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(57) Anoticia:

Receptorové proteiny spojené s G-proteinom nachidzaji-
cim sa v blizkosti kmefia krysiecho mozgu a Fudského moz-
gu alebo jeho soli, alebo fragmenty jeho peptidu, alebo
amidy, estery alebo soli tohto fragmentu, ligandy, spésob
testovania/zostava na testovanie zlaéenin schopnych menit
vlastosti vizby ligandov na receptorové proteiny s -
G-proteinom, zlaZeniny alebo ich soli zfskané uvedenym
testovanim, protilétky proti receptorovym protefinom spoje-

nym s G-proteinom atd’,
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~Receptorovy protein spojeny s G proteinom, DNA a jej ligand

Oblast’ technik

Predlozeny vynalez sa tyka nového receptorového proteinu spojeného s G
proteinom, pochadzajuceho z malého mozgu krysy a z fudského mozgu, alebo
jeho soli a DNA, ktora ho kdduje, rovnako ako peptidov, ktoré maju ligandovu
aktivitu na receptorovy protein spojeny s G proteinom alebo jeho amidmi alebo

estermi alebo sol'ami.

Doterajsi stav techniky

Rozlicné hormény a neurotransmitéry regulujd funkcie in vivo
prostrednictvom $pecifickych receptorovych proteinov umiestnenych v bunkovej
membréane. Mnoho z tychto receptorovych proteinov sprostredkovéava prenos
intracelularnych signalov aktivaciou proteinov viazucich guaninovy nukleotid (tu
niekedy dalej oznaCovany ako G proteiny), s ktorymi sa tento receptor spéja.
Tieto receptorové proteiny maju zvy€ajnd Struktiru, t. j. sedem trans-
membranovych domén, a teda sa sthrnne oznaéuju ako receptory spojené s G-

proteinom alebo sedem transmembranovych receptorov (7TMR).

Receptorové proteiny spojené s G-proteinom existuju na kazdom funkénom
bunkovom povrchu buniek a vnatornych orgéanov Zijlceho tela a hraju velmi
dolezité uUlohy ako ciele molekul, napriklad horménov, neurotransmitérov,
fyziologicky aktivnych latok a podobnych, ¢o su molekuly, ktoré kontroluiju,
reguluju alebo upravuju funkcie buniek a vnutornych orgéanov Zijuceho tela. Tieto
receptorové proteiny sprostredkovavaju transdukciu signalu v bunke nadviazanim
na fyziologicky aktivne latky a takto prenesenym signdlom spésobuju rézne

reakcie, ako je aktivacia alebo inhibicia buniek.

Na objasnenie vztahu medzi latkami, ktoré reguluja komplexné funkcie v
bunkach a vnatornych organoch rozmanitych Zijacich tiel a ich $pecifickych

receptorovych proteinov, zvlast receptorovych proteinov spojenych s G



proteinom, by sa objasnili funkéné mechanizmy buniek a vnatornych organov z
réznych Zijucich tiel a ziskali by sa tak velmi dolezité prostriedky na vyvoj novych

lieGiv, ktoré uzko suvisia s tymito funkénymi mechanizmami.

Napriklad v rdéznych organoch ZzZijuceho tela sa fyziologické funkcie
kontroluju regulaciou mnohych horménov, latkami podobajucimi sa horménom,
neurotransmitérmi alebo fyziologicky aktivnymi latkami. Zviast' potom fyziologicky
aktivne latky pritomné na rbéznych miestach zijiceho tela reguluji jeho
fyziologické funkcie prostrednictvom zodpovedajticich receptorovych proteinov.
Existuje eSte mnoho neznamych hormdnov, neurotransmitérov alebo inych
fyziologicky aktivnych latok in vivo a iba u niektorych receptorovych proteinov sa
dosial' opisala ich Struktira. NavySe eSte stdle zostdva nejasné, &i existuji
podtypy znamych receptorovych proteinov.

Pre vyvoj farmaceutickych prostriedkov je tiez velmi dolezité objasnit’ vztah
medzi latkami, ktoré reguluju komplexné funkcie in vivo, a ich $pecifickymi
receptorovymi proteinmi. Dalej na U&inné testovanie agonistov a antagonistov na
receptorové proteiny pri vyvoji farmaceutickych prostriedkov je potom potrebné
objasnit’ funkcie génov receptorovych proteinov exprimovanych in vivo a

exprimovat' tieto gény v prisluSnom expresivnom systéme.

V nedavnych rokoch sa aktivne uskutoénila ndhodnd analyza cDNA
sekvencii ako spdsob analyzovania génov exprimovanych in vivo. Takto ziskané
sekvencie cDNA fragmentov sa registrovali a publikovali v databazach ako
Expressed Sequence Tag (EST, exprimované sekvenéné tagy). Pretoze vsak
vacsina EST obsahuje iba informéacie o sekvencii, funkcie je mozné predpovedat’
iba s tazkostami.

Latky, ktoré inhibuji nadviazanie proteinov spojenych s G proteinom na
fyziologicky aktivne latky (t. j. ligandy), a latky, ktoré sa viazu na fyziologicky
aktivne latky, tak indikuju signdlne transdukcie podobné tym, ktoré sa indukuiju
fyziologicky aktivnymi latkami (t.j. ligandami), sa pouzivaja pre farmaceutické
prostriedky  ako antagonisti alebo agonisti Specifické pre receptory na



1.'

3 [ ] .. L

regulovanie biologickych funkcii. Je teda velmi ddlezité objavit' novy receptorovy
protein spojeny s G proteinom, ktory je nielen dolezity pre fyziologicku expresiu in
vivo, ale mdze byt cielom na vyvinutie farmaceutickych prostriedkov a na
klonovanie génov (napr. cDNA) pri hladani Specifického ligandu, agonistu a

antagonistu nového receptora spojeného s G proteinom.

Avsak nie vsSetky receptory spojené s G-proteinom boli uz objavené.
Dokonca i teraz existuje mnoho neznamych receptorov spojenych s G proteinom
a tych, u ktorych nie su identifikované zodpovedajice ligandy, to znamena,
organové receptory. Je treba teda vazne oCakavat, Ze sa bude skimat' novy

receptor spojeny s G proteinom a ze bude objasnena jeho funkcia.

Receptory spojené s G proteinom su uzitoéné na hladanie novej
fyziologicky aktivnej latky (t. j. ligandu) pouzivajliceho signalnu transdukénu
aktivitu ako index a pri vyhladavani agonistov a antagonistov tohto receptora.
Dokonca i ked sa nendjde Ziadny fyziologicky ligand, agonisti a antagonisti
receptora sa mézu vyrobit' analyzovanim fyziologickej aktivity receptora pomocou
pokusov s inaktivaciou receptora (knockout zvieratd). OCakava sa, Ze ligandy,
agonisti a antagonisti receptora sa budl pouzivat' ako profylaktické/terapeutické a
diagnostické lieCiva pre ochorenia stvisiace s dysfunkciou receptora spojeného s

G proteinom.

Hypofunkcia alebo hyperfunkcia receptora spojeného s G proteinom vdaka
genetickej variacii receptora in vivo v mnohych pripadoch spbsobuje niektoré
poruchy. V takom pripade sa mdze receptor spojeny s G proteinom pouzit' nielen
na podavanie antagonistov alebo agonistov receptora, ale tiez na génovu terapiu
prenosom receptorového génu do tela (alebo istych $pecifickych organov) alebo
prenosom antimediatorovej nukleovej kyseliny do receptorového génu. Pri takejto
génovej terapii je informacia o nukleotidovej sekvencii receptorového génu
esencidlne potrebna pre vyhladavanie delécie alebo mutacie v géne. Receptorovy
gen sa aplikuje tiez ako profylaktické/terapeutické a diagostické lieéiva na
choroby suvisiace s dysfunkciou receptora.
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NavySe, najdenie endogenného ligandu na receptor alebo latky s
ligandovou aktivitou umoznuje skonstruovat' systém na testovanie antagonistov

alebo agonistov na tento receptor.

Podstata vynalezu

Predliozeny vynalez poskytuje novy a uzito€ny receptorovy protein spojeny
s G proteinom, ako sa opisuje hore. To znamena, ze predlozeny vynalez
poskytuje novy receptorovy protein spojeny s G proteinom, jeho Ciastocné peptidy
a ich soli rovnako ako polynukleotidy (DNA, RNA a ich derivaty) obsahujtice
polynukleotidy (DNA, RNA a ich derivaty) kédujuce receptorovy protein spojeny s
G proteinom a jeho dciastoéné peptidy, rekombinantné vektory obsahuijlce
polynukleotidy, transformanty nestce rekombinantné vektory, spdsoby vyroby
receptorového proteinu spojeného s G proteinom a ich soli, protilatky na
receptorovy protein spojeny s G proteinom, jeho Ciastotné peptidy a ich soli,
zlaceniny, ktoré menia expresnu hladinu uvedeného receptorového proteinu
spojeného s G proteinom, spdsoby stanovenia ligandov na receptorovy protein
spojeny s G proteinom, spdsoby testovania zltic¢enin (antagonistov a agonistov) a
ich soli, ktoré menia vlastnosti vazby ligandov a receptorového proteinu
spojeného s G proteinom, zostavy na pouzitie pre spdsob testovania, zluceniny
(antagonisti alebo agonisti) alebo ich soli, ktoré menia vlastnosti vazby ligandov
Ziskatelnych sposobom testovania alebo ziskatelnych pouzitim testovacej zostavy
a receptorového proteinu spojeného s G proteinom a farmaceutickych
prostriedkov obsahujucich zli€eniny (antagonisti a agonisti), ktoré menia
vliastnosti vazby ligandov na receptorovy protein spojeny s G proteinom, alebo
zlG€eniny alebo ich soli, ktoré menia hladinu expresie receptorového proteinu

spojeného s G proteinom.

Dalej potom predlozeny vynalez poskytuje peptidy, ktoré maju ligandovu
aktivitu voci receptorovému proteinu spojenému s G proteinom.

Autori predlozeného vynalezu podnikli rozsiahle Stadie. Vysledkom ich

Studii bolo to, Ze uspeli pri izolovani cDNA kédujticu novy receptorovy protein
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spojeny s G proteinom pochadzajuceho s malého mozgu krysy a z ludského
mozgu, zalozenej na EST informacii pripravenej spdsobom degenerovanej PCR,
¢o viedlo k uspesSnej analyze Uplnej nukleotidovej sekvencii cDNA.
Aminokyselinova sekvencia odvodena od tejto nukleotidovej sekvencie podporila,
Ze prva az siedma transmembranova doména sa pozorovala pri hydrofébnej
analyze nanesenim do grafu, ¢o potvrdzuje, ze protein kédovany touto cDNA je
transmembranovy receptorovy protein spojeny s G proteinom prechadzajuci

sedemkrat membranou.

Autori predlozeného vynalezu dalej pokracovali s tymito vyskumami
skumat' peptid, ktory ma aktivitu zvySujucu intracelularnu hladinu vapenatych
ionov v bunkach, ktoré exprimuju receptorovy protein spojeny s G proteinom
pouzitim novych peptidov najdenych v niektorych znamych peptidoch alebo na
zaklade génovych udajov. Vysledkom je to, Ze sa objasnilo, Ze C-koncovy peptid
proteinu kédovany génom KiSS-1 supresora metastazy rakoviny (Genomics 1998,
54, 145 az 148.) ma aktivitu aktivujucu tento receptor. KiSS je gén kddujuci
protein. Autori tohto vynalezu upriamili svoju pozornost na sekvenciu peptidu
pozostavajuceho z 54 zvyskov aminokyselin v KiSS-1 a syntetizovali C-koncové
Ciastoné peptidy. Tento peptid sa ziskal pre testy reaktivity s receptorom, aby sa
potvrdilo, Ze tento peptid ma ligandovu aktivitu.

O peptidoch ziskanych vystiepenim produktov génu KiSS-1 sa oakava, ze
potiaCuju metastazy rakoviny, pretoze ich gény sG gény supresora metastazy
rakoviny. Okrem toho sa u tychto peptidov oCakava, Zze hraju délezita Glohu v
placente, pricom sa berie do uvahy, Ze tento gén sa vo velkej miere exprimuje v
placente a hOT7T175, ¢o je fudsky typ receptora receptorového proteinu
spojeného s G proteinom, a tiez sa vo velkej miere exprimuje v placente.
Expresia receptora je relativne velka v fudskej slinivke brusnej, takZe sa o tomto
peptide predpoklada, Zze vykazuje nejakl fyziologicki funkciu tiez v slinivke
brusne,.

Na zaklade tychto zisteni autori predlozeného vynalezu podnikli rozsiahle

Studie a ich vysledkom je ziskanie predlozeného vynalezu.



Predlozeny vynalez sa teda tyka:

1) proteinu a jeho soli, ktoré obsahuju rovnaku alebo v podstate rovnaku
sekvenciu aminokyselin ako je sekvencia aminokyselin uvedena ako je sekv. id. &.
1;

2) proteinu alebo jeho soli podla bodu 1), v ktorom rovnaka alebo v

podstate rovnaké sekvencia aminokyselin znamena sekv. id. ¢. 5;

3) ciastoéného peptidu proteinu podl'a bodu 1) alebo jeho esterov alebo
jeho amidov alebo jeho soli;

4) polynukleotidu obsahujuceho polynukleotid, ktory ma nukleotidova
sekvenciu kédujucu protein podla bodu 1);

5) polynukleotidu podla bodu 4), ktory znamena DNA;

6) polynukleotidu podia bodu 4), ktory obsahuje nukleotidovi sekvenciu

reprezentovanu sekvenciou sekv. id. €. 2 alebo sekv. id. ¢. 6;
7) rekombinantného vektora obsahujtceho polynukleotid podl'a bodu 4);

8) transformantu transformovaného rekombinantnym vektorom podia bodu
),

9) spbsobu vyroby proteinu alebo jeho soli podla bodu 1), podl'a ktorého sa
transformant podla bodu 8) kultivuje a produkuje a akumuluje sa protein podla
bodu 1);

10) protilatky na protein alebo jeho soli podla bodu 1) a na ¢iastoény peptid
alebo jeho estery alebo jeho amidy alebo jeho soli podi'a bodu 3);

11) protilatky podl'a bodu 10), ktoré znamenaju neutralizujuce protilatky na
deaktivovanie transdukcie signalu proteinu podta bodu 1);



12) diagnostického prostriedka, ktory obsahuje protilatky podla bodu 10);

13) ligandu na protein alebo jeho soli podla bodu 1), ktory je ziskatelny
pouzitim proteinu alebo jeho soli podia bdu 1) alebo pouzitim ciastoéného
peptidu, jeho esterov, jeho amidov alebo jeho soli podl'a bodu 3);

14) farmaceutického prostriedka, ktory obsahuje ligand podl'a bodu 13);

15) spdsobu stanovenia ligandu na protein alebo jeho soli podla bodu 1),
podla ktorého sa pouziva protein alebo jeho soli podia bodu 1) alebo ¢iastoény

peptid, jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podla bodu 3);

16) spdsobu testovania zluéeniny alebo jej soli, ktoré menia viastnosti
vazby medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), podla
ktorého sa pouziva protein alebo jeho soli podfa bodu 1) alebo Ciastocny peptid,
jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podfa bodu 3);

17) zostavy na testovanie zliceniny alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti
vazby medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), podia
ktorého sa pouziva protein alebo jeho soli podla bodu 1) alebo ¢iastoény peptid
alebo jeho estery, jeho amidy alebo jeho soli podl'a bodu 3) ;

18) zlGceniny alebo jej soli, ktora meni vlastnosti vazby medzi ligandom a
proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), ktord je mozné ziskat' pouzitim
sposobu testovania podl'a bodu 16) alebo testovacej zostavy podla bodu 17);

19) farmaceutického prostriedka, ktory obsahuje zli&eninu alebo jej soli,
ktoré menia viastnosti vézby medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla
bodu 1), ktory je moZné ziskat' pouzitim spésobu testovania podla bodu 16) alebo
testovacej zostavy podl'a bodu 17);

20) spdsobu kvantitativneho vyhodnotenia proteinu podia bodu 1), ktory

zahrfuje pouzitie protilatok podfa bodu 10);



21) peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli podl'a bodu 21), ktory
v aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. ¢. 10 obsahuje
sekvenciu aminokyselin 47 az 54 od N-konca a obsahuje 8 az 54 zvySkov

aminokyselin;

22) peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli, ktory v
aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 10 obsahuje N-
koncovu sekvenciu aminokyselin 47 az 54 na C-konci a obsahuje 8 az 15 zvy$kov

aminokyselin;

23) amidov alebo soli peptidu podla bodu 21, ktoré obsahuju
aminokyselinovl sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. ¢. 11, sekv. id. &.
12, sekv. id. €. 13 alebo sekv. id. ¢. 14;

24) spbsobu testovania podla bodu 16), podla ktorého ligand znamena
peptid, jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podla bodu 21); a

25) zostavy na testovanie podl'a bodu 16), v ktorej ligand znamena peptid,

jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podl'a bodu 21).

Predlozeny vynalez dalej poskytuje:

26) protein alebo jeho soli podla bodu 1) zahriiujuce: i) aminokyselinovu
sekvenciu predstavovanl sekvenciou sekv. id. ¢. 1, v ktorej sa jedna, dve alebo
viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30 aminokyselin, vyhodnej$ie 1 az 9
aminokyselin, najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve) aminokyselin) deletujy,
i) aminokyselinovu sekvenciu predstavovani sekvenciou sekv. id. & 1, k nej sa
prida jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 a2 30 aminokyselin,
vyhodnejSie 1 az 10 aminokyselin, najvyhodnejie niekolko (jedna alebo dve)
aminokyselin), iii) aminokyselinovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id.
¢. 1, v ktorej sa jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30
aminokyselin, vyhodnejsie 1 aZ 10 aminokyselin, a najvyhodnejsie niekolko (jedna



alebo dve) aminokyselin substituuje inymi aminokyselinami, a iv) kombinaciu hore

uvedenych aminokyselinovych sekvencii;

27) spdsob testovania podla bodu 16), v ktorom sa uskutoCnuje
porovnavanie medzi i) pripadom, v ktorom sa protein alebo jeho soli podl'a bodu
1) alebo diastoény peptid, jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podl'a bodu 3)
privedu do styku s ligandom, a ii) pripadom, v ktorom sa protein alebo jeho soli
podla bodu 1) alebo &iastoény peptid, jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli

podl'a bodu 3) privedu do styku s ligandom a testovanou ziGéeninou;

28) spdsob testovania zluéeniny alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), ktory zahriuje
meranie a porovnavanie i) mnozstva zna¢eného ligandu nadviazaného na protein
alebo jeho soli podla bodu 1) alebo Ciadstoény peptid, jeho amidy, jeho estery
alebo jeho soli podla bodu 3), kde znaceny ligand sa privedie do styku s
proteinom alebo jeho sol'ami podla bodu 1) alebo s iastoénym peptidom, jeho
amidmi, jeho estermi alebo jeho solami podia bodu 3), a ii) mnozstvo zna¢eného
ligandu nadviazaného na protein alebo jeho soli podla bodu 1) alebo Ciastocny
peptid alebo jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podia bodu 3), kde znaéeny
ligand a testovana zlucenina sa privedu do styku s proteinom alebo jeho sol'ami
podla bodu 1) alebo s Ciastoénym peptidom, jeho amidmi, jeho estermi alebo jeho
sol'ami podl'a bodu 3);

29) spdsob testovania zlG€eniny alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho sol'ami podla bodu 1), podla ktorého sa
meria a porovnava i) mnozstvo znaceného ligandu nadviazaného na bunky
obsahujuce protein podla bodu 1) po uvedeni znateného ligandu do kontaktu s
bunkami, a ii) mnozZstvo znadeného ligandu nadviazaného na bunky po uvedeni

znaceného ligandu a testovanej zluéeniny do kontaktu s bunkami:

30) spbsob testovania zltugeniny alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho sofami podra bodu 1), podla ktorého sa

meria a porovnava i) mnozstvo znaeného ligandu nadviazaného na membranovl
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frakciu buniek obsahujlcu protein podi'a bodu 1) po uvedeni znac¢eného ligandu
do kontaktu s membranovou frakciou buniek, a ii) mnozstvo znac¢eného ligandu
nadviazaného na membranovu frakciu buniek po uvedeni znaeného ligandu a
testovanej zlti¢eniny do kontaktu s membranovou frakciou buniek;

31) spbsob testovania zluceniny alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), podia ktorého sa
meria a porovnava i) mnozstvo znaceného ligandu nadviazaného na protein
exprimovany v bunkovej membrane uvedeného transformantu z bodu 8)
kultivovanim transformantu, kde znaceny ligand sa privedie do styku s
exprimovanym proteinom, a ii) mnozstvo znaceného ligandu nadviazaného na
protein exprimovany v bunkovej membrane uvedeného transformantu podl'a bodu
8) kultivovanim transformantu, kde znacéeny ligand a testovand ziuéenina sa

privedu do styku s exprimovanym proteinom:;

32) spdsob testovania zliceniny alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), podla ktorého sa
meria a porovnava i) aktivita stimulujuca bunky sprostredkovavana proteinom,
pricom zlticenina, ktora aktivuje protein alebo jeho soli podla bodu 1) sa uvedd do
styku s bunkami obsahujucimi protein podla bodu 1), a ii) aktivita stimulujuca
bunky sprostredkovana proteinom, pricom zlucenina, ktora aktivuje protein alebo
jeho soli podla bodu 1) a testovana zluc¢enina sa uvedu do styku s bunkami
obsahujucimi protein podla bodu 1),

33) spdsob testovania zlU¢eniny alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podl'a bodu 1), podla ktorého sa
meria a porovnava i) aktivita stimulujica bunky sprostredkovavana proteinom,
pricom zlG&enina, ktora aktivuje protein alebo jeho soli podia bodu 1), sa uvedie
do styku s proteinom exprimovanym v bunkovej membrane transformantu podfa
bodu 8) kultivovanim tohto transformantu, a ii) aktivita stimulujica bunky
sprostredkovavana proteinom, pricom zlicenina, ktora aktivuje protein alebo jej

soli podla bodu 1) a testovana zlicenina sa uvedu do styku s proteinom
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exprimovanym v bunkovej membrane transformantu podli'a bodu 8) kultivovanim

tohto transformantu;

34) spbsob testovania podl'a bodu 32) alebo bodu 33), v ktorom zitic¢enina,
ktora aktivuje protein podla bodu 1) znamena peptid, jeho amidy, jeho estery
alebo jeho soli podla bodu 21),

35) zlucenina alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti vazby medzi ligandom a
receptorovym proteinom spojenym s G-proteinom alebo jeho solami podla bodu

1), ktord je mozné ziskat' spésobom na testovanie podla bodu 27) az bodu 34);

36) farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, Zze obsahuje zliéeninu
alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti vdzby medzi ligandom a proteinom alebo jeho
sol'ami podl'a bodu 1), ktort je mozné ziskat' spdsobom testovania podl'a bodu 27)
az bodu 34);

37) zostavu na testovanie podla bodu 17), vyznadujucu sa tym, Ze
obsahuje bunku obsahujucu protein podl'a bodu 1);

38) zostavu na testovanie podla bodu 17), vyznaujicu sa tym, Ze

obsahuje bunkovi membranovti frakciu bunky obsahujlcu protein podia bodu 1) ;

39) zostavu na testovanie podla bodu 17), vyznadujicu sa tym, Ze
obsahuje protein exprimovany v bunkovej membréne transformantu podl'a bodu 8)

kultivovanim tohto transformantu;

40) zlGgeninu alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti medzi ligandom a
proteinom alebo jeho solami podla bodu 1), ktori je mozné ziskat pouzitim

zostavy na testovanie podl'a bodu 37) az bodu 39);

41) farmaceuticky prostriedok, ktory obsahuje zlu&eninu alebo jej soli, ktoré
menia vlastnosti vézby medzi ligandom a receptorovym proteinom alebo jeho
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solami podla bodu 1) spojenym s G proteinom, ktory je mozné ziskat' pouzitim

zostavy na testovanie podl'a bodu 37) az bodu 39);

42) spdsob kvantitativneho stanovenia proteinu alebo jeho soli podl'a bodu
1) alebo Ciastoéného peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli podla
bodu 3), vyznadujlci sa tym, ze sa protilatky podi'a bodu 10) uvedu do styku s
proteinom alebo jeho sofami podla bodu 1) alebo ¢iastoénym peptidom, jeho
amidmi, jeho estermi alebo sol'ami podl'a bodu 3);

43) spdsob kvantitativneho stanovenia proteinu alebo jeho soli podla bodu
1) alebo Ciasto¢ného peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli podia
bodu 3) vo vzorke roztoku, vyznalujuci sa tym, Ze sa kompetitivne nechaju
zreagovat' protilatky podla bodu 10) so vzorkou roztoku a so znatenym proteinom
alebo jeho solami podla bodu 1) alebo znaCenym cCiastoénym peptidom, jeho
amidmi, jeho estermi alebo jeho solami podla bodu 3) a zmeria sa pomer
znaceného proteinu alebo jeho soli podla bodu 1) alebo znaéeného Ciastoéného
peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli podla bodu 3), ktoré su

nadviazané na protilatky; a

44) spdsob kvantitativneho stanovenia proteinu alebo jeho soli podi'a bodu
1) alebo Ciastoéného peptidu, jeho amidov, jeho esterov alebo jeho soli podlia
bodu 3) vo vzorke roztoku, vyznadujuci sa tym, Zze sa vzorka roztoku necha
zreagovat' suCasne alebo postupne s protilatkami podi'a bodu 10) imobilizovanymi
na nosiCi a znagenymi protilatkami podla bodu 10) a potom sa zmeria aktivita

znaceného ¢inidla na imobilizovanom nosici.
Struény opis obrazkov

Obrazok 1 ukazuje nukleotidovii sekvenciu DNA kddujlicu receptorovy
protein rOT7T175 spojeny s G proteinom pochadzajuceho z malého mozgu krysy
podla predioZeného vynalezu, ktory sa ziskal v priklade 1, a aminokyselinovou
sekvenciou odvodenou od tejto DNA sekvencie (pokraovanie na obr. 2).
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Obrazok 2 ukazuje nukleotidovu sekvenciu DNA kddujicu receptorovy
protein rOT7T175 spojeny s G proteinom pochadzajticeho z malého mozgu krysy
podla predlozeného vynalezu, ktory sa ziskal v priklade 1, a aminokyselinovou
sekvenciou odvodenou od tejto DNA sekvencie (pokracovanie z obr. 1, pokraduje

sa na obr. 3).

Obrazok 3 ukazuje nukleotidovu sekvenciu DNA kédujucu receptorovy
protein rOT7T175 spojeny s G proteinom pochéadzajiceho z malého mozgu krysy
podla predioZzeného vynalezu, ktory sa ziskal v priklade 1, a aminokyselinovou

sekvenciou odvodenou od tejto DNA sekvencie (pokracovanie z obr. 2).

Obrazok 4 ukazuje hydrofébne nanesenie do grafu receptorového proteinu
rOT7T175 spojeného s G proteinom pochadzajuceho z malého mozgu krysy
podla predlozeného vynalezu vyrobeného na zaklade aminokyselinovej sekvencie

uvedenej na obrazkoch 1 az 3.

Obrazok 5 ukazuje nukleotidovu sekvenciu DNA kédujicu receptorovy
protein hOT7T175 spojeny s G proteinom pochadzajiceho z ludského mozgu
podla predloZzeného vynalezu, ktory sa ziskal v priklade 2, a aminokyselinovou

sekvenciou odvodenou od DNA sekvencie (pokracovanie na obr. 6).

Obrazok 6 ukazuje nukleotidovti sekvenciu DNA kédujlicu receptorovy
protein hOT7T175 spojeny s G proteinom pochadzajiceho z ludského mozgu
podla predlozeného vynélezu, ktory sa ziskal v priklade 2, a aminokyselinovou
sekvenciou odvodenou od DNA sekvencie (pokracovanie z obr. 5 s pokratovanim
na obr. 7).

Obrazok 7 ukazuje nukleotidovti sekvenciu DNA kédujlcu receptorovy
protein hOT7T175 spojeny s G proteinom pochadzajiceho z ludského mozgu
podia predloZzeného vynalezu, ktory sa ziskal v priklade 2, a aminokyselinovou
sekvenciou odvodenou od DNA sekvencie (pokragovanie z obr. 6).
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Obr. 8 ukazuje hydrofébne nanesenie do grafu receptorového proteinu
hOT7T175 spojeného s G proteinom pochadzajuceho z ludského mozgu podla
predloZzeného vyndlezu vyrobeného nazéklade aminokyselinovej sekvencie

uvedenej na obrazkoch 5 az 7.

Obrazok 9 ukazuje vysledky merania aktivity zvySujucej hladinu
intracelularneho Ca iénu testované v priklade 3 (1 az 2).

Najlepsi spdsob uskutoénenia vynalezu

Protein podla predlozeného vynalezu (receptorovy protein; receptorovy
protein spojeny s G proteinom; tu dalej ¢asto oznacovany ako ,receptorovy
protein podla predlozeného vynalezu“) znamena taky protein, ktory ma rovnaku
alebo v podstate rovnaku aminokyselinovi sekvenciu ako je sekvencia
predstavovana sekv. id. €. 1 (aminokyselinova sekvencia uvedena na obrazkoch 1
az 3).

Receptorovy protein podla predlozeného vyndlezu méze znamenat
akykol'vek peptid odvodeny od akychkolvek buniek ¢loveka a iného cicavca (napr.
mor€ata, krysy, mysi, krélika, prasata, ovce, hovadzieho dobytka, opice atd.),
napriklad slezinnych buniek, nervovych buniek, gliovych buniek, B-buniek slinivky
brusnej, buniek kostnej drene, mesangialnych buniek, Langerhansovych buniek,
epidermalnych buniek, epitetialnych buniek, endotetidlnych buniek, fibroblastov,
fibrocytov, svalovych buniek, tukovych buniek, imunocytov (napr. makrofagov, T
buniek, B buniek, prirodzenych zabijacich buniek, Zirnych buniek, neutrofilov,
basofilov, eosinofilov, monocytov atd.), megakaryocytov, synovidlnych buniek,
chondrocytov, osteocytov, osteoblastov, osteoklastov, buniek prsnej Zlazy,
hepatocytov alebo intersticialnych buniek, alebo prekurzorov buniek, kmefiovych
buniek alebo rakovinovych buniek tychto buniek a podobne; buniek
hemocytového typu; alebo akychkolvek tkaniv obsahujlcich takéto bunky, napr.
mozgu, rdznych c&asti mozgu (napr. bulbus olfactorius, mandle, cerebraine
bazélne ganglie, hippocampus, talamus, hypotalamus, nucleus substanlamicus,
mozgové kéra, predizena miecha, maly mozog, okcipitalny pd6l, Celovy lalok,
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spankovy lalok, putamen, nucleus caudatus, korpus callosum, substantia nigra),
miechy, podvazku mozgového, zaludka, slinivky brusnej, ladvin, pecene,
pohlavnych Zliaz, stitnej Zlazy, zl€nika, kostnej drene, Zlazy nadladviniek,
pokozky, svalu, plic, traviaceho traktu (napr. hrubého éreva, tenkého creva),
krvnych dosti¢iek, srdca, brzlika, sleziny, submandibularnej zl'azy, periférnej krvi,
periférnych hemocytov, prostaty, varlata, varlat, vajeénikov, placenty, maternice,
kosti, kibov, skeletalneho svalstva a podobne, zvla$t potom mozgu a réznych
Casti mozgu. Peptid méze znamenat' tiez synteticky peptid.

Aminokyselinova sekvencia, ktora ma rovnaku alebo v podstate rovnaku
sekvenciu, ako je sekvencia predstavovana sekvenciou sekv. id. €. 1, zahriuje
aminokyselinovt sekvenciu, ktora ma aspon asi 50% homologiu, s vyhodou aspof
asi 70% homolégiu, vyhodnejSie aspori asi 80% homolégiu, omnoho vyhodnejSie
aspon asi 90% homolégiu, najvyhodnejSie aspon asi 95% homolégiu s

aminokyselinovou sekvenciou reprezentovanu sekvenciou sekv. id. ¢&. 1.

Medzi Specifické priklady proteinu patri protein, ktory obsahuje
aminokyselinovl  sekvenciu predstavovani sekvenciou sekv. id.& 5

(aminokyselinova sekvencia uvedena na obrazkoch 5 az 7).

Vyhodny priklad proteinu, ktory ma v podstate rovnakd aminokyselinovi
sekvenciu, ako je sekvencia predstavovana sekvenciou sekv. id. &. 1, je protein,
ktory m& v podstate rovnaki aminokyselinovi sekvenciu, ako je sekvencia
predstavovana sekvenciou sekv. id. €. 1, a ktory ma v podstate rovnaku aktivitu

ako ma aminokyselinova sekvencia predstavovana sekvenciou sekv. id. &. 1.

Medzi priklady v podstate rovnakej aktivity patri aktivita nadviazania
ligandu, aktivita spoCivajlica v transdukcii signdlu a podobné. Pojem ,v podstate
rovnaky" sa pouziva v tom vyzname, Ze povahy ich aktivit sG navzajom rovnaké.
Vyhodné je teda to, Ze i ked aktivita, ako je aktivita nadviazania ligandu alebo
aktivita spocivajuca v transdukcii signalu, je rovnaka (napriklad priblizne 0,01 az
100-nasobna, s vyhodou 0,5 aZ 20-nasobnd, vyhodnejSie asi 0,5 a2
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dvojnasobnd), kvantitativhe faktory, ako su stupne tychto aktivit a molekulova

hmotnost' proteinov, sa mézu navzajom odliSovat'.

Aktivity, ako je aktivita nadviazania ligandu alebo aktivita spocivajuca v
transdukcii signalu, sa mdézu stanovit' podla vSeobecne znédmych spdsobov,
napriklad spésobom stanovovania ligandov alebo spésobom testovania, ktory sa
bude opisovat' neskorsie.

Receptorovy protein podfa predlozeného vynalezu, ktory sa mbéze
pouzivat, mdéze znamenat taky protein, ktory obsahuje i) aminokyselinovu
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 1, v ktorej sa jedna, dve alebo
viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30 aminokyselin, vyhodnejSie 1 az 10
aminokyselin, najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve) aminokyselin) deletuje;
ii) aminokyselinova sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 1, ku ktorej
sa prida jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30 aminokyselin,
vyhodnejSie 1 az 10 aminokyselin, najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve)
aminokyselin); iii) aminokyselinovi sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id.
¢. 1, v ktorej sa jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30
aminokyselin, vyhodnejSie 1 az 10 aminokyselin, najvyhodnej$ie niekolko (jedna
alebo dve) aminokyselin) substituuje inymi aminokyselinami; a iv) kombinaciou

hore uvedenych aminokyselinovych sekvencii.

Receptorovy protein podla predlozeného vynalezu, ktory sa moze
pouzivat, mdze znamenat' taktiez protein, ktory obsahuje i) aminokyselinovd
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 5, v ktorej sa jedna, dve alebo
viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30 aminokyselin, vyhodnejSie 1 az 10
aminokyselin, najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve) aminokyselin) deletuje;
ii) aminokyselinov( sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. &. 5, ku ktorej
sa prida jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 aZ 30 aminokyselin,
vyhodnejSie 1 aZ 10 aminokyselin, najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve)
aminokyselin); iii) aminokyselinovl sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekyv. id.
€. 5, v ktorej sa jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou 1 az 30

aminokyselin, vyhodnejsie 1 az 10 aminokyselin, a najvyhodnejsie niekolko (jedna
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alebo dve) aminokyselin) substituuje inymi aminokyselinami; a iv) kombinaciou

hore uvedenych aminokyselinovych sekvencii.

Receptorovy protein podia prediozeného vynalezu sa oznacuje spésobom
opisovania peptidov, ktory je znamy z oblasti techniky. To znamena, ze lavy
koniec (aminovy koniec) znamena N-koncovu ¢ast a pravy koniec (karboxylovy
koniec) znamena C-koncovu ¢ast. V receptorovom proteine podla predloZzeného
vynalezu obsahujucom aminokyselinovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou
sekv. i. €. 1, C-koncova cast' znamena normalne karboxylovi skupinu (—COOH)
alebo karboxylat (—COO), ale C-koncova cast' méze znamenat' amid (—CONH,)
alebo ester (—COOR).

Medzi priklady skupiny R v esterovej skupine patria alkylova skupina s 1
az 6 atomami uhlika, ako je metylova, etylova, propylova, izopropylova, butylova
atd skupina, cykloalkylova skupina s 3 az 8 atomami uhlika, ako je
cyklopentylova, cyklohexylova atd. skupina, arylova skupina so 6 az 12 atdmami
uhlika, ako je fenylova, a-naftylova atd. skupina, aralkylova skupina so 7 az 14
atbmami uhlika, ako je fenylalkyl(s 1 az 2 atémami uhlika)ova skupina, napr.
benzylovd, fenetylova atd. skupina, a-naftyl-alkyl(s 1 aZ 2 atémami uhlika)ova
atd. skupina, napr. a-naf-tylmetylova skupina atd. a podobne. TieZ sa méze dalej
pouzivat' pivaloyloxymetylova skupina alebo podobna skupina, ktora sa rozsiahle

pouziva ako ester pri oradlnom podavani.

Ak receptorovy protein podla predlozeného vynélezu obsahuje karboxylov(
skupinu (alebo karboxyladt) v inej polohe ako je C-koncova &ast, mdze sa
amidovat' alebo esterifikovat' a takyto amid alebo ester sa taktiez zahrnie pod
pojem receptorovy protein podl'a predlozeného vynalezu. Esterova skupina méze
znamenat' rovnaku skupinu ako je skupina, ktora sa opisuje pri hore uvedenej C-

koncovej Casti.

Receptorovy protein podla prediozeného vynalezu dalej zahriiuje derivaty,
v ktorych aminové skupina N-koncového metioninového zvysku hore uvedeného

proteinu sa chréni chraniacou skupinou (napr. acylovou skupinou s 1 az 6
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atémami uhlika, ako je formylova skupina, acetylova skupina atd.; tie, v ktorych N-
koncova oblast sa rozstiepi in vivo a vytvorena glutamylova skupina sa
pyroglutaminuje; a tie, v ktorych substituent (napr. —OH, —SH, —COOH,
aminova skupina, imidazolova skupina, indolova skupina, guanidinova skupina
atd.) na boénych retazcoch aminokyseliny v molekule proteinu sa chrani
prislusnou chraniacou skupinou (napr. acylovou skupinou s 1 az 6 atoémami
uhlika, ako je alkanoylova skupina s 2 az 6 atdbmami uhlika, napr. formylova
skupina, acetylova skupina atd.) alebo konjugované proteiny, ako su

glykoproteiny s cukrovymi retazcami na ne napojenymi.

Specifické priklady receptorového proteinu podfa predloZeného vynalezu,
ktoré sa mézu pouzivat, zahriuju receptorovy protein pochadzajuci z krys, ktory
obsahuje aminokyselinovl sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 1, a
receptorovy protein pochadzajuci z ¢loveka, ktory obsahuje aminokyselinovl
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. ¢. 5.

Ciastoény peptid receptorového proteinu podt'a predlozeného vyndlezu (tu
dalej sa niekedy oznaCuje ako Ciastotny peptid) mdéze znamenat' akykolvek
Ciastocny peptid, taky dlhy, Ze predstavuje Cast' peptidovych oblasti hore
opisaného receptorového proteinu podlfa predlozeného vynélezu. Priklady
takéhoto Ciastoéného peptidu zahriiuju miesto, ktoré je vystavené mimo bunkovej
membrany medzi receptorova proteinovi molekulu podia prediozeného vynalezu
a zachovava si aktivitu nadviazania receptora.

Prikladom Giastoéného peptidu proteinu obsahujliceho aminokyselinovu
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. &. 1 je peptid obsahujuci oblast,
ktora sa analyzuje ako extraceluldrna oblast' (hydrofilna oblast' alebo miesto) pri
hydrofilnej analyze nanesenim do grafu, ako sa uvadza na obr. 4. Dal§im
prikladom &iastoéného peptidu proteinu obsahujiceho aminokyselinovt
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 5 je peptid obsahujuci oblast,
ktora podla analyzy znamena extracelularnu oblast’ (hydrofilnG oblast' alebo
miesto) pri hydrofébnej analyze nanesenim do grafu, ako sa uvadza na obr. 8.
Méze sa pouiit' tieZ taky peptid, ktory Ciastocne obsahuje hydrofébnu oblast
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alebo miesto. Dalej sa moze pouzit' tiez peptid, ktory nezavisle obsahuje kazdu
doménu, i ked sa mdze pouzit' tiez Ciastocny peptid, ktory obsahuje viacej domén

v rovhakom ¢ase.

Pocet aminokyselin v &iastoénom peptide podla predlozeného vynalezu je
aspon 20 alebo viacej, s vyhodou 50 alebo viacej, vyhodnejsie 100 alebo viacej, v
pojmoch  konStruktivnej aminokyselinovej sekvencie hore opisaného

receptorového proteinu podla prediozeného vynalezu.

V podstate rovnaka aminokyselinova sekvencia znamena taku
aminokyselinova sekvenciu, ktora ma aspon asi 50% homoldégiu, s vyhodou aspon
asi 70% homoldgiu, vyhodnejSie aspon asi 80% homoldgiu, omnoho vyhodnejSie

aspon asi 90% homoldgiu a najvyhodnejsie aspor asi 95% homoldgiu.

Pojem ,v podstate rovnaka aktivita®, ako sa tu pouziva, ma rovnaku
definiciu, ako sa uvadza hore. ,V podstate rovnaka aktivita® sa moze testovat’

hore opisanym spdsobom.

V ¢giastoénych peptidoch podla predlozeného vynalezu sa méze v hore
opisanej aminokyselinovej sekvencii deletovat’ jedna, dve alebo viacej
aminokyselin (s vyhodou priblizne 1 az 10 aminokyselin, vyhodnejSie niekolko
(jledna alebo dve) aminokyselin); jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s vyhodou
priblizne 1 az 20 aminokyselin, vyhodnejSie 1 az 10 aminokyselin a
najvyhodnejSie niekolko (jedna alebo dve) aminokyselin sa méze k
aminokyselinovej sekvencii pridat; alebo jedna, dve alebo viacej aminokyselin (s
vyhodou priblizne 1 az 10 aminokyselin, vyhodnejsie niekolko (jedna alebo dve)
aminokyselin) sa mdze a v aminokyselinovej sekvencii substituovat inymi
aminokyselinami.

V ciastonom peptide podla predlozeného vynalezu C-koncové &ast'
znamena normalne karboxylova skupinu (—COOH) alebo karboxylat (—COO),
ale C-koncova Cast' méze znamenat' amid (—CONH,) alebo ester (—COOR), ako

sa opisovalo pri receptorovom proteine podla prediozeného vynalezu.
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Ako sa v hore opisanom receptorovom proteine podla prediozeného
vynalezu opisuje, méze Ciastoény peptid podla predlozeného vynalezu zahriovat
tiez konjugované peptidy, ako su tie, v ktorych aminova skupina N-koncového
metioninového zvysku sa chrani chraniacou skupinou, tie, v ktorych N-koncovy
zvy$ok sa stiepi in vivo a vzniknuty GIn sa prevedie na pyroglutamat, tie, v ktorych
substituenty v boénych retazcoch aminokyselin v molekule sa chrania prisluSnymi

chréniacimi skupinami, a tie, na ktoré su nadviazané cukrové retazce, to znamena
glykopeptidy.

Receptorovy protein podla predlozeného vynalezu alebo jeho &iastoény
protein sa mézu pouzivat' vo forme soli s fyziologicky prijatelnymi zasadami alebo
kyselinami, s vyhodou vo forme ich fyziologicky prijatelnych adi¢énych soli s
kyselinami. Priklady takychto soli su soli s anorganickymi kyselinami (napr.
kyselinou chiorovodikovou, kyselinou fosforecnou, kyselinou bromovodikovou a
kyselinou sirovou), soli s organickymi kyselinami (napr. kyselinou octovou,
kyselinou mravéou, kyselinou propionovou, Kkyselinou fumarovou, kyselinou
maleinovou, kyselinou jantarovou, Kkyselinou vinnou, Kkyselinou citrénovou,
kyselinou jablénou, kyselinou Stavelovou, kyselinou benzoovou, kyselinou

metansulfénovou a kyselinou benzénsulfénovou) a podobne.

Receptorovy protein podl'a predloZzeného vynalezu alebo jeho soli sa mézu
vyrébat' podla vSeobecne znameho spdsobu Cistenia receptorového proteinu z
hore opisanych ludskych alebo inych cicav€ich buniek alebo tkaniv. Receptorovy
protein podla predlozeného vynélezu alebo jeho soli sa mdzu tiez vyrabat
kultivovanim transformantu obsahujiceho DNA, ktora kéduje receptorovy protein
podla predlozeného vynalezu, ako sa tu bude dalej opisovat. Receptorovy protein
podl'a predlozeného vynalezu alebo jeho soli sa mézu d'alej vyrabat' tiez sposobmi
syntetizovania proteinov, ktoré sa tu budi tiez dalej opisovat, alebo
modifikovanymi spdsobmi.

Ked sa vyraba receptorovy protein alebo jeho soli z ludskych alebo
cicavgich tkaniv alebo buniek, ludské alebo cicavéie bunky alebo tkaniva sa

homogenizuja, potom sa extrahuju kyselinou alebo podobne a extrakt sa izoluje a
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vyéisti kombinaciou chromatografickych technik, ako je chromatografia na
obratenych fazach, chromatografia na ionomenii a podobne.

Pri syntetizovani receptorového proteinu, ¢iastoéného peptidu alebo jeho
soli alebo amidov podfa predlozeného vynalezu sa mdZu pouZit komerCne
dostupné Zivice, ktoré sa pouZivaji na syntézu proteinov. Medzi priklady takychto
Zivic patria chrémetylova Zivica, hydroxymetylova Zivica, benzhydrylaminova
Zivica, aminometylova Zivica, 4-benzyloxybenzylalkoholova Zivica, 4-metylbenz-
hydrylaminova Zivica, Zivica PAM, 4-hydroxymetylmetylfenyl-acetamodiometylova
Zivica, polyakrylamidova Zivica, 4-(2°,4"-dimetoxyfenylhydroxymetyl)fenoxy-Zivica a
4-(2' 4’-dimetoxyfenyl-Fmoc-aminoetyl)fenoxy-Zivica. PouZitim tychto Zivic sa
aminokyseliny, v ktorych sa a-aminové skupiny a funk&né skupiny v bocnych
retazcoch patriéne chrania, skondenzuju na Zivicu v poradi sekvencie prisiusného
proteinu podfa réznych spésobov kondenzécie vSeobecne znamych v oblasti
techniky. Na konci reakcie sa protein vystipne zo Zivice a v rovnakom &ase sa
odstrania chraniace skupiny. Potom sa uskutoéni vo vysoko zriedenom roztoku
reakcia, pri ktorej sa vytvori intramolekulova disulfidova vézba, aby sa ziskal
prislusny protein alebo jeho amidy.

Na kondenzaciu hore opisanych chranenych aminokyselin sa mézu na
proteinovi syntézu pouzit rozne aktivatné reakéné Cinidla, ale zvlast vyhodne sa
pouzivaju karbodiimidy. Medzi priklady takychto karbodiimidov patria DCC, N,N’-
diizopropylkarbodiimid a  N-etyl-N’-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid. ~ Na
aktivovanie tymito reakénymi ¢inidlami sa chranené aminokyseliny v kombinacii s
inhibitorom racemizacie (napr. HOBt, HOOBt) pridaju priamo k Zivici alebo sa
chranené aminokyseliny vopred aktivuji vo forme symetrickych anhydridov
kyselin, HOBt esterov alebo HOOBt esterov, potom nasleduje pridanie takto
aktivovanych chranenych aminokyselin k Zivici.

Rozpustadla, ktoré su vhodné na pouzitie pri aktivovani chranenych
aminokyselin alebo pri kondenzacii so Zivicou, sa mézu vybrat z rozpustadiel, o
ktorych je zname, ze sa mdzu pouZivat pre kondenzainé reakcie proteinov.
Priklady takychto rozpustadiel st amidy kyselin, ako je N,N-dimetylformamid,
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N,N-dimetylacetamid a N-metylpyrolidon; halogenované uhfovodiky, ako je
metylénchlorid a chloroform, alkoholy, ako je trifluéretanol; sulfoxidy, ako je
dimetylsulfoxid; étery, ako je pyridin, dioxan a tetrahydrofuran; nitrily, ako je
acetonitril a propionitril; estery, ako je metylacetéat a etylacetat; a prislusné zmesi
tychto rozpustadiel. Reakéna teplota sa prislusne vyberie z rozsahu, o ktorom je
zname, Ze je ho mo2né pouZit pre vézbové reakcie proteinov a zvyCajne sa
vyberie v rozmedzi priblizne -20 °C az 50 °C. Aktivované aminokyselinové derivaty
sa véeobecne pouzivaju v 1,5-ndsobnom az Stvornasobnom prebytku.
Kondenzacia sa sleduje ninhydrinovou reakciou. Ak je kondenzécia nedostatocna,
kondenzaciu je mozno skonéit zopakovanim kondenzaCnej reakcie bez
odstranenia chraniacich skupin. Ak kondenzéacia este nie je dostatotna, dokonca
eSte po zopakovani reakcie, nezreagované aminokyseliny sa acetylujd
anhydridom kyseliny octovej alebo acetylimidazolom, aby sa zru$il akykofvek
mozny nepriaznivy vplyv na nasledujticu reakciu.

Medzi priklady chraniacich skupin, ktoré sa pouzijd na chranenie
vychodiskovych aminovych skupin, patria Z, Boc, terc.pentyloxykarbonylova,
izobornyloxykarbonylova a 4-metoxybenzyloxykarbonylova skupina, CI-Z, Br-Z,
adamantyloxykarbonylova, ftrifludracetylova, ftaloylova, formylova, 2-nitrofenyl-
sulfenylova a difenylfosfinotioylova skupina a Fmoc.

Karboxylova skupina sa mbze chranit napr. alkylovou esterifikaciou (vo
forme linearnych, rozvetvenych alebo cyklickych alkylesterov alkylovych skupin,
ako je metylova, etylova, propylova, butylova, terc.butylova, cyklopentylova,
cyklohexylovd, cykloheptylova, cyklooktylova a 2-adamantylova skupina),
aralkylovou esterifikdciou (napr. benzylester, 4-nitrobenzylester, 4-metoxybenzyl-
ester, 4-chlorbenzylester a benzylhydrylester), fenacylovou esterifikaciou,
benzyloxykarbonylovou hydrazidaciou, terc.butoxykarbonylovou hydrazidaciou a
tritylovou hydrazidaciou.

Hydroxylova skupina serinu sa mézZe chranit' napriklad jeho esterifikaciou
alebo eterifikaciou. Medzi priklady skupin, ktoré sa prisluSne pouZivaji na
esterifikaciu, patria niz§ia alkanoylova skupina, ako je acetylova skupina, aroylova
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skupina, ako je benzoylova skupina, a skupina odvodena od kyseliny uhlicitej, ako
je benzyloxykarbonylova skupina a etoxykarbonylova skupina. Medzi priklady
skupin, ktoré sa prislusne pouzivaju na esterifikaciu, patria benzylova skupina,
tetrahydropyranylova skupina a terc.butylova skupina.

Medzi priklady skupin na chrénenie fenolickej hydroxylovej skupiny
tyrozinu patria Bzl, Cl-Bzl, 2-nitrobenzylova skupina, Br-Z a terc.butylova

skupina.

Medzi priklady skupin pouzivanych na chranenie amidazolovej E&asti
histidinu patria Tos, 4-metoxy-2,3,6-trimetylbenzénsulfonylovéd skupina, DNP,
benzyloxymetylova skupina a skupina Bum, Boc, Trt a Fmoc.

Medzi priklady aktivovanych karboxylovych skupin vo vychodiskovych
aminokyselinach patria zodpovedajuce anhydridy kyselin, azidy kyselin a
aktivované estery kyselin (estery s alkoholmi, napr. pentachlérfenolom, 2,4,5-tri-
chiérfenolom, 2,4-dinitrofenolom, kyanmetylalkoholom, p-nitrofenolom, HONB,
N-hydroxysukcinimidom, N-hydroxyftalimidom a HOBt). Ako aktivované
aminokyseliny, v ktorych sa aminové skupiny vo vychodiskovom materiale
aktivujd, sa pouzivaju zodpovedajtice amidy kyseliny fosforeénej.

Na odstranenie (odStiepenie) chraniacich skupin sa pouziva katalyticka
redukcia pod prietokom plynného vodika v pritomnosti takého katalyzatora, ako je
paladiova Cierna alebo Pd na uhli, kyslé spracovanie s bezvodym fluorovodikom,
metansulfénovou kyselinou, trifluérmetansulfénovou kyselinou alebo kyselinou
trifluéroctovou alebo zmesou roztoku tychto kyselin, spracovanie so zasadou, ako
je diizopropyletylamin, trietylamin, piperidin alebo piperazin, a redukcia sodikom v
kvapalnom amoniaku. Hore opisana eliminacna reakcia chraniacej skupiny
spracovanim s kyselinou sa uskutoéfiuje véeobecne pri teplote priblizne -20 °C a2
40 °C. Pri kyslom spracovani je G¢inné pridat' vychytavaé katiénov, ako je anizol,
fenol, tioanizol, m-krezol, p-krezol, dimetylsulfid, 1,4-butanditiol alebo 1,2-
etanditiol. Dalej potom 2,4-dinitrofenylova skupina, ktora je znama ako chraniaca

skupina pre imdiazolovi Cast' histidinu, sa odstranuje reakciou s tiofenolom.
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Formylova skupina, ktora sa pouzije ako chraniaca skupina indolovej Casti
tryptofanu, sa odstranuje hore uvedenym spracovanim s kyselinou v pritomnosti
1,2-etanditiolu alebo 1,4-butanditiolu rovnako ako spracovanim s alkaliami, ako je

zriedeny roztok hydroxidu sodného a zriedeny amoniak.

Chranenie funkénych skupin, ktoré by sa nemali zahrnat' v reakcii
vychodiskovych materialov, chraniace skupiny, odstrarfiovanie chraniacich skupin
a aktivacia funkénych skupin, ktoré sa zahriuju v reakcii, sa méze prislusne

vybrat' zo v§eobecne znamych skupin a vSeobecne znamych prostriedkov.

V inom spdsobe ziskavania amidovanych proteinov sa napriklad a-kar-
boxylova skupina aminovej kyseliny s koncovym karboxylom najprv chrani
amidaciou a peptidovy retazec (proteinovy retazec) sa potom predizi na strane
aminovej skupiny na pozadovanu dizku. Potom sa vyrobi protein, v ktorom sa z
peptidu odstranila iba chraniaca skupina N-koncovej a-aminoskupiny, a protein, v
ktorom sa odstranila iba chraniaca skupina C-koncovej karboxylovej skupiny.
Tieto dva proteiny sa skondenzuji v zmesi hore opisanych rozpustadiel.
Podrobnosti kondenzaénej reakcie su rovnaké ako sa opisuje hore. Potom, ¢o sa
chraneny protein, ktory sa ziskal kondenzaciou vygéisti, odstréania sa hore
opisanym spdsobom vSetky chraniace skupiny. Ziska sa tak poZzadovany surovy
protein. Tento surovy protein sa vyc€isti réznymi znamymi prostriedkami ¢istenia.

Lyofilizacia hlavnej frakcie poskytuje amid pozadovaného proteinu.

Pri vyrobe esterifikovaného proteinu sa napriklad o-karboxylova skupina
na karboxylovom konci aminokyseliny skondenzuje s pozadovanym alkoholom.
Vyrobi sa ester aminokyseliny, ktory sa spracuje podobnym spdsobom ako pri
priprave hore uvedeného amidovaného proteinu. Ziska sa tak poZadovany

esterifikovany protein.

Ciasto&ny peptid receptorového proteinu podla prediozeného vynélezu sa
méZe vyrabat' vSeobecne znamymi spdsobmi syntézy peptidov alebo Stiepenim
receptorového proteinu podla predloZzeného vynalezu prislu$nou peptidazou. Pre
sposoby syntézy peptidov sa moze pouzit napriklad bud syntéza v pevnej faze
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alebo syntéza v kvapalnej faze. To znamena, Ze diastoény peptid alebo
aminokyseliny, ktoré mozu poskytovat' konstrukciu receptorového proteinu podl'a
prediozeného vynalezu, sa skondenzuju so zvySujucou &astou receptorového
proteinu podl'a predloZzeného vynalezu. Ak produkt obsahuje chraniace skupiny,
tieto chraniace skupiny sa odstrania a ziska sa tak pozadovany peptid.
VSeobecne zname spdsoby kondenzacie a eliminacie chraniacich skupin sa

opisuju nizsie pod ad 1) az 5).

1) Bodanszky M. a Ondetti M. A.. Peptide Synthesis, Intersicence
Publishers, New York 1966.

2) Schroeder a Luebke: The Peptide, Academic Press, New York 1965.

3) lzumiya Nobuo a spol.: Peptide Gosei-no-Kiso to Jikken (Basics and
Experiments of Peptide Synthesis), publikované firmou Maruzen Co., 1975.

4) Yajima Haruaki a Sakakibara Shunpei: Seikagaku Jikken Koza
(Biochemical Experiment) 1, Tanpakushitsu no Kagaku (Chemistry of Proteins)
1977, IV, 205.

5) Yajima Haruaki (red.): Zoku lyakuhin no Kaihatsu (A Sequel to
Development of Pharmaceuticals), diel 14, Peptide Synthesis, publikované
Hirokawa Shoten.

Po skonéeni reakcie sa produkt méze vycistit' a izolovat kombinaciou
konvenénych spdsobov d&istenia, ako je extrakcia rozpustadlom, destilacia,
chromatografia na koldne, kvapalinova chromatografia a rekrystalizacia. Ziska sa
tak Ciastoény peptid podla prediozeného vynélezu. Ak Ciastoény peptid, ktory sa
ziska hore uvedenym spdsobom existuje vo volnej forme, méze sa tento peptid
premenit' na prislusnu sol' vSeobecne znamym spdsobom. Ak sa protein ziska vo

forme soli, mbZe sa premenit' na volnt formu véeobecne znamym spdsobom.
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Polynukleotid kédujuci receptorovy protein podla predloZzeného vynalezu
méze znamenat' akykolvek polynukleotid, pokial tento obsahuje nukleotidovt
sekvenciu (DNA alebo RNA, s vyhodou DNA) kédujtici hore opisany receptorovy
protein podia predlozeného vynalezu. Takymto polynukleotidom méze byt DNA a
RNA vratane mRNA, ktora kdéduje receptorovy protein podla predlozeného
vynalezu. Polynukleotid méze byt bud dvojviaknovy alebo jednoviaknovy. Ak je
polynukleotid dvojvidknovy, mbéze znamenat' dvojviaknovi DNA alebo hybrid
DNA-RNA. Ak je polynukleotid jednovliaknovy, méze znamenat' negativne viakno

(t. j. kédujuce vlakno) alebo pozitivne viakno (t. j. nekédujice viakno).

Pouzitim polynukleotidu kédujuceho receptorovy protein podla predio-
zeného vynalezu mdze sa mRNA receptorového proteinu podla predlozeného
vynalezu kvantitativne vyhodnotit' napriklad spésobom publikovanym v $pecialnej
Casti Jikken Igaku (Experimental Medical Science) ,New PCR and its application®,
1997, 15(7), alebo modifikaciou tohto spésobu.

DNA kédujuca receptorovy protein podla predloZzeného vyndlezu médze
znamenat' akukolvek genomovi DNA, genomovi DNA kniznicu, cDNA
pochadzajicu z hore opisanych buniek a tkaniv, cDNA kniZnicu pochadzajticu z
hore opisanych buniek a tkaniv a synteticki DNA. Vektor, ktory sa pouziva pre
kniznicu, mdze znamenat' akykolvek vektor z bakteriofagu, plazmidu, kozmidu a
fagemidu. DNA sa méze priamo aplikovat reverznou transkriptazovou
polymerazovou retazovou reakciou (tu dalej skracovana ako RT-PCR) pouzitim

celkovej RNA alebo mRNA frakcie pripravenej z hore opisanych buniek a tkaniv.

Specificky, DNA kédujlca Ciastocny peptid receptorového proteinu podla
predloZzeného vynalezu mdze znamenat' akukolvek DNA, pokial mé& naprikiad
DNA majucu aminokyselinova sekvenciu predstavovana sekvenciou sekv. id. &. 2
alebo sekv. id. & 6 alebo ma nukleotidovli sekvenciu hybridizovatelnti na
nukleotidovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. &. 2 alebo sekv. id. &.
6 pri vysoko selektivnych podmienkach a kdduje protein, ktory mé& v podstate
rovnaké aktivity (t. j. aktivitu viaZicu ligand, signalnu transdukénu aktivitu a

podobne), ako su aktivity receptorového proteinu podla prediozeného vynélezu.
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Priklady DNA, ktora sa hybridizuie s nukleotidovou sekvenciou
predstavovanou sekvenciou sekv. id. ¢. 2 alebo sekv. id. &. 6 zahriuju DNA, ktora
ma aspon asi 70% homolégiu, s vyhodou aspon asi 80% homolégiu, vyhodnejsie
aspori asi 90% homolégiu, najvyhodnejSie asponn asi 95% homolégiu s
aminokyselinovou sekvenciou predstavovanou sekvenciou sekv. id. ¢. 2 alebo

sekv. id. ¢. 6.

Hybridizacia sa mdze uskutoéiiovat' vSeobecne znamymi spésobmi alebo
ich modifikaciami, napriklad podl'a spdsobu, ktory sa opisuje v Molecular Cloning,
druhé vydanie, J. Sambrook a spol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
Taktiez sa mdzZe pouzit komeréne dostupna kniznica a to podla pokynov
pripojeného protokolu vyrobcu. Hybridizacia sa méze uskutonovat’ s vyhodou pri

vysoko selektivnych podmienkach.

Vysokoselektivne podmienky, ktoré sa pouzivaju podla vynalezu su
napriklad podmienky spocivajuce v koncentracii sodika asi 19 mM az asi 40 mM,
s vyhodou asi 19 mM az asi 20 mM a teplote od asi 50 °C do asi 70 °C, s vyhodou
od asi 60 °C do asi 65 °C. Konkrétne - najvyhodnejsie hybridiza¢né podmienky

spodivaju v koncentracii sodika asi 19 mM a teplote asi 65 °C.

Konkrétnejsie, pre DNA koédujucu protein, ktory ma aminokyselinovi
sekvenciu reprezentovanu sekvenciou sekv. id. ¢. 1, sa moze pouzit DNA, ktora
ma nukeotidovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 2, a DNA, ktora
ma nukleotidovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 6 sa moze
pouzit' pre DNA kédujuci protein s aminokyselinovou sekvenciou predstavovanou

sekvenciou sekv. id. &. 5.

Polynukleotid, ktory obsahuje ¢ast' nukleotidovej sekvencie DNA kéduijticu
receptorovy protein podla predlozeného vynalezu alebo ¢ast nukleotidovej
sekvencie dopinkovej k tejto DNA, povazuje sa za polynukleotid, ktory zahrfiuje
nielen DNA kodujuci Ciasto¢ny peptid podla predloZeného vyndlezu, ktory sa
opisuje nizsie, ale tiez RNA.
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Podla predlozeného vynalezu antimediatorové polynukleotidy (nukleové
kyseliny), ktoré mézu inhibovat' replikaciu alebo expresiu génu receptorového
proteinu podla predloZzeného vynalezu, sa mézu navrhnut a syntetizovat' na
zaklade informacie o klonovanej alebo stanovenej nukleotidovej sekvencii DNA
kédujucu receptorovy protein. Takéto polynukieotidy (nukleové kyseliny) sa mézu
hybridizovat s RNA génu proteinu a inhibovat' RNA syntézu alebo funkciu RNA
alebo moOzu regulovat/kontrolovat expresiu génu receptorového proteinu
prostrednictvom interakcie s RNA-sami asociovanymi s receptorovym proteinom.
Polynukleotidy dopinkové k S$pecifikovanym sekvencidm RNA asociované s
receptorovym proteinom a polynukleotidmi, ktoré mézu Specificky hybridizovat' s
RNA asociovanu s receptorovym proteinom, su uzitoéné na regulovanie a
kontrolovanie expresie génu receptorového proteinu in vivo a in vitro. Tieto
polynukleotidy su tiez uzitoéné na lieCenie a diagnostikovanie ochoreni. Pojem
.zodpovedad“ sa pouzije pri odkaze na homologny alebo dopinkovy pri Specifickej
sekvencii nukleotidov, nukleotidovych sekvencii alebo nukleovych kyselin vratane
géna. Ako pri nukleotidoch, nukleotidovych sekvenciach alebo nukleovych
kyselinach a peptidoch (proteinov) pojem ,zodpoveda“ zvyCajne oznaduje
aminokyseliny peptidu (proteinu), o ktorych sa uvadza, Ze su odvodené od
sekvencie nukleotidov (nukleovych kyselin) alebo ich doplnkov. Ako vyhodné
cielové oblasti sa mézu vybrat' 5’koniec viasenkového uzla, 5° koniec opakovania
so 6 parmi nukleotidov, 5 koniec neprekladanej oblasti, iniciaény kodén poly-
peptidovej translacie, oblast' kédujuci protein, iniciaény kodén ORF translacie, 3°
neprekladana oblast, 3" koniec palindromovej oblasti a 3" koniec vidsenkovej
sluéky géna receptorového proteinu, i ked cielom v génoch receptorového

proteinu moze byt' akakolvek oblast'.

Vzajomny vztah medzi cielovymi nukleovymi kyselinami a polynukleotidmi
doplnkovymi k aspori Gasti ciela, Specificky vzajomny vztah medzi cielom a
polynukleotidmi hydrizovatelnymi na ciel, sa oznaluje ako ,antimediitorovy".
Antimediatorové polynukleotidy mézu znamenat' polydeoxynukleotidy obsahujice
2-deoxy-D-ribézu, polydeoxynukleotidy obsahujlice D-ribézu, akékolvek iné typy
polynukleotidov, ktoru s N-glykozidy purinovej alebo pyrimidinovej zasady, alebo

iné polyméry obsahujice nenukleotidové zakladné skelety (napr. proteinové
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nukleové kyseliny a komeréne dostupné Specifické polyméry nukleovych kyselin
so syntetickymi sekvenciami) alebo iné polyméry obsahujlce nestandardné vazby
(za predpokladu, Ze polyméry obsahuju nukleotidy s takou konfiguraciou, ktora
umoziuje parovanie nukleotidov alebo stohovanie nukleotidov, ako sa nachadza
v DNA a RNA). Antimediatorové polynukleotidy mézu znamenat' dvojvliaknovu
DNA, jednovlaknovu DNA, jednovidknovi RNA alebo hybrid DNA:RNA, a dalej
zahriuju nemodifikované polynukleotidy (alebo nemodifikované oligonukleotidy),
tie, ktoré maju vieobecne zname typy modifikacii, napriklad tie, ktoré maja znacky
zname v oblasti techniky, tie, ktoré maju ukonéenie (Ciapocky), metylované
polynukleotidy, tie, ktoré maju substiticiu jedného alebo viacej prirodzene sa
vyskytujucich nukleotidov ich analégom, tie, ktoré majua intramolekulovd
modifikaciu nukleotidov, ako su tie, kioré maju nenabité vazby (napr.
metylsulfonaty, fosfotriestery, fosforamidaty, karbamaty atd.), a tie, ktoré maju
nabité vazby alebo vazby obsahujuce atém siry (napr. fosfortioaty, fosforditioaty
atd.), tie, ktoré maju skupiny boénych retazcov, akosu proteiny (vratane nukleaz,
inhibitorov nukleaz, toxinov, protilatok, signalnych peptidov, poly-L-lyzinu atd.) a
sacharidy (napr. monosacharidy atd.), tie, ktoré su s interkalatormi (napr. akridin,
psoralén atd.), tie, ktoré obsahuju chelata¢né ¢inidla (napr. kovy, radioaktivne
kovy, bor, oxidacné kovy atd'), tie, ktoré obsahuju alkylacné cinidla, a tie, ktoré
maju modifikované vézby (napr. a-anomerné nukleové Kkyseliny atd.). Pojmy
.nukleozid®, ,nukleotid" a ,nukleova kyselina“ sa tu pouzivaju na oznacenie ¢asti,
ktoré obsahuju nielen purinové a pyrimidinové zasady, ale tiez iné heterocyklické
zasady, ktoré sa mézu modifikovat. Medzi tieto modifikacie patria metylované
puriny a pyrimidiny, acylované puriny a pyrimidiny a dalSie heterocyklické kruhy.
Medzi modifikované nukleozidy alebo nukleotidy patria tiez modifikacie na
cukrovej Casti, napriklad tie, v ktorych jedna alebo viacej hydroxylovych skupin sa
moéze nahradit atdbmom halogénu alebo alifatickymi skupinami, alebo ktoré sa
mbzu premenit' na zodpovedajuce funkéné skupiny, ako su étery, aminy alebo
podobné.

Antimediatorovy polynukleotid (nukleova kyselina) podla predloZzeného
vyndlezu znamena RNA, DNA modifikovani nukleovu kyselinu (RNA, DNA).

Specifickymi prikladmi modifikovanej nukleovej kyseliny su, ale bez obmedzenia
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na ne, sulfurované a tiofosfatové derivaty nukleovych kyselin a tie, ktoré su
odolné voéi degradacii polynukleozidovych alebo oligonukleozidovych amidov.
Antimediatorové nukleové kyseliny podla predloZzeného vynalezu sa mézu s
vyhodou modifikovat' na zaklade nasledujiceho navrhu, to znamena zvySenim
intracelularnej stability antimediatorovej nukleovej kyseliny, zvySenim bunkovej
priepustnosti antimediatorovej nukleovej kyseliny, zvySenim afinity nukleovej
kyseliny na cielové negativne vlakno na vy3Siu Uroven alebo minimalizovanim
toxicity antimediatorovej nukleovej kyseliny, ak nejaka existuje.

Mnohé takéto modifikacie s zname v oblasti techniky, ako sa opisuje v J.
Kawakami a spol.. Pharm. Tech. Japan 1992, 8, 247; Pharm. Tech. Japan 1992,
8, 395: S. T. Crooke a spol. (red.): Antisense Research and Applications, CRC
Press, 1993 atd.

Antimediatorova nukleova kyselina podia prediozeného vynalezu mobze
obsahovat zmenené alebo modifikované cukry, nukleotidy alebo vézby.
Antimediatorova nukleova kyselina sa mdze ziskavat' tiez v Specializovanej forme
ako lipozémy, mikrogulicky alebo sa méze aplikovat' na génovu terapiu alebo sa
mobzZe ziskavat v kombinacii s napojenymi ¢asticami. Medzi tieto napojené Castice
patria polykationy, ako je polylyzin, ktoré pdsobia ako neutralizatory naboja
fosfatového zakiadného skeletu, alebo hydrofébne &astice, ako su lipidy (napr.
fosfolipidy, cholesteroly atd.), ktoré zvysuju interakciu s bunkovymi membranami
alebo zvysuju prijem nukleovej kyseliny. Vyhodnymi prikladmi lipidov, ktoré sa
napojuju, su cholesteroly alebo ich derivaty (napr. cholesteryl-chlérmravéan,
kyselina cholova atd.). Tieto Castice sa mdzu napojit na 3" alebo 5° koniec
nukleovej kyseliny a mézu sa napojit' tiez prostrednictvom nukleotidu, cukru alebo
intramolekulovej nukleozidovej vazby. Dalsimi éasticami mozu byt koniec
uzatvarajuce cCastice, ktoré sa Specificky umiestnia na 3" alebo 5° koncoch
nukleovej kyseliny, aby sa zamedzilo degradacii nukleazou, ako je exonukledza,
RNA-aza atd. Medzi tieto koniec uzatvarajuce skupiny patria, ale bez obmedzenia
na ne, chraniace skupiny hydroxylovej skupiny znamej v oblasti techniky, medzi
ktoré patria glykoly, ako je polyetylénglykol, tetraetylénglykol a podobne.
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Inhibiéna aktivita antimediatorovej nukleovej kyseliny sa méze skimat'
pouzitim transfomantu podla predlozeného vynalezu, génového expresného
systému podla prediozeného vynalezu in vitro a in vivo, alebo translaéného
systému receptorového proteinu podla predlozeného vynalezu in vitro a in vivo.
Nukleova kyselina sa mdze do buniek aplikovat' réznymi vSeobecne znamymi

spdsobmi.

DNA koédujica ciastoény peptid podla predlozeného vynalezu moéze
znamenat' akukolvek DNA, pokial obsahuje nukleotidovu sekvenciu kédujldcu hore
opisany ciastocny peptid podl'a predlozeného vynalezu. DNA mdze znamenat' tiez
akukol'vek genomovi DNA, genomovu DNA kniznicu, cDNA pochadzajucu z hore
opisanych buniek a tkaniv, cDNA kniznicu pochadzajucu z hore opisanych buniek
a tkaniv a synteticki DNA. Vektor, ktory sa pouziva pre kniznicu, méze znamenat’
akykolvek vektor z bakteriofagu, plazmidu, kozmidu a fagemidu. DNA sa méze
priamo amplifikovat' reverznou transkriptazovou polymerazovou retazovou
reakciou (tu dalej jednoducho oznaéovanu ako RT-PCR) pouzitim mRNA frakcie

pripravenej z hore opisanych buniek a tkaniv.

Medzi Specifické priklady DNA koédujucu d&iastoény peptid podl'a
predlozeneho vynalezu patria 1) DNA, ktora ma cast' nukleotidovej sekvencie
DNA obsahujucu nukleotidovi sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 2
alebo sekv. id. €. 6, a 2) DNA, ktora ma nukleotidovi sekvenciu hybridizovatelnu
na nukleotidovu sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 2 alebo sekv.
id. €. 6 pri vysoko selektivnych podmienkach a obsahujlcu €ast' nukleotidovej
sekvencie DNA koédujucu receptorovy protein, ktory ma v podstate rovnaké
aktivity (t. j. aktivitu viazicu ligand, signalnu transdukénu aktivitu a podobne), ako

su aktivity receptorového proteinu podl'a predloZzeného vynalezu.

Priklady DNA, ktora je hybridizovatelnd s nukleotidovou sekvenciou
predstavovanou sekvenciou sekv. id. ¢. 2 alebo sekv. id. €. 6, zahmuju DNA
obsahujicu nukleotidovi sekvenciu, ktord ma aspon asi 70% homoldgiu, s

vyhodou aspon asi 80% homoldgiu, vyhodnejSie aspon asi 90% homolégiu,
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najvyhodnejSie aspofn asi 95% homolégiu s nukleotidovou sekvenciou

predstavovanou sekvenciou sekv. id. €. 2 alebo sekv. id. €. 6.

Na klonovanie DNA, ktora kompletne kéduje receptorovy protein alebo jeho
CiastoCny peptid podia predlozeného vynalezu (tu dalej niekedy oznacovany ako
receptorovy protein podla predlozeného vynalezu) sa DNA moéze bud
amplifikovat PCR pouzitim syntetickych DNA primérov obsahujucich ¢&ast
nukleotidovej sekvencie receptorového proteinu podla predlozeného vynalezu,
alebo DNA viloZena do prislusného vektora sa moze vybrat' hybridizaciou s
oznacenym DNA fragmentom alebo syntetickou DNA, ktora kdduje cast' alebo
cell oblast receptorového proteinu podla predlozeného vynalezu. Hybridizacia sa
moézZe uskutocnit' napriklad podlia spdsobu opisaného v Molecular Cloning, druhé
vydanie, J. Sambrook a spol., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
Hybridizacia sa moze uskutoénit' tiez pouzitim komeréne dostupnej kniznice v
sulade s protokolom opisanym v pripojenych pokynoch.

Konverzia nukleotidovej sekvencie DNA sa moéze uskutocnit podia
vSeobecne znamych spdsobov, ako je Guppedov duplexny spdsob alebo
Kunkeleho spdsob alebo jeho modifikacia, pouzitim v§eobecne znamych zostav
dostupnych ako Mutan™-G alebo Mutan ™-K (obidve vyrabané firmou Takara
Shuzo Co., Ltd., obchodna znacka).

Klonovand DNA kddujuca receptorovy protein podia predlozeného
vynalezu sa mdze pouzivat' ako taka, o zavisi na Ucele, alebo, ak sa to pozaduije,
po rozstiepeni restrikénym enzymom alebo po pridani linkera. DNA mdéze
obsahovat' ATG ako iniciacny kodon translacie na jej 5° konci a TAA, TGA alebo
TAG ako terminacny kodén translacie na jej 3° konci. Tieto iniciaéné a terminacné
kodény translacie sa mdézu pridavat pouzitim prisluSného syntetického DNA
adaptéra.

Expresny vektor receptorového proteinu podia predlozeného vynalezu sa
mbze vyrabat napriklad a) vyStiepenim pozadovaného DNA fragmentu z DNA

kddujucu receptorovy protein podia predlozeného vynalezu, a b) nasledujicou
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ligaciou DNA fragmentu s prisluSnym expresnym vektorom v smere vldkna

promoétora vo vektore.

Medzi priklady vektora, ktory sa méze pouzit, patria plazmidy odvodené od
E. coli (napr. pBR322, pBR325, pUC12 a pUC13), plazmidy odvodené od Bacillus
subtilis (napr. pUB110, pTPS a pC194), plazmidy odvodené od kvasiniek (napr.
pSH19 a pSH15), bakteriofagy, ako je A fag atd., Zivocisne viry, ako je retrovirus,
virus vakcinie, baculovirus atd., a tiez pA1-11, pXT1, pRc/CMV, pRc/RSYV,
pcDNA/Neo atd'.

Prométor pouzivany v predlozenom vynaleze mdZe znamenat' akykolvek
promoétor, ak sa dobre zhoduje s hostitelom, ktory sa pouziva na génovu expresiu.
V pripade, ze sa ako hostitel pouzivaju Zivo¢iSne bunky, medzi priklady
prométora patria SRa prométor, SV40 prométor, LTR prométor, CMV prométor,

HSV-TK prométor atd. Z nich sa s vyhodou pouziva prométor SRa.

Ak sa ako hostitel pouziva baktéria rodu Escherichia, medzi vyhodné
priklady prométora patria trp prométor, lac promoétor, recA prométor, APL
prométor, Ipp prométor atd. V pripade, Ze sa ako hostitel' pouziva baktéria rodu
Bacillus, vyhodnymi prikladmi prométorov s SPO1 prométor, SPO2 prométor a
penP promdtor. V pripade, Ze sa ako hostitel pouzivaju kvasinky, vyhodnymi
prikladmi prométorov st PHO5 prométor, PGK prométor, GAP prométor a ADH
promotor. V pripade, Zze sa ako hostitel' pouzivaji bunky hmyzu, medzi vyhodné
priklady prométora patria polyhedrinovy prométor a p10 prométor.

Vedla predchadzajucich prikladov méze expresny vektor dalej pripadne
obsahovat' zosilfiovag, nastavujtci signal, poly A adiény signal, selekény marker,
zaciatok replikacie SV40 (tu niekedy skratene oznalovany ako SV40ori) atd.
Medzi priklady selekéného markera patria dihydrofoldt-reduktazovy (tu dalej
niekedy skracovany ako dhfr) gén [rezistencia na metotrexat (MTX)], gén
rezistencie na ampicilin (tu dalej niekedy skratene oznatovany ako Amp’), gén

rezistencie na neomycin (tu dalej niekedy skratene oznagovany ako neo, G418
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rezistencie) atd. Podrobne, ak sa pouziva bunka CHO (dhfr’) spolo¢ne s dhfr
génom ako selekénym markerom, moze sa selekcia uskutocnit' tiez pouzitim

média, ktoré neobsahuje tymidin.

Ak je to nevyhnutné a sa to pozaduje, signalna sekvencia, ktora sa zhoduje
s hostitelom, sa prida na N-koniec receptorového proteinu podla predlozeného
vynalezu. Priklady signainej sekvencie, ktord sa méze pouzit, si PhO A signalne
sekvencie, OmpA signalne sekvencie atd. v pripade, ze sa ako hostitel' pouzije
baktéria z rodu Escherichia, a-amyldzova signalna sekvencia, subtilyzinova
signadlna sekvencia atd. v pripade, ak sa ako hostitel' pouzije baktéria z rodu
Bacillus, MFa signalna sekvencia, SUC2 signélna sekvencia atd. v pripade, ak sa
ako hostitel' pouzivaju kvasinky, a inzulinova signalna sekvencia, a-interferonova
signdlna sekvencia, signalna sekvencia molekuly protildtky atd., ak sa ako

hostitel' pouzivaju zivocisne bunky.

Transformanty sa mdzu vyrobit' pouzitim vektora, ktory obsahuje DNA

kddujucu takto skonstruovany receptorovy protein podla predloZzeného vynalezu.

Priklady hostitelov, ktori sa mézu pouzit, su baktérie patriace do rodu
Escherichia, baktérie patriace do rodu Bacillus, kvasinky, bunky hmyzu, hmyz a
zivociSne bunky atd.

Medzi Specifické priklady baktérii, ktoré patria do rodu Escherichia, patria
Escherichia coli K12DH1 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1968, 60, 160.), JM103
(Nucleic Acids Research 1981, 9, 309.), JA221 (Journal of Molecular Biology
1978, 120, 517.), HB101 (Journal of Molecular Biology 1969, 41, 459.), C600
(Genetics 1954, 39, 440.) atd.

Medzi priklady, ktoré patria do rodu Bacillus, patri Bacillus subtilis MI114
(Gene 1983, 24, 255.), 207-21 (Journal of Biochemistry 1984, 95, 87.) atd.
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Medzi priklady kvasiniek patria Saccharomyces cerevisiae AH22, AH22R",
NA87-11A, DKD-5D a 20B-12, Schizosaccharomyces pombe NCYC1913 a
NCYC2036, Pichia pastoris atd.

Medzi priklady buniek hmyzu patria pre virus AcNPV bunka Spodoptera
frugiperda (Sf bunka), bunka MG1 pochadzajuca zo strednej Casti Creva
Trichoplusia ni, bunka High Five™ pochadzajtica z vajitka Trichoplusia ni, bunky
pochadzajuce z Mamestra brassicae, bunky pochadzajuce z Estigmena acrea
atd., a pre virus BmNPV bunka Bombyx mori N (BmM bunka) atd. Medzi priklady
buniek Sf, ktoré sa mézu pouzivat, patri bunka Sf8 (ATCC CRL1711) a bunka
Sf21 (obidve bunky sa opisuju vo Vaughn J. L. a spol.: In vivo 1977, 13, 213 az
217.

Ako hmyz sa mdze pouzit' napriklad larva Bombyx mori (Maeda a spol.:
Nature 1985, 315, 692).

Medzi priklady Zivoc¢iSnych buniek patria opicia bunka COS-7, Vero, bunka
¢inskeho Skrecka CHO (tu dalej oznacovana ako bunka CHO), bunka ¢éinskeho
SkreCka CHO deficitna na gén dhfr (tu dalej oznadovana ako bunka CHO(dhfr)),
mySia L bunka, mySia AfT-20, mySia myelomova bunka, krysia GH 3, ludska FL
bunka atd.

Baktérie patriace do rodu Escherichia sa méze transformovat' naprikiad
podla spdsobu opisaného v Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1972, 69, 2110 alebo v
Gene 1982, 17, 107.

Baktéria patriaca do rodu Bacillus sa méze transformovat’ napriklad podi'a
spdsobu opisaného v Molecular and General Genetics 1979, 168, 111.

Kvasinka sa moéze transformovat' napriklad podla spésobu opisaného v
Methods in Enzymology 1991, 194, 182 aZ 187 alebo v Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1978, 75, 1929.
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Bunky hmyzu alebo hmyz sa mézu transformovat' napriklad podi'a spésobu
opisaného v Bio/Technology 1988, 6, 47 az 55.

Zivodidne bunky sa mézu transformovat napriklad podia spdsobu
opisaného v Saibo Kogaku (Cell En. gineering), zvlastne vydanie 8, Shin Saibo
Kogaku Jikken Protocol (New Cell Engineering Experimental Protocol) 1995, 262
az 267, publikované Shujunsha, alebo vo Virology 1973, 52, 456.

MoOze sa teda ziskat transformant transformovany expresnym vektorom
obsahujucim DNA kédujuci receptorovy protein alebo Ciastoény peptid podia

predlozeného vynalezu.

Ak je hostitelom baktéria patriaca do rodu Escherichia alebo rodu Bacillus,
transformant sa méze prislusne inkubovat' v kvapalnom médiu, ktoré obsahuje
materialy potrebné na rast transformantu, ako su zdroje uhlika, zdroje dusika,
anorganické materidly atd. Medzi priklady zdrojov uhlika patri glukéza, dextrin,
rozpustny sSkrob, sachar6za atd. Medzi priklady zdrojov dusika patria anorganické
alebo organické materialy, ako s amonné soli, dusi¢nanové soli, kukuricny
extrakt, peptén, kazein, masovy extrakt, séjovy kola¢, zemiakovy extrakt atd.
Priklady anorganickych materialov su chlorid vapenaty, dihydrogénfosfore¢nan
sodny, chlorid hore¢naty atd. K médiu sa dalej mézu pridat' tiez kvasinky,
vitaminy, faktory regulujice rast atd. Hodnota pH média sa s vyhodou upravi na

asi 5az asi 8.

Vyhodnym prikladom média na inkubaciu baktérie patriacej do rodu
Escherichia je médium M9 dopinené o glukézu a Casaminokyseliny (Miller:
Journal of Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, str.
431 az 433, New York 1972). Ak je to nevyhnutné a sa to pozaduje, méze sa k
médiu pridat' chemikélia, ako je 3p-indolylakrylova kyselina, ¢im sa uginne

aktivuje prométor.
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Ak sa ako hostitel pouziva baktéria, ktora patri do rodu Escherichia,
transformant sa zvycajne kultuvuje pri asi 15 °C az asi 43 °C v priebehu asi 3
hodin az asi 24 hodin. Ak je to nevyhnutné a sa to pozaduje, kultira sa méze

prevzdusiiovat' alebo miesat.

Ak sa ako hostitel pouziva baktéria, ktora patri do rodu Bacillus,
transformant sa kultivuje vSeobecne pri asi 30 °C az asi 40 °C pocas 6 hodin az
asi 24 hodin. Ak je to nevyhnutné a sa to pozaduje, kultira sa moéze

prevzdusriovat' alebo miesat'.

Ak sa ako hostitel' pouzivaju kvasinky, transformant sa Kultivuje naprikiad v
Burkholderovom minimalnom médiu (Bostian K. L. a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1980, 77, 4505.), alebo v SD médiu dopinenom 0,5 % kasamino-kyselin
(Bitter G. A. a spol.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 5330.). Hodnota pH sa s
vyhodou upravi na asi § az asi 8. VSeobecne sa transformant kultivuje pri asi 20
°C az asi 35 °C pocas asi 24 hodin az asi 72 hodin. Ak je to nevyhnutné a sa to

vyzaduje, kultura sa moze prevzdusnovat’ alebo miesat..

Ak sa ako hostitel' pouzivaju bunky hmyzu alebo hmyz, transformant sa
kultivuje napriklad v Graceho hmyzom médiu (Grace T. C. C.: Nature, 1962, 195,
788.), ku ktorému sa prida prislusna prisada, napriklad sa prida imobilizované
10% hovadzie sérum. S vyhodou sa pH média upravi na asi 6,2 aZ asi 6,4.
Normalne sa transformant kultivuje pri asi 27 °C poc€as asi 3 dni az asi 5 dni, a,
ak je to nevyhnutné a sa to vyzaduje, kultira sa méze prevzdusnovat alebo

miesat’.

Ak sa ako hostitel pouzivaju zvieracie bunky, transformant sa kultivuje
napriklad v MEM mediu obsahujticom asi 5 % az asi 20 % plodového hovadzieho
séra (Science 1952, 122, 501.), DMEM médiu (Virology 1959, 8, 396.), RPMI 1640
médiu (The Journal of the American Medical Association 1967, 199, 519.), 199
médiu (Proceeding of the Society for the Biological Medicine 1950, 73, 1.) atd. S

vyhodou sa pH média upravi na asi 6 aZ asi 8. Transformant sa zvy&ajne kultivuje
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pri asi 30 °C az asi 40 °C pocas asi 15 hodin az asi 60 hodin a, ak je to

nevyhnutné a sa to vyzaduje, kultira sa méze prevzdusniovat' alebo miesat'.

Ako sa opisovalo hore, receptorovy protein alebo jeho Ciastocny peptid
podla predlozeného vynadlezu sa mdze vyrabat v bunkovej membrane
transformantu.

Receptorovy protein alebo &iastocny peptid podla prediozeného vynalezu

sa mbze z hore opisanej kultdry oddelit' a vycistit' podla nasledujucich postupov.

Ak sa receptorovy protein alebo Ciastocny peptid podla predioZzeného
vynalezu extrahuje z kultury alebo buniek po kultivacii, transformant alebo bunka
sa izoluje vSeobecne znamym spdsobom a suspenduje sa v prisluSnom timivom
roztoku. Transformant alebo bunka sa potom rozbije vSeobecne znamymi
sposobmi, ako je podsobenie ultrazvuku, spracovanie s lysozymom alalebo
opakujucim sa cyklom zmrazenia/roztopenia, nasleduje odstredovanie, filtracia
atd. Mbze sa teda ziskat' surovy extrakt receptorového proteinu alebo jeho
CiastoCného peptidu podla predloZzeného vyndlezu. Timivy roztok, ktory sa
pouziva na tieto postupy, moéze obsahovat’ modifikator proteinu, ako je moéovina
alebo hydrochlorid guanidinu, alebo povrchovo aktivne cinidlo, ako je Triton X-
100™ atd. Ak sa receptorovy protein alebo jeho Ciastoény peptid podla
predloZzeného vynalezu sekretuje v kultivatnom Zivhom prostredi, supernatant sa
po skongeni kultivacie mbze oddelit' od transformantu alebo buniek, takze sa

vSeobecne znamymi spdsobmi izoluje supernatant.

Supernatant alebo receptorovy protein alebo jeho iastoény peptid podla
predlozeného vynalezu nachadzajici sa v takto ziskanom extrakte sa moze
vyCistit' prisluSnym kombinovanim vSeobecne znédmych spdsobov delenia a
Cistenia. Medzi tieto vSeobecne zname spOsoby delenia a ¢istenia patri spésob
vyuzivajuci rozdiel v rozpustnosti, ako je vyizolovanie, zrézanie rozpustadliom
atd., spdsob vyuzivajuci najmé rozdiely v molekulovej hmotnosti, ako je dialyza,
ultrafiltracia, gélova filtracia, elektroforéza na SDS-polyakrylamidovom géli atd.,
spdsob vyuZivajuci rozdiel v elektrickom naboji, ako je chromatografia na ionexe

atd., spbsob vyuzivajici rozdiel v Specifickej afinite, ako je afinitna chromatografia
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atd., spdsob vyuzivajlci rozdiel v hydrofébnosti, ako je vysokoucinna kvapalinova
chromatografia na obratenych fazach atd.,, spbsob vyuzZivajuci rozdiel v
izoelektrickom bode, ako je izoelektrofokuzaéna elektroforéza, a podobne.

Ak takto ziskany receptorovy protein alebo jeho Ciastoény peptid podla
predlozeného vynélezu existuje vo volnej forme, mbze sa premenit na sol
vSeobecne znamymi spdsobmi alebo ich modifikaciami. Na druhej strane, ak sa
receptorovy protein ziskava vo forme soli, méze sa premenit' na volnu formu

alebo na formu inej soli vSeobecne znamymi spésobmi alebo ich modifikaciami.

Receptorovy protein alebo jeho G&iastoény peptid podla predloZzeného
vynalezu, ktory sa vyrobi rekombinantom, sa méze spracovat' pred alebo po jeho
Cisteni s prisluSnym enzymom modifikujucim protein tak, Ze protein alebo
Ciastoény peptid sa mdze prisluSsne modifikovat, aby sa odstranil polypeptid.
Medzi priklady enzymov modifikujucich protein patria trypsin, chymotrypsin,

arginyl-endopeptidaza, protein-kinaza, glykozidaza a podobné.

Aktivita takto vyrobeného receptorového proteinu podla predloZzeného
vynalezu alebo jeho soli, Ciastoéného peptidu alebo jeho esterov, amidov alebo
soli podla prediozeného vyndlezu sa mbze stanovit testom nadviazania na
znaceny ligand a enzymovym imunotestom pouzZitim Specifickej protilatky.

Protilatky na receptorovy protein alebo jeho soli, ¢iastoény peptid alebo
jeho estery, amidy alebo soli podla predlozeného vynélezu (tu dalej sa niekedy
suhrnne oznaCuje ako receptorovy protein alebo podobné zlugeniny podlia
predlozeného vynélezu) alebo\ligandovy peptid podlia prediozeného vynalezu
(ktory sa opiSe neskorSie) moézu znamenat akékolvek polykiondlne a
monoklonalne protilatky, pokial' si chopné rozpoznévat' receptorovy protein alebo
podobné zli¢eniny podla predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podra
predlozeného vynalezu.

Protilatka na receptorovy protein alebo podobné zliGeniny podrfa
predioZeného vynélezu alebo ligandovy peptid podia predlozeného vynalezu sa
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mdze vyrabat' vSeobecne znamymi spdsobmi vyroby protilatok alebo protisér
pouzitim receptorového proteinu alebo podobnej zlG¢eniny podla predlozeného

vynalezu alebo ligandového peptidu podla predioZzeného vynalezu ako antigénu.

Priprava monoklonainej protilatky

a) Priprava buniek produkujicich monoklonainu protilatku

Receptorovy protein alebo podobné zluceniny podla predlozeného
vyndlezu alebo ligandovy peptid podla predloZzeného vynédlezu sa podavaju
cicavcovi bud samostatne alebo spolu s nosi¢mi alebo riedidlami do miesta, ktoré
moze produkovat' protilatku po ich podani. Aby sa zvysila produktivita protilatky,
mdzZe sa podavat Upiné Freundovo adjuvans alebo netpiné Freundovo adjuvans.
Podavanie sa uskutoCnuje zvy€ajne raz za dva tyzdne aZ kazdych 6 tyzdrov a
celkom priblizne dvakrat az desatkrat. Medzi cicavce, ktoré sa vyberu, patria
opica, kralik, pes, mor¢a, mys, krysa, ovca, koza a podobné s tym, Ze vyhodnymi

st my$ a krysa.

Pri priprave buniek produkujicich monoklonaine protilatky sa Zivodich, v
ktorom sa zaznamena protilatkovy titer, vyberie z teplokrvnych Zivogichov
imunizovanych antigénmi, napr. mySou, potom sa po dvoch a2 piatich diioch po
konecnej imunizacii odoberie slezina alebo lymfaticka 2laza a bunky produkujtice
protilatku, ktoré sa v nich naché&dzajd, sa napoja na myelomové bunky, takze sa
ziskaju hybridomy produkujice monoklonalnu protilatku. Moze sa stanovit
protilatkovy titer v antisére, napriklad reakciou znageného receptorového proteinu
alebo podobnej zluéeniny podla predlozeného vynalezu, alebo ligandového
peptidu podla predloZzeného vynalezu, ktory sa bude opisovat' neskér, s antisérom
a nasledujucim meranim vazbovej aktivity znacdiaceho &inidla nadviazaného na
protilatku. Napojenie sa modze uskutocnit' napriklad podla spésobu opisaného
Koehlerom a Milsteinom (Nature 1975, 256, 495.). Priklady urychlovatov
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napojenia su polyetylénglykol (PEG), Sendai virus atd. S vyhodou sa pouziva
PEG.

Medzi priklady myelomovych buniek patria NS-1, P3U1 a SP2/0 s tym, Ze
P3U1 su vyhodné. Pomer poétu buniek produkujucich protilatku (slezinovych
buniek) k pottu myelomovych buniek, ktoré sa pouzivaju, je s vyhodou asi 1:1 a2
asi 20:1. PEG (s vyhodou PEG 1000 az PEG 6000) sa pridava v koncentracii asi
10 % az asi 80 %. Napojenie buniek sa méze ucelne uskutoéiovat' inkubovanim
obidvoch buniek pri asi 20 °C az asi 40 °C, s vyhodou asi 30 °C az asi 37 °C
pogas asi 1 minuty az asi 10 minut.

Na testovanie hybridomu produkujuceho monoklonalnu protilatku sa mézu
pouzivat' rozne spdsoby. Medzi priklady takychto spésobov patri spdsob, ktory
zahriiuje pridanie supernatantu hybridomu k pevnej faze (napr. mikrodoske) s
adsorbovanym receptorovym proteinom alebo podobnou zlG€eninou podla
predioZzeného vynalezu, alebo ligandovym peptidom podla predloZeného
vynalezu ako antigénom priamo alebo spoloéne s nosiéom, pridanie anti-
imunoglobulinovej protilatky (ak sa pouzivaju na napojenie buniek my$ej bunky,
pouziva sa antimys$ia imunoglobulinova protilatka) znagenej radioaktivnou latkou
alebo enzymom alebo Proteinom A a detekovanie monoklonalnej protilatky
nadviazanej na pevnu fazu, a spdsob, ktory zahriiuje pridanie supernatantu
hybridomu k pevnej faze s adsorbovanou anti-imunoglobulinovou protilatkou
alebo Proteinom A, pridanie receptorového proteinu alebo podobnej zliéeniny
podlfa predlozeného vynalezu alebo ligandového peptidu podia predloZzeného
vyndlezu znageného radioaktivnou latkou alebo enzymom a detekovanie

monoklonalnej protilatky nachadzajlicej sa v pevnej faze.

Monoklonalna protildtka sa modze vybrat podla v$eobecne znamych
sp6sobov alebo ich modifikacii. VSeobecne sa vyber méze uskutoénit' v médiu pre
zivocisne bunky doplnenom HAT (hypoxantin, aminopterin a tymidin). Mdze sa
pouzit' akékolvek selekéné a rastové médium, pokial' v fiom hybridom méze rast.
Pre selekéné a rastové médium sa mdze pouzit' napriklad RPMI 1640 médium
obsahujice 1 % az 20 %, s vyhodou 10 % az 20 % plodového hovadzieho séra,
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GIT médium (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) obsahujuce 1 % az 10 %
plodového hovédzieho séra, médium bez séra na kultivaciu hybridomu (SFM-101,
Nissui Seiyaku Co., Ltd.) a podobne. Kultivacia sa uskutocriuje vSeobecne pri 20
°C az 40 °C, s vyhodou pri 37 °C, pocas asi 5 dni az asi 3 tyzdriov, s vyhodou 1
az 2 tyzdne, normaine v 5 % CO,. Protilatkovy titer supernatantu kultdry
hybridomu sa mdze stanovit' ako pri hore opisanom stanoveni protilatkového titra
v antisére.

b) Cistenie monoklonalnej protilatky

Delenie a &istenie monoklonalnej protilatky sa méze uskutoéhiovat' podla
rovnakého sposobu, aky sa aplikoval na konvenéné delenie a distenie
polyklonalnych protilatok, ako je delenie a &istenie imunoglobulinov (napriklad
vysolovanim, vyzrazanie alkoholom, vyzrdzanie pri izoelektrickom bode,
elektroforéza, adsorpcia a desorpcia na ionexoch (napr. DEAE),
ultraodstredovanie, gélova filtrdcia alebo Specificky spésob Cistenia, ktory
zahriuje izolovanie iba protilatky s aktivovanym adsorbentom, ako je pevna faza
viazica antigén, protein A alebo protein G a disocidcia vazby tak, Zze sa ziska

protilatka.
Priprava polyklonainej protilatky

Polyklonélna protilatka podla predlozeného vyndlezu sa modZe vyrabat
vSeobecne znadmymi spdsobmi alebo ich modifikaciami. Napriklad sa vytvori
komplex imunogénu (antigén receptorového proteinu alebo podobnej zlGéeniny) a
nosného proteinu a cicavec sa imunizuje tymto komplexom podobnym spdsobom,
ako sa opisuje hore spésob na vyrobu monoklonainej protilatky. Produkt, ktory
obsahuje protildtku na receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu podla
predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu, sa z

imunizovaného Zivogicha izoluje, nasleduje delenie a vycistenie protilatky.

Pri_komplexe imunogén a nosny protein na imunizovanie cicavcov typ
nosneho proteinu a pomer mieSania nosica k hapténu mézu znamenat akykolvek
typ a akykolvek pomer, pokial protildtka sa uginne produkuje na haptén
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imunizovany zosietovanim na nosi¢. Napriklad hovédzi sérovy albumin, hovadzi
tyroglobulin alebo keyhole limpet hemocyanin (KLC) sa nadviaze na haptén s

hmotnostnym pomerom nosi¢ k hapténu priblizne 0,1 az 20, s vyhodou 1 az 5.

Na nadviazanie nosia na haptén sa mdézu pouzivat rézne kondenzaéné
¢inidla. Na nadviazanie sa pouzivaju glutaraldehyd, karbodiimid, maleinimidom
aktivovany ester a aktivované esterové reakéné ¢&inidla obsahujice tiolovu

skupinu alebo ditiopyridylovu skupinu.

Kondenzacné produkty sa podavaju teplokrvnym 2zivocichom bud
samostatne alebo spoloéne s nosiémi &i riedidlami do miesta, ktoré méze po
podani produkovat' protilatku. Aby sa zosilnila produktivita protilatky po podani,
méze sa podavat' upiné Freundovo adjuvans alebo neuplné adjuvans. Podavanie
sa uskutoériuje zvy€ajne raz za 2 tyzdne az kazdych 6 tyzdriov a celkom trikrat az
desatkrat.

Polyklonalna protilatka sa méze izolovat' z krvi, ascitov atd., s vyhodou z

krvi cicavcov imunizovanych hore opisanym sp&sobom.

Titer polyklonalnej protilatky v antisére sa mdze stanovit rovnakym
postupom ako hore opisany postup pri titre protildtky v sére. Polyklonélna
protilatka sa méze oddelit’ a vygistit' podla rovnakého spdsobu delenia a Eistenia

imunoglobulinu, aky sa pouzil pre hore opisant monoklonainu protilatku.

Receptorovy protein podla predlozeného vyndlezu alebo jeho soli,
Ciastocny peptid alebo jeho estery, amidy alebo ich soli a DNA, ktora ich kéduje,
sa mézu pouzivat: 1) na stanovenie ligandu (agonista) na receptorovy protein
podia predlozeného vynalezu alebo jeho soli, 2) ako &inidlo na predchadzanie
alalebo lieCenie ochorenia suvisiaceho s dysfunkciou receptorového proteinu
podla prediozeného vynalezu, 3) ako genetické diagnostické ¢inidlo, 4) na
kvantitativne stanovenie ligandu na receptorovy protein podia predlozeného
vynalezu, 5) na testovanie zlG¢eniny (agonista, antagonista atd.), ktora meni

vlastnost' vézby medzi receptorovym proteinom podla predioZeného vynalezu a
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ligandom, 6) ako ¢inidlo na predchadzanie a/alebo lieCenie réznych ochoreni,
ktoré obsahuje zlGceninu (agonista, antagonista atd.), ktora meni vlastnosti vazby
medzi receptorovym proteinom podl'a predlozeného vynalezu a ligandom, 7) na
kvantitativhe hodnotenie receptorového proteinu alebo podobnej zluéeniny podla
predloZzeného vynalezu, 8) na neutralizovanie protilatok na receptorovy protein
alebo podobnu zlu¢eninu podla predlozeného vynalezu a 9) na pripravu
Zivocicha, ktorym nie jeGlovek, ktory nesie DNA kodujlci receptorovy protein

alebo podobnu zlu¢eninu podl'a predlozeného vynalezu.

Podrobne, zlic¢enina (napr. agonista, antagonista atd.), ktora meni vazbové
vliastnosti medzi ligandom a receptorovym proteinom podla predlozeného
vynalezu $pecifickym pre Cloveka alebo iného cicavca, sa moéze analyzovat'
pouzitim testovacieho systému nadviazania ligand-receptor, ktory sa tu opisuje
neskor, jeho aplikovanim na expresny systém rekombinantného receptorového
proteinu podla prediozeného vyndlezu. Agonista alebo antagonista sa moéze
pouzit' ako profylaktické/terapeutické ¢inidlo pre rézne ochorenia, ktoré sa opiSu

neskor.

Dalej sa tu $pecificky opisuju spoloéne s ich pouzitim receptorovy protein
alebo podobna zlu€enina podla predlozeného vynalezu, DNA kédujlica
receptorovy protein alebo podobnu zligeninu podla prediozeného vynalezu (tu
dalej niekedy tiez stihrnne oznatovana ako DNA podl'a predlozeného vynalezu) a
protildtky na receptorovy protein alebo podobnu zluc¢eninu podla predlozeného
vyndlezu (tu dalej niekedy oznafovana ako protilatka podla prediozeného

vynalezu).

1) Stanovenie ligandu (ag onistu) na receptorovy protein podia predloZzeného

vynalezu

Receptorovy protein alebo podobna zlutenina podla predlozeného
vynalezu je uzitotny ako reakéné Einidlo na vyhladavanie a stanovenie ligandu
(agonistu) na receptorovy protein podl'a predlozeného vynalezu a jeho soli.
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To znamenq, Ze predlozeny vynalez poskytuje spdsob stanovenia ligandu
na receptorovy protein podla predlozeného vynalezu alebo jeho soli, vyznacujuci
sa tym, Zze sa receptorovy protein podla predlozeného vynalezu alebo jeho soli
privedu do styku s testovanou zlG&eninou.

Medzi priklady zlucenin, ktoré sa testuju, patria vSeobecne zname ligandy
(napr. angiotenzin, bombesin, kanavinoid, cholecystokinin, glutamin, serotonin,
melatonin, neuropeptid Y, opioid, puriny, vasopresin, oxytocin PACAP, sekretin,
glukagon, kalcitonin, adrenomedulin, somatostatin, GHRH, CRF, ACTH, GRP,
PTH, vazoaktivny intestinalny a pribuzny polypeptid (VIP), somatostatin, dopamin,
motilin, amylin, bradykinin, peptid suvisiaci s génom kalcitoninu (CGRP),
leukotrieny, pankreastatin, prostaglandiny, tromboxan, adenozin, adrenalin, a- a
B-chemokiny (napr. IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2, ENA-78, PF4, IP10, GCP-
2, MCP-1, HC14. MCP-3, 1-309, MIP-1a, MIP-18, RANTES atd.), endotelin,
enterogastrin, histamin, neurotenzin, TRH, pankreaticky polypeptid, galanin atd.)
rovnako ako dalsie latky, napriklad tkanivové extrakty a supernatanty bunkovych
kultar z l'udi a cicavcov (napr. mysi, krys, svin, hovadzieho dobytka, ovci a opic).
Napriklad tkanivovy extrakt alebo supernatant bunkovej kultary (Specificky
prisiusné fragmenty KiSS-1 opisané vo Welch D. R.: J. Natl. Cancer Inst. 1996,
88, 1731 (napr. peptid pozostavajlci z 8 az 54 zvyskov aminokyselin a obsahujtci
sekvencie 47 az 54 aminokyselin z N-konca aminokyselinovej sekvencie
predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 10, alebo jeho amidy, estery alebo soli) sa
prida k receptorovému proteinu alebo podobnej zlicenine podla predlozeného
vynalezu a frakcionuje sa, pricom sa testuju aktivity stimulujice bunky, takze sa
napokon ziska jediny ligand.

PodrobnejSie, tento spdsob stanovenia ligandu podla prediozeného
vynalezu obsahuje stanovenie zluenin (napr. peptidov, proteinov, nepeptidovych
zld&enin, syntetickych zlu¢enin, fermentacnych produktov) alebo ich soli, ktoré sa
nadviazu na receptorovy protein alebo podobnu zluc¢eninu podla predlozeného
vynalezu, takZe sa ziskaju aktivity stimulujdce bunky (napr. aktivity, ktoré

podporuju alebo potlagaju uvolfiovanie arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie
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acetylcholinu, uvoltovanie intracelularneho Ca®, produkciu intracelularneho
cAMP, produkciu intracelularneno cGMP, produkciu inositolfosfatu, zmenu
membranového potencidlu bunky, fosforylaciu intracelularnych proteinov,
aktivaciu c-fos a znizenie pH), pouzitim receptora alebo podobnych zli&enin
podla predloZzeného vynalezu alebo pouzitim skonstruovaného expresného
systému rekombinantného receptorového proteinu v teste nadviazania receptora.

Spdsob stanovenia ligandu podla predlozeného vynalezu sa vyznauje
napriklad meranim mnozstva testovanej zlG¢eniny nadviazanej na receptorovy
protein alebo podobnl zlG¢eninu podfa predlozeného vyndlezu alebo aktivity
stimulujicej bunky, ak sa testovana zlicenina uvedie do kontaktu s receptorom

alebo podobnou zli¢eninou podl'a prediozeného vynalezu.
Podrobnejsie, predlozeny vynalez poskytuje nasledovné:

1) spdsob stanovenia ligandu na receptorovy protein podia predloZzeného
vyndlezu a jeho soli, vyznacujuci sa tym, Ze sa znacena testovana zlicenina
uvedie do kontaktu s receptorovym proteinom alebo podobnou zli&eninou podia
predlozeného vyndlezu a zmeria sa mnoZstvo znacenej testovanej zluceniny

nadviazanej na receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu;

2) spOsob stanovenia ligandu na receptorovy protein podia prediozeného
vynalezu a jeho soli, vyznacujici sa tym, Zze sa znaCena testovana zlucenina
uvedie do kontaktu s bunkou obsahujlucou receptorovy protein alebo podobnt
zluéeninu podla predloZzeného vynalezu alebo s membranovou frakciou bunky a
zmeria sa mnozstvo znadenej testovanej ziGCeniny nadviazanej na bunky alebo

membranovu frakciu,

3) sposob stanovenia ligandu na receptorovy protein podi'a prediozeného
vynéalezu a jeho soli, vyznacujici sa tym, Zze sa kultivuje transformant obsahujuci
DNA kédujuci receptorovy protein alebo podobnua zlt€eninu podla prediozeného
vynalezu, znacena testovana zlucenina sa uvedie do kontaktu s receptorovym

proteinom alebo podobnou zlGEeninou exprimovanou na bunkovej membrane
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uvedenou kultivaciou a zmeria sa mnoZstvo znaCenej testovanej zlU€eniny

nadviazanej na exprimovany protein alebo podobnu zltuceninu.

4) spdsob stanovenia ligandu na receptorovy protein podia predloZzeného
vynalezu a jeho soli, vyznacujuci sa tym, Ze sa testovana zluCenina uvedie do
kontaktu s bunkami obsahujicimi receptorovy protein alebo podobnu zlu¢eninu
podla predlozeného vynélezu a zmerajli sa receptorovym proteinom vyvolané
aktivity stimulujice bunky (napr. aktivity, ktoré podporuja alebo potlacaju
uvolfiovanie arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie
intraceluldmeho  Ca?, produkciu  intracelularneho  cAMP,  produkciu
intraceluldrneho  ¢GMP, produkciu inositolfosfatu, zmenu membranového
potencidlu bunky, fosforylaciu intraceluldrnych proteinov, aktivaciu c-fos a

Znizenie pH), a

5) spbsob stanovenia ligandu na receptorovy protein podla predloZzeného
vynélezu a jeho soli, vyznalujlici sa tym, Ze sa kultivuje transformant obsahujuci
DNA kédujlci receptorovy protein alebo podobnu zlG¢eninu podlia predioZzeného
vynalezu, znadena testovana zlG¢enina sa uvedie do kontaktu s receptorovym
proteinom alebo podobnou zlG¢eninou exprimovanou na bunkovej membrane
uvedenou kultivaciou a zmeraju sa receptorovym proteinom vyvolané aktivity
stimulujice bunku (napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potlaéaja uvoltiovanie
arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intraceluléarneho
Ca”, produkciu intracelularneho cAMP, produkciu intracelularneho cGMP,
produkciu inositolfosfatu, zmenu membranového potencialu bunky, fosforylaciu

intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH).

Zvlast je vyhodné uskutoénovat sposoby 1) az 3), &im sa potvrdi, Zze
testovana zlucenina sa mbze nadviazat' na receptorovy protein alebo podobnu

zlGéeninu podl'a predlozeného vynalezu, naco sa uskutoénia sposoby 4) a 5).

Akykolvek protein, ktory sa uvadza ako pouzitelny receptorovy protein
alebo podobna zlucenina podla predlozeného vynalezu, sa méze pouzit pre

spésob podla predlozeného vynalezu na stanovenie ligandov. AvSak receptorovy
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protein alebo podobna zlGEenina podla predioZzeného vynalezu, ktora sa pocetne

exprimuje pouzitim buniek zvierat, je prislusna podla predlozeného vynalezu.

Receptorovy protein alebo podobna zliéenina podla predlozeného
vynalezu sa méze vyrdbat hore opisanym spésobom expresie, s vyhodou
exprimovanim DNA kodujicu receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu v
bunkéch cicavcov alebo hmyzu. Medzi DNA fragmenty kédujlce pozadovanu ¢ast'
proteinu patri, ale bez obmedzenia na fu, doplnkovd DNA. Moézu sa pouzit
napriklad fragmenty génov alebo synteticka DNA. Na zavedenie DNA fragmentu
kédujceho receptorovy protein alebo podobni zlGéeninu podla predioZzeného
vynalezu do hostitel'skej Zivoc¢isnej bunky a pre jej ucinné experimentovanie je
vyhodné vlozit DNA fragment v smere vidkna polyhedrinového prométora
jadrového polyhedrosis viru (NPV), ktory znamena hmyzieho hostitela s
baculovirom, od SV-40 odvodeny prométor, prométor retovira, prométor
metalotioneinu, ludsky prométor tepelného Soku, prométor cytomegaloviru, SRa
prométor alebo podobné. Mnozstvo a kvalita exprimovaného receptora sa méze
stanovit' vSeobecne znamym spdsobom. Napriklad sa toto stanovenie moéze
uskutoéniovat spésobom, ktory sa opisuje v literature (Nambi P. a spol.: J. Biol.
Chem. 1992, 267, 19555 az 19559.).

Podl'a toho teda subjekt, ktory obsahuje receptorovy protein alebo podobnu
Zlticeninu sposobom podla predlozeného vynalezu na stanovenie ligandu, méze
znamenat' receptorovy protein alebo podobnu zlu¢eninu vyc&istent vSeobecne
znamym spdsobom, bunky obsahujlice receptorovy protein alebo membranovu
frakciu takychto buniek.

Ak sa bunky, ktoré obsahuju receptorovy protein alebo podobnu zltéeninu
podia predlozeného vynalezu, pouzivaju pre spoésob podia predioZzeného
vynalezu na stanovenie ligandov, bunky sa mézu fixovat' pouzitim glutaraldehydu,

formalinu atd. Fixacia sa moze uskutocriovat' véeobecne znamym spésobom.

Bunky obsahujuce receptorovy protein alebo podobna zliéeninu podla

predloZzeného vynalezu znamenaju hostitel'ské bunky, ktoré exprimuji receptorovy
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protein alebo podobnu zli€eninu podla predloZzeného vynalezu, pricom medzi
tieto bunky patri Escherichia coli, Bacillus subtilis, kvasinky, bunky hmyzu a

ZivoCisne bunky.

Bunkovd membranova frakcia znamena frakciu vo velkej miere sa
vyskytujicu v bunkovej membréane ziskani rozbitim buniek a nasledujucou
frakcionaciou vSeobecne znamym spodsobom. Medzi uzito¢né spdsoby rozbitia
buniek patri rozmackanie buniek pouzitim Potter-Elvehjemovho homogenizatora,
rozbitie pouzitim Waringovho mieSaca alebo zariadenie Polytron (vyraba firma
Kinematica Inc.), rozbitie pésobenim ultrazvuku a rozbitie rozpraSovanim buniek
tenkou tryskou pri zvySenom tlaku pouzitim francuzskeho lisu alebo podobného
zariadenia. Bunkova membranova frakcionacia sa uskutoéhuje hlavne
frakcionaciou pouzitim odstredivej sily, ako je odstredovanie pre frakcionaciu a
odstredovanie s hustotnym gradientom. Napriklad kvapalina z rozbitych buniek sa
odstreduje pri nizkej rychlosti (500 az 3000 otadok za minutu) kratku dobu
(normaine asi 1 az 10 minut), vysledny supernatant sa potom odstreduje pri
vys$Sej rychlosti (15 000 az 30 000 otaok za minutu) normalne v priebehu 30
minut az 2 hodin. Takto ziskana zrazenina sa pouzije ako membranova frakcia.
Membranova frakcia je bohatd na exprimovany receptorovy protein alebo
podobnl zliéeninu a membranové zlozky, ako su fosfolipidy a membranové
proteiny pochadzajuce z bunky.

Mnozstvo receptorového proteinu alebo podobnej zlu€eniny v bunkach
obsahujticich receptorovy protein alebo podobnu zltié¢eninu v membranovej frakcii
je s vyhodou 10° az 10°® molekdl na bunku, vyhodnejsie 10° az 10" molekdl na
bunku. Ako sa zvySuje mnozstvo expresie, aktivita viazuca ligand na jednotku
membranovej frakcie (Specifickd aktivita) sa zvySuje tak, Zze je mozné
skons$truovat' nielen velmi citlivy testovaci systém, ale tiez je mozné rovnakym

sposobom testovat' velké mnozstva vzoriek.

Po uskutoéneni spdsobov 1) az 3) na stanovenie ligandu na receptorovy
protein podla prediozeného vynalezu alebo jeho soli je potrebna prislusna
receptorova frakcia a znacena testovana zlucenina.
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Receptorova proteinova frakcia s vyhodou znamend frakciu prirodzene sa
vyskytujiceho receptorového proteinu alebo frakciu rekombinovaného proteinu s
aktivitou ekvivalentnou aktivite prirodného proteinu. Pojem ,ekvivalentna aktivita“
sa tu pouziva na oznacenie vazbovej aktivity ligandu alebo signalnej transdukcne;j
aktivity, ¢o je ekvivalentné s tymi, ktoré existuju v prirodzene sa vyskytujucich
receptorovych proteinov.

Medzi vyhodné priklady znagenych testovanych zli€enin patria
angiotenzin, bombesin, kanavinoid, cholecystokinin, glutamin, sérotonin,
melatonin, neuropeptid Y, opioid, puriny, vasopresin, oxytocin, PACAP, sekretin,
glukagon, kalcitonin, andrenomedulin, somatostatin, GHRH, CRF, ACTH, GRP,
PTH, vasoaktivny intestinalny polypeptid (VIP), somatostatin, dopamin, motilin,
amylin, bradykinin, peptid stvisiaci s génom kalcitoninu (CGRP), leukotrieny,
pankreastatin, prostaglandiny, tromboxan, adenosin, adrenalin, a- a B-chemokiny
(napr. IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2, ENA-78, PF4, IP10, GCP-2, MCP-1,
HC14, MCP-3, 1-309, MIP-1a, MIP-1B, RANTES atd.), endotelin, enterogastrin,
histamin, neurotensin, TRH, pankreaticky polypeptid, galanin atd.) rovnako ako
prislusné peptidové fragmenty KiSS-1, ktoré sa opisuju vo Welch D. R.: J. Natl.
Cancer Inst. 1996, 88, 1731 (napr. peptid 8 az 54 aminokyselinovych zvyskov
obsahuijlcich aminokyselinovu sekvenciu 47 az 54 z N-konca v aminokyselinovej
sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 10, alebo jeho amidy, estery
alebosoli), ktoré sa oznaduju [°H), ['*°1], ['“C], [*S] atd.

PodrobnejSie, ligand na receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu
podla predloZzeného vynalezu sa stanovuje nasledujucimi spésobmi. Najprv sa
pripravi Standardny receptorovy pripravok suspendovanim buniek obsahujucich
receptorovy protein alebo podobnu zli¢eninu podla predlozeného vynalezu alebo
jeho membranovu frakciu v prisluSsnom timivom roztoku vhodnom na pouzitie pre
stanovenie. Je mozné pouzit' akykol'vek timivy roztok, pokial tento timivy roztok
neinterferuje s vazbou ligand-receptor. Medzi takého timivé roztoky patria
fosforeEnanovy timivy roztok alebo Tris-HCI timivy roztok, ktory ma pH asi 4 az 10
(s vyhodou pH asi 6 az 8). Pre ucel minimalizovania nespecifickej vazby sa
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pripadne mdze pridat k timivému roztoku povrchovo aktivne Cinidlo, ako je
CHAPS, Tween-80™ (vyraba firma Kao-Atlas Inc.), digitonin alebo deoxycholét, a
rozne proteiny, ako je hovadzi sérovy albumin alebo Zelatina. Dalej sa kvéli
potladeniu degradacie receptora alebo ligandu proteazou moéze tiez pridat
inhibitor protedzy, ako je PMSF, leupeptin, E-64 (vyrdba Peptide Institute, Inc.) a
pepstatin. Dané mnozZstvo (5000 az 500 000 impulzov za minutu) testovanej
zla&eniny oznagenej [PH], [°l], [**C], [°S] alebo in&¢, sa prida k 0,01 az 10 ml
roztoku receptora. Na stanovenie mnozstva nespecifického nadviazania (NSB) sa
pouzije tiez reakénd skumavka obsahujica vo velkom prebytku neznaéenu
testovany zluéeninu. Reakcia sa uskutocnuje priblizne pri 0 az 50 °C, s vyhodou
pri 4 az 37 °C v priebehu asi 20 mindt az 24 hodin, s vyhodou asi 30 minat az 3
hodiny. Po skonéeni reakcie sa reakéna zmes sfiltruje filtratnym papierom zo
skleneného vldkna atd. a premyje sa prisluSnym mnozZstvom rovnakého timivého
roztoku. Zvy$ujuca radioaktivita na filtraCnom papieri zo skleneného viakna sa
potom zmeria pomocou kvapalinového scintilatného pocitata alebo y-pocitaca.
Testovand zliéenina prevySujica O pocet impulzov za minGtu ziskanych
odpogitanim nespecifického nadviazania (NSB) od celkového nadviazania (B) (B
minus NSB) sa méze vybrat' ako ligand (agonista) na receptorovy protein podla

predioZzeného vynalezu alebo jeho soli.

Hore uvedeny spdsob 4) alebo 5) stanovenia ligandu na receptorovy
protein podla predloZzeného vynalezu alebo jeho soli je mozné uskutoCnit
nasledujucim postupom. Aktivity stimulujicej bunky vyvolané receptorovym
proteinom (napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potladaji uvolfiovanie
arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intracelularneho
Ca®, produkciu intracelularneho cAMP, produkciu intracelularneho cGMP,
produkciu inositolfosfatu, zmenu membranového potencialu bunky, fosforylaciu
intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH) sa mézu stanovit
véeobecne znamym spdsobom alebo pouzitim komeréne dostupnej testovacej
zostavy. Konkrétne, bunky, ktoré obsahuju receptorovy protein, sa najprv kultivuju
na doske s mnohymi jamkami atd. Pred stanovenim ligandu sa médium nahradi
cerstvym médiom alebo prislusSnym netoxickym timivym roztokom, nasleduje

inkubacia po dany ¢as v pritomnosti testovanej zli¢eniny atd. Nasledne sa bunky
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extrahuju alebo sa supernatant izoluje a prisluSnymi spésobmi sa kvantitativne
vyhodnoti vysledny produkt. Ak su taZkosti detekovat produkciu danej latky pre
aktivitu stimulujacej bunky (napr. arachidonovej kyseliny) vdaka degradujicemu
enzymu nachadzajicemu sa v bunkach, méZe sa pred testom pridat inhibitor proti
takémuto degradujicemu enzymu. Pri detekovani aktivit, ako je aktivita potladenia
produkcie cAMP, zakladna produkcia v bunkach sa zvys$i forskolinom alebo
podobnou zli¢eninou a potom je mozné detekovat potlacujici Géinok na zvySenu
zakladnu produkciu.

Zostava podfa predioZeného vynalezu na stanovenie ligandu, ktory sa
nadviaze na receptorovy protein alebo podobnu zlugeninu podfa predloZeného
vynalezu, obsahuje receptorovy protein alebo podobnu zlugeninu podfa
predlozeného vynalezu, bunky obsahujlci receptorovy protein alebo podobnu
ZlGCeninu podfa predloZzeného vyndlezu alebo membranovl frakciu buniek
obsahujucu receptorovy protein alebo podobnl zlugeninu podfa predioZzeného
vynalezu.

Priklady zostavy na stanovenie ligandu podfa predloZeného vynalezu sa
uvadzaju nizsie.

1. Reakéné ¢&inidla na stanovenie ligandov
1) Tlmivé roztoky na test a premyvanie

Hankov vyrovnany sofny roztok (vyraba firma Gibco Co.) dopineny o 0,05 %
hovadzieho sérového albuminu (Sigma Co.

Tento roztok sa sterilizuje fitraciou 0,45um filtrom a skladuje sa pri 4 °C.
Tento roztok sa moze pripravit tiez pri pouZiti.

2) Standardny receptorovy protein

Bunky CHO, na ktorych sa exprimuje receptorovy protein podfa
predloZeného vynalezu, sa podrobi pasaZovaniu kultury na doske s 12 jamkami
hustoty 5.10° buniek na jamku, nasleduje kultivovanie pri 37 °C pod 5 % oxidu
uhli¢iteho a 95 % vzduchu po¢as dvoch dni.

3) Znadené testované zliéeniny

Ziugeniny su oznagené komeréne dostupnym [°H], ['?1], ['“C] alebo [°S]
alebo sa zlugeniny oznadia prislu$nymi spésobmi.



53

Vodny roztok zluc¢eniny sa skladuje pri 4 °C alebo -20 °C. Tento roztok sa
zriedi na 1 uM testovanym timivym roztokom pre pouzitie. Testovana zlGcenina,
ktora je vo vode zle rozpustnd, sa rozpusti v dimetylformamide, DMSO alebo

metanole.

4) Neznacené zluceniny

Neznacéena forma rovnakej zlu¢eniny ako je znacena zlu¢enina sa pripravi
v koncentracii 100-krat az 1000-krat vyssej ako je koncentracia znacenej

zlGceniny.

2. Spdsob testovania

1) Bunky CHO exprimujuce receptorovy protein podla predlozeného
vynalezu sa kultivuja na kultivaénej doske s 12 jamkami. Po dvojitom premyti 1 mi
testovacieho timivého roztoku sa do kazdej jamky prida 490 ul testovacieho

timivého roztoku.

2) Prida sa 5 pl znadenej testovanej zlu¢eniny a vysledna zmes sa inkubuje
jednu hodinu pri teplote miestnosti. Na stanovenie nespecifického nadviazania sa

k systému prida 5 ul neznacenej zliceniny.

Reakéna zmes sa odstrani a jamky sa premyju trikrat 1 ml premyvacieho
timivého roztoku. Znadena testovana zlG€enina nadviazana na bunky sa rozpusti
v 0,2N NaOH - 1% SDS a potom sa zmieSa so 4 ml kvapalného scintilatora A
(vyrdba Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

4) Pouzitim kvapalinovej scintilatnej sondy (vyrdba Beckman Co.) sa

zmeria radioaktivita.

Medzi ligandy, ktoré sa nadviazu na receptorovy protein alebo podobnu

zlaceninu podra predloZzeného vynalezu, patria latky $pecificky pritomné v mozgu,
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podvazku mozgovom a slinivke brusnej. Priklady tychto ligandov sl angiotenzin,
bombesin, kanavinoid, cholecystokinin, glutamin, serotonin, melatonin,
neuropeptid Y, opioidy, puriny, vasopresin, oxytocin, PACAP, sekretin, glukagon,
kalcitonin, adrenomedulin, somatostatin, GHRH, CRF, ACTH, GRP, PTH,
vasoaktivny intestinalny polypeptid (VIP), somatostatin, dopamin, motilin, amylin,
bradykinin, peptid sQvisiaci s génom Kalcitoninu (CGRP), leukotrieny,
pankreastatin, prostaglandiny, tromboxan, adenosin, adrenalin, a- a p-chemokiny
(napr. IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2, ENA-78, PF4, IP10, GCP-2, MCP-1,
HC14, MCP-3, 1-309, MIP-1a, MIP-18, RANTES atd.), endotelin, enterogastrin,
histamin, neurotensin, TRH, pankreaticky polypeptid a galanin) rovnako ako
prislusné peptidové fragmenty KiSS-1 opisané vo Welch D. R.: J. Natl. Cancer
Inst. 1996, 88, 1731 (napr. peptid pozostavajuci z 8 az 54 aminokyselinovych
zvySkov obsahujuci aminokyselinova sekvenciu 47 az 54 z N-konca v
aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. ¢. 10, alebo jeho

amidy, estery alebo soli).

Podrobne, ako sa bude neskor opisovat' v priklade 3, prislusné peptidové
fragmenty KiSS-1 opisané vo Welch D. R.: J. Natl. Cancer Inst. 1996, 88, 1731
(napr. peptid pozostavajuci z 8 az 54 aminokyselinovych zvyskov obsahujuci
aminokyselinovl sekvenciu 47 az 54 z N-konca v aminokyselinovej sekvencii
predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 10, alebo jeho amidy, estery alebo soli) su
priklady ligandu, ktory sa nadviaze na receptorovy protein alebo podobnu

zliceninu podl'a predlozeného vynalezu.

Pojem ,peptid pozostavajuci z 8 az 54 aminokyselinovych zvyskov a
obsahujuci sekvenciu 47 az 54 z N-konca v aminokyselinovej sekvencii
predstavovanej sekvenciou sekv. id. & 10" oznacuje akykolvek peptid taky dihy,
2e znamena peptid pozostavajuci z 8 az 54 aminokyselinovych zvyskov a
obsahujuci sekvenciu aminokyselin 47 az 54 z N-konca v aminokyselinovej
sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. ¢. 10. Takéto peptidy maju v
podstate rovnaké peptidové aktivity ako su aktivity receptorového proteinu alebo

podobnej zluéeniny podla predlozeného vyndlezu (napr. vlastnost' nadviazania
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ligand-receptor, bunky stimulujice aktivitu bunky exprimujlicej receptor
indukovanu ligandom).

Vyhodnym prikladom ligandového peptidu podla prdlozeného vynalezu je
peptid pozostavajuci z 8 az 15 aminokyselinovych zvySkov, ktory obsahuje
sekvenciu aminokyselin 47 az 54 pocitané z N-konca na C-konci v

aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. ¢. 10.

VyhodnejSie - ligandovy peptid podla predioZzeného vynalezu zahriuje
peptid (zvlast jeho amidy) predstavovany sekvenciou sekv. id. &. 11, 12, 13 alebo
14,

VyhodnejSie - ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu zahriiuje

peptid, v ktorom sa karboxylova skupina na C-konci aminovej kyseliny amiduije.

Co sa tyka amidov alebo esterov tychto peptidov a ich soli, aplikuje sa
rovnaky opis ako pri soliach receptorového proteinu podla predlozeného vynalezu

a amidov a esterov peptidovych fragmentov.

Pri nukleotide kédujuceho ligandovy peptid podla prediozeného vynalezu
sa mdze pouzit' akykolvek polynukleotid taky dihy, ze obsahuje nukleotidovu
sekvenciu (DNA alebo RNA, s vyhodou DNA) kddujucu ligandovy peptid podla
predlozeného vynalezu. Takyto polynukieotid mdze znamenat DNA a RNA
vratane mRNA koédujucu ligandovy peptid podfa predlozeného vynalezu.
Polynukleotid mdze byt' dvojviaknovy alebo jednovlaknovy. Ak je polynukleotid
dvojvlaknovy, méze znamenat' dvojvliaknova DNA alebo hybrid DNA:RNA. Ak je
polynukleotid jednoviaknovy, méze znamenat' negativne viakno (t. j. kddujuce

vlakno) alebo pozitivne vlakno (t. j. nekddujlce viakno).

DNA kédujuca ligandovy peptid podla predioZzeného vynalezu moéze
znamenat' akukolvek genomovi DNA, genomovu DNA kniZznicu, cDNA
pochadzajucu z hore opisanych buniek a tkaniv, cDNA kniznicu pochadzajucu z
hore opisanych buniek a tkaniv asynteticki DNA. Vektor, ktory sa pouziva pre

kniZznicu, méze znamenat' bakteriofag, plazmid, kozmid a fagemid. DNA sa mdze
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tiez priamo amplifikovat' reverznou transkriptazovou polymerazovou retazovou
reakciou (RT-PCR) pouzitim celkovej RNA alebo mRNA frakcie pripravenej z hore
opisanych buniek a tkaniv.

Specificky, DNA kédujuca ligandovy peptid podia predlozeného vynalezu
moze znamenat' akukolvek DNA taku dih(, Ze ma sekvenciu aminokyselin 47 az
54 pocitané od N-konca v aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou
sekv. id. & 10 a obsahuje DNA, ktora ma nukleotidovu sekvenciu kddujucu peptid

pozostavajlici z 8 az 54 aminokyselinovych zvySkov.

Medzi $pecifickejSie priklady DNA koédujucu ligandovy peptid podla
predlozeného vyndlezu patri DNA obsahujuca DNA, ktord ma nukleotidovu
sekvenciu kodujucu peptid, ktory ma aminokyselinovt sekvenciu 47 az 54 z N-
konca na C-konci aminokyselinovej sekvencie predstavovanej sekvenciou sekv.
id. &. 10 a obsahuje 8 az 15 aminokyselinovych zvySkov. PodrobnejSie, DNA
kédujica ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu zahriiuje DNA
obsahujica DNA, ktorda ma nukleotidovii sekvenciu kédujucu peptid, ktory
obsahuje aminokyselinovi sekvenciu predstavovani sekvenciami sekv. id. €. 11,

12, 13 alebo 14 a obsahuje 8 az 15 aminokyselinovych zvySkov.

DNA koédujuca ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu znamena
napriklad DNA obsahujica nukleotidovi sekvenciu 139 az 162 z 5" konca v
nukleotidovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 15 a obsahujuca
24 az 162 nukleotidov alebo podobne. PodrobnejSie, DNA kddujuca ligandovy
peptid podla prediozeného vynalezu zahrfiuje DNA obsahujucu nukleotidovu
sekvenciu 139 az 162 z 5" konca na 3" koniec nukleotidovej sekvencie

predstavovanej sekvenciou sekv. id. €. 15 a obsahujucu 25 az 45 nukleotidov.

Typické priklady DNA koédujucu ligandovy peptid podla predlozeného
vynalezu zahriiuji DNA, ktora obsahuje DNA nesucu prislusné nukleotidové

sekvencie predstavované sekvenciami sekv. id. ¢. 16, 17, 18 a 19.
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Specifické priklady DNA kédujice kazdi sekvenciu zodpovedaijlicu
sekvencii sekv. id. ¢. su:
1) pre DNA, ktord kéduje aminokyselinovu sekvenciu predstavovanu

sekvenciou sekv. id. ¢. 10, DNA obsahujica DNA, ktora ma nukleotidovu

sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 15,

2) pre DNA, ktora kéduje aminokyselinovii sekvenciu predstavovanu
sekvenciou sekv. id. ¢ 11, DNA obsahujuca DNA, ktora ma nukleotidovu

sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. ¢. 16,

3) pre DNA, ktorda kéduje aminokyselinovl sekvenciu predstavovanu
sekvenciou sekv. id. ¢. 12, DNA obsahujica DNA, ktora ma nukleotidovu

sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 17,

4) pre DNA, ktora kéduje aminokyselinovil sekvenciu predstavovanu
sekvenciou sekv. id. & 13, DNA obsahujica DNA, ktora ma nukleotidovu

sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 18, a

5) pre DNA, ktora koduje aminokyselinovi sekvenciu predstavovanu

sekvenciou sekv. id. ¢ 14, DNA obsahujuca DNA, ktora ma nukleotidovu
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 19.

Ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu alebo jeho estery, amidy
alebo soli rovnako ako polynukleotid kodujuci ligandovy peptid sa moze vyrobit’
podobnym spdsobom, ako su spdsoby vyroby receptorového proteinu alebo
podobné zlticeniny podia predlozeného vynalezu a polynukleotidu kddujticeho to

isté.

Ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu alebo jeho estery, amidy
alebo soli (tu dalej niekedy oznaCovany ako ligandovy peptid alebo podobna
zluCenina podia predloZzeného vynalezu) rovnako ako polynukleotid kédujuci
ligandovy peptid su uzitoéné ako bezpetné a nizkotoxické lieivo v zavislosti na
ligandove;j aktivite.
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Ligandovy peptid alebo podobna zlGéenina podla predioZzeného vynalezu a
DNA kodujuca to isté, maju aktivitu potladujucu metastazy rakoviny a su teda
uzitotné pre profylaktické alebo terapeutické lie€ivo vSetkych rakovin (napr.
rakoviny plac, rakoviny Zaludka, rakoviny pecene, rakoviny slinivky brusne;j,
rakoviny hrubého &reva, rakoviny koneénika, rakoviny zazivacieho traktu,
rakoviny prostaty, rakoviny vajeénikov, rakoviny maternicového hrdia, rakoviny

prsnika atd.).

Ligandovy peptid alebo podobna zluenina podl'a prediozeného vynalezu a
DNA kédujuca to isté maju tiez aktivitu spo€ivajucu v regulacii funkcie placenty a
sU teda uzitocné pre profylaktické alebo terapeutické lie€ivo rakoviny cilie, sneti
hroznovej, invazivnej sneti, spontanneho potratu, fetalnej hypoplazie, dysbolizmu

cukrov, dysbolizmu tukov alebo indukcie pérodu.

Ak sa ligandovy peptid alebo podobna zlic¢enina podla predloZzeného
vyndlezu pouziva tak, ako sa hore opisuje profylaktické/terapeutické liecivo,
ligandovy peptid alebo podobna zlicenina sa mézu vyrabat vo forme

farmaceutického pripravku v§eobecne znamym spdsobom.

Ak sa DNA kédujuca ligandovy peptid podla prediozeného vynalezu (tu
niekedy dalej oznacovana ako ligandova DNA podla predlozeného vynalezu)
pouziva tak, ako sa hore opisuje profylaktické/terapeutické €inidlo, ligandova DNA
podla predlozeného vyndlezu sa mbze pouzivat' samotna alebo po jej viozeni do
prislusného vektora, ako je vektor retroviru, vektor adenoviru a/alebo vektor
slvisiaci s adenovirom s nasledujucim podavanim lieCiva konvenénymi
prostriedkami. Ligandova DNA podla predlozeného vynalezu sa mbéze podavat'
taktiez ako naha DNA alebo s adjuvans, aby sa napomohlo jej prijatiu génovou
puskou alebo katétrom, ako je katéter s hydrogélom.

Napriklad 1) ligandovy peptid alebo podobnd zlicenina podla
predlozeného vynalezu, alebo 2) DNA kédujuca ligandovy peptid sa mozu

pouzivat' oralne vo forme tabliet, ktoré sa mézu potiahnut' cukrom, ak je to
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nevyhnutné a sa to pozaduje, toboliek, elixirov, mikrotoboliek atd. alebo
parenterdlne vo forme injektovatelnych pripravkov, ako je sterilny roztok a
suspenzia vo vode alebo s inou farmaceuticky prijatelnou kvapalinou. Tieto
pripravky je mozné vyrébat zmieSanim 1) ligandového peptidu alebo podobnej
zlugeniny podla predlozeného vyndlezu, alebo 2) DNA kodujuca ligandovy peptid
s fyziologicky prijatelnym znamym nosiGom, ochucovacim Cinidlom, riedidlom,
vehikulom, antiseptickym ¢inidlom, stabilizaénym ¢&inidlom, pojivom atd. v
pozadovanej jednotkovej davkovej forme vSeobecne prijatefnym spésobom
aplikovanym na vyrobu farmaceutickych prostriedkov. Uginna zlozka v pripravku
sa reguluje na taku davku, aby sa prislusna davka ziskala v danom $Specifickom

rozmedzi.

Medzi prisady miesatelné s tabletami, tobolkami atd. patri vazbové &inidlo,
ako je zelatina, kukuricny Skrob, tragant a arabska guma, excipiens, ako je
krystalickd celuléza, napuciavacie Cinidlo, ako je kukuriény Skrob, Zelatina a
kyselina alginovd, mazadlo, ako stearat horecnaty, sladiace Ccinidlo, ako je
sachar6za, laktéza a sacharin, a ochucovacie &inidlo, ako je méta peperng,
akamonovy olej a visnovy extrakt. Ak je jednotkova davka vo forme toboliek, mézu
sa dalej pouzit' kvapalné nosice, ako su oleje a tuky, spoloéne s hore opisanymi
prisadami. Sterilny prostriedok pre injekcie sa méze zostavit' podla konvenéného
spdsobu pouzivaného na vyrobu farmaceutickych prostriedkov, napr. rozpustenim
alebo suspendovanim uéinnych zloziek v riedidle, ako je voda pre injekcie s
prirodzene sa vyskytujucim rastlinnym olejom, ako je sézamovy olej a kokosovy
olej atd., takze sa vyrobi farmaceuticky prostriedok. Medzi priklady vodného
média pre injekcie patria fyziologicky solny roztok a izotonicky roztok obsahujuci
glukézu a dalsie pomocné ¢inidla (napr. D-sorbitol, D-manitol a chlorid sodny) a
mdze sa pouzivat v kombinacii s prislusnymi ¢&inidlami napomahajucimi
rozpustenie, ako je alkohol (napr. etanol), polyalkohol (napr. propylénglykol a
polyetylénglykol), neiénové povrchovo aktivne éinidlo (napr. polysorbat 80™ a
HCO-50) atd. Ako olejové médium sa mdze pouzivat' napriklad sézamovy olej a
séjovy olej, ktoré sa mdzu pouzivat v kombinacii s ¢inidlom napomaéhajucim
rozpustenie, ako je benzylbenzoat a benzylalkohol.
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Dalej sa mozu hore opisané profylaktické/terapeutické ¢inidla zostavovat'
tiez spolu s timivym roztokom (napr. fosforeénanovym timivym roztokom a timivym
roztokom octanu sodného), ukludrujucim ¢inidlom (napr. benzalkoniumchioridom
a hydrochloridom prokainu), stabilizatorom (napr. ludskym sérovym albuminom a
polyetylénglykolom), ochrannym c¢inidlom (napr. benzylalkoholom a fenolom),
antioxidaénym ¢inidlom atd. Takto vyrobena kvapalina pre injekcie sa normaine

naplni do prislusnej ampuly.

Pretoze takto ziskany farmaceuticky prostriedok je bezpecny a
nizkotoxicky, moze sa tento prostriedok podavat' cloveku alebo cicavcom (napr.
kryse, my$i, kralikovi, ovci, prasatu, hovddziemu dobytku, macke, psovi, opici
atd.).

Davka ligandového peptidu alebo podobnej zlu¢eniny podi'a predlozeného
vynalezu sa meni podla subjektu, ktorému sa podava, podla cielového organu,
priznaku, cesty podavania atd. Pri ordlnom podavani je davka normaine asi 0,1 az
asi 100 mg, s vyhodou asi 1,0 az asi 50 mg, vyhodnejSie asi 1,0 az asi 20 mg na
den pre pacienta s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri paranteralnom podavani
sa jednotlivd davka meni podla subjektu, ktorému sa podava, podla cielového
organu, priznaku, ceste podavania atd., ale je vyhodné podavat' uginnu zlozku
intravendzne v dennej davke asi 0,01 az asi 30 mg, s vyhodou asi 0,1 az asi 20
mg, vyhodnejSie asi 0,1 az asi 10 mg pacientovi s rakovinou (s hmotnostou 60
kg). Inym zivo&isSnym druhom sa mdze podavat’ zodpovedajuca davka, €o je taka

davka, ktora sa ziska prevodom na 60 kg hmotnosti.

Davka ligandovej DNA podl'a predlozeného vynalezu sa meni v zavislosti
na subjekte, ktorému sa podava, na cielovom organe, na priznaku, ceste
podavania atd., pri oralnom podavani je tato davka normalne asi 0,1 az asi 100
mg, s vyhodou asi 1,0 az asi 50 mg, vyhodnejsie asi 1,0 az asi 20 mg na den pre
pacienta s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri paranteralnom podavani sa
jednotliva davka meni podla subjektu, ktorému sa podava, podla cielového
organu, priznaku, ceste podavania atd., ale je vyhodné podavat’ GéinnG zloZzku

intravenézne v dennej davke asi 0,01 az asi 30 mg, s vyhodou asi 0,1 aZ asi 20
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mg, vyhodnejsie asi 0,1 az asi 10 mg pacientovi s rakovinou (s hmotnostou 60
kg). Inym Zivo&idnym druhom sa médze podavat zodpovedajlca davka, o je taka
davka, ktora sa ziska prevodom na 60 kg hmotnosti.

2) Profylaktické a/alebo terapeutické ¢&inidla pre ochorenia suvisiace s

dysfunkciou receptorového proteinu podia predioZzeného vynaiezu

Receptorovy protein alebo podobna zligenina podla predioZeného
vynalezu alebo DNA kédujlca receptorovy protein alebo podobnd zlG&eninu sa
moézu pouzit ako profylaktické alalebo terapeutické &inidld pre ochorenia

suvisiace s dysfunkciou ligandového peptidu podl'a predlozeného vynalezu.

Napriklad, ak sa nemodze ocakavat akékolvek fyziologicka aktivita
receptorového proteinu podia prediozeného vynalezu vdaka zniZenej hladine
receptorového proteinu u pacienta (deficit receptorového proteinu), ligandova
aktivita sa moze dosiahnut' nasledujlicimi spésobmi: 1) receptorovy protein alebo
podobna zlugenina podla predlozeného vyndlezu sa podéva pacientovi na
doplnenie mnozstva receptorového proteinu alebo podobnej zlG&eniny, alebo 2)
mnozstvo receptorového proteinu podla predloZzeného vynélezu sa pre pacienta
2vy8i: a) podanim DNA kodujicu receptorovy protein podfa predlozeného
vynalezu pacientovi na expresiu, alebo b) inzerciou DNA kédujucu receptorovy
protein podla predloZzeného vynalezu do cielfovych buniek na expresiu a bunky
takto exprimované sa potom transplantuju do pacienta. MnoZstvo receptoroveého
proteinu podl'a prediozeného vynalezu méze sa teda pre pacienta zvysit, pricom
ligandova aktivita sa mozZe dostatotne vykazovat. Receptorovy protein alebo
podobné zluéenina podla predlozeného vynalezu alebo DNA kédujuca
receptorovy protein podia predlozeného vynalezu je teda uzitoéna ako bezpetné
a nizkotoxické profylaktické a/alebo terapeutické lie€ivo pre ochorenia suvisiace s

dysfunkciou receptorového proteinu podla predloZzeného vynalezu.

Receptorovy protein alebo podobna zlucenina podla predlozeného
vynalezu a DNA kédujuca receptorovy protein alebo podobni zli€eninu podia

prediozeného vynalezu vykazuju aktivitu potlatovania metastaz rakoviny a su
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teda uzitocné pre profylaktické alebo terapeutické liecivo vSetkych rakovin (napr.
rakoviny plac, rakoviny Zaludka, rakoviny peéene, rakoviny slinivky brusnej,
rakoviny hrubého éreva, rakoviny koneénika, rakoviny tracnika, rakoviny prostaty,

rakoviny vajecnikov, rakoviny maternicového hrdia, rakoviny prsnika atd.).

Receptorovy protein alebo podobna ziu¢enina podla predlozeného
vynalezu alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu a DNA kédujica
receptorovy protein alebo podobnu zluéeninu podi'a predlozeného vynalezu alebo
ligandovy peptid podl'a predlozeného vynalezu tiez vykazujui aktivitu spocivajlcu v
regulacii funkcie placenty a su teda uzitoéné pre profylaktické alebo terapeutické
lieGivo rakoviny cilie, sneti hroznovej, invazivnej sneti, spontanneho potratu,

fetalnej hypoplazie, dysbolizmu cukrov, dysbolizmu tukov alebo indukcie pérodu.

Ak sa receptorovy protein alebo podobna ziuéenina podla predlozeného
vynalezu pouziva ako profylaktické/terapeutické lie€ivo, ako sa opisuje hore,
receptorovy protein alebo podobna zluenina sa mézu vyrabat vo forme

farmaceutického pripravku podla véeobecne znamych sposobov.

Ak sa DNA kédujuca receptorovy protein alebo podobnu zltiéeninu podla
predlozeného vynalezu (tu niekedy dalej oznaovand ako DNA podlia
predlozeného vyndlezu) pouziva ako profylaktické/terapeutické cCinidlo, ako sa
opisuje hore, DNA podla predlozeného vynalezu sa modze pouzivat samotna
alebo po jej viozeni do prisluSného vektora, ako je vektor adenoviru alebo vektor
viru suvisiaci s adenovirom s nasledujucim podavanim lieCiva konvenénymi
prostriedkami. DNA podl'a predloZzeného vynalezu sa méze podavat' taktiez ako
nah& DNA alebo s adjuvans, aby sa napomohlo jej prijatiu génovou puskou alebo

katétrom, ako je katéter s hydrogélom.

Napriklad 1) receptorovy protein alebo podobna zluéenina podla
predlozeného vynalezu, alebo 2) DNA kdédujuca receptorovy protein alebo
podobna zlueninu sa mdézu pouzivat' ordlne vo forme tabliet, ktoré sa moézu
potiahnut' cukrom, ak je to nevyhnutné a sa to poZaduje, toboliek, elixirov,

mikrotoboliek atd. alebo parenteréine vo forme injektovatelnych pripravkov, ako je
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sterilny roztok a suspenzia vo vode alebo s inou farmaceuticky prijatelnou
kvapalinou. Tieto pripravky je mozné vyrabat zmie$anim 1) receptorového
proteinu alebo podobnej ziG¢eniny podla predloZeného vynélezu, alebo 2) DNA
kédujlica receptorovy protein alebo podobnt zligeninu s fyziologicky prijatefnym
znamym nosiéom, ochucovacim €inidlom, riedidlom, vehikulom, antiseptickym
ginidlom, stabilizaénym ¢inidlom, pojivom atd. v pozadovanej jednotkovej davkovej
forme v$eobecne prijatelnym spésobom aplikovanym na vyrobu farmaceutickych
pripravkov. Uginna zlozka v pripravku sa reguluje na taka dévku, Ze sa prislusna

davka ziska v danom $pecifickom rozmedzi.

Medzi prisady miesatelné s tabletami, tobolkami atd. patri vézboveé Cinidlo,
ako je Zelatina, kukuri¢ny Skrob, tragant a arabska guma, excipiens, ako je
kry$talickd celul6za, napuciavacie &inidlo, ako je kukuriCny Skrob, Zelatina a
kyselina alginovd, mazadlo, ako steardt horecnaty, sladiace Cinidlo, ako je
sacharéza, laktéza a sacharin, a ochucovacie ¢inidlo, ako je méta peperna,
akamonovy olej a visnovy extrakt. Ak jednotkova davka existuje vo forme toboliek,
mozu sa dalej pouzit kvapalné nosi¢e, ako su oleje a tuky, spolo¢ne s hore
opisanymi prisadami. Sterilny prostriedok pre injekcie sa mdze zostavit' podia
konvenéného spdsobu pouZivaného na vyrobu farmaceutickych prostriedkov,
napr. rozpustenim alebo suspendovanim uginnych zloziek v riedidle, ako je voda
pre injekcie s prirodzene sa vyskytujucim rastlinnym olejom, ako je sézamovy olej
a kokosovy olej atd., takze sa vyrobi farmaceuticky prostriedok. Medzi priklady
vodného média pre injekcie patria fyziologicky sofny roztok a izotonicky roztok
obsahujuci glukézu a dalSie pomocné Cinidla (napr. D-sorbitol, D-manitol a chlorid
sodny) a mbdze sa pouzivat v kombinacii s prislusnymi €inidlami napomahajacimi
rozpustenie, ako je alkohol (napr. etanol), polyalkohol (napr. propylénglykol a
polyetylénglykol), neidénové povrchovo aktivne cinidlo (napr. polysorbat 80™ a
HCO-50) atd. Ako olejové médium sa méze pouzivat napriklad sézamovy olej a
séjovy olej, ktoré sa moézu pouzivat' v kombinacii s Cinidlom napomahajucim
rozpustenie, ako je benzylbenzoat a benzylalkohol.

Dalej sa mdzu zostavovat tiez hore opisané profylaktické/terapeutické

¢inidla spolu s timivym roztokom (napr. fosforenanovym timivym roztokom a
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timivym roztokom octanu sodného),  ukludiujicim  E&inidlom  (napr.
benzalkoniumchloridom a hydrochloridom prokainu), stabilizatorom (napr.
ludskym sérovym albuminom a polyetylénglykolom), ochrannym Einidiom (napr.
benzylalkoholom a fenolom), antioxidatnym cinidlom atd. Takto vyrobena
kvapalina pre injekcie sa normalne naplni do prislusnej ampuly.

Pretoze takto ziskany farmaceuticky prostriedok je bezpeény a
nizkotoxicky, mdZe sa tento prostriedok podavat’ ¢loveku alebo cicavcom (napr.
kryse, mysi, krdlikovi, ovci, prasatu, hovadziemu dobytku, macke, psovi, opici
atd.).

Davka receptorového proteinu alebo podobnej ziGCeniny podla
predlozeného vyndlezu sa meni podla subjektu, ktorému sa podava, podia
cielového orgénu, priznaku, cesty podavania atd. Pri orélnom podavani je davka
normélne asi 0,1 aZ asi 100 mg, s vyhodou asi 1,0 az asi 50 mg, vyhodnej$ie asi
1,0 az asi 20 mg na den pre pacienta s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri
paranteralnom poddvani sa jednotlivd davka meni podia subjektu, ktorému sa
podava, podla cielového organu, priznaku, ceste podavania atd., ale je vyhodné
podavat' Uéinnu zlozku intravenézne v dennej davke asi 0,01 az asi 30 mg, s
vyhodou asi 0,1 az asi 20 mg, vyhodnejSie asi 0,1 az asi 10 mg pacientovi s
rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Inym ZivociSnym druhom sa mdze podavat
zodpovedajlica davka, ¢o je taka davka, ktora sa ziska prevodom na 60 kg
hmotnosti.

Davka DNA kodujuca receptorovy protein podlia predlozeného vynalezu sa
meni v zavislosti na subjekte, ktorému sa podava, na cielovom organe, na
priznaku, ceste podavania atd. Pri ordlnom podavani je tato davka normaine asi
0,1 az asi 100 mg, s vyhodou asi 1,0 az asi 50 mg, vyhodnejSie asi 1,0 az asi 20
mg na derl pre pacienta s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri paranteralnom
podavani sa jednotlivda davka meni v zdvislosti subjekte, ktorému sa podava,
podla cielového organu, priznaku, ceste podavania atd., ale je vyhodné podavat
ucinnu zlozku intravendzne v dennej davke asi 0,01 az asi 30 mg, s vyhodou asi

0,1 az asi 20 mg, vyhodnejSie asi 0,1 az asi 10 mg pacientovi s rakovinou (s



.
65 et

hmotnost'ou 60 kg). Inym Zivo¢iSnym druhom sa moéze podavat’ zodpovedajuca

davka, &o je taka davka, ktora sa ziska prevodom na 60 kg hmotnosti.
3) Génové diagnostické ¢inidlo

Pouzitim sondy DNA kédujuca receptorovy protein podla predlozeného
vynalezu alebo DNA kéduijlca ligandovy peptid podla prediozeného vynalezu sa
moze detekovat’' abnormalita (génova abnormalita) DNA alebo mRNA kdédujlica
receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu podla predloZzeného vynalezu,
alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynéalezu u Cloveka alebo cicavca
(napr. krysy, mysi, krdlika, ovci, prasata, hovadzieho dobytka, psa, opici atd.).
DNA podla prediozeného vyndlezu je teda uzitoéna ako génové diagnostické
¢inidlo pre poskodenie DNA alebo mRNA, ich mutéciu alebo ich znizenu expresiu
alebo zvysenu expresiu alebo nadexpresiu DNA alebo mRNA.

Hore opisana génova diagnéza pouzitim DNA kédujuca receptorovy
protein podia prediozeného vynalezu, alebo DNA kédujica ligandovy peptid
podla predloZzeného vynalezu sa modze uskutocriovat napriklad vseobecne
znamym Northernovym hybridizaénym testom alebo PCR-SSCP testom
(Genomics 1989, 5, 874 az 879); Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 1989, 86, 2766 az 2770.).

4) Kvantitativne hodnotenie ligandu na receptorovy protein alebo podobnu

zluceninu podl'a predlozeného vynélezu

Pretoze receptorovy protein alebo podobna zlG&enina podla predloZzeného
vynalezu ma vlastnosti vazby na ligand, ligandova aktivita sa méze kvantitativne

vyhodnotit' in vivo s vysokou citlivostou.

Spdsab kvantitativneho hodnotenia podla predlozeného vynalezu sa mbze
uskutocnovat' napriklad v kombinacii s kompetitivnym spdsobom. Vzorka, ktora sa
ma stanovit, sa privedie do styku s receptorovym proteinom alebo podobnou

zlu€eninou podla predlozeného vynalezu, pricom sa méze stanovit' koncentracia
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ligandu vo vzorke. Konkrétne, kvantitativne vyhodnotenie sa mdze uskutociiovat
podla nasledujiceho nizSie uvedeného spdsobu 1) alebo 2) alebo podlia jeho

modifikaie.

1) Hiroshi lIrie (red.): ,Radioimmunoassay’, publikované Kodansha,
Japonsko, 1974, a

2) Hiroshi Irie (red.). ,Radioimmunoassay, Second Series", publikované
Kodansha, Japonsko, 1979.

5) Spbsob testovania zluceniny (agonistu, antagonistu atd.), ktord meni
vlastnosti vazby medzi receptorovym proteinom, jeho solami a ligandom
podla predlozeného vynalezu (ligandovy peptid podia prediozeného

vynalezu

Pouzitim receptorového proteinu podl'a prediozeného vynalezu alebo jeho
soli alebo skons$truovanim expresného systému rekombinantného receptorového
proteinu alebo podobnej zlueniny a pouzitim systému testovania nadviazania
receptora na expresny system, je mozné uskutoénit’ uéinné testovanie zliéeniny
(napr. peptidu, proteinu, nepeptidovej zliCeniny, syntetickej zlG&eniny,
fermentaéného produktu atd.) alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby medzi
ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a receptorovym
proteinom alebo podobnou zlU¢eninou podl'a predloZzeného vynalezu.

Medzi priklady hore uvedenych zluc¢enin patri a) zlicenina, ktora vykazuje
aktivity stimulovania bunky sprostredkované receptorom spojenym s G proteinom
(napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potlacaja uvolfiovanie arachidonovej
kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intracelulrneho Ca?', produkciu
intracelularneho  ¢cAMP,  produkciu intracelularneho c¢GMP, produkciu
inositolfosfatu, zmenu membranového potencidlu  bunky, fosforyléciu
intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH) (takzvani agonisti
receptoroveho proteinu alebo podobné zluceniny podfa predloZzeného vynalezu),
b) zluCenina, ktoré nevykazuje aktivitu stimulovania buniek (takzvani antagonisti
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receptorového proteinu alebo podobné zlu€eniny podla predlozeného vynalezu),
alebo c) zlGCenina, ktord znizuje vlastnost nadviazania medzi ligandom
(ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a receptorovym proteinom
alebo podobnou zli¢eninou podla prediozeného vynalezu (zluéenina ad a)) sa

testuje s vyhodou spdsobom stanovenia hore opisaného ligandu.

Predlozeny vynalez poskytuje tiez spdsob testovania zluceniny alebo jej
soi, ktora meni vlastnosti védzby medzi receptorovym proteinom alebo podobnou
zlu¢eninou podla predlozeného vynalezu a ligandom (ligandovym peptidom podia
predlozeného vyndlezu), ktory zahrfiuje porovnanie dvoch nasledujlcich
pripadov: i) pripadu, v ktorom sa receptorovy protein alebo podobna zliéenina
podla predlozeného vynalezu uvedie do styku s ligandom (ligandovym peptidom
podla predlozeného vynalezu) a ii) pripadu, v ktorom sa receptorovy protein
alebo podobna zli¢enina podla predlozeného spdésobu uvedie do styku s
ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a testovanou

zluceninou.

Pri spbsobe testovania podla prediozeného vyndlezu sa uskutoChiuje
porovnanie medzi pripadmi i) a ii) v pojmoch napr. mnozstvo ligandu
(ligandového peptidu podla predloZeného vynélezu), ktory sa nadviaze na

receptorovy protein alebo podobnu zlticeninu, alebo aktivit stimulujicich bunku.
PodrobnejSie, predlozeny vynaez poskytuje nasledujlce sposoby.

1) Spdsob testovania zlUceniny alebo jej soli, ktora meni vlastnosti vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podla predloZzeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou zli¢eninou podia predlozeného
vynalezu, vyznalujici sa tym, Ze sa meria mnozstvo znaéeného ligandu
(ligandového peptidu podla predloZzeného vynalezu) nadviazaného na
receptorovy protein alebo podobnu zli¢eninu podla predlozeného vynalezu v tom
pripade, kedy znaceny ligand (ligandovy peptid podia predlozeného vynalezu) sa
uvedie do styku s receptorovym proteinom alebo podobnou zli&eninou podia
predloZeného vynélezu, a v pripade, kedy sa znaceny ligand (ligandovy peptid
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podla predlozeného vynalezu) a testovana zluCenina uvedi do styku s
receptorovym proteinom alebopodobnou zlGgeninou, a porovna sa nadviazané

mnozstvo znaceného ligandu v tychto dvoch pripadoch.

2) Sposob testovania zluceniny alebo jej soli, ktora meni viastnosti vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou ziiéeninou podla predlozeného
vynalezu, vyznadujuici sa tym, Zze sa meria mnozstvo znaceného ligandu
(ligandovy peptid podla predlozeného vynédlezu) nadviazaného na bunky
obsahujiice receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podfa predlozeného
vynalezu, alebo jeho bunkovou frakciou v pripade, kedy sa znaceny ligand
(ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu) uvedie do styku s bunkami
obsahujlcimi receptorovy protein alebo podobnu zluc¢eninu podla prediozeného
vynalezu, alebo bunkoovu membranou, a v pripade, kedy sa znaceny ligand
(ligandovy peptid podla predioZzeného vynalezu) a testovana zluc¢enina uveda do
styku s bunkami obsahujucimi receptorovy protein alebo podobnu zldéeninu alebo
bunkovii membranu, a porovna sa nadviazané mnozstvo znaceného ligandu v

tychto dvoch pripadoch.

3) Spdsob testovania zlt€eniny alebo jej soli, ktora meni vlastnosti vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou zluc¢eninou podla predloZzeného
vyndlezu, vyznadujuci sa tym, Z2e sa meria mnozstvo znaceného ligandu
(ligandového peptidu podla predlozeného vyndlezu) nadviazaného na
receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu podia predloZzeného vynalezu v
pripade, kedy sa znaceny ligand (ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu)
uvedie do styku s receptorovym proteinom alebo podobnou zliéeninou
exprimovaniu v bunkovej membrane kultivovanim transformantu obsahujiceho
DNA podla predlozeného vynalezu, a v pripade, kedy sa znageny ligand
(ligandovy peptid podl'a predloZzeného vynalezu) a testovana zlti&enina uveda do
styku s receptorovym proteinom alebo podobnou zlGéeninou exprimovanou v

bunkovej membrane kultivovanim transformantu obsahujiceho DNA podla
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predlozeného vynalezu, a porovna sa mnozstvo nadviazaného znaceného ligandu

v tychto dvoch pripadoch.

4) Sposob testovania zluéeniny alebo jej soli, ktora meni vlastnosti vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podlia predlozeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou zli€eninou podla predlozeného
vynalezu, vyznacujuci sa tym, ze sa meraju receptorom sprostredkované aktivity
stimulujuce bunky (napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potlagaju uvolfiovanie
arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intraceluldrneho
Ca®, produkciu intraceluldrneho cAMP, produkciu intracelularneho cGMP,
produkciu inositofosfatu, zmenu membranového potencialu bunky, fosforylaciu
intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH) v pripade, kedy
zluéenina (napr. ligand na receptorovy protein alebo podobnu zlUéeninu podla
predlozeného vynalezu), ktord aktivuje receptorovy protein alebo podobnu
zli€eninu podla predlozeného vynalezu, sa uvedie do styku s bunkami
obsahujucimi receptorovy protein alebo podobnu zluéeninu podla prediozeného
vynélezu a v pripade, kedy sa uvedena zluCenina, ktora aktivuje receptorovy
protein alebo podobnu zlu€eninu podla predlozeného vynalezu a testovana
zlu¢enina uvedu do styku s bunkami obsahujucimi receptorovy protein alebo
podobnu zldceninu podla predlozeného vyndlezu, a porovnaji sa aktivity

stimulacie buniek v tychto dvoch pripadoch.

5) Spbsob testovania zluCeniny alebo jej soli, ktord meni viastnosti vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou zlu¢eninou podla predlozeného
vynélezu, vyznaCujuci sa tym, Ze sa meraju receptorom sprostredkované aktivity
stimulujuce bunky (napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potla¢aji uvolfiovanie
arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intraceluldrneho
Ca®, produkciu intracelularneho cAMP, produkciu intracelularneho cGMP;
produkciu inositofosfatu, zmenu membranového potencialu bunky, fosforylaciu
intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH) v pripade, kedy
zlugenina, ktora aktivuje ligandovy peptid alebo podobni ziiéeninu podria
predlozeného vynalezu (napr. ligand (ligand podla predioZzeného vynalezu) na
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receptorovy protein alebo podobnt zligeninu podl'a predloZzeného vynalezu), sa
uvedie do styku s receptorovym proteinom alebo podobnou zliéeninou podla
predlozeného vynalezu exprimovanym v bunkovej membrane kultivovanim
transformantu obsahujiceho DNA podla predloZzeného vynalezu, a v pripade,
kedy sa uvedena zluCenina, ktoré aktivuje receptorovy protein alebo podobni
zlaceninu podla predloZzeného vynalezu a testovand zliéenina uvedu do styku s
receptorovym proteinom alebo podobnou zluéeninou podla predlozeného
vynalezu exprimovanou v bunkovej membrane kultivovanim transformantu
obsahujuceho DNA podla predloZzeného vyndlezu, a porovnaji sa aktivity
stimulacie buniek v tychto dvoch pripadoch.

Predtym, ako sa ziska receptorovy protein alebo podobna zlGéenina podi'a
predloZzeného vynalezu, by sa malo uskutoénit testovanie agonistu alebo
antagonistu receptora spojeného s G proteinom, pokial' ide o to, &i by kandidatna
zliCenina inhibovala alebo neinhibovala nadviazanie medzi receptorovymi
proteinmi spojenymi s G proteinom a ligandami, pouzitim buniek, tkaniv alebo
frakecii bunkovej membrany obsahujlcej receptorové proteiny spojené s G
proteinom. Ak sa bunky, tkaniva alebo frakcie bunkovej membrany pouzivaju ako
také, nevyhnutne vSak existuji tiez iné receptorové proteiny. Bolo by teda
obtiazne testovat' agonistu alebo antagonistu na poZadované receptorové
proteiny.

Pouzitie receptorového proteinu alebo podobnej zlGZeniny podra
predlozeného vyndlezu umoziuje Uinne testovat' zlugeninu, ktora inhibuje
nadviazanie medzi ligandom a receptorovym proteinom spojenym s G proteinom.
Okrem toho sa méze jednoducho vyhodnotit to, &i testovana zliéenina je agonista

alebo antagonista.

Dalej sa tu bude podrobnejsie opisovat spdsob testovania podia
predlozeného vynalezu.

Po prvé, receptorovy protein alebo podobné zlG&enina podla predlozeného

vynalezu, ktoré sa pouziva pri spésobe testovania podla prediozeného vynalezu,
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méze znamenat' akykolvek protein, pokial' obsahuje hore opisany receptorovy
protein alebo podobnl zlGéeninu podla predlozeného vynalezu, i ked sa s
vyhodou pouziva membranova frakcia cicavéich organov. Na testovanie, ktoré
vyzaduje vacsie mnozstvo receptorového proteinu, je vyhodné pouzit' receptorové

proteiny hojne exprimované rekombinantom.

Pri vyrobe receptorového proteinu alebo podobnej zliéeniny podfa
prediozeného vynadlezu sa mdzu pouzivat hore opisané spdsoby, i ked DNA
podla predlozeného vynalezu sa s vyhodou exprimuje v cicav&ich bunkach alebo
v bunkach hmyzu. Ako DNA fragment kédujuci oblast’ cielového proteinu sa méze
pouzit doplnkova DNA, ale bez obmedzenia na nu. Ako DNA fragment sa
napriklad mézu pouzit' tiez génové fragmenty alebo syntetickd DNA. Aby sa
zaviedol DNA fragment kédujuci receptorovy protein podla prediozeného
vynalezu do hostitel'skych Zivo¢iSnych buniek a aby sa G€inne exprimoval, s
vyhodou sa DNA fragment zahrnie do polyhedronového prométora jadrového
polyhedrosis viru (NPV) patriaceho k baculoviru, prométora odvodeného od SV-
40, prométora retroviru, prométora metalotioneinu, l'udského prométora tepelného
Soku, promoétora cytomegaloviru, SRa prométora atd. v smere ich vlakna.
Mnozstvo a kvalita takto exprimovanych receptorov sa méze skumat' vSeobecne
znamym sposobom, napriklad spésobom opisanym v Nambi P. a spol.: J. Biol.
Chem. 1992, 267, 19555 az 19559.

V spésobe testovania podla predlozeného vyndlezu méze teda latka
obsahujica receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podla predlozeného
vynalezu znamenat' receptorovy protein alebo podobnu zliceninu, ktora sa vycisti
vSeobecne znamymi spdsobmi. Taktiez sa moézu pouzit bunky obsahujlce
receptorovy protein alebo podobni zliCeninu podlfa prediozeného vynalezu,
alebo frakcie bunkovej membrany buniek obsahujuce receptorovy protein alebo

podobnu zlu¢eninu podl'a predloZzeného vynalezu.

Ak sa pri spdsobe testovania podla predlozeného vynalezu pouZivaju

bunky obsahujice receptorovy protein alebo podobnli zluéeninu podla
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predloZzeného vynalezu, tieto bunky sa mézu fixovat' glutaraldehydom, formalinom

atd. Fixacia sa m6ze uskutocnovat' vS§eobecne znamymi spésobmi.

Bunky obsahutce receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu podia
predlozeného vynalezu znamenaju hostitel'ské bunky exprimujice receptorovy
protein alebo podobnu zliéeninu. Medzi priklady takychto hostitel'skych buniek
patria Escherichia coli, Bacillus subtilis, kvasinky, bunky hmyzu a ZivociSne
bunky.

Bunkova membranova frakcia znamena taku frakciu, ktord hojne obsahuje
bunkové membrany pripravené vSeobecne znamym sposobom po rozbiti buniek.
Medzi priklady rozbitia bunky patria rozdrtenie buniek pouZitim Potter-
Elvehjemovho homogenizatora, rozbitie pouzitim Waringovho mie$aca alebo
zariadenia Polytron (vyraba firma Kinematica Inc.), rozbitie pdsobenim ultrazvuku
a rozbitie rozpraSovanim buniek tenkou tryskou za zvySeného tlaku pouzitim
francizskeho lisu alebo podobného zariadenia. Bunkovd membranova
frakcionacia sa uskutocriuje hlavne frakcionaciou za pouzitia odstredivej sily, ako
je odstredovanie pre frakcionaciu a odstredovanie s hustotnym gradientom.
Napriklad kvapalina z rozbitych buniek sa odstreduje pri nizkej rychlosti (500 az
3000 otaCok za minGtu) kratku dobu (norméine asi 1 az 10 minudt), vysledny
supernatant sa potom odstreduje pri vyssej rychlosti (15 000 a2z 30 000 otacok za
minatu) normélne v priebehu 30 minit az 2 hodin. Takto ziskana zrazenina sa
pouzije ako membranova frakcia. Membranova frakcia je bohata na exprimovany
receptorovy protein alebo podobnu zlu¢eninu a membranové zlozky, ako su

fosfolipidy a membranové proteiny pochadzajlice z bunky.

Mnozstvo receptorového proteinu nachadzajuceho sa v bunkach
obsahujlcich receptorovy protein alebo podobnt zli¢eninu v membrénovej frakeii
je s vyhodou 10° a2 10° molekdl na bunku, vyhodejsie 10° a2 107 molekul na
bunku. Ako sa zvySuje mnoZstvo expresie, aktivita viazica ligand na jednotku
membranovej frakcie (Specificka aktivita) sa zvySuje, takze je mozné skontrolovat
nielen vysoko citlivy testovaci systém, ale tiez je mozné rovnakym systémom

testovat' velké mnozstva vzoriek.
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Na zavedenie spdsobov 1) az 3) na testovanie zliCeniny, ktora meni
vlastnosti vazby medzi ligandom (ligandovy peptid podfa predloZeného vynalezu)
a receptorovym proteinom alebo podobnou ziGgeninou podfa predloZzeného
vynalezu je potrebna prislu$na frakcia receptorového proteinu a znaceny ligand.

Receptorova proteinova frakcia s vyhodou znamena frakciu prirodzene sa
vyskytujuceho receptorového proteinu alebo frakciu rekombinantného
receptorového proteinu s aktivitou ekvivalentnou aktivite prirodzene sa
vyskytujuceho proteinu. Pod pojmom ,ekvivalentna aktivita® sa tu mysli, Ze
znamena véazbovu aktivitu ligandu alebo signalnu transdukéna aktivitu, €o je
ekvivalentné s tymi, ktoré existuji v prirodzene sa vyskytujacich receptorovych
proteinoch.

Medzi priklady znaéenych ligandov patria ligandy, ktoré si znaené [PH),
['1), [™C] alebo [*°S].

Podrobnejsie, zlu€enina, ktora meni vlastnost vézby medzi ligandom
(ligandovym peptidom podfa predloZzeného vynalezu) a receptorovym proteinom
alebo podobnou zlu€eninou podfa predlozeného vynalezu, sa stanovuje
nasledujicimi spésobmi. Najskér sa suspendovanim buniek obsahujucich
receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podfa predloZzeného vynalezu alebo
jeho membranovi frakeiu v prislus§nom timivom roztoku pre pouzitie pri spdsobe
stanovenia pripravi §tandardny receptorovy pripravok. MéZe sa pouZit akykofvek
timivy roztok, pokial tento timivy roztok neinterferuje s vazbou ligand-receptor.
Priklady takychto timivych roztokov su fosfore€nanovy timivy roztok alebo Tris-HCI
timivy roztok s hodnotou pH asi 4 aZz 10 (s vyhodou pH asi 6 aZ 8). Na ucel
minimalizovania neSpecifickej vazby sa pripadne méze pridat k timivym roztokom

povrchovo aktivne é&inidlo, ako je CHAPS, Tween-80™

(vyraba firma Kao-Atlas
Inc.), digitonin alebo deoxycholat.Dalejsa na el potlaéenia degradacie receptora
alebo ligandu (ligandovy peptid podfa predlozeného vynalezu) proteazou méze
tiez pridat inhibitor proteazy, ako je PMSF, leupeptin, E-64 (vyraba Peptide
Institute, Inc.) a pepstatin. Dané mnoZstvo (5000 az 500 000 impulzov za minutu)

znadeného ligandu (ligandovy peptid podfa predloZeného vynalezu) sa prida k
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0,01 az 10 ml roztoku receptora, v ktorom je sucasne pritomné 10* M az 10™ M
testovanej zluceniny. Na stanovenie mnozstva nespecifického nadviazania (NSB)
sa pouzije tiez reakéna skumavka obsahujuca vo velkom prebytku neznaceny
ligand (ligandovy peptid podla prediozeného vynalezu). Reakcia sa uskutocnuje
priblizne pri 0 az 50 °C, s vyhodou pri 4 az 37 °C v priebehu asi 20 minut az 24
hodin, s vyhodou asi 30 minut az 3 hodiny. Po skon&eni reakcie sa reakéna zmes
sfiltruje fitranym papierom zo skleneného vlakna atd. a premyje sa prisluSnym
mnozstvom rovnakého timivého roztoku. ZvySujuca radioaktivita na filtraGnom
papieri zo skleneného vldkna sa potom zmeria pomocou kvapalinovej scintilacnej
sondy alebo y-potitaca. Ak sa nespecifické nadviazanie (NSB) odpocita od poctu
impulzov (Bo), ked nie je pritomna ziadna antagonizujica latka a vysledny pocet
impulzov (B, minus NBS) tvori 100 %, testovana zluéenina vykazujlca Specifické
vazbové mnozstvo (B minus NBS), napr. 50 alebo menej %, sa mdze vybrat' ako

kandidatna zlticenina.

Hore uvedeny spdsob 4) alebo 5) testovan;.ja' zluCeniny, ktora meni
vlastnost' vazby medzi ligandom (ligandovym peptidom podla predlozeného
vynalezu) a receptorovym proteinom alebo podobnou zligeninou podia
predlozeného vynalezu, sa mdze uskutocnit' nasledujicim spésobom. V jednom
uskutoéneni sa aktivity stimulujice bunky vyvolané receptorovym proteinom
(napr. aktivity, ktoré podporuju alebo potlaéaju uvolfovanie arachidonovej
kyseliny, uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intracelutarneho Ca*, produkciu
intracelularneho cAMP, produkciu intracelularneho cGMP, produkciu inosilfosfatu,
Zmenu membranového potencialu bunky, fosforylaciu intracelularnych proteinov,
aktivaciu c-fos a znizenie pH) sa mozu stanovit' vSeobecne znamym spdsobom

alebo pouzitim komeréne dostupnej testovacej zostavy.

Konkrétne, bunky, ktoré obsahuju receptorovy protein alebo podobnu
zliéeninu podla predlozenho vynélezu, sa najprv kultivuji na doske s mnohymi
jamkami atd. Pred testovanim sa médium nahradi Cerstvym médiom alebo
prislusnym netoxickym timivym roztokom, nasleduje inkubacia po dant dobu v
pritomnosti testovanej zliceniny atd. Nasledne sa bunky extrahuji alebo sa

supernatant izoluje a prislusnymi spdsobmi sa kvantitativne vyhodnoti vysledny
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produkt. Ak je tazko detekovat' produkciu latky s indexom aktivity stimulujicim
bunky (napr. arachidonovli kyselinu) vdaka degradaénému enzymu
nachadzajucemu sa v bunkach, méze sa pred testom pridat inhibitor proti
takémuto degradujucemu enzymu. Na detekovanie aktivit, ako je aktivita
potlacania produkcie cCAMP, sa zakladna produkcia v bunkach zvysi forskolinom
alebo podobnym spdsobom a potom je mozné detekovat' potladujuci ucinok na

zvySenu zakladnu produkciu.

Na testovanie po¢as merania aktivit stimulujucich bunky su potrebné
bunky, v ktorych sa exprimuje prislusny receptorovy protein. Vyhodné bunky, v
ktorych sa receptorovy protein alebo podobnéa zliéenina podla prediozeného
vynalezu exprimuje, su prirodzene sa vyskytujuca bunkova linia obsahujica
receptorovy protein alebo podobnd zlu€eninu podla predlozeného vyndlezu a
hore uvedena bunkova linia, v ktorej sa exprimuje rekombinantny typ
receptorového proteinu alebo podobné zltéeniny.

Medzi priklady testovanej zlu€eniny patria peptidy, proteiny, nepeptidové
zluceniny, syntetické zliceniny, fermentacné produkty, bunkové extrakty, rastlinné
extrakty a Zivocisne tkanivové extrakty. Tieto testované zli€eniny mézu byt' nové
alebo mézu byt vSeobecne zname.

Zostava na testovanie zlG¢eniny alebo jej soli, ktora meni viastnost' vazby
medzi ligandom (ligandovym peptidom podla prediozeného vynalezu) a
receptorovym proteinom alebo podobnou zlu¢eninou podla predioZzeného
vynalezu obsahuje receptorovy protein alebo podobnu zlu€eninu podla
predlozeného vynalezu, bunky obsahujice receptorovy protein alebo podobnu
zluCeninu podia predlozeného vynalezu alebo membranovld frakciu buniek
obsahujicu receptorovy protein alebo podobnu zliéeninu podla predioZzeného

vynalezu.
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Priklady testovacej zostavy obsahujucej nasledujuce zlozky.
1. Reakéné cinidlo na testovanie
1) TImivé roztoky na test a premyvanie

Hankov vyrovnany solny roztok (vyraba firma Gibco) doplneny o 0,05 %
hovadzieho sérového albuminu (vyraba firma Sigma).

Tieto timivé roztoky sa mdzu sterilizovat' filtraciou membranovym filtrom s
velkostou pérov 0,45 um a skladuja sa pri 4 °C alebo sa mdzu tiez pripravit' po¢as

pouzitia.
2) Pripravok receptorového proteinu spojeného s G proteinom

Bunky CHO, v ktorych sa exprimuje receptorovy protein podla
predloZzeného vynalezu, sa predkultivuji v mnozstve 5.10° buniek na jamku na
doske s 12 jamkami, nasleduje kultivovanie pri 37 °C pod 5 % oxidu uhli¢itého a
95 % vzduchu pocas dvoch dni.

3) Znaceny ligand

Ligand, ktory je znaceny a je komeréne dostupny, obsahuje [*H), ['*1], ['“C),
[*°S] atd.

Produkt vo forme vodného roztoku sa skladuje pri 4 °C alebo -20 °C a riedi

sa na 1 uM timivym roztokom na test pri pouziti.
4) Standardny ligandovy roztok
Ligand sa rozpusti v PBS obsahujacom 0,1 % hovadzieho sérového

albuminu (vyraba firma Sigma), aby sa tak vyrobil 1 mM roztok a ten sa skladuje
pri -20 °C.
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2. Spdsob testovania

1) Bunky CHO exprimujuce receptorovy protein podla predloZzeného
vynalezu sa kultivuju na kultivaénej doske s 12 jamkami. Po dvojitom premyti
CHO-buniek exprimujucich receptorovy protein 1 ml timivého roztoku na kazdy

test sa do kazdej jamky prida 490 ul rovnakého timivého roztoku.

2) Prida sa 5 ul roztoku testovanej zlG&eniny v mnozstve 10° M az 10™"° M.
K systému sa prida 5 ul zna¢eného ligandu a nasleduje inkubdcia pri teplote
miestnosti pocas jednej hodiny. Na stanovenie mnozstva nespecifickej vazby sa k

systému namiesto testovanej zlG&eniny prida 5 pl ligandu v mnozstve 10° M.

3)Reakéné zmes sa z jamky odstrani a trikrat sa premyje 1 ml timivého
roztoku na test. Znaceny ligand nadviazany na bunky sa rozpusti v 0,2N NaOH -
1 % SDS a potom sa zmieSa so 4 ml kvapalného scintilatora A (vyraba Wako
Pure Chemical, Japonsko).

4) Kvapalinovou scintilatnou sondou (vyrédba Beckmann) sa zmeria
radioaktivita a podla nasledujucej rovnice sa vypoéita PMB (percento

maximalneho nadviazania):
PMB = [(B - NSB)/(B, - NSB)] . 100

kde: PMB znamena percento maximalnej vazby,
B znamena hodnotu, ked sa prida vzorka,
NSB znamena nespecificku vézbu a

Bo zZznamena maximalnu vazbu.

Zlacenina alebo jej sol', ktora sa méze ziskat' spdspbom testovania alebo
pomocou testovacej zostavy podla predlozeného vynalezu, znamena zli&eninu,
ktora funguje pre zmenen& viastnosti vazby medzi ligandom (ligandovym

peptidom podla prediozeného vyndlezu) a receptorovym proteinom alebo
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podobnou zluceninou podlfa predlozeného vynalezu. PodrobnejSie - tato
zliCenina zahriuje a) zluCeninu vykazujucu aktivity stimulujlce bunky
sprostredkované receptorom spojenym s G proteinom (napr. aktivity, ktoré
podporuju alebo potlaéaju uvolhovanie arachidonovej kyseliny, uvolfiovanie
acetylcholinu, uvolfiovanie intracelularneho Ca®*, produkciu intracelularneho
cAMP, produkciu intracelularneho cGMP, produkciu inositofosfatu, zmenu
membranoveého potencialu bunky, fosforylaciu intracelularnych proteinov,
aktivaciu c-fos a znizenie pH) (tzv. agonisti na receptorovy protein podla
predlozeného vynalezu), b) zlu¢eniny, ktoré nemaju tuto aktivitu stimulacie bunky
(tzv. antagonisti na receptorovy protein podla predlozeného vynalezu), a c¢)
zlGgeniny, ktoré znizuju vlastnosti vézby medzi ligandom (ligandovym peptidom
podla predlozeného vynadlezu) a receptorovym proteinom podfa predloZzeného

vynalezu.

Medzi priklady takychto zlu€enin patria peptidy, proteiny, nepeptidové
zluceniny, syntetické zlu€eniny a fermentaéné produkty. Tieto zli¢eniny mézu byt

bud nové alebo su v§eobecne zname.

Agonista na receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podla
predlozeného vynalezu ma rovnaku fyziologicku aktivitu ako mé ligand (ligandovy
peptid podla predloZzeného vynalezu) na receptorovy protein alebo podobnu
zluéeninu podla predloZzeného vynalezu. Preto je agonista uzitoény ako bezpeény

a nizkotoxicky farmaceuticky pripravok podla ligandovej aktivity.

Podrobnejsie, agonista na receptorovy protein alebo podobnul zlGéeninu
podla predlozeného vynalezu mé aktivitu potlacujicu metastazy rakoviny a je teda
uzitoény na profylaxiu alebo terapiu vSetkych rakovin (napr. rakoviny plc,
rakoviny Zaludka, rakoviny pecene, rakoviny slinivky brusnej, rakoviny hrubého
¢reva, rakoviny konecénika, rakoviny tragnika, rakoviny prostaty, rakoviny

vajecnikov, rakoviny maternicového hrdla, rakoviny prsnika atd’).

Agonista na receptorovy protein alebo podobni zluéeninu podra
predlozeného vynalezu ma tiez aktivitu spocivajlcu v reguldcii funkcie placenty a
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je teda uzitoény pre profylaktické alebo terapeutické liecivo rakoviny cilie, sneti
hroznovej, invazivnej sneti, spontanneho potratu, fetalnej hypoplazie, dysbolizmu

cukrov, dysbolizmu tukov alebo indukcie pérodu.

Antagonista receptorového proteinu alebo podobnej zluceniny podla
predlozeného vynalezu modze potladit' fyziologicku aktivitu, ktord ma ligand
(ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu) na receptorovy protein alebo
podobnu zluéeninu podla prediozeného vynalezu. Antagonista je teda uzitocny
ako bezpetny a nizkotoxicky farmaceuticky prostriedok na potlaovanie

ligandovej aktivity.

Zlu€enina, ktord znizuje vézbu medzi ligandom (ligandovym peptidom
podla predlozeného vynalezu) a receptorovym proteinom podla predioZzeného
vynalezu, je uzitoénd ako bezpefny a nizkotoxicky farmaceuticky pripravok na
znizenie fyziologickej aktivity, ktord ma ligand (liganadovy peptid podlia
predloZzeného vynalezu) na receptorovy protein alebo podobni zlG¢eninu podia

predlozeného vynalezu.

Ak sa zlucenina alebo jej sol, ktoré je mozné ziskat' spdsobom testovania
alebo testovacou zostavou podla prediozeného vyndlezu, pouziva ako hore
opisany farmaceuticky pripravok, na vyrobu tohto prostriedka sa pouzivajl
konvenéné zariadenia. Napriklad sa méze zliéenina alebo jej sol' vyrobit' vo forme

tabliet, toboliek, elixirov, mikrotoboliek, sterilnych roztokov, suspenzii atd.

Pretoze takto ziskany pripravok je bezpetny a nizkotoxicky, moze sa
podavat' Cloveku alebo cicavcom (napr. kryse, mysi, kraklikovi, ovci, prasatu,

hov&dziemu dobytku, macke, psovi, opici atd’.).

Davka zltG€eniny alebo jej soli (v pripade agonistu) sa meni v zavislosti na
subjekte, ktorému sa podéva, podla cielového organu, priznaku, cesty podavania
atd. Pri orélnom podavani je davka normélne asi 0,1 az asi 100 mg, s vyhodou asi
1,0 az asi 50 mg, vyhodnejsie asi 1,0 az asi 20 mg na der pacientovi s rakovinou
(s hmotnost'ou 60 kg). Pri parenteralnom podavani jedind davka sa meni podia
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zavislosti na subjekte, ktorému sa podava, podla cielového organu, priznaku,
sposobu podavania atd., ale je vyhodné podavat' G¢innu zlozku intravendzne v
dennej davke asi 0,01 az asi 30 mg, s vyhodou asi 0,1 az asi 20 mg, vyhodnejSie
asi 0,1 az asi 10 mg pacientovi s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri inych
Zivo€iSnych druhoch je zodpovedajuca podavana davka takd davka, ktora sa

ziska prevodom na 60 kg hmotnosti.

6) Prostriedok na profylaxiu al/alebo terapiu réznych ochoreni zahriujucich
zlieninu (agonistu, antagonistu), ktora meni vézbové vlastnosti medzi
receptorovym proteinom alebo podobnou zlu¢eninou podla predlozeného

vynalezu a ligandom (ligandovym peptidom podl'a predlozeného vynalezu)

Ako sa uviedlo hore, receptorovy protein alebo podobna zlGéenina podla
prediozeného vynalezu hra dblezitu uUlohu in vivo, ako je aktivita potlacujlca
metastazy rakoviny. Zli¢enina (agonista, antagonista), ktora meni viastnost
vazby medzi receptorovym proteinom alebo podobnou zliéeninou podia
prediozeného vyndlezu a ligandom (ligandovym peptidom podfa predloZzeného
vynalezu), sa mobze pouzivat pre profylaktické alalebo terapeutické ¢inidlo
ochoreni suvisiacich s dysfunkciou receptorového proteinu alebo poodobnej

zluceniny podla predloZzeného vynalezu.

Ak sa hore uvedend zlucenina pouziva ako farmaceuticky prostriedok na
prevenciu a/alebo lieCenie ochoreni suvisiacich s dysfunkciou receptorového
proteinu alebo podobnej zli¢eniny podia predlozeného vynalezu, méZu sa na

vyrobu prostriedka pouzit' konven¢né zariadenia.

Napriklad zlu¢enina sa mdze vyrabat' vo forme tabliet potiahnutych cukrom,
toboliek, elixirov alebo mikrotoboliek pre orélne podavanie a pre parenteralne
podavanie vo forme injektovatelnych pripravkov, ako je sterilny roztok a
suspenzia vo vode alebo s inou farmaceuticky prijatelnou kvapalinou. Tieto
pripravky je mozné vyrabat' zmieS$anim zluCeniny s fyziologicky prijatelnym
znamym nosi¢om, ochutovacim cinidlom, riedidlom, vehikulom, antispetickym
Cinidlom, stabilizagnym ¢&inidlom, pojivom atd. v pozadovanej jednotkovej davkove;
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forma vSeobecne prijatelnym spdsobom na vyrobu farmaceutickych pripravkov.
Uginna zlozka v pripravku sa reguluje na taku dévku, Ze sa prislu$na davka ziska

v danom Specifikovanom rozmedzi.

Medzi prisady mieSatelné s tabletami, tobolkami patri vazbové ¢&inidlo, ako
je Zelatina, kukuriény Skrob, tragant a arabska guma, excipiens, ako je krystalicka
celuléza, napuciavacie dinidlo, ako je kukuricny Skrob, Zelatina a kyselina
alginovd, mazadlo, ako stearat hore¢naty, sladiace ¢inidlo, ako je sacharéza,
laktéza a sacharin, a ochucovacie €inidlo, ako je mata peperna, akamonovy olej a
viSfiovy extrakt. Ak je jednotkova davka vo forme toboliek, mézu sa dalej pouzit
kvapalné nosie, ako su oleje a tuky, spolo¢ne s hore opisanymi prisadami.
Sterilny prostriedok pre injekcie sa mdze zostavit' v§eobecne znamym spdsobom
pouzivanym pri vyrobe farmaceutickych prostriedkov, napr. rozpustenim alebo
suspendovanim Uc€innych zloziek v riedidle, ako je voda pre injekcie s prirodzene
sa vyskytujicim rastlinnym olejom, ako je sézamovy olej a kokosovy olej atd’.,
takZze sa vyrobi farmaceuticky prostriedok. Medzi priklady vodného média pre
injekcie patria fyziologicky solny roztok a izotonicky roztok obsahuijlci glukdzu a
dalSie pomocné Cinidla (napr. D-sorbitol, D-manitol a chlorid sodny) a mézu sa
pouzivat' v kombindcii s prisluSnymi ¢inidlami napomahajucimi rozpustenie, ako je
alkohol (napr. etanol), polyalkohol (napr. propylénglykol a polyetylénglykol),
neiénovym povrchovo aktivnym éinidlom (napr. polysorbat 80™ a HCO-50) atd.
Ako olejové medium sa mdze pouzivat napriklad sézamovy olej a séjovy olej,
ktoré sa mdzu pouzivat' v kombinécii s ¢inidlom napomahajlicim rozpustenie, ako

je benzylbenzoat a benzylalkohol.

Dalej sa mdze zostavovat tiez hore opisané profylaktické/terapeutické
Cinidlo spolu s timivym roztokom (napr. fosforeénanovym timivym roztokom a
timivym  roztokom octanu sodného), ukludiujicim  &inidlom  (napr.
benzalkoniumchloridom a hydrochloridom prokainu), stabilizadtorom (napr.
ludskym sérovym albuminom a polyetylénglykolom), ochrannym &inidlom (napr.
benzylalkoholom a fenolom), antioxidacnym ¢inidlom atd. Takto vyrobena

kvapalina pre injekcie sa norméline naplini do prislusnej ampuly.
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Pretoze takto ziskany prostriedok je bezpeény a nizkotoxicky, méze sa
podavat Cloveku alebo cicavcom (napr. kryse, mysi, kralikovi, ovci, prasatu,

hovadziemu dobytku, macke, psovi, opici atd.).

Davka zlu¢eniny alebo jej soli (v pripade agonistu) sa meni podl'a subjektu,
ktorému sa podava, podla cielového organu, priznaku, cesty podavania atd. Pri
oralnom podavani je davka normalne asi 0,1 az asi 100 mg, s vyhodou asi 1,0 az
asi 50 mg, vyhodnejSie asi 1,0 az asi 20 mg na den pre pacienta s rakovinou (s
hmotnostou 60 kg). Pri paranteralnom podavani sa jednotliva davka meni podla
subjektu, ktorému sa poddva, podla cielového organu, priznaku, spdsobe
podavania atd., ale je vyhodné podavat' G¢innd zloZku intravenézne v dennej
davke asi 0,01 az asi 30 mg, s vyhodou asi 0,1 az asi 20 mg, vyhodnejsie asi 0,1
az asi 10 mg pacientovi s rakovinou (s hmotnostou 60 kg). Pri inych Zivoéi§nych
druhoch je zodpovedajuca podavana davka taka davka, ktora sa ziska prevodom
na 60 kg hmotnosti.

7) Kvantitativne vyhodnotenie receptorového proteinu alebo podobnej
zluceniny podla predlozeného vynélezu alebo ligandového peptidu podia

predlozeného vynalezu

Protildtka na receptorovy protein alebo podobnu ziiéeninu podla
predioZzeného vynalezu alebo na ligandovy peptid podla predlioZzeného vynalezu
je schopna $pecificky rozoznavat' receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu
podla predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podra predloZzeného
vyndlezu a teda sa mdze pouzivat na kvantitativne vyhodnotenie receptorového
proteinu alebo podobnej zluceniny podla predloZzeného vyndlezu alebo
ligandového peptidu podla predloZzeného vynalezu v roztoku testovanej vzorky,
zvlast pri kvantitativnom hodnoteni sendvicovym imunotestom. Predlozeny
vynalez teda poskytuje napriklad nasledujice spdsoby kvantitativneho
hodnotenia:

i) spOsob kvantitativneho hodnotenia receptorového proteinu alebo

podobnej zlic¢eniny podla predlozeného vyndlezu alebo ligandového peptidu
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podla predlozeného vyndlezu v testovanej kvapalnej vzorke, ktora obsahuje
kompetetivne reagujicu latku na receptorovy protein alebo podobnu zlGceninu
podla predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla prediozeného
vyndlezu, testovanu kvapalnu vzorku a znaceny receptorovy protein alebo
podobnu zlGéeninu podl'a predlozeného vynalezu alebo znaceny ligandovy peptid
podla predlozeného vynadlezu, a meranie znaceného receptorového proteinu
alebo podobnej zli¢eniny podla predlozeného vynalezu alebo znadeného
ligandového peptidu podla predlozeného vynalezu nadviazaného na uvedenu

protilatku, a

ii) sposob kvantitativneho hodnotenia receptorového proteinu alebo
podobnej zluéeniny podla predlozeného vyndlezu alebo ligandového peptidu
podfa prediozeného vynalezu v testovanej kvapalnej vzorke, ktora obsahuje
sucasne alebo kontinualne reagujucu testovanu kvapalna vzorku s protilatkou na
receptorovy protein alebo podobnu zluceninu podla predloZzeného vynalezu alebo
ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu imobilizovany na nerozpustnom
nosi€i a znacenu protilatku na receptorovy protein alebo podobnu zluéeninu podla
predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu, a

meranie aktivity znaceného Cinidla na nerozpustnom nosigi.

V hore opisanom spdsobe ii) je vyhodné, aby jedna protilatka bola schopna
rozoznavat' N-koncovu oblast' receptorového proteinu alebo podobnej zluéeniny
podla predlozeného vyndlezu alebo ligandového peptidu podla predlozeného
vyndlezu, zatial ¢o ina protilatka je schopna rozoznavat C-koncovli oblast'
receptorového proteinu alebo podobnej zluc¢eniny podla prediozeného vynalezu

alebo ligandového peptidu podi'a predlozeného vynalezu.

Monoklonalna protilatka na receptorovy protein alebo podobnu zltiéeninu
podla predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla predloZzeného
vynalezu (tu dalej niekedy nazyvany ako monoklondlna protildtka podfa
predlozeného vynalezu) sa mdze pouzivat' na testovanie receptorového proteinu
alebo podobnej zlueniny podla predlozeného vynélezu alebo ligandového

peptidu podla predloZeného vynalezu. Navyse receptorovy protein alebo podobna
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zliéenina podla predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla
predlozeného vynalezu sa méze detekovat tiez pomocou vyfarbovania tkaniv. Pre
tieto ucely sa mdze pouzit tiez molekula protilatky ako taka alebo F(ab’);, Fab“
alebo Fab frakcia molekuly protilatky. Neexistuje ziadne zviastne obmedzenie
spdsobu testovania pouzivajuceho protilatku na receptorovy protein alebo
podobnu zluc¢eninu podla predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podia
predlozeného vynélezu; je mozné pouzit akykolvek spdsob, pokiall sa tyka
spdsobu, v ktorom sa moéze mnozstvo protilatky, antigénu alebo komplexu
protilatka-antigén detekovat' chemickymi alebo fyzikalnymi prostriedkami, pricom
zdavisi na/alebo zodpoveda mnozstvu antigénu (napr. mnozstvo receptorového
proteinu alebo podobnej zlu¢eniny podla predlozeného vynalezu alebo
ligandového peptidu podi'a predlozeného vynalezu) v testovanej kvapalinej vzorke,
ktora sa ma testovat. Potom sa vypogita pouzitim Standardnej krivky pripravenej
standardnym roztokom, ktory obsahuje zname mnozstva antigénu. S vyhodou sa
pouziva napriklad nefrometria, kompetetivny spdsob, imunometricky spdsob a
sendviCovy spdsob; v pojmoch citlivosti a Specificnosti je zviast vyhodny

sendvi€ovy spdsob, ktory sa bude opisovat’' neskor.

Priklady znaciaceho ¢inidla pouzivaného v spdsobe testovania pouzitim
znaciacej latky su radioizotopy, enzymy, fluorescenéné latky, luminiscenéné latky
atd. Priklady radioizotopov su [°H), [}, ['*'I], [°C] atd. Vyhodnymi prikladmi
enzymov su tie enzymy, ktoré su stabilné a ktoré maju vysoku Specificku aktivitu,
medzi ktoré patria fgalaktozidaza, B-glukozidaza, alkalicka fosfotaza, peroxidaza
a jablénanova dehydrogenaza. Priklady fluorescencnej latky su fluoreskamin,
izotiokyanat fluoresceinu atd. Priklady luminiscenénych latok sU luminol,
luminolovy derivét, luciferin, lucigenin atd. Dalej sa mdze na naviazanie protilatky

alebo antigénu na znaciace ¢inidlo pouzit' tiez biotin-avidinovy systém.

Pri imoblizacii antigénov alebo protildtok sa méze pouzit' fyzikdlna
adsorpcia. Rovnako sa m@ze pouzit' tiez chemicka vazba, ktora sa konvenéne
pouziva na imobilizaciou proteinov alebo enzymov. Medzi priklady nosi¢a patria
nerozpustné polysacharidy, ako su agaréza, dextran a celuldza, syntetické Zivice,

ako je polystyren, polyakrylamid a silikén, sklo atd.
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Pri sendvicovom spdsobe sa testovana kvapalna vzorka necha zreagovat' s
imobilizovanou monoklonalnou protilatkou podla predloZzeného vynalezu (prva
reakcia), potom sa necha zreagovat' so znacenou monoklonalnou protilatkou
podla prediozeného vynalezu (druha reakcia) a testuje sa aktivita znaciaceho
¢inidla na nerozpustnom nosiéi, pricom sa stanovi mnozstvo receptorového
proteinu alebo ligandového peptidu podla predlozeného vynélezu v testovanej
kvapalnej vzorke. Prva a druha reakcia sa moézu uskutociiovat' v opaénom poradi,
sucasne alebo postupne s ¢asovym intervalom. Typ znaciaceho ¢inidla a spdsob

imobilizacie mézu byt rovnaké ako su tie, ktoré sa opisovali vyssie.

Pri imunoteste sendviCovym spdsobom nie je vzdy nevyhnutné, aby
protilatka, ktora sa pouzila pre znagenu protilatku a pre pevnu fazu musela byt
jedného typu alebo jedného druhu, ale kvéli zlepSeniu citlivosti merania atd. je

mozné pouzit' zmes dvoch alebo viacej protilatok.

Pri spdsobe testovania receptorového proteinu alebo podobnej zlti¢eniny
podla predlozeného vynalezu alebo ligandového peptidu podla predlozeného
vynalezu sendviCovym spésobom podla predloZzeného vynalezu vyhodné
monoklonaine protilatky podla predlozeného vynalezu, ktoré sa pouZili pre prvt a
druhu reakciu su protilatky, ktorych véazbové miesta na receptorovy protein alebo
podobnu zli€eninu podla predloZzeného vyndlezu su navzajom rézne. Protilatky,
ktoré sa pouzili v prvej a druhej reakcii su teda tie protilatky, v ktorych protilatka,
ktora sa pouzila v druhej reakcii rozoznava C-koncovu oblast' receptorového
proteinu alebo podobnej zlt€eniny, protilatka rozoznavajuca iné miesto nez su C-
koncové oblasti, napr. rozoznavajica N-koncovu oblast, sa s vyhodou pouziva v

prvej reakcii.

Monoklonalna protildtka na receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu
podla prediozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podia predlozeného
vyndlezu sa méze pouzit' v inom testovacom systéme ako je sendvitovy spdsob,
ako je kompetitivny spdsob, imunometricky spdésob a nefrometria. Pri
kompetitivnom spdsobe sa antigén v testovanom roztoku a znadeny antigén

nechaju kompetitivne zreagovat' s protilatkou, potom sa nezreagovany znaéeny



86

antigen (F) a znaceny antigén nadviazany na protilatku (B) oddeli (t. j. rozdelenie
B/F) a zmeria sa znacené mnozstvo bud' B alebo F, aby sa stanovilo mnozstvo
antigénu v testovanom roztoku. Pri reakciach tohto sposobu existuje spbsob
kvapalnej fazy, pri ktorom sa ako protilatka pouziva rozpustna protilatka a
rozdelenie B/F sa uskutoriuje polyetylénglykolom, pricom sa pouziva druha
protilatka na protilatku, a spésob pevnej fazy, v ktorom sa imobilizovana protilatka
pouziva ako prva protilatka alebo sa rozpustna protilatka pouzije ako prva
protilatka a imobilizovana protilatka sa pouziva ako druha protilatka.

Pri imunometrickom spdsobe sa antigén v testovanom roztoku a
imobilizovany antigén nechaju kompetitivne zreagovat' s danym mnoZstvom
znacenej protilatky a nasleduje oddelenie pevnej fazy od kvapalnej fazy; alebo sa
necha zreagovat' antigén v testovanom roztoku a nadbytoéné mnozstvo znacenej
protilatky, potom sa prida imobilizovany antigén, aby sa nadviazala nezreagovana
protilatka na pevnu fazu a pevna faza sa oddeli od kvapalnej fazy. Potom sa
zmeria zna¢ené mnozstvo akejkolvek fazy, aby sa stanovilo mnozstvo antigénu v

testovanom roztoku.

Pri nefrometrii sa meria mnoZstvo nerozpustného sedimentu, ktory sa
vyrobi ako vysledok reakcie antigén-antigén v géli alebo v roztoku. | ked je
mnozstvo antigénu v testovanom roztoku malé a ziska sa iba malé mnozstvo
sedimentu, vhodne sa mdZe pouzit' laserova nefrometria pouzivajuca laserovy
rozptyl.

Pri aplikovani kazdého z tychto imunotestov na spdsob testovania podla
predlozeného vynalezu sa nevyzaduju Ziadne zvlastne podmienky alebo pracovné
postupy. Testovaci systém pre receptorovy protein alebo podobni zlG&eninu
podia predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podfa predloZzeného
vyndlezu méZe sa skonstruovat' vedla podmienok alebo pracovnych postupov
konvencne pouzivanych pre kazdy z tychto spdsobov, pricom sa vezmu do Gvahy
technickeé uvahy zruéného odbornika z oblasti techniky. Pre podrobnosti takychto
konven¢nych technickych prostriedkov je mozné odkazat' na rozmanité sghrnné
¢lanky, knihy a odkazy atd. (napriklad Hiroshi Irie (red.): .Radioimmunoassay"
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(publikované Kodansha, 1974), Hiroshi Irie (red.): ,Radioimmunoassay; Second
Series" (publikované Kodansha, 1979); Eiji Ishikawa a spol. (red.): ,Enzyme
Immunoassay’ (publikované Igaku Shoin, 1978); Eiji Ishikawa a spol. (red.):
.Enzyme Immunoassay" (druhé vydanie) (publikované Igaku Shoin, 1982); Eiiji
Ishikawa a spol. (red.). ,Enzyme Immunoassay" (tretie vydanie) (publikované
lgaku Shoin, 1987); ,Methods in Enzymology*, diel 70 (Immunochemical
Techniques (Cast' A)); tamtiez, diel 73 (Immunochemical Techniques (Cast' B));
tamtiez, diel 74 (Immunochemical Techniques (Cast C)); tamtiez, diel 84
(Immunochemical Techniques (East' D: Selected Immunoassays)); tamtiez, diel 92
(Immunochemical Techniques (Cast' E: Monoclonal Antibodies and General
Immunoassay Methods)); tamtiez diel 121 (Immunochemical Techniques (ast' I:
Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies)) (publikované Academic
Press) atd.).

Ako sa opisovalo hore, receptorovy protein alebo podobna zliéenina podla
predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla predioZzeného vynalezu sa
méze kvantitativne stanovit' s vysokou citlivostou pouzitim protildtky podia

predlozeného vynalezu.

Dalej potom receptorovy protein alebo podobna zli&enina podla
predloZeného vynélezu alebo ligandovy peptid podla prediozeného vynalezu sa
moézZe Kvantitativne stanovit s vysokou citlivostou pouZitim protilatky podra
predlozeného vynalezu tak, ze diagnostikuje rézne ochorenia suvisiace s
dysfunkciou receptorového proteinu podia predloZzeného vynalezu.

Protilatka na receptorovy protein alebo podobni zli&eninu podlia
predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podia predlozeného vynalezu sa
moze pouZivat na Specifické detekovanie receptorového proteinu alebo podobnej
zld€eniny podra predloZzeného vynadlezu alebo ligandového peptidu podla
predloZzeného vynalezu, ktoré moézu byt pritomné v roztoku testovanej vzorky, ako
je telesna kvapalina, tkanivo atd. Protildtka sa moze tiez pouZit' na pripravu
kolony s protilatkou na vycistenie receptorového proteinu alebo podobnej

zldCeniny podla predlozeného vynalezu alebo ligandového peptidu podia
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predlozeného vynalezu, detekciu receptorového proteinu alebo podobnej
zluceniny podla predlozeného vynalezu vo frakciach po vycisteni a analyze
chovania na receptorovy protein alebo podobnu zlu¢eninu podla prediozeného
vynalezu alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynalezu v bunkach, ktoré

sa skumaju.

8) Neutralizacia protilatkou na receptorovy protein alebo podobnu zlu¢eninu
podl'a predlozeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla prediozeného

vynalezu

Aktivita protilatky na receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podla
predloZzeného vynalezu alebo ligandovy peptid podla predlozeného vynélezu,
ktord neutralizuje receptorovy protein alebo podobni zlG€eninu podla
predlozeného vynélezu alebo ligandovy peptid predstavuje aktivitu deaktivovania
funkcie signalnej transdukcie, ktorej sa zU€astriuje receptorovy protein alebo
podobna zluéenina alebo ligandovy peptid. Preto ak ma protilatka neutralizujicu
aktivitu, mdze tato protilatka deaktivovat signélnu transdukciu, ktorej sa
Zucastriuje receptorovy protein alebo podobna zliéenina alebo ligandovy peptid,
napriklad aktivity stimulujice bunky sprostredkované receptorovym proteinom
(napr. aktivit, ktoré podporuju alebo potlacaju uvolfiovanie arachidonovej kyseliny,
uvolfiovanie acetylcholinu, uvolfiovanie intracelularneho Ca**, produkciu
intracelularneho cAMP,  produkciu intraceluldrneho  c¢GMP,  produkciu
inositolfosfatu, zmeny membranového potencialu bunky, fosforylaciu
intracelularnych proteinov, aktivaciu c-fos a znizenie pH). Protilatka sa teda moze
pouzivat' na prevenciu al/alebo lieCenie ochoreni spdsobenych nadexpresiou

proteinu alebo ligandového peptidu.

9) Priprava zivogichov obsahujicich DNA, ktord kéduje receptorovy protein
podl'a predlozeného vynélezu

Pouzitim DNA podla predlozeného vynélezu sa mézu pripravit' transgenné
zivocichy, ktoré exprimuji receptorovy protein alebo podobni zliéeninu podla
predlozeného vyndlezu. Priklady tychto Zivogichov, ktoré sa mdzu pouzit, su



89 .

cicavci (napr. krysa, my$, kralik, ovca, prasa, hovadzi dobytok, macka, pes, opica

atd.). Zvlast vyhodnymi su mysi a kraliky.

Na prenos DNA podla prediozeného vynalezu do cielového zivodicha sa
v§eobecne s vyhodou pouzije DNA v génovej konstrukcii ligovanej v smere vidkna
prométora schopného exprimovat' DNA v zivocisnej bunke. Napriklad, ak DNA
pochadzajuca z kralika podla predlozeného vyndlezu sa prenasa napriklad
génovou konstrukciou, v ktorej sa DNA liguje v smere viakna prométora, ktory
moéze exprimovat’' DNA podl'a predlozeného vynalezu pochadzajlucu zo Zivocicha,
ktora je vysoko homologna s DNA podl'a predloZzeného vynalezu, mikroinjekéne sa
poda do kraliCieho oplodneného vajicka. Moze sa teda pripravit' zZivodich s
prenesenou DNA, ktory je schopny produkovat vysoku hladinu receptorového
proteinu alebo podobnej ziuceniny podla predloZzeného vynalezu. Priklady
prométora, ktoré sa mézu pouzit, si prométor odvodeny od viru a v§adepritomny
expresny promoétor, ako je metalotionein, ale s vyhodou sa pouzivaju NGF génovy

promotor a enolasovy génovy prométor, ktoré sa Specificky exprimuja v mozgu.

Prenos DNA podia predlozeného vynalezu v $tadiu oplodnenej bunky
vajicka zabezpeduje pritomnost DNA vo vSetkych zarodkovych a somatickych
bunkach u cielového zivolicha. Pritomnost receptorového proteinu alebo
podobnej zluceniny podla predlozeného vyndlezu v zarodkovych bunkach v
Zivo€ichovi s prenesenou DNA znamena, Ze vSetky zarodkové a somatické bunky
obsahuju receptorovy protein alebo podobnu zliCeninu podla predloZzeného
vynalezu pri vSetkych potomkoch tohto Zivocicha. Potomkovia tohto Zivodicha,
ktori preberaju gén, obsahuju receptorovy protein alebo podobnu zlGéeninu podl'a

predloZzeného vynalezu vo vietkych zarodkovych a somatickych bunkach.

Transgenny Zivocich, do ktorého sa DNA podla prediozeného vynalezu
prenesie, mdze sa podrobit’ spareniu a rozmnozeniu na generacie za zvyéajnych
podmienok mnozenia ako zivogich nestci DNA, po potvrdeni, 2e sa gén mbze
DNA, sa sparia tak, Ze poskytuji homozygota, ktory ma transdukovany gén v

obidvoch homolégnych chromozémoch a potom sa saméi a samiéi Zivoéichovia
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spéria tak, Zze je mozné takto mnozenim vytvorit' generacie, ktorych potomkovia
obsahuiju tito DNA.

Transgenny zivocich, do ktorého sa prenesie DNA podfa predlozeného
vynalezu, je uzitoény ako zivo€ich na testovanie agonistu alebo antagonistu na
receptorovy protein alebo podobnu zluceninu podla predlozeného vynalezu,
pretoZze receptorovy protein alebo podobna zlu€enina podla predlozeného

vynalezu sa hojne exprimuje.

Transgenny zivocich, do ktorého sa prenesie DNA podla predlozeného
vyndlezu, mdéze sa pouzit' tiez ako bunkovy zdroj pre tkanivovu kultiru.
Receptorovy protein alebo podobna zli¢enina podla prediozeného vynalezu sa
mdze analyzovat' napriklad priamou analyzou DNA alebo RNA v tkanivach mysi s
prenesenou DNA podla predlozeného vynalezu alebo analyzovanim tkaniv
obsahujlcich receptorovy protein exprimovany z génu. Bunky z tkaniv, ktoré
obsahuju receptorovy protein alebo podobna zlGceninu podia prediozeného
vynalezu, sa kultivuju technikou Standardnej tkanivovej kultury. Pouzitim tychto
buniek je mozné Studovat' funkciu buniek z tkaniv, ktoré je zvyCajne obtiazne
kultivovat, napriklad buniek pochadzajucich z mozgu a periférnych tkaniv.
Pouzitim tychto buniek je mozné vybrat také farmaceutické cinidia, ktoré
napriklad zvySuju funkcie réznych tkaniv. Ked je dostupna bunkova linia s
vysokou expresiou, méze sa z tejto bunkovej linie izolovat' a vygistit' receptorovy
protein alebo podobna zli&enina podla predlozeného vynalezu.

V opise a obrazkoch sa uvadzaju kédy nukleotidov a aminokyselin v zhode
s IUPAC-IUB komisiou pre biochemicki nomenklatiru zvyéajnymi kédmi z oblasti
techniky, ktorych priklady sa uvadzaji nizsie. Pri aminokyselinach, ktoré mézu

mat' opticky izomér, je pritomna L forma, pokial' sa neuvadza inagé.

DNA: deoxyribonukleova kyselina

cDNA: komplementarna deoxyribonukleova kyselina



Val:
Leu:
lle:
Ser:
Thr:
Cys:
Met:
Glu:
Asp:
Lys:
Arg:
His:
Phe:
Tyr:
Trp:
Pro:

Asn:

adenin
tymin
guanin

cytozin

ribonukleova kyselina
mesengerova ribonukleova kyselina
deoxyadenozin-trifosfat
deoxytymidin-trifosfat
deoxyguanozin-trifosfat

deoxycytidin-trifosfat

adenozin-trifosfat

kyselina etyléndiamintetraoctova

dodecylsulfat sodny
glycin

alanin

valin

leucin

izoleucin

serin

treonin

cystein

metionin

kyselina glutamova
kyselina aspartova
lyzin

arginin

histidin

fenylalanin

tyrozin

tryptofan

prolin

Asparagin



Gin:
pGlu:
Me:
Et:
Bu:
Ph:
TC:

92

glutamin
pyroglutamova kyselina
metylova skupina
etylova skupina
butylova skupina
fenylova skupina

tiazolidin-4(R)-karboxamidova skupina

Substituenty, chraniace skupiny a reakéné cCinidla zvyCajne pouzivané v

tomto spise sa oznacéuju nizsie uvedenymi kodmi.

Tos:
CHO:
Bzl
Cl,Bzl:
Bom:
Z
Cl-Z:
Br-Z:
Boc:
DNP:
Trt:
Bum:
Fmoc:
HOBt:

HOOBt:

HONB:
DCC:
BHA:
MeBzlI:
OcHex:

p-toluénsulfonyl

formyl

benzy|

2,6-dichlérbenzyl
benzyloxymetyl
benzyloxykarbonyi
2-chlorbenzyloxykarbonyl
2-brémbenzyloxykarbonyl
terc.butoxykarbonyl
dinitrofenol

trityl

terc.butoxymetyl
N-9-fluérfenylmetoxykarbonyl

1-hydroxybenztriazol

3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazin
1-hydroxy-5-norbornen-2,3-dikarboximid

N,N’-dichlérhexylkarbodiimid
benzhydrylamin
4-metylbenzyl

cyklohexylester



e Tels o e e
93 .:. .:.. .... : *

NMP: N-metylpyrolidéon
TFA: trifludroctova kyselina

Cisla identifikujuice sekvencie (sekv. id. &.) v zozname sekvencii tohto spisu
znamenaju nasledujuce sekvencie.

Sekv. id. &. 1
Aminokyselinova sekvencia receptorového proteinu spojeného s G
proteinom rOT7T175 podla predlozeného vynalezu pochadzajuceho z krysieho

malého mozgu.

Sekv. id. €. 2

Nukleotidova sekvencia cDNA kédujuca receptorovy protein spojeny s G
proteinom rOT7T175 podla predlozeného vynalezu z krysieho malého mozgu
obsahujuca aminokyselinovl sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. €. 1.

Sekv. id. ¢. 3

Nukleotidova sekvencia priméru 1, ktora sa pouzila na klonovanie cDNA
koédujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom rOT7T175 podla
predlozeného vynalezu z krysieho malého mozgu.

Sekv. id. €. 4
Nukleotidova sekvencia priméru 2, ktora sa pouzila na klonovanie cDNA
kédujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom hOT7T175 podla

predlozeného vynéalezu z krysieho malého mozgu.

Sekv.id. ¢. 5
Aminokyselinova sekvencia receptorového proteinu spojeného s G
proteinom hOT7T175 podla predlozeného vynalezu z ludského mozgu.

Sekv. id. €. 6
Nukleotidova sekvencia cDNA kddujuca receptorovy protein spojeny s G

proteinom hOT7T175 podla predloZzeného vynalezu z [udského mozgu
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obsahujuceho aminokyselinovl sekvenciu predstavovani sekvenciou sekv. id. €.
5.

Sekv.id. ¢. 7

Nukleotidova sekvencia sondy, ktora sa pouzila na klonovanie cDNA
kddujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom hOT7T175 podla
predlozeného vynalezu z l'udského mozgu.

Sekv. id. €. 8

Nukleotidova sekvencia priméru 1, ktory sa pouzil na klonovanie cDNA
koédujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom hOT7T175 podla
predlozeného vynalezu z ludského mozgu.

Sekv.id. €. 9
Nukleotidova sekvencia priméru 2, ktory sa pouZil na klonovanie cDNA
koédujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom hOT7T175 podla

prediozeného vynalezu z ludského mozgu.

Sekv. id. €. 10
Aminokyselinova sekvencia peptidu (1 az 54), ktora sa opisala v priklade 3.

Sekv. id. &. 11

Aminokyselinova sekvencia peptidu (40 az 54), ktora sa opisala v priklade

Sekv. id. €. 12

Aminokyselinova sekvencia peptidu (45 az 54), ktora sa opisala v priklade

Sekv. id. €. 13

Aminokyselinova sekvencia peptidu (46 az 54), ktora sa opisala v priklade



Sekv. id. &. 14
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Aminokyselinova sekvencia peptidu (47 az 54), ktora sa opisala v priklade

3.
Sekv. id. €. 15
Nukleotidova sekvencia DNA

uvedena ako sekvencia sekv. id. ¢. 10.

Sekv. id. ¢. 16
Nukleotidova sekvencia DNA

uvedena ako sekvencia sekv. id. ¢. 11

Sekv. id. ¢. 17
Nukleotidova sekvencia DNA

uvedena ako sekvencia sekv. id. €. 12.

Sekv. id. &. 18
Nukleotidova sekvencia DNA

uvedena ako sekvencia sekv. id. ¢. 13.

Sekv. id. €. 19
Nukleotidova sekvencia DNA

uvedena ako sekvencia sekv. id. €. 14.

Sekv. id. €. 20

Aminokyselinova sekvencia produktu KiSS-1

Sekv. id. €. 21

kédujuca

kédujuca

kodujuca

kédujuca

kddujuca

aminokyselinovu

aminokyselinovu

aminokyselinovu

aminokyselinovu

aminokyselinovu

sekvenciu

sekvenciu

sekvenciu

sekvenciu

sekvenciu

, ktora sa opisuje v priklade 3.

Aminokyselinova sekvencia peptidu (48 az 54), ktora sa opisuje v priklade

Sekv. id. €. 22

Nukleotidova sekvencia DNA kodujuca aminokyselinovi sekvenciu

uvedena ako sekvencia sekv. id. €. 21.
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Escherichia coli transformant DG10B/pAK-rOT175, ktory sa ziskal v niz$ie
opisanom priklade 1 sa ulozil na Ministerstve pre medzinarodny obchod a
priemysel, Agentury pre priemyselnt vedu a technoldgiu, Narodného Ustavu pre
biovedy a ludsku technoldgiu (Ministry of International Trade and Industry,
Agency for Industrial Science and Technology, National Institute of Bioscience
and Human Technology (NIBNH) pod pristupovym c¢islom FERM BP-6553 21.
oktdbra 1998 a v Ustave pre fermentaciu, Osaka (Institute for Fermentation,
Osaka; IFO) pod pristupovym &islom IFO 16 209 1. oktobra 1998.

Escherichia coli transformant DG10B/pCMV-hOT175, ktory sa ziskal v
nizSie opisanom priklade 2 sa ulozil na Ministerstve pre medzinarodny obchod a
priemysel, Agentury pre priemyselnt vedu a technoldgiu, Narodného ustavu pre
biovedy a ludsku technol6giu (Ministry of International Trade and Industry,
Agency for Industrial Science and Technology, National Institute of Bioscience
and Human Technology (NIBNH) pod pristupovym ¢islom FERM BP-6648 21.
februdra 1999 a v Ustave pre fermentaciu, Osaka (Institute for Fermentation,
Osaka; IFO) pod pristupovym Cislom IFO 16 258 9. februara 1999.

Priklady uskutoénenia vynélezu

PredloZeny vynélez sa nizsie podrobne opisuje pomocou prikladov, ale bez
umyslu obmedzit na ne rozsah predloZzeného vyndlezu. Spdsoby génovej
manipuléacie pouZivajlice Escherichia coli sa uskutoéhovali podla spdsobov
opisanych v Molekulovom klonovani.

Priklad 1

Klonovanie cDNA kédujica receptorovy protein spojeny s G proteinom

pochadzajuceho z krysieho malého mozgu a stanovenie nukleotidovej sekvencie

Pouzitim cDNA krysieho malého mozgu ako templatu a dvoch primérov,
konkrétne priméru 1 (sekv. id. €. 3) a priméru 2 (sekv. id. &. 4) sa uskutoéni PCR.



97 .

Reakény roztok v hore uvedenej reakcii pozostaval z 1/10 objemu cDNA pre
templat, 1/50 objemu zmesi Advantage cDNA Polymerazy Mix (Clontec Inc.), 0,2
uM priméru 1 (sekv. id. €. 3), 0,2 uM piméru 2 (sekv. id. ¢. 4), 200 uM dNTP a
timivého roztoku, ktory sa pridal k enzymu tak, aby konecny objem bol 50 uM. Pri
PCR reakcii 1) reakény roztok sa zohrieva 2 minaty na 94 °C, 2) cyklus
zohrievania na 94 °C pocas 30 sekund s nasledujicimi 2 minutami pri 72 °C sa
trikrat zopakuje, 3) cyklus zohrievania na 94 °C pocas 30 sekund s nasledujucimi
2 minutami pri 68 °C sa trikrat zopakuje, 4) cyklus zohrievania na94 °C pocas 30
sekund s nasledujucimi 30 sekundami pri 64 °C a 2 minatami pri 68 °C sa
zopakuje tridsatkrat a 5) konecne sa uskutocni predlZzovacia reakcia 8 minut pri
68 °C. Po skonéeni PCR reakcie sa produkt subklonuje do plazmidového vektora
pCR2.1 (Invitrogen Inc.) podla instrukcii pripojenych k zostave TA cloning kit
(Invitrogen Inc.), ktory sa potom zavedie do Escherichia coli DH5a a uskutoéni sa
selekcia klonov obsahujucich cDNA na LB agarovych platniach obsahujtcich
ampicilin. Sekvencia kazdého klonu sa analyzuje na ziskanie cDNA sekvencie
(sekv. id. €. 2) kddujuca novy receptorovy protein spojeny s G proteinom. Novy
receptorovy protein spojeny s G proteinom obsahujuci aminokyselinocl sekvenciu
(sekv. id. €. 1) odvodenu od cDNA sa oznacil rOT7T175.

Plazmid pAK-rOT7T175, v ktorom sa subklonovala cDNA (sekv. id. ¢. 2)
kddujuca receptorovy protein spojeny s G proteinom rOT7T175 podla
predlozeného vynalezu z krysieho malého mozgu sa zaviedol do Escherichia coli
DH10B podla vSeobecne znameho spdsobu. Ziskal sa transformant Escherichia
coli DH10B/pAK-rOT175.

Priklad 2

Klonovanie cDNA kodujica receptorovy protein spojeny s G proteinom

pochadzajuceho z ludského mozgu a stanovenie nukleotidovej sekvencie

Klonovanie cDNA sa uskutocnilo podl'a protokolu GENE TRAPPER (Life
Technologies, Inc.). Po biotinylacii sondy (sekv. id. & 7) sa sonda hybridizovala

jednovlaknovou fudskou mozgovou cDNA kniznicou (Superscript cDNA Library,
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Life Technologies, Inc.). Takto ziskany jednovidknovy gén sa premenil na
dvojviakno pouzitim priméru 1 (sekv. id. €. 8). Potom, ¢o sa tento gén zaviedol
elektroporaciou do Escherichia coli DH10B, sa tento gén nechal rast' na selekénej
platni doplnenej o ampicilin, aby sa ziskali transformanty. Elektroporacia sa
uskutocnila pri napati 1,8 kV pouzitim zariadenia E. coli pulser (BIORAD, Inc.).
Takto ziskané transformanty sa podrobili selekcii koléniou PCR pouzitim sondy
(sekv. id. & 7) a priméra 2 (sekv. id. €. 9). Ziskal sa transformant E. coli
DH10B/pCMF-hOT175. Novy receptorovy protein spojeny s G proteinom
obsahujuci aminokyselinovi sekvenciu (sekv. id. ¢. 5) odvodeny od cDNA sa
oznacil hOT7T175. Pri PCR kolénii reakény roztok pozostaval z 1/50 objemu
zmesi Advantage cDNA Polymerazy Mix (Clontec Inc.), 0,2 uM priméru 1 sekv. id.
&. 7), 0,2 pM priméru 2 (sekv. id. & 9), 200 pM dNTP, 1/25 objemu DMSO a
timivého roztoku pridaného k enzymu tak, aby bol koneény objem 10 ul. Pri PCR
reakcii 1) reakény roztok sa zohrieva 10 minut na 94 °C a 2) cyklus zohrievania
na 94 °C pocas 10 sekund s nasledujucimi 10 sekundami pri 60 °C a 1 minGtu pri
68 °C sa zopakuje dvadsatpéat-krat. Po skonéeni PCR reakcie sa produkt
subklonuje do plazmidového vektora pCR2.1 (Invitrogen Inc.) podfa instrukcii
pripojenych k zostave TA cloning kit (Invitrogen Inc.), ktory sa potom zavedie do
Escheria coli DH10B. Potom sa uskuto¢ni selekcia klonov obsahujucich cDNA na
LB agarovom médiu obsahujicom ampicilin. Sekvencia kazdého klonu sa
analyzuje na ziskanie cDNA sekvencie (sekv. id. €. 6) kédujucu novy receptorovy
protein spojeny s G proteinom. Novy receptorovy protein spojeny s G proteinom
obsahujucim aminokyselinovi sekvenciu (sekv. id. &. 5) odvodeny od cDNA sa
oznacil hOT175.

Priklad 3

Testovanie peptidu aktivujuceho rOT175 (osiroteny receptor)

1-1 Syntéza peptidu

Peptid, ktory ma sekvenciu (sekv. id. ¢. 10) 54 aminokyselinovych zvyskov

od 68 (Gly) do 121 (Phe) v produkte génu potlaajiceho metastazy rakoviny
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(KiSS-1), nadjdeny v génovej databaze sa modze syntetizovat' nasledujicim

spésobom (pricom peptid sa tu dalej oznacuje ako peptid (1 az 54).

Navyse sa nasledujucim postupom syntetizovali C-koncové peptidy peptidu
(1 az 54) (sekv. id. &. 10), konkrétne peptid (40 az 54) (sekv. id. €. 11), peptid (45
az 54) (sekv. id. €. 12), peptid (46 az 54) (sekv. id. €. 13), peptid (47 az 54) (sekv.
id. ¢. 14), a peptid (48 az 54) (sekv. id. ¢. 21).

1) Priprava peptidu (40 az 54)

Komercne dostupna zivica p-metyl-BHA (0,77 mmdlu/g Zivice) sa naplnila
do reakcnej nadrze syntetizatora peptidov ABI 430A. Potom sa do Zivice v tomto
poradi podla Boc-stratégie (NMP-HOBt) syntézy peptidov zaviedli Boc-Phe, Boc-
Arg(Tos), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl), Boc-Asn, Boc-Trp(CHO),
Boc-Asn, Boc-Tyr(Br-Z), Boc-Asn, Boc-Pro, Boc-Leu, Boc-Aso(OcHex) a Boc-
Lys(Cl-Z), aby sa ziskala pozadovana chranena peptidova zivica. Tato Zzivica,
0,12 g, sa miesala 60 minut pri 0 °C v 10 ml bezvodého fluorovodika, ktory
obsahoval 1 ml p-krezolu a 1,2 ml 1,4-butandiolu. Potom sa fluorovodik vakuovo
oddestiloval. K zvySku sa pridal dietyléter a zrazenina sa odfiltrovala. K zrazenine
sa po extrakcii pridal 50% vodny roztok kyseliny octovej a nerozpustné materialy
sa odstranili. Ked' sa extrakt dostatocne skoncentroval, koncentrat sa naniesol na
kolénu (2,0 krat 80 cm) so Sephadexom (obchodny nazov) G-25 naplinenou 50%
vodnym roztokom kyseliny octovej. Nasledovalo vyvijanie rovnakym
rozpustadlom. Hlavné frakcie sa spojili a lyofilizovali. Ziska sa 40 mg bielych
praskov. Polovica objemu tychto praSkov sa naniesla na chromatografickd kolénu
s obratenymi fazami (2,6 krat 60 cm) naplnenu LiChroprepom (obchodny nazov)
RP-18 s nasledujucim premytim 200 ml vody, ktora obsahuje 0,1% TFA. Potom sa
uskutocnila elucia linearnym hustotnym gradientom s 300 ml 0,1% TFA a 300 ml
0.1% TFA obsahujucim 33 % acetonitrilu. Hlavné frakcie sa spojili a lyofilizovali.
Ziska sa tak 4,1 mg pozadovaného peptidu. Hmotnostné spektrum (M+H)* 1869,9
(vypocitané 1969,9). Eluéna doba na HPLC: 18,6 minuty. Podmienky na koléne:
koléna: Wakosil 5C18T, 4,6 krat 100 mm, eluent: eltcia linedrnym hustotnym
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gradientom s eluentami A/B od 95/5 do 45/565 s pouzitim vodnej 0,1% TFA ako
eluentu A a acetonitrilu obsahujiceho 0,1% TFA (25 minut). Prietok: 1,0 mi/min.

2) Priprava peptidu (45 az 54)

Komercne dostupna zivica p-metyl-BHA (0,77 mmolu/g zivice) sa naplinila
do reakénej nadrze syntetizatora peptidov ABI 430A. Potom sa do zivice v tomto
poradi podla Boc-stratégie (NMP-HOBt) syntézy peptidov zaviedli Boc-Phe, Boc-
Arg(Tos), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl), Boc-Asn, Boc-Trp(CHO),
Boc-Asn a Boc-Tyr(Br-Z), aby sa ziskala pozadovana chranena peptidova zivica.
Tato zivica, 0,11 g, sa spracovala podobnym spésobom ako v hore uvedenom
spdsobe ad 1) na odstrafiovanie chraniacich skupin. Ziska sa tak 2,2 mg
pozadovaného peptidu. Hmotnostné spektrum (M+H)' 1302,5 (vypoditané
1302,6). Eluéna doba na HPLC: 18,7 minuty. Podmienky na koldne: koléna:
Wakosil 5C18T, 4,6 krat 100 mm, eluent: eltcia linearnym hustotnym gradientom
s eluentami A/B od 95/5 do 45/55 s pouzitim vodnej 0,1% TFA ako eluentu A a

acetonitrilu obsahujiceho 0,1% TFA (25 minut). Prietok: 1,0 mi/min.

3) Priprava peptidu (46 az 54)

Komeréne dostupna Zivica p-metyl-BHA (0,77 mmolu/g Zivice) sa naplnila
do reakénej nadrze syntetizatora peptidov ABI 430A. Potom sa do Zivice v tomto
poradi podla Boc-stratégie (NMP-HOBt) syntézy peptidov zaviedli Boc-Phe, Boc-
Arg(Tos), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl), Boc-Asn, Boc-Trp(CHO) a
Boc-Asn, aby sa ziskala pozadovana chranena peptidova Zivica. Tato Zivica, 0,11
g. sa spracovala podobnym spdsobom ako v hore uvedenom spdsobe ad 1) na
odstranovanie chraniacich skupin. Ziska sa tak 3,4 mg pozadovaného peptidu.
Hmotnostné spektrum (M+H)" 1139,6 (vypoditané 1139,6). Eluéna doba na HPLC:
18,1 minuty. Podmienky na koléne: koléna: Wakosil 5C18T, 4,6 krat 100 mm,
eluent: eltcia linearnym hustotnym gradientom s eluentami A/B od 95/5 do 45/55
s pouzitim vodnej 0,1% TFA ako eluentu A a acetonitrilu obsahujticeho 0,1% TFA
(25 minut). Prietok: 1,0 ml/min.
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4) Priprava peptidu (47 az 54)

Komeréne dostupna zivica p-metyl-BHA (0,77 mmélu/g Zivice) sa naplnila
do reakénej nadrze syntetizatora peptidov ABI 430A. Potom sa do zivice v tomto
poradi podla Boc-stratégie (NMP-HOBt) syntézy peptidov zaviedli Boc-Phe, Boc-
Arg(Tos), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl), Boc-Asn a Boc-Trp(CHO),
aby sa ziskala pozadovana chranena peptidova zZivica. Tato Zivica, 0,12 g, sa
spracovala podobnym spésobom ako v hore uvedenom spbsobe ad 1) na
odstranenie chraniacich skupin. Ziska sa tak 13,0 mg pozadovaného peptidu.
Hmotnostné spektrum (M+H)" 1025,5 (vypoéitané 1025,5). Eluéna doba na HPLC:
17,6 minuty. Podmienky na kolone: koléna: Wakosil 5C18T, 4,6 krat 100 mm,
eluent: elucia linearnym hustotnym gradientom s eluentami A/B od 95/5 do 45/55
s pouzitim vodnej 0,1% TFA ako eluentu A a acetonitrilu obsahujiceho 0,1% TFA
(25 minuat). Prietok: 1,0 mi/min.

5) Priprava peptidu (48 az 54)

Komeréne dostupnd Zivica p-metyl-BHA (0,77 mmaélu/g Zivice) sa napinila
do reakénej nadrze syntetizatora peptidov ABI 430A. Potom sa do Zivice v tomto
poradi podla Boc-stratégie (NMP-HOBt) syntézy peptidov zaviedli Boc-Phe, Boc-
Arg(Tos), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl) a Boc-Asn, aby sa ziskala
pozadovana chranena peptidova zivica. Tato zZivica, 0,16 g, sa miesala v 10 ml
bezvodého fluorovodika spolu s 1 ml p-krezolu 60 minat pri 0 °C. Reakéna zmes
sa potom spracovala podobnym spdsobom ako v hore uvedenom spdsobe ad 1).
Ziska sa tak 29,0 mg pozadovaného peptidu. Hmotnostné spektrum (M+H)* 839,5
(vypocitané 839,5). Eluéna doba na HPLC: 15,6 minuty. Podmienky na koléne:
koléna: Wakosil 5C18T, 4,6 krat 100 mm, eluent: ellcia linearnym hustotnym
gradientom s eluentami A/B od 95/5 do 45/55 s pouzitim vodnej 0,1% TFA ako
eluentu A a acetonitrilu obsahujuceho 0,1% TFA (25 minat). Prietok: 1,0 mi/min.
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6) Priprava peptidu (1 az 54)

Peptid (1 aZ 54) sa mdze pripravit' tak, ze sa komercne dostupna Zzivica p-
metyl-BHA (0,77 mmalu/g zivice) napini do reakénej nadrze syntetizatora peptidov
ABI 430A. Potom sa v nasledujucom poradi zavedu: Boc-Phe, Boc-Arg(Tos), Boc-
Leu, Boc-Gly, Boc-Phe, Boc-Ser(Bzl), Boc-Asn, Boc-Trp(CHO), Boc-Asn, Boc-
Tyr(Br-Z), Boc-Asn, Boc-Pro, Boc-Leu, Boc-Asp(OcHex), Boc-Lys(Cl-Z), Boc-
Glu(OcHex), Boc-Arg(Tos), Boc-Gin, Boc-Val, Boc-Leu, Boc-Val, Boc-Ala, Boc-
Gly, Boc-GiIn, Boc-Pro, Boc-Ala, Boc-Pro, Boc-lle, Boc-GIn, Boc-Arg(Tos), Boc-
Ser(Bzl), Boc-His(Bom), Boc-Pro, Boc-Ala, Boc-Ser(Bzl), Boc-Leu, Boc-Gly, Boc-
Pro, Boc-Gin, Boc-GIn, Boc-Arg(Tos), Boc-Ser(Bzl), Boc-Gly, Boc-Ser(Bzl), Boc-
Ser(Bzl), Boc-Glu(OcHex), Boc-Pro, Boc-Pro, Boc-Pro, Boc-Ser(Bzl), Boc-Leu,
Boc-Ser(Bzol), Boc-Thr(Bzl) a Boc-Gly, aby sa ziskala pozadovana chranena
peptidova zivica. Potom sa z chranenej peptidovej Zivice odstrania chraniace

skupiny rovnako ako v ad 1) hore uvedeného spdsobu vyroby peptidu (40 az 54).

1-2) Meranie aktivity zvySujucej koncentraciu intracelularneho Ca iénu pouzitim
FLIPR

Stabilnd expresna bunkova linia rOT7T175 sa ziskala transdukciou
expresného plazmidu pAK-rOT175 pre zivocisnu bunku do bunky CHO/dhfr
pouzitim zostavy CellPhect Transfection Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.).
Najprv sa 240 ml timivého roztoku (pripojeny k zostave CellPhect Transfection Kit)
prida k 9,6 mg plazmidovej DNA rozpustenej v 240 mi destilovanej vody. Zmes sa
potom mie$a. Potom, ¢o sa zmes necha 10 minut usadzovat, sa k zmesi prida 480
ml timivého roztoku B (pripojeny k zostave CellPhect Transfection Kit). Zmes sa
intenzivne mieSa. Vytvoria sa lipozémy obsahujlice DNA. Potom sa na 60mm
Petriho misku nao&kuje 4.10° buniek CHO/dhrf (ziskané od ATCC). Po kultivovani
buniek v Hamovom F-12 médiu (Nissui Seyaku Co., Ltd.) doplnenom 10%
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plodovym hovadzim sérom (Bio Whittaker, Inc.) 2 dni pri 37 °C v 5 % plynného
oxidu uhli¢itého sa k bunkam v Petriho miske prikvapka 480 ml lipozémov. Po 6
hodinach kultivacie buniek pri 37 °C v 5 % plynného oxidu uhli¢itého sa bunky
dvakrat premyju Hamovym F-12 médiom bez séra. K bunkam v Petriho miske sa
prida 15% glycerol a nasleduje spracovanie po€as 2 minut. Bunky sa opét' dvakrat
premyju Hamovym F-12 médiom bez séra. Nasleduje inkubacia v Hamovom F-12
médiu dopinenom 10 % plodového hovéadzieho séra v priebehu 15 hodin pri 37 °C
v 5 % plynného oxidu uhli¢itého. Bunky sa disperguju spracovanim s trypsinom,
aby sa izolovali z Petriho misky. Izolované bunky sa naockuji na dosku so
Siestimi jamkami v mnozstve 1,25.10* buniek/jamku a zaéne sa s inkub&ciou
poéas 15 hodin pri 37 °C v Dullbeccom modifikovanom Eagleho médiu (DMEM)
(Nissui Seiyaku Co., Ltd.) obsahujicom 10 % dialyzovaného plodového
hovédzieho séra (JRH Bioscience, Inc.) v § % plynného oxidu uhli¢itého.
Plazmidom transdukované transformanty CHO buniek rastli v médiu, ale
netransdukované bunky postupne zomreli. Médium sa vymenilo prvy a druhy den,
aby sa ostranili mitve bunky. Sledovalo sa priblizne 20 kolénii transformantov
CHO buniek, ktoré si udrzali rast o6smy az desiaty defi po inkubacii. Zo
selektovanych buniek sa izolovala DNA pouzitim komeréne dostupnej zostavy na
izolaciu RNA. Aplikovanim vSeobecne znameho spdsobu RT-PCR na nasledujlce
stupne sa vybral 23. klon rOT7T175 exprimujici CHO bunky (tu dalej skracovany
ako rOT7T175-23), ktory exprimuje receptorovy gén rOT7T175 vo vysokej
hladine.

Na kontrolu sa pouzil 24. klon CHO buniek exprimujuci ETA (tu dalej
skracovany ako ETAZ24; pozri Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics 1996, 279, 675 az 685).

Stanovila sa aktivita zvySujuca koncentraciu intracelularneho Ca i6nu
syntetickych peptidov ziskanych v ad 1-1) opisana hore v rOT7T175-23 a ETA-24
pouzitim FLIPR (Molecular Devices, Inc.).

Ako rOT7T175-23 tak aj ETA24 bunky sa pouzili po subkultivovani tychto

buniek v DMEM doplnenom 10 % dialyzovaného plodového hovadzieho séra (tu
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dalej skracovany ako dFBS). Bunky rOT7T175-23 a ETA24 sa suspendovali v
médiu (10% dFBS-DME) v mnozstve 15.10* buniek/ml. Kazdych 200 pl (3,0.10*
buniek/200 ul) suspenzie sa naockovalo na dosku s 96 jamkami pre FLIPR
(Gierna doska s &irym dnom, Coster, Inc.) dodavacim zariadenim. Nasleduje
inkubécia cez noc pri 37 °C v inkubatore s 5 % CO,. Pouzili sa takto inkubované
bunky (tu dalej oznacované ako bunky z dosky). Potom sa zmieSalo 21 ml
HANKS/HBSS (9,8 g Hankovho média, 0,35 g hydrogénuhlig¢itanu sodného, 20 ml
1M HEPES média; po upraveni na pH 7,4 1N hydroxidom sodnym sa zmes
sterilizovala filtrom, 210 ul 250mM Probenecidu a 210 ul plodového hovadzieho
séra (FBS) (HANKS/HBSS-Probenecid-FBS). Dalej sa dve ampulky Fluo-3-AM
(60 pg/ampulku) rozpustia v 42 ul dimetylsulfoxidu a 42 ul 20% pluronovej
kyseliny. Vysledny roztok sa pridd k 20 ml hore opisaného HANKS/HBSS-
Probenecid-FBS a zmes sa premieSa. Ked sa odstrani kultivaény roztok, k
bunkam z dosky sa prida 100 pl tejto zmesi na kazdua jamku pouzitim pouzitim
osmistrannej pipety. Nasleduje jednohodinova inkubacia pri 37 °C v inkubatore s
5 % CO, (pigmentova napli). Peptid sa rozpusti v dimetylsulfoxide na
koncentraciu 1.10° M. K 0,002 ml (1.10°M) tohto peptidového roztoku v
dimetylsulfoxide sa po zriedeni (koneéna koncentracia 1.10° M na test aktivity)
pridd 0,066 ml HANK/HBSS obsahujuceho 2,5mM Probenecid a 0,2% BSA.
Potom sa po zriedeni prida 0,009 mi dimetylsuifoxidu | 0,001 ml (1.10°M)
peptidového roztoku v dimetylsulfoxide. Po dodani 0,002 ml tohto riedenia sa k
systému pre riedenie prida 0,066 ml HANK/HBSS obsahujuceho 2,5M Probenecid
a 0,2% BSA (koneéna koncentracia 1.10° M). Podobne sa v riedeni pokraguje az
na koneénu koncentraciu 1.107'° M a potom sa toto riedenie prenesie na dosku s
96 jamkami pre FLIPR (doska s dnom v tvare V, Coster, Inc.) (tu dalej oznacovany
ako vzorka z dosky). Po skonceni pigmentového napinenia na bunky z dosky sa
bunky z dosky Styrikrat premyja premyvacim timivym roztokom, ktory sa ziskal
pridanim 2,5 mM Probenecidu k HANK/HBSS pouzitim premyvaéa dosiek, aby po
premyvani zostalo 100 ul premyvacieho timivého roztoku. Bunky z dosiek a
vzorka z dosiek sa nastavia do FLIPRu. 0,05 ml vzorky zo vzorky z dosiek sa

automaticky prenesie k bunkdm z dosiek zariadenim FLIPR, aby sa podporila
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odpoved buniek. Zmeny koncentracie intracelularneho idnu vapnika sa merali

pocas 180 sekund.

Vysledky ukazali, ze peptidy syntetizované v hore opisanej casti 1-1)
indukovali zvySenie koncentracie intracelularneho i6nu vapnika Specificky pri
rOT7T175 exprimujucich buniek. Z porovnania kriviek zavislosti odpovede na
davke (obr. 9) je jasné, Ze peptid (40 az 54) a peptid (45 az 54) vykazuj

najvyssiu aktivitu.

Priemyselna pouzitelnost'

Receptorovy protein spojeny s G proteinom podl'a predlozéného vynalezu,
jeho Ciastoény peptid alebo jeho soli rovnako ako polynukleotid kddujuci to isté
(napr. DNA,RNA a ich derivaty) sa mdézu pouzit: 1) na stanovenie ligandu
(ligandového peptidu podfa predlozeného vyndlezu) (agonista), 2) na pripravu
protildtok a antiser pre ne, 3) na konStrukciu expresného systému
rekombinantného receptorového proteinu, 4) na vyvinutie testovacieho systému
vézby receptora pouzitim expresného systému a testovanim farmaceutickej
zluceniny, ktora prichadza do Udvahy, 5) na navrhnutie lieCiva na zaklade
porovnania so Strukturne podobnym ligandom-receptorom, 6) ako reakéné &inidlo
na pripravu sondy alebo PCR priméra v génovej diagnostike, 7) na pripravu
transgennych Zivogichov alebo 8) ako profylaktické/terapeutické ¢inidlo v génovej
terapii.
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- Vypis sekvenci

<110) Takeda Chemical Industries, Ltd.

(120> Novy receptorovy protein spojeny s G proteinem, DNA a jeho. ligand )

<130 2562W00P
150> JP 10-305949
151> 1998-10-27
<150> JP 11-027710
<151> 1999-02-04
150> JP 11-057207
191> 1999-03-04
<150> JP 11-276225
{151> 1999-09-29
<160> 22
<210 1
211> 396
<212> PRT
<213 Rat
<4007 1
Met Ala Ala Glu Ala Thr Leu Gly Pro Asn Val Ser Trp Trp Ala Pro
5 10 15
Ser Asn Ala Ser Gly Cys Pro Gly Cys Gly Val Asn Ala Ser Asp Gly
20 25 30
Pro Gly Ser Ala Pro Arg Pro Leu Asp Ala Trp Leu Val Pro Leu Phe
35 40 45
Phe Ala Ala Leu Met Leu Leu Gly Leu Val Gly Asn Ser Leu Val Ile

90 09 60
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Phe Val [le Cys Arg His Lys His Met GIn Thr Val Thr Asn Phe Tyr

65

70 75 80

Ile Ala Asn Leu Ala Ala Thr Asp Val Thr Phe Leu Leu Cys Cys Val

Pro

Phe

Thr

Yal

145

Thr

Val

Glu

Leu

Gly
225

Phe Thr

Met Cys
115

Cys Ala

130

Phe Pro

Yal Ser

Leu Ala

Ala Phe
195

Leu Ala
210
Ala Met

85 90 95
Ala Leu Leu Tyr Pro Leu Pro Thr Trp Val Leu Gly Asp
100 ' 105 110
Lys Phe Val Asn Tyr Ile Gln GIn Val Ser Val Gln Ala
120 125
Thr Leu Thr Ala Met Ser Val Asp Arg Trp Tyr Val Thr
1356 140
Leu Arg Ala Leu His Arg Arg Thr Pro Arg Leu Ala Leu
150 155 160
Leu Ser Ile Trp Val Gly Ser Ala Ala Val Ser Ala Pro
165 170 175
Leu His Arg Leu Ser Pro Gly Pro His Thr Tyr Cys Ser
180 185 190
Pro Ser Arg Ala Leu Glu Arg Ala Phe Ala Leu Tyr Asn
200 205
Leu Tyr Leu Leu Pro Leu Leu Ala Thr Cys Ala Cys Tyr
215 220
Leu Arg His Leu Gly Arg Ala Ala Val Arg Pro Ala Pro
230 235 240

Thr Asp Gly Ala Leu Gin Gly Gln Leu Leu Ala Gin Arg Ala Gly Ala

245 250 235

Val Arg Thr Lys Val Ser Arg Leu Val Ala Ala Val Val Leu Leu Phe

260 265 270
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Ala Ala Cys Trp Gly Pro Ile Gln Leu Phe Leu Val Leu Gin Ala Leu
275 280 285

Gly Pro Ser Gly Ala Trp His Pro Arg Ser Tyr Ala Ala Tyr Ala Leu
290 295 300

Lys [le Trp Ala His Cys Metl Ser Tyr Ser Asn Ser Ala Leu Asn Pro

305 310 315 320

Leu Leu Tyr Ala Phe Leu Gly Ser His Phe Arg Gln Ala Phe Cys Arg

325 330 339
Val Cys Pro Cys Gly Pro Gln Arg Gln Arg Arg Pro His Ala Ser Ala
340 345 350
His Ser Asp Arg Ala Ala Pro His Ser Val Pro His Ser Arg Ala Ala
355 360 | 365

His Pro Val Arg Val Arg Thr Pro Glu Pro Gly Asn Pro Val Val Arg
370 375 380

Ser Pro Ser Val Glan Asp Glu His Thr Ala Pro Leu

385 390 395 396

<210 2

<211y 1191

<212> DNA

<213 Rat

<4007 2

ATGGCCGCAG AGGCGACGTT GGGTCCGAAC GTGAGCTGGT GGGCTCCGTC CAACGCTTCG

GGATGCCCGG GCTGCGGTGT CAATGCCTCG GATGGCCCAG GCTCCGCGCC AAGGCCCCTG

GATGCCTGGC TGGTGCCCCT GTTTTTCGCT GCCCTAATGT TGCTGGGGCT AGTCGGGAAC

TCACTGGTCA TCTTCGTTAT CTGCCGCCAC AAGCACATGC AGACCGTCAC CAATTTCTAC
ATCGCTAACC TGGCGGCCAC AGATGTCACT TTCCTTCTGT GCTGCGTACC CTTCACCGCG

60
120
{80
240
300
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CTCCTCTATC CGCTGCCCAC CTGGGTGCTG GGAGACTTCA TGTGCAAATT CGTCAACTAC
ATCCAGCAGG TCTCGGTGCA AGCCACATGT GCCACTTTGA CAGCCATGAG TGTGGACCGC
TGGTACGTGA CTGTGTTCCC GCTGCGTGCA CTTCACCGCC GCACTCCGCG CCTGGCCCTG
ACTGTCAGCC TTAGCATCTG GGTGGGTTCC GCAGCTGTTT CCGCCCCGGT GCTGGCTCTG
CACCGCCTGT CGCCCGGGCC TCACACCTAC TGCAGTGAGG CGTITTCCCAG CCGTGCCCTG
GAGCGCGCTT TCGCGCTCTA CAACCTGCTG GCCCTATACC TGCTGCCGCT GCTCGCCACC
TGCGCCTGCT ACGGTGCCAT GCTGCGCCAC CTGGGCCGCG CCGCTGTACG CCCCGCACCC
ACTGATGGCG CCCTGCAGGG GCAGCTGCTA GCACAGCGCG CTGGAGCAGT GCGCACCAAG
GTCTCCCGGC TGGTGGCCGC TGTCGTCCTG CTCTTCGCCG CCTGCTGGGG CCCGATCCAG
CTGTTCCTGG TGCTTCAAGC CCTGGGCCCC TCGGGGGCCT GGCACCCTCG AAGCTATGCC
GCCTACGCGC TCAAGATCTG GGCTCACTGC ATGTCCTACA GCAATTCTGC GCTCAACCCG
CTGCTCTATG CCTTCCTGGG TTCCCACTTC AGACAGGCCT TCTGCCGCGT GTGCCCCTGC
GGCCCGCAAC GCCAGCGTCG GCCCCACGCG TCAGCGCACT CGGACCGAGC CGCACCCCAT
AGTGTGCCGC ACAGCCGGGC TGCGCACCCT GTCCGGGTCA GGACCCCCGA GCCTGGGAAC
CCTGTGGTGC GCTCGCCCTC TGTTCAGGAT GAACACACTG CCCCACTCTG A

<210> 3

<21ty 30

<212> DNA

213>  umels sekvencia

<220

22

<400> 3

GTCGACATGG CCGCAGAGGC GACGTTGGGT

<2100 ¢4

<211 30

<212> DNA

360
420
480
040
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1191

30



umela sekvencia

QP
<220
223>
<400> 4
ACTAGTTCAG AGTGGGGCAG TGTGTTCATC
210> 5

211> 398

<212> PRT

213> ludskd

<400> §

5/14

Met His Thr Val Ala Thr Ser Gly Pro Asn Ala Ser Trp Gly Ala Pro

5

Ata Asn Ala Ser Gly Cys Pro Gly Cys Gly Ala Asn Ala Ser Asp Gly

20

25

10

30

15

Pro Val Pro Ser Pro Arg Ala Val Asp Ala Trp Leu Val Pro Leu Phe

30 40

45

Phe Ala Ala Leu Met Leu Leu Gly Leu Val Gly Asn Ser Leu Val Ile

20 29

60

Tyr Val Ile Cys Arg His Lys Pro Met Arg Thr Val Thr Asn Phe Tyr

65 70

75

80

Ile Ala Asn Leu Ala Ala Thr Asp Val Thr Phe Leu Leu Cys Cys Val

85

90

95

Pro Phe Thr Ala Leu Leu Tyr Pro Leu Pro Gly Trp Val Leu Gly Asp

100

105

110

Phe Mel Cys Lys Phe Val Asn Tyr Ile Gln Gln Val Ser Val Gln Ala

115 120

125

30



Thr

Val
145

Ala

Val

Glu

Leu

Ala

225

Ala

Val

Ala

Gly

Cys Ala
130
Phe Pro

Val Ser

Leu Ala

Ala Phe
195

Leu Ala

210

Ala Met

Asp Ser

Arg Ala

Ala Cys
275

Pro Ala

290

Thr Trp

Leu Tyr

Thr Leu Thr

Leu Arg Ala

150

Leu Ser Ile
165

Leu His Arg

180

Pro Ser Arg

Leu Tyr Leu

Leu Arg His
230
Ala Leu Gln
245
Lys Val Ser
260
Trp Gly Pro

Gly Ser Trp

Ala His Cys
310

Ala Phe Leu
325

Ala Met
139
Leu His

Trp Val

Leu Ser

Ala Leu
200

Leu Pro

215

Leu Gly

Gly Gin

Arg Leu

Ite Gln

280
His Pro
295

Met Ser

Gly Ser

6/14

Ser Val Asp Arg Trp Tyr Val Thr

Arg Arg

Gly Ser

170
Pro Gly
185

140
Thr Pro Arg Leu
155
Ala Ala Val Ser

Pro Arg Ala Tyr
190

Glu Arg Ala Phe Ala Leu

Leu Leu

Arg Val

Yal Leu
250

Val Ala

265

Leu Phe

Arg Ser

Tyr Ser

His Phe
330

205
Ala Thr Cys Ala
220
Ala Val Arg Pro
235
Ala Glu Arg Ala

Ala Val Val Leu
210

Leu Val Leu Gln
285

Tyr Ala Ala Tyr

300

Asn Ser Ala Leu

315

Arg Gln Ala Phe

Ala Leu

160
Ala Pro
176

Cys Ser

Tyr Asn

Cys Tyr

Ala Pro

240

Gly Ala

255
Leu Phe

Ala Leu

Ala Leu



7/14 ....:..

Yal Cys Pro Cys Ala Pro Arg Arg Pro Arg Arg Pro Arg Arg Pro Gly
340 349 350
Pro Ser Asp Pro Ala Ala Pro His Ala Glu Leu Hlis Arg Leu Gly Ser

355 360 365
His Pro Ala Pro Ala Arg Ala Gln Lys Pro Gly Ser Ser Gly Leu Ala

370 375 380
Ala Arg Gly Leu Cys Val Leu Gly Glu Asp Asn Ala Pro Leu
385 390 395 398
<210> 6
L) 1197
<Z12> DNA

<213>  Tudska

<400> 6
ATGCACACCG TGGCTACGTC CGGACCCAAC GCGTCCTGGG GGGCACCGGC CAACGCCTCC

GGCTGCCCGG GCTGTGGCGC CAACGCCTCG GACGGCCCAG TCCCTTCGCC GCGGGCCGTG
GACGCCTGGC TCGTGCCGCT CTTCTTCGCG GCGCTGATGC TGCTGGGCCT GGTGGGGAAC
TCGCTGGTCA TCTACGTCAT CTGCCGCCAC AAGCCGATGC GGACCGTGAC CAACTTCTAC
ATCGCCAACC- TGGCGGCCAC GGACGTGACC TTCCTCCTGT GCTGCGTCCC CTTCACGGCC
CTGCTGTACC CGCTGCCCGG CTGGGTGCTG GGCGACTTCA TGTGCAAGTT CGTCAACTAC
ATCCAGCAGG TCTCGGTGCA GGCCACGTGT GCCACTCTGA CCGCCATGAG TGTGGACCGC
TGGTACGTGA CGGTGTTCCC GTTGCGCGCC CTGCACCGCC GCACGCCCCG CCTGGCGCTG
GCTGTCAGCC TCAGCATCTG GGTAGGCTCT GCGGCGGTGT CTGCGCCGGT GCTCGCCCTG
CACCGCCTGT CACCCGGGCC GCGCGCCTAC TGCAGTGAGG CCTTCCCCAG CCGCGCCCTG
GAGCGCGCCT TCGCACTGTA CAACCTGCTG GCGCTGTACC TGCTGCCGCT GCTCGCCACC
TGCGCCTGCT ATGCGGCCAT GCTGCGCCAC CTGGGCCGGG TCGCCGTGCG CCCCGCGCCC

GCCGATAGCG CCCTGCAGGG GCAGGTGCTG GCAGAGCGCG CAGGCGCCGT GCGGGCCAAG

60
120
180
240
300
360
420
430
940
600
660
720

780



GTCTCGCGGC TGGTGGCGGC CGTGGTCCTG CTCTTCGCCG CCTGCTGGGG CCCCATCCAG
CTGTTCCTGG TGCTGCAGGC GCTGGGCCCC GCGGGCTCCT GGCACCCACG CAGCTACGCC
GCCTACGCGC TTAAGACCTG GGCTCACTGC ATGTCCTACA GCAACTCCGC GCTGAACCCG
CTGCTCTACG CCTTCCTGGG CTCGCACTTC CGACAGGCCT TCCGCCGCGT CTGCCCCTGC
GCGCCGCGCC GCCCCCGCCG CCCCCGCCGG CCCGGACCCT CGGACCCCGC AGCCCCACAC
GCGGAGCTGC ACCGCCTGGG GTCCCACCCG GCCCCCGCCA GGGCGCAGAA GCCAGGGAGC

§/14

AGTGGGCTGG CCGCGCGCGG GCTGTGCGTC CTGGGGGAGG ACAACGCCCC TCTCTGA

210> 7

211> 26

<212> DNA

<213> umela sekvencia
220>

223>

<400> 7

GACCGTGACC AACTTCTACA TCGCCA
<210 8

21> 22

<212> DNA

213> umela skevencia
<2200

223

<400> 8

ATGCACACCG TGGCTACGTC CG
<210> 9

QI 2l

(212> DNA

26

22



9/14 .

{2137 umel4 sekvencia

<2205

2123

<400> 9

CCTGTCGGAA GTGCGAGCCC A 21
<210 10

Q21> 54

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<2200
223 C-koniec polypeptidu . je amidovd forma (-CONH,)

<400> 10
Gly Thr Ser Leu Ser Pro Pro Pro Glu Ser Ser Gly Ser Arg Gln Gln
l 5 10 15

Pro Gly Leu Ser Ala Pro His Ser Arg Gln [le Pro Ala Pro Gln Gly
20 ' 25 30
Ala Val Leu Val GIn Arg Glu Lys Asp Leu Pro Asn Tyr Asn Trp Asn
35 40 45
Ser Phe Gly Leu Arg Phe
50 54
20> 11
QUL 16
212> PRT
{713 umeld sekvencia
220>

Q1 C-koniec polypeptidu ~ je amidovd forma (-CONH,)



TTRTT T ST T e T ey o S

<400 11 |
Lys Asp Leu Pro Asn Tve Asn Trp Asn’ Ser Phe Gly fb 5
! 5 10
10> 12 g
211> 10 ; ¢ :
<212) PRT j ) -

<213 . umeld sekvencia-«, .- - |
220> S
<223)  C:koniec polypeptxdu £ Y

;» je amidc_'n'.ré
<400> 12 o

Tyr Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

I s it 10
<210> 13

1> 9

<212> PRT

{213 .umelésekvencia:.‘ !

<220 AU .

¢223>  C-koniec polypeptxdu ‘v Je amldo"a f°rma (-CbNH,)
<400> 10 :
Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

1 5 s
<210y 14 o
> 8

212> PRT

Q213> umelé_ sékvenéia:;} :

awy



11/14 .

223> C-koniec polypeptidu  je amidova Fforma (-CON})

400> 14

Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe
l ] 8
210> 15

21> 162

<212> DNA

C213> umela sekvencia

<2200

<223

<4007 15
GGGACCTCGC TGTCCCCGCC CCCCGAGAGC TCCGGGAGCC GCCAGCAGCC GGGCCTGTCC 60

GCCCCCCACA GCCGCCAGAT CCCCGCACCC CAGGGCGCGG TGCTGGTGCA GCGGGAGAAG 120
GACCTGCCGA ACTACAACTG GAACTCCTTC GGCCTGCGCT TC 162
<210> 16

2L 45

<212> DNA

213> umel4 sekvencia

220>

223>

<400> 16

AAGGACCTGC CGAACTACAA CTGGAACTCC TTCGGCCTGC GCTTC 435
210> 17

211> 30

212> DNA

213> umela sekvencia



<220>

<223

<400 17

TACAACTGGA ACTCCTTCGG CCTGCGCTTC
<210> 18

QL1 2T

<212> DNA

<213>  umelé4 sekvencia .

<220

<223>

<400> 18
AACTGGAACT CCTTCGGCCT GCGCTTC

<2107 19

Q21> 24

<212> DNA

<213 umels sekvencia
<2200

223>

<400> 19

TGGAACTCCT TCGGCCTGCG CTTC
<210> 20

21D 145

<212> PRT

<213>  Tudské

<400> 20

[2/14

30

21

24

Met Asn Ser Leu Val Ser Trp Gln Leu Leu Leu Phe Leu Cys Ala Thr



13/14 o8 0 .:l. s : (1] L]

I b} 10 15

His Phe Gly Glu Pro Leu Glu Lys Val Ala Ser Val Gly Asn Ser Arg
20 25 30

Pro Thr Gly Gln Gln Leu Glu Ser Leu Gly Leu Leu Ala Pro Gly Glu

35 40 45
Gln Ser Leu Pro Cys Thr Glu-Arg Lys Pro Ala Ala Thr Ala Arg Leu
50 55 60

Ser Arg Arg Gly Thr Ser Leu Ser Pro Pro Pro Glu Ser Ser Gly Ser

65 70 15 80

Arg GIn Gln Pro Gly Leu Ser Ala Pro His Ser Arg Gln Ile Pro Ala

85 90 95

Pro Gln Gly Ala Val Leu Val Gln Arg Glu Lys Asp Leu Pro Asn Tyr

100 105 - 110

Asn Trp Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe Gly Lys Arg Glu Ala Ala Pro
115 120 125

Gly Asn His Gly Arg Ser Ala Gly Arg Gly Trp Gly Ala Gly Ala Gly
130 135 ' 140

Gln

145

210> 21

DT

<2122 PRT

23>  umela sekvencia

<2207
223 C-koniec polypeptidu je amidovd Forma (-CONH,)

400> 21



14/14

Asn Ser Phe Gly Leu Arg Phe

1 5
210> 22

<21 21

212> DNA

{213y  umela sekvencia

2207
2P

<400> 22
AACTCCTTCG GCCTGCGCTT C

1

21
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PATENTOVE NAROKY
Protein a jeho soli, ktoré obsahuju rovnaku alebo v podstate rovnakd
sekvenciu aminokyselin ako je sekvencia aminokyselin uvedena ako

sekvencia sekv. id. &. 1.

Protein a jeho soli podfa naroku 1, v ktorom rovnakéa alebo v podstate

rovnaka sekvencia aminokyselin znamené sekvenciu sekv. id. €. 5.

Ciastoény peptid proteinu podfa naroku 1 alebo jeho estry alebo jeho
amidy alebo jeho soli.

Polynukleotid obsahujuci polynukleotid, ktory ma sekvenciu zasad
kédujlicu protein podfa naroku 1.

Polynuklieotid podfa naroku 4, ktory znamena DNA.

Polynukleotid podfa naroku 4, kiory obsahuje sekvenciu zasad
reprezentovant sekvenciou sekv. id. &. 2 alebo sekv. id. ¢ 6.

Rekombinantny vektor obsahuijuci polynukleotid podfa naroku 4.

Transformant transformovany rekombinantnym vektorom podfa naroku 7.

Sposob vyroby proteinu alebo jeho soli podfa naroku 1, vyznacujuci

s a ty m, Ze sa kultivuje transformant podfa naroku 8 a Ze sa produkuje a



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

‘f11 [ X ] .:.. [ X ] E

akumuluje protein podl'a naroku 1.

Protilatka na protein alebo jeho soli podla naroku 1 a na ¢iastoény peptid

alebo jeho estery alebo jeho amidy alebo jeho soli podl'a naroku 3

Protilatka podl'a naroku 10, ktora znamena neutralizujicu protilatku na

deaktivovanie transdukcie signalu proteinu podl'a naroku 1

Diagnosticky prostriedok, vy znacujuici sa tym, Z2e obsahuje
protilatku podl'a naroku 10.

Ligand na protein alebo jeho soli podla naroku1, vyznacujuci sa
t y m, Zze sa da ziskat pouzitim proteinu alebo jeho soli podla naroku 1
pouzitim Ciastoéného peptidu, jeho esterov, jeho amidov alebo jeho soli
podla naroku 3.

Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje

ligand podfa naroku 13.

Spdsob stanovenia ligandu na protein alebo jeho soli podl'a naroku 1, vy -
znacujuci sa tym, Ze sa pouziva protein alebo jeho soli podla
néaroku 1 alebo Ciastoény peptid, jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli
podla naroku 3.

Spodsob testovania zlGéeniny alebo ich soli, ktoré menia viastnosti vazby
medzi ligandom a proteinom alebo jeho solami podra néroku 1, vy zna -
Cujlci sa tym, Ze sa pouZiva protein alebo jeho soli podla néroku 1
alebo Ciastocny peptid alebo jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli podla
naroku 3.

Zostava na testovanie zlGceniny alebo jej soli, ktoré menia vlastnosti
vézby medzi ligandom a proteinom alebo jeho sol'ami podfa naroku 1, vy -



18.

19.

20.

21.

22.

23.

122

znacujuci sa tym, Zze zahruje protein alebo jeho soli podl'a naroku
1 alebo Ciastocny peptid alebo jeho amidy, jeho estery alebo jeho soli

podla naroku 3.

Zlugenina alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby medzi ligandom a
proteinom alebo jeho solami podla naroku 1, ktord je mozné ziskat
pouzitim spdsobu testovania podla naroku 16 alebo testovacej zostavy

podla naroku 17.

Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, Zze obsahuje
zluceninu alebo jej soli, ktoré menia viastnosti vazby medzi ligandom a
proteinom alebo jeho sofami podla naroku 1, ktory je mozné ziskat
pouzitim spdsobu testovania podla naroku 16 alebo testovacej zostavy

podla naroku 17.

Spdsob kvantitativneho vyhodnotenia proteinu podlia naroku 1, vy zna -

¢ujuci sa tym, Zze zahriiuje pouzitie protilatky podl'a néroku 10.

Peptid, jeho amid, jeho ester alebo jeho sol, ktory v aminokyselinovej
sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. & 10 obsahuje sekvenciu
N-koncovych aminokyselin 47 az 54 a obsahuje 8 az 54 zvy$kov
aminokyselin.

Peptid, jeho amid, jeho ester alebo jeho sol podia naroku 21, ktory v
aminokyselinovej sekvencii predstavovanej sekvenciou sekv. id. ¢ 10
obsahuje N-koncovlu sekvenciu aminokyselin 47 az 54 na C-konci a

obsahuje 8 az 15 zvyskov aminokyselin.

Amid alebo sol' peptidu podl'a naroku 21, ktory obsahuje aminokyselinovu
sekvenciu predstavovanu sekvenciou sekv. id. . 11, sekv. id. &. 12, sekv.
id. €. 13 alebo sekv. id. ¢. 14.



24.

25.

fz; . e o

Spdsob testovania podla naroku 16, vyznac¢ujuci sa tym, 2e
ligand znamena peptid alebo jeho amid, jeho ester alebo jeho sol' podla

naroku 21.

Zostava na testovanie podla naroku 16, vyznacujuci sa tym, Ze
ligand znamena peptid alebo jeho amid, jeho ester alebo jeho sol podla

naroku 21.



/9 dedlen

Fig. 1

10 20 30 40 50 60
ATG GCC GCA GAG GCG ACG TTG GGT CCG AAC-GTG AGC TGG TGG GCT CCG TCC AAC GCT TCG
Mel Ala Ala Glu Ala Thr Leu Gly Pro Asn VYal Ser Trp Trp Ala Pro Ser Asn Ala Ser

70 80 90 100 110 120
GGA TGC CCG GGC TGC GGT GTC AAT GCC TCG GAT GGC CCA GGC TCC GCG CCA AGG CCC CTG
Gly Cys Pro Gly Cys Gly Yal Asn Ala Ser Asp Gly Pro Gly Ser Ala Pro Arg Pro Leu

130 140 150 160 170 180
GAT GCC TGG CTG GTG CCC CTG TTT TTC GCT.GCC CTA ATG TTG CTG GGG CTA GTC GGG AAC
Asp Ala Trp Leu VYal Pro Leu Phe Phe Ala Ala Leu Met Leu Leu Gly Leu Val Gly Asn

190 200 210 220 230 240
TCA CTG GTC ATC TTC GTT ATC TGC CGC CAC AAG CAC ATG CAG ACC GTC ACC AAT TTC TAC
Ser Leu Yal Ile Phe Yal Ile Cys Arg His Lys His Mel Gln Thr Val Thr Asn Phe Tyr

250 260 270 280 290 300
ATC GCT AAC CTG GCG GCC ACA GAT GIC ACT TTC CTT CTG TGC TGC GTA CCC TTC ACC GCG
Ile Ala Asn Leu Ala Ala Thr Asp Yal Thr Phe Leu Leu Cys Cys Yal Pro Phe Thr Ala

30 320 330 340 350 360
CTC CTC TAT CCG CTG CCC ACC TGG GTG CTG GGA GAC TTC ATG TGC AAA TTC GTC AAC TAC
Leu Leu Tyr Pro Leu Pro Thr Trp Yal Leu Gly Asp Phe Mel Cys Lys Phe Val Asn Tyr

370 380 390 400 410 420
ATC CAG CAG GTC TCG GTG CAA GCC ACA TGT GCC ACT TTG ACA GCC ATG AGT GTG GAC CGC
Ile Gin GIn Val Ser Yal Gln Ala Thr Cys Ala Thr Leu Thr Ala Mel Ser Yal Asp Arg



TGG
Trp

ACT
Thr

CAC
His

GAG
Glu

TGC
Cys

ACT
Thr

GTC
Val

CTG
Leu

2/9 .

Fig. 2

430 440
TAC GTG ACT GTG TTC CCG CTG
Tyr Yal Thr Yal Phe Pro Leu

490 500
GTC AGC CTT AGC ATC TGG GTG
Val Ser Leu Ser'Ile Trp Val

550 560
CGC CTG TCG CCC GGG CCT CAC
Arg Leu Ser Pro Gly Pro His

610 620
CGC GCT TTC GCG CTC TAC AAC
Arg Ala Phe Ala Leu Tyr Asn

670 680
GCC TGC TAC GGT GCC ATG CTG
Ala Cys Tyr Gly Ala Mel Leu

730 740
GAT GGC GCC CTG CAG GGG CAG
Asp Gly Ala Leu Gln Gly GIn

790 800
TCC CGG CTG GTG GCC GCT GTC
Ser Arg Leu Val Ala Ala Val

850 860
TTC CTG GTG CTT CAA GCC CTG
Phe Leu Yal Leu Gin Ala Leu

450 460 4170
CGT GCA CTT CAC CGC CGC ACT CCG CGC CTG GCC
Arg Ala Leu His Arg Arg Thr Pro Arg Leu Ala

510 520 530
GGT TCC GCA GCT GTT TCC GCC CCG GTG CTG GCT
Gly Ser Ala Ala Yal Ser Ala Pro Yal Leu Ala

570 580 590
ACC TAC TGC AGT GAG GCG TTT CCC AGC CGT GCC
Thr Tyr Cys Ser Glu Ala Phe Pro Ser .Arg Ala

630 640 650
CTG CTG GCC CTA TAC CTG CTG CCG CTG CTC GCC
Leu Leu Ala Leu Tyr Leu Leu Pro Leu Leu Ala

690 700 710
CGC CAC CTG GGC CGC GCC GCT GTA CGC CCC GCA

“Arg His Leu Gly Arg Ala Ala Yal Arg Pro Ala

750 160 770
CTG CTA GCA CAG CGC GCT GGA GCA GTG CGC ACC
Leu Leu Ala Gln Arg Ala Gly Ala Yal Arg Thr

810 820 830
GTC CTG CTC TTC GCC GCC TGC TGG GGC CCG ATC
Yal Leu Leu Phe Ala Ala Cys Trp Gly Pro Ile

870 - 880 890
GGC CCC TCG GGG GCC TGG CAC CCT CGA AGC TAT
Gly Pro Ser Gly Ala Trp His Pro Arg Ser Tyr

480
CTG
Leu

540
CTG
Leu

600
CTG
Leu

660
ACC
Thr

120
ccc
Pro

780
AAG
Lys

840
CAG
Gln

900
GCC
Ala
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Fig. 3

910 920 930 940 950 960
GCC TAC GCG CTC AAG ATC TGG GCT CAC TGC ATG TCC TAC AGC AAT TCT GCG CTC AAC CCG
Ala Tyr Ala Leu Lys Ile Trp Ala His Cys Mel Ser Tyr Ser Asa Ser Ala Leu Asn Pro

970 980 990 1000 1010 1020
CTG CTC TAT GCC TTC CTG GGT TCC CAC TTC AGA CAG GCC TTC TGC CGC GTG TGC CCC TGC
Leu Leu Tyr Ala Phe Leu Gly Ser His Phe Arg Gln Ala Phe Cys Arg Val Cys Pro Cys

1030 1040 1050. 1060 1070 1080
GGC CCG CAA CGC CAG CGT CGG CCC CAC GCG TCA GCG CAC TCG GAC CGA GCC GCA CCC CAT
Gly Pro GIn Arg Gln Arg Arg Pro His Ala Ser Ala His Ser Asp Arg Ala Ala Pro His

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AGT GTG CCG CAC AGC CGG GCT GCG CAC CCT GTC CGG GTC AGG ACC CCC GAG CCT GGG AAC
Ser Yal Pro His Ser Arg Ala Ala His Pro Yal Arg Val Arg Thr Pro Glu Pro Gly Asn

1150 1160 1170 1180 1190 1200

CCT GTG GTG CGC TCG CCC TCT GTT CAG GAT GAA CAC ACT GCC CCA CTC TGA
Pro Val Yal Arg Ser Pro Ser Val Gln Asp Glu His Thr Ala Pro Leu ###
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401

321

241

161

81

3.50

0.00

-3.50




10
ATGCACACCG
METHisThrv

70
GGCTGCCCGG
GlyCysProG

130
GACGCCTGGC
AspAlaTrplL

190
TCGCTGGTCA
SerLeuVall

250
ATCGCCAACC
| [eAlaAsnL

310
CTGCTGTACC
LeuLeuTyrP

370
ATCCAGCAGG
[ 1eGinGinV

20

TGGCTACGTC
alAlaThrSe

80
GCTGTGGCGC
lyCysGlyAl

140
TCGTGCCGCT
euValProle

200
TCTACGTCAT
leTyrValll

260
TGGCGGCCAC
euAlaAlaTh

320
CGCTGCCCGE
roleuProGl

380
TCTCGGTGCA
alSerValGl

Fig.

30
CGGACCCAAC
rGlyProAsn

80

CAACGCCTCG,

aAsnAlaSer

1580
CTTCTTCGCG
uPhePheAla

210
CTGCCGCCAC
eCysArgHis

270
GGACGTGACC
rAspValThr

330
CTGGGTGCTG
yTrpValleu

390
GGCCACGTGT
nAlaThrCys

5

40
GCGTCCTGGG
AlaSerTrpG

100
GACGGCCCAG
AspGlyProV

160
GCGCTGATGC
AlaleuMETL

220
AAGCCGATGC
LysProMETA

280
TTCCTCCTGT
PheleuleuC

340
GGCGACTTCA
GlyAspPhel

400
GCCACTCTGA
AlaThrlLeuT

50
GGGCACCGGC
lyAlaProAl

110
TCCCTTCGCC
alProSerPr

170
TGCTGGGCCT
euleuClyLe

230
GGACCGTGAC
rgThrValTh

290
GCTGCGTCCC
ysCysValPr

350
TGTGCAAGTT
ETCysLysPh

410
CCGCCATGAG
hrAlaMETSe

60
CAACGCCTCC
aAsnAlaSer

120
GCGGGCCCTG
oArgAlaVval

180
GGTGGGGAAC
uValGlyAsn

240
CAACTTCTAC
rAsnPheTyr

300

CTTCACGGCC
oPheThrAla

360

CGTCAACTAC

eValAsnTyr

420
TGTGGACCGC
rValAspAreg



430

TGGTACGTGA
TrpTyrValT

490
GCTGTCAGCC
AlaValSerlL

550
CACCGCCTGT
HisArgLeus$

610
GAGCGCGCCT
GluArgAlaP

670
TGCGCCTGCT
CysAlaCysT

730
GCCGATAGCG
AlaAspSerA

440
CGGTGTTCCC
hrValPhePr

500
TCAGCATCTG
euSerlleTr

560
CACCCGGGCC
grProGiyPr

620
TCGCACTGTA
heAlaleuTy

680
ATGCGGCCAT
yrAlaAlaME

740
CCCTGCAGGG
laLleuGIinGl

6/9

450
GTTGCGCGCC
olLeuArgAla

510
GGTAGGCTCT
pValGlySer

570 .

GCGCGCCTAC
oArgAlaTyr

630
CAACCTGCTG
rAsnLeuleu

690
GCTGCGCCAC
TLeuArgHis

750
GCAGGTGCTG
yGinValleu

460

CTGCACCGCC
LeuHisArgA

520
GCGGCGGTCT
AlaAlavVal$

580
TGCAGTGAGG
CysSerGluA

640
GCGCTGTACC
AlaLeuTyrlL

700
CTGGGCCGGG
LeuGlyArgV

760
GCAGAGCGCG
AlaGluArgA

470

GCACGCCCCG
rgThrProAr

530
CTGCGCCGGT
erAlaProVa

590
CCTTCCCCAG
laPheProSe

650
TGCTGCCGCT
euLeuProle

710
TCGCCGTGCG
alAlaValAr

770
CAGGCGCCGT
laGlyAlaVa

480

CCTGGCGCTG
gleuAlaleu

940

GCTCGCCCTE

ILeuAlaleu

600
CCGCGCCCTG
rArgAlaleu

660
GCTCGCCACC
uLeuAlaThr

720
ccceeeaece
gProAlaPro

780
GCGGGCCAAG
JArgAlalys



790
GTCTCGCGGC
ValSerArgl

850
CTGTTCCTGG
LeuPheleuV

910
GCCTACGCGC
AlaTyrAlal

870
CTGCTCTACG
LeulLeuTyrA

1030
GCGCCGCGCC
AlaProArgA

1090
GCGGAGCTGC
AlaGluleuH

1150
AGTGGGCTGG
SerGlyLeuA

800
TGGTGGCGGC
euValAlaAl

860
TGCTGCAGGC
alleuGlnAl

920
TTAAGACCTG
euLysThrTr

980
CCTTCCTGGG
{aPheleuGl

1040
GCCCCCGCCa
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1100
ACCGCCTGGG
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GGCTCACTGC
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CTCGCACTTC
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1050
CCCCLGeeaa
gProArgArg
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GTCCCACCCG
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GCTGTGCGTC

7
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CTCTTCGCCG
LeuPheAlaA
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GCGGGCTCCT
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METSerTyrS
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CGACAGGCCT
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CCCGGACCCT
ProGlyProS
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GCCCCCGCCA
AlaProAlaA
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CTGGGGGAGG

laAlaArgGl yLeuCysVal LeuGlyGiuA
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CCTGCTGGGG
1aCysTrpGl
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GGCACCCACG
rpHisProAr

950
GCAACTCCGC
erAsnSerAl
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TCCGCCGCCT
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erAspProAl
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GGGCGCAGAA
rgAlaGinly
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ACAACGCCCC
spAsnAlaPr
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CCCCATCCAQG
yProlleGlin

500
CAGCTACGCC
gSerTyrAla

960
GCTGAACCCG
al.euAsnPro

1020
CTGCCCCTGC
|CysProCys

1080
AGCCCCACAC
aAlaProHis

1140
GCCAGGGAGC
sProGiySer

1200
TCTCTGA
olLeuksx
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