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Sa opisané homolégy poly(ADP-rib6zo)polyme-razy
(PARP), ktoré maji aminokyselinovi sekvenciu, ktord mé
a) funk&ni doménu viazucu NAD" a b) neobsahuje 3peci-
ficky sekventny motiv zinkovych prstov vieobecného
vzorca CX,CX,-HX,C, v ktorom je celoéiselnd hodnota od
28 alebo 30, a radikély X st navzéjom nezévisle akékol'vek
aminokyseliny; a d'alej s uvedené jej funk&né ekvivalenty,
nukleové kyseliny, ktoré ich kéduja; protilatky so 3pecifi-
citou pre novy protein; farmaceutické a génovoterapeutické
kompozicie, ktoré obsahuju tieto produkty; spdsoby analy-
tického urtenia uvedenych proteinov a nukleovych kyselin;
dalej spdsoby identifikdcic efektorov alebo vizbovych
partnerov proteinov; a ticZ nové efektory PARP a spdsoby
ur&enia aktivity takychto efektorov.
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P'oly(ADP-ribézo)-polymerézové gény

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka novych poly(ADP-rib6zo)-polymerazovych
(PARP) génov a proteinov z nich ziskanych; protilatok so $pecifickostou pre nové
proteiny; farmaceutickych a génovo-terapeutickych kompozicii, ktoré tvoria
produkty podfa vynalezu; spdsobov identifikacie efektorov alebo vazobnych
partnerov proteinov podfa vynalezu; sposobov na uréenie aktivity takych efektorov

a ich pouzitia na diagnozy alebo terapiu patologickych stavov.

Doterajsi stav techniky

V roku 1966 Chambon a spolupracovnici objavili 116 kD enzym, ktory bol
v nasledujicich rokoch podrobne charakterizovany a teraz sa nazyva PARP (EC
2.4.2.30) (poly(adenozin-5'-difosforib6zo)-polymeraza), PARS (poly(adenozin-5'-
difosforib6zo)-syntaza) alebo ADPRT (adenozin-5'-difosforib6zo-transferaza).
Vrastlinnej risi (Arabidopsis thaliana) sa objavila 72kD (637-aminokyselinova)
PARP v roku 1995 (Lepiniec L. et al., FEBS Lett 1995; 364(2): 103-8). Nebolo
jasné, &i tato kratsia forma PARP je individualitou $pecifickou pre rastliny alebo
artefaktom (,splice” variantom alebo podobne). 116 kD PARP enzym bol doposial
jedinecny pre zvierata a cloveka vzhladom na svoju aktivitu, ktora je opisana

nizsie. Dalej sa kvdli jednoznagnosti oznaéuje ako PARP1.

Zda sa, Ze primarnou fyziologickou funkciou PARP1 je jej zapojenie do
komplexného opravného mechanizmu, ktory sa vyvinul v bunkiach na opravu
poruSenych vidken DNA. NavySe sa zda, Ze primama bunkova odozva na
prerusenie viakna DNA spociva v syntéze poly(ADP-ribozy) z NAD* katalyzovanej
pomocou PARP1 (De Murcia, G. et al. (1994) TIBS, 19, 172).

PARP1 ma modulérnu molekulovd Strukturu. Doposial boli identifikované tri
hlavné funkcné prvky: N-koncova 46 kD doména viaZuca DNA: stredova 22 kD
automodifikatna doména, na ktorti sa pripaja poly(ADP-rib6za), pricom aktivita
enzymu PARP1 klesa s rasttcou elongaciou; a C-koncova 54 kD doména viaZuca

NAD". V automodifikaénej doméne sa nasla oblast leucinového zipsu, co indikuje
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mozné interakcie protein-protein, len v PARP z drozofily. VSetky doposial zname

PARP su pravdepodobne aktivhe ako homodiméry.

Vysoky stupefi organizacie molekuly sa odraza v silnej konzervacii amino-
kyselinovej sekvencie. Takto sa zistila 62 % konzervacia aminokyselinovej
sekvencie pre PARP1 z ludi, mysi, dobytka a kurciat. Existuja vacsie Struktarne
diferencie oproti PARP z drozofily. Jednotlivé domény samotné zase maju klastre
zvySenej konzervacie. Region viaZuci DNA takto obsahuje dva takzvané zinkové
prsty ako subdomény (obsahuijtice motivy typu CX2CXzs0HX2C), ktoré su zapojené
do Zn**-zavislého rozpoznavania preruseni jednoduchych vlaken DNA alebo
previsov jednoviaknovej DNA (napr. na koncoch chromozémov, teloméry). C-
koncova katalyticka doména obsahuje blok asi 50 aminokyselin (zvySky 859-908),
ktora je na asi 100 % konzervovana medzi stavovcami (,podpis“ PARP). Tento blok
viaZe prirodzeny substrat NAD* a tym riadi syntézu poly(ADP-ribézy) (de Murcia,
loc.cit.). V tomto bloku je charakteristicky pre PARP najma motiv GX;GKG.

Priazniva funkcia opisana vyssie je v kontraste s patologickou pri pocetnych
chorobach (mrtvica, infarkt myokardu, sepsa, atd.). PARP je zapojena do umierania
buniek v ddsledku ischémie mozgu (Choi, D. W., (1997) Nature Medicine, 3, 10,
1073), myokardu (Zingarelli, B., et al. (1997), Cardiovascular Research, 36, 205) a
oka (Lam, T. T. (1997), Res. Comm. in Molecular Pathology and Pharmacology,
95, 3, 241). Aktivacia PARP indukovana zapalovymi mediatormi bola pozorovana
aj pri septickom Soku (Szabo, C., et al. (1997), Journal of Clinical Investigation,
100, 3, 723). V tychto pripadoch je aktivdacia PARP sprevadzana rozsiahlou
spotrebou NAD®. KedZe na biosyntézu jedného mélu NAD" sa spotrebuiju Styri moly

ATP, energeticka zasoba bunky drasticky klesa. Désledkom je smrt bunky.

Inhibitormi PARP1 opisanymi vo vysSie uvedenej odbornej literature su
nikotinamid a 3-aminobenzamid. 3,4-Dihydro-5-[4-(1-piperidinyl)butoxy]-1(2H)-izo-
chinolén publikoval Takahashi, K., et al. (1997), Journal of Cerebral Blood Flow
and Metabolism 17, 1137. DalSie inhibitory st opisané naprikiad v Banasik, M., et
al. (1992) J. Biol. Chem., 267, 3, 1569 a Griffin, R. J., et al. (1995), Anti-Cancer
Dru'g Design, 10, 507.
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Medzi vysokomolekulovych védzobnych partnerov opisanych pre [ludsky
PARP1 patri bazovo excizno opravny (BER — base excision repair) protein XRCC1
(X-ray repair cross-complementing 1), ktory sa viaZze cez motiv zinkovych prstov a
modul BRCT (C-koniec BRCA1) (aminokyseliny 372-524) (Masson, M., et al,
(1998) Molecular and Cellular Biology, 18, 6, 3563).

Podstata vynalezu

Ciefom predloZzeného vynalezu, vzhladom na rozliéné fyziologické a
patologické funkcie PARP, je poskytnut nové homology PARP. Dévodom toho je,
Ze poskytnutie homologickych PARP by bolo osobitne ddlezité pre vyvoj novych
ciefov pre lieCiva a nové lieCiva, aby sa zlepSila diagnostika a/alebo terapia
patologickych stavov, v ktorych hraju tdlohu PARP, homolégy PARP alebo latky od
nich odvodené.

Zistili sme, Ze tento ciel sa dosahuje homologmi PARP, s vyhodou odvode-
nymi od ¢loveka a inych cicavcov, majucimi aminokyselinovi sekvenciu, ktora ma

a) funkéni doménu viaZucu NAD®, tj. sekvenciu ,podpisu* PARP

majlcu charakteristicky motiv GX;GKG;
a

b) najmd v regione sekvencie N-konca, tj. v regiéne prvych 200,
napriklad vregione prvych 100 N-koncovych aminokyselin, Ziadne motivy

sekvencie zinkovych prstov PARP vSeobecného vzorca
CXoCXHX2C,
v ktorom

m je celociselna hodnota od 28 alebo 30 a radikaly X s navzajom nezavisle

akoukolvek aminokyselinou;
a ich funkcnymi ekvivalentmi.
KedZze molekuly PARP podfa vynalezu predstavuji najmd funkcné

homolégy, prirodzene maju aj aktivitu syntézy poly(ADP-rib6zy). Doména viazania

NAD v zasade zodpoveda tejto aktivite a nachadza sa na C konci.
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Teda zasadnou charakteristikou PARP podla vynalezu je pritomnost
funkénej domény viaZucej NAD" (podpis PARP), ktora sa nachadza v C-koncovom
regione aminokyselinovej sekvencie (tj. priblizne v regiéne poslednych 400,
napriklad poslednych 350 alebo 300 C-koncovych aminokyselin) v kombinacii s N-
koncovou sekvenciou, ktora nema Ziadne motivy zinkovych prstov. KedZe motivy
zinkovych prstov v znamych PARP pravdepodobne prispievaju k rozpoznavaniu
pretrhnuti DNA, treba predpokladat, Ze proteiny podra vynalezu neinteraguju s
DNA, alebo tak robia inym spdsobom. Vhodnymi biochemickymi testami bolo
ukazané, Zze PARP2 podfa vynalezu mozno aktivovat ,aktivovanou DNA® (t.. DNA
po obmedzenom postiepeni pomocou DNazyl). Na zaklade tohto bolo dalej
konstatované, Ze PARP2 podla vynalezu ma vlastnosti viazania DNA. Avsak
mechanizmus viazania DNA a aktivacie enzymu medzi PARP podfa vynalezu a
PARP1 sa liSi. Jej viazanie DNA a aktivacia enzymu je, ako uz bolo spomenuté,
sprostredkovana charakteristickym motivom zinkovych prstov. V PARP podla
vynalezu nie su pritomné Ziadne také motivy. Tieto viastnosti su pravdepodobne
sprostredkované kladne nabitymi aminokyselinami v N-koncovom regione PARP
podla vynalezu. KedZe ,aktivovana DNA" (tj. napriklad DNA po obmedzenom
posobeni DNazyl) ma velky pocet defektov (prerusenia jednoduchych viaken,
medzery v jednoduchych vidknach, previsy jednoduchych vidken, prerusenia
dvojitych vlaken atd.), je moZné, Ze hoci PARP1 a PARP podfa vynalezu su
aktivované tou istou ,aktivovanou DNA®, je to aktivacia inymi subpopulaciami
defektov (napr. medzery v jednoduchych vlaknach namiesto preruseni

jednoduchych vlaken).

Funkéna doména viazania NAD" (t.j. katalyticka doména) viaZe substrat pre
syntézu poly-(ADP-ribozy). V sulade so znamymi PARP sa tu nachadza najmi
sekvenény motiv GX'X*X°GKG, v ktorom G je glycin, K je lyzin a X', X? a X® su
navzajom nezavisle akékolvek aminokyseliny. Ako je vSak prekvapuijlico ukazané,
porovnanie aminokyselinovych sekvencii domén viaZucich NAD* molekal PARP
podla vyndlezu so skor publikovanou fudskou PARP1 ukazalo, Ze sekvencie podfa

vynalezu sa vyrazne li§ia od znamej sekvencie pre doménu viaZucu NAD".

Skupina molekul PARP, ktora je vyhodna podfa vynalezu, ma s vyhodou

nasledujucich niekolko spoloénych sekvencnych motivov v katalytickej doméne:
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PX.(S/T)GX3sGKGIYFA (sekvencia €. 11), najma
(SIMXGLR(INV)XPXA(S/T)GX;GKGIYFA (sekvencia €. 12), s vyhodou
LLWHG(S/MXAL(S/HXGLR(IV)XPX(S/T)GX3GKGIYFAX;SKSAXY

(sekvencia ¢. 13)

v ktorej (S/T) popisuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie S
alebo T, (I/VV) popisuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie | alebo V, n
je celociselna hodnota od 1 do 5 a radikaly X s navzajom nezavisle akékofvek

aminokyseliny. Posledny motiv sa oznacuje aj ako motiv ,podpisu PARP".

V PARP podrfa vynalezu je s vyhodou pritomna aj automodifikaéna doména.
Mb6Ze sa nachadzat napriklad v regione od asi 100 do 200 aminokyselin pred N-

koncom domény viaZucej NAD".

Homoloégy PARP podfa vynalezu mézu dalej obsahovat smerom k N-koncu
od domény viazucej NAD" (t.j. asi 30 aZ asi 80 aminokyselin bliz§ie k N koncu)
leucinovy zipsovy sekvencny motiv vSeobecného vzorca

(LIV)XeLXsLXsL (sekvencia €. 14),

v ktorej

(L/V) predstavuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie L alebo V
a radikaly X s navzajom nezavisle akékofvek aminokyseliny. Leucinové zipsové
motivy pozorované podfa vynalezu sa vyrazne odliSuja v polohe od motivov
opisanych pre PARP z drozofily. Leucinové zipsy mozu viest k homodimérom (dve
molekuly PARP) alebo heterodimérom (jedna molekula PARP s naviazanym

partnerom lisiacim sa od nej).

Homolégy PARP podfa vynalezu s vyhodou dalej obsahuji smerom k N
koncu od vyssie uvedenych leucinovych zipsovitych sekvenénych motivov, t.j. asi
10 az 250 aminokyselinovych zvysSkov blizSie k N koncu, aspon jeden z
nasledujucich Ciastoénych sekvencnych motivov:

LXNXYX-QLLX(D/E)XsWGRVG, (motiv 1; sekvencia €. 15)

AX3F XKXGKTXNXWXsFXsPXK, (motiv 2; sekvencia ¢. 16)
QXL(/L)X2AXeMX10PLGKLX3QIXsL, (motiv 3; sekvencia €. 17)
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FYTXIPHXFGXsPP, (motiv 4; sekvencia €. 18)
a
KX3LX2LXDIEXAX,L (motiv 5; sekvencia €. 19),

v ktorej (D/E) popisuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie D
alebo E, (I/L) popisuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie | alebo L, b
je celociselna hodnota 10 alebo 11 a radikaly X su navzajom nezavisle akékolvek

aminokyseliny. NajvyhodnejSie je, aby tieto motivy 1 aZ 5 boli pritomné v uvedenej

s wwe

Po vyssie spominanom motive podpisu PARP nasleduje v proteinoch podfa

vynalezu aspon jeden z nasledujtcich motivov:

GX;LXEVALG (motiv 6; sekvencia €. 20)
GXoSX4GXsPXLXGXV
E(Y/F)XYXsQX,YLL (motiv 8; sekvencia ¢. 22)

(motiv 7; sekvencia ¢. 21) a

v ktorych (Y/F) popisuje alternativne obsadenie tejto sekvencnej pozicie Y
alebo F, a sarovna 7 az 9 a X je v kazdom pripade akakolvek aminokyselina.

Najvyhodnejsie je, aby tri C-koncové motivy boli pritomné a v uvedenej sekvencii,

Vyhodna Struktiru PARP podlfa vynalezu mozZno schematicky opisat

nasledovne:
Motivy 1 az 5/podpis PARP/motivy 6 az 8 alebo

motivy 1 az 5/leucinovy zips/podpis PARP/motivy 6 aZ 8

priCom je mozZné, aby medzi jednotlivymi motivmi boli zaradené dalSie
aminokyselinové zvysky, naprikiad az 40 zvyskov, a aby na N konci a/alebo C

konci boli zaradené dalsie aminokyselinové zvysky, napriklad az 80 zvysSkov.

Homolégy PARP, ktoré su osobitne vyhodné podla vynalezu, st proteiny
fudska PARP2, fudska PARP3, mysacia PARP3 a ich funkéné ekvivalenty. Protein
oznacovany ako fudska PARP2 obsahuje 570 aminokyselin (sekvencia €. 2).
Protein oznacovany ako ludska PARP3 pravdepodobne existuje v dvoch formach.
Typ 1 obsahuje 533 aminokyselin (sekvencia €. 4) a typ 2 obsahuje 540
aminokyselin (sekvencia €. 6). Formy mozZu vzniknat réznou iniciaciou translacie.
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Protein oznacovany ako mysSacia PARP3 existuje v dvoch formach, ktoré sa
navzajom liia deléciou 5 aminokyselin (15 bp). Typ 1 obsahuje 533 aminokyselin
(sekvencia ¢. 8) a typ 2 obsahuje 528 aminokyselin (sekvencia ¢. 10). Homoldgy
PARP podra predloZeného vynalezu sa vyznamne liSia vo svojich sekvenciach od
uvedeného PARP proteinu z Arabidopsis thaliana (pozrite vysSie). Napriklad
PARP2 a PARP3 neobsahuju rastlinnG PARP Specificki peptidovi sekvenciu
AAVLDQWIPD zodpovedajucu aminokyselinovym zvyskom 143 aZ 152 proteinu z
Arabidopsis.

Vlynalez sa dalej tyka vdzobnych partnerov pre homology PARP podfa vy-
nalezu. Tito vdzobni partneri st s vyhodou vybrani spomedzi nasledujucich:
a) protilatky a ich fragmenty ako napriklad Fv, Fab, F(ab’)2

b) proteinom podobné zluceniny, ktoré interaguja napriklad cez vysSie
uvedeny leucinovy zipsovy region alebo inii sekvencnu sekciu s PARP, a
c) nizkomolekulové efektory, ktoré moduluja biologicku funkciu PARP,

ako je napriklad katalyticka aktivita PARP, t.j. ADP ribozylaciu spotrebuvajlcu

NAD" alebo viazanie na aktivatorovy protein alebo na DNA.

Vynalez sa dalej tyka nukleovych kyselin obsahujtcich

a) nukleotidovi sekvenciu kodujlicu aspon jeden homolog PARP podla
vynalezu alebo jej komplementarnu nukleotidovi sekvenciu;

b) nukleotidovli sekvenciu, ktora hybridizuje so sekvenciou podfa

Specifikacie v a), s vyhodou za stringentnych podmienok; alebo

c) nukleotidové sekvencie, ktoré su odvodené od nukleotidovych

sekvencii definovanych v a) a b) cez degeneraciu genetického kodu.

Nukleové kyseliny, ktoré su vhodné podla vynalezu, obsahuju konkrétne
aspon jednu z ciastkovych sekvencii, ktoré koduju vysSie uvedené amino-
kyselinové sekvencné motivy.

Nukleové kyseliny, ktoré si vyhodné podfa vynalezu, obsahuji nukleotidové

sekvencie podla sekvencie ¢. 1 a 3, a najmé ich Ciastkové sekvencie, ktoré su
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charakteristické pre homology PARP podfa vynalezu, ako sG napriklad

nukleotidové sekvencie obsahujuce
a) nukleotidy +3 aZ +1715 uvedené v sekvencii €. 1;
b) nukleotidy +242 aZ +1843 uvedené v sekvencii €. 3;
c) nukleotidy +221 aZ +1843 uvedené v sekvencii €. 5;
d) nukleotidy +112 aZ +1710 uvedené v sekvencii €. 7; alebo
e) nukleotidy +1 aZ +1584 uvedené v sekvencii €. 9
alebo diastkové sekvencie a), b), c), d) a e), ktoré koduju vySsie uvedené

charakteristické aminokyselinové sekvencné motivy homolégov PARP podia

vynalezu.

Vynalez sa dalej tyka expresnych kaziet, ktoré obsahuju aspon jednu z
vyS§ie opisanych nukleotidovych sekvencii podfa vynalezu pod genetickou
kontrolou regulaénych nukleotidovych sekvencii. Tieto mozno pouzit na pripravu
rekombinantnych vektorov podlia vynalezu, ako st napriklad viraine vektory alebo
plazmidy, ktoré obsahuju aspon jednu expresnu kazetu podra vynalezu.

Rekombinantné mikroorganizmy podfa vynalezu sa transformuja aspon

jednym z vyssSie uvedenych vektorov.

Vlynalez sa tyka aj transgénnych cicavcov transfikovanych vektorom podfa

vynalezu.

Vlynalez sa d'alej tyka sposobu detekcie in vitro, ktori mozno uskutocnit ho-
mogénne alebo heterogénne, pre inhibitory PARP, ktory pozostava z nasledujtcich

krokov:

a) inkubacia poly-ADP-ribozylovatelného ciefa volného alebo na nosici

s reakénou zmesou obsahujlcou
a1l) homoloég PARP podfa vynalezu;
a2) aktivator PARP; a

a3) inhibitor PARP alebo analyt, v ktorom je podozrenie na aspon jeden
inhibitor PARP;
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b) uskutocnenie polyADP ribozylacnej reakcie; a
c) uréenie polyADP ribozylacie ciefa kvalitativne alebo kvantitativne.

Spodsob detekcie sa s vyhodou uskutociiuje predinkubaciou homolégu PARP
aktivatorom PARP a inhibitorom PARP alebo analytom, v ktorom existuje
podozrenie na aspon jeden inhibitor PARP, napriklad na asi 1 az 30 minut, kym sa

uskutocni poly-ADP ribozylacna reakcia.

Po aktivacii pomocou DNA s preruseniami jednoduchych vilaken
(oznacované ako ,aktivovana DNA“ podla vynalezu), PARP poly-ADP ribozyluje
velky pocet nukleovych proteinov za pritomnosti NAD. Medzi tieto proteiny patri na

jednej strane samotna PARP ale aj histony atd.

Poly-ADP-ribozylovatelny ciel s vyhodou pouzity v spdsobe detekcie je
histénovy protein vo svojej nativnej forme alebo poly-ADP-ribozylovatelny
ekvivalent od neho odvodeny. Ako priklad sa pouzil histonovy pripravok dodavany
spolocnostou Sigma (SIGMA, katalégové Cislo H-7755; 1I-AS histonového typu z
tefacieho tymusu, Luck, J. M., et al., J. Biol. Chem., 233, 1407 (1958), Satake K.,
et al., J. Biol. Chem, 235, 2801 (1960)). V zasade je moZné pouZit vsetky typy
proteinov alebo ich Casti pristupné poly-ADP-ribozylacii pomocou PARP. Ide s
vyhodou o nukleové proteiny, napr. histony, DNA polymeraza, telomeraza alebo
samotna PARP. Syntetické peptidy odvodené od prislusnych proteinov mézu tiez

sluzit ako ciel.

V teste ELISA podla vynalezu je mozZné pouzit mnoZstva histénov v
rozmedzi od asi 0,1 ug/jamku do asi 100 pg/jamku, s vyhodou asi 1 ug/jamku do
asi 10 pg/jamku. Mnozstva enzymu PARP su v rozmedzi od asi 0,2 pmol/jamku do
asi 2 nmol/jamku, s vyhodou od asi 2 pmol/jamku do asi 200 pmol/jamku, pricom
reakéna zmes v kazdom pripade obsahuje 100 pg/jamku. ZniZenia mnoZstiev na

mensie jamky a prisluSne mensie reakcné objemy st mozné.

V teste HTRF podla vynalezu sa pouZivaju identické mnoZstva PARP a
mnoZstvo histonu alebo modifikovanych histénov je v rozmedzi od asi 2 ng/jamku

do asi 25 pgl/jamku, s vyhodou asi 25 ng/jamku do asi 2,5 pg/jamku, priCom
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reakéna zmes v kazdom pripade obsahuje 50 plfjamku. ZniZenia mnozZstiev na

mensie jamky a prisluSne mensie reakéné objemy si mozné.
PouzZitym aktivatorom PARP podfa vynalezu je s vyhodou aktivovana DNA.

Ako aktivator moZu posobit rozne typy poskodenej DNA. Poskodenie DNA
mozZno vyvolat Stiepenim DNazami alebo inymi enzymami modifikujucimi DNA
(napr. restrikéné endonukleazy), Ziarenim alebo inymi fyzikalnymi metédami alebo
chemickym posobenim na DNA. Dalej je mozné simulovat situaciu poskodenia
DNA cielenym sposobom pomocou syntetickych oligonukieotidov. V testoch
uvedenych ako priklad sa pouZila aktivovana DNA z telacieho tymusu (Sigma,
produkt Cislo D4522; CAS: 91080-16-9, pripraveny metdédou Aposhian a Kornberg
s pouzitim DNA z tefacieho tymusu (SIGMA D-1501) a deoxyribonukleazy typu |
(D-4263). Aposhian H. V. a Kornberg A., J. Biol. Chem., 237, 519 (1962)).
Aktivovana DNA sa v reakcnom kroku pouZila v koncentracnom rozmedzi od 0,1 do

1000 pg/ml, s vyhodou od 1 do 100 ug/ml.

PolyADP ribozylacna reakcia sa v spdsobe podla vynalezu zacina pridanim
NAD’. Koncentracie NAD boli v intervale od asi 0,1 uM do asi 10 mM, s vyhodou

v intervale od asi 10 uM do asi 1 mM.

Vo variante vyssie uvedenej metody, ktord mozno uskutocnit heterogénne,
sa polyADP ribozylacia ciefa na nosici urcila pomocou anti-poly(ADP-ribdzovych)
protilatok. S tymto ciefom sa reakéna zmes oddeli od ciela na nosici, premyje a
inkubuje s protilatkou. Tato protilatka m6Ze byt sama oznacena. Ako alternativu na
detekciu viazanej anti-poly(ADP-rib6zovej) protilatky vSak mozno pouzit oznacenu
sekundarnu protilatku alebo zodpovedajuci oznaceny fragment protilatky. Vhod-
nymi znackami su napriklad radioaktivne znacky, chromoforové alebo fluoroforové
znacky, biotinylacia, chemiluminiscenéné znackovanie, znackovanie paramagne-
tickou latkou alebo najmd enzymové znacky, napriklad chrenova peroxidaza.

Vhodné techniky detekcie st vSeobecne zname odbornikom v danej oblasti.

Vo variante vyssie uvedeného procesu, ktory mozno uskutocnit homogénne,
sa volny ciel oznaci akceptornym fluoroforom. Ciefom s vyhodou pouzZivanym

v tomto pripade je biotinylovany histon, pricom akceptorny fluorofor sa viaZze cez
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avidin alebo streptavidin na biotinové skupiny histonu. Osobitne vhodné ako
akceptorné fluorofory su fykobiliproteiny (napr. fykokyaniny, fykoerytriny), napr. R-
fykokyanin (R-PC), alofykokyanin (APC), R-fykoerytrin (R-PE), C-fykokyanin (C-
PC), B-fykoerytrin (B-PE) alebo ich vzajomné kombinacie alebo s fluorescencnymi
farbivami ako Cy5, Cy7 alebo texaska cervena (Tandem system) (Thammapalerd,
N. et al., Southeast Asian Journal of Tropical Medicine & Public Health, 27(2): 297-
303 (1996); Kronick, M. N. et al., Clinical Chemistry, 29(9), 1582-1586 (1986);
Hicks, J. M., Human Pathology, 15(2), 112-116 (1984)). Farbivom XL665 pouzitym
v prikladoch je zosietovany alofykokyanin (Glazer, A. N., Rev. Microbiol., 36, 173-
198 (1982); Kronick, M. N., J. Imm. Meth., 92, 1-13 (1986); MacColl, R. et al.,
Phycobiliproteins, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida (1987); MacColl, R. et al.,
Arch. Biochem. Biophys., 208(1), 42-48 (1981)).

Dalej je v homogénnej metéde vyhodné uréit polyADP ribozylaciu voiného
ciela pomocou anti-poly(ADP-rib6zovej) protilatky, ktora je oznacena donornym
fluoroforom, ktory je schopny prenasat energiu na akceptorny fluorofor, ked su
donor a akceptor priestorovo blizko vdaka viazaniu oznacenej protilatky na
polyADP-ribozylovany histon. Ako donorny fluorofor pre anti-poly(ADP-ribozovi)

protilatku sa s vyhodou pouziva kryptat eurdpia.

Okrem pouZivaného kryptatu eurépia su ako potencialne donorné molekuly
mozné aj dalSie zliceniny. Toto mdZe obsahovat na jednej strane modifikaciu
kryptatovej klietky. Je tieZ mozZné nahradit eurépium inymi kovmi vzacnych zemin,
napriklad terbiom. Je délezité, aby fluorescencia mala dlhé trvanie, aby zarucila
casové oneskorenie (Lopez, E. et al., Clin. Chem. 39/2, 196-201 (1993); patent
USA 5,534,622).

VysSie opisané metddy detekcie su zaloZené na zasade, Ze existuje
korelacia medzi aktivitou PARP a mnozstvom ADP-rib6zovych polymérov
vytvorenych na histonoch. Tu opisany test umozZriuje kvantifikovat ADP-ribézové
polyméry pouzitim Specifickych protilatok vo forme testov ELISA a HTRF
(homogeneous time-resolved fluorescence — homogénna casovo rozliSena
fluorescencia). Specifické uskutoénenia tychto dvoch testov st podrobne opisané v

nasledujucich prikladoch.
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Vyvinuty systém testu HTRF (homogeneous time-resolved fluorescence —
homogénna Gasovo rozliSena fluorescencia) meria tvorbu poly(ADP-ribézy) na
histbnoch pomocou Specifickych protilatok. Na rozdiel od ELISA sa tento test
uskutodriuje v homogénnej faze bez krokov separacie a premyvania. To umozriuje
vy3si podet spracovanych vzoriek za ¢asovu jednotku a mensiu citlivost na chyby.
HTRF je zaloZena na prenose fluorescencnej rezonancnej energie (FRET —
fluorescence resonance energy transfer) medzi dvoma fluoroformi. V teste FRET
moZe excitovany donorny fluorofor prenasat svoju energiu na akceptorny fluorofor,
ked sa nachadzaju v priestorovej blizkosti. V technolégii HTRF je donornym
fluoroforom kryptat eurdpia [(Eu)K] a akceptorom je XL665, stabilizovany
alofykokyanin. Kryptat eurdpia je zaloZzeny na Studiach, ktoré uskutocnil Jean
Marie Lehn zo Strasburgu (Lopez, E. et al., Clin. Chem. 39/2, 196-201 (1993);
patent USA 5,534,622).

V homogénnom teste su tieZ vSetky komponenty pritomné pocas merania.
Zatial ¢o toto ma vyhody pre uskutocnenie testu (rychlost, komplexnost), je
potrebné vylicit interferenciu zloZiek testu (inherentna fluorescencia, zhasanie
farbivami atd’.). HTRF vylucuje taku interferenciu ¢asovo oneskorenym meranim pri
dvoch vinovych dizkach (665 nm, 620 nm). HTRF ma velmi dihy éas rozkladu a
vdaka tomu je moZné casovo oneskorené meranie. V zmesi uz nie je Ziadna
interferencia z fluorescencie pozadia s kratkou zivotnostou (napr. z komponentov
testu alebo inhibitorov kniznice latok). Okrem toho sa meranie vZdy uskuto€nuje pri
dvoch vinovych dizkach, aby sa kompenzovali zhasacie Gginky farebnych latok.
Testy HTRF mozZno uskutocnovat napriklad v 96- alebo 384-jamkovych mikro-
titracnych platnickdch a vyhodnocuju sa pomocou pristroja Discovery HTRF
Microplate Analyzer (Canberra Packard).

Vynalez tiez uvadza nasledujuce in vitro skriningové metédy pre vazobnych
partnerov PARP, najma pre homolég PARP podfa vynalezu.

Prvy variant sa uskutocnuje
a1) imobilizaciou aspon jedného homoldégu PARP na nosici;

b1) kontaktovanim imobilizovaného homolégu PARP s analytom, v kto-

rom je podozrenie na existenciu aspon jedného vazobného partnera; a
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c1) uréenim, v pripade vhodnosti po inkubacnom obdobi, zloZiek analytu

viazanych na imobilizovany homolég PARP.

Druhy variant obsahuje

a2) imobilizaciu analytu na nosici, pricom analyt obsahuje aspor jedného

mozného vézobného partnera pre homolog PARP;

b2) kontaktovanie imobilizovaného analytu s aspon jednym homologom

PARP, pre ktory sa hfada vdzobny partner; a

c3) skumanie imobilizovaného analytu, v pripade vhodnosti po inkubag-

nom obdobi, na viazanie homologu PARP.

Vynalez sa tyka aj sposobu kvalitativneho alebo kvantitativneho urcenia

nukleovej kyseliny kédujticej homolég PARP, ktory obsahuje

a) inkubovanie biologickej vzorky s definovanym mnozstvom exogénnej
nukleovej kyseliny podra vynalezu (napr. s dizkou asi 20 aZ 500 baz alebo dlh3ej),
hybridizaciu, s vyhodou za stringentnych podmienok, uréenie hybridizujacich nuk-

leovych kyselin a pripadne porovnanie so Standardom; alebo

b) inkubovanie biologickej vzorky s definovanym mnozstvom
oligonukleotidovych primérovych parov so Specifickostou pre nukleova kyselinu
kodujicu homolég PARP, amplifikaciu nukleovej kyseliny, urcenie produktu ampli-

fikacie a pripadne porovnanie so Standardom.
Vynalez sa dalej tyka spdsobu kvalitativneho alebo kvantitativneho urenia
homolégu PARP podla vynalezu, ktory obsahuje

a) inkubovanie biologickej vzorky s aspon jednym vazobnym partnerom

specifickym pre homolég PARP,
b) detekciu komplexu vazobného partnera s PARP a pripadne

c) porovnanie vysledku so Standardom.

Vazobnym partnerom v tomto pripade je s vyhodou anti-PARP protilatka

alebo jej vazobny fragment, ktory pripadne nesie detegovatelna znacku.
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Metddy uréovania podfa vynalezu pre PARP, najméa pre homolégy PARP a
pre jej kodujice sekvencie nukleovej kyseliny, su vhodné a vyhodné na
diagnostikovanie poskodenia tkaniva stvisiaceho so sepsou alebo ischémiou,

najmé mitvic, infarktov myokardu, diabetes alebo septického Soku.

Vynalez sa dalej tyka sposobu urcenia Gcinnosti efektorov PARP, ktory

obsahuje

a) inkubovanie homolégu PARP podfa vynalezu s analytom, ktory obsa-
huje efektor fyziologickej alebo patologickej aktivity PARP; pripadné odstranenie

efektora a

b) urcenie aktivity homolégu PARP v pripade vhodnosti po pridani sub-

stratov alebo kosubstratov.

Vynalez sa dalej tyka kompozicii na génovu terapiu, ktoré obsahuju vo vehi-

kule prijatefnom pre génovu terapiu konstrukt nukleovej kyseliny, ktory

a) obsahuje antisense nukleovu kyselinu proti kodujucej nukleovej

kyseline podl'a vynalezu; alebo
b) ribozym proti nekodujlcej nukleovej kyseline podfa vynalezu; alebo

c) kody pre Specificky inhibitor PARP.

Vynalez sa dalej tyka farmaceutickych kompozicii obsahujlicich vo
farmaceuticky prijatelnom vehikule aspon jeden protein PARP podfa vynalezu,
aspon jedného vazobného partnera PARP podfa vynalezu alebo aspon jednu

kédujucu nukieotidovu sekvenciu podia vynalezu.

Nakoniec sa vynalez tyka pouzitia vazobnych partnerov homologu PARP na
diagnostiku alebo terapiu patologickych stavov vo vyvoji a/alebo progrese, v
ktorych je zapojeny aspon protein PARP, najmd homolég PARP podla vynalezu
alebo polypeptid z neho odvodeny. PouZitym vazobnym partherom moéZe byt
napriklad nizkomolekulovy vazobny partner, ktorého molekulova hmotnost moze

byt napriklad mensia ako asi 2000 daltonov alebo menej ako asi 1000 daltonov.
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Vynalez sa dalej tyka pouZitia vazobnych partnerov PARP na diagnostiku
alebo terapiu patologickych stavov sprostredkovanych energetickym deficitom.
Energeticky deficit na Gcely predioZeného vynalezu je najmé bunkovoenergeticky
deficit, ktory sa pozoruje u chorého pacienta systémovo alebo v jednotlivych
oblastiach tela, organoch alebo oblastiach organov, alebo tkanivach alebo
oblastiach tkaniv. Toto je charakterizované depléciou NAD a/alebo ATP
prekracujucou (nahor alebo nadol) fyziologicky interval variacie hladiny NAD
a/alebo ATP a sprostredkované s vyhodou proteinom s aktivitou PARP, najma

homolégom PARP podfa vynalezu alebo polypeptidom od neho odvodenym.

.Poruchy sprostredkované energetickym deficitom* na ucely vynalezu dalej
zahffiaju tie, v ktorych moZno poskodenie tkaniva pripisat umieraniu buniek v
dosledku nekrozy alebo apoptézy. Sposoby podfa vynalezu su vhodné na liecbu a
prevenciu poSkodenia tkaniva v ddsledku poskodenia buniek apoptdzou alebo
nekrozou; poskodenie nervového tkaniva v désledku ischémii a/alebo reperfizie;
neurologickych poruch; neurodegenerativnych poruch; vaskularnej mrtvice; na
liecbu a prevenciu kardiovaskularnych portch; na liecbu inych portch alebo
stavov, napriklad s vekom suvisiacej makularnej degeneracie; AIDS alebo inych
poruch imunitnej nedostatocnosti; artritidy; aterosklerézy; kachexie; rakoviny;
degenerativnych porich kostrového svalstva; diabetes, kranidinej traumy;
zapalovych poruch gastrointestinaineho traktu ako napriklad Crohnovej choroby;
svalovej dystrofie; osteoartritidy; osteopordzy; chronickej a/alebo akutnej bolesti;
zlyhania obliciek; retinainej ischémie; septického Soku (ako napriklad
endotoxinového Soku); starnutia koZe alebo starnutia vo vSeobecnosti;
v§eobecnych prejavov starnutia. Sposoby podfa vynalezu mozZno dalej pouzit na
prediZenie Zivota a proliferativnej kapacity telesnych buniek a na senzibilizaciu

nadorovych buniek v spojeni s radiacnou terapiou.

Vynalez sa najma tyka pouzitia vazobného partnera PARP podla vyssie
uvedeného vyznamu na diagnostiku alebo terapiu (akitnu alebo profylakticku)
patologickych stavov sprostredkovanych energetickymi deficitmi a vybranymi
spomedzi nasledujucich: neurodegenerativne poruchy alebo poskodenie tkaniva
spdsobené sepsou alebo ischémiou, najma neurotoxické poruchy, mftvice, infarkty

myokardu, poSkodenie pocas infarktovej lyzy alebo po nej (napr. s TPA, Reteplase
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alebo mechanicky s laserom alebo Rotablatorom) a mikroinfarkty pocas alebo po
vymene srdcovej chlopne, resekcidch aneuryzmu a transplantaciach srdca, trauma
hlavy a miechy, infarkty obliciek (akutne zlyhanie obliCiek, akutna oblickova
nedostatocnost alebo poskodenie pocas transplantacie oblicky alebo po nej),
poskodenia kostrovych svalov, infarkty pecene (zlyhanie pecene, poskodenie
pocas transplantacie pecene alebo po nej), periférne neuropatie, AIDS demencia,
septicky Sck, diabetes, neurodegenerativne poruchy vyskytujice sa po ischémii,
trauma (kraniocerebralna trauma), masivne krvacanie, subarachnoidaine
hemoragie a mitvica, ako aj neurodegenerativhe poruchy ako Alzheimerova
choroba, viacinfarktova demencia, Huntingtonova choroba, Parkinsonova choroba,
amyotroficka lateralna skleréza, epilepsia, najmd generalizované epileptické
zachvaty ako petit mal a tonikoklonické zachvaty a Ciastocné epileptické zachvaty,
napriklad temporaine lalokové a komplexné Ciastoéné zachvaty, zlyhanie obliCiek,
aj pri chemoterapii nadorov a prevencii metastdz a na liecbu zapalov a
reumatickych poruch, napr. reumatoidnej artritidy; d'alej na lieGbu revaskularizacie
kriticky zuzenych koronarnych artérii a kriticky zaZenych periférnych artérii, napr.

artérii nohy.

Jschémia® na UcCely vynalezu zahiia lokalizované nedostatoéné
zasobovanie tkaniva kyslikom sposobené blokovanim arteriaineho prietoku krvi. Ku
globalnej ischémii dochadza, ked je na obmedzené obdobie preruseny pritok krvi
do celého mozgu. To mdZe byt spdsobené napriklad zastavou srdca. K fokalnej
ischémii dochadza, ked je cast mozgu odrezana od normaineho zasobovania
krvou. Fokalnu ischémiu modzZe spdsobit tromboembolické upchatie cievy,
cerebralna trauma, edémy alebo mozgovy nador. Aj prechodné ischémie méZu
viest k Sirokému spektru neurénového poskodenia. Hoci poskodenie ,nervového
tkaniva" sa moéze vyskytnut dni alebo tyZdne po zadiatku ischémie, uréité
permanentné poSkodenie (napr. umieranie nervovych buniek) nastava v prvych
niekofkych minutach po preruseni zasobovania krvou. Toto po§kodenie spdsobuje
napriklad neurotoxicita glutamatu a nasleduje po sekundarnej reperfuzii, naprikiad
po uvolneni vofnych radikalov (napr. volné radikaly kyslika, volné radikaly NO).

Ischémie sa méZu podobne vyskytnat v inych organoch a tkanivach, napriklad v
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srdci (infarkt myokardu a iné kardiovaskularne poruchy spdsobené okliziou

koronarnych artérii) alebo v oku (ischémia sietnice).

Vynalez sa dalej tyka pouZitia ucinného terapeutického mnoZstva
vézobného partnera PARP na ovplyvnenie neurénovej aktivity. ,Neuronova
aktivita" na Ucely vynalezu mdZe spocivat v stimulacii poSkodenych neurénov,

podpore neurénovej regeneracie alebo lieCbe neuronovych poruch.

.Neurénové poskodenie“ na ucely vynalezu zahina kazdy typ poskodenia
,nervového tkaniva® a kaZdé fyzické alebo mentalne narusenie alebo smrt v
dosledku tohto poskodenia. Priina poskodenia mdze byt svojou povahou
napriklad metabolicka, toxicka, chemicka alebo tepelnd a zahffia napriklad
ischémie, hypoxie, traumu, cerebrovaskularme poskodenie, operacie, tlak, hemoragie,
oZiarenie, vazospazmy, neurodegenerativne poruchy, infekcie, epilepsiu, poruchy

vnimania, poruchy metabolizmu glutamatu a sekundarne G¢inky nimi spdsobené.

.Nervové tkanivo* na ucely vynalezu zahima rézne komponenty tvoriace
nervovy systém pozostavajlici medzi inym z neurdnov, buniek glia, astrocytov,
Schwannovych buniek, vnatra vaskularneho systému a na zasobovanie, CNS,

mozgu, mozgového kmena, miechy, periférneho nervového systému atd.

.Neuroprotektivny" na ucely vynalezu zahifia zniZenie, zastavenie,
spomalenie alebo zlepSenie neurénového poskodenia a ochranu, obnovu a

regeneraciu nervového tkaniva, ktoré bolo vystavené neurénovému poskodeniu.

.Prevencia neurodegenerativnych portich“ zahfia mozZnost prevencie,
spomalenia a zlepSenia neurodegenerativnych portch u fudi, u ktorych bola taka
porucha diagnostikovana, alebo ktori st v prislusnych rizikovych skupinach pre
tieto neurodegenerativne poruchy. Zahina sa aj lie€ba fudi uZ trpiacich

symptomami tychto portich.
,Liecba“ na ucely vynalezu zahriia
(i) prevenciu poruchy alebo stavu u fudi s predispoziciou na fu;
(i)  prevenciu poruchy alebo stavu spomalenim jeho postupuy; a

(iii)  zlepSenie poruchy alebo stavu.
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Prikladmi ,neurologickych portch®, ktoré mozZno lieCit spoésobmi podfa
vynalezu, s neuralgie (trigeminalna, glosofaryngalna), myasthenia gravis, svalové
dystrofie, amyotroficka lateralna skleréza (ALS), progresivna svalova atrofia,
periférne neuropatie spésobené otravou (napr. otravou olovom), Guillain-Barreho
syndrém, Huntingtonova choroba, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba
alebo poruchy plexu. Sposoby podfa vynalezu st s vyhodou vhodné na liecbu
neurologickych portich vybranych spomedzi periférnych neuropatii sposobenych
fyzickym zranenim alebo chorobou; kranidinej traumy, naprikiad traumatického
poranenia mozgu; fyzického poskodenia miechy; mrtvice spojenej s poSkodenim
mozgu, napriklad vaskularna mitvica v spojeni s hypoxiou a poSkodenim mozgu a
poSkodenie cerebrainou reperfuziou; demyelinaénych porich (myelopatie,
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba,

amyotroficka lateralna skleréza).

Sposoby podfa vynalezu mozno dalej pouzit na liecbu kardiovaskularnych
porich. ,Kardiovaskularne poruchy* na Gcely vynalezu zahfiiaju choroby, ktoré
spdsobuju ischémie alebo ich sposobuji ischémie alebo ischémia/reperfizia srdca.
Prikladmi s poruchy koronarnych ciev (napriklad ateroskler6za), angina pectoris,
infarkt myokardu, kardiovaskularne poskodenie v ddsledku zastavy srdca alebo

operacie bypassu.

Sposoby podfa vynalezu mozZno pouzit na liecbu rakoviny alebo na
senzibilizaciu rakovinovych buniek na radiacnu terapiu. Pojem ,rakovina“ treba
chapat v najsSirSom zmysle. Modulatory proteinov podfa vynalezu mozno pouzit
ako ,prostriedky protirakovinovej terapie“. Tieto sposoby mozZno napriklad pouzit
na lieCbu typov rakoviny alebo nadorovych buniek ako si nadory produkujice
ACTH, akidtna lymfaticka alebo lymfoblasticka leukémia; akutna alebo chronicka
lymfocyticka leukémia; akutna nelymfocyticka leukémia; rakovina mocového
mechura; nadory mozgu; rakovina prsnika; rakovina krku; chronicka myelocyticka
leukémia; rakovina creva; lymfom zoény T; endometridza; rakovina paZeraka;
rakovina Zlcnika; Ewingov sarkom; rakovina hlavy a krku; rakovina jazyka;
Hodgkinov lymfom; FKaposiho sarkom; rakovina obliciek; rakovina pecene;
rakovina plic; mezoteliom; mnohonasobny myelém; neuroblastom; ne-Hodgkinov

lymfém; osteosarkom; rakovina vajecnikov; glioblastom; rakovina prsnika; rakovina
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krku; rakovina prostaty; rakovina pankreasu; rakovina penisu; retinoblastom;
rakovina koZe; rakovina Zaludka; rakovina Sstitnej zlazy; rakovina maternice;

rakovina vaginy; Wilmov nador alebo trofoblastom.

,Radiosenzibilizator* alebo ,senzibilizator na Ziarenie* sa na Ucely vynalezu
vztahuje na molekuly, ktoré zvySuja citlivost buniek v tele na oZiarenie
elektromagnetickym Ziarenim (napriklad rontgenové luce), alebo urychluji toto
lieGenie oZarovanim. Senzibilizatory na Ziarenie zvysuju citlivost rakovinovych
buniek na toxické ucinky elektromagnetického ziarenia. Medzi tieto latky
publikované v literatare patri mitomycin C, 5-bromdeoxyuridin a metronidazol.
Mozno pouzit Ziarenie s vinovymi dizkami v rozmedzi od 10% do 10 metrov,
s vyhodou gama Ziarenie (10%° az 10™ m), réntgen (10" aZ 10° m), ultrafialové
Ziarenie (10 nm aZz 400 nm), viditeIné svetlo (400 nm aZ 700 nm), infracervené

Ziarenie (700 nm aZ 1 mm) a mikrovinové Ziarenie (1 mm az 30 cm).

Poruchy, ktoré mozno liecit takou terapiou, su najméa neoplastické poruchy,
benigne alebo maligne nadory a rakovina. Elektromagnetickym Ziarenim mozZno
liecit aj iné poruchy.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Prediozeny vynalez bude teraz opisany podrobnejSie s odkazom na
pripojené obrazky. Tieto zobrazuiju:

Na obrazku 1 je zarovnanie sekvencii fudskej PARP (fudska PARP1) a
dvoch PARP vyhodnych podfa vynalezu (fudska PARP2, fudska PARP3, mysacia
PARP3). Zhody sekvencii medzi fudskou PARP1 a ludskou PARP2, [udskou
PARP3 alebo mySacou PARP3 su zobrazené v ramcekoch. Vacsinova sekvencia je
indikovana cez celé zarovnanie. Motivy zinkovych prstov ludskej PARP1 sa
nachadzaju v sekciach sekvencie zodpovedajticich aminokyselinovym zvyskom 21
az 56 a 125 az 162;

Na obrazku 2 Northern blots s réznymi [fudskymi tkanivami ilustruja
tkanivovu distribiciu molekil PARP2 a PARP3 podfa vynalezu. Draha 1: mozog;
draha 2: srdce; draha 3: kostrovy sval; draha 4: hrubé crevo; draha 5: tymus; draha

6: slezina; draha 7: oblicka; draha 8: pecen; draha 9: tenké érevo: draha 10:
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placenta; draha 11: pfuca; draha 12: leukocyty periférnej krvi; prislusna pozicia
velkostného standardu (kb) je vyznacena.

Na obrazku 3 Northern blot s dalSimi r6znymi fudskymi tkanivami ilustruje
tkanivovu distribuciu molekuly PARP3 podla vynalezu. Draha 1: srdce; draha 2:
mozog; draha 3: placenta; draha 4: pltca; draha 5: peceri; draha 6: kostrovy sval;
draha 7: oblicka; draha 8: pankreas; prislusna pozicia velkostného Standardu (kb)

je vyznacena.

Na obrazku 4 Western blot s roznymi lfudskymi tkanivami ilustruje tkanivovu
distribiciu molekuly PARP3 podfa vynalezu na urovni proteinov. Draha 1: srdce;
draha 2: plica; draha 3: pecen; draha 4: slezina; draha 5: oblicka; draha 6; hrubé
¢revo; draha 7: sval; draha 8: mozog; prislusna pozicia velkostného Standardu
(kD) je vyznacena.

Na cbrazku 5 Western blot s roznymi fudskymi tkanivami ilustruje tkanivova
distribaciu molekuly PARP3 podia vynalezu. Draha 1: predny kortex; draha 2:
posteriérny kortex; draha 3: cerebellum; draha 4: hipokampus; draha 5: oéna
bulva; draha 6: praZkované teleso; draha 7: talamus; draha 8: stredny mozog;

draha 9: entorinalny kortex; draha 10: mostik; draha 11: drefi; draha 12: miecha.
Na obrazku 6 je diagram testu PARP (ELISA).

Na obrazku 7 je diagram testu PARP (HTRF).
Dalsie vyhodné uskutoénenia vynalezu su opisané v nasledujucich &astiach.
Homol6gy PARP a funkéné ekvivalenty

Ak nie je uvedené inak, na ucely predloZeného popisu su aminokyselinové
sekvencie uvadzané od N konca. Ak sa pre aminokyseliny pouziva
jednopismenovy kéd, G je glycin, A je alanin, V je valin, L je leucin, | je izoleucin, S
je serin, T je treonin, D je kyselina asparagova, N je asparagin, E je kyselina
glutamova, Q je glutamin, W je tryptofan, H je histidin, R je arginin, P je prolin, K je

lyzin, Y je tyrozin, F je fenylalanin, C je cystein a M je metionin.
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PredloZeny vynalez nie je obmedzeny na homolégy PARP Specificky
opisané vysSie. Naopak, su zahrnuté aj homolégy, ktoré su ich funkénymi
ekvivalentmi. Medzi funkcné ekvivalenty patria prirodné, napriklad druhovo
§pecifické alebo organovo Specifické, a umelo vyrabané varianty proteinov tu
§pecificky opisanych. Funkéné ekvivalenty podfa vynalezu sa liSia adiciou,
substiticiou, inverziou, inzerciou a/alebo deléciou jedného alebo viacerych
aminokyselinovych zvySkov fudskej PARP2 (sekvencia €. 2), fudskej PARP3
(sekvencia ¢. 4 a 6) a mySacej PARP3 (sekvencia ¢. 8 a 10), pricom tu existuje
aspon retencia funkcie viazania NAD proteinu sprostredkovaného funkénou
katalytickou C-koncovou doménou. Podobne by pokial moZno mala byt zachovana
katalyticka aktivita produkcie poly(ADP-ribdzy). Ak sa to hodi, medzi funkéné
ekvivalenty patria varianty, v ktorych je v zasade zachovany region podobny

leucinovému zipsu.

Dalej je mozné, napriklad vychadzajic zo sekvencie pre ludski PARP2
alebo lfudski PARP3, nahradit isté aminokyseliny aminokyselinami s podobnymi
fyzikalnochemickymi vlastnostami (objem, bazickost, hydrofobnost atd.). Je
napriklad mozné nahradit argininové zvysky lyzinovymi zvyskami, valinové zvysky
izoleucinovymi zvySkami alebo zvysky kyseliny asparagovej zvySkami kyseliny
glutamovej. Je vsak tieZ mozZné jednu alebo viacero aminokyselin v sekvencii
vymenit, pridat alebo odstranit, alebo mozZno skombinovat niekofko takychto
ukonov. Proteiny, ktoré boli modifikované takymto spdsobom zo sekvencie fudskej
PARP2 alebo fudskej PARP3, majt aspon 60 %, s vyhodou aspon 75 %, s osobitnou
vyhodou aspon 85 % homoldgiu s vychodiskovou sekvenciou, pocitané pomocou al-
goritmu Pearsona a Lipmana, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85(8), 1988, 2444-2448.

Nasledujuce homoldgie boli uréené na aminokyselinovej urovni a Grovni

DNA medzi ludskou PARP1, 2 a 3 (program FastA, Pearson a Lipman, loc. cit.):
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Percento identickosti

Percento identickosti

v podpise PARP
PARP1/PARP2 41,97 % (517) 86 % (50)
PARP1/PARP3 33,81 % (565) 53,1 % (49)
PARP2/PARP3 35,20 % (537) 53,1 % (49)

Cisla v zatvorkach znamenaju pocet prekryvaijlcich sa aminokyselin.

Homologie DNA:
Percento identickosti Percento identickosti
v ORF v podpise PARP
PARP1/PARP2 60,81 % (467) 77,85 % (149)
PARP1/PARP3 58,81 % (420) 59,02 % (61)
PARP2/PARP3 60,22 % (269) 86,36 % (22)

Cisla v zatvorkach znamenaiju pocet prekryvajlicich sa nukleotidov.

Polypeptidy podfa vynalezu mozno klasifikovat ako homologické poly(ADP-

ribézové) polymerazy na baze velkej podobnosti v regione katalytickej domény.

Pre vynalez je tieZ podstatné, Ze nové homolégy PARP nemajl konvencné
motivy zinkovych prstov. To znamena, Ze tieto enzymy nie si nutne zapojené do
opravy DNA, alebo st do nej zapojené sposobom, ktory sa lisi od PARP1, ale su
stale schopné vykonavat svoj patologicky mechanizmus (spotreba NAD® a tym
spotreba energie v dosledku spotreby ATP). Silna expresia proteinov, najmé pri
PARP3, pozorovatelna na Western blot, naznacuje vyznamnu dlohu v spotrebe
NAD. Toto je osobitne doleZité pre vyvoj lieiv. Potencialne nové inhibitory
polymeraz podfa vynalezu mozZu takto inhibovat patologické funkcie bez toho, aby
mali nepriaznivy ucinok na poZadované fyziologické viastnosti. Toto bolo nemozné
pri inhibitoroch proti PARP znamych doposial, pretoZe pri nich vZdy dochadzalo aj
k inhibicii opravnej funkcie DNA. Potencialne mutagénny Gc¢inok znamych
inhibitorov PARP je takto [lahko pochopitelny. MoZno si tieZ predstavit
konstruovanie inhibitorov PARP tak, aby ucinne inhibovali vSetky homology PARP
s vysokou afinitou. V tomto pripade je tam, kde je to vhodné, moZny potenciovany

ucinok.
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Homolég PARP, ktory je vyhodny podfa vynalezu a je zobrazeny v sekvencii

€. 2 (fudska PARP2), mozno s vyhodou izolovat z fudského mozgu, srdca,
kostrového svalstva, obliiek a pecene. Expresia [udskej PARP2 v inych tkanivach

alebo organoch je vyrazne slabsia.

Homolég PARP, ktory je vyhodny podla vynalezu a je zobrazeny v sekvencii
€. 4 a 6 (fudska PARP3), mozZno s vyhodou izolovat z ludského mozgu (v tomto
pripade s velkou vyhodou z hipokampu), srdca, kostrového svalstva, pecene alebo
obliciek. Expresia fudskej PARP3 v inych tkanivach alebo organoch, napriklad

v svaloch alebo peceni, je vyrazne slabsia.

Odbornik na izolaciu proteinov vyuZije kombinaciu preparativnych metodik,
ktoré su najvhodnejSie v kazdom pripade na izolaciu prirodnych PARP podra
vynalezu z tkaniv, alebo rekombinantne pripravenych PARP podla vynalezu z
bunkovych kultur. Vhodné Standardné preparativne metody su opisané napriklad
v Cooper, T. G., Biochemische Arbeitsmethoden, vydavatel Walter de Gruyter,
Berlin, New York, alebo v Scopes, R. Protein Purification, Springer Verlag, New
York, Heidelberg, Berlin.

Vynalez sa okrem toho tyka homolégov PARP2 a PARP3, ktoré, hoci ich
mozno izolovat z inych eukaryotickych druhov, t.j. bezstavovcov alebo stavovcov,
najma inych cicavcov ako napriklad z mysi, potkanov, maciek, psov, svifi, oviec,
dobytka, koni alebo opic, alebo z inych organov, napriklad z myokardu, maju
podstatné Struktirne a funkéné vlastnosti predurcené enzymami PARP podfa

vynalezu.

Konkrétne, lTudska PARP2, ktori mozno izolovat z [udského mozgu, a jej
funkéné ekvivalenty, si vyhodnymi prostriedkami na vyvoj inhibitorov
neurodegenerativnych chordb, napriklad mitvice. Je to preto, lebo mozno
predpokladat, Ze vyvoj lie€iv na baze PARP2 ako indikatora umozZriuje vyvinut
inhibitory, ktoré su optimalizované na pouZitie v fudskom mozgu. NemozZno vSak
vylicit, Ze inhibitory vyvinuté na baze PARP2 moZno pouzit aj na liecbu
patologickych stavov sprostredkovanych PARP v inych organoch (pozrite

tkanivovu distribuciu proteinov podfa vynalezu).
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PARP2 a pravdepodobne aj PARP3 su tiez, podobne ako PARP1,
aktivované poskodenou DNA, hoci pravdepodobne inym mechanizmom. Vyznam
pri oprave DNA je zrejmy. Blokada PARP podfa vynalezu by tieZ bola prospesna

pri indikaciach ako rakovina (napr. pri radiosenzibilizacii pacientov s nadorom).

DalSiu zasadnG biologicku viastnost PARP podfa vynalezu a ich funkéné
ekvivalenty treba vidiet v ich schopnosti viazat interagujuceho partnera. Ludské
PARP2 a 3 sa liSia od skér publikovanych PARP z vysSich eukaryotov, napriklad
cicavcov, tym, Ze maju potenciaine takzvané motivy leucinovych zipsov. Toto je
typicky motiv pre interakcie protein-protein. Je mozné, Ze tieto motivy umoznuju
modulaciu aktivity PARP interagujucim partnerom. Tento dodatocny Strukturny
prvok takto tiez poskytuje mozné vychodisko pre vyvoj efektorov PARP, ako su
napriklad inhibitory.

Vynalez sa teda dalej tyka proteinov, ktoré interaguju s PARP2 a/alebo 3,

s vyhodou tych, ktoré spdsobuiju ich aktivaciu alebo inaktivaciu.

Vyndlez sa dalej tyka proteinov, ktoré este maju vySSie uvedenu aktivitu
viazania ligandu a ktoré mozZno pripravit vychadzajlic zo Specificky uvedenych

aminokyselinovych sekvencii cielenymi modifikaciami.

Vychadzajuc z peptidovej sekvencie proteinov podlfa vynalezu je mozné
generovat syntetické peptidy, ktoré sa pouZivaju, samotné alebo v kombinacii, ako
antigény na wvyrobu polykionalnych alebo monoklonalnych protilatok. Na
generovanie protilatok je tieZ mozné pouZit protein PARP alebo jeho fragment.
Vynalez sa teda tyka aj peptidovych fragmentov proteinov PARP podla vynalezu,
ktoré obsahuju charakteristické Ciastkové sekvencie, najmid tych oligo- alebo
polypeptidov, ktoré obsahuji aspori jeden z vySSie uvedenych sekvenénych
motivov. Fragmenty tohto typu mozZno ziskat napriklad proteolytickym Stiepenim

proteinov PARP alebo chemickou syntézou peptidov.
Novi Specificki vazobni partneri PARP2 a PARP3

Aktivne a s vyhodou selektivne inhibitory proti proteinom podra vynalezu sa

vyvinuli s pouzitim Specifickych testovych systémov opisanych vyssie na
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vézobnych partnerov pre PARP2 a PARP3. Tieto inhibitory mdzu byt aktivne aj
proti PARP1.

Inhibitory poskytnuté podfa vynalezu maju silni inhibiéna aktivitu na
PARP2. Hodnoty Ki moZu byt v tomto pripade menej ako asi 1000 nM, napriklad
menej ako asi 700 nM, menej ako asi 200 nM alebo menej ako asi 30 nM, napr.
okolo 1 az 20 nM.

Inhibitory podla vynalezu moZu tieZz mat prekvapujicu selektivitu pre
PARP2. Toto ukazuje pomer K(PARP1) : K(PARP2) pre také inhibitory podfa
vynalezu, ktory je napriklad vacsi ako 3 alebo vacsi ako 5, napriklad vacsi ako 10

alebo vacsi ako 20.

Prikladom, ktory treba spomenut, je 4-(N-(4-hydroxyfenyl)aminometyl)-(2H)-
dihydroftalazin-1-6n. Priprava tejto a inych analogickych zlucenin sa moézZe
uskutocnit podfa literatury: Puodzhyunas et al., Pharm. Chem. J. 1973, 7, 566
alebo Mazkanowa et al., Zh. Obshch. Khim., 1938, 28, 2798, alebo Mohamed et
al,, Ind. J. Chem. B., 1994, 33, 769, vSetky zahrnuté odkazom.

VVyssSie uvedena zlucenina vykazuje hodnotu K, 113 nM pre PARP2 a je
osemkrat selektivnejsia pre PARP2 ako pre PARP3.

Nukleové kyseliny kddujtice homolégy PARP:

Ak nie je uvedené inak, nukleotidové sekvencie su v predloZenom popise

uvedené v smere od konca 5’ po koniec 3.

Vynalez sa dalej tyka sekvencii nukleovych kyselin, ktoré koduju vyssie
uvedené proteiny, najma tych, ktoré maji aminokyselinovi sekvenciu znazornent
sekvenciou ¢. 2, 4, 6, 8 a 10, ale bez obmedzenia na uvedené. Sekvencie
nukleovych kyselin, ktoré mozZno pouzit podla vynalezu, zahiiaju aj alelické
varianty, ktoré, ako je opisané vyssSie pre aminokyselinové sekvencie, mozZno
ziskat deléciou, inverziou, inzerciou, adiciou a/alebo substitiiciou nukleotidov, s
vyhodou nukleotidov znazornenych sekvenciou ¢. 1, 3, 7 a 9, ale so zasadnym
zachovanim biologickych vlastnosti a biologickej aktivity prisluSného génového

produktu. Nukleotidové sekvencie, ktoré mozZno pouzit, sa ziskavaju napriklad
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nukleotidovymi substitGciami spdsobujicimi tiché (bez zmeny aminokyselinovej
sekvencie) alebo konzervativne zmeny aminokyselin (vymena aminokyselin

rovnakej velkosti, naboja, polarity alebo rozpustnosti).

Sekvencie nukleovych kyselin podla vyndlezu zahffiajd aj funkéné
ekvivalenty génov, napriklad eukaryotické homoldgy napriklad z bezstavovcov ako
Caenorhabditis alebo Drosophila, alebo stavovcov, s vyhodou z cicavcov
opisanych vyssie. VWyhodné gény si gény zo stavovcov, ktoré kéduju génovy

produkt, ktory ma vlastnosti podstatné pre vynalez podra vy$sie uvedeného popisu.

Nukleové kyseliny podfa vynalezu mozZno ziskat konvenénym spdsobom

réznymi cestami:

Napriklad genomicku alebo cDNA kniZnicu moZno skrinovat na DNA, ktora
kéduje molekulu PARP alebo jej East. Napriklad cDNA kniZnicu ziskanu z fudského
mozgu, srdca alebo oblicky moZno skrinovat s vhodnou sondou, naprikiad
oznadenym jednoviaknovym fragmentom DNA, ktory zodpoveda Ciastocnej
sekvencii vhodnej dizky vybranej spomedzi sekvencii €. 1 alebo 3 alebo sekvencie
k nim dopinkovej. Na tento uéel je napriklad mozné fragmenty DNA kniznice, ktoré
boli prenesené do vhodného klonovacieho vektora, platnickovat na agarové
platnicky po transformacii do baktérie. Klony mozno potom preniest na
nitrocelulézové filtre a po denaturacii DNA hybridizovat s oznaéenou sondou.

Potom sa izoluju a charakterizuji pozitivne klony.

DNA kédujiicu homology PARP podla vynalezu alebo Ciastkové fragmenty
moZno tieZz syntetizovat chemicky vychadzajuc zo sekvencnej informacie
obsiahnutej v predloZenej prihlaske. Na tento Gcel je napriklad mozné, aby sa
syntetizovali oligonukleotidy s diZkou asi 100 baz a sekvenéne sa ligovali znamym
spésobom, napriklad poskytnutim vhodnych koncovych miest restrikéného

Stiepenia.

Nukleotidové sekvencie podfa vynalezu mozno tiez pripravit pomocou
reakcie polymerazového retazca (PCR). Pri nej sa ciefova DNA ako napriklad DNA
z vhodného klonu s plnou diZkou hybridizuje s parom syntetickych oligonukleotido-

vych primérov, ktoré maja diZku asi 15 baz a ktoré sa viaZu na opaéné konce



27 *
ciefovej DNA. Usek sekvencie leZiaci medzi nimi sa potom vypini DNA
polymerazou. Mnohonéasobné opakovanie tohto cyklu umozZiiuje amplifikaciu
ciefovej DNA (White et al.(1989), Trends Genet. 5, 185).

Sekvencie nukleovych kyselin podla vynalezu zahffiaju aj skratené
sekvencie, jednovlaknové DNA alebo RNA kodujicej alebo nekddujucej,

dopinkovej sekvencie DNA, sekvencie mMRNA a cDNA z nich odvodené.

Vynalez dalej zahfia nukleotidové sekvencie hybridizujice s vyssie
uvedenymi sekvenciami za stringentnych podmienok. Stringentné hybridizacne
podmienky na Géely predloZeného vyndlezu existuju vtedy, ked hybridizujuce
sekvencie majii homolégiu asi 70 az 100 %, napriklad asi 80 aZz 100 % alebo 90 az
100 % (s vyhodou v aminokyselinovom useku aspor asi 40, napriklad asi 50, 100,
150, 200, 400 alebo 500 aminokyselin).

Stringentné podmienky pre skrining DNA, konkrétne cDNA bank, existuju
napriklad vtedy, ked sa hybridizacna zmes premyje 0,1X timivym roztokom SSC
(20X timivy roztok SSC = 3M NaCl, 0,3 M citrat sodny, pH 7,0) a 0,1 % SDS pri
teplote asi 60 °C.

Analyzy Northern blot sa napriklad premyvaji za stringentnych podmienok
0,1X SSC, 0,1 % SDS pri teplote asi 65 °C.

Derivaty a expresné konstrukty nukieovych kyselin:

Sekvencie nukleovych kyselin treba tieZz chapat tak, Ze zahffiaja derivaty
ako napriklad prométorové varianty alebo alternativne Stiepne varianty. Prométory
operativne pripojené nahor od nukleotidovych sekvencii podra vynalezu mdézu byt
navySe modifikované adiciami, substiticiami, inverziami, inzerciami a/alebo
deléciami nukleotidov, ale bez naruSenia funkcnosti alebo aktivity promotorov.
Prométory mdéZu mat tieZ zvySenl aktivitu modifikaciou svojich sekvencii, alebo
mdzu byt Gplne nahradené efektivnejSimi prométormi dokonca z heterologickych
organizmov. Vy3Sie opisané promotorové varianty sa pouZivaju na pripravu

expresnych kaziet podfa vynalezu.
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Specifické priklady Stiepnych variantov Tudskej PARP2, ktoré mozno

spomenut, su:

Variantna ludska PARP2a: Delécia bazovych parov 766 az 904 (porovnajte
sekvenciu €. 1). Toto vedie k ramcovému posunu s novym stop kodonom (,TAA"

zodpovedajucim nukleotidom 922 az 924 v sekvencii €. 1).

Variantna ludska PARP2b: Inzercia 5'- gta tgc cag gaa ggt cat ggg cca gca

aaa ggg tct ctg -3' za nukleotid 204 (sekvencia €. 1). Toto prediZuje amino-
kyselinova sekvenciu inzerciou: GMPGRSWASKRVS

Derivaty nukleovych kyselin tieZ znamenaju varianty, ktorych nukleotidové
sekvencie v regione od —1 do —1000 pred Startovym kodénom boli modifikované

tak, Ze sa zvysila expresia génu a/alebo proteinu.

Okrem vySSie opisanej nukleotidovej sekvencie zahffiaji konstrukty
nukleovej kyseliny, ktoré mozno pouzit podla vynalezu, vo funkénom, operativhom
prepojeni jednu alebo viacero inych regulaénych sekvencii, napriklad prométory,
amplifikacné signaly, enhancery, polyadenylacné sekvencie, zdroje replikacie,
reportéroveé gény, vyberatelné markerové gény a podobne. Toto prepojenie mdze v
zavislosti od pozadovaného pouZitia viest k zvySeniu alebo zniZeniu expresie

génu.

Popri novych regulaénych sekvenciach je mozné, aby bola pred viastnymi
Strukturnymi génmi pritomna eSte aj prirodzena regulaénad sekvencia. Tato
prirodzena regulacia mdZe byt tam, kde sa to hodi, vypnuta genetickou
modifikaciou a expresiu génov moZno zvysit alebo zniZit. Génovy konstrukt viak
mdZe mat aj jednoduch$iu Struktiru, teda pred Struktirnymi génmi nemusia byt
viozené Ziadne dodatoéné regulacné signadly a prirodny prométor so svojou
regulaciou nemusi byt odstraneny. Namiesto toho sa prirodna regulaéna sekvencia
mutuje takym spdsobom, Ze regulacia uZ neprebieha a expresia génu je zvysena
alebo znizena. Na koniec 3’ sekvencii nukleovych kyselin je tiez mozné viozit
dodatoné vyhodné regulacné prvky. Sekvencie nukleovych kyselin mdzu byt v
génovom konstrukte pritomné v jednej alebo viacerych képiach.
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Vyhodné regulacné sekvencie pre expresnd metédu podfa vynalezu su
napriklad pritomné v prométoroch, ako su napriklad cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp,
lac, Ipp-lac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara, 5P6, 1-PR alebo 1-PL, ktory sa s
vyhodou pouZiva v gramnegativnych baktériach. DalSie vyhodné regulaéné
sekvencie su pritomné napriklad v grampozitivnych prométoroch amy a SP0O2, v
kvasnicovych promotoroch ADCI, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH alebo v
rastlinnych prométoroch CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos alebo

v ubichitinovom alebo fazeolinovom prométore.

V zasade je moZné pouzit vSetky prirodné prométory so svojimi regulacnymi

sekvenciami. Je tieZ moZné a vyhodné pouzit syntetické prométory.

Uvedené regulacné sekvencie maju umoznit Specifickll expresiu sekvencii
nukleovych kyselin a proteinov. To méZe znamenat napriklad v zavislosti od
hostitelského organizmu, Ze gén sa bude exprimovat alebo nadmerne exprimovat
len po indukcii, alebo Ze sa bude exprimovat alebo nadmerne exprimovat

okamzite.

Regulacné sekvencie alebo faktory méZu navyse s vyhodou mat' pozitivny
vplyv na expresiu, teda ju zvySovat alebo zniZovat. Takto mdéZe posilnenie
regulaénych prvkov s vyhodou prebehnut na drovni transkripcie pomocou silnych

transkripénych signalov ako prométorov a/alebo enhancerov.
Je viak tieZ mozZné zvysit translaciu napriklad zlepSenim stability mRNA.

Enhancery znamenaju napriklad sekvencie DNA, ktoré prinasaju zvySenu
expresiu cez zlepSent interakciu medzi RNA polymerazou a DNA.

Rekombinantny konstrukt nukleovej kyseliny alebo génovy konstrukt sa na
expresiu vo vhodnom hostitel'skom organizme s vyhodou vklada do hostitel'sky
Specifického vektora, ktory umoZnuje optimalnu expresiu génov v hostitefovi.
Vektory su odbornikom zndme a mozno ich najst napriklad v ,Cloning Vectors"
(Pouwels P. H. et al., Ed., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985). Okrem
plazmidov vektory znamenaju aj vSetky iné vektory zname odbornikom, ako s
napriklad fagy, virusy, napriklad 5V40, CMV, baculovirus a adenovirus,

transpozény, IS elementy, fazmidy, kozmidy a linearna alebo cirkularna DNA. Tieto
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vektory mdzZu v hostitefskom organizme podliehat autonémnej replikacii alebo

chromozomovej replikacii.
Expresia konstruktov:

Rekombinantné konstrukty podla vynalezu opisané vysSie sa s vyhodou
zavadzaju do vhodného hostitelského systému a exprimuju sa. Na vyvolanie
expresie uvedenych nukleovych kyselin v konkrétnom expresnom systéme sa s
vyhodou pouzivaju klonovacie a transfekéné metédy zname odbornikom. Vhodné
systémy su opisané napriklad v Current Protocols in Molecular Biology, F. Ausubel
et al., ed., Wiley Interscience, New York 1997.

Vhodnymi hostitefskymi organizmami st v zasade vSetky organizmy, ktoré
umoznuju exprimovat nukleové kyseliny podla vynalezu, ich alelické varianty, ich
funkéné ekvivalenty alebo derivaty alebo rekombinantné konstrukty nukleovych
kyselin. Hostitelské organizmy znamenaju napriklad baktérie, plesne, kvasnice,
rastlinné alebo zvieracie bunky. Vyhodnymi organizmami st baktérie, napriklad
baktérie rodu Escherichia, napriklad Escherichia coli, Streptomyces, Bacillus alebo
Pseudomonas, eukaryotické mikroorganizmy ako Saccharomyces cerevisiae, As-
pergillus, vySsie eukaryotické bunky zo zvierat alebo rastlin, napriklad bunky Sf9
alebo CHO.

Génovy produkt mdZe byt v pripade potreby exprimovany v transgénnych
organizmoch, napriklad v transgénnych zvieratach, ako su mysi, ovce, alebo v
transgénnych rastlinach. Transgénne organizmy méZu byt aj takzvané knock-out
zvierata alebo rastliny, v ktorych bol prislusny endogénny gén vypnuty, napriklad
mutaciou alebo Ciastonou alebo Uplnou deléciou.

Kombinacia hostitelskych organizmov a vektorov vhodnych pre organizmy,
napriklad plazmidov, virusov alebo fagov, ako su napriklad plazmidy so systémom
RNA polymeraza/prométor, fagy A, p alebo iné umiernené fagy alebo transpozény
a/alebo iné vyhodné regulaéné sekvencie, tvori expresny systém. Pojem expresné
systémy s vyhodou znamena napriklad kombinaciu buniek cicavcov, napriklad
buniek CHO, a vektorov, napriklad pcDNA3neo vektora, ktoré su vhodné pre bunky

cicavcov.
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Ako je opisané vysSie, génovy produkt mozno s vyhodou exprimovat
v transgénnych zvieratach, napriklad mysiach alebo ovciach, alebo v transgénnych
rastlinach. Je podobne moZné programovat bezbunkové translacné systémy

s RNA odvodenou od nukleovej kyseliny.

Génovy produkt mozZno tieZz exprimovat vo forme terapeuticky alebo
diagnosticky vhodnych fragmentov. Aby sa izoloval rekombinantny protein, je
mozné a vyhodné pouzit vektorové systémy alebo oligonuklieotidy, ktoré prediZuji
cDNA o isté nukieotidové sekvencie a tym koduji modifikované polypeptidy, ktoré
sliZia na zjednodusenie Cistenia. Vhodnymi modifikaciami tohto typu st napriklad
takzvané privesky, ktoré posobia ako kotvy, napriklad modifikacia znama ako
hexahistidinova kotva, alebo epitopy, ktoré mdzu protilatky rozpoznat ako antigény
(opisané napriklad v Harlow, E. a Lane, D., 1988, Antibodies: A Laboratory
Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). Tieto kotvy moZno pouzit na pripojenie
proteinov na tuhy nosic, napriklad polymérovi matricu, ktora moZe byt napriklad
naplnena do chromatografickej kolony alebo na mikrotitraéni platnic¢ku alebo na

iny nosic.

Tieto kotvy mozZno sucasne pouzit aj na rozpoznavanie proteinov. Na
rozpoznavanie proteinov mozno tiez pouZit konvenéné markery ako fluorescenéné
farbiva, enzymové markery, ktoré tvoria zistitelny reakény produkt po reakcii so
substratom, alebo radioaktivne markery, samotné alebo v kombinacii s kotvami na

derivatizaciu proteinov.
Produkcia protilatok:

Anti-PARP2 protilatky sa produkuji spésobom znamym odbornikom.
Protildtky znamenaji polyklonalne, monokionalne, fudské alebo humanizované
protilatky alebo ich fragmenty, jednoretazcové protilatky alebo tieZ syntetické
protilatky, podobne aj protilatkové fragmenty ako Fv, Fab a F(ab’)2. Vhodné
produkéné metody su opisané napriklad v publikacii Campbell, A. M., Monoclonal
Antibody Technology, (1987) Elsevier Verlag, Amsterdam, New York, Oxford a v
Breitling, F. a Dubel, S., Rekombinante Antikorper (1997), Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg.
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Dalsie pouzitie kddovacej sekvencie:

PredloZena cDNA dalej poskytuje bazu na klonovanie genomickej sekvencie
novych génov PARP. To zahfia aj relevantni regulaéni alebo prométorova
sekvenciu, ktora je dostupna napriklad sekvencovanim regiénu nachadzajuceho sa
5' nahor od cDNA podfa vynalezu alebo v intronoch génov. Sekvencna informacia
cDNA je tieZ zakladom pre produkciu antisense molektl alebo ribozymov pomocou
znamych metéd (Jones, J. T. a Sallenger, B. A. (1997) Nat. Biotechnol. 15, 902;
Nellen, W. a Lichtenstein, C. (1993) TIBS, 18, 419). Genomicki DNA mozZno
podobne pouZit na produkciu génovych konstruktov opisanych vyssie.

DalSia mozZnost pouZitia nukleotidovej sekvencie alebo jej dasti je
generovanie transgénnych zvierat. Transgénna nadmerna expresia alebo
geneticky knock-out sekvencnej informacie vo vhodnom zvieracom modeli méze

poskytnut dalSie vhodné informécie o (pato)fyzioldgii novych génov.
Terapeutické aplikacie:

V situaciach, kde existuje prevazZujica nedostatocnost proteinu podla
vynalezu, je moZné pouZit niekofko spésobov nahrady. Na jednej strane mozZno
protein, prirodny alebo rekombinantny, podat priamo alebo génovou terapiou vo
forme jeho kodujucej nukleovej kyseliny (DNA alebo RNA). Na to mozno pouzit
akékolvek vhodné vektory, napriklad virusové a nevirusové vehikula. Vhodné
metody opisal napriklad Strauss a Barranger v Concepts in Gene Therapy (1997),
Walter de Gruyter, vydavatel. DalSiu alternativu poskytuje stimulacia endogénneho
génu vhodnymi Cinidlami.

Je tiez mozZné blokovat obrat alebo inaktivaciu PARP podfa vynalezu,
napriklad proteazami. Nakoniec moZno pouzit inhibitory alebo agonistov PARP
podra vynalezu.

V situaciach, kde je PARP pritomna v nadbytku alebo je nadmerne
aktivovana, mozno pouzit rozne typy inhibitorov. Tato inhibiciu moZno dosiahnut
antisense molekulami, ribozymami, oligonukleotidmi alebo protilatkami a nizko-

molekulovymi zliceninami.
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Uginné latky podra vynalezu, tj. PARP proteiny, nukieové kyseliny a
vazobnych partnerov PARP ako napriklad protilatky alebo modulatory, mozZno
podavat bud ako samostatné terapeuticky ucinné latky alebo ako zmesi s inymi
terapeuticky ucinnymi latkami. Mozno ich podavat ako také, ale vo vSeobecnosti sa
podavaju vo forme farmaceutickych kompozicii, t.j, ako zmesi uéinnych latok s
aspon jednym vhodnym farmaceutickym nosi¢om alebo riedidlom. Uéinné latky
alebo kompozicie mozno podavat akymkolvek vhodnym spésobom pre konkrétny
terapeuticky ucel, napriklad oraine alebo parenteraine.

Povaha farmaceutickej kompozicie a farmaceutického nosica alebo riedidla
zavisi od poZadovaného rezimu podavania. Oralne kompozicie moZu byt napriklad
vo forme tabliet alebo kapsul a mdZu obsahovat zvy€ajné pomocné latky ako
napriklad spojivd (napr. sirup, arabsku gumu, Zelatinu, sorbitol, tragant alebo
polyvinylpyrolidén), plniva (napr. laktéza, cukor, kukuriény Skrob, fosfore¢nan
vapenaty, sorbitol alebo glycin), maziva (napr. stearan horecnaty, mastenec,
polyetylénglykol alebo oxid kremicity), dezintegratory (napr. skrob) alebo zmacadla
(napr. natrium laurylsulfat). Oraine kvapalné produkty méZu byt vo forme vodnych
alebo olejovitych suspenzii, roztokov, sirupov, elixirov alebo sprejov atd., alebo
moZu byt vo forme suchych praskov na rekonstiticiu s vodou alebo inym vhodnym
nosicom. Kvapainé produkty tychto typov mdZu obsahovat konvencné prisady,
napriklad suspenzné ¢inidla, prichute, riedidla alebo emulgatory. Na parenteralne
podavanie mozno pouZit roztoky alebo suspenzie s konvenénymi farmaceutickymi
nosicmi. Parenterdlne podanie ucinnych latok podfa vynalezu sa s vyhodou
uskutocriuje s pouzitim kvapalinej farmaceutickej kompozicie, ktord moZno podavat
parenteralne, najmé intravenézne. Tato s vyhodou obsahuje U¢inné mnoZstvo
aspon jednej uéinnej latky, s vyhodou v rozpustenej forme, vo farmaceuticky
prijateflnom nosi¢i vhodnom na tento ucel. Prikladmi farmaceutickych nosiéov
vhodnych na tento Géel st najmé vodné roztoky ako napriklad fyziologicky roztok,
fosfatom timeny fyziologicky roztok, Ringerov roztok, Ringerov laktatovy roztok a
podobne. Kompozicia moéZe navySe obsahovat dalSie prisady ako antioxidanty,

chelatovacie cinidla alebo antimikrobialne éinidla.

Volba davkovania Gcinnych latok podfa vynalezu a konkrétny harmonogram

davkovania zavisia od rozhodnutia oSetrujiceho lekara. Ten vyberie vhodn( davku
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a vhodny harmonogram podavania v zavislosti od zvolenej cesty podania, od
ucéinnosti lieku v kaZdom pripade od povahy a zavaznosti poruchy, ktora sa ma
lie¢it, a od stavu pacienta a jeho reakcie na lieCbu. Takto napriklad mozno
farmakologicky ucinné latky podavat cicavcovi (€loveku alebo zvieratu) v davkach
asi 0,5 mg aZ asi 100 mg na kg telesnej hmotnosti a den. Mozno ich podavat v

jednej davke alebo v niekofkych davkach.
Neterapeutické aplikacie:

Nukleové kyseliny podra vynalezu, ako je naprikilad cDNA, genomicka DNA,
prométor a polypeptid a ich Ciastkové fragmenty mozno pouzit aj v rekombinantnej

alebo nerekombinantnej forme na vyvoj roznych testovacich systémov.

Je napriklad mozné zaviest testovaci systém, ktory bude vhodny na meranie
aktivity promoétora alebo proteinu za pritomnosti testovanej latky. Metody merania
v tomto pripade su s vyhodou jednoduché, napr. kolorimetricka, luminometricka,
fluorimetricka, imunologicka alebo radioaktivna, a umoznuju s vyhodou rychle
meranie vefkého poctu testovanych latok. Testy tohto typu st vhodné a vyhodné
pre takzvany vysokovykonny skrining. Tieto testovacie systému umozZnuju
hodnotenie testovanych latok na ich viazanie, agonizmus, antagonizmus alebo

inhibiciu proteinov podla vynalezu.

Uréenie mnozZstva, aktivity a distriblcie proteinov podfa vynalezu alebo
zakladnej mRNA v [udskom tele mozZno pouZit na diagnostiku, na urcenie
predispozicie a na monitoring istych chordob. Podobne sekvencia cDNA a
genomicka sekvencia méZe poskytnat informacie o genetickych pricinach a
predispoziciach na isté choroby. Na tento icel moZno pouZit DNA/RNA sondy aj
protilatky Sirokého spektra typov. Nukleotidové sekvencie podfa vynalezu alebo ich
casti mozZno dalej pouZit vo forme vhodnych sond na detekciu bodovych mutacii,

delécii alebo inzercii.

Proteiny podfa vynalezu moZno dalej pouZit na identifikdciu a izolaciu ich
prirodzenych ligandov alebo interagujlcich partnerov. Proteiny podla vynalezu
mozZno okrem toho pouZit na identifikaciu a izolaciu umelych alebo syntetickych
ligandov. Na tento Gcel rekombinantne pripraveny alebo vycisteny prirodny protein
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moZno derivatizovat takym sposobom, aby mal modifikacie, ktoré umoZriuju
pripojenie na nosi. Proteiny viazané takymto sposobom mozZno inkubovat s
roznymi analytmi, ako su naprikiad proteinové extrakty alebo peptidové kniZnice
alebo iné zdroje ligandov. Takymto spésobom mozno izolovat a charakterizovat
Specificky viazané peptidy, proteiny alebo nizkomolekulové, neproteinové latky.
Neproteinové latky znamenaju napriklad nizkomolekulové chemické latky, ktoré
mdZu pochadzat napriklad z klasickej syntézy lieCiv alebo z takzvanych kniznic
latok ktoré boli syntetizované kombinatoricky.

PouzZité proteinové extrakty sa ziskavaju napriklad z homogenatov rastlin
alebo casti rastlin, mikroorganizmov, ludskych alebo zvieracich tkaniv alebo

organov.

Ligandy alebo interagujucich partnerov mozno tieZ identifikovat metédami
ako kvasnicovy dvojhybridny systém (Fields, S. a Song, O. (1989) Nature, 340,
245). Expresné banky, ktoré moZno pouZit v tomto pripade, moZno ziskat z

fudskych tkaniv, ako je napriklad mozog, srdce, oblicka atd'.

Sekvencie nukleovych kyselin podfa vynalezu a proteiny nimi kédované
mozZno pouzit na vyvoj Cinidiel, agonistov a antagonistov alebo inhibitorov pre
diagnostiku a terapiu chronickych a akutnych choréb spojenych s expresiou alebo
aktivaciou jednej z proteinovych sekvencii podfa vynalezu, napriklad s jej zvy§enou
alebo zniZenou expresiou. Vyvinuté cinidla, agonistov alebo inhibitory mozZno
potom pouzit na produkciu farmaceutickych pripravkov na liecbu alebo diagnostiku
chordb. Prikladmi moznych choréb v tomto spojeni st choroby mozgu, periférneho
nervového systému, kardiovaskuldrneho systému alebo oka, septicky 3ok,
reumatoidna artritida, diabetes, akutne zlyhanie obliciek alebo rakovina.

Relevantnost proteinov podfa vynalezu pre uvedené indikacie bola overena
pomocou Specifickych inhibitorov v relevantnych zvieracich modeloch.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Vynalez je teraz opisany podrobnejSie s odkazom na nasledujtice priklady.
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Priklad 1: Izolacia cDNA PARP2 a PARP3

Tieto sekvencie cDNA boli prvykrat zistené pri sekvencnej analyze klonov
cDNA z kniZnice cDNA z fudského mozgu (Human Brain &' Stretch Plus cDNA
Library, ¢. HL3002a, Clontech). Mysacie klony PARP3 sa izolovali z ,lambda triplex
mouse brain cDNA library* (Clontech, objednavacie Cislo ML5004t). Sekvencie

tychto klonov su opisané v sekvencii ¢. 1, 3,7 a 9.
Priklad 2: Expresia PARP2 a PARP3 v [udskych tkanivach

Expresia fudskej PARP2 a ludskej PARP3 sa skimala v dvanastich réznych
ludskych tkanivach pomocou analyzy Northern blot. Produkt Human Multiple
Tissue Northern Blot (MTNTM) dodavany firmou Clontech (€. 7760-1 a ¢. 7780-1)
sa hybridizoval na tento Gcel so sondou RNA. Sonda sa vyprodukovala in vitro
transkripciou zodpovedajiucej cDNA [udskej PARP2 a [udskej PARP3 za
pritomnosti digoxigeninom oznacenych nukleotidov v sulade s metédou podfa
vyrobcu (BOEHRINGER MANNHEIM DIG Easy Hyb, objednavacie ¢islo 1603 558,
metdda DIG Easy Hyb na hybridizaciu RNA:RNA). Protokol sa modifikoval, aby sa
uskutocnila predhybridizacia: 2 x 1 h s pridavkom DNA zo spermy sledov (10
mg/ml hybridizacného roztoku). Hybridizacia potom prebehla cez noc s pridavkom
DNA zo spermy sledov (10 mg/ml hybridizacného roztoku). Detekcia pasov sa
uskutoénila pomocou protokolu CDP-Star (BOEHRINGER MANNHEIM CDP-
Star™, objednavacie Cislo 1685 627).

Po stringentnom premyti sa transkript PARP2 zistil hlavne v ludskom
mozgu, srdci, kostrovom svalstve, oblicke a peceni. Velkost transkriptu asi 1,9 kb
zodpoveda urenej dizke cDNA (1,85 kb) (pozrite obrazok 2(A)).

Expresia fudskej PARP2 v inych tkanivach alebo organoch je vyrazne slabsia.

Po stringentnom premyti sa transkript PARP3 zistil hlavne v srdci, mozgu,
oblicke, kostrovom svalstve a peceni. Expresia v inych tkanivach (placenta, pltca,
pankreas) je vyrazne slabSia (pozrite obrazok 2(B)). Existuju aspoii 2 transkripty
fudskej PARP3, ¢o mozZno pravdepodobne vysvetlit roznymi polyadenylaénymi
miestami alebo alternativnym Stiepenim. Ich vefkost (asi 2,2 kb a 2,5 kb)
zodpoveda uréenej dizke cDNA (2,3kb). Premytie sa uskutonilo s 0,2 x SSC/0,2 %
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SDS pri teplote miestnosti pocas 2 x 15 minut a potom s 0,1 x SSC/0,1 % SDS pri
65 °C pocas 2 x 15 minut (pripravené z 20X SSC: 3M NaCl, 0,3 M citrat sodny, pH
7.0).

Priklad 3: Produkcia protilatok

Vyprodukovali sa Specifické protilatky proti proteinom podfa vynalezu. Tieto
sa medzi inym pouzili na analyzovanie tkanivovej distriblicie na tGrovni proteinov
PARP2 a PARP3 pomocou analyzy immunoblot (Western blot). Priklady produkcie
takych protilatok st uvedené nizsie.

Nasledujuce peptidy sa pripravili syntézou spésobom znamym odbornikom
na produkciu protilatok. V niektorych pripadoch bol na N alebo C konce pripojeny
cysteinovy zvysok, aby sa ulahéilo pripajanie na KLH (keyhole limpet hemocyanin).

PARP-2: NH-MAARRRRSTGGGRARALNES-CO.H (aminokyseliny 1 — 20;
sekvencia ¢. 23)
NH-KTELQSPEHPLDQHYRNLHC-CO_H (aminokyseliny 335 — 353; sek-
vencia ¢. 24)

PARP-3: NH-CKGRQAGREEDPFRSTAEAIK-CO,H (aminokyseliny 25 ~ 44;
sekvencia €. 25)
NH2- CKQQIARGFEALEALEEALK-CO.H (aminokyseliny 230 — 248; sek-
vencia ¢. 26)

Produkcia anti-PARP3 protilatky je opisana ako reprezentativny priklad.

Pre ludski PARP3 sa polyklonalne protilatky vygenerovali v kralikoch
pomocou  syntetického peptidu s  peptidovou  sekvenciou  H,N-
KQQIARGFEALEALEEALK-CO.H (sekvencia €. 27) (aminokyseliny 230 — 248
sekvencie proteinov fudskej PARP3). Zodpovedajuca mySacia sekvencia sa lisi v
tomto regiéne iba jednou aminokyselinou (H.N-KQQIARGFEAZEALEEAMK-CO.H;
sekvencia ¢. 28). Na N koniec sa pripojil cystein, aby sa umozZnilo naviazanie
proteinu na KLH.

Kraliky sa imunizovali konjugatom KLH-peptid celkovo péatkrat v intervaloch
7 — 14 dni. Ziskané antisérum sa afinitne vycistilo pomocou antigénu. Frakcia
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Specifického IgG sa izolovala zo séra pomocou prislusnych peptidov, ktoré sa na
tento Ucel najprv imobilizovali na afinitnej kolone spdsobom znamym odbornikom.
Prislusné antisérum sa zaviedlo na tito afinitnd kolénu a nespecificky sorbované
proteiny sa eluovali timivym roztokom. Specificky viazana frakcia IgG sa eluovala
0,2 M timivym roztokom na baze glycinu s HCl s pH 2,2. pH sa okamzite zvysilo
pomocou 1 M timivého roztoku TRIS/HCI s pH 7,5. Eluat obsahujtci frakciu IgG sa
Zzmiesal 1:1 (objemovo) s nasytenym roztokom siranu aménneho a inkuboval sa pri
+4 °C pocas 30 min, aby sa dokonCilo vyzraZanie. Ziskana zrazenina sa
centrifugovala pri 10000 g a po odstraneni supernatantu sa rozpustila v
minimalnom mnoZstve PBS/TBS. Ziskany roztok sa potom dialyzoval oproti
PBS/TBS v pomere 1:100 (objem). Protilatky sa upravili na koncentraciu asi 100 g
IgG/ml. Protilatky PARP3 vycistené tymto spdsobom mali vysoku Specifickost na
PARP3. Zatial ¢o mysSacia PARP3 bola rozpoznavana dobre, nebola Ziadna

pozorovatelna krizova reakcia s PARP1 alebo PARP2.

Priklad 4: Analyza tkanivovej distriblicie pomocou testu immunoblot (Western blot)

Tkanivova distribicia na Grovni proteinu sa skumala aj pre PARP2 a PARP3

analyzou immunoblot (Western biot).

Priprava mysacich tkaniv na proteinové gély:

Tkaniva alebo bunky sa homogenizovali pomocou pristrojov Potter alebo
Ultra-Turrax. S tymto ciefom sa 0,5 g tkaniva (alebo buniek) inkubovalo v 5 ml
timivého roztoku (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 6 mM MgCl;) s jednou
tabletou koktailu inhibitora protedzy (Boehringer Mannheim, objednavacie éislo
1836153) a benzonazou (stupen Cistoty I, MERCK) pri 37 °C pocas 30 min.
Tkanivové vzorky z mySi sa pripravili zo srdca, pluc, pecene, sleziny, oblicky,
¢reva, svalov, mozgu a pre fudské embryonalne oblickové bunky (HEK293, fudska

embryonalna oblicka).
Proteinové gély:

Pouzil sa systém NuPAGE dodavany firmou NOVEX podfa pokynov pre
proteinové gély. PouZili sa polyakrylamidové gély (NUPAGE 4 - 12 % BisTris,
NOVEX NP 0321), timivy roztok (MES-Running Buffer, NOVEX NP 0002), anti-
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oxidant (NOVEX NP 0005), proteinovy velkostny Standard (Multi Mark Multi Colored
Standard, NOVEX LC 5725), vzorkovy timivy roztok (NUPAGE LDS Sample Buffer
(4X), NOVEX NP 0007). Gély sa spustili na 45 minut pri napéti 200 V.

Western blot:

Testy Western blot sa uskutocnili s pouzitim systému NOVEX podfa navodu.
Pouzila sa nitrocelulézovda membrana (Nitrocellulose Pore s vefkostou 45 um,
NOVEX LC 2001). Transfer trval 1 hodinu pri pride 200 mA. Transferovy timivy
roztok pozostaval z 50 ml koncentratu transferového timivého roztoku (NOVEX NP
0006), 1 ml antioxidantu (NOVEX NP 0002), 100 ml metanolu analytickej Cistoty a

849 ml dvakrat destilovanej vody.

Okrem blotov pripravenych takymto sposobom sa pouZili aj vopred
pripravené bloty, napriklad od firmy Chemicon (blot mySacieho mozgu, Chemicon,
katalogové ¢.: NS 106 s tkanivami I. frontalny kortex, 2. posteriorny kortex, 3.
cerebellum, 4. hipokampus, 5. oéna bulva, 6. priZkované teleso, 7. talamus, 8.

stredny mozog, 9. entorinalny kortex, 10. most, 11. medulla, 12. miecha).
Reakcia protilatky s PARP3:

Western blots sa blokovali v TBST (TBS + 0,3 % Tween 20) s 5 % suchym
praskovym mliekom pocas najmenej 2 hodin (TBS: 100 mM Tris pH 7,5, 200 mM
NaCl). Reakcia protilatky s primarnou protilatkou (zriedenie 1:1000) prebehla v
TBST s 5% suchym praskovym mliekom (pozrite vyssie) pri teplote miestnosti
pocas najmenej 2 hodin alebo pri 4 °C cez noc, s jemnym mieSanim (vertikalny
rotator). Nasledovalo premytie trikrat po 5 minat v TBST. Inkubacia so
sekundarnou protilatkou (anti-kralici IgG, viazany s peroxidazou, SIGMA A-6154,
zriedenie 1:2000) prebehia v TBST s 5 % suchym praskovym mliekom pocas 1
hodiny. Nasledovalo premytie trikrat po 5 minat, ako je uvedené vysSie.
Nasledujuca detekcia bola zaloZena na chemiluminiscencii pomocou supravy
SUPER BLAZE (Pierce, Signal BLAZE Chemiluminescent Substrate 34095) podla
navodu vyrobcu. Pouzil sa ,Lumi-Film* (Chemiluminescent Detection Film,

Boehringer, objednavacie Cislo: 1666916). Filmy sa vyvijali asi 2 min (réntgenovy
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vyvojkovy koncentrat, ADEFO-Chemie GmbH), hydratovali sa, ustafovali sa asi 4
min (Acidofix 85 g/1 /AGFA), hydratovali a potom vysusili.

Priklad 5: Priprava enzymov

Na porovnanie sa exprimovala ludska PARP1 rekombinantne v baculo-
virusovom systéme sposobom znamym odbornikom a Ciastoéne sa vycistila podla
popisu (Shah et al., Analytical Biochemistry 1995, 227, 1-13). Hovadzia PARP1
s Cistotou 30 - 50% (c = 0,22 mg/ml, Specificka aktivita 170 nmol ADP-
ribézy/min/mg celkového proteinu pri 25°C) sa kupila od firmy BIOMOL
(objednavacie Cislo SE-165). Ludskd a mySacia PARP2 a PARP3 sa exprimovali
rekombinantne v baculovirusovom systéme (systém Bac-to-Bac, BRL LifeScience).
Na tento ucel sa prislusné cDNA klonovali do vektora pFASTBAC-1. Po priprave
rekombinantnej baculovirusovej DNA rekombinaciou v E. coli nasledovala
transfekcia buniek hmyzu (Sf9 alebo High-Five) prisluSnymi rekombinantnymi
baculovirusovymi DNA. Expresia prisluSnych proteinov bola overena analyzou
western blot. Virusové kmene boli amplifikované spésobom znamym odbornikom.
Vacsie mnoZstva rekombinantnych proteinov sa ziskali infekciou 500 ml kultary
hmyzich buniek (2 x 10° buniek/ml) virusmi v MOI (multiplicity of infection; pomer
virusov k bunkam) 5 — 10 a inkubovali sa 3 az 4 dni. Hmyzie bunky sa potom
centrifugovali do peliet a proteiny sa vycistili z tychto peliet.

Cistenie sa uskutoénilo klasickymi metédami Gistenia proteinov znamymi
odbornikom, pricom enzymy sa zistovali vhodnymi Specifickymi protilatkami. V
niektorych pripadoch sa proteiny aj afinitne vycistili na 3-aminobenzamidovej
afinitnej koléne podra popisu (Burtscher et al., Anal Biochem 1986, 152:285-290).
Cistota bola > 90 %.

Priklad 6: Testovacie systémy na uréenie aktivity PARP2 a PARP3 a inhibiéného
posobenia efektorov na PARP1, PARP2 a PARP3
a) Produkcia protilatok proti poly(ADP-ribéze)

Poly(ADP-ribézu) mozno pouZit ako antigén na generovanie anti-poly(ADP-
ribdzovych) protilatok. Produkcia anti-poly(ADP-rib6zovych) protilatok je opisana
v literatire (Kanai Y et al. (1974) Biochem Biophys Res Comm 59:1, 300-306;
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Kawamaitsu H et al. (1984) Biochemistry 23, 3771-3777; Kanai Y et al. (1978)
Immunology 34, 501-508).

Medzi inymi sa pouZili nasledujtice: anti-poly(ADP-rib6zové) protilatky (poly-
klonalne antisérum, kraliky), BIOMOL; objednavacie ¢. SA-276, anti-poly(ADP-
ribozové) protilatky (monoklonaine, mysacie; klon 10H; hybridémovy supernatant,

afinitne vycisteny).

Antiséra monoklonalnych protilatok ziskané z hybridomového supernatantu
sa vyCistili afinitnou chromatografiou proteinu A spésobom znamym odbornikom.

b)  ELISA

Materialy:

Farebné Cinidlo ELISA: TMB mix, SIGMA T-8540

96-jamkova mikrotitracna platnicka (FALCON Micro-Test IlI™ Flexible Assay
Plate, €. 3912) sa pokryla histonmi (SIGMA, H-7755). Histény sa na tento ucel
rozpustili v uhlic¢itanovom timivom roztoku (0,05 M Na,HCO5; pH 9,4) v koncentracii
50 pg/ml. Jednotlivé jamky mikrotitranej platnicky sa inkubovali kazda so 150 pl
tohto histonového roztoku pri teplote miestnosti pocas najmenej 2 hodin alebo pri
4 °C cez noc. Jamky sa potom zablokovali pridanim 150 pul 1 % roztoku BSA
(SIGMA, A-7888) v uhlicitanovom timivom roztoku pri teplote miestnosti pogas 2
hodin. Potom nasledovali tri kroky premyvania premyvacim timivym roztokom
(0,05 % Tween 10 v 1x PBS; PBS (Phosphate buffered saline — fosfatom timeny
fyziologicky roztok; Gibco, objednavacie €. 10010): 0,21 g/l KH.PO,, 9 g/l NaCl,
0,726 g/l Na;HPO, . 7 H;0, pH 7.4). Kroky premyvania sa v§etky uskuto&nili v
premyvacke mikrotitracnych platniciek (premyvacka mikrotitraénych platnidiek

,Columbus®, SLT-Labinstruments, Austria).

Na enzymovu reakciu bol potrebny enzymovy reakény roztok a roztok
substratu, v kazdom pripade ako vopred pripravena zmes. Absolitne mnoZstvo
tychto roztokov zaviselo od planovaného poéctu testovacich jamiek.

ZloZenie enzymového reakéného roztoku na jednu jamku:
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- 4 pl reakéného timivého roztoku PARP (1 M Tris-HCI pH 8,0, 100 mM
MgCL, 10 mM DTT)

- 20 ng PARP1 (fudskej alebo hovédzej) alebo 8 ng PARP2 (fudskej alebo
mysacej)

- 4 ul aktivovanej DNA (1 mg/ml; SIGMA, D-4522)

- H.0 do 40 pl

ZloZenie substratového roztoku na jednu jamku:

- 5 ul reakéného timivého roztoku PARP (10x)
- 0,8 pl roztoku NAD (10 mM, SIGMA N-1511)
- 44 ul H.0

Inhibitory sa rozpustili v 1x reakénom timivom roztoku PARP. DMSO, ktory
sa prileZitostne pouZival na rozpustenie inhibitorov pri vy$§ich koncentraciach,
nepdsobil problémy aZ do konecnej koncentracie 2 %. Na enzymov( reakciu sa 40
ul enzymového reakéného roztoku zaviedlo do kaZdej jamky a inkubovalo sa s 10
ul roztoku inhibitora po€as 10 mindt. Potom sa zaCala enzymova reakcia pridanim
50 pl substratového roztoku do kazdej jamky. Reakcia sa uskutoéfiovala pri teplote
miestnosti v priebehu 30 minat a potom sa zastavila trojndsobnym premytim pre-
myvacim timivym roztokom.

Pouzitymi primarnymi protilatkami boli Specifické anti-poly(ADP-rib6zové)
protilatky v zriedeni 1:5000. Zriedenie sa uskutocnilo v protilatkovom timivom
roztoku (1 % BSA v PBS; 0,05 % Tween 20). Inkubacny Cas pre primarne protilatky
bol jedna hodina pri teplote miestnosti. Po naslednom trojnasobnom premyti
premyvacim timivym roztokom sa uskutocnila inkubécia so sekundarnou protilatkou
(protimySaci IgG, fragmenty Fab, naviazané na peroxidazu, Boehringer Mannheim,
objednavacie ¢. 1500.686; protikralici IgG, naviazany na peroxidazu, SIGMA,
objednavacie ¢. A-6154) v zriedeni 1:10,000 v protilatkovom timivom roztoku pri
teplote miestnosti v priebehu jednej hodiny. Po trojnasobnom premyti premyvacim
timivym roztokom nasledovala farebna reakcia s pouzitim 100 pl farebného ¢inidla
(TMB mix, SIGMA) na jamku pri teplote miestnosti poéas asi 15 min. Farebna

reakcia sa zastavila pridanim 100 p1 2 M H.SO,. Nasledovalo okamzZité meranie v
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ditacke platni¢iek ELISA (EAR340AT ,Easy Reader”, SLT-Labinstruments, Austria)
(450 nm oproti 620 nm). Princip merania je zobrazeny diagramom na obrazku 6.

Rézne koncentracie sa pouZili na skonstruovanie zavislosti davka - ucinok,
aby sa urcila hodnota K, inhibitora. Hodnoty sa ziskavali trojmo pre konkrétnu
koncentraciu inhibitora. Aritmetické priemery sa uréili pomocou programu
Microsoft®© Excel. Hodnoty ICs, sa uréovali pomocou programu Microcal© Origin
Software (Vers. 5.0) (,Sigmoidal Fit‘). Konverzia hodnoty ICs, takto vypocitanej na
hodnoty K, sa uskutocnila pomocou kalibraénych inhibitorov*. ,Kalibracné
inhibitory" sa tieZ merali v kaZdej analyze. Hodnoty K; ,kalibraénych inhibitorov* sa
urili v rovnakom testovacom systéme analyzou Dixonovho diagramu spdsobom

znamym odbornikom.

b) Test HTRF (homogenous time-resolved fluorescence — homogénna ¢asovo

rozliSena fluorescencia)

V teste HTRF PARP podla vynalezu sa histony ako cielové proteiny pre
modifikaciu pomocou PARP oznagili nepriamo fluoroforom XL665. Anti-poly(ADP-
ribozova) protilatka sa priamo oznacila kryptatom eurdpia (anti-PAR-kryptat). Ak je
fluorofor XL665 v jej priamej priestorovej blizkosti, ¢o je zabezpecené viazanim
poly(ADP-ribézy) na histén, je moZny prenos energie. Emisia pri 665 nm je takto
priamoumerna mnoZstvu viazanej protilatky, ktoré je zase ekvivalentné mnozstvu
poly(ADP-ribdzy). Namerany signal teda zodpoveda aktivite PARP. Princip
merania je zobrazeny diagramom na obrazku 7. PouZité materidly su totoZné s
tymi, ktoré sa pouZili pri teste ELISA (pozrite vyssie), ak nie je uvedené inak.

Histony sa rozpustili v koncentracii 3 mg/ml v timivom roztoku Hepes
(50 mM, pH = 7,5). Biotinylacia sa uskutocnila s pouzitim sulfo-NHS-LC-biotinu
(Pierce, &. 21335T). Pouzil sa molarny pomer 4 molekuly biotinu na histén. Cas
inkubacie bol 90 minut (teplota miestnosti). Biotinylované histony sa potom vycistili
na koléne G25 SF HR10/10 (Pharmacia, 17-0591-01) v timivom roztoku Hepes
(50 mM, pH = 7,0), aby sa odstranil nadbytok biotinylacného G¢inidla. Anti-

poly(ADP-ribozova) protilatka sa oznacila kryptatom eurépia pomocou
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dvojfunkénych spajacich cinidiel (Lopez, E. et al., Clin. Chem. 39(2), 196-201
(1993); patent USA 5,534,622).

Cistenie sa uskutoénilo na koléne G25SF HR10/30. Dosiahol sa molarny
pomer 3,1 kryptatov na protilatku. VytaZok bol 25 %. Konjugaty sa uloZili pri -80 °C
za pritomnosti 0,1 % BSA vo fosfatovom timivom roztoku (0,1 M, pH = 7).

Pri enzymovej reakcii sa do kaZdej jamky napipetovalo nasledujice:

- 10 pl roztoku PARP v reakénom timivom roztoku PARP HTRF (50 mM Tris-
HC! pH 8,0, 10 mM MgCl;, 1 mM DTT) s 20 ng PARP1 (fudskej alebo hova-
dzej) alebo 8 ng PARP2 (ludskej alebo mySacej)

- 10 pl aktivovanej DNA v reakénom timivom roztoku PARP HTRF (50 pg/ml)

- 10 pl biotinylovanych histénov v reakénom timivom roztoku PARP HTRF
(1.25 uM)

- 10 pl inhibitora v reakénom timivom roztoku PARP HTRF

Tieto ¢inidla sa inkubovali 2 minGty, kym sa zacala reakcia pridanim

- 10 pl roztoku NAD v reakénom timivom roztoku PARP HTRF (41 pM/ml).
Reakény Cas bol 30 minut pri teplote miestnosti.

Reakcia sa potom zastavila pridanim

- 10 p1 inhibitora PARP (25 uM, K, = 10 nM) v timivom roztoku ,Revelation*
(100 mM Tris-HCI pH 7,2, 0,2 M KF, 0,05 % BSA).

Potom sa pridalo nasleduijuce:
- 10 pl roztoku EDTA (SIGMA, E-7889, 0,5 M v Hx0)

- 100 pl Sa-XL665 (Packard Instruments) v timivom roztoku ,Revelation® (15
- 31,25 nM)

- 50 ul anti-PAR kryptatu v timivom roztoku ,Revelation* (1,6 — 3,3 nM).
Meranie bolo potom mozZné po 30 minatach (az do 4 hodin). Meranie sa

uskutocnilo v pristroji ,discovery HTRF microplate analyzer* (Canberra Packard
Instruments). Hodnoty K; sa vypocitali tak, ako je opisané pre ELISA.
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Priklad 7: Testovacie systémy na uréenie terapeutickej ucinnosti inhibitorov PARP

Terapeuticku G€innost novych inhibitorov PARP mozZno skontrolovat v rele-

vantnych farmakologickych modeloch. Priklady niektorych vhodnych modelov su

uvedené v tabulke 1.

Porucha

Model

Literatira

Neurodegenerativne po-
ruchy (mrtvica, Parkinson
atd’)

Excitotoxicita NMDA u
mysi alebo potkanov

Popis pozrite niZsie

Mrtvica

Trvala MCAO (,stredna
cerebraina arterialna

okluzia“)

Tokime, T. et al., J.
Cereb. Blood Flow
Metab., 18(9): 991-7,
1998. Guegan, C., Brain
Research. Molecular
Brain Research, 55(1):
133-40, 1998.

Prechodna, fokaina
MCAO u potkanov alebo
mysi

Eliasson MJL et al., Nat
Med 1997, 3:1089-1095.
Endres, M et al., J Cereb
Blood Flow Metab 1997,
17:1143-1151. Takahashi
Ketal., J Cereb Blood
Flow Metab 1997,
17:1137-1142.

Parkinsonova choroba

Toxicita MPTP (1-metyl-4-
fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinu) u mysi

alebo potkanov

Cosi C, et al.,, Brain Res.,
1998, 809(1):58-67. Cosi
C, et al,, Brain Res.,
1996, 729(2):264-9.
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Infarkt myokardu Okluzia koronarnych ciev | Richard V, et al., Br. J.
u potkanov, svin alebo Pharmacol 1994, 113,
kralikov 869-876. Thiemermann C,
et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 1997, 94(2):679-83.
Zingarelli B, et al.,
Cardiovasc Res. 1997,
36(2):205-15.
Langendorfov model Popis pozrite nizSie
srdca u potkanov alebo
kralikov
Septicky Sok Endotoxinovy Sok u Szabo C, et al., J Clin

potkanov

Invest, 1997, 100(3):723-
35.

Zymosanom alebo
karagénanom indukované
zlyhanie viacerych
organov u potkanov alebo

mysi

Szabo C, et al. J Exp
Med. 1997, 186(7):1041-
9. Cuzzocrea S, et al. Eur
J Pharmacol. 1998,
342(1):67-76.

Reumatoidna artritida

Adjuvans alebo

kolagénom indukovana

Szabo C, et al., Proc Natl
Acad Sci USA. 1998,

artritida u potkanov alebo | 95(7):3867-72.
mysi
Diabetes Indukovany Uchgata Y et al., Diabetes
streptozotocinom a 1983, 32: 316-318.
aloxanom alebo spojeny | Masiello P et al.,
s obezitou Diabetologia 1985, 28:
683-686. Shimabukuro M
etal., J Clin Invest 1997,
100: 290-295.
Rakovina In vitro model; pozrite Schlicker et al., 1999,

nizsie

75(1), 91-100.
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a) Model excitotoxicity NMDA

vvvvv

normalnych podmienok sa glutamat vylucuje do synaptickej Strbiny a stimuluje
postsynaptické glutamatové receptory, Specificky glutamatové receptory typu
NMDA a AMPA. Tato stimulacia hra vyznamnu tlohu v mnohych funkciach mozgu

vratane ucenia, paméti a motorickej kontroly.

Za podmienok akutnej a chronickej neurodegeneracie (napr. mrtvica) vSak
existuje velky narast presynaptickej sekrécie glutamatu, co ma za nasledok
nadmernu stimulaciu receptorov. To vedie k umieraniu takto stimulovanych buniek.
Tato zvySena aktivita glutamatu sa objavuje pri niekofkych neurologickych
chorobach alebo psychickych poruchach a vedie k stavom nadmerného vzrusenia
alebo toxickym ucinkom v centrainej nervovej sustave (CNS) ale aj v periférnom
nervovom systéme. Glutamat je teda zapojeny do velkého poctu neuro-
degenerativnych poruch, najmé neurotoxickych portch po hypoxii, anoxii, ischémii
a po léziach, napriklad po tych, ku ktorym dochadza po mftvici a traume, do
mitvice, Alzheimerovej choroby, Huntingtonovej choroby, amyotrofickej lateralnej
sklerozy (ALS; ,Lou Gehringova choroba“), kranidlnej traumy, traumy miechy,
periférnych neuropatii, AIDS demencie a Parkinsonovej choroby. Dalsia choroba,
pri ktorej st dblezité glutamatové receptory, je epilepsia (Brain Res Bull 1998;
46(4):281-309, Eur Neuropsychopharmacol 1998, 8(2):141-52.).

Uginky glutamatu sprostredkujl rézne receptory. Jeden z tychto receptorov
sa nazyva NMDA (N-metyl-D-aspartatovy) receptor podfa Specifického agonistu
(Arzneim. Forschung 1990, 40, 511-514; TIPS, 1990, 11, 334-338; Drugs of the
Future 1989, 14, 1059-1071). N-Metyl-D-aspartat je silny agonista konkrétnej triedy
glutamatovych receptorov (,NMDA* typu). Stimulacia NMDA receptora vedie
k prilevu vapnika do bunky a ku generovaniu vofnych radikalov. Volné radikaly
vedu k poskodeniu DNA a aktivacii PARP. PARP zase sposobuje umieranie buniek
depléciou vysokoenergetickych fosfatov (NAD a ATP) v bunke. To vysvetfuje
toxicitu NMDA. Liecba zvierat s NMDA sa mdze preto povaZovat za model vyssie
uvedenych portch, v ktorych je zapojena excitotoxicita.
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Vzhfadom na doleZitost glutamatovych receptorov v neurodegeneracii
mnoho doterajSich farmakologickych pristupov bolo zameranych na Specifické
blokovanie prave tychto receptorov. AvSak vzhfadom na ich vyznam za podmienok
normalinej stimulacie tieto pristupy sa ukazali ako problematické (vedrajSie Gcinky).
Okrem toho stimulacia receptorov je udalost, ktora prebieha velmi rychlo, takze
podavanie receptorov Casto prichadza prineskoro (problém ,Casového okna“).
Preto existuje velka potreba novych principov pdsobenia a inhibitorov neurotoxicity
suvisiacej s NMDA.

Ochranu proti cerebrainej nadmernej excitacii excitacnymi aminokyselinami
(NMDA antagonizmus u mysi) mozZno povazovat za adekvatny dokaz aktivity
farmakologického efektora PARP pri poruchach zaloZenych na excitotoxicite.
Intracerebraine podanie excitacnych aminokyselin (EAA) indukuje takG masivnu

nadmernd excitaciu, Ze v priebehu kratkeho casu vedie ku kficom a smrti zvierat

(mysi).

V tomto pripade iSlo o jednostranné intracerebroventrikularne podanie 10 pl
0,035 % vodného roztoku NMDA 120 minGt po intraperitonealnom (i.p.) podani
testovanej latky. Tieto symptdmy mozno inhibovat systémovym, napr.
intraperitonealnym podanim centralne pésobiacich lie¢iv. KedZe nadmerna
aktivicia EAA receptorov v centralnej nervovej slstave hra vyznamni ulohu
v patogenéze rdéznych neurologickych porich, je moZné usudit na zaklade
zisteného EAA antagonizmu in vivo, Ze tieto latky m6Zu mat terapeutické vyuZitie
pri takych poruchach CNS. EDso, pri ktorej 50 % zvierat nema priznaky vdaka
predchadzajucemu i.p. podaniu meranej latky s pevnou davkou NMDA, bola
uréena ako miera aktivity latok.

b) Langendorfov model srdca (model pre infarkt myokardu)

Na test sa pouZili samce potkanov Sprague-Dawley (telesna hmotnost 300
— 400 g; dodané firmou Janvier, Le Genest-St-Isle, Franclzsko). Potkanom sa
podala Gcinna latka alebo placebo oralne nazogastrickou sondou (objem: 5 mi/kg).
O 50 minut neskor sa intraperitonealne podal heparin (Liquemin N Roche, 125

IU/zviera v 0,5 ml). Zvierata sa anestetizovali pripravkom Inactin® T133
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(tiobetabarbital sodny 10 %), zafixovali sa na operacny stél, tracheotomizovali sa a
ventilovali sa pomocou ,Harvard ventilatory pump* (40 cyklov/min, 4,5 mi/cyklus).
Po torakotomii nasledovala okamzita katetrizacia aorty, vybratie srdca a okamzita
retrogradna perfizia. Srdcia boli perfiizované s konstantnym tlakom 75 mm Hg,
ktory sa dosiahol pomocou Cerpadla ,Gilson Miniplus 2 perfusion pump®. ZloZenie
perfuzatu (mmol/l): NaCl 118, KCI 4,7, CaCl, x 2 H,0 2,52, MgSO,4 x 7 H,0 1,64,
NaHCO; 24,88, KH.PO, 1,18, glukéza 11. Teplota sa pocas celého experimentu
udrZiavala na 37 °C. Funkcné parametre sa zaznamenavali kontinualne pomocou
pristroja ,Gould 4-channel recorder. Merali sa hodnoty favokomorového tlaku
(LVP; mmHg), LVEDP (mmHg), uvolfovania enzymov (kreatin kinaza, mU/ml/g),
koronarny prietok (ml/min), HR (pulz, min™). Lavokomorovy tlak sa meral pomocou
kvapalinou napineného latexového baléna a tlakového prevodnika Statham23 Db.
Objem baléna sa najprv nastavil tak, aby dosiahol LVEDP (left-ventricular
enddiastolic pressure — lavokomorovy tlak pri skonceni diastoly) s hodnotou
priblizne 12 mmHg. Hodnota dP/dt,., (maximalna Cerpacia sila) sa odvadza od
tlakového signalu pomocou derivacného modulu. Srdcova frekvencia sa vypoditala
z tlakového signalu. Prietok sa urcil pomocou poéitaca kvapiek (BMT Messtechnik
GmbH Beriin). Po ekvilibraénom ¢ase 20 minut sa srdcia podrobili 30-minutovej
globalnej ischémii zastavenim dodavky perfuzatu, pricom teplota sa udrZiavala na
37 °C. Pocas nasledujuceho 60-minitového reperflizneho obdobia sa odobrali
vzorky perfuzatu v case 3, 5, 10, 15, 30, 45 a 60 min na analyzu aktivity kreatin
kinazy (CK). Stredné hodnoty a Standardné odchylky pre merané parametre sa

analyzovali Statisticky (Dunnettov test). Limit signifikantnosti bol p = 0,05.

Experiment na kralikoch sa uskutocnil podobne. PouZili sa samce bielych
novozélandskych kralikov (ziskané od firmy Interfauna). Srdcia sa pripravili podra
vysSie uvedeného popisu pre potkani model. Perflzny tlak bol nastaveny na
maximum 60 mmHg a na prietok asi 25 ml/min. Cas ekvilibracie bol asi 30 min.
Latka sa podala infiziou priamo proti pradu do srdca. 15 min po zadiatku inflzie sa
spdsobila globalna ischémia zastavenim prietoku, pri¢om sa udrZiavala teplota
srdca. Nasledovala 30-minutova reperfuzia. Perfuzat bol odobrany na skimanie
aktivity CK pred podanim latky po 15 min a v réznych ¢asoch (5, 10, 15, 20, 30
min) pocas reperfuzie. Merali sa nasledujice parametre: LVP (mmHg), LVEDP,
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LvdP/dt, PP (mmHg), HR (pulzova frekvencia; udery/min), aktivita CK (U/min/g

hmotnosti srdca).

c) Zvieraci model pre akutne zlyhanie obliciek

Skimal sa ochranny Gcinok intravenézneho podania inhibitorov PARP (4

dni) na funkciu obli¢iek potkanov s postischemickym akutnym zlyhanim obliciek.

Pouzili sa samce potkanov Sprague-Dawley (asi 330 g na zacCiatku
experimentov; chovatel: Charles River). Na jednu experimentalnu skupinu sa
pouZilo 10 — 15 zvierat. Podanie Ucinnej latky alebo placeba sa uskutocnovalo
kontinuaine osmotickou mikropumpou do femorainej Zily. Odobrala sa orbitalna krv
(1,5 ml celej krvi) pod inhalaénou anestéziou enfluranom (Ethrane Abbot,
Wiesbaden).

Po pociatoénych meraniach (krvné vzorky) a urCeni mnozZstva mocu
vyluceného za 24 hodin sa potkany anestetizovali (,Nembutal‘, pentobarbital
sodny, Sanofi CEVA; 50 mg/kg i.p., injektovany objem 1,0 mi/kg) a fixovali sa na
vyhrievany operacny st6l (37 °C). Do kaudalnej Zily sa podalo 125 1U/kg heparinu
(Liquemin N, Roche) i.v. Brusna dutina sa otvorila a obnazila sa prava oblicka.
Rozvetvujlica sa renaina artéria sa obnazila a superiorne odsvorkovala pomocou
buldocich svoriek (Diefenbach 38 mm). Lava renalna artéria sa podobne obnazila
a odsvorkovala (superidérne, asi na polceste k oblicke). Pocas operacie sa do
femoralnej Zily implantovala osmoticka mikropumpa. Vnutornost sa vloZila spat a
strata tekutin sa kompenzovala viaznym 0,9 % roztokom NaCl. Zvierata sa prikryli
vihkou textiliou a udrZiavali sa v teple pod ¢ervenym svetiom. Po 40 minatach sa
zaznamenal vzhlad obli¢iek a svorky sa odstranili, najprv prava a potom [lava.
Vnutornost sa vloZila spat a pridali sa 2 kvapky antibiotika (Tardomyocel, Bayer).
BruSna stena sa uzavrela steriinym macacim ¢revom (Ethicon €. 4) a eSte raz sa
oSetrila 1 kvapkou antibiotika. Epiderma sa zoSila sterilnou nitou Ethibond Exel
(Ethicon) €. 3/0 a Sev sa nastriekal sprejom na rany Nebacetin N (Yamanouchi).

Desatina dennej davky lie€iva alebo placeba sa podala ako i.v. bolus.

Odobrali sa vzorky a krv na vySetrenie biochemickych parametrov v sére a

moéi: Na, K, kreatinin, protein (len v moéi), v diioch 1, 2 a 4 experimentu. Okrem
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toho sa zaznamenala spotreba potravy a vody, telesna hmotnost a objem mocu.
Po 14 dnioch boli zvierata usmrtené a oblicky sa vyhodnotili.

Z hodnotenia sa vylGCili vSetky zvierata, ktoré zomreli na infarkt pocas
experimentu alebo vykazovali znamky infarktu pri pitve v deri 14. Klirens kreatininu
a frakéné vylucovanie sodika sa vypocitali ako parametre funkcie obliciek, pricom

sa porovnali lieCené zvierata s kontrolou a placebom.
d) In vitro model pre radiosenzibilizaciu (terapia nadorov)

Bunky MCF-7 (fudsky karcindbm prsnika) sa kultivovali v Dulbeccovom
modifikovanom Eagleovom médiu s 10 % tepelne inaktivovanym FCS a 2 mM L-
glutaminu. Bunky sa nasadili v bunkovych hustotach 100, 1000 alebo 10,000
buniek na jamku do 6-amkovej platnicCky a potom sa vystavili pdsobeniu
ionizujuceho Ziarenia s davkou v rozmedzi od 0 do 10 Gy (**Cs, Shepard Mark,
model I-68A, davkovy prikon 3,28 Gy/min). 10 dni po oZiareni sa experiment
vyhodnotil pocitajic koldnie s patdesiatimi bunkami ako pozitivne.

e) Model mrtvice (fokalna cerebraina ischémia; okltuzia MCA (middle cerebral

artery — strednej cerebraine artérie) u potkana

Fokalna ischémia sa uskutocnila pomocou kauterizacie pravej distainej MCA
na potkanoch Sprague-Dawley alebo Long-Evans. Potkany moZno oSetrit pred
zaciatkom okluzie MCA alebo po nej modulatormi proteinov podla vynalezu.
Spravidla sa volia davky 1 — 10 mg/kg (bolusova aplikacia) volitefne nasledované
kontinualnou infuziou 0,5 — 5 mg/kg/h.

Potkany sa anestetizujid zmesou halotanu v zmesi 70 % dusika a 30 %
kyslika (4 % v pociatocnej faze a 0,8 — 1,2 % pocas operacie). Telesna teplota sa
sustavne merala rektaine a udrZiavala sa na konstantnej hodnote 37,5 °C + 0,5 °C
pomocou nastavitelnej vyhrievacej prikryvky. NavySe sa meral arteridiny krvny tlak,
arteridine pH, Pa(0,) a Pa(CO,) pomocou katétra v chvostovej Zile. Potom sa
uskutocnila fokalna ischémia pouzitim metddy podfa Chen et al. (Stroke 17: 738-
743; 1986) alebo Liu et al. (Am. J. Physiol. 256: H589-593; 1989) pomocou

kontinuainej kauterizacie distalnej Casti pravej MCA. Ked sa operacia skondila,
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zvierata sa udrZiavali v teplom prostredi dalSich 24 hodin. Potom sa zabili pouzitim
CO, a dekapitovali. Ich mozgy sa vybrali, Sokovo zmrazili (suchy lad alebo
kvapalny dusik) a ulozZili sa pri -80 °C. Mozgy sa narezali na 0,02 mm hrubé rezy a
kazdy 20. rez sa pouZil na naslednu analyzu. PrisluSné rezy sa zafarbili krezylovou
fialovou (Nisslove farbenie). Alternativne mozZno na vyfarbovanie pouzit TTC
(2,3,4-trifenyltetrazoliumchlorid). Infarktovy objem mozZno potom analyzovat pod
mikroskopom. Na presnu kvantifikaciu mozno pouzit pocitacovy softvér na analyzu
obrazov (J. Cereb. Clood Flow Metabol. 10: 290-293; 1990).

f) Septicky Sok

Skupiny 10 samcov mysi C57/BL (telesna hmotnost 18 — 20 g) sa oSetrili
LPS (lipopolysacharid, z E. coli, LD1o 20 mg/zviera i. v.) plus galaktézaminom (20
mg/zviera i. v.). Latka, ktora sa ma testovat, sa aplikuje i. p. alebo i. v. po¢as troch
po sebe nasledujucich dni (napr. 1 — 10 mg/kg), priCom prva davka sa poda 30
minit po osetreni LPS. Umrtnost sa uréuje kaZdych 12 hodin. Alternativne mozno

latku aplikovat v niekolkych davkach rozloZenych na niekofko dni.
g) Urcenie zmenenej expresie génov v starnlcich bunkach

Starnutie buniek sa simuluje zmenou bunkového kultivacného média z
kompletného média na médium so znizenou koncentraciou séra a potom sa bunky
analyzuju pomocou kvantitativnej PCR alebo technikou Northern Blotting (Linskens
et al., Nucleic Acids Res. 1995, 23(16): 3244-51). Ako typické markery starnutia
koze mozno pouZit napriklad kolagén alebo elastin. PouZivaji sa fudské
fibroblasty alebo fibroblastové bunkové linie, ktoré simuluju starnutie koZe.
Modulatory proteinov podra vynalezu sa pridaji do média a pozoruje sa ich Géinok
na zmenu expresie génov. MozZno pozorovat zvySenU produkciu elastinu
v bunkach so zniZzenym procesom starnutia spdsobenym pomocou uvedenych

modulatorov.
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Sekvencny protokol

<110> BASF Aktiengesellschaft

<120> Nové poly(ADP-rib6zo)-polymerazové gény
<130> M/39113-PCT

<140> PCT/EP 99/03889

<141> 1999-06-04

<160> 28

<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1
<211> 1843
<212> DNA
<213> Mozog

<220>

<221> CDS

<222> (3)..(1715)

<223> Produkt = Poly ADP-rib6zo polymeraza

<400> 1

cc atg gcg geg cgg cgg cga cgg agc acc ggc ggc gge agg geg aga
Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg
1 5 10 15

gca tta aat gaa agc aaa aga gtt aat aat ggc aac acg gct cca gaa
Ala Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu
20 25 30

gac tct tcc cct gcc aag aaa act cgt aga tge cag aga cag gag tcg
Asp Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys GIn Arg Gin Glu Ser
35 40 45

aaa aag atg cct gtg gct gga gga aaa gct aat aag gac agg aca gaa
Lys Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn Lys Asp Arg Thr Glu
50 55 60

gac aag caa gat gaa tct gtg aag gcc ttg ctg tta aag ggc aaa gct

47

95

143

191

239
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Asp Lys Gin Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala
65 70 75

cct gtg gac cca gag tgt aca gcc aag gtg ggg aag gct cat gtg tat
Pro Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr
80 85 920 95

tgt gaa gga aat gat gtc tat gat gtc atg cta aat cag acc aat ctc
Cys Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn GIn Thr Asn Leu
100 108 110

cag ttc aac aac aac aag tac tat ctg att cag cta tta gaa gat gat
Gin Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lle GIn Leu Leu Glu Asp Asp
115 120 125

gcc cag agg aac ttc agt gtt tgg atg aga tgg ggc cga gtt ggg aaa
Ala GIn Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys
130 135 140

atg gga cag cac agc ctg gtg gct tgt tca ggc aat ctc aac aag gcc
Met Gly Gin His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala
145 150 155

aag gaa atc ttt cag aag aaa ttc ctt gac aaa acg aaa aac aat tgg
Lys Glu lle Phe GIn Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp
160 165 170 175

gaa gat cga gaa aag ttt gag aag gtg cct gga aaa tat gat atg cta
Glu Asp Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu
180 185 190

cag atg gac tat gcc acc aat act cag gat gaa gag gaa aca aag aaa
GIn Met Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys
195 200 205

gag gaa tct ctt aaa tct ccc ttg aag cca gag tca cag cta gat ctt
Glu Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser GIn Leu Asp Leu
210 215 220

cgg gta cag gag tta ata aag ttg atc tgt aat gtt cag gcc atg gaa
Arg Val GIn Glu Leu lle Lys Leu lle Cys Asn Val Gin Ala Met Glu
225 230 235

gaa atg atg atg gaa atg aag tat aat acc aag aaa gcc cca ctt ggg
Glu Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly
240 245 250 255

aag ctg aca gtg gca caa atc aag gca ggt tac cag tct ctt aag aag
Lys Leu Thr Val Ala Gin lle Lys Ala Gly Tyr GIn Ser Leu Lys Lys

287

335

383

431

479

527

575

623

671

719

767

815
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260 265 270

att gag gat tgt att cgg gct ggc cag cat gga cga gcet ctc atg gaa
lle Glu Asp Cys lle Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu
275 280 285

gca tgc aat gaa ttc tac acc agg att ccg cat gac ttt gga ctc cgt
Ala Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lle Pro His Asp Phe Gly Leu Arg
290 295 300

act cct cca cta atc cgg aca cag aag gaa ctg tca gaa aaa ata caa
Thr Pro Pro Leu lle Arg Thr GIn Lys Glu Leu Ser Glu Lys lle GIn
305 310 315

tta cta gag gct ttg gga gac att gaa att gct att aag ctg gtg aaa
Leu Leu Glu Ala Leu Gly Asp lle Glu lle Ala lle Lys Leu Val Lys
320 325 330 335

aca gag cta caa agc cca gaa cac cca ttg gac caa cac tat aga aac
Thr Glu Leu GIn Ser Pro Glu His Pro Leu Asp GIn His Tyr Arg Asn
340 345 350

cta cat tgt gcc ttg cge ccc ctt gac cat gaa agt tac gag ttc aaa
Leu His Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys
355 360 365

gtg att tcc cag tac cta caa tct acc cat gct ccc aca cac age gac
Val lle Ser GIn Tyr Leu GIn Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp
370 375 380

tat acc atg acc ttg ctg gat ttg ttt gaa gtg gag aag gat ggt gag
Tyr Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu
385 390 395

aaa gaa gcc ttc aga gag gac ctt cat aac agg atg ctt cta tgg cat
Lys Glu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His
400 405 410 415

ggt tcc agg atg agt aac tgg gtg gga atc ttg agc cat ggg ctt cga
Gly Ser Arg Met Ser Asn Trp Val Gly lle Leu Ser His Gly Leu Arg
420 425 430

att gcc cca cct gaa gct ccc atc aca ggt tac atg ttt ggg aaa gga
lle Ala Pro Pro Glu Ala Pro lle Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly
435 440 445

atc tac ttt gct gac atg tct tcc aag agt gec aat tac tge ttt gcc
lle Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala
450 455 460

863

911

959

1007

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391



56

tct cge cta aag aat aca gga ctg ctg ctc tta tca gag gta gct cta
Ser Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu
465 470 475

ggt cag tgt aat gaa cta cta gag gcc aat cct aag gcc gaa gga ttg
Gly GIn Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu
480 485 490 495

ctt caa ggt aaa cat agc acc aag ggg ctg ggc aag atg gct ccc agt
Leu GiIn Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser
500 505 510

tct gee cac ttc gtc acc ctg aat ggg agt aca gtg cca tta gga cca
Ser Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro
515 520 525

gca agt gac aca gga att ctg aat cca gat ggt tat acc ctc aac tac
Ala Ser Asp Thr Gly lle Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr
530 535 540

aat gaa tat att gta tat aac ccc aac cag gtc cgt atg cgg tac ctt
Asn Glu Tyr lle Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu
545 550 555

tta aag gtt cag ttt aat ttc ctt cag ctg tgg tga atgttgatat
Leu Lys Val GIn Phe Asn Phe Leu GIn Leu Trp
560 565 570

taaataaacc agagatctga tcttcaagca agaaaataag cagtgttgta cttgtgaatt
ttgtgatatt ttatgtaata aaaactgtac aggtctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

<210> 2
<211> 570
<212> PRT
<213> Mozog

<400> 2
Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala
1 5 10 15

Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu Asp
20 25 30

Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys GIn Arg GIn Glu Ser Lys
35 40 45

1439

1487

1535

1583

1631

1679

1725

1785
1843
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Lys Met Pro Val Ala Gly Gly Lys Ala Asn Lys Asp Arg Thr Glu Asp
50 55 60

Lys GIn Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys Gly Lys Ala Pro
65 70 75 80

Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala His Val Tyr Cys
35 90 95

Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn GIn Thr Asn Leu Gin
100 105 110

Phe Asn Asn Asn Lys Tyr Tyr Leu lie GIn Leu Leu Glu Asp Asp Ala
115 120 125

GIn Arg Asn Phe Ser Val Trp Met Arg Trp Gly Arg Val Gly Lys Met
130 135 140

Gly GIn His Ser Leu Val Ala Cys Ser Gly Asn Leu Asn Lys Ala Lys
145 150 155 160

Glu lle Phe GIn Lys Lys Phe Leu Asp Lys Thr Lys Asn Asn Trp Glu
165 170 175

Asp Arg Glu Lys Phe Glu Lys Val Pro Gly Lys Tyr Asp Met Leu Gin
180 185 190

Met Asp Tyr Ala Thr Asn Thr Gin Asp Glu Glu Glu Thr Lys Lys Glu
195 200 205

Glu Ser Leu Lys Ser Pro Leu Lys Pro Glu Ser GIn Leu Asp Leu Arg
210 215 220

Val GIn Glu Leu lle Lys Leu lle Cys Asn Val GIn Ala Met Glu Glu
225 230 235 240

Met Met Met Glu Met Lys Tyr Asn Thr Lys Lys Ala Pro Leu Gly Lys
245 250 255

Leu Thr Val Ala Gin lle Lys Ala Gly Tyr GIn Ser Leu Lys Lys lle
260 265 270

Glu Asp Cys lie Arg Ala Gly Gin His Gly Arg Ala Leu Met Glu Ala
275 280 285

Cys Asn Glu Phe Tyr Thr Arg lle Pro His Asp Phe Gly Leu Arg Thr
290 295 300

Pro Pro Leu lle Arg Thr GIn Lys Glu Leu Ser Glu Lys lle Gin Leu
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305 310 315 320

Leu Glu Ala Leu Gly Asp lle Glu lle Ala lle Lys Leu Val Lys Thr
325 330 335

Glu Leu GIn Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg Asn Leu
340 345 350

His Cys Ala Leu Arg Pro Leu Asp His Glu Ser Tyr Glu Phe Lys Val
355 360 365

lle Ser Gin Tyr Leu GIn Ser Thr His Ala Pro Thr His Ser Asp Tyr
370 375 380

Thr Met Thr Leu Leu Asp Leu Phe Glu Val Glu Lys Asp Gly Glu Lys
385 390 395 400

Glu Ala Phe Arg Glu Asp Leu His Asn Arg Met Leu Leu Trp His Gly
405 410 415

Ser Arg Met Ser Asn Trp Val Gly lle Leu Ser His Gly Leu Arg lle
420 425 430

Ala Pro Pro Glu Ala Pro lle Thr Gly Tyr Met Phe Gly Lys Gly lle
435 440 445

Tyr Phe Ala Asp Met Ser Ser Lys Ser Ala Asn Tyr Cys Phe Ala Ser
450 455 460

Arg Leu Lys Asn Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ser Glu Val Ala Leu Gly
465 470 475 480

GIn Cys Asn Glu Leu Leu Glu Ala Asn Pro Lys Ala Glu Gly Leu Leu
485 490 495

GIn Gly Lys His Ser Thr Lys Gly Leu Gly Lys Met Ala Pro Ser Ser
500 505 510

Ala His Phe Val Thr Leu Asn Gly Ser Thr Val Pro Leu Gly Pro Ala
515 520 525

Ser Asp Thr Gly lle Leu Asn Pro Asp Gly Tyr Thr Leu Asn Tyr Asn
530 535 540

Glu Tyr lle Val Tyr Asn Pro Asn Gin Val Arg Met Arg Tyr Leu Leu
545 550 555 560

Lys Val GIn Phe Asn Phe Leu GiIn Leu Trp
565 570
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<210> 3
<211> 2265
<212> DNA

<213> Maternica

<220>

<221> CDS

<222> (242)..(1843)

<223> Produkt - Poly ADP-rib6zo polymeraza

<400> 3

tgggactggt cgectgacte ggectgecee agectetget tcaccecact ggtggecaaa
tagccgatgt ctaatcccce acacaagcte atccceggec tetgggattg ttgggaattc

tctccctaat tcacgectga ggctcatgga gagttgcetag acctgggact gecctgggag
gcgcacacaa ccaggecggg tggcagecag gacctetcee atgtcectgc ttttcttgge

c atg gct cca aag ccg aag ccc tgg gta cag act gag ggc cct gag aag
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gin Thr Glu Gly Pro Glu Lys
1 5 10 18

aag aag ggc cgg cag gca gga agg gag gag gac ccc ttc cgc tcc acc
Lys Lys Gly Arg GiIn Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
20 25 30

gct gag gee ctc aag gee ata ccc gea gag aag cge ata atc cgce gtg
Ala Glu Ala Leu Lys Ala lle Pro Ala Glu Lys Arg lle lle Arg Val
35 40 45

gat cca aca tgt cca ctc agc agc aac ccc ggg acc cag gtg tat gag
Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu
50 55 60

gac tac aac tgc acc ctg aac cag acc aac atc gag aac aac aac aac
Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn GIn Thr Asn lle Glu Asn Asn Asn Asn
65 70 75 80

aag ttc tac atc atc cag ctg ctc caa gac agc aac cgc ttc ttc acc

Lys Phe Tyr lle lle GIn Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr
85 90 95

tgc tgg aac cgc tgg ggc cgt gtg gga gag gtc ggc cag tca aag atc

60

120

180

240

289

337

385

433

481

529

577
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Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys lle
100 105 110

aac cac ttc aca agg cta gaa gat gca aag aag gac tit gag aag aaa

Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys

115 120 125

ttt cgg gaa aag acc aag aac aac tgg gca gag cgg gac cac ttt gtg
Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe Val
130 135 140

tct cac ccg ggc aag tac aca ctt atc gaa gta cag gca gag gat gag
Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val GIn Ala Glu Asp Glu
145 150 155 160

gcc cag gaa gct gtg gtg aag gtg gac aga ggc cca gtg agg act gtg
Ala GIn Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr Val
165 170 175

act aag cgg gtg cag ccc tgc tcc ctg gac cca gecc acg cag aag ctc
Thr Lys Arg Val GIn Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu
180 185 190

atc act aac atc ttc agc aag gag atg ttc aag aac acc atg gcc ctc
Ile Thr Asn lle Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu
195 200 205

atg gac ctg gat gtg aag aag atg ccc ctg gga aag ctg agc aag caa
Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys GIn
210 215 220

cag att gca cgg ggt ttc gag gcc ttg gag gcg ctg gag gag gec ctg
GIn lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu
225 230 235 240

aaa ggc ccc acg gat ggt ggc caa agc ctg gag gag ctg tcc tca cac
Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly GIn Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser His
245 250 255

ttt tac acc gtc atc ccg cac aac ttc ggc cac age cag ccc ccg ccc
Phe Tyr Thr Val lle Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro Pro Pro
260 265 270

atc aat tcc cct gag ctt ctg cag gcc aag aag gac atg ctg ctg gtg
ile Asn Ser Pro Glu Leu Leu GIn Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val
275 280 285

ctg gcg gac atc gag ctg gcc cag gec ctg cag gea gtc tet gag cag
Leu Ala Asp lle Giu Leu Ala GIn Ala Leu GIn Ala Val Ser Glu GIn

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1163
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290 295 300

gag aag acg gtg gag gag gtg cca cac ccc ctg gac cga gac tac cag

Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr GIn

305 310 315 320

ctt ctc aag tgc cag ctg cag ctg cta gac tct gga gca cct gag tac

Leu Leu Lys Cys GIn Leu GiIn Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr
325 330 335

aag gtg ata cag acc tac tta gaa cag act ggc agc aac cac agg tgc
Lys Val lle GIn Thr Tyr Leu Glu GIn Thr Gly Ser Asn His Arg Cys
340 345 350

cct aca ctt caa cac atc tgg aaa gta aac caa gaa ggg gag gaa gac
Pro Thr Leu GIn His lle Trp Lys Val Asn GIn Glu Gly Glu Glu Asp
355 360 365

aga ttc cag gcc cac tcc aaa ctg ggt aat cgg aag ctg ctg tgg cat
Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp His
370 375 380

ggc acc aac atg gecc gtg gtg gec gec atc ctc act agt ggg cte cge
Gly Thr Asn Met Ala VVal Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg
385 390 395 400

atc atg cca cat tct ggt ggg cgt gtt ggc aag ggc atc tac ttt gcc
lle Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala
405 410 415

tca gag aac agc aag tca gct gga tat gtt att ggc atg aag tgt ggg
Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val lle Gly Met Lys Cys Gly
420 425 430

gcc cac cat gtc ggc tac atg ttc ctg ggt gag gtg gec ctg ggc aga
Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg
435 440 445

gag cac cat atc aac acg gac aac ccc agc ttg aag agc cca cct cct
Glu His His lle Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro
450 455 460

ggc ttc gac agt gtc att gcc cga ggc cac acc gag cct gat ccg ace
Gly Phe Asp Ser Val lle Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro Thr
465 470 475 480

cag gac act gag ttg gag ctg gat ggc cag caa gtg gtg gtg ccc cag
Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val Pro GIn
485 490 495

1297

1345

1393

1441

1489

1837

1585

1633

1681

1729
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ggc cag cct gtg ccc tgc cca gag ttc age age tce aca tte tcc cag
Gly GIn Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser GIn
500 505 510

agc gag tac ctc atc tac cag gag agc cag tgt cgc ctg cgc tac ctg
Ser Glu Tyr Leu lle Tyr GIn Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu
515 520 525

ctg gag gtc cac ctc tga gtgcccgccc tgtccccegg ggtectgcaa
Leu Glu Val His Leu
530

ggctggactg tgatcttcaa tcatcctgece catctetggt acccectatat cactectttt
tttcaagaat acaatacgtt gttgttaact atagtcacca tgctgtacaa gatccctgaa
cttatgccte ctaactgaaa tittgtattc tttgacacat ctgcccagtce cctctectee
cagcccatgg taaccagcat ttgactcttt acttgtataa gggcagcettt tataggttcc
acatgtaagt gagatcatgc agtgtttgtc tttctgtgce tggcttattt cactcagcat
aatgtgcacc gggttcaccc atgttttcat aaatgacaag atttcctcct ttaaaaaaaa
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa

<210> 4
<211> 533
<212> PRT

<213> Maternica

<400> 4
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val GIn Thr Glu Gly Pro Glu Lys
1 5 10 15

Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
20 25 30

Ala Glu Ala Leu Lys Ala lle Pro Ala Glu Lys Arg lle lle Arg Val
35 40 45

Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr GIn Val Tyr Glu
50 55 60

Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn GIn Thr Asn lle Glu Asn Asn Asn Asn
65 70 75 80

1825

1873

1933
1993
2053
2113
2173
2233
2265
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Lys Phe Tyr lle lle GIn Leu Leu GIn Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr
85 90 95

Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gin Ser Lys lle
100 105 110

Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys
115 120 125

Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His Phe Val
130 135 140

Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val GIn Ala Glu Asp Glu
145 150 155 160

Ala GIn Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg Thr Val
165 170 175

Thr Lys Arg Val GIn Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gin Lys Leu
180 185 190

lle Thr Asn lle Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu
195 200 205

Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser Lys GIn
210 215 220

Gin lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu
225 230 235 240

Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser His
245 250 255

Phe Tyr Thr Val lle Pro His Asn Phe Gly His Ser GIn Pro Pro Pro
260 265 270

lle Asn Ser Pro Glu Leu Leu GIn Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val
275 280 285

Leu Ala Asp lle Glu Leu Ala Gin Ala Leu GIn Ala Val Ser Glu Gin
290 295 300

Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin
305 310 315 320

Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr
325 330 335

Lys Val lle Gin Thr Tyr Leu Glu GIn Thr Gly Ser Asn His Arg Cys
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340 345 350

Pro Thr Leu GIn His lle Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu Glu Asp
355 360 365

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu Trp His
370 375 380

Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala lie Leu Thr Ser Gly Leu Arg
385 390 395 400

lle Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala
405 410 415

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val lle Gly Met Lys Cys Gly
420 425 430

Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg
435 440 445

Glu His His lle Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro
450 455 460

Gly Phe Asp Ser Val lle Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp Pro Thr
465 470 475 480

GIn Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val VVal Val Pro Gin
485 490 495

Gly GIn Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe Ser GIn
500 505 510

Ser Glu Tyr Leu lle Tyr GIn Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu
515 520 525

Leu Glu Val His Leu
530

<210>5
<211> 2265
<212> DNA

<213> Maternica
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<220>

<221> CDS

<222> (221)..(1843)

<223> Produkt - Poly ADP-rib6zo polymeraza

<400> 5

tgggactggt cgcctgactc ggcctgecce agectctget tcaccccact ggtggccaaa
tagccgatgt ctaatcccce acacaagcetce atccccggcece tetgggattg ttgggaatte 120
tctccctaat tcacgectga ggctcatgga gagttgetag acctgggact gecctgggag

gcgcacacaa ccaggcecggg tggcagecag gacctctecce atg tce ctg ctttte 235
Met Ser Leu Leu Phe
1 5

ttg gcc atg gct cca aag ccg aag ccc tgg gta cag act gag ggc cct
Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val GIn Thr Glu Gly Pro
10 16 20

gag aag aag aag ggc cgg cag gca gga agg gag gag gac ccc ttc cgc
Glu Lys Lys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg
25 30 35

tcc acc get gag gee ctec aag gece ata ccc gea gag aag cge ata atc
Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lle Pro Ala Glu Lys Arg lle lle
40 45 50

cgc gtg gat cca aca tgt cca ctc agc agc aac ccc ggg acc cag gtg
Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr GIn Val
55 60 65

tat gag gac tac aac tgc acc ctg aac cag acc aac atc gag aac aac
Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lle Glu Asn Asn
70 75 80 85

aac aac aag ttc tac atc atc cag ctg ctc caa gac agc aac cgc ttc
Asn Asn Lys Phe Tyr lle lle GIn Leu Leu Gin Asp Ser Asn Arg Phe
90 95 100

ttc acc tgc tgg aac cgc tgg ggc cgt gtg gga gag gtc gge cag tca
Phe Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly GIn Ser
105 110 115

aag atc aac cac ttc aca agg cta gaa gat gca aag aag gac ttt gag
Lys lle Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Glu

60

180

283

331

379

427

475

523

571

619
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120 125 130

aag aaa ttt cgg gaa aag acc aag aac aac tgg gca gag cgg gac cac 667
Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp Ala Glu Arg Asp His
135 140 145

ttt gtg tct cac ccg gge aag tac aca ctt atc gaa gta cag gca gag 715
Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val GIn Ala Glu
150 1585 160 165

gat gag gcc cag gaa gct gtg gtg aag gtg gac aga ggc cca gtg agg 763
Asp Glu Ala GIn Glu Ala Val Val Lys Val Asp Arg Gly Pro Val Arg

170 175 180
act gtg act aag cgg gtg cag ccc tgc tce ctg gac cca gec acg cag 811
Thr Val Thr Lys Arg Val GIn Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr GIn
185 190 195
aag ctc atc act aac atc ttc agc aag gag atg ttc aag aac acc atg 859

Lys Leu lle Thr Asn lle Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Thr Met
200 205 210

gcc ctc atg gac ctg gat gtg aag aag atg ccc ctg gga aag ctg agc 907
Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Ser
215 220 225

aag caa cag att gca cgg ggt ttc gag gcc ttg gag gcg ctg gag gag 955
Lys GIn GIn lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
230 235 240 245

gcc ctg aaa ggc ccc acg gat ggt ggc caa agc ctg gag gag ctg tcc 1003
Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser
250 255 260

tca cac ttt tac acc gtc atc ccg cac aac ttc ggc cac age cag ccc 1051
Ser His Phe Tyr Thr Val lie Pro His Asn Phe Gly His Ser Gin Pro
265 270 275

ccg ccc atc aat tcc cct gag ctt ctg cag gcc aag aag gac atg ctg 1099
Pro Pro lle Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu
280 285 290

ctg gtg ctg gcg gac atc gag ctg gcc cag gec ctg cag gea gtc tet 1147
Leu Val Leu Ala Asp lle Glu Leu Ala GIn Ala Leu GIn Ala Val Ser

295 300 305
gag cag gag aag acg gtg gag gag gtg cca cac ccc ctg gac cga gac 1195

Glu GIn Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp
310 315 320 325
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tac cag ctt ctc aag tgc cag ctg cag ctg cta gac tct gga gca cct 1243
Tyr Gin Leu Leu Lys Cys GIn Leu GIn Leu Leu Asp Ser Gly Ala Pro
330 335 340

gag tac aag gtg ata cag acc tac tta gaa cag act ggc agc aac cac 1291
Glu Tyr Lys Val lle Gin Thr Tyr Leu Glu GIn Thr Gly Ser Asn His
345 350 355

agg tgc cct aca ctt caa cac atc tgg aaa gta aac caa gaa ggg gag 1339
Arg Cys Pro Thr Leu GIn His lle Trp Lys Val Asn Gin Glu Gly Glu
360 365 370

gaa gac aga ttc cag gcc cac tcc aaa ctg ggt aat cgg aag ctg ctg 1387
Glu Asp Arg Phe GIn Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Lys Leu Leu
375 380 385

tgg cat ggc acc aac atg gcc gtg gtg gec gece ate cte act agt ggg 1435
Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly
390 395 400 405

ctc cgc atc atg cca cat tct ggt ggg cgt gtt ggc aag ggc atc tac 1483
Leu Arg lle Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr
410 415 420

ttt gcc tca gag aac agc aag tca gct gga tat gtt att ggc atg aag 1631
Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val lle Gly Met Lys
425 430 435

tot ggg gcc cac cat gtc gge tac atg ttc ctg got gag otg gec ctg 1579
Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu
440 445 450

ggc aga gag cac cat atc aac acg gac aac ccc agc ttg aag agc cca 1627
Gly Arg Glu His His lle Asn Thr Asp Asn Pro Ser Leu Lys Ser Pro
455 460 465

cct cct ggce ttc gac agt gtc att gcc cga gge cac acc gag cct gat 1675
Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val lle Ala Arg Gly His Thr Glu Pro Asp
470 475 480 485

ccg acc cag gac act gag ttg gag ctg gat ggc cag caa gtg gtg gtg 1723
Pro Thr Gin Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Gin Val Val Val
490 495 500

ccc cag ggce cag cct gtg ccc tge cca gag ttc age age tcc aca ttc 1771
Pro Gin Gly GIn Pro Val Pro Cys Pro Giu Phe Ser Ser Ser Thr Phe
505 510 515
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tcc cag agc gag tac ctc atc tac cag gag agc cag tgt cgc ctg cgc
Ser GIn Ser Glu Tyr Leu lle Tyr GIn Glu Ser GIn Cys Arg Leu Arg
530

520

52

5

tac ctg ctg gag gtc cac ctc tga gtgcccgecc tgtcccececgg ggtectgcaa
Tyr Leu Leu Glu Val His Leu

535

54

0

ggctggactg tgatcttcaa tcatcctgee catctctggt accectatat cactectttt
fttcaagaat acaatacgtt gttgttaact atagtcacca tgctgtacaa gatccctgaa
cttatgcctc ctaactgaaa ttttgtattc tttgacacat ctgcccagte cctetectce

cagcccatgg taaccagcat ttgactcttt acttgtataa gggcagcttt tataggttcc
acatgtaagt gagatcatgc agtgtttgtc tttctgtgcc tggcttattt cactcagcat

aatgtgcacc gggttcaccc atgttttcat aaatgacaag atttcctcct ttaaaaaaaa

<210>6
<211> 540
<212> PRT

<213> Maternica

<400> 6

Met Ser Leu Leu Phe Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val

1 5

10

15

GIn Thr Glu Gly Pro Glu Lys Lys Lys Gly Arg GiIn Ala Gly Arg Glu

20

25

30

Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr Ala Glu Ala Leu Lys Ala lle Pro Ala

35

40

45

Glu Lys Arg lle lle Arg Val Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn

50

55

60

Pro Gly Thr Gin Val Tyr Glu Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gin Thr

65

70

75

80

Asn lle Glu Asn Asn Asn Asn Lys Phe Tyr lle lle GIn Leu Leu Gin

85

90

95

Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly

100

105

110

1819

1873

1933
1993
2053

2113
2173
2233
2265
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Glu Val Gly GIn Ser Lys lle Asn His Phe Thr Arg Leu Glu Asp Ala
115 120 125

Lys Lys Asp Phe Glu Lys Lys Phe Arg Glu Lys Thr Lys Asn Asn Trp
130 135 140

Ala Glu Arg Asp His Phe Val Ser His Pro Gly Lys Tyr Thr Leu lle
145 150 1685 160

Glu Val Gin Ala Glu Asp Glu Ala GIn Glu Ala Val Val Lys Val Asp
165 170 175

Arg Gly Pro Val Arg Thr Val Thr Lys Arg Val GIn Pro Cys Ser Leu
180 185 190

Asp Pro Ala Thr GIn Lys Leu lle Thr Asn lle Phe Ser Lys Glu Met
195 200 205

Phe Lys Asn Thr Met Ala Leu Met Asp Leu Asp Val Lys Lys Met Pro
210 215 220

Leu Gly Lys Leu Ser Lys GIn Gin lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu
225 230 235 240

Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu Lys Gly Pro Thr Asp Gly Gly Gin Ser
245 250 255

Leu Glu Glu Leu Ser Ser His Phe Tyr Thr Val lle Pro His Asn Phe
260 265 270

Gly His Ser GIn Pro Pro Pro lle Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gin Ala
275 280 285

Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp lle Glu Leu Ala GIn Ala
290 295 300

Leu GIn Ala Val Ser Glu Gin Glu Lys Thr Val Glu Glu Val Pro His
305 310 315 320

Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Lys Cys Gin Leu Gin Leu Leu
325 330 335

Asp Ser Gly Ala Pro Glu Tyr Lys Val lle GIn Thr Tyr Leu Glu Gin
340 345 350

Thr Gly Ser Asn His Arg Cys Pro Thr Leu Gin His lle Trp Lys Val
355 360 365
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Asn GIn Glu Gly Glu Glu Asp Arg Phe GIn Ala His Ser Lys Leu Gly
370 375 380

Asn Arg Lys Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Met Ala Val Val Ala Ala

385 390 395 400
lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg lle Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val
405 410 415
Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr
420 425 430
Val lle Gly Met Lys Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu
435 440 445
Gly Glu Val Ala Leu Gly Arg Glu His His lle Asn Thr Asp Asn Pro
450 455 460
Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val lle Ala Arg Gly
465 470 475 480
His Thr Glu Pro Asp Pro Thr GIn Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly
485 490 495
Gin GIn Val Val Val Pro GIn Gly Gin Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe
500 505 510
Ser Ser Ser Thr Phe Ser GIn Ser Glu Tyr Leu lle Tyr GIn Glu Ser
515 520 525
Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Val His Leu
530 535 540
<210>7
<211> 1740
<212> DNA

<213> Mysi sval

<220>
<221> CDS
<222> (112)..(1710)

<400> 7
cccggctttc actttttctg ctgectcggg gaacacctcg agecaactgce ttcctaacte 60
agggtgggca gaactgacgg gatctaagct tctgcatctc tgaggagaac c atg get 117
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Met Ala
1
cca aaa cga aag gcc tct gtg cag act gag ggc tcc aag aag cag cga 165
Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gin Thr Glu Gly Ser Lys Lys GIn Arg
5 10 16
caa ggg aca gag gag gag gac agc ttc cgg tcc act gcc gag gct ctc 213

Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu Ala Leu
20 25 30

aga gca gca cct gct gat aat cgg gtc atc cgt gtg gac ccc tca tgt 261
Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lle Arg Val Asp Pro Ser Cys
35 40 45 50
cca ttc agc cgg aac ccc ggg ata cag gtc cac gag gac tat gac tgt 309
Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lie GIn Val His Glu Asp Tyr Asp Cys
55 60 65
acc ctg aac cag acc aac atc ggc aac aac aac aac aag ttc tat att 357
Thr Leu Asn GIn Thr Asn lle Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe Tyr lle
70 75 80
atc caa ctg ctg gag gag ggt agt cgc ttc ttc tgc tgg aat cgc tgg 405
lle Gin Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn Arg Trp
85 90 95
ggc cgc gtg gga gag gtg ggc cag agc aag atg aac cac ttc acc tge 453

Gly Arg Val Gly Glu Val Gly GIn Ser Lys Met Asn His Phe Thr Cys
100 105 110

ctg gaa gat gca aag aag gac ttt aag aag aaa ttt tgg gag aag act 501
Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu Lys Thr
115 120 125 130

aaa aac aaa tgg gag gag cgg gac cgt ttt gtg gcc cag ccc aacaag 549
Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro Asn Lys
135 140 145

tac aca ctt ata gaa gtc cag gga gaa gca gag agc caa gag gct gta 597
Tyr Thr Leu lle Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser GIn Glu Ala Val
150 155 160

gtg aag gcc tta tct ccc cag gtg gac age ggc cct gtg agg acc gtg 645
Val Lys Ala Leu Ser Pro GIn Val Asp Ser Gly Pro Val Arg Thr Val
165 170 175

gtc aag ccc tgc tce cta gac cct gecc acc cag aac ctt atc acc aac 693
Val Lys Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr GiIn Asn Leu lie Thr Asn
180 185 190
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atc ttc agc aaa gag atg ttc aag aac gca atg acc ctc atg aac ctg
lie Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met Asn Leu
195 200 205 210

gat gtg aag aag atg ccc ttg gga aag ctg acc aag cag cag att gcc
Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys GIn Gin lle Ala
215 220 225

cgt ggc ttc gag gcc ttg gaa gct cta gag gag gcc atg aaa aac ccc
Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys Asn Pro
230 235 240

aca ggg gat ggc cag agc ctg gaa gag ctc tcc tcc tgc ttc tac act
Thr Gly Asp Gly GIn Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe Tyr Thr
245 250 255

gtc atc cca cac aac ttc ggc cgc agc cga ccc ccg ccc atc aac tec
Val lle Pro His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro lle Asn Ser
260 265 270

cct gat gtg ctt cag gcc aag aag gac atg ctg ctg gtg cta gcg gac
Pro Asp Val Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp
275 280 285 290

atc gag ttg gcg cag acc ttg cag gca gec cct ggg gag gag gag gag
lle Glu Leu Ala GIn Thr Leu GIn Ala Ala Pro Gly Glu Glu Glu Glu
295 300 305

aaa gtg gaa gag gtg cca cac cca ctg gat cga gac tac cag ctc ctc
Lys Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu
310 315 320

agg tgc cag ctt caa ctg ctg gac tcc ggg gag tcc gag tac aag geca
Arg Cys GIn Leu GIn Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr Lys Ala
325 330 335

ata cag acc tac ctg aaa cag act ggc aac agc tac agg tgc cca aac
lle GIn Thr Tyr Leu Lys Gin Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn
340 345 350

ctg cgg cat gtt tgg aaa gtg aac cga gaa ggg gag gga gac agg ttc
Leu Arg His Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe
355 360 365 370

cag gcc cac tcc aaa ctg ggce aat cgg agg ctg ctg tgg cac ggc acc
Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr
375 380 385

aat gtg gcc gtg gtg gct gee ate cte ace agt ggg cte cga atc atg

1029

789

837

885

933

981

1077

1125

1173

1221

1269

1317
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Asn Val Ala Val Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg lle Met
390 395 400

cca cac tcg ggt ggt cgt gtt ggc aag ggt att tat ttt gcc tct gag
Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala Ser Glu
405 410 415

aac agc aag tca gct ggc tat gtt acc acc atg cac tgt ggg ggc cac
Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His
420 425 430

cag gtg ggc tac atg ttc ctg ggc gag gtg gcc ctc ggc aaa gag cac
Gin Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His
435 440 445 450

cac atc acc atc gat gac ccc agc ttg aag agt cca ccc cct ggc ttt
His lle Thr lle Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe
455 460 465

gac agc gtc atc gcc cga ggc caa acc gag ccg gat ccc gec cag gac
Asp Ser Val lle Ala Arg Gly Gin Thr Giu Pro Asp Pro Ala Gin Asp
470 475 480

att gaa ctt gaa ctg gat ggg cag ccg gtg gtg gtg ccc caa ggc ccg
lle Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gin Pro Val Val Val Pro GIn Gly Pro
485 490 495

cct gtg cag tgc ccg tca ttc aaa agc tcc age ttc agc cag agt gaa
Pro Val Gin Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser GlIn Ser Glu
500 505 510

tac ctc ata tac aag gag agc cag tgt cgc ctg cgc tac ctg ctg gag
Tyr Leu lle Tyr Lys Glu Ser GIn Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu
515 520 525 530

att cac ctc taagctgctt gccctcccta ggtccaagec
lle His Leu

<210> 8

<211> 533
<212> PRT
<213> Mysi sval

<400> 8
Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val GIn Thr Glu Gly Ser Lys Lys

1365

1413

1461

1509

1557

1605

1653

1701

1740
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1 5 10 15

Gin Arg Gin Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu
20 25 30

Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lle Arg VVal Asp Pro
35 40 45

Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lle Gin Val His Glu Asp Tyr
50 55 60

Asp Cys Thr Leu Asn GIn Thr Asn lle Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe
65 70 75 80

Tyr lle lle GIn Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn
85 90 95

Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly GIn Ser Lys Met Asn His Phe
100 105 110

Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu
115 120 125

Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala GIn Pro
130 135 140

Asn Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val GIn Gly Glu Ala Glu Ser GIn Glu
145 150 155 160

Ala Val Val Lys Ala Leu Ser Pro GIn Val Asp Ser Gly Pro Val Arg
165 170 175

Thr Val Val Lys Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr GIn Asn Leu lle
180 185 190

Thr Asn lle Phe Ser Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met
195 200 205

Asn Leu Asp Val Lys Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys Gin GIn
210 215 220

lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys
225 230 235 240

Asn Pro Thr Gly Asp Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe
245 250 255

Tyr Thr Val lle Pro His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro lle
260 265 270
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Asn Ser Pro Asp Val Leu Gin Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu
275 280 285

Ala Asp lle Glu Leu Ala GIn Thr Leu Gin Ala Ala Pro Gly Glu Glu
290 295 300

Glu Glu Lys Val Glu Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin
305 310 315 320

Leu Leu Arg Cys GIn Leu GIn Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr
325 330 335

Lys Ala lle GIn Thr Tyr Leu Lys GIn Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys
340 345 350

Pro Asn Leu Arg His Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp
355 360 365

Arg Phe Gin Ala His Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His
370 375 380

Gly Thr Asn Val Ala Val Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg
385 390 395 400

lle Met Pro His Ser Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala
405 410 415

Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly
420 425 430

Gly His GIn Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys
435 440 445

Glu His His lle Thr lle Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro
450 455 460

Gly Phe Asp Ser Val lle Ala Arg Gly GIn Thr Glu Pro Asp Pro Ala
465 470 475 480

Gin Asp lle Glu Leu Glu Leu Asp Gly GIn Pro Val Val Val Pro Gin
485 490 495

Gly Pro Pro Val GIn Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gin
500 505 510

Ser Glu Tyr Leu lle Tyr Lys Glu Ser Gin Cys Arg Leu Arg Tyr Leu
515 520 525
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Leu Glu lle His Leu
530

<210>9

<211> 1587
<212> DNA
<213> Mysi sval

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1584)

<400> 9
atg gct cca aaa cga aag gcc tct gtg cag act gag ggc tcc aag aag
Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val GIn Thr Glu Gly Ser Lys Lys
1 5 10 15
cag cga caa ggg aca gag gag gag gac agc ttc cgg tcc act gcc gag
Gin Arg GIn Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu
20 25 30

gct ctc aga gca gca cct gct gat aat cgg gtc atc cgt gtg gac ccc
Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lle Arg Val Asp Pro
35 40 45

tca tgt cca ttc agc cgg aac ccc ggg ata cag gtc cac gag gac tat
Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lle GIn Val His Glu Asp Tyr
50 55 60

gac tgt acc ctg aac cag acc aac atc ggc aac aac aac aac aag ttc
Asp Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lle Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe
65 70 75 80

tat att atc caa ctg ctg gag gag ggt agt cgc ttc ttc tgc tgg aat
Tyr lle lle GIn Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn
85 90 95

cgc tgg ggc cgce gtg gga gag gtg ggc cag agc aag atg aac cac ttc
Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly GIn Ser Lys Met Asn His Phe
100 105 110

acc tgc ctg gaa gat gca aag aag gac ttt aag aag aaa ttt tgg gag
Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu
115 120 125

aag act aaa aac aaa tgg gag gag cgg gac cgt ttt gtg gcc cag ccc
Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala GIn Pro

48

96

144

192

240

288

336

384

432



77
130 135 140

aac aag tac aca ctt ata gaa gtc cag gga gaa gca gag agc caa gag 480
Asn Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val GIn Gly Glu Ala Glu Ser Gin Glu
145 150 185 160

gct gta gtg aag gtg gac agc ggc cct gtg agg acc gtg gtc aag ccc 528
Ala Val Val Lys Val Asp Ser Gly Pro Val Arg Thr Val Val Lys Pro
165 170 175

tgc tcc cta gac cct gec acc cag aac ctt atc acc aac atc ttc age 576
Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr GIn Asn Leu lle Thr Asn lle Phe Ser
180 185 190

aaa gag atg ttc aag aac gca atg acc ctc atg aac ctg gat gtg aag 624
Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met Asn Leu Asp Val Lys
195 200 205

aag atg ccc ttg gga aag ctg acc aag cag cag att gcc cgt ggc ttc 672
Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys Gin Gin lle Ala Arg Gly Phe
210 215 220
gag gcc ttg gaa gct cta gag gag gcc atg aaa aac ccc aca ggg gat 720
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys Asn Pro Thr Gly Asp
225 230 235 240
ggc cag agc ctg gaa gag ctc tcc tcc tge ttc tac act gtc atc cca 768
Gly Gin Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe Tyr Thr Val lle Pro
245 250 255
cac aac ttc ggc cgc agc cga ccc ccg ccc atc aac tcc cct gat gtg 816
His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro lle Asn Ser Pro Asp Val
260 265 270
ctt cag gcc aag aag gac atg ctg ctg gtg cta gcg gac atc gag ttg 864

Leu GIn Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp lle Glu Leu
275 280 285

gcg cag acc ttg cag gca gec cct ggg gag gag gag gag aaa gtg gaa 912
Ala GIn Thr Leu Gin Ala Ala Pro Gly Glu Glu Glu Glu Lys Val Glu
290 295 300

gag gtg cca cac cca ctg gat cga gac tac cag ctc ctc agg tgc cag 960
Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Arg Cys Gin
305 310 315 320

ctt caa ctg ctg gac tcc ggg gag tcc gag tac aag gca ata cag acc 1008
Leu GIn Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr Lys Ala lle GIn Thr
325 330 335
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tac ctg aaa cag act ggc aac agc tac agg tgc cca aac ctg cgg cat 1056
Tyr Leu Lys GIn Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn Leu Arg His
340 345 350

gtt tgg aaa gtg aac cga gaa ggg gag gga gac agg ttc cag gcc cac 1104
Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe GIn Ala His
355 360 365

tcc aaa ctg ggc aat cgg agg ctg ctg tgg cac ggc acc aat gtg gcc 1152
Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Val Ala
370 375 380

gtg gtg gct gece atc ctc acc agt ggg ctc cga atc atg cca cac tcg 1200
Val Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg lle Met Pro His Ser
385 390 395 400

ggt gat cgt gtt ggc aag ggt att tat ttt gcc tct gag aac age aag 1248
Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys
405 410 415

tca gct ggc tat gtt acc acc atg cac tgt ggg ggc cac cag gtg ggc 1296
Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His GIn Val Gly
420 425 430

tac atg ttc ctg ggc gag gtg gcc ctc ggc aaa gag cac cac atc acc 1344
Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His His lle Thr
435 440 445

atc gat gac ccc agc ttg aag agt cca ccc cct ggc ttt gac agc gtc 1392
lle Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val
450 455 460

atc gcc cga ggc caa acc gag ccg gat ccc gee cag gac att gaa ctt 1440
lle Ala Arg Gly GIn Thr Glu Pro Asp Pro Ala Gin Asp lle Glu Leu
465 470 475 480

gaa ctg gat ggg cag ccg gtg gtg gtg ccc caa ggc ccg cct gtg cag 1488
Glu Leu Asp Gly Gin Pro Val Val Val Pro Gin Gly Pro Pro Val GIn
485 490 495

tgc ccg tca ttc aaa age tee age ttc age cag agt gaa tac ctc ata 1536
Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser GIn Ser Glu Tyr Leu lle
500 505 510

tac aag gag agc cag tgt cgc ctg cgc tac ctg ctg gag att cac ctc 1584
Tyr Lys Glu Ser GIn Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu lle His Leu
515 520 525

taa 1587
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<210> 10
<211> 528
<212> PRT
<213> Mysi sval

<400> 10
Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val GIn Thr Glu Gly Ser Lys Lys
1 5 10 15

Gin Arg GIn Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu
20 25 30

Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val lle Arg Val Asp Pro
35 40 45

Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly lle Gin Val His Glu Asp Tyr
50 55 60

Asp Cys Thr Leu Asn Gin Thr Asn lle Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe
65 70 75 80

Tyr lle lle GIn Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn
85 90 95

Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly GIn Ser Lys Met Asn His Phe
100 105 110

Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu
115 120 125

Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gin Pro
130 135 140

Asn Lys Tyr Thr Leu lle Glu Val Gin Gly Glu Ala Glu Ser GIn Glu
145 150 155 160

Ala Val Val Lys Val Asp Ser Gly Pro Val Arg Thr Val Val Lys Pro
165 170 175

Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr GIn Asn Leu lle Thr Asn lle Phe Ser
180 185 190

Lys Glu Met Phe Lys Asn Ala Met Thr Leu Met Asn Leu Asp Val Lys
195 200 205

Lys Met Pro Leu Gly Lys Leu Thr Lys GiIn Gin lle Ala Arg Gly Phe
210 215 220
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Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Met Lys Asn Pro Thr Gly Asp
225 230 235 240

Gly GIn Ser Leu Glu Glu Leu Ser Ser Cys Phe Tyr Thr Val lle Pro
245 250 255

His Asn Phe Gly Arg Ser Arg Pro Pro Pro lle Asn Ser Pro Asp Val
260 265 270

Leu GIn Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val Leu Ala Asp lle Glu Leu
275 280 285

Ala Gin Thr Leu GIn Ala Ala Pro Gly Glu Glu Glu Glu Lys Val Glu
290 295 300

Glu Val Pro His Pro Leu Asp Arg Asp Tyr Gin Leu Leu Arg Cys GIn
305 310 315 320

Leu GIn Leu Leu Asp Ser Gly Glu Ser Glu Tyr Lys Ala lle Gin Thr
325 330 335

Tyr Leu Lys Gin Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn Leu Arg His
340 345 350

Val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe GIn Ala His
355 360 365

Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Val Ala
370 375 380

Val Val Ala Ala lle Leu Thr Ser Gly Leu Arg lle Met Pro His Ser
385 390 395 400

Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys
405 410 415

Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His Gin Val Gly
420 425 430

Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His His lle Thr
435 440 445

lle Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val
450 455 460

lle Ala Arg Gly GIn Thr Glu Pro Asp Pro Ala GIn Asp lle Glu Leu
465 470 475 480
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Glu Leu Asp Gly GIn Pro Val Val Val Pro Gin Gly Pro Pro Val Gin
485 490 495
Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser GIn Ser Glu Tyr Leu lle
500 505 510
Tyr Lys Glu Ser GIn Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu lle His Leu
515 520 525
<210> 11
<211> 14
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>

<221> SITE

<222> (2)

<223> Xaa je 1 aZ 5 okrem aminokyselin

<220>

<221> SITE

<222> (3)

<223> Xaa je Thr alebo Ser

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 11
Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly lle Tyr Phe Ala
1 5 10

<210> 12

<211> 21

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>



<221> SITE
<222> (1)
<223> Xaa je Ser alebo Thr

<220>

<221> SITE

<222> (6)

<223> Xaa is lle alebo Val

<220>

<221> SITE

<222> (9)

<223> Xaa je 1 az 5 okrem aminokyselin.

<220>

<221> SITE

<222> (10)

<223> Xaa je Ser alebo Thr

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 12
Xaa Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys
1 5 10 15

Gly lle Tyr Phe Ala
20

<210> 13

<211> 45

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
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<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<220>

<221> SITE

<222> (6)

<223> Xaa je Ser alebo Thr

<220>

<221> SITE

<222> (16)

<223> Xaa je Ser alebo Thr

<220>

<221> SITE

<222> (21)

<223> Xaa je lle alebo Val

<220>

<221> SITE

<222> (24)

<223> Xaa je 1 aZ 5 okrem aminokyselin

<220>

<221> SITE

<222> (25)

<223> Xaa je Ser alebo Thr

<400> 13
Leu Leu Trp His Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa lle Leu Xaa
1 5 10 15

Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly
20 25 30

lle Tyr Phe Ala Xaa Xaa Xaa Ser Lys Ser Ala Xaa Tyr
35 40 45

ooes
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<210> 14

<211> 22

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>

<221> SITE

<222> (1)

<223> Xaa je Leu alebo Val

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 14

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa

1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
20

<210> 15

<211> 27

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>

<221> SITE

<222> (21)

<223> Xaa je Asp alebo Glu

<220>

<221> SITE

<222> (22)

<223> Xaa je 10 az 11 okrem aminokyselin

<220>
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<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 15
Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asn Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa
1 5 10 15

GIn Leu Leu Xaa Xaa Xaa Trp Gly Arg Val Gly
20 25

<210> 16

<211> 29

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 16
Ala Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Thr Xaa Asn Xaa
1 5 10 15

Trp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Lys
20 25

<210> 17

<211>44

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>

<221> SITE

<222> (4)

<223> Xaa je lle alebo Leu

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid
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<400> 17
GlIn Xaa Leu Xaa Xaa Xaa lle Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Met Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Leu Gly Lys Leu

20 25 30
Xaa Xaa Xaa GIn lle Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
35 40
<210> 18
<211> 15
<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 18
Phe Tyr Thr Xaa lle Pro His Xaa Phe Gly Xaa Xaa Xaa Pro Pro
1 5 10 16

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 19
Lys Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Leu Xaa Asp lle Glu Xaa Ala Xaa Xaa
1 5 10 15

Leu

<210> 20
<211> 11
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<212> PRT
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 20
Gly Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Glu Val Ala Leu Gly
1 5 10

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<220>

<221> SITE

<222> (14)

<223> Xaa je 7 az 9 okrem aminokyselin

<400> 21
Gly Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Leu Xaa
1 5 10 15

Gly Xaa Xaa Val
20

<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

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

<221> SITE

<222> (2)

<223> Xaa je Tyr alebo Phe

<400> 22
Glu Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa GIn Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Leu Leu
1 5 10 15

<210> 23

<211> 20

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid
<400> 23

Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala
1 5 10 15

Leu Asn Glu Ser
20

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 24
Lys Thr Glu Leu GIn Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gin His Tyr Arg
1 5 10 15

Asn Leu His Cys
20
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<210> 25

<211> 21

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 25
Cys Lys Gly Arg Gin Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
1 5 10 15

Ala Glu Ala Leu Lys
20

<210> 26

<211> 20

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 26
Cys Lys GIn Gin lle Ala Arg Gly Phe Giu Ala Leu Glu Ala Leu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Leu Lys
20

<210> 27

<211> 19

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid
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<400> 27
Lys GIn Gin lle Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
1 5 10 15

Ala Leu Lys

<210> 28

<211>19

<212> PRT

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: peptid

<400> 28
Lys GIn Gin lie Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
1 5 10 15

Ala Met Lys
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PATENTOVE NAROKY

Homolég poly(ADP-rib6zo) polymerazy (PARP) ziskany z ¢loveka alebo iného

cicavca, ktory ma aminokyselinova sekvenciu, vyznacujuci sa tym, Ze ma

a) funkéni doménu viaZucu NAD*

a

b) Ziadny motiv sekvencie zinkovych prstov vSeobecného vzorca
CX2CXmHX2C

v ktorom

m je celoCiselna hodnota od 28 alebo 30 a radikaly X su navzajom nezavisle

akoukoflvek aminokyselinou.

Homolég PARP podfa naroku 1, vyznacujici sa tym, Ze funkcna doména
viaZuca NAD" obsahuje jeden z nasledujicich vSeobecnych sekvenénych

motivov;

PXa(S/T)GXsGKGIYFA,
(SITXGLR(IV)XPXA(S/T)GXsGKGIYFA alebo
LLWHG(S/T)X/AL(S/T)XGLR(IV)XPX.(S/T)GX:GKGIYFAX3SKSAXY

v ktorom

n je celoCiselnd hodnota od 1 do 5 a radikaly X s navzajom nezavisle

akoukolvek aminokyselinou.

Homolég PARP podfa ktoréhokolvek 2z predchadzajucich narokov,
vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje aspon jeden z nasledujlcich Ciastkovych
sekvencénych motivov:

LXsNXoYX2QLLX(D/E)X4011WGRVG,

AX3FXKXKTXNXWXsFX3PXK,

QXL(I/L)X21XsMX10PLGKLX3QIX6L,

FYTXIPHXFGX;PP; a
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KXLXLXDIEXAX,L,

v ktorych radikaly X st navzajom nezavisle akékolvek aminokyseliny.

Homolég PARP podfa ktoréhokolvek z predchadzajicich narokov vybrany
spomedzi homolégov fudskej PARP, vyznaujici sa tym, Ze ma
aminokyselinov sekvenciu znazornenl sekvenciou &. 2 (fudska PARP2)
alebo sekvenciou ¢. 4 alebo 6 (fudskd PARP3 typu 1 alebo 2); alebo
spomedzi homolégov mySacej PARP, ktoré maju aminokyselinovii sekvenciu
znazornenu sekvenciou ¢. 8 (mySacia PARP, diha forma) alebo sekvenciou &.
10 (mySacia PARP, kratka forma).

Vézobny partner majici $§pecifickost pre homolégy PARP podia
ktoréhokolvek z predchadzajticich narokov vybrany spomedzi nasledujicich:

a) protilatky a ich fragmenty,

b) proteinom podobné ziGceniny, ktoré interaguju s éiastkovou

sekvenciou proteinu, a

c) nizkomolekulové efektory, ktoré moduluju katalyticki aktivitu PARP
alebo inu biologicku funkciu molekuly PARP.

Nukleova kyselina obsahujica

a) nukleotidovu sekvenciu kédujlicu aspori jeden homolég PARP podfa
ktoréhokolvek znarokov 1 aZ 4 alebo jej komplementarnu

nukleotidovi sekvenciu;

b) nukleotidovi sekvenciu, ktora hybridizuje so sekvenciou podfa
Specifikacie v a) za stringentnych podmienok: alebo

()] nukleotidové sekvencie, ktoré su odvodené od nukleotidovych
sekvencii definovanych v a) a b) cez degeneraciu genetického kédu.

Nukleova kyselina podfa naroku 6 obsahujtica
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a) nukleotidy +3 aZ +1715 uvedené v sekvencii €. 1;

b) nukleotidy +242 aZ +1843 uvedené v sekvencii €. 3;

c) nukleotidy +221 aZ +1843 uvedené v sekvencii €. 5;

d) nukleotidy +112 aZ +1710 uvedené v sekvencii €. 7; alebo
e) nukleotidy +1 aZ +1584 uvedené v sekvencii ¢. 9.

Expresna kazeta obsahujica pod genetickou kontrolou aspon jednej
regulacnej nukleotidovej sekvencie aspon jednu nukleotidovd sekvenciu

podra ktoréhokofvek z narokov 6 a 7.

Rekombinantny vektor obsahuijtci aspon jednu expresnu kazetu podla naroku
8.

Rekombinantny mikroorganizmus obsahujuci aspon jeden rekombinantny

vektor podla naroku 9.
Transgénny cicavec obsahujuci vektor podla naroku 9.

Cicavec trpiaci nedostatkom PARP alebo eukaryoticka bunka trpiaca
nedostatkom PARP, kde je inhibovana funkcna expresia aspon jedného génu,
ktory kdduje homolég PARP podla ktoréhokofvek z narokov 1 az 4.

Spodsob in vitro detekcie inhibitorov PARP, vyznacujuci sa tym, Ze zahrnia

nasledujtce kroky:

a) inkubaciu poly-ADP-ribozylovatelného ciela vofného alebo na nosici

s reakénou zmesou obsahujlicou
at) homolég PARP podfa ktoréhokolvek z narokov 1 azZ 4,

a2) aktivator PARP; a

a3) inhibitor PARP alebo analyt, v ktorom je podozrenie na aspon jeden
inhibitor PARP;

b) uskutocnenie polyADP ribozylacnej reakcie; a
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c) urcenie polyADP ribozylacie ciela kvalitativhe alebo kvantitativne.

Sposob podfa naroku 13, vyznacujuci sa tym, Ze homolog PARP je
predinkubovany s aktivatorom PARP a inhibitorom PARP alebo s analytom,
v ktorom existuje podozrenie na aspon jeden inhibitor PARP, pred

uskutocnenim poly-ADP-ribozylacnej reakcie.

Spdsob podra ktoréhokolvek z narokov 13 a 14, vyznacujuci sa tym, Ze poly-
ADP-ribozylovatelny ciel je histonovy protein.

Spdsob podfa ktoréhokolvek z narokov 13 az 15, vyznacujlci sa tym, Ze
aktivatorom PARP je aktivovana DNA.

Sposob podrfa ktoréhokofvek z narokov 13 aZ 16, vyznacujlci sa tym, Ze poly-

ADP-ribozylacna reakcia sa nastartuje pridanim NAD".

Spdsob podra ktoréhokolvek z narokov 13 aZ 17, vyznacujuci sa tym, Ze poly-
ADP-ribozylacia ciefa na nosici sa uréuje pomocou anti-poly(ADP-rib6zovych)

protilatok.

Sposob podra ktoréhokolvek z narokov 13 az 17, vyznacujuci sa tym, Ze

vofny ciel je oznaceny akceptornym fluoroforom.

Spbsob podfa naroku 19, vyznadujlci sa tym, Ze poly-ADP-ribozylacia
volného ciefa sa uréuje pomocou anti-poly(ADP-ribézovej) protilatky, ktora je
oznacena donornym fluoroforom, ktory je schopny prenasat energiu na

akceptorny fluorofor.

Spoésob podra ktoréhokolvek z narokov 19 a 20, vyznacujlici sa tym, Ze
ciefom je biotinylovany histon a akceptorny fluorofor je nar naviazany cez

avidin alebo streptavidin.

Sposob podra ktoréhokolvek z narokov 20 a 21 vyznacujlci sa tym, Ze anti-
poly(ADP-rib6zova) protilatka nesie ako donorny fluorofor kryptat eurépia.
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23. Spdsob in vitro skriningu vézobnych partnerov pre molekulu PARP,

24.

vyznacujlci sa tym, Ze zahffa

at)

b1)

c1)

alebo

a2)

b2)

c2)

imobilizaciu aspon jedného homolégu PARP podia ktoréhokolvek

z narokov 1 aZ 4 na nosic;

kontaktovanie imobilizovaného homolégu PARP s analytom, v ktorom

je podozrenie na existenciu aspon jedného vazobného partnera; a

urcenie, v pripade vhodnosti po inkubaénom obdobi, zloZiek analytu

viazanych na imobilizovany homolég PARP;

imobilizaciu analytu na nosici, pricom analyt obsahuje aspon jedného

mozZného védzobného partnera pre molekulu PARP;

kontaktovanie imobilizovaného analytu s aspon jednym homolégom
PARP podla ktoréhokolfvek z narokov 1 aZ 4, pre ktory sa hlfada
vézobny partner; a

skimanie imobilizovaného analytu, v pripade vhodnosti po

inkubacnom obdobi, na viazanie homologu PARP.

Sposob kvalitativneho alebo kvantitativneho urcenia nukleovych kyselin

kodujtcich homolég PARP podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4, vyznacujuci

sa tym, Ze zahina

a)

b)

inkubovanie biologickej vzorky s definovanym mnoZstvom exogénnej
nukleovej kyseliny podla ktoréhokolvek z narokov 6 a 7, hybridizaciu
za stringentnych podmienok, urCenie hybridizujicich nukleovych

kyselin a pripadne porovnanie so Standardom; alebo

inkubovanie biologickej vzorky s parom oligonukleotidovych primérov

so Specifickostou pre nukleovi kyselinu kédujicu homolég PARP,
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amplifikaciu nukleovej kyseliny, urCenie produktu amplifikacie a

pripadne porovnanie so Standardom.

Sposob kvalitativneho alebo kvantitativneho uréenia homolégu PARP podfa

ktoréhokolvek z narokov 1 az 4, vyznacuijlci sa tym, Ze zahiia

a) inkubovanie biologickej vzorky s vdzobnym partnerom Specifickym
pre homolog PARP,

b) detekciu komplexu vazobného partnera s PARP a pripadne

c) porovnanie vysledku so Standardom.

Spésob podla naroku 25, vyznacujuci sa tym, Ze vazobnym partnerom je
protilatka alebo jej vézobny fragment, ktory pripadne nesie detegovatelnu

znacku.

Spdsob podra ktoréhokolvek z narokov 24 aZ 26 na diagnostiku chordb

sprostredkovanych energetickym deficitom.
Sposob urcenia Ucinnosti efektorov PARP, vyznacujici sa tym, Ze zahffia

a) inkubovanie homolégu PARP podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4
s analytom, ktory obsahuje efektor fyziologickej alebo patologicke;
aktivity PARP; pripadné odstranenie efektora a

b) uréenie aktivity homolégu PARP v pripade vhodnosti po pridani

substratov alebo kosubstratov.

Kompozicia na génovu terapiu, vyznacujuca sa tym, Ze obsahuje vo vehikule

prijatefnom pre génowu terapiu konstrukt nukleovej kyseliny, ktory

a) obsahuje antisense nukleovi kyselinu proti kodujiucej nukleovej

kyseline podfa ktoréhokolvek z narokov 6 a 7; alebo
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b) ribozym proti nukleovej kyseline podfa ktoréhokolvek z narokov 6 a 7;
alebo

c) kody pre Specificky inhibitor PARP.

Farmaceuticka kompozicia, vyznacujuca sa tym, 2Ze obsahuje vo
farmaceuticky prijateflnom vehikule aspori jeden protein PARP podla
ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4, aspon jedného vdzobného partnera PARP
podfa naroku 5 alebo aspori jednu kédujucu nukleotidovi sekvenciu podfa
naroku 6 alebo 7.

Pouzitie nizkomolekulovych vdzobnych partnerov PARP podla naroku 5 na
vyrobu farmaceutického prostriedku na diagnostiku alebo terapiu
patologickych stavov vo vyvoji a/alebo progrese, v ktorych je zapojeny aspori
protein PARP alebo polypeptid z neho odvodeny.

Pouzitie nizkomolekulovych vazobnych partnerov PARP podlfa naroku 5 na
vyrobu farmaceutického prostriedku na diagnostiku alebo terapiu

patologickych stavov sprostredkovanych energetickym deficitom.
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