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Sammendrag

MASSUDA E. ET AL. GPI 6150, a PARP inhibitor, down-regulates metastasis associated S100A4 (Mtsl) and
suppresses invasion of breast cancer cells in vitro. Prodceedings of the american association for cancer
research annual Meeting, 2003, vol. 44, side 867-868. XP001181719 & 94th annual Meeting of the american
Association for cancer Research; Washington, DC, USA, July 11-14, 2003 ISSN:0197-016X

WO 0212239 A

WO 9524379 A

Weltin D. ET AL. Effect of 6(5H)-phenanthridinone, an inhibitor of poly(ADP-ribose) polymerase, on cultured
tumor cells. Oncol Res. 1994, vol. 6, no. 9, side 399-403.

Oppfinnelsen angar anvendelse av en substans som inhiberer aktiviteten til et enzym som medierer
reparasjon av et tradbrudd i DNA for fremstilling av et medikament for behandling av sykdommer
forarsaket av en defekt i et gen som medierer homolog rekombinasjon.
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Foreliggende oppfinnelse angér anvendelse av en poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP)-inhibitor for fremstilling av et medikament for behandling av cancerceller, 1
seerdeleshet brystcancerceller, som er defekte med hensyn pa homolog rekombinasjon
(HR). Oppfinnelsen angar videre en poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)-inhibitor for
anvendelse ved behandling av cancerceller, 1 serdeleshet brystcancerceller, som er
defekte med hensyn pa homolog rekombinasjon (HR).

Homolog rekombinasjon (HR) er vist & spille en viktig rolle ved reparasjon av skader
som oppstar ved DNA-replikasjonsforgrening i pattedyrceller (2). Celler som mangler
HR viser folgelig forsinket vekst og viser hgyere niva av genetisk ustabilitet. Det antas
at genetisk ustabilitet pd grunn av tap av HR-reparasjon ved humane cancere bidrar

betydelig til utvikling av cancer 1 disse celler (1).

Post transkripsjonell modifisering av nuklezre proteiner ved poly(ADP-ribosyl)lering
(PARP) som respons pa brudd pd DNA-traden spiller en viktig rolle ved DNA-

reparasjon, regulering av apoptose og opprettholdelse av genetisk stabilitet.

Poly(ADP-ribose)-polymerase (PARP-1) er et vanlig nuklezrprotein i pattedyrceller
som katalyserer dannelsen av poly(ADP-ribose) (PAR)-polymere ved anvendelse av
NAD' som substrat. Ved DNA-skade bindes PARP-1 raskt til et DNA-tradbrudd
(enkelttradet eller dobbelttradet) og katalyserer tilfersel av negativt ladede PAR-kjeder
til seg selv (automodifisering) og andre proteiner (se [3, 4] for en oversikt). Bindingen
av PARP-1 til DNA-tradbrudd antas a beskytte DNA-skadene for videre prosessering
inntil PARP-1 er dissosiert fra bruddet ved akkumulering av negativ ladning som et
resultat av PAR-polymerer (5,6).

Selv om PARP-1 er innblandet i flere kjerneprosesser, slik som modifisering av
kromatinstrukturen, DNA-replikasjon, DN A-reparasjon og —transkripsjon, utvikles
PARP-1-knockout mus normalt (7). Celler isolert fra disse mus har en
hyperrekombinasjonsfenotype og genetisk ustabilitet i form av gkte nivaer av SCE,
mikronukleus og tetraploiditet (8-10). Genetisk ustabilitet kan ogsa forekomme 1 disse
PARP-1 knockout mus ved telomer forkorting, ekt frekvens av kromosomfusjon og
aneuploiditet (11), selv om alle disse resultater ikke kan repeteres i et annet sett av
PARP-1-knockout mus (12). I de ferste knockout mus, reddet PARP-1-null mutasjonen
den svekkede V(D)J-rekombinasjonen 1 SCID-mus (13).
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Disse resultater stetter det syn som ble antydet av Lindahl og samarbeidspartnere at
PARP-1 har en beskyttende rolle mot rekombinasjon (5). De foreslo at binding av
PARP-1 til DNA-brudd forhindret rekombinasjonsmaskineriet fra & gjenkjenne og
prosessere DNA-lesjoner eller, alternativt, at de negative ladningene akkumulert etter
poly-ADP-ribosylering frasteter naboliggende rekombinasjonsvillige DNA-sekvenser.
Kun den siste modellen er 1 samsvar med at inhibisjonen av PARP-1 selv og ekspresjon
av en dominant negativ mutant av PARP-1 som induserer SCE, genamplifisering og
homolog rekombinasjon (HR [14-18]).

Studier basert pa behandling av celler med PARP-inhibitorer eller celler avledet fra
PARP-1 eller PARP-2 knockout mus indikerer at undertrykking av PARP-1-aktivitet
gker cellenes mottakelighet for DNA -skadelige stoffer og inhiberer gjenforening av
DNA-tradbrudd (3, 4, 8-11, 19, 20, 47).

Inhibitorer av PARP-1-aktivitet er blitt anvendt 1 kombinasjon med tradisjonelle anti-
cancermidler slik som radioterapi og kjemoterapi (21). Inhibitorene ble anvendt 1
kombinasjon med metyleringsmidler, topoisomerasegifter og ioniserende straling og ble
funnet 4 gke effektiviteten til disse behandlingsformene. Slike behandlinger er
imidlertid kjent for & medfere skade og ded pa ikke-cancerceller eller friske celler og er

forbundet med uenskede bivirkninger.

Kjent teknikk slik som den beskrevet 1 dokumentene MASSUDA E. ET AL. GPI 6150,
a PARP inhibitor, down-regulates metastasis associated S100A4 (Mtsl) and suppresses
invasion of breast cancer cells in vitro. Prodceedings of the american association for
cancer research annual Meeting, 2003, vol. 44, side 867-868;XP001181719 & 94th
annual Meeting of the american Association for cancer Research; Washington, DC,
USA, July 11-14, 2003 ISSN:0197-016X; WO 0212239 A; WO 9524379 A; and Weltin
D. ET AL. Effect of 6(SH)-phenanthridinone, an inhibitor of poly(ADP-ribose)
polymerase, on cultured tumor cells. Oncol Res. 1994, vol. 6, no. 9, side 399-403
beskriver beslektet teknologi, men beskriver ikke foreliggende oppfinnelse definert ved

dens krav.

Det er derfor et behov for en behandling mot cancer som béde er effektiv og selektiv til
a drepe cancerceller og som ikke trenger & bli administrert i kombinasjon med

radioterapeutisk eller kjemoterapeutisk behandling,

338398
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Foreliggende oppfinnere har overraskende funnet at celler som mangler homolog
rekombinasjon (HR) er hypersensitive overfor PARP-inhibitorer sammenlignet med
villtypeceller. Dette er overraskende siden PARP-1-knowout mus lever normalt og
dermed antyder at PARP-1 ikke er essensielt for levedyktighet. Felgelig ber det ikke

forventes at celler vil vaere sensitive overfor PARP-inhibisjon.

Ifolge et forste aspekt ifalge oppfinnelsen frembringes anvendelse av en poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP) inhibitor for fremstilling av et medikament for behandling
av cancerceller som er defekte med hensyn pa homolog rekombinasjon (HR), der
cancercellene har en defekt i genet utvalgt fra gruppen bestiende av XRCC1, CTPS
RPA, RPA1, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19, RADS51, RAD5I1B,
RAD51C, RAD51D, DMC1, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RADS2, RADS4,
RADSO, MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR, chkl, chk2, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, RAD1, RAD9,
FEN-1, Mus81, Emel, DDS1 og BARD.

I en utferelsesform frembringer oppfinnelsen anvendelse der cancercellene som er

defekte med hensyn pa HR er delvis defekte med hensyn pa HR.

Fortrinnsvis er medikamentet en farmasgytisk sammensetning bestaende av PARP-
inhibitoren 1 kombinasjon med en farmasgytisk akseptabel barer eller

fortynningsmiddel.

Den spesifikke sensitivitet til HR-defekte tumorer for PARP-1-inhibisjon betyr at
normalt delende celler hos pasienten vil vare vaffektert av behandlingen. Behandling av
HR-defekte cancerceller ved anvendelse av en PARP-inhibitor har ogsa den fordel at
den ikke trenger a8 administreres som en kombinasjonsterapi sammen med
konvensjonelle radioterapeutiske eller kjemoterapeutiske behandlinger og dermed

unnga bivirkningene forbundet med disse konvensjonelle behandlingsformer.

En genetisk defekt i et gen som medierer homolog rekombinasjon kan vere forarsaket
av en mutasjon 1, fraveer av eller uregelmessighet 1 ekspresjon, av et gen som koder for
et protein som er involvert 1 HR.

338398
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I en utferelsesform frembringer oppfinnelse anvendelse av en PARP-inhibitor for
fremstilling av et medikament for indusering av apoptose 1 HR-defekte celler.

Videre beskrives en fremgangsmate for 4 indusere apoptose 1 HR-defekte celler hos et
pattedyr der fremgangsmaéten omfatter administrering til pattedyret av en terapeutisk
effektiv mengde av en PARP-inhibitor.

Ved & forarsake apoptose i HR-defekte celler ber det veere mulig & redusere eller
arrestere veksten av en tumor hos pattedyret.

Fortrinnsvis er de HR-defekte cellene cancerceller.

Cancerceller som er defekte 1 HR kan delvis eller totalt mangle HR. Fortrinnsvis er
cancercellene totalt defisiente for HR.

Betegnelsen “cancer” eller “tumor” inkluderer lunge, kolon, pankreas, mage, ovarie-,
cervix-, bryst- eller prostatacancer. Canceren kan ogsa inkludere hud-, nyre-, lever-,
blare- eller cerebralcancer. I et foretrukket aspekt er canceren 1 et pattedyr, fortrinnsvis

menneske.

Cancercellene som skal behandles kan vare en arvelig cancercelleform der pasienten
som skal behandles har en familizer predisposisjon for cancercellen. Fortrinnsvis er
cancercellene som skal behandles en arvelig genkoplet cancercelle. I en foretrukket

utferelsesform ifglge oppfinnelsen er cancercellene genkoplet arvelig brystcancer.

I et foretrukket aspekt er PARP-inhibitoren nyttig ved behandling av cancerceller som
er defekte 1 ekspresjonen av et gen som er involvert 1 HR. Genene med den antydede
funksjon 1 HR inkluderer XRCCI, ADPRT (PARP-1), ADPRTL2, (PARP-2), CTPS
RPA, RPA1, RPA2, RPA3, XD, ERCC1, XPF, MMS19, RADS1, RADS1B, RADSIC,
RAD51D, DMC1, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RAD52, RAD54, RADS0,
MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR, chkl, chk2, FANCA, FANCB,
FANCC, FANCDI1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, RAD1, RADY, FEN-1,
Mus81, Emel, DDS1, BARD (se 2, 3, 5, 22-28 for en oversikt).

Et gen involvert 1 HR kan vere et tumorsuppressorgen. Oppfinnelsen frembringer
saledes behandling av cancerceller som defekte i ekspresjon av et tumorsuppressorgen.

Fortrinnsvis er tumorsuppressorgenet BRCAL1 eller BRCA2.
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Brystcancer er den mest vanlige cancersykdom blant kvinner i Vesten i dag. Visse
familier har sterk predisposisjon for brystcancer, som ofte er forarsaket av en arvelig
mutasjon 1 et allel av enten BRCAL1 eller BRCA2. Disse pasientene bibeholder
imidlertid fortsatt et funksjonelt allel. Felgelig utvikles disse pasientene normalt og har
ingen fenotypiske konsekvenser av denne mutasjon. I en celle, kan imidlertid det
funksjonelle allelet tapes hvilket gjer denne cellen til en cancercelle og pa samme tid
defisient for homolog rekombinasjon (HR). Dette trinnet er kritisk for starten pa en
tumor (1).

Foreliggende oppfinnelse har overraskende funnet at BRCA?2 defisiente celler er 100
ganger mer sensitive overfor cytotoksisitet forarsaket av PARP-inhibitoren NU1025,
enn villtypeceller.

I et foretrukket aspekt frembringes folgelig anvendelse av en PARP-inhibitor for
fremstilling av et medikament for behandling av cancerceller defekte med hensyn pa
HR, for eksempel pa grunn av tap av BRCA1- og/eller BRCA2-ekspresjon.

Cancercellene som skal behandles kan vare delvis eller totalt defisiente med hensyn pa
BRCAI1- eller BRCA2-ekspresjon. BRCA1- og BRCA2-mutasjoner kan identifiseres
ved hjelp av multipleks PCR-teknikker, matriseteknikker (29, 30) eller andre
screeningssystemer kjent for fagpersoner innen teknikken.

PARP-inhibitorer nyttige ifglge foreliggende oppfinnelse kan utvelges fra inhibitorer av
PARP-1, PARP-2, PARP-3, PARP-4, tankyrase 1 eller tankyrase 2 (se 31 for en
oversikt). I en foretrukket utferelsesform er PARP-inhibitoren nyttig ifelge
oppfinnelsen en inhibitor av PARP-1 aktiviteten.

PARP-inhibitorer nyttige ifelge foreliggende oppfinnelse inkluderer benzimidazol-
karboksamider, quinazolin-4-[3H]-oner og isoquinolinderivater (for eksempel 2-(4-
hydroksyfenyl)benzimidazol-4-karboksamid (NU108S5), 8-hydroksy-2-metylquinazolin-
4-[3H]-on (NU1025); 6(SH)fenantridinon; 3 aminobenzamid; benzimidazol-4-
karboksamider (BZ1-6) og tricyklisk laktamindoler (TI1-5) [32]. Andre inhibitorer av
PARP kan identifiseres enten ved design [33] eller den nye “FlashPlate” analysen [34].

PARP-inhibitoren formulert som en farmaseytisk sammensetning kan administreres pa

en hvilken som helst effektiv, vanlig mate som er effektivt for malseking av
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cancerceller inkludert, for eksempel oral administrering, intravengs, intramuskuler,
intradermal, intranasal og topiske administreringer blant annet. Bazrere eller
fortynningsmidler nyttige i den farmaseytiske sammensetningen kan inkludere, men er
ikke begrenset til, saltvann, bufret saltvann, dekstrose, vann, glyserol, etanol og

kombinasjoner av disse.

Innen terapi eller som profylakse kan det aktive stoffet administreres til et individ som
en injiserbar sammensetning, for eksempel som en steril vandig dispersjon. Inhibitoren
kan administreres direkte til en tumorcelle eller kan malsegkes til tumorcellen via

systemisk administrering.

En terapeutisk effektiv mengde av inhibitoren er typisk en som er tilstrekkelig for &
oppné den enskede effekten og kan variere i henhold til egenskapene og
alvorlighetsgraden av sykdommen og styrken til inhibitoren. Det vil forstés at ulike

konsentrasjoner kan anvendes ved profylakse enn for behandling av en aktiv sykdom.

For administrering til pattedyr, og spesielt menneske, er det forventet at det daglige
doseniva av det aktive middel vil vaere opptil 100 mg/kg, for eksempel fra 0,01 mg/kg
til 50 mg/kg kroppsvekt, typisk opptil 0,1, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10, 15, 20 eller 30 mg/kg
kroppsvekt. Til syvende og sist bestemmes imidlertid mengden av inhibitoren som
administreres og ved hvilken hyppighet midlet skal administreres av den behandlende
lege.

En terapeutisk fordel ved anvendelse av PARP-inhibitorer for behandling av
cancerceller er at kun svart sma doser er nedvendig for & gi en terapeutisk effekt ved
behandling av cancercellene og dermed reduseres den systemiske akkumulering av

inhibitoren og de toksiske bivirkningene som er forbundet med denne.

Et foretrukket aspekt ifelge oppfinnelsen frembringer anvendelse av en PARP-inhibitor
der PARP-inhibitoren er et inhibitorisk RNA (RNA1) molekyl.

En teknikk for spesifikt & fjerne genfunksjonen er ved & introdusere dobbeltradet RNA,
ogsa betegnet som inhibitorisk RNA (RNAi) inn i cellene hvilket resulterer i
destruksjon av mRNA som er komplementart med sekvensen inkludert i RNAi-
molekylet. RN Ai-molekylet omfatter to komplementzare trdder av RNA (en senstrad og
antisenstrad) annealet til hverandre for & danne et dobbelttrddet RNA-molekyl. RNAi-
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molekylet er typisk avledet fra eksonsekvenser eller kodende sekvenser 1 genet som skal
fjernes.

Fortrinnsvis er nevnte RNAi-molekyl avledet fra nukleinsyremolekylet omfattende en

nukleinsyresekvens utvalgt fra gruppen bestdende av:

a) en nukleinsyresekvens ifelge sekvensen gjengitt i figur 9, 10, 11, 12, 13 eller 14
eller fragmenter av disse;

b) en nukleinsyresekvens som hybridiserer med nukleinsyresekvensen vist 1 figur
9,10, 11, 12 eller 13 og som koder for et PARP-gen;

¢) en nukleinsyresekvens som omfatter sekvensene som er degenerert som et

resultat av den genetiske kode til nukleinsyresekvensen definert 1 (a) og (b).

Nylige studier antyder at RN Ai-molekyler varierende fra 100-1000 bp avledet fra
kodende sekvenser er effektive inhibitorer for genekspresjon. Overraskende ble det
funnet at kun noen f8 RNAi-molekyler er nadvendig for 4 blokkere genekspresjon
hvilket inneberer at mekanismen er katalytisk. Virkningsstedet synes & vare nukleert
da lite, hvis 1 det hele tatt noen, RNAI er detekterbart i cytoplasma til cellene hvilket

antyder at RN A1 utever sin effekt under mRNA-syntesen eller -prosesseringen.

Videre er det foretrukket at nevnte RNAi-molekyler ifelge oppfinnelsen har en lengde
pé mellom 10 nukleotidbaser (nb) — 1000nb. Mer foretrukket er at nevnte RNAi-
molekyl har en lengde pd 10nb, 20nb, 30nb, 40nb, SOnb, 60nb, 70nb, 80nb, 90nb eller
100nb. Enda mer foretrukket er at RN Ai-molekylet er 21nb langt.

Enda mer foretrukket er at RNAi-molekylet omfatter nukleinsyresekvensen aaa agc cau

ggu gga gua uga (PARP-1).

Mer foretrukket er at RN Ai-molekylet bestar av nukleinsyresekvensen aag acc aau cuc
ucc agu uca ac (PARP-2).

Mer foretrukket er at RN Ai-molekylet bestar av nukleinsyresekvensen aag acc aac auc
gag aac aac (PARP-3).

RNAi-molekylet kan omfatte modifiserte nukleotidbaser.

338398
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Foretrukne trekk for hvert aspekt ifelge oppfinnelsen er som for hver av de andre

aspektene mutatis mutandis.

Foreliggende oppfinnelse vil na bli beskrevet ved eksemplene og med henvisning til de

folgende figurer, der:

Figur 1 er en kurve som viser at HR-defisiente celler er hypersensitive overfor den
toksiske effekt fordrsaket av inhibisjonen av PARP-1. Kolonifremvekst av kinesiske
hamstercellelinjer AA8 (villtype), irs1SF (defisient 1 HR[4]), CXR3 (irs1SF tilfert
XRCC3 [2]), V79 (villtype), irs] (defisient 1 HR[S]) eller irs1X2.2 (irs1 tilfert XRCC2
[1] ved eksponering for 3-AB (A), ISQ (B) eller NU1025 (C). Gjennomsnittsverdier
(symbolene) og standard avvik (sgylene) for minst tre eksperimenter er vist. Koloni-
fremvekstanalysen ble anvendt.

Figur 2 er en kurve som viser celleoverlevelse 1 nerver av PARP-inhibitoren NU1025 1
villtype V79 celler, BRCA2-defisiente VC-8-celler og VC-8-celler tilfert funksjonelt
BRCA2-gen (VC-8#13, VC-8+B2). Kolonifremvekstanalysen ble anvendt.

Figur 3 et histogram som viser prosentandel celler i apoptose etter en 72 timers
inkubering med NU1025.

Figur 4 (a) Western blottanalyse av proteinlysat isolert fra MCF-7 (p53™) eller MDA-
MB-231 (p53™) brystcancerceller etter 48 timers transfeksjon med siRNA. (b)
Kolonifremvekst av siRNA-behandlede MCF-7-celler eller (¢) MDA-MB-231-celler
etter eksponering for PARP-inhibitoren NU1025. Gjennomsnitt (symboler) og standard
avvik (seyler) for minst tre eksperimenter er vist.

Figur 5 BRCA2-defisiente celler lykkes ikke med & reparere en rekombinasjonslesjon
dannes ved replikasjonsforgreningen ved inhibitorer av PARP. (a) Visualisering av
dobbelttradede brudd (DBSs) i BRCA2-funksjonelle eller defisiente celler etter en 24
timers behandling med NU1025 (0,1 mm) med pulsfelt gelelektroforese. Hydroksyurea
2 mm ble anvendt som en positiv kontroll. (b) Visualisering av YH2Ax foci hos
ubehandlede V-C8+B2- og V-C8-celler. Antall celler inneholdende YH2Ax foci (c) eller
RADS]1 foci (d) visualisert 1 V-C8+B2- og V-C8-celler etter en 24 timers behandling
med NU1025 (10 pm). Gjennomsnitt (symboler) og standardfeil (seyler) for tre til ni
eksperimenter er vist. (¢) En foreslatt modell for celleded indusert i BRCA2-defisiente
celler.

338398
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Figur 6 PARP-1 og ikke PARP-2 er viktig ved a forhindre dannelse av en
rekombinogen lesjon, hvilket forer til ded i fraveer av BRCA2. (a) RT-PCR pa RNA
isolert fra SW480SN.3-celler behandlet med BRCA2, PARP-1 og PARP-2 siRNA 1
kombinasjon som vist i 48 timer. (b) Klonogen overlevelse etter 48 timers mangel pa
BRCA2, PARP-1 og PARP-2. Gjennomsnitt (symboler) og standard avvik (seyler) for
minst tre eksperimenter er vist. To og tre stjerner viser statistisk signifikans i #-fest pa
henholdsvis p<0,01 og p<0,001. (¢) Western blott for PAPR-1 1 SW480SN.3-celler
behandlet med ulike siRNA.

Figur 7. (a) Visualisering av PAR-polymerer 1 ubehandlede og (b) tymidinbehandlede
V79-celler (5 mm i 24 timer). (¢) Prosentandel celler inneholdende >10 seter for PAPR-
aktivitet etter behandling med hydroksyurea (0,2 mm) og tymidin (5 mm). Minst 300
kjerner ble telt for hver behandling og eksperiment. (d) Overlevelse av V-C8+B2-celler
etter samtidig behandling med hydroksyurea eller (e) tymidin og NU1025 (10 pm). (f)
Aktiviteten til PARP ble malt ved nivaet av fri NAD(P)H, etterbehandling med MMS,
hydroksyurea (0,5 mm) eller tymidin (10 mm). Gjennomsnitt (symbol) og
standardavvik (seyler) fra minst tre eksperimenter vises.

Figur 8. (a) Visualisering av PAR-polymerer 1 ubehandlede V-C8- og (b) V-C8+B2-
celler. (¢) Kvantifisering av prosentandel celler inneholdende >10 seter for PARP-
aktivitet 1 ubehandlede V-C8- og V-C8+B2-celler. (d) Nivd av NAD(P)H malt i
ubehandlede V-C8- og V-C8+B2-celler. Tre stjerner angir p<0,001 1 t-test. (e)
Visualisering av RADS1 og seter for PARP-aktivitet i V79-celler etter en 24-timers
tymidinbehandling (5 mm). (f) En modell for rollen til PARP og HR ved "stalled”
replikasjonsforgreninger.

Figur 9 viser den humane cDNA-sekvensen til PARP-1.

Figur 10 viser den humane cDNA-sekvensen til PARP-2.

Figur 11 viser den humane cDNA-sekvensen til PARP-3.

Figur 12 viser den humane gDNA-sekvensen til tankyrase 1.

Figur 13 viser den humane mRNA-sekvensen til tankyrase 2.
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Figur 14 viser den humane mRNA-sekvensen til VPARP.

Materialer og metoder

Cytotoksisitet til PARP-inhibitorer overfor HR-defekte celler; XRCC2, XRCC3 eller
BRCA2

Cellekultur
irs-, irs1X2.1- og V79-4-cellelinjer ble gitt av John Tacker [40] og AAS8-, irs1SF- og
CXR3-cellelinjene ble gitt av Larry Thompson [41].

VC-8, VC-8+B2, VC-8#13 var en gave fra Malgorzata Zdzienicka [42]. Alle
cellelinjene 1 denne studien ble dyrket 1 Dulbecco’s modifiserte Eagle’s medium
(DMEM) tilsatt 10% fetalt bovinserum og penicillin (100 U/ml) og streptomycin sulfat
(100 pg/ml) ved 37°C under en atmosfzre inneholdende 5% CO..

Toksisitetsanalyse — kolonifremvekstanalyse

500 celler suspendert i mediet ble sadd ut pa Petri-skaler 4 timer for tilsetning av 3-AB,
ISQ eller NU1025. ISQ og N1025 ble opplest i DMSO til en sluttkonsentrasjon pa 0,2%
i behandlingsmedium. 7-12 dager senere, nar kolonier kunne observeres, ble disse
koloniene fiksert og farget med metylen blatt i metanol (4 g/1). Koloniene som besto av
mer enn 50 celler ble deretter telt.

Apoptoseeksperimenter

0,25x10° celler ble sadd ut pa Petri-skler og dyrket i fire timer for behandling med
NU1025. Etter 72 timer ble cellene trypsinert og resuspendert med medium
inneholdende eventuelle flytende celler fra den preven. Cellene ble sentrifugert og
resuspendert for apoptoseanalyse med FITC-konjugert anneksin-V og propidiumjodid
(PI) (ApoTarget, Biosource International) ifelge produsentens retningslinjer. Prevene
ble analysert ved flowcytometri (Becton-Dickenson FACSort, 488 nm laser) og
prosentandel apoptotiske celler ble bestemt ved den fraksjon av levende celler (PI-

negative) som var bundet til FITC-konjugert anneksin-V.

Immunfluoresens
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Celler ble sadd ut pa dekkglass 4 timer for 24-timers behandlingen som antydet. Etter
behandlingen ble mediet fjernet og dekkglasset skylt en gang 1 PBS ved 37°C og fiksert
som beskrevet pa annet hold [2]. De primere antistoffene og fortynningene som ble
anvendt 1 denne studien var; kanin polyklonalt anti-PAR (Trevigen; 1:500), geit
polyklonalt anti-RadS51 (C-20, Santa Cruz; 1:200) og kanin polyklonal anti-RadS51 (H-
92, Santa Cruz; 1:1000). De sekundare antistoffene var Cy-3-konjugert geit anti-kanin
IgG-antistoff (Zymed; 1:500), Alexa 555 geit-anti-kanin F(ab’), IgG antistoff
(Molecular Probes; 1:500) Alexa 546 esel anti-geit IgG antistoff (Molecular Probes;
1:500) og Alexa 488 esel anti-kanin IgG antistoff (Molecular Probes; 1:500).
Antistoffene ble fortynnet 1 PBS inneholdende 3% bovint serumalbumin. DNA ble
farget med en pg/ml To Pro (Molecular Probes). Bilder ble oppnadd med et Zeiss LSM
510 inverts konfokalt mikroskop ved anvendelse av planapokromat 63X/NA 1,4 olje
immersjonsobjektiv og eksiteringsbelgelengde 488, 546 og 630 nm. Gjennom
fokusering ble maksimale projeksjonsbilder frembrakt fra optiske snitt 0,50 pm fra
hverandre og med en snittykkelse pa 1,0 pm. Bildene ble prosessert ved hjelp av Adobe
PhotoShop (Abacus Inc.). Minst 300 kjerner ble telt pa hvert objekts glass og de som
inneholdt mer enn 10 RADS1 foci eller seter for PARP-aktivitet ble klassifisert som

positive.

PARP-aktivitetsanalyse

Et vannlgselig tetrazoliumsalt (5 mm WST-8) ble anvendt for & folge mengden av
NAD(P)H gjennom sin reduksjon til et gulfarget formazanfargestoff [43]. 5000 celler
ble sadd ut i minst triplikater til brenner 1 96 plater og dyrket i 100 pul normalt
vekstmedium 1 4 timer ved 37°C. CK8-buffer (Dojindo Molecular Technology,
Gaithersburg, USA) inneholdende WST-8, ble deretter tilsett enten med eller uten
behandling med DNA-skadelige midler med de angitte konsentrasjoner. Reduksjon av
WST-8 i narvaer av NAD(P)H ble bestemt ved & méle synlig absorbans (ODj4sp) hvert
30. minutt. En blank mediumpreve ble ogsa tilberedt inneholdende kun medium og
CKS8-buffer. Endringer i NAD(P)H-nivéene ble beregnet ved & sammenligne
absorbansen 1 bregnner inneholdende celler behandlet med DNA-skadelige midler og de
som var behandlet med DMSO alene. Relative nivaer av NAD(P)H i ulike cellelinjer
ble beregnet etter 4 timer inkubering 1 CK8-buffer.

Evnen NU1025 har til 4 inhibere PARP-1-aktiviteten ble ogsa analysert i
permeabiliserte celler ved anvendelse av en modifisering av fremgangsmaten ifolge
Halldorsson et al. [44], og beskrevet 1 detalj annensteds [45]. I korthet: 300 pl NU1025-
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behandlede (15 min) permeabiliserte celler ble inkubert ved 26°C med oligonukleotid
(sluttkonsentrasjon 2,5 pg/ml), 75 pm NAD + [*2 P]| NAD (Amersham Pharmacia,
Amersham, UK) i et totalvolum pa 400 ul. Reaksjonen ble terminert etter 5 minutter
ved 4 tilsette iskald 10% TCA 10% Na Ppi i 60 minutter fer filtrering gjennom et
Whatman GF/C-filter (LabSales, Maidstone, UK), skylt 6 ganger med 1% TCA 1%
NaPPi, satt til terking og inkorporert radioaktivitet ble malt for & bestemme PARP-1-
aktiviteten. Data uttrykkes som pmol NAD inkorporert /10° celler i forhold til [* P]
NAD-standarder.

Puls-felt gelelektroforese

1,5x10° celler ble sédd ut p& 100 mm skaler og hensatt i 4 timer for & feste seg.
Eksponering for medikament var i 18 timer, deretter ble cellene trypsinert og 10° celler
ble smeltet inn 1 1% agarose innsatser. Disse innsatsene ble inkubert som beskrevet
annensteds (8) og separert ved puls-felt gelelektroforese 1 24 timer (BioRad; 120°
vinkel, 60 til 240 sekunder switch-tid, 4 V/cm). Gelen ble deretter farget med etidium-
bromid for analyse.

siRNA-behandling

En pa forhand designet BRCA2 SMARTpool og ”scrambled” siRNA ble skaffet
(Dharmacon, Lafayette, CO). 10000 celler ble sadd ut pa 6 brenns plater og hensatt over
natten for transfeksjon med 100 nm siRNA ved anvendelse av oligofectaminreagens
(Invitrogen) ifelge produsentens instruksjoner. Cellene ble deretter dyrket 1 normalt
vekstmedium i 48 timer for trypsinering og sddd ut igjen for toksisitetsanalyser.
Suppresjon av BRCA2 ble bekreftet ved Western blott (som beskrevet tidligere [46] av
proteinekstrakter behandlet med siRNA med et antistoff mot BRCA2 (Oncogen,
Nottingham, UK).

EKSEMPLER
Homolog rekombinasjonsdefisiente celler er hypersensitive overfor PARP-1-inhibisjon

For a underseke betydningen av HR i den cellulere responsen ved inhibisjon av PARP-
1, ble effektene av PARP-1-inhibitorer pa overlevelse av HR-reparasjonsdefisiente
cellelinjer studert. Det ble funnet at celler defisiente 1 HR (dvs. irs1SF som er defekte 1
XRCC3 eller irs1 som er defekte 1 XRCC2 [se tabell 1] var svert sensitive overfor den
toksiske effekten av 3-aminobenzamid (3-AB) og overfor to mer potente inhibitorer av
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PARP-1: 1,5-dihydroksyisoquinolin (ISQ; [37]) eller 8-hydroksy-2-metylquinazolinon
(NU1025 [38, 39]) (figur 1). Sensitiviteten 1 irs1SF-celler overfor 3-AB, ISQ eller
NU1025 ble korrigert ved introduksjon av et kosmid inneholdende et funksjonelt
XRCC3-gen (CXR3). Tilsvarende ble sensitiviteten 1 irs1-celler overfor 3-AB, ISQ eller
NU1025 korrigert ved introduksjon av et kosmid inneholdende et funksjonelt XRCC2-
gen (irs1X2.2).

BRCA2-defisiente celler er hypersensitive overfor PARP-1-inhibisjon

Overlevelsen av BRCA2-defisiente celler (VC8) og villtypeceller (V79Z) 1 nervaer av
inhibitorer av PARP-1 ble studert. Det ble funnet at VC8-celler er svart sensitive
overfor den toksiske effekten av NU1025 (fig. 2). Sensitiviteten 1 VC8-cellene ble
korrigert ved introduksjon av et funksjonelt BRCA2-gen enten pa kromosom 13
(VC8#13) eller pa en overekspresjonsvektor (VC8+B2). Dette resultatet viser at
sensitiviteten overfor PARP-1-inhibitorer er en direkte konsekvens av tapet av BRCA2-

funksjonen.

For & undersgke om inhibisjonen av PARP-1 trigger apoptose i BRCA2-defisiente
celler, ble nivdet av apoptose 72 timer etter eksponering for NU1025 undersgkt. Det ble
funnet at NU1025 startet apoptosen kun 1 VC8-celler, hvilket viser at tap av PARP-1-
aktivitet i BRCA2-defisiente celler starter denne form for celleded (fig. 3).

BRCA2-defisiente brystcancerceller er hypersensitive overfor PARP-1-inhibisjon

Det ble undersekt om MCF7 (villtype p53) og MDA-MB-231 (mutert p53)
brystcancercellelinjer viste en tilsvarende sensitivitet overfor NU1025 ved mangel pa
BRCAZ2. Det ble funnet at PARP-1-inhibitorer betydelig reduserte overlevelsen av
MCF7- og MDA-MB-231-celler kun nar BRCA2 manglet med en blanding av BRCA2
siRNA (fig. 4). Dette viser at BRA2 manglende brystcancerceller er sensitive overfor
BARP-inhibitorer uavhengig av p53-statusen.

BRCAZ2-defisiente celler dor av PARP-1-inhibisjon i fravaer av dobbelttridede DNA
bruddpunkt (DSB) men i nerver av YH2Ax

HR er vist & vaere involvert i reparasjonen av DSB og andre lesjoner som forekommer
under DNA-replikasjon [2]. For & bestemme om sensitiviteten til BRCA2-defisiente
celler er resultatet av en manglende evne til & reparere DSB etter NU1025-behandling,
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ble akkumulering av DSB 1 V79- og V-C8-celler malt etter behandling med svert
toksiske nivaer av NU1025, Det ble funnet at ikke noe DSB var pavisbart ved pulsfelt
gelelektroforeseanalyse av DNA oppnadd fra de behandlede cellene (fig. SA), hvilket
antyder at lave nivaer av DSB eller andre rekombinogene substrater akkumulerer etter
PARP-inhibisjon i HR-defisiente celler, hvilket trigger YH2Ax (fig. SB). Arsaken til
hvorfor BRCA2-defisiente celler der etter induksjon av disse rekombinogene lesjoner er
sannsynligvis forarsaket av en manglende evne til & reparere slike lesjoner. For & teste
dette ble evnen BRCA2-defisiente V-C8-celler og BRCA2-komplimenterte celler har til
4 danne RADS51-foci som respons pad NU1025 bestemt. Det ble funnet at RADS1-foci
virkelig ble indusert 1 V-C8+B2-celler etter behandling med NU1025 (statistisk
signifikans 1 t-test p<0,05; figur 5D). Dette antyder at de rekombinogene lesjoner trigger
HR-reparasjon i disse celler hvilket muliggjer at disse overlever. I motsetning var
BRCA2-defisiente V-C8-celler ikke i stand til & danne RADS51-foci som respons pa
NU1025-behandling (figur 5D) hvilket antyder null HR, som igjen vil fore til at de

rekominogene lesjoner ikke repareres og folgelig fore til celleded.

PARP-1 og ikke PARP-2 er viktig ved 8 forhindre dannelse av en rekominogen lesjon

Det er to hoved PARP tilstede 1 kjernen 1 pattedyrceller, PARP-1 og PARP-2 og alle
rapporterte PARP-inhibitorer inhiberer begge. For & skille hvilken PARP som var
ansvarlig for denne effekten, ble det undersekt om & fraveer av PARP-1 og/eller PARP-2
resulterer 1 akkumulering av toksiske lesjoner, ved depresjon av disse og BRCA2 med
siRNA 1 humane celler (figur 6a). Det ble funnet at den klonogene overlevelse var
betydelig redusert nir bade PARP-1- og BRCA2-proteiner manglet samtidig i humane
celler (figur 6b). Mangel pda PARP-2 med BRCA2 hadde ingen effekt pa den klonogene
overlevelsen og mangel pd PARP-2 i PARP-1 og BRCA2-manglende celler forte til
ikke ytterligere toksisitet. Disse resultater antyder at PARP-1 og ikke PARP-2 er
ansvarlig for reduksjon av toksiske rekombinogene lesjoner 1 humane celler.
Kloningseffektiviteten ble kun redusert til 60% i forhold til kontrollen i celler som bade
manglet PARP-1 og BRCA2, mens ingen HR-defisiente celler overlevde behandlingen
med PARP-inhibitorer. Dette henger sannsynligvis sammen med ufullstendig depresjon
av det riktig forekommende PARP-1-protein ved siRNA (figur 6¢), hvilket kan vaere
tilstrekkelig for & opprettholde PARP-1-funksjon i noen av cellene.

PARP-1 aktiveres ved replikasjonsinhibitorer
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HR er ogsa involvert i reparasjon av lesjoner som forekommer ved ”stalled”
replikasjonsforgreninger, som ikke trenger a involvere detekterbart DSB [2]. For & teste
om PARRP har en rolle ved replikasjonsforgreninger, ble PARP-aktivering 1 celler
behandlet med stoffer (tymidin eller hydroksyurea) som retarderer eller stopper
progresjonen av DNA-replikasjonsforgreningen undersgkt. Tymidin depleterer celler for
dCTP og reduserer replikasjonsforgreningen uten a forarsake DSB. Hydroksyurea
repleterer flere INTP og blokkerer replikasjonsforgreningen, hvilket er forbundet med
dannelse av DSB ved replikasjonsforgreningen [2]. Begge disse midlene induserer
potensielt HR [2]. V79-hamsterceller behandlet 1 24 timer med tymidin eller
hydroksyurea ble farget pa for PAR-polymeraser. Dette ga en betydelig gkning i antall
celler inneholdende seter for PARP-aktivitet (figur 7C). Dette resultat antyder en
funksjon for PARP ved “stalled” replikasjonsforgreninger. Det ble ogsa vist at
inhibisjon av PARP med NU1025 gkte sensitiviteten overfor tymidin eller hydroksyurea
1 V-C8+B2-celler (figur 7D,E). Dette resultat antyder at PARP-aktiviteten er viktig ved
reparasjon av “stalled” replikasjonsforgreninger eller alternativt at det forhindrer

induksjon av celleded 1 celler med stalled” replikasjonsforgreninger.

PARP aktiveres raskt ved DNA-enkelttradede brudd (SSB) og tiltrekker DNA-
reparasjonsenzymer [3-6]. Metylmetansulfonat (MMS) medferer alkylering av DNA,
hvilket repareres ved basefjerningsreparasjon. PARP aktiveres raskt ved SSB-
intermediatet dannet under denne reparasjon, hvilket reduserer NAD(P)H-nivaene (figur
7F). Det ble funnet at aktivering av PARP og reduksjon av NAD(P)H-nivaene er mye
langsommere etter tymidin eller hydroksyureabehandling. Denne langsomme PARP-
aktivering kan forklares ved den indirekte virkning av tymidin og hydroksyurea og den
tiden som er nedvendig for 4 akkumulere “stalled” replikasjonsforgreninger ettersom
celler trer inn 1 S-fasen av cellesyklusen.

PARP-1 og HR spiller ulike roller ved ”stalled” replikasjonsforgreninger

Antall PARP-aktivitetsseter i ubehandlede BRCA2- defisiente V-C8-celler ble bestemt.
Det ble funnet at flere V-C8-celler inneholdt seter for PARP-aktivitet sammenlignet
med V-C8+B2-celler (figur 8A,B,C). V-C8-celler hadde ogsa lavere fri NAD(P)H-
nivaer enn de korrigerte celler (figur 8D), hvilket er et sannsynlig resultat av den gkte
PARP-aktivitet. Viktig er at disse setene for PARP-aktivitet ikke overlapper med
RADS51-foci (figur 8E).
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Resultatene her 1 dokumentet antyder at PARP og HR spiller forskjellige roller ved
beskyttelse eller bergingen av “stalled” replikasjonsforgreninger (figur 8F). Tap av
PARP-aktivitet kan kompenseres ved gkt HR mens et tap av HR kan kompenseres ved
gkt PARP-aktivitet. Imidlertid forer tap av begge disse reaksjonsveier til akkumulering
av “stalled” replikasjonsforgreninger og celleded, som vist 1 det tilfellet at PARP
inhiberte BRCA2-defisiente celler.

Slik det vises 1 modellen skissert 1 figur 8F spiller PARP og HR komplementzre roller
ved “stalled” replikasjonsforgreninger. (i) Replikasjonsforgreningene kan holdes tilbake
néar den mater pa en veisperring pd DNA-templaten. I tillegg kan den ogsa holdes
tilbake midlertidig, p4 grunn av mangel pad dNTP eller andre replikasjonsko-faktorer.
(1)) PARP-binder tilbakeholdte replikasjonsforgreninger eller andre
replikasjonsassosierte skader, hvilket trigger PAR-polymerisering. De dannede negativt
ladede PAR-polymerer kan beskytte de tilbakeholdte replikasjonsforgreninger, ved &
frastete proteiner som normalt ville bearbeide replikasjonsforgreningene (for eksempel
resolvaser), inntil replikasjonsforgreningen kan gjenopprettes sponant nir dNTP eller
andre ko-faktorer blir tilgjengelige. Alternativt kan PAR-polymerer eller PARP tiltrekke
proteiner for & lgse opp replikasjonsblokkeringen pa andre. (iii) I fravaer av PARP-
aktivitet kan HR anvendes som en alternativ reaksjonsvei for a reparere tilbakeholdte
replikasjonsforgreninger. Denne kompensasjonsmodellen forklarer det gkte niva av HR
og RADS1-foci funnet i PARP-defisiente celler og den hoye PARP-aktivitet funnet 1
HR-defisiente celler (dvs. V-C8). Spontan replikasjonsblokkering/lesjoner er kun letale
i fravaer av bade PARP og HR.

TABELL 1

Genotype og opprinnelse av cellelinjene som er anvendt 1 denne studien.

Cellelinje Genotype Defekt Opprinnelse [ Referanse

AAS Wt Wt CHO [41]

Irs1SF XRCC3 XRCC3, defisient1 HR |AA8 [41]

CXR3 XRCC3 Wt irs1SF [41]
+hXRCC3

V79-4 Wt Wt V79 [40]
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irsl XRCC2

irs1X2.2 XRCC2
+hXRCC2

V79-Z Wt

VC8 BRCA2

VC8#13 BRCA2
+hBRCA2

VC8+B2 BRCA2
+hBRCA2

XRCC2, defisient 1 HR

Wt

Wt

BRCA2, defisient i HR

Wt

Wt

V79-4

irsl

V79

V79-Z

VC8

VC8

[40]

[40]
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[42]

[42]
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Patentktrayvw

1.

Anvendelse av en poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)-inhibitor for fremstilling av et
medikament for behandling av cancerceller som er defekte med hensyn pd homolog
rekombinasjon (HR), der cancercellene har en defekt 1 genet utvalgt fra gruppen
bestdende av XRCC1, CTPS RPA, RPA1, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19,
RADS51, RAD51B, RADS1C, RADS1D, DMC1, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2,
RADS5S2, RAD5S4, RADSO, MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR,
chk1, chk2, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, RAD1, RAD9Y, FEN-1, Mus81, Emel, DDS1 og BARD.

2.
Anvendelse ifglge krav 1, der PARP-inhibitoren er utvalgt fra gruppen bestdende av
PARP-1-, PARP-2-, PARP-3-, PARP-4-, tankyrase 1- og tankyrase 2-inhibitor.

3.
Anvendelse ifalge krav 2, der PARP-inhibitoren er en PARP-1-inhibitor.

4,
Anvendelse ifelge et hvilket som helst av kravene 1 -3, der PARP-inhibitoren er utvalgt
fra gruppen bestiende av benzimidazol-karboksamider, quinazolin-4-[3H]-oner og

isoquinolinderivater.

5.

Anvendelse ifelge krav 4, der PARP-inhibitoren er utvalgt fra gruppen bestdende av 2-
(4-hydroksyfenyl)benzimidazol-4-karboksamid, 8-hydroksy-2-metylquinazolin-4-[3H]-
on; 6(5H)fenantridinon, 3 aminobenzamid; benzimidazol-4-karboksamider og tricyklisk
laktamindoler.

6.
Anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1 -3, der PARP-inhibitoren er et
RNAi-molekyl spesifikt for et PARP-gen.
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Anvendelse ifglge krav 6, der RNAi-molekylet er avledet fra et nukleinsyremolekyl
omfattende en nukleinsyresekvens utvalgt fra gruppen bestaende av:

a) en nukleinsyresekvens ifelge sekvensen gjengitt 1 figur 9, 10, 11, 12, 13 eller 14
eller fragmenter av disse;

b) en nukleinsyresekvens som hybridiserer med nukleinsyresekvensen vist 1 figur
9,10, 11, 12 eller 13 og som koder for et PARP-gen; eller

¢) en nukleinsyresekvens som omfatter sekvensene som er degenerert som et

resultat av den genetiske kode til nukleinsyresekvensene definert i (a) og (b).

8.
Anvendelse ifalge krav 6 eller 7, der RN Ai-molekylet omfatter nukleinsyresekvensen

aaa agc cau ggu gga gua uga.

9.
Anvendelse ifglge krav 6 eller 7, der RNAi-molekylet bestar av nukleinsyresekvensen

aag acc aau Cuc ucc agu uca ac.

10.
Anvendelse ifglge krav 6 eller 7, der RNAi-molekylet bestar av nukleinsyresekvensen
aag acc aac auc gag aac aac.

11.
Anvendelse ifelge de foregdende kravene, der cancercellene som er defekte med hensyn
pa HR er delvis defekte med hensyn pa HR.

12.
Anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 10, der cancercellene som er
defekte med hensyn pa HR er totalt defekte med hensyn pd HR.

13.
Anvendelse ifolge et hvilket som helst av de foregaende kravene, der defekten er en

mutasjon 1 genet.

14.
Anvendelse ifglge et hvilket som de foregdende kravene, der defekten er fravaer av

genet.
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15.
Anvendelse ifelge et hvilket som helst av de foregdende kravene, der defekten er i

ekspresjonen av genet.

16.
Anvendelse ifelge et hvilket som de foregaende kravene, der cancercellene som skal
behandles er utvalgt fra gruppen bestiende av lunge-, kolon-, pankreas-, mage-, ovarie-,

cervikal-, bryst- og prostatacancer.

17.
Anvendelse ifelge et hvilket som de foregdende kravene, der cancercellene er i et

menneske.

18.
Anvendelse ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene, der cancercellene som

skal behandles er en genkoplet arvelig cancercelle.

19.
Anvendelse ifelge krav 18, der cancercellene som skal behandles er brystcancerceller.

20.
Anvendelse ifelge et hvilket som helst av de foregaende kravene, der cancercellene som
skal behandles er defekte med hensyn pa BRCA 1-ekspresjon.

21.
Anvendelse ifelge et hvilket som helst av de foregaende kravene, der cancercellene som
skal behandles er defekte med hensyn pa BRCA2-ekspresjon.

22,
Anvendelse ifelge krav 20 eller 21, der cancercellene er delvis defisiente med hensyn pa

BRCA1- og/eller BRCA-2-ekspresjon.

23.
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Anvendelse ifelge krav 20 eller 21, der cancercellene er totalt defisiente med hensyn pa
BRCA1- og/eller BRCA-2-¢ekspresjon.

24,
Anvendelse ifelge et hvilket som helst av de foregdende kravene, der genet som

medierer HR er et tumorsuppressorgen.

25.
Anvendelse ifelge krav 24, der tumorsuppressorgenet er BRCAL.

26.
Anvendelse ifelge krav 24, der tumorsuppressorgenet er BRCA2.

27.

Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) inhibitor for anvendelse ved behandling av
cancerceller som er defekte med hensyn pa homolog rekombinasjon (HR), der
cancercellene har en defekt i genet utvalgt fra gruppen bestiende av XRCC1, CTPS
RPA, RPA1, RPA2, RPA3, XPD, ERCC1, XPF, MMS19, RAD51, RADS1B,
RAD51C, RAD51D, DMC1, XRCC2, XRCC3, BRCA1, BRCA2, RADS2, RADS4,
RADS50, MRE11, NBS1, WRN, BLM, Ku70, Ku80, ATM, ATR, chkl, chk2, FANCA,
FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, RAD1, RAD?9,
FEN-1, Mus81, Emel, DDS1 og BARD.

28.

PARP-inhibitor for anvendelse ifelge krav 27, der PARP-inhibitorern er utvalgt fra
gruppen bestdende av PARP-1-, PARP-2-, PARP-3-, PARP-4-, tankyrase 1- og
tankyrase 2-inhibitor.

29.
PARP-inhibitor for anvendelse ifalge krav 28, der PARP-inhibitoren er en PARP-1-
inhibitor.

30.
PARP-inhibitor for anvendelse ifalge et hvilket som helst av kravene 27-29, der PARP-
inhibitoren er utvalgt fra gruppen bestdende av benzimidazol-karboksamider,

quinazolin-4-[3H]-oner og isoquinolinderivater.
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31.

PARP-inhibitor for anvendelse ifglge krav 30, der PARP-inhibitoren er utvalgt fra
gruppen bestdende av 2-(4-hydroksyfenyl)benzimidazol-4-karboksamid, 8-hydroksy-2-
metylquinazolin-4-[3H]-on; 6(5SH)fenantridinon, 3 aminobenzamid; benzimidazol-4-
karboksamider og tricyklisk laktamindoler

32.
PARP-inhibitor for anvendelse ifelge et hvilket som helst av kravene 27-31, der
cancercellene som er defekte 1 HR er partielt defisiente 1 HR.

33.
PARP-inhibitor for anvendelse ifelge et hvilket som helst av kravene 27-31, der
cancercellene som er defekte 1 HR er totalt defisiente 1 HR.

34,

PARP-inhibitor for anvendelse ifelge et hvilket som helst av kravene 27-33, der
cancercellene som skal behandles er utvalgt fra gruppen bestdende av lunge-, kolon-,
pankreas-, mage-, ovarie-, cervikal-, bryst- og prostatacancer.

35.
PARP-inhibitor for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 27-34, der
cancercellene som skal behandles er en genkoplet arvelig cancercelle.

36.
PARP-inhibitor for anvendelse ifelge krav 35, der cancercellene som skal behandles er
brystcancerceller.

37.

PARP-inhibitor for anvendelse ifglge et hvilket som helst av kravene 27-36, der
cancercellene som skal behandles er defekte med hensyn pA BRCA1- eller BRCA2-
ekspresjon.
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FIGUR 9

1 cgecegeeca gececgggpg caggpaaage claaattacg gaattaccge gagraaggag
61 cgeggaatcg gggagogtoc ggagotaget ggatoctcta ggeaggatgp tgatgggaat
121 ctttgcaaat tgtatctict gtttgaaagt gaagtacita cctcageage agaagaaaaa
181 getacaaact gacattaagg aaaatggcegg aaagiittce titicgitaa atcctcagtg
241 cacacatata atcttagata atgetgatgt tctgagtcag taccaactga atictatcca
301 aaagaaccac gttcatattg caaacccaga ttttatatgg aaatctatca gagaaaagag
361 actetiggat gtaaagaatt atgatcctta taageccctg gacatcacac caccicctga
421 tcagaaggceg agcagtictg aagtgaaaac agaaggtcta tgcccggaca gigecacaga
481 ggaggaagac actpiggaac tcactgagtt tggtatgeag aatgitgaaa ttectcatct
541 tcctcaagat titgaagttg caaaatataa caccitggag aaagiggeas tggaggpagg
601 ccaggaagct gtggtggteg agottcagtg ticgcgggac tecagggact gectitect
661 gatatcctca cacttcctoe tggatgatgg catggagact agaagacagt tigetataaa
721 gaaaacctct gaagatgcaa gtgaatactt tgaaaattac attgaagaac tgaagaaaca
781 aggatticta ctaagagaac atttcacacc tgaagcaace caattageat ctgaacaatt
841 gcaageattg ctitigpagg aagtcatgaa ttcaageact ctgagccaag aggtgagepa
901 utagtagag atgatttggg cagaggocct gggecacclg gaacacatge tictcaagee
961 agtgaacagp attagcctca acgatgtgag caaggcagag gggattctee tictagtaaa
1021 gpcageactg aaaaatggag aaacagcaga geaattpcaa aagatgatga cagagitita
1081 cagactgata cctcacaaag geacaaigoc caaagaagtg aaccigggac tattggctaa
1141 gaaagcagac ctctgccage taataagaga catggttaat gtetgtgaaa ctaatitgtc
- 1201 caaacccaac ccaccatcee tggecaaata cogagetitg aggigeaaaa ttgapcatgt
1261 tgaacagaat actgaagaat tictcaggpt tagaaaagag gitftgcaga atcatcacag
1321 taagagceca gtggatgict tgcagatatt tagagttgge agagigaatpg aaaccacaga
1381 gtttttgage aaaciiggta atgigaggcee ctigttgeat ggtictectg tacaaaacat
1441 cgtgggaatc tgtglogag gattgotiit accoanagta gtggaagate giggigtgea
1501 aagaacagac gtcggaaacc ttggaagigp patitatitc agtgaticge tcagtacaag
1561 tatcaagtac tcacaccogg gagagacaga tggeaccaga ctectgetca titgtgacgt
1621 agcectegea aagtgtatge acttacatga gaaggacttt tecttaactg aageaccace
1681 aggetacgac agtgtgcatg gagtitcaca aacagectct gicaccacag actitgagga
1741 tgatgaattt gtigtctata aaaccaafca ggttaaaatg aaatatatia ttaaatitic
1801 catgeetgga gatcagataa agpactitca tcotagtgat catactgaat tagaggaata
1861 cagacctgag ttttcaaatt titcaaaggt tgaagattac cagitaccag atgccaaaac
1921 ticcagcage accaaggecg gectecagga tgotictggp aacttggtic cieiggagpa
1981 tgtccacatc aaagggagaa tcatagacac tgtageccag gteattgtit ticagacata
2041 cacaaataaa agtcacgtge ccaltgagge aaaatatate tiiceitigg atgacaagge
2101 cgetgtgtpt gecticgaag cottcatcaa tgggaageac atagttggag agattasaga
2161 gaaggaagaa goccageaag agtacctaga agecgtgace cagggecatg gegettacet
2221 gatgagtcag gatgetcogg acgtititac tgtaaptgit ggaaacttac cecctaagge
2281 taaggtictt atagaaatta cctacatcac agaactcage atecigggea cigtigptgt
2341 ctitttcatg ccogecaccg tageaccetg geaacaggac aaggetiiga atgaaaacct
2401 tcaggataca ptagagaaga ttigtataaa agnaatagga acasagcaaa gotictetit
2461 gactatgtct attgagatge cgtacgtgat tgaattcatt ticagtgata cteatgaact
2521 gaaacaaaag cgcacagact geaaagetpt cattageace atggaaggea getecttaga
2581 cagcagtgea (titctetee acatoggttt gtetgetgece tatcteccaa gaatgtgpgt
2641 tgaaaaacat ccagaaaaag aaagcgagge tigcatpett gietticaac cegatetega
2701 tgtegacctc cctgacciag ccaatgagag cgaagtgatt atttgicttg actgciccag
2761 ttccatggag getptgacat tettgecaage caaggaaatc gecttgeaty cgetgtoctt



2821 gptggptgag aagcagaaag taaatatgtmc%agttcggc acaggttaca aggagctatt
2881 ticgtatect aageatatca caagceaatac cgeggeagea gaglicatea tgtetpecac
294) acctaccatg gggaacacag actictggaa aacactccga tatcttaget tattgtacee
3001 tgetcgagge teacggaaca teotoctggt gictgatggg cacclecagg algagagect
3061 gacattacag ctcgtgaaga ggagecgece geacaccagg ttattcgect geggtategg
3121 ttctacagea aatcgtcacg tettaaggat titgteccag tgtggtgecg gaptatitga -
3181 atatittaat pcaaaatcca agcatagttg gagaaaacag atagaagace aasatgaccag
3241 gctatgtict ccgagttgee actetgtete cgivaaatgg cageaactca atccagatge
3301 pecegaggec ctgeaggeee cageccagpt gocateettg ttcgeaaty atcgactect
3361 tgtotatgga ttcattcete actgeacaca ggeaactetg tgtgcactaa ttcaagagaa
3421 agaatittgt acaatggtgt cgactactga gettcagaag acaactggaa ctatgatcca
3481 caagctggea gecegagetc taatcagaga ttatgaapgat ggeattctic acgaasatga
3541 aaccagtcat gagaigaaaa aacaaacctt gaaatcictg attattaaac tcagtaaaga
3601 aaactcictc ataacacaat ttacaagcit tgtggoagtt gagaaaagpg atgapaatga
3661 gtcacctttt cotgatattc caaaagittc tgaactiatt geccaaagaag atgtagactt
3721 cetgecctac atgagetgge agggpgaace ccaagaagec gicaggaace agtetettit
3781 agceatcctct gagtggecag aattacgttt aiccaaacga aaacatagga aaattccatt
3841 ttccaaaaga aaaatggaat tatctcagec agaagtitct gaagattitg aagaggatge
3901 cttaggteta ctaccagett tcacatcaaa titggaacgt ggacgiptpp aaaagctatt
3961 ggatttaagt tggacagagt catgtaaacc aacagcaact gaaccactat ttaagaaagt
4021 cagtccatgg gaaacaicta ctictagett tittcctatt ttggctecgg cogtiggtic
4081 ctatcttacc cegactacce gogetcacag teetgetice tigteitttg cetcatateg
4141 teaggtagct agttteggtt cagetgetec teecagacag titgatgeat cteaattcag

4201 ccaaggeoct gtgectggea cttgtgetga ctggatecca cagieggegt ctigicecac

4261 aggacctcee cagaacceac ctictgeace clattgtgge atigttittt caggpagcetc

4321 attaagcetct geacagiotg ctecactgoa acatcetgga ggetitacta ccaggectic
4381 tgotggeace ttecotgage tggatictoc coagettoat tictetettc ctacagacce

4441 tgatcccate agaggtiity ggicttatca tecctetget tacteteott ticattitca

4501 accticcgea gectettiga ctgecaacct taggetgeca atggectetg ctitacctga
4561 ggetctttge agtcagtcoc pactaceee agtagatete tgtetictag aagaatcagt
4621 aggcagtctc gaaggaagte gatgtcotgt citgetttt caaagtictg acacagaaag
4681 tgatgagcta tcagaagtac ttcaagacag cigctttita canataaaat gtgatacaaa
4741 agatgacagt atccegtget tictggaagt aasagaagag gatgraatag tgtgcacaca
4801 acactggcag gatgetgtge cttggacaga actcctcagt ctacagacag aggatggott
4861 ctggaaactt acaccagaac tgggactiat attaaatctt aatacanatg gittgcacag
4921 ctiicttaaa caaaaapgea ttcaatetct aggtgtanaa ggaagagaat gtetectgga
4981 cctaattgee acaatgetgg tactacagtt tattcgeace agptiggaaa aagagggaat
5041 agtgttcaaa tcactgaiga aaatpgatga coctictatt tccaggaata ticcotggge
5101 tutgaggcea ataaagcaag caagtgaatg ggtangaaga actgaaggac agtacccate
5161 tatctgecca cggotigaac tggegaacga ctgggactct gocaccaage agttgetgpe
5221 actccagece ataagcaotg tgteccctet tcatagagtc ctecattaca gtcaaggeta
5281 agtcaaatga aactgaattt taaactttit geatgetict atgtagaaaa taatcaaatg
5341 ataaragata cttataatga aacttcatta aggittcait cagigtagea attactgtet

5401 ttaaaaatta agtggaagaa gaattactit aatcaactaa caagcaatan tanaatgaaa
5461 cttaaaat
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Figwr 10

1 ctagnatica gegpecgetg aatictagge ggCECERCEE CBACERABCR COERCRECEE

61 cagggcgaga geattaaaty aaagcaaaag agitaataat ggcaacacgg ciccagaaga
121 ctettccect gecaagaaaa cicgtagatg ccagagacag gagtcgaaaa agatgectgt
181 gpctggagga aaagctaata aggacaggac agaagacaag caagatggta tgccaggaag
241 greatgggec agcaaaaggg tetctgaate tgtgaaggee ttgctpttaa agggcasage
301 tcetgtggac ccagagtgta capccaaggt ggggaagget catgigtatt gtgaaggaaa
361 tgatgtctat gatgtcatge taaatcagac caatctecag ticaacaaca acaagtacta
421 tctgattcag ctattagaag atgatgcoca gaggaactic agtgtitgga tgapatggeg
4381 ccgagitggg aaaatggpac ageacageet ggtggotigt tcaggeaate tcaacaagge
54] caaggaaatc titcagaaga aattccttga caaaacgaaa aacaatiggg aagatcgaga
601 aaagittgag aaggtgectg gaaaatatga tatgctacag atggactatg ccaccaatac
661 tcaggatgaa gaggaaacaa aanaagagga atcicttaaa tetcecttga agecagagte
721 acagctagat cttcgggtac aggagtiaat aaagtigatc tgtaatgtic aggecatgga
781 agaaatgatg atggaaatga agtataatac caagaaagcc ccacttggga agetgacagt
841 ggcacaaatc aaggcaggtt accagtctet taagaagatt gaggattgia tteggaetgg
901 ccagcatgga cgagcetctca tggaagceatg caatgaattc tacaccagga ticcgeatga
961 ctttgpactc cgtactecte cactaateeg gacacagaag gaactgicag aaaaaataca
1021 attactagag pctitgggag acatigaaat tgctattaag ctggtgaaaa cagagetaca
1081 aagcceagaa caccoattgg accaacacta tagaaaccta catigtgoct tgegececct
1141 tgaccatgaa agttacgagt tcaaagtgat ticccagtac ctacaatcta cccatgetce
1201 cacacacage gactatacca tgacctiget ggattigiit gaagtggaga aggatggtga
1261 gaaagaagcc ttcagagagg accticataa caggatgett ctatggeatg gticcaggat
1321 gagtaactgg gteggaatct tgagecatgg gettegaalt goccaccetg aageteccat
1381 cacaggttac atgtitggga aaggaatcta ctitgetgac atgtcttcca agagtgecaa
1441 ttactgettt gectotcgeo taaagaatac aggactgetg cicttatcag aggtagetct
1501 aggicagtgt aatgaactac tagaggecaa tcctaaggee gaaggattge ticaaggtaa
1561 acatagcacc aaggggctgg geaagatgge toccagitct geccacttcg teacceigaa
1621 tgggagtaca gigecattag gaccagceaag tgacacagga atictgaate cagatggtta
1681 taccetcaac tacaatgaat atattgtata taaccccaac caggtecgta tgeggtacct

1741 tttaaaggtt cagtitaatt tecttcagcet gtgptgaatg tigatctiaa atasaccaga
1801 gatctgatct tcaagcaaga aaataageag tgitgtactt gtgaattttg tgatattita

_ 1861 igtaatanaa actgtacagg tclaasadan aa222a3ada 4222223283
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Figur 11 1372

1 tgggactggt cgectgacte ggectgeces agectetget teaccecact ggtggocaaa
61 tagccgatgt ctaatccoce acacaagetc atccecggee tetgggattg ttgggaattc
121 tetcectaat tcacgectga ggcteatgga gagtigetag acctgggact geeetgggag
181 gegeacacaa ccaggeeggg tggeagecag gacctetece atgtecctge tittottgge
241 catggctcca aagccgaage cotgggtaca gactgaggpc colgagaaga agaaggpccg
301 gcaggcagpa agggaggagg acceoticeg ciccaccget gaggecetea aggecatace
36] cgcagagaag cgcataatcc gogtggatee aacatgicea clcageagea acceegggac
421 ccaggtgtat gaggactaca actgcaccct gaaccagace aacatcgaga acaacaacaa
431 caagttctac atcatccage tgetccaaga cageaaccge tteticacct getggaaceg
541 ctgggecegt gtgggagagg teggecagtc aaagatcaac cacttcacaa ggotagaaga
601 tgcaaagaag gactttpaga agaaatttcg ggaaaagace aagaacaact gggeagageg
661 ggaccactit gtgtcteace cgggoaagta cacactialc gaagtacagg cagaggatga
721 ggeccaggaa golgtggiga aggtggacag aggeccagly aggactglga claagegget
781 geageectge teectgpace cagecacgea gaagetcate actaacatct tcagcaagga
841 gatgttcaag aacaccatgg ccetcatgga coiggatglg aagaagatge coctgggaaa
901 getgagcaag caacagattg cacgpgpitt cgaggocttg gaggegetgg aggaggeect
961 gaaaggcecce acggatggtg gecaagect ggaggagety tecteacact ttacacegt
1021 catecegeac aacttcggee acagecagee cocgeccate aatteceetg agettetgea
1081 ggrcaagaag gacatgetge tgptgetgec ggacategag ctggeccagg coctgeagge
1141 agtctctgag caggagaaga cggtggagga getgecacac cecetggace gagactacca
1201 gettctcaag tgccagetge agetgetaga ctetggagoa cetgagtaca aggtgataca
1261 gacctactta gaacagactg gcagcaacca caggtgecct acacticaac acatctggaa
1321 agtaaaccaa gaaggggagg aagacagalt ccaggeccac tccaaactgg glaatcggaa
1381 gotgetgtgg catggcacca acatggeogt ggtggccgee ateetcacta gtgggeiceg
1441 catcatgccea cattctggty ggogtpttge caagggoatc tactitgect cagagaacag
1501 caagtcagct geatatgtta tiggcatgaa gigtggggoe caccaigicg getacatgit
1561 cctgggtgag gtggeoctgg geagagagea coatatcaac acggacaace ccagetigaa
1621 gagcccacct cotggeticg acagtgteat tgcccgagge cacaccgage ctgatcegac
1681 ccaggacact gagiiggage tggatggoca geangtgglg gtgccccagg gecagootgt
1741 geectgeccea gagttcagea getecacatt cteccagage gagtacctca tetaccagga
1801 gagccagtgt cgeotgegot acctgetgga ggtecaccic tgagtgeceg cectgtecce
1861 cpgggtectg caaggetgga ctgtgatett caatcatcct geccatetet ggtaccecta
1921 tatcactcot titittcaag aatacaatac gtigtigtia actatagtca ccatgotgta
1981 caagatcect gaacttatge ctcctaactg aaattitgta ttctitgaca catctgecca
2041 gtceetetee teccagecca tggtaaccag catttgactc titactigta taagggeage
2101 uttataggt tccacatgta agtgagatca tgcagtgtit gtotttetgt gectggetta
2161 tttcactcag cataatgtge accgggtica cccatgitit cataaatgac aagatticet
2221 cctttagaas aananaansa aaaaaasana aaaassaa’a aaa



Figur 12

1 cgaagatggce ggrgtegegt
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cgcggeacyq
gatcocegga
tcgeegeege
acccagoogy
catcttccte
ttagcagcac
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tcecogtggte
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tecatectec
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cctacgggaa
ggacgeggea
cgotgeaggt
ccacgoetegt
tgaggttgtg
ctatacacct
geagcacgga
agatectica
tgctaggagt
ccatgcaagt
tcgaatagtt
acttgtgect
aaagcatgga
tgcttocaag
gttagtcaac
gagattgact
agctaaagtt
tgaaacagca
attgttactt
gcatgttgca
caagatgaat
ccacctgcag
acaaggcttc
ttacggctct
tgaagcagtg
ttaatqgtga
tcaacatgaa
ctaaagctgy
gagacttaga
acctatacgt
ggaaactgty
gcattecacy
gotacaccac
tgoctgttea
caatgtggoy
tgaaatctge
aaatacacct
ggatgetget
taccccagag
ggcagcagge
taatgcccag
tgacatagcg
gtttactcee
agcgcatggt
aacagctgac
ctgttttaaa
ctcoctgoote
cgtaggagga
agttgoetggt
tegggatate
agagttgaaa
agaaagactc
tecagggaacy
agagatgcaa
cagatacaat
ceaccgacag
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cgeteteage
gcgecegeege
geetetecca
ccggaggyey
ggtaccaget
ccagoggtit
aacaattecac
cetggatega
gggeetggag
ctgcetggagg
aacgtaaaty
tttggaagga
gatgatggag
agtectgttat
ctgcatgaag
goetgacecaa
gcaaaagctyg
ggtaatgaag
gatgggcgaa
cagecttette
cttcataatyg
gcettgtgtta
aaccgtgtag
tgcecatggea
tatgaattta
aaaaaaacac
ctgeactgty
agaaaaggag
goecgaaagay
gcactggaca
acctgoegee
acagcageac
gaccecteca
cagcagattc
tcttgagacy
gagtacacct
agacttggaa
gggeeggeat
acttoctgaty
aagceaacttt
cccettacact
ggtaccgaty
tatggacact
gacttatgga
aagetccttt
ttggatttgy
ttgttggatg
aatatcaact
tataataacc
gacaaggytg
gctttattga
ctocatgaag
gcagaceoca
gatatcagag
ccteaggeta
tcggotgeca
gectccaatg
cttgacatga
tttgaaacag
gaaataggca
ttaggtggac
attttgcergg
agtactatte
gtcattcogaa
aaggaagtgt

atcatcacca
cgoccacctoe
cggecagegg
atggcagtcg
gttgeagtac
ctacttcate
cgtogtecte
gcttggogga
cagcaggace
cctgtcgcaa
caaaggacat
aggatgttgt
gtctoatecee
tgtgecaagg
ctgctattaa
acattcggaa
tccttacagy
aaaaactaat
agtogactee
ttcagcatgy
catgttcata
atgccatgga
aagtctgetc
aaagtgetgt
aaggtcatte
tcgctetaga
ctgtggeete
caaatgttaa
cceataatga
cccttggtea
tectgetgag
agatgggcaa
tcatctectt
tgagtggtca
ggaagattta
atacgtactt
actgtgaage
tccacgeect
ttgattatcg
geagectetea
togeagcagqy
tccatgocaa
atgaggtggc
aatttaccco
taaaacatgy
taaaggaagy
ctgccaagaa
gcagagacac
tggaagtage
gtttaattce
taaaatacaa
cagcocagaa
ccatgaagaa
ctttgctgat
ctgtagtyag
goagcataga
caggggatgy
atatcagcoca
aacagattac
teaatgeata
aacaaggcac
atcttgetce
gagaacacag
ttcaaaaagt

ctgaggagaa

ccatcatcaa
teccccacte
cotygeceoe
ggatceogeee
caccagoaca
tgcogotggg
ttettoeceeg
gagcccogag
taggacaggy
tggggacgtg
ggccggoegg
agaacactta
gcttcataat
agctgatcoca
agggaagakc
cactgatagg
tgaatacaag
gactttactg
tttacatcta
tgetgacgtt
tggacattat
teotetggeag
tttgttactt
ggatatggct
tttactacaa
aatcattaat
tctgcatcec
tgaaaaaaat
tgtcatggaa
gactgetitg
ttacggctct
tgaagcagtg
acaaggctte
ttcgtagata
gaaggaaatc
ctgatgttga
aactttgcag
tacacttege
actcttagag
aaatgtgaat
ctacaaccge
agacaagggt
tgagctitta
tctoccatgaa
ageagateca
agacacagat
gggctgortg
ccagggcaga
tgaatatctt
tottcataat
cacgtgtgta
aggaaggacyg
ccaggaaggc
agatgcratg
tgeotetety
caacctcact
cgcegeggga
atttctaaaa
actagatgtg
tgggcacege
caatcecttat
agaagataaa
agatggtggt
tgtcaacaag
tcacaaccat

caacagctec
agecetggee
ttecgeetece
gacaggccec
atctgtaccg
gtogotecca
acttcttect
geggeeggag
gtoccageag
tccogggtaa
aagtcttete
ctacagatyag
gectgttett
aatgccagygg
gatgtgtgea
aaatcagoce
aaagacgaac
actectetaa
gragegggct
catgcaaaay
gaagtcacag
tttactocac
agccatggceyg
ccaactorogg
goagccagayg
ttcaaacaac
aaacgtaaac
aadgattteca
gttotgeata
catagagceg
gaccootoca
cageagatte
acagcagcac
gtgatcattc
tatccagcat
ttatcgacte
ctctcaaaat
agcaggetac
gcatctaaag
tgtagagact
gtgtctgttg
ggcttggtge
gtaaggeatg
geagcageta
actaaaaaga
attcaggact
gcaagagtge
aattcaacee
ctagagcatg
gcggcatctt
aatgcaacag
cagctgtgeg
cagacgecte
¢CCoCRgagg
atctceaccag
ggecctttag
acagaaagga
agecttggoe
ttggctgata
cacabdattaa
ttgactttte
gaatatcagt
aatgctggog
aagttgaggg
cacaatgage
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9
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Figur 13

1 cgegeegect cgetagecga aacctgeeca geoggtgeee gEecactgeg cacgegeges

61 acgacgtcac gtgegetece ggggctggac ggagetggca ggaggggoct tgecagetic
121 cgeegoegeg tegtttcagg acceggacgg cggattcgeg clgectccge Cgeegeggss
181 cagecggage goagggagee cagegagegy cgopegtgss CEoggccaly ggactgegee
241 ggatccggtg acageaggga gocaagegee cogggeccty agegegtett clecgepees
301 cctegececte ctgetegegg gpecggggct cotgeteegg ttgetggoge tgtigetgge
361 tgtgguggcg gecaggatoa tgioggateg COECtECRCe EECR8EEgag CEgocigege
421 gagegeegeg BCCEABECCE tERAgCCEEe cgoccgagag ciglicgagg cgtgecgean
481 cggggacgtg gaacgagtca agaggclggt gacgectgag aaggigaaca gocgegacac
541 ggcgggeagg aaatccacce cgetgeactt cgecgeaggt tttgggegga aagacgtagt
601 tgaatatitg cticagaatg gtgcaaatgt ccaagcacgt gatgatgggg gecttattce
661 tcticataat geatgetctt tiggtcatge tgaagtaptc aatctcettt tgegacatpg

721 tgcagaccec aatgetcgag ataattggaa ttatactect clccatgaag ctgcaattaa

781 aggaaagatt gatgtitgca ttptgctglt acageatgga getgagecaa ccatccgaaa

841 tacagatgga aggacagcat tggatitage agatccatct gecaaageag tgcitactgg
901 tgaatataag anagatgaac tcttagaaag tpecaggagt ggcaatgaag aaaaaatgat
961 ggcetetactc acaccattaa atgtcaactg ccacgeaagt galggoagaa agicaacice
1021 attacattig gcagcaggat ataacagagt aaagatigta cagcetgttac tgcaacatgg
1081 agctgatgtc catgetaaag ataaaggtga tetgptacea ttacacaatg cetgttctta
1141 tgetcattat gaagtaactg aacttitggt caageatggt goctgtgtaa atgeaatgga
1201 ctigtggcaa ticactccte ttcatgagge agetictaag aacagggtig aagtatgttc
1261 fcttctctta agttatgptg cagacccaac actgetcaat tgtcacaata aaagtgetat
1321 agacttggcet cccacaccac agitaaaaga aagattagea tatgaattta aagpccactc
1381 gttgctgeaa gotgeacgag aagetgatgt tactcgaatc anaaaacate tetctctgga
1441 aatggtgaat ttcaagcatc cicaaacaca tgasacagea ttgeattptg ctgotgeate
1501 tccatatcce aaaagaaage aaatatgiga actgtigeta agaaaaggag caaacatcaa
1561 tgaaaagact aaagaattct tgactcctet geacgtggea tetgagaaag cteataatga
1621 tgttgitgaa glagtpgtga aacatgange aaagpttaat gotctggata atcliggtca
1681 gacttctcta cacagagetg catatigigg tcatctacaa acctgecgee tactectgag
1741 ctatgggtgt gatcotaaca ttatatcoct toagggettt actgetitac agalgggaaa

1801 tgaaaatgia cagcaactce tccaagaggg tatctcatia ggtaattcag aggeagacag
1861 acaattgetg gaapetgeaa aggctggapa tgtegaaact gtanaasaac tgtptactgt
1921 tcagagtgtc aactgeagag acattgaagg gogicagict acaccactic attitgeage
1981 tgggtataac agagtgtceg tggtpgaata tetgetacag catggagetg atgtgeatge
2041 taaagataaa ggaggecoltg taccittgea caatgeatgt tottatggac attatgaagt
2101 tgeagaactt ctigttaaac atggagcagt agtiaatgta getgatitat ggaaatttac
2161 accittacat gaagcageag caaaaggaaa atatgaaaft tgoaaactte tgctccagea
2221 tggtgeagac cotacanaaa aaaacaggga tggaaatact colttggate tigitaaaga
2281 tpgagataca gatattcaag atctgettag gggagatgea getttgetag atgetgecaa
2341 gaaggettgt ttagccagag tgaagaagtt glottctect gataatgtaa attgeegega
2401 tacccaagpce agacattcaa cacctttaca tttagcaget ggitataata atttagaagt

2461 tgcagagtat tigttacaac acggagetga tgtgaatgee caagacaaag gaggacttat
2521 tcctitacat aatgcagceat ctiacggpca tgtagatgta geagetctac taatasagia
2581 taatgcatgt gtcaatgeca cggacaaatg gectiicaca cotttgeacg aageagecca
2641 aaagggacga acacagotit gtgctitgit getageccat ggagetgace cgactcitaa
2701 aaatcaggaa gpacaaacac ctttagattt agtitcagca gatgatgtca gegetetict
2761 gacagcagcce atgeccccat ctgetetgoe clettgttac aagectcaag tpctcaatgg
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2821 tgtgagaagce ccaggageca ctgcagatg%tctcttca ggiccateta geccatcaag
2881 cctttctgea gecageagic ttgacaactt atcigggagt titicagaac tgtcticagt
2941 agttagttca agtggaacag agpptgcttc cagiiiggag aaaaaggagg ticcaggagt
3001 agatittagc ataactcaat tcgtaaggaa tottggactt gagcacctaa tggatatatt
3061 tgagagagaa cagatcactt tggatptatt agitgagatg gggcacaagg agetgaagga
3121 gattggaatc aatgetialg gacataggcea caaactaatt aaaggagtcg agagacttat
3181 ctecggacaa caaggtctta acceatatit aactitgaac accictggta gtggaacaat
3241 tcttatagat ctgtctectg atgataaaga gtttcagtct gtggaggaag agatgcaaag
3301 tacagttcga gagcacagag atggaggtca tgcaggtgga atcticaaca gatacaatat
3361 tctcaagatt cagaaggttt gtaacaagaa actatgggaa agatacacic accggagaaa
3421 agaagtttct gaagaaaacc acaaccatge caatgaacga atgetatite atgggtetce
3481 ttitgtgaat geaattatce acaaaggcett tgatgaaagp catgeptaca taggteetat
3541 gutggagct ggcattiatt ttgetgaaaa ctettccaaa apeaatcaat atgtatatgg
3601 aattggagga gptactgggt gtecagtica caaagacaga tettgttaca titgecacag
3661 geagotgetc tittgeeggg taaccttggg aaagtetite ctgeagttca gtgcaatgaa
3721 aatggcacat tetccteeag gteatcacte agtcactggt aggeccagtg taaatggect
3781 agcattagct gaatatgtta tttacagagg agaacaggct tatcctgagt atttaattac
3841 itaccagatt atgaggcetg aaggtatget cgatggataa atagttatit taagaaacta
3901 attccactga acctaaaatc atcaaagcag cagtggectc tacgttitac tectitgeig
3961 aaaaaaaatc atcttgcoca caggeetgtg geasaaggat aaaaatglga acgaagtita
4021 acatictgac tigataaagc titaataatg tacagigtit fctaaatatt teotgtitet
4081 tcagcacttt aacagatgee attccaggtt aaactggpit gictgtacta aattataaac
4141 agagttaact tgaaccttit atatpttatg cattgattct aacaaactgt aatgecctca
4201 acagaactaa tittactaat acaatactpt gtictitaza acacagcatt tacactgaat
4261 acaatttcat itgtaaaact gtaaataaga getittgtac tageccagta tttatttaca
4321 ttgetttgta atataaatct gitttagaac tgeageggtt tacaaaattt tttcatatgt
4381 attgttcatc tatacticat cttacatcgt catgattgag tgatctttac atitgattce
444 agaggctatg ticagttgtt agtigggaaa gattgagtta tcagatttaa titgecgatg
4501 ggagccttta totgtcatta gaaatctitc teatttaaga acttatgaat atgetgaaga
4561 tttaatttpt gatacctitg tatgtatgag acacattcca aagagetcta actatgatag
4621 gtcctgatta ctaaagaage ttetitactg gecteaattt ctagetitea tgitggaaaa
4681 titictgeag tecttctgte aaaattagag caaagtgete cigtittita gagaaactaa
4741 atcttgotgt tgaacaatta tigtgtictt ttcatggaac ataagtagga tgitaacatt
4801 tccagggtgg paagggtaat cctaaatcat ttcccaatct aftctaatta ceitaaatot
4861 aaaggggaaa aaaaaaatca caaacaggac tggglagitt titatcctaa gtatatttt
4921 tectgttett titacttggt tttattgetp tatttatage caatctatac atcatgggta
4981 aacttaaccc agaactataa aatgtagttg tttcagicee cttcaggect cetgaatggg
5041 caagtgcagt gaaacaggtg cttcctgete ctgggttttc tetecatgat gitatgecca

5101 attggaaata tgctgtcagt ttgtgeacca tatggtgace acgectgtge teagtitgge
5161 agctatagaa ggasatgotg tcccataaaa tgocatcoct afttctaata taacactclt
5221 ttccagpaag catgettaag catcttgita cagagacata catccattat ggettggeaa
5281 totcttitat ttgtigacte tagctcoctt caaagteogag gaaagatctt tactcactia
5341 atgaggacat tccccateac tgtetgtace agttcacctt tatittacgt titattcagt
5401 ctgtaaatfa actggeectt tgeagtaact tgtacataaa gtgctagaaa atcatgticc
5461 tigtcctgag taagagttaa tcagagtaag tgeattictg gagtigttic tgtgatgtaa
5521 attatgatca ttatttaaga agtcaaatce (gatcitgaa gtgottiita tacagotcte

" §58] taataattac aaatatccga aagtcatttc ttggaacaca agtggagtat gecaaattit
5641 atatgaattt ttcagattat ctaagcticc aggtitata attagaagat aatgagagaa
5701 ttaatggget ttatatttac attatctctc aactatgtag cccatattac tcaccctatg

5761 agtgaatctg gaattgettt tcatgtpaaa tcatigtgat ctatgagtit acaatactge
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5821 aaactgtgtt attttatcta aaccattget ta;ts{gz:gtgt gittttccat gaatgaatat

5881 accgtggttc atatgttage atggcageat tticagatag cttttigttt gttggpaagt
5941 tgggattitg ggEpgaggey gagtatiagt acgtigeatg gaatageeta cittataatg

6001 atggpaatge titttchitt gtittgggat ttttititt gangtgaaat ttaactittt
6061 gtgccagtag tactattata cccatetica gtgtettact tgtactptat caaattecat

6121 accctcattt aattcttaat aaaactgtic actigtaasa asaaaaaaaa aaa2aaazaa
6181 aaaaaaaaa
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Figur 14

1 cgecegeeca gecoceggggg cagggaaage ctasattacg gaattaccge gageaaggag
61 cgeggaatcg gggagegice ggagotaget ggatcetcta ggeaggatgg tgatggpaat
121 ctttgeaaat tgtatctict gtttgaaagt gaagtactta cctcageage agaagaaana
181 getacaaact gacattaagg aaaatggcge aaagtttice ttttcgttaa atcctcagtg
241 cacacatata atcttagata atgctgatgt tctgagtcag taccaactga attctatcca
301 aaagaaccac gticatattg caaacccaga {titatatgg aaatctatca gagaaaagag
361 actcttggat gtaaagaatt atgatcctta taagecectg gacatcacac cacctectga
421 tcagaaggoeg agcagitctg aagtgaaaac agaaggtcta tgcccggaca gtgecacaga
481 ggapgaagac actgiggaac tcactgagtt tggtatgcag aatgitgaaa ttccteatet
541 tectcaagat titgaagtig caaaatataa cacctiggag aaagtgggaa tggaggpage
601 ccaggaagct gtpgtegteg agcticagtg ticgegggac teeagggact gtectttect
661 gatatcctea cacticetee tggatgatgg catggagact agaagacagt Hgctataaa
721 gaaaacctct gaagatgeaa gtgaatactt tgaaaattac attgaagaac tgaagaaaca
781 aggatitcta ctaagagaac atttcacacc tgaagcaacc caattagcat ctgaacaatt
841 gcaagcatig ctittggagg aaptcatgaa ttcaageact ctgagccaag aggigagega
901 tttagtagag atgatttggg cagaggeoot gggecacctg gaacacatge tictcaagee
961 agtgaacagg attagcctca acgatgtgag caaggeagag gggatteice tictagtaaa

1021 ggcageactg aaaaatggag aaacagcaga goaattgeaa aagatgatga cagagtitta
1081 cagactgata cctcacaaag geacaatgee caaagaagty aacclgggac tattggetaa
1141 gaaagcagac ctetgecage taataagaga catggitaat gictgigaaa ctaatitgte
1201 caaacccaac ccaccatcee tggccaaata cegagetitg aggtgcaaaa ttgagceatgt
1261 tgaacagaat actgaagaat ttctcagggt tagaaaagag ptttigcaga atcatcacag
1321 taagagccca gtggatgtct tgcagatatt tapagttgge agagtgaatg aaaccacaga
1381 gtittgagc aaactiggta atptgagpcc ctigitgeat ggttetcetg tacaaaacat
1441 cgtggpaatc tigtgtcgag ggt'tgctttt acccaaagta giggaeagatc gtgetetgca
1501 aagaacagac gtoggaaacc ttggaagtgg gattiaftic agtgattcge tcagtacaag
1561 tatcaagtac tcacacccgg gagagacaga tggcaccaga ctectgetea titgtgacgt
1621 agcectogga aagtptatgg acttacatga gaaggactit cecttaactg aageaccace
1681 aggctacgac agtgtgeatg gagittcaca aacagectct gicaccacag actitgagga
1741 tgatgaatit gttgtctata aaaccaatca ggitaasatg aaatatatta ttaaattttc

1801 catgectgga gatcagataa aggacttica tcctagigat catactgaat tagaggaata
1861 cagacctgag ttttcaaatt titcaaaggt tgaagattac cagttaccag atgccaaaac
1921 ttccageage accaaggecg goectecagga tgoctetgpg aacttggtic cictggagea
1981 tgtecacatc aaagggagaa tcatagacac tgtageccag gtoattgtit ticagacata
2041 cacaaataaa agtcacgtge ccatigaggce aaaatatate tticctitpg atgacaagge
2101 cgetgtgtat gecticgaag ccticatcaa tggpaageac atagitggag agattaaaga
2161 gaaggaagaa gocccageaag agtacctaga ageegtgace cagggecatg gegettacct
2221 gatgagtcag gatgctcegg acgtitttac tgtaagtgit ggaaacttac ceoctaaggce
2281 taagptictt ataaaaatta cctacatcac agaactcage atcetgggea ctgitggtgt
2341 ctttttcatg ccogecaccg tageaccotg geaacaggac aaggcetitga atgaaaacct
2401 tcaggataca gtagagaaga (ttgtataaa agaaatagga acaaagcaaa getictottt
2461 gactatgtet attgagatge cgtatgtgat tgaattcatt ttcagtgata cacatgaact
2521 gaaacaaaag cgcacagact goaaagetgt cattagcacc atggaaggca getccttaga
2581 cagcagtgga ttttctetee acatcggttt gtetgetgee tatcteccaa gaatgtggpt
2641 tgaaaaacat ccagaaaaap asagcgaggc ttgeatgett gictitcaac ccgatetega
2701 tgtogaccte cctgacctag ccagtgagag cgaagtgatt attigtcttg actgetccag
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2761 ttccatggag getgtgacat tcttgcaagc?:'o q@aggcaaatc accttgoatg cgetgtoctt
2821 ggtgpatyag aagcagaaag tasatattat ccagttcgge acaggitaca aggagetatt

2881 ttegtatect aageatatca caagcaatac cacggeagea gagttcatea tgicigecac

2941 acctaccatg gggaacacag acttctggaa aacactcega tatcttaget tatigtacec

3001 tgctcgageg tcacggaaca tectootggt gietgatgge cacctceagg atgagagect

3061 gacattacag ctcgtgaaga ggagecgoce geacaccagg ttattegect goggtategg

3121 tctacagea aatcgtcacg tettaaggat titgicccag tgtggtgceg gaptatttga
3181 atattftaat gcaaaatcca ageatagttp gagaaaacag atagaagacc aaatgaccag

3241 getatgtict cogagtigee actetgtete cgtcaaatgg cageaactca atccagatge
3301 geecgaggee ctgeaggeee cageccaggt gecateettg tttcgoaatg atcgactect
3361 tgtotatgga ttcattecte actgeacaca ageaactetg tgtgcactaa ticaagagaa
3421 agaaftttgt acaatggtet cgactactga geticagaag acaaciggaa ctatgatcca
3481 caagctggca goccgagetc taatcagaga ttatgaagat gpcattette acgaaaatga
3541 aaccagtcat gagatgaaaa aacaaacctt gasatctetg attattaaac tcagtanaga

3601 aaactctctc ataacacaat ttacaagctt tgtggcaglt gagaaaaggg atgagaatga
3661 gicgeetitt cotgatattc caaaagittc tgaacttatt gecaaagaag atgtagactt
3721 cctgeectac atgagetgge agggggagec ccaagaagec gtcaggaace agtetottit
3781 agcatectct gagtggecag aattacgttt atccaaacga aaacatagga aaattccatt
3841 ttccaaaaga aaaatggaat tatctcagee agaagittct gaagatitlg aapapgatgg
3901 cttaggtgta ctaccagcett tcacatcaaa titggaacgt ggaggtgigg aaaagoetatt
3961 ggatttaagt tggacagagt catgtasacc aacagcaact gaaccactat ttaagaaagt
4021 cagtccatgg gaaacatcta cttctagett ttttcctatt tiggeteegg cogttggtiic
4081 ctatcttacc ccgactacce gegetcacag tectgettee tigtetiitg cotcatateg
4141 tcaggtagct agtitcggtt cagetgetee tcccagacag titgatgeat cleaattcag
4201 ccaaggccct gtgectggea ctigtgotga ctgpatceca cagteggegt cligtcccac
4261 aggacctcee cagaacocac ctictgeace ctattgtgge attgtetiit cagggagetce
4321 attaagctct geacagtotg ctecactgcea acatectgga ggotttacta ceaggectic
4381 tgctggeacc tteectgage tggatteice coagettcat tictetetic ctacagacce
4441 tgatcocate agaggtitig getettatca teectetget tactetectt ticatittca

4501 accticcgea gectetttga ctgecaacct taggetgeca atggeetetg cittacctga
4561 ggctetitge agtcagtece ggactaccee agtagatete tptctictag aagaatcagt
4621 aggeagtctc gaaggaagtc gatgtoetgt ctitgetitt caaagtictg acacagaaag
4681 tgatgagcta tcagaagtac ttcaagacag ctgettttta caaataaagt ptgatacana
474] agatgacagt atccegtget tictggaatt aaaagaagag gatgaaatag tgtgcacaca
4801 acactggcag gatgetgtge cttggacaga aciectoagt ctacagacag aggaiggett
4861 ctggaaactt acaccagaac tgggactiat attaaatctt aatacaaatg gittgcacag
4921 ctttcttaaa caaaaaggca ticaatctct aggtgtaasa ggaagagaat gictectgga
4981 cctaattgce acaatgetgg tactacagtt tattcgeace aggitggaaa aagagggaat
5041 agtgticaaa tcactgatga aaatggatga coctictatt tccaggaata ticcctggge

- 5101 uttgaggea ataaageaag caagigaatg ggtaagaaga actgaaggac agtacceatc
5161 tatctgecca cggottgaac tggggaacga ctgggactct gecaccaage agtigetgge
5221 actccagece ataageactg tgteccctet teatagagte ctecattaca gicaaggeta
5281 agtcaaatga aactgaattt taaacttttt gcatgcettct atgtagaaaa taatcaaatg
5341 ataatagafa attataatga aacttcatta aggtttcatt cagtgtagea attactgtct

5401 ttaaaaatta agtggaagaa paattactit aatcaactaa caagcaataa taaaatgaaa
5461 citaaaataa aaaaaaaaaa aaaaaaaaan
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