC&GCCCCCGCCGCCCCCGCAGCCCCTTCTCCTCCTT

B L R R e A T L )

CCCOTCCCECTCAACCCTTTCOLCOTCOCGCECOGCCCCECCETCCCCGAAGAGS AGCM

TCTCCCACGTCCTATCTGCCTCTCGUTCCAGGCCAGGCCGTGCAGCATCGAAGACAGGAG

R R R e A R L LR R SR IR PN 3

AGAGGGTGCAGGATAGACGGAGAGCGACCTCCGGTCCCGEACGTCGTAGCTTCTGTCCTC
GMCTGGAGCCTCATTGGCCGGCCCGGGGCGCCGGCCTCGGGCTTAAATEGGAGCTCCGC

D Lk L Tl R S e o g U +

CT‘!GACCTCGGkG‘rMCCGOCCGGGCCCCGCGGCCGGAGCCCWMATCCTCGAGCCC
GCTCTGGCTGGGACCCGACCGCTGCCAGCLGCGCTCCCGCTGCTCOTGCCCGGTGATGGA

R Rt e R R D R R R R )

COAGACCCACCCTGGGCTARCGACGECCGECECGAGGECGACGAGGACGGCCTACTACCT

H B
AAACCCCAGCCCEECCOCCELCCTGCRGCANGGCCCTICTGCGCTCTCCTCCTGGCCACICT

TG00 O T G0 CaOaCO00aCEACE T ICCECEAGACICTAGAGEAGEACCIGTOAGA
N P §$ P A A AL G KA L CALTLULMDAMATL
CGGCGCCECCEECCAGCCTCTTGGGGGAGAGTCCATCTGITCCGCCGGAGTCCTGGCCAA
OO BeCaaCEaaTCaON AR CCEE IO TEAGOTAG A AGOCOC T EaEaaanasTE
G A A G ¢ P L G G & 85 I C S$ A G A P A K
ATACAGCATCACCTTCACGGGCARGTIGOAGCCAGACOGCCTTCCCCARGCAGTACCCCCT
TN TOTCOTAG TG AT GECCOTICACO TGO TC TGO GOAAG G T T O TOATOGEEA
¥ s I T F TG KW S QT ANTPE P KQQYU®PL
GTTCCG?CCCCC‘PGCCCAGTG!ETCTT?GC‘!GC‘!GGGGGCCGCGC&TAGCTQOGACTAC&G
AR CCGEAGaGACECTTCACAGAAGEOACGACCCACOa0eCaTATOOAGECTAATTE
FP R P P A QO W S S§L L G A A H S S D VY S

CATGTGGAGGAAGAACCAGTACCTCAGTANCGGGLTGCGCGACTTTGCGGAGCGCGGCTA

R L L Ly R L L T ey R L R R L R L R L Ry

GTACACCTCCTTCTTCCTCATGCAGTCATTGCCCGACGCACTGAAACGCCTCGCGCRGCT
M W R XK ¥ 0 YV S NG L RDOD F A ERGE
GG(ECTQGGCGC’X’GATGAAGCAG.\!‘CGAGGCCGCGGGGGAGGCGCT GCAGAGCGTGCALCGC
CCBGACCECCGACTAC T TCETCTAGETCEOCERaCECETECOEaACETCTCEEACTTONS
AWM L KM K E I E A A C E AL QG S V H A
GGTG‘{TT‘SSE‘E{:‘CCECCGCC(ZTCCCCACCCCCACCGGGCAC«\CCTCGCCGGAGCTCGACGT

CCACAAMAGCCCGCCGOCCCCAGGLCTCECEGTCLCCCOTCTCCAGCCGTO TCCACCTCCA

¥ F S A P AN ¥V P S C T C QO T S A E L E V

38

+ 120

igo

240

300

380

420

<480

540

600

660
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pokra¢ovanie

GCAGCGCACGCACTCGCTGGTCTCCTTTGTGGTGCGCATCGTGCCC&GCCCCGACTGCT?

v e e *..o.-...-q-.-..--.-Qg.-_.o~-‘+‘-~ ............. +

CGTCGCGTCCGTGAGCGACCAGAGCAAACACCACGCGTAGCSCGGGTCGGGGCTGACCAA
0O R R H S§ LV S F V V R I V?2 s °? D W F
COTGGGCETCCACAGCCTGGACCTETCCCACGGGGACCGT TEGCEGCAACAGGLRGCEET
oA EEEEACETET L OACOTOOACACEETGCOCCTGGCRACCGECCHIGTACGECECoA
Y ¢ VD S LDLGCD G D RWREUG QA A AL
GGACCTGTACCCCTACCACGLCGGHACGGACAGCCGCTTCACCTTICTCCTCCCCCAACTT
COTOOACATGOGEATOETCEEEECCTOCCTOTCOC OO ARG TG AAGAGGAGGGGGTTGAN
DL Y P YDAGTH DS G F TF S S & NF
CGCCACCATCCCGCAGGACACCGTGACCGAGATARCGTCCTCCTCTCCCAGCCACCCEGE
é&é&w&é;;;&;é;;éé;;;ééé;c;csc;crArrccac;Accncaccc;cccrcccccc
AT I PQDTVYVYTETIT S S 5§ P S HPA
CAACTCCTTCTACTACCCACGGCTGAAGGCCC TGCCTCCCATCGCCAGCG TGACACTGGT
TTOAGOAAGATOATGOETCO0OACTTECOCEACGORGIGTAGEOGTCCCACTOTGACEA
¥ § F YY PR LEX AL PP I ANRYVTLV
GCGGCTGCGACAGAGCCCCAGGGCCTTCATCCCTCCCGCCOCAGTCCTGCCCAGCAGGGA
COCOEA R ETOTOTCO0aaTOCEaE AT AGGGAGGGCGEEETCAGEACERGTARTCO0T
R L R Q 8 2 R A F I P P A P VY L P 8§ R D
CAATGAGATTGTAGACAGCGCCTCAGTTCCAGARACGCCGCTGGACTGCGAGGTCTCCCT
T AT CAT TG e G CaOA G TOAAG T T TGCGGOEACCTEACGOTCCAGAGIGA
¥ E Y VDS A S VY P ET P LDCEV S L
crccrccrccrcaccacrctccscassccacrawccsacecrccccxccaacaacaccac

L T R Ll L L L T A L L L T Ty

CACCAGCAGGACCCOTGACACCCCTCCGOG TG ACACCCTCCOAGCCCTGGTTCTCGTCCTG

H S 8§ W 6 L C G 6 H#H € ¢ R L GTT K § R T
TCGCTACGTCCGGGICCAGCCC&CCAACAACGGGAGCCCCTGCCOCGAGCTCGAAGAAGA

B R e R R R A T R . |

AGCGATGCAGGCCCACGTCGGGCCETTGC T TCCCCTCCGAGGACGGRGCTOGAGCTTCTTCT
R Y V " VvV Q P A NN N G 8§ P C P E L € BE E

GGCTGAGTGCGTCCCTCATAACTCCCTCTAAGACCRGAGCCCCGCAGCCCCTGGGGCCCC

D L R Ly R Syt G AU A S S U P A

CCGACTCACGCAGGGACTATTGACGCACATTCTGGTCTCGGGGCGTCGGGGRCCCCGGGC
A E C V P D N CQC Vv

CCGGACCCATGGGGTCTCCGGCGCTCCTGTGCAGGCTCATGCTGCAGGCGGCCGAGGGCA

GGCCTCGGTACCCCACAGCCCCCCAGGACACCTCCGAGT&CGACGTCCGCCGGCTCCCGT
CAGGGGGTTTCCCGCTCCTCLTCACCCLGGTCGAGGCCCCGCCGACCATCTCTCCACTGAA

......... AR R R R R L LR LTS

GTCCOCCAARCCECCATCAGCACTCGCGLCACTCCGGCCCGGCTGCTAGACACCTCACTT

GCGCCC?CTGGTCCCCGGCACGGGCATTGGGAAACAGCC?CCTCCTTTCCCAACCTTGC?

R i A N N R R I W IR T L T

e m e

CCCGGCACACCACCCCCCC?CCCCGTAACCCTT?GTCCGAGGAGGAAAGGGTTCCAACG&

+

39

840

300

860

1020

10890

1140

+ 2200

1260

1329

1380

1440

1500
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1302

1561

1621

1681

1741
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pokracovanie

TCTTAGGGGLCCCCOTETCCCETCTGLTCTCAGCCTCCTOCTCCTOCAGGATAAAGTCAT

L R R R R L R T T R R R S Ry

AGAATCCCLGGGOGCACAGGGCAGACCAGAGTCGGAGCAGGAGGACGTCCTATTICAGTA
COCCAAGGCTCCAGCTACTCTAAATTATGTCTCCTTATAAGTTAY TGCTCCTCCAGGAGA

D . R R O N R L L L T T W Py A R Y

GGGGTTCCGACCTCOGATCAGATTTAATACAGAGGAATATTCAATAACGACCAGGTCCTCT
TTCTCCTICATCETCCAGGLGCCTCGUTCCCALGTGOTTCCAGATACCTCAGACCTGO TS

R R X Th T I Sr o U s U QPR

AACAGGAAGTAGCAGGTCCCCEGACCEAGLOTGCACCAACGTUTATOGAGTCTOGACCAL
CTCTAGGUTGTSCTGAGCCCACTCTCCCGAGCGCECATCCAAGCGGOGGCCACTTEAGAA

B R R R R N R R R R R L Y R R L L LY T R
GAGATCCGACACGACTCGGGTCAGAGGGCTCCCOCGTAGGTTCGCCCCCOOTCAACTCTT
CTCAATAAATCGGECGGTTTCCGARGCGTC

LR A R AR R LY R TR & ]

CACTTATTTACCCCGLCAMGCCTTCGCAG

40
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1620
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Obr. 6
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