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Uj poli (ADP-ribéz) polimeraz-gének

A taldlmany targyat uj, poli- (ADP-ribédz) polimeraz (PARP) ho-
moldégok képezik, amelyek aminosav-szekvencidja funkciondlis NAD'-
kot8doménnel rendelkezik, és nem rendelkezik az aldbbi &dltaléanos
képletd PARP ,cink-finger” szekvencia-motivummal: CX,CX HX,C,
amelyben m jelentése 28-ndl vagy 30-nal nagyobb, egész szam, és
X-gyokok jelentése egymastdl filiggetlenil, barmilyen aminosav. A
taldlmany targyat képezik a fehérjéket koédold gének; az aj fe-
hérjékre specifikus antitestek; a talalmany szerinti termékeket
tartalmazé gydgyszerkészitmények és génterapids készitmények; a
taldlmany szerinti fehérjék és nukleinsavak analitikai meghata-
rozasara szolgadld eljarasok; a taldlmany szerinti fehérjék
effektorainak vagy kotdépartnereinek azonositasédra szolgdld elja-
rasok; ilyen effektorok aktivitdsanak meghatarozasara szolgald
eljarasok, valamint mindezek alkalmazasa olyan patoldgias alla-
potok diagnosztizédldsdra vagy terdpiajara, amelyek kifejldédésé-
ben és/vagy sulyosbodasadban legaldbb egy PARP-fehérje, vagy
ezekb&1l szarmazd polipeptid szerepet jatszik, kildnbsen energia-
deficit &ltal medidlt patoldgiai allapotok diagnbzisara vagy te-

rapiajéara.
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Uj poli(ADP-ribéz) polimeraz-gének

A talidlmany targyat uj, poli-(ADP-ribdz) polimeraz (PARP)
génjei képezik, valamint ezekbd&l szarmazd fehérjék; az Uj fehér-
jékre specifikus antitestek; a taldlmany szerinti termékeket
tartalmazd gydgyszerkészitmények és génterdpias készitmények; a
taldlmany szerinti fehérjék és nukleinsavak analitikai meghata-
rozasdra szolgdld eljaradsok; a talalmany szerinti fehérjék
effektorainak vagy kotd8partnereinek azonositdsara szolgald elja-
rasok; ilyen effektorok aktivitdsédnak meghatarozasara szolgald
eljarasok és ezek alkalmazasa patoldgias allapotok diagnosztizéa-
lasara vagy teréapiajara.

1996-ban Chambon és munkatdrsai felfedeztek egy 116 kD méretd
enzimet, melyet részletesen azt kovetd években jellemeztek, és
jelenleg PARP-nak (EC 2.4.2.30) [ poli(adenozin-5 -difoszfo-ribdz)
polimeraz] , PARS-nak [ poli(adenozin-5 -difoszfo-ribdz) szintetéaz]
vagy ADPRT-nek (adenozin-5' -difoszfo-ribdz transzferaz) hivjak.
A ndévényekben (Arabidopsis thaliana) 1995-ben talaltak egy 75 kD
(637 aminosavbdél 4ll) méretd PARP-t [ Lepiniec L. et al., FEBS
Lett. 364, 103-8 (1995)] . Nem vilagos, vajon a PARP ezen rovi-
debb formdja egyedi mdédon nodvényspecifikus-e vagy mitermék
(,splicing” varians vagy hasonldé). A 116 kD méretd enzim, jelen-
legi ismereteink szerint egyedi médon allatokban és emberben ak-
tiv,’melyet lentebb leirunk. PARPl-nek jeldljlik a félreértések
elkerilése végett.

Ugy ttnik, hogy a PARP1 elsddleges fizioldgiai funkcibjat ab-

ban a komplex Jjavitd mechanizmusban télti be, melyet sejtek a



DNS-sz&lak toréseinek kijavitdsara fejlesztettek ki. DNS-sz&alak
téréseire adott primer cellularis valaszban tovabba poli (ADP-
ribdz) szintetizalédik NAD'-bol, PARP1 &ltal katalizalva [ Murcia,
G. et al., TIBS 19, 172 (1994)].

PARP1 moduldris struktiraval rendelkezik. Napjainkig harom £f&§
funkciondlis elemet azonositottak: N-termindlis 46 kD méretd
DNS-kot&domént; kozponti 22 kD méretd automdédositd domént,
amelyhez poli(ADP-ribdz) képes kapcsolddni, és amelynek PARP1-
enzimaktivitdsa a lanc hosszabbodéasaval csdkken; és C-termindlis
54 kD NAD'-kotédomént. Csak a Drosophilabdél szarmazd PARP esetén
leucin-cipzarrégidét taldltak az automdbdositd doménben, ami le-
hetséges fehérje-fehérje kolcsonhatasokra utal. A Jjelenleg is-
mert PARP-ok valészinlileg homodimerként aktivak.

A molekula nagyfoki szervezddése az aminosav-szekvencia eré-
sen konzervativ jellegére utal. Az aminosav-szekvenciaban 62%-o0s
konzervativ jelleget taldltak emberekbdl, egerekbdl, marhabdl és
csirkékbdl szarmazd PARP1 esetén. Nagyobb strukturdlis kilonbsé-
gek vannak Drosophilabdél szarmazdé PARP esetén. Maguk az egyedi
domének viszont fokozottan konzervativ Jjellegl klaszterekkel
rendelkeznek. Tehat, a DNS-kotd régid két, utgynevezett cink-fin-
gert tartalmaz szubdoménként  (CX,CX,,,,HX,C-tipust motivumokat
tartalmaz), amely az egyszalt DNS-ben 1évd szakadasok vagy az
egyszaltt DNS tulnyuldsainak (példaul kromoszéma-végeknél, a
telomerek) Zn?'-fiiggé felismerésében Jjatszik szerepet. A C-
termindlis katalitikus domén k&rilbeldl 50 aminosavbél &lld
(859-908. aminosavak) blokkot tartalmaz, amely koérilbeliul 100%-

ban konzervativ a gerincesekben (PARP-,jelz8szekvencia”). Ez a
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blokk koti a NAD' természetes szubsztratot, ¢és igy vezérli a
poli- (ADP-ribbz) szintézisét (de Murcia, mint fent). A GX,GKG-
motivum kiiléndsen jellemz& PARP-okra ebben a blokkban.

A fentebb leirt jo6tékony funkcid ellentétben 4&ll szémos be-
tegségben (szélités, szivinfarktus, szepszis, stb.) fennalld pa-
tolbégids funkcidval. PARP szerepet jatszik az agy [ Choi, D. W.,
Nature Medicine 3, 1073 (1997)], a szivizom [ Zingarelli, B. et
al., Cardiovascular Research 36, 205 (1997)] és a szem [ Lam, T.
T., Res. Comm. in Molecular Pathology and Pharmacology 95, 241
(1997)] ischaemia&jat eredményezd sejtpusztulasban. Gyulladast
okoz6 medidtorok A&ltal indukalt PARP-aktivaldédést megfigyeltek
szeptikus sokkban 1is [ Szabo, C. et al., Journal of Clinical
Investigation 100, 723 (1997)] . Ezekben az esetekben PARP-
aktivalédast Jelentds mennyiségd NAD'-fogyads kisér. Mivel négy
mol ATP fogy el egy mol NAD' bioszintéziséhez, a celluldris ener-
giaellétés drasztikusan csdkken. A kdvetkezmény sejtpusztulés.

A fentebb, specidlis irodalomban emlitett PARPl-inhibitorok:
nikotinamid és 3-amino-benzamid. 3,4-Dihidro-5-[ 4-(l-piperidi-
nil)-butoxi] -1 (2H) -izokinolint Takahashi, K. és munkatarsai ko-
z61lték [ Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 17, 1137
(1997)] . Tovéabbi inhibitorokat leirtak Banasik, M. és munkatar-
sai [ J. Biol. Chem. 267, 1569 (1992)] és Griffin, R. J. és mun-
katarsai [ Anti-Cancer Drug Design 10, 507 (1995)].

Humdn PARP1 nagy molekulatdmegd koétdpartnerei kozé tartozik
XRCCl-jeld (“X-ray repair cross-complementing 1”), kdzdnséges
kivadgd javitd (BER) fehérje, amely cink-finger motivumon keresz-

til képes kotddni, és a BRCT-modul (BRCAl C-termindlis, 372-524.

71.551/BE



aminosavak) [ Masson, M. et al., Molecular and Cellular Biology
18, 3563 (1998)] .

A taldlmény szerinti megoldéds kidolgozasa soran célul tidztiik
ki uj PARP-homoldégok eld&dllitasat, a PARP kiUldnféle fizioldgiai
és patoldégiai funkcidéi miatt. Ennek oka, hogy homoldg PARP-ok
biztositdsa kuléndsen fontos lenne Uj drogcélpontok és Uj drogok
kifejlesztésében, amelyek olyan patoldgiai allapotok diagnoszti-
z4lasara és/vagy terdpidjara szolgalnak, amelyben PARP, PARP-
homolbégok vagy ezekbdl szarmazd anyagok jatszanak szerepet.

Azt talaltuk, hogy ezt a célt olyan, eldnydsen emberbdl és
nem-emberi emlésszervezetbdl szarmazd PARP-homolégok el8allitéa-
sadval lehet elérni, amelyek aminosav-szekvenciaja

a) funkciondlis NAD'-kotédoménnel, azaz PARP ,jelzd” (,signature”)
szekvencidval rendelkezik, amelyre a GX,GKG-motivum jellemz&;

b) kildéndsen az N-termindlis szekvencia-régidban, azaz az el-
sé 200 aminosav k&zott, példdul az elsé 100, N-termindlis amino-
sav kozdétt nem rendelkezik az aldbbi &ltaldnos képletd PARP
,cink-finger” szekvencia-motivumokkal:

CX,CX,HX,C
amelyben
m jelentése 28-nal vagy 30-ndl nagyobb egész szam, ¢és
X-gybkok jelentése, egymastdl filiggetleniil, barmilyen aminosav;
és funkciondlis ekvivalensei.

Mivel a taladlmany szerinti PARP-molekuléakat konkrét funkcio-
nalis homoldgok képviselik, ezek természetesen szintén rendel-
keznek poli (ADP-ribdz)-t szintetizald aktivitédssal. A NAD-koté-

domén lényegében megfelel ennek az aktivitasnak, és a C-termi-
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nalisndl lokalizalhato.

Tehadt a taldlmény szerinti PARP-ok lényegi tulajdonsaga funk-
ciondlis NAD'-ko6td8domén (PARP-jelzdszekvencia) jelenléte, amely
az aminosav-szekvencia C-termindlis régidéjdban helyezkedik el
(azaz koOriulbeliil az utolsd 400 aminosav, példaul az utolsd 350
vagy 300, C-terminalis aminosav altal alkotott régidban), kombi-
naciéban olyan N-termindlis szekvenciaval, amely nem tartalmaz
cink-finger motivumokat. Mivel az ismert PARP-okban a cink-
finger motivumok vélhetéen a DNS-tOrések felismerésében jatsza-
nak szerepet, feltételezziik, hogy a talalmany szerinti fehérjék
nem, vagy mas mdédon lépnek kdlcsdnhatasba DNS-el. Megfeleld bio-
kémiai tesztekben kimutattuk, hogy a taldlmany szerinti PARP2
aktivalhaté , aktivalt DNS”-el (azaz DNAaz-I alkalmazésaval vég-
zett limitalt emésztés utani DNS-el). Ebb&l azt a kOvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a taldlmany szerinti PARP2 rendelkezik DNS-
k6té tulajdonsagokkal. Azonban a DNS-koétés mechanizmusa és az
enzim aktivaldédasa kildnbdzik a talalmany szerinti PARP-ok és a
PARP1 koézott. A fentebb emlitettek szerint, DNS-koOtését és en-
zimaktivalasat Jjellegzetes cink-finger motivum medialja. A ta-
l4lmany szerinti PARP-okban nincsenek ilyen motivumok. Feltéte-
lezziik, hogy ezeket a tulajdonsagokat a talalmany szerinti PARP-
ok N-terminéalis régidéjdban 1lévd, pozitivan toltétt aminosavak
medidljak. Mivel az ,aktivalt DNS” (azaz DNaz-I alkalmazasaval
végzett limitdlt emésztés utani DNS) nagyszami defektussal (to-
rések egy szalban, hidnyok egy szalban, egyszaltd tulnyulésok,
torések dupla szalban stb.) rendelkezik, bar PARPl-et és a ta-

ldlmany szerinti PARP-okat ugyanaz az ,aktivalt DNS” aktivalja,

71.551/BE



léhetséges, hogy defektusok kiilénb6z& szubpopulacidja (példaul
hidnyok egy szalban, ahelyett, hogy tdérések egy szalban) altal.

A funkciondlis NAD -k&tS8domén (azaz a katalitikus domén) koti
a szubsztratot poli-(ADP-ribdbz)-szintézishez. Az ismert PARP-
okban egységesen, elsésorban a GX;X,X;GKG-szekvenciamotivum talal-
haté, amelyben G jelentése glicin, K jelentése lizin és X,, X, és
X, jelentése egymastdl filiggetlenil barmilyen aminosav. Azonban, a
taldlmany szerinti PARP-molekuldk és a korabban ko6z6lt, human
PARP1 NAD'-kétédoménjeiben 1évé aminosav-szekvencidk Osszehason-
litdsaval meglepd mdédon kimutattuk, hogy a taldlmany szerinti
szekvencidk jelentdsen kiilénbdznek a NAD -kotSdomén ismert szek-
venciajatol.

A taldlmdny szerinti megoldasban eldnyben részesitett PARP-
molekulak csoportja eldénydsen az alabbi, &altalanosan eldéforduld
szekvenciamotivummal rendelkezik katalitikus doménben:

PX.(S/T)GX,GKGIYFA (11. szému szekvencia, SEQ ID NO: 11),
kildndsen

(SITYXGLR(WIV)XPX,(S/T)GX,GKGIYFA (12. szami szekvencia, SEQ
ID NO: 12), eldnydsen

LLWHG(S/T)X;IL(S/T)XGLR(I/V)XPX,(S/T)GX;GKGIYFAX,;SKSAXY (13.
szadmi szekvencia, SEQ ID NO: 13),

amelyben (S/T) azt jelenti, hogy a szekvencia ezen helyzeté-
ben S vagy T alternativ médon taldlhaté, (I/V) azt jelenti, hogy
a szekvencia ezen helyzetében I vagy V alternativ médon talalha-
td, és n jelentése 1 és 5 kozotti egész szam, é€s X-gyokok jelen-
tése, egymastdl fluggetlenil, barmilyen aminosav. Az utolsd moti-

vumot , PARP-jelzdmotivumnak” is hivjuk.
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Ehhez hasonldan, a taldlmdny szerinti PARP-ok elénydsen tar-
talmazzak az automddositd domént. Ez példiaul a NAD'-kotddomén N-
termindlis vége eldétti, koOrilbelil 100-200 aminosavbél &lld ré-
gibéban lokalizélhaté.

A taldlmany szerinti PARP-homoldégok tovabba tartalmazhatnak a
NAD'-kdt&doménhez képest N-termindlisan (azaz korilbelil 30 és
korilbelil 80 kdzotti aminosavra az N-termindlistdl) leucin-cip-
zarszerd szekvenciamotivumot, amelynek 4ltalanos képlete az
alabbi:

(LIV)XLX,LX,L

(14. szam( szekvencia, SEQ ID NO: 14), amelyben (L/V) azt jelen-
ti, hogy a szekvencia ezen helyzetében L vagy V alternativ mddon
taldlhatd, és X-gyokosk Jelentése, egymastdl filiggetleniil, barmi-
lyen aminosav. A taldlmény szerint megfigyelt leucin-cipzarmoti-
vumok pozicidéban hatarozottan kiilonbdznek a Drosophilabdl szar-
mazd PARP-ra leirt motivumoktdl. A leucin-cipzarak homodimerek-
hez (két PARP-molekula) vagy heterodimerekhez (egy PARP-molekula
eltérd kotdpartnerrel) vezethetnek.

A taldlmany szerinti PARP-homoldgok tovabba, eldnydsen a fen-
tebb emlitett leucin-cipzéarzerd szekvenciamotivumoktdl N-termind-
lisan, azaz az N-termindlistdél koridlbelil 10-250 aminosavra az
aldbbi rész-szekvenciamotivumok koziil legaldbb egyet tartalmaznak:

LX,NX,YX,QLLX(D/E)X,WGRVG, (1. motivum; SEQ ID NO: 15);

AXGEFXKX, KTXNXWXFX,PXK, (2. motivum; SEQ ID NO: 16);

QXL(I/L)X,1XMX,,PLGKLX,QIXgL, (3. motivum; SEQ ID NO: 17);
FYTXIPHXFGX,PP, (4. motivum; SEQ ID NO: 18);
KX,LX,LXDIEXAX,L, (5. motivum; SEQ ID NO: 19),
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amelyben (D/E) azt jelenti, hogy a szekvencia ezen helyzetében D
vagy E alternativ médon taldlhatéd, (I/L) azt Jelenti, hogy a
szekvencia ezen helyzetében I vagy L alternativ mdédon talalhatd,
b jelentése 10 vagy 11 egész szam, és X-gyokok Jelentése, egy-
mastol figgetlenil, barmilyen aminosav. Legeldnydsebben ezen 1-5.
motivumok kozlil mindegyik Jjelen van a taldlmany szerinti szek-
vencidban ugy, hogy az 1. motivum van legkdzelebb az N-termi-
nalishoz.

A fentebb emlitett PARP Jjelzdémotivumot a taldlmény szerinti
fehérjékben az aldbbi motivumok koézll legalabb egy masik koévet:

GX,LXEVALG (6. motivum; SEQ ID NO: 20)

GX,SX,GX,PX,LXGX,V (7. motivum; SEQ ID NO: 21) és

E(Y/F)X,YX,QX,YLL (8. motivum; SEQ ID NO: 22)
amelyben (Y/F) azt jelenti, hogy a szekvencia ezen helyzetében Y
vagy F alternativ médon taldlhatd, a jelentése 7 és 9 kozotti
egész szam, és X Jjelentése mindegyik esetben, barmilyen amino-
sav. Legeldénydsebben ezen harom motivum kozul mindegyik Jelen
van a taldlmany szerinti szekvenciaban Ugy, hogy a 8. motivum
van legkdzelebb a C-terminalishoz.

A taldlmany szerint eldny0s PARP strukturajat az aléabbiak
szerint lehet leirni vazlatosan:
1-5. motivumok /PARP-jelzd8szekvencia /6-8. motivumok wvagy 1-5.
motivumok /leucin-cipzadr /PARP-jelzd&szekvencia /6-8. motivumok
lehetdvé téve tovabbi aminosavakat, példadul maximum 40-et az
egyes egyedi motivumok koézdtt elrendezve, és tovabbi aminosava-
kat, példiaul maximum 80-at az N-termindlisndl és/vagy a C-ter-

mindlisnal elrendezve.
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A taldlmény szerint kiilondsen elényben részesitett PARP-
homoldgok az alébbi fehérjék: human PARP2, humadn PARP3, egér
eredetd PARP3 és ezek funkciondlis ekvivalensei. Humadn PARP2-nek
jeldlt fehérje 570 aminosavat tartalmaz (2. szamu szekvencia,
SEQ ID NO: 2). Huma&n PARP3-nak jeldlt fehérje valdszinlleg két
formdban lehet. Az 1. tipus 533 aminosavat tartalmaz (4. széa&mt
szekvencia, SEQ ID NO: 4) és a 2. tipus 540 aminosavat tartalmaz
(6. sza&mu szekvencia, SEQ ID NO: 6). A formdk eltérd transzlaci-
6s 1nicidléas kovetkeztében johetnek létre. Egér eredetd PARP3-
nak jeldlt fehérje két formaban lehet, amelyek 5 aminosav (15
bp) delécidjaban kildnbdznek egymastdl. Az 1. tipus 533 aminosa-
vat tartalmaz (8. szamu szekvencia, SEQ ID NO: 8) és a 2. tipus
528 aminosavat tartalmaz (10. szami szekvencia, SEQ ID NO: 10).
A taladlmény szerinti PARP-homoldgok szekvencidjukban jelentdsen
kildnbdznek Arabidopsis thalianabdél szarmazdé PARP-fehérjétdl
(ldsd fentebb). Példaul PARP2 és PARP3 nem tartalmazza a ndvényi
PARP-ra specifikus AAVLDQWIPD-peptidszekvencidt, amely megfelel
az Arabidopsisbdbél szarmazd fehérje 143-152. aminosavainak.

A talalmany targyat képezik tovabbd a taldlmany szerinti
PARP-homolbégok kotdpartnerei. Ezek a kotdpartnerek eldnydsen az
alédbbiak lehetnek:

a) antitestek és fragmentumaik, példaul Fv, Fab, F(ab’),,

b) fehérjeszerl vegyliletek, amelyek példadul a fenti leucin-
cipzarrégidén vagy mas szekvenciarészleten keresztil a PARP-al
kdlcsdnhatédst képesek létesiteni, és

c) kis molekulatdomegli effektorok, amelyek képesek PARP-

funkcidét modulédlni, példaul a PARP katalitikus aktivitésat, azaz
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NAD'-fogyasztdé ADP-ribozildléast, vagy aktivator fehérjéhez vagy
DNS-hez vald kotddést.

A taldlmany targyat képezik tovabba olyan nukleinsavak, ame-
lyek tartalmaznak:

a) legaldbb egy, taldlmany szerinti PARP-homoldégot kdédold
nukleotidszekvenciat, vagy ezzel komplementer nukleotid-szekven-
ciat;

b) az a)-pontban meghatdrozott szekvencidhoz, elénydsen
sztringens korilmények kozott hibridizaldédni képes nukleotid-
-szekvenciat; vagy

c) az a)- és Db)-pontban definidlt nukleotidszekvenciakbdl, a
genetikai kéd degenerdltsaga kovetkeztében szarmaztathatd nuk-
leotid-szekvencidkat.

A taldlmany szerinti megoldasban alkalmazhaté nukleinsavak
kiiléndsen legaldbb egy olyan részleges szekvenciat tartalmaznak,
amely fentebb emlitett aminosav-szekvenciamotivumokat kdédol.

A taldlmdny szerinti megoldasban eldényds nukleinsavak 1. és
3. szadmi szekvencidval rendelkezd nukleotidszekvencidt tartal-
maznak, és kilonosen ezek olyan részleges szekvenciait, amelyek
jellemz8ek a taldlmadny szerinti PARP-homoldgokra, példaul a
nukleotidszekvenciak

a) az 1. szami szekvencia (SEQ ID NO: 1) +3. nukleotidja és
+1715. nukleotidja ko6zotti nukleotidokat;

b) a 3. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 3) +242. nukleotidja és
+1843. nukleotidja k&ézotti nukleotidokat;

c) a 5. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 5) +221. nukleotidja és

+1843. nukleotidja k&ézotti nukleotidokat;
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d) a 7. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 7) +112. nukleotidja és
+1710. nukleotidja kozotti nukleotidokat; vagy

e) a 9. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 9) +1. nukleotidja és
+1584. nukleotidja kozotti nukleotidokat

tartalmaznak, vagy az a), b), c), d) és e) pontban leirt
részleges szekvencidkat, amelyek a fentebb emlitett, talalmany
szerinti PARP-homoldégokra Jjellemz6 aminosav-szekvenciamotivu-
mokat kdédolnak.

A taldlmany targyat képezik tovabba expresszids kazettdk,
amelyek a taldlmany szerinti, fentebb leirt nukleotidszekvenciak
k6ziil legaldbb egyet tartalmaznak szabalyzdé nukleotidszekvenciak
genetikai kontrollja alatt. Ezeket a taldlmény szerinti rekom-
binadns vektorok, példaul virusvektorok vagy plazmidok eld&llita-
sdra lehet alkalmazni, amelyek legalabb egy, talalmany szerinti
expresszibs kazettat tartalmaznak.

A taldlmény szerinti rekombinans mikroorganizmusok a fentebb
emlitett vektorok legalabb egyikével vannak transzforméalva.

A taldlmany targyat képezik a taldlmany szerinti vektorral
transzfektadlt transzgenikus emld&sok.

A taldlmany targyat képezik tovabba PARP-inhibitorokat kimu-
tatni képes, in vitro detekcidés mdédszerek, amelyeket homogén
vagy heterogén méddon lehet végrehajtani, és amelyekben

a) hordozdhoz kotdott vagy hordozdmentes poli-ADP-ribozildl-
haté célt inkubalunk egy olyan reakcidkeverékkel, amely

al) taldlmany szerinti PARP-homoldgot;
a2) PARP-aktivatort; és

a3) PARP-inhibitort wvagy olyan analizalandd anyagot
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tartalmaz, amelyben feltételezzik, hogy legalédbb egy
PARP-inhibitor van;

b) végrehajtjuk a poli-ADP-ribozilalasi reakcidt; és

c) kvalitative vagy kvantitative meghatarozzuk a cél poli-
ADP-ribozilaltsagét.

A detektalédsi eljarast eldénydsen ugy hajtjuk végre, hogy a
poli-ADP-ribozildlasi reakcid elvégzése eldtt a PARP-homoldgot
eldinkubdljuk, példaul korilbelil 1-30 percig a PARP-aktiva-
torral és a PARP-inhibitorral vagy olyan analizalandd anyaggal,
amelyr8l feltételezzik, hogy legaldbb egy PARP-inhibitort tar-
talmaz.

Egy szalban torésekkel rendelkez& DNS altali aktivaléas utéan
(melyet a taldlmany szerint ,aktivalt DNS”-nek hivunk), a PARP
nagyszama nukledris fehérjét poli-ADP-ribozilal NAD Jelenlét-
ében. Ilyen fehérjék kozé tartozik egyrészt maga a PARP, de
hisztonok is, stb.

A detekcids eljarasban poli-ADP-ribozildlhatd célként eldnyo-
sen hiszton-fehérjét alkalmazunk nativ formajdban vagy abbdl
szarmazé poli-ADP-ribozilalhatd ekvivalenst. Az alkalmazott
hiszton-prepardtumot példadul a Sigma cégtdél szereztik be [ SIGMA,
kat.sz. H-7755; borju-csecsemémirigyb6l szarmazd, II-AS. tipusu
hiszton; Luck, J. M. et al., J. Biol. Chem. 233, 1407 (1958);
Satake, K. et al., J. Biol. Chem. 235, 2801 (1960)] . Elvileg le-
hetséges minden olyan fehérjetipus vagy azok részeinek alkalma-
zasa, amelyeket a PARP képes poli-ADP-ribozildlni. Ezek eldnyo-
sen nukledris fehérjék, példadul hisztonok, DNS-polimerazok,

telomerdzok vagy maga a PARP. A megfeleld fehérjékbdl szarmazd
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szintetikus peptidek is alkalmazhatdk célként.

A taldlmany szerinti ELISA-ban koérilbeldl 0,1 pg/mérdéhely és
kdriilbelil 100 pg/mérdhely kozotti, eldnydsen korilbelil 1 p
g/mérédhely és koOrilbeldl 10 pg/méréhely kozotti mennyiségd
hisztont lehet alkalmazni. A PARP-enzim mennyisége koOrilbelil
0,2 pmol/mérd8hely és koriilbelil 2 nmol/mérdShely kozotti, eldnyd-
sen korilbelil 2 pmol/méréhely és koritlbelil 200 pmol/mérdéhely
koz6tti tartomanyban van, a reakcidkeverék minden egyes esetben
100 pg/mérdhelyet tartalmaz. Van lehetdség csokkentésre kisebb
méréhelyek és ennek megfelelden, kisebb reakcidétérfogatok ira-
nyaba.

A taldlméany szerinti HTRF vizsgalati eljarasban azonos meny-
nyiségi PARP-ot alkalmazunk, és a hiszton vagy médositott
hiszton mennyisége koriilbelil 2 ng/méréhely és korilbeliil 25 p
g/mérdhely kozotti, eldénydsen korilbeliil 25 ng/méréhely és ko-
rilbeliil 2,5 pg/mérdéhely kozdtti tartomanyban van, a reakcidkeve-
rék minden egyes esetben 50 pg/méréhelyet tartalmaz. Van lehetd-
ség csokkentésre kisebb mérdhelyek és ennek megfelellen, kisebb
reakcidétérfogatok iranyéba.

A taldlmidny szerint alkalmazott PARP-aktivator eldnydsen ak-
tivalt DNS.

Kilénboz& tipusu kdrosodott DNS képes aktivatorként mikodni.
A DNS-karosodast eldidézhet]jiik Dnaz-os emésztéssel vagy mas DNS-
médositd enzimekkel (példaul restrikcids endonukleazokkal), be-
sugarzassal, vagy mas fizikai mddszerrel, vagy a DNS kémiai ke-
zelésével. Tovadbbad szimuldlni lehet a DNS-kdrosodds szituacidjat

célirényos médon példaul Ggy, hogy borju-csecsemémirigybd&l szar-
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maz6é, aktivalt DNS-t [ Sigma kat.sz. D4522; CAS: 91080-16-9;
Aposhian és Kornberg &ltal leirt eljaras szerint, borju-csecse-
mémirigyb8l szdrmazd DNS-bSl lett preparalva, Sigma D-1501] és I.
tipusu dezoxiribonukleazt [ D-4263; Aposhian, H. V. és Kornberg,
A., J. Biol. Chem. 237, 519 (1962)] alkalmazunk. Az aktivalt DNS-t
0,1 és 1000 g/ml kozdotti, eldnydsen 1 és 100 g/ml kozdtti kon-
centracié-tartomanyban alkalmaztuk a reakcidlépésben.

A poli-ADP-ribozilalasi reakcidt a taldlmany szerinti elja-
rasban NAD' hozzdadasaval inditjuk. A NAD'-koncentracidk korilbe-
141 0,1 uM és koridlbelil 10 mM kozotti, elénybsen korilbeldl 10 p
M és kOriilbeliil 1 mM kézétti koncentracid-tartomanyban voltak.

A fentebb leirt eljards variansaban, melyet heterogén mddon
lehet végrehajtani, a hordozdéhoz immobilizalt cél poli-ADP-
riboziladlasat anti-poli- (ADP-ribdz)-antitest alkalmazasaval ha-
tarozzuk meg. EbbSl a célbdl a reakcidkeveréket elvalasztjuk a
hordozdéhoz immobilizalt céltdél, mossuk és az antitesttel
inkubaljuk. Az antitest maga meg lehet jeldlve. KoOtott anti-
poli- (ADP-ribdz)-antitest detektalasara szolgald alternativ mod-
szerben viszont jeldlt szekunder antitestet vagy megfeleld, je-
161t antitest-fragmentumot alkalmazhatunk. Alkalmas jeldldk pél-
daul radioaktiv jeldlés, kromofdér- vagy fluorofdr jeldlés,
biotinilaléas, kemilumineszcens Jjeldlés, jeldlés paramagneses
anyaggal, vagy els8sorban jeldlés enzimmel, példaul tormabdl
szarmaz6d peroxidézzal. Alkalmas Jjeldlési technikdk szakember
szamara &altaléanosan ismertek.

A fentebb leirt eljdras variansédban, melyet homogén moédon le-

het végrehajtani, a hordozéhoz nem immobilizialt cél akceptor
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fluroférral van megjeldlve. Ebben az esetben alkalmazott cél
elénydsen biotinilalt hiszton, az akceptor fluorofdér avidinon
vagy sztreptavidinon keresztil van kapcsolva a hiszton biotin-
jadhoz. Akceptor fluorofdrként kiuldndsen alkalmasak phycobilipro-
teinek (példaul phycocyaninok, phycoerytrinek), példaul R-phyco-
cyanin (R-PC), allophycocyanin (APC), R-phycoerytrin (P-RE), C-
-phycocyanin (C-PC), B-phycoerytrin (B-PE) vagy kombinacidik
egymassal vagy mas fluoreszcens festékekkel, példaul Cy5, Cy7
vagy Texas Red (Tandem-system) alkalmazésaval [ Thammapalerd, N.
et al., Southeast Asian Journal of Tropical Medicine & Public
Health 27, 297-303 (1996); Kronick, M. N. et al., Clinical
Chemistry 29, 1582-1586 (1986); Hicks, J. M., Human Pathology
15, 112-116 (1984)] . A példakban alkalmazott XL665-festék ke-
resztkdtdtt allophycocyanin [ Glazer, A. N., Rev. Microbiol. 36,
173-198 (1982); Kronick, M. N., J. Imm. Meth. 92, 1-13 (1986);
MacColl, R. et al., “Phycobiliproteins”, CRC Press, Inc., Boca
Raton, Florida (1987); MacColl, R. et al., Arch. Biochem.
Biophys. 208, 42-48 (1981)] .

Tovéabba, a hordozdhoz nem immobilizalt cél poli-ADP-
-ribozilalasénak meghatdrozasadt szolgald, homogén eljaréasban
elénydsen olyan donor fluroférral megjeldlt anti-poli- (ADP-
ribodz) -

—antitestet alkalmazunk, amely képes energiadt transzferdlni az
akceptor fluoroférhoz, ha a donor és akceptor térben kozel van
egymashoz, a jeldlt antitest és a poli-ADP-ribozilalt hiszton
kotbdése miatt. Az anti-poli~ (ADP-ribédéz)-antitestet donor

fluoroférként eldnydsen megjeloljik eurdpium-kriptattal.
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Az alkalmazott eurdpium-kriptaton kiviil, més komponenseket is
lehet alkalmazni potencidlis donor-molekulaként. Méasrészt mbddo-
sitani lehet a kriptét-,kalitkat”. Eurdépium cseréje mas ritka-
foldfémre, példaul terbiumra, szintén elképzelhetd. Dontd fon-
tossagu, hogy a fluoreszcencia hosszl élettartamu legyen, hogy
az idd&beli késleltetés garantélva legyen [ Lopez, E. et al.,
Clin. Chem. 39/2, 196-210 (1993); USP 5.534.622. szamu szabadal-
mi irat] .

A fentebb leirt detekcids mbdszerek arra az elvre alapulnak,
hogy Osszefliggés van a PARP-aktivitéds és a hisztonokon kialakult
ADP-ribéz-polimerek mennyisége kozétt. A leirads szerinti vizsga-
lati eljaras lehetévé teszi az ADP-ribdz-polimerek mennyiségének
meghatdrozéasat specifikus antitestek alkalmazasaval ELISA-
formdban, és HTRF (, homogenous time-resolved fluorescence”)
vizsgadlati eljarast. Ezen két vizsgdlati eljaras eldnyds megva-
lésitadsi médjait részletesen ismertetjiik az alabbi példakban.

A kifejlesztett HTRF (,homogenous time-resolved fluores-
cence”) vizsgdlati eljarasrendszer a hisztonokon kialakult poli-
(ADP-ribdz) mennyiségét méri specifikus antitestek alkalmazasa-
val. Az ELSIA-val ellentétben, ezt a vizsgdlati eljarast homogén
fazisban hajtjuk végre, elvalasztasi és mosasi 1lépések nélkil.
Ez nagyobb mennyiségl mintaszamot és a hibakra kisebb érzékeny-
séget tesz lehetdvé. A HTRF fluoreszcencia két fluorofdr kozotti
rezonancia energiatranszfer (FRET) jelenségére épil. FRET vizs-
gadlati eljaréasban, egy gerjesztett donor fluorofdér képes energi-
4jat &tadni egy akceptor fluorofdérnak, ha a kettd térben kozel

van egymdshoz. A HTRF-technoldgiaban a donor-fluorofdr eurdpium-
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kriptat [ (Eu)Kl, és az akceptor XL665, amely egy stabilizalt
allophycocianin. Az eurdpium-kriptat Jean Marie Lehn
(Strasbourg) vizsgdlataira épult [ Lopez, E. et al., Clin. Chem.
39/2, 196-201 (1993); USP 5.534.622. szadmu szabadalmi irat] .

Homogén vizsgédlati eljarasban valamennyi komponens jelen van
a mérés alatt. Mig ez eldényds a vizsgalati eljaras végrehajtéasa
szempontjabdl (gyorsasadg, komplexitas), ki kell zarni a vizsga-
lati eljaras komponenseitdl szarmazd zavard hatasokat (belsd
fluoreszcencia, kvencselés festékek altal stb.). HTRF kizarja az
ilyen zavard hatésokat két hullamhosszon (665 nm, 620 nm) vég-
zett, id&ben késleltetett mérés altal. A HTRF nagyobb hosszu le-
csengési id&vel rendelkezik, ezért lehetséges az id&ében késlel-
tetett mérés. Nem lép fel semmilyen interferencia a révid élet-
idejd hattér flureszcencidbdl (példaul amely a vizsgalati elja-
ras komponenseibdl vagy az anyagkdnyvtar inhibitoraibél szarma-
zik) . Tovabba, a mérést mindig két hullamhosszon végezzik abbdl
a célbdél, hogy kompenzaljuk szines anyagok kvencseld hatasait.
HTRF vizsgalati eljaréasokat példaul 96 vagy 384 mérdbhelyet tar-
talmazé mikrotiter-talcédban végezhetiink, és HTRF ,discovery”
mikrotiter-talcaanalizald (Canberra Packard) alkalmazéasaval ér-
tékelhetjlik ki.

Szintén a tal&lmany targyat képezik az alabbi in vitro szlré-
si eljarasok PARP kotdSpartnereinek detektdléasara, kiilondsen a
taldlmany szerinti PARP-homolégra.

Az elsd varianst uagy hajtjuk végre, hogy

al) legalabb egy PARP-homoldgot immobilizalunk hordozodra;

bl) az immobilizalt PARP-homoldgot olyan analizalandé anyag-
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gal érintkeztetjik, amelyrdél feltételezzik, hogy legalabb egy
kotépartnert tartalmaz; és

cl) adott esetben megfeleld inkubacidés idé utén, meghataroz-
zuk az immobiliz&lt PARP-homoldéghoz kotédott, analizdlandd alko-
toérészeket.

A masodik varidnsban

az) egy hordozdéra olyan analizédlanddé anyagot immobilizalunk,
amely PARP-homoldg legaldbb egy lehetséges kotdpartnerét tartal-
mazza;

b2) érintkeztetjlik az immobiliz&lt analizalanddé anyagot leg-
aldbb egy olyan PARP-homolébéggal, amelyrdl feltételezzlik, hogy
kotdpartner; és

c2) adott esetben megfeleld inkubédcidés id& utén, megvizsgal-
juk az immobiliz&lt analizalandd anyagot, hogy kotdotte-e a PARP-
homoldbégot.

Szintén a taldlmany targyat képezi eljaras PARP-homoldégot ké-
doldé nukleinsav kvalitativ vagy kvantitativ meghatérozaséra,
amelyben

a) egy bioldégiai mintét inkubalunk meghatarozott mennyiségd,
taldlmdny szerinti exogén nukleinsavval (amely példaul koérilbe-
141 20-500 Dbaézispar ThosszUsdgu vagy hosszabb), eldénybsen
sztringens kériulmények kozdtt hibridizaltatjuk, meghatéarozzuk a
hibridizalt nukleinsavakat, és adott . esetben Osszehasonlitjuk
egy standarddel; vagy

b) egy Dbioldgiai mintat meghatarozott mennyiségl, PARP-
homoldégot kddold nukleinsavra specifikus oligonukleotid primer-

parral inkub&lunk, amplifikaljuk a nukleinsavat, meghatérozzuk
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az amplifikacids terméket, és adott esetben Osszehasonlitjuk egy
standarddel.

Szintén a taldlmany targyat képezi eljards a taldalmany sze-
rinti PARP-homoldg kvalitativ vagy kvantitativ meghatarozaséra,
amelyben

a) egy bioldégiai mintdt inkubdlunk legaldbb egy, PARP-
homolégra specifikus kotdpartnerrel,

b) detektaljuk a kotdpartner/PARP-komplexet, és adott esetben

c) az eredményt Osszehasonlitjuk egy standarddel.

A kotSpartner ebben az esetben eldnydsen anti-PARP-antitest
vagy annak kotésre képes fragmentuma, amely adott esetben detek-
tdlhaté jelolét tartalmaz.

PARP, kiildndésen PARP-homoldégok, valamint ezeket kdédold nuk-
leinsavszekvencidk meghatdrozdsdra szolgald talalmany szerinti
eljarasok alkalmasak és elénydsek szepszissel vagy ischaemiaval
kapcsolatos szovetpusztulds diagnosztizalasara, kuldndsen szél-
iitések, szivinfarktusok, cukorbetegség vagy szeptikus sokk diag-
nosztizaléaséra.

A taldlmdny targyat képezi tovabba eljaras PARP-effektorok
hatékonysaganak meghatarozasara, amelyben

a) a talalmany szerinti PARP-homoldégot olyan analizalandd
anyaggal inkub&ljuk, amely PARP-aktivitas fizioldgiai vagy pato-
légiai effektorat tartalmazza; adott esetben ismét eltavolitjuk
az effektort; és

b) meghatarozzuk a PARP-homoldég aktivitasat, adott esetben
szubsztratok vagy koszubsztratok hozzaadasa utan.

A taldlméany targyat képezik tovabba génterapias készitmények,
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amelyek génterdpidban elfogadhaté segédanyagban olyan nukleinsa-
vat tartalmaznak, amely

a) a taladlmany szerinti kédold nukleinsavra specifikus,
antiszensz nukleinsavat tartalmaz; vagy

b) a taldlmény szerinti nem-kédold nukleinsavra specifikus
ribozimot tartalmaz; vagy

c) specifikus PARP-inhibitort kdédol.

A talalmany targyat képezik tovabba gydgyaszati készitmények,
amelyek gybégyaszatilag elfogadhaté segédanyagban legalabb egy,
taldlmany szerinti PARP-fehérjét, legalabb egy, talalmany sze-
rinti PARP-kétépartnert vagy legaldbb egy, talalmany szerinti
k6dold nukleotidszekvenciat tartalmaz.

Végil, a taldlmany targyat képezi PARP-homoldg kétdpartnerei-
nek alkalmazadsa patoldgiai &llapotok diagnézisara vagy terapia-
jara, amelyek kifejldédésében és/vagy sulyosbodasaban legalabb
egy PARP-fehérje, kilondsen taladlmany szerinti PARP-homoldg,
vagy ezekb8l szarmazd polipeptid szerepet jatszik. Az alkalma-
zott kotdpartner lehet példaul alacsony molekulatdmegl kotépart-
ner, amelynek molekulatdmege példaul kevesebb, mint koriulbelul
2000 dalton, vagy kevesebb, mint koéridlbelidl 1000 dalton.

A taldlmany targyat képezi tovabba PARP-kotdpartnerek alkal-
mazasa energiadeficit &ltal medidlt patoldégiai allapotok diagnéd-
zisdra vagy terdpiéjara. Energiadeficiten a taldlmany szerint
kiiléndsen celluldris energiadeficitet értink, melyet rossz alla-
potban 1évé paciensben megfigyelhetiink szisztémasan vagy egyedi
testrégidkban, szervekben vagy szervrégidkban, vagy szodvetekben

vagy szovetrégidkban. Ezt az 4llapotot NAD- és/vagy ATP-
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kimeriilés jellemzi a NAD- és/vagy ATP-szint fizioldgiai variaci-
6s tartomanyan kivul (afelett vagy alatta), és eldnydsen PARP-
aktivitdssal rendelkezd fehérje, kiildndésen a taldlmany szerinti
PARP-homoldg vagy azokbdl szarmazd polipeptid medialja.
,Energiadeficit &ltal medidlt rendellenességek” kifejezésen a
taldlmadny szerint tovabba olyan &llapotokat értink, amelyekben
szbvetkdrosodds nekrdzis vagy apoptdzis eredményeként létrejott
sejtpusztulasnak tulajdonithatdé. A talalmany szerinti eljaréasok
alkalmasak apoptdzisnak vagy nekrdzisnak tulajdonithatd sejt-
pusztuléds; ischaemianak és/vagy reperfuzidnak tulajdonithatd
idegszovet-pusztuléds; neuroldégiai rendellenességek; neurodegene-
rativ rendellenességek; vaszkularis széllités eredményeként ki-
alakult szovetkdrosodds kezelésére és prevencidjara; kardiovasz-
kuldris rendellenességek kezelésére és prevencidjara; mas rend-
ellenességek vagy allapotok, példaul korral jard makularis dege-
neradcié, AIDS vagy mas immunhidnyos rendellenességek; artritisz;
atheroszklerdzis; cachexia; réak; vazizmok degenerativ rendelle-
nességei; cukorbetegség; cranialis trauma; gasztrointesztinalis
traktus gyulladdsos rendellenességei, példaul Crohn-féle beteg-
ség; muszkuldris disztréfia; oszteoartritisz; csontritkuléas;
krénikus és/vagy akut fajdalom; veseelégtelenség; retinalis
ischaemia; szeptikus sokk (példaul endotoxin-sokk); a bdér Orege-
désének és &ltaldban az Oregedés; az Oregedés &ltaldnos megnyil-
vanuldsainak kezelésére. A taldlmény szerinti eljaradsok tovabba
alkalmazhaték az életkor meghosszabbitasara és a testi sejtek
proliferativ kapacitédsédnak kiterjesztésére, és tumorsejtek szen-

zibilizA&l4sdra besugirzdsos terapiaval kapcsolatban.

71.551/BE



22 .

A talalmany targyat képezi elsbé6sorban PARP-k&étdépartner alkal-
mazdsa a fentebb definidltak szerint, energiadeficittel medidlt
patoldgiai allapotok diagndzisara vagy (akut vagy profilaktikus)
teradpidjara, amely allapot példaul neurodegenerativ rendellenes-
ségek, vagy szepszis vagy ischaemia altal okozott szdvetkaroso-
das, kildndsen neurotoxikus zavarok, széliitések, szivinfarktu-
sok, infarktusos lizis alatti vagy uténi karosodas (példaul TAP-
val, Reteplase-al vagy mechanikusan lézerrel vagy Rotablatorral)
és szivbillentyl-atiltetés alatti és wutadni mikroinfarktusok,
aneurizma kimetszések és szivatiltetések, agy- és gerincveld
traumaja, veseinfarktus (akut veseelégtelenség, akut veseelégte-
lenség vagy karosodas veseatiltetés alatt és utan), vazizom ka-
rosodasai, a ma&j infarktusa (m&jelégtelenség, karosodas majatil-
tetés alatt vagy utén), periférids neuropatiak, AIDS-demencia,
szeptikus sokk, cukorbetegség, ischaemia utan elforduld neurode-
generativ rendellenességek, trauma (craniocerebralis trauma),
massziv vérzés, subarachnoiddlis vérzés és széllités, valamint
neurodegenerativ rendellenességek, példaul Alzheimer-kér, multi-
infarktusos demencia, Huntington-kér, Parkinson-kér, amiotrofi-
kus laterdlis szklerdzis, epilepszia, kildndsen generalizdlt
(kiterjedt) epilepszids rohamok, példaul kisroham (petit mal) és
ténusos-klénusos rohamok, valamint parcidlis epilepszids roha-
mok, példidul haléantéklebenyre kiterjedd, és Osszetett parcialis
rohamok, veseelégtelenség, tumorok kemoterapiajaban, és meta-
sztdzis prevencidéjaban is, valamint gyulladasok és reumas rend-
ellenességek, példaul reumatoid artritisz kezelésének; tovabba

kritikusan beszlkilt szivkoszorUerek és kritikusan beszlkilt pe-
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riférids artéridk, példaul lab-artéridk revaszkularizacidés keze-
lésének kovetkeztében létrejott szovetkdrosodéas.

A taldlméany szerinti megoldésban az ,ischaemia” kifejezésen
egy szdvet oxigénben vald gyenge ellatottsagat értjik, amelyet
artérias véradram blokkoltsdga okoz. Globalis ischaemia akkor joén
létre, ha a véraram az egész agyra kiterjedéen megszakad korla-
tozott ideig. Ezt okozhatja példadul a szivmikodés lealléasa.
Fokalis ischaemia akkor jon létre, ha az agy egy részében meg-
szinik annak normdl vérelldtdsa. Fokdlis ischaemiat véredény
tromboembolitikus elzarddasa, cerebralis trauma, Odéma vagy agy-
tumor okozhat. S8t, tranziens ischaemidk széleskdrd idegi karo-
sodadshoz vezethetnek. Bar ,idegszovet” karosodasa bekdvetkezhet
napokkal vagy hetekkel az ischaemia kialakulasa utan, bizonyos
végleges karosodds (példaul nekrotikus sejtpusztulas) bekovet-
kezhet a vérdram megszakaddsa utédni elsd néhany percben. Ezt a
kdrosodést példaul glutamdt neurotoxicitasa okozza, és masodla-
gos reperfuzid, példaul szabad gyokok (példaul oxigént nem tar-
talmazé gydkok, NO-t nem tartalmazd gyokok) felszabadulasa utan
jon létre. Ischaemidk ehhez hasonldéan kialakulhatnak mas szer-
vekben és szdvetekben 1is, példaul a szivben (szivinfarktus és
mas kardiovaszkularis rendellenességek, melyeket szivkoszoruér-
elzardédas okoz) vagy a szemben (a retina ischaemiaja) .

A taldlmény targyat képezi tovabba hatékony terapias mennyi-
ségld PARP-kotdSpartner alkalmazdsa idegi aktivitas befolyasolésa-
ra. ,Idegi aktivitdson” a talalmany szerint karosodott neuronok
stimuldléast, idegi regeneralddas elbsegitését vagy idegi rendel-

lenességek kezelését értjik.
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,Idegi ka&rosodas” kifejezésen a leirdsban ,idegszdvet” barmi-
lyen tipust k&rosodasat értjik, és ezen karosodas eredményeként
létrejdtt barmilyen fizikai vagy mentalis romlast vagy pusztu-
last. A karosodds oka természetére nézve lehet példaul metabo-
likus, toxikus, kémiai vagy termikus, és példdul lehetnek
ischaemidk, hipoxiak, trauma, cerebrovaszkuldris karosodas, mi-
tétek, nyomads, vérzések, besugarzas, érgdrcsdk, neurodegenerativ
rendellenességek, fertdzések, epilepszia, érzékelési rendelle-
nességek, zavarok a glutamidt-metabolimusban és mindezek 4&ltal
okozott masodlagos hatasok.

Az , idegszovet” kifejezésen a leirasban az idegrendszert fel-
épitd kiloénboz8 komponenseket értjik, amely toObbek kozott
neuronokbdél, gliasejtekbdl, asztrocitakbdl, Schwann-sejtekbdl,
benne 1lévé és azt ellatd vaszkuldris rendszerbdl, kozponti ideg-
rendszerbdl, agyboél, agytodrzsbdl, gerincveldébdl, perifériés
idegrendszerbdl stb. all.

A , neuroprotektiv” kifejezés jelentése a leirédsban idegi ka-
rosodés csdkkentését, megsziintetését, lelassitdsat vagy javita-
sat, valamint idegi k&rosodasnak kitett idegszovet védelmét,
helyredllitasat és regeneralasat értjuk.

»Neurodegenerativ rendellenességek prevencibéja” kifejezésen
neurodegenerativ rendellenességek prevencidjanak, lelassitasanak
és Jjavitasanak lehet&ségét értjuik olyan emberekben, akikben
ilyen rendellenességet diagnosztizaltak vagy akik neurodegene-
rativ rendellenességek tekintetében megfeleld kockazati csoport-
ban vannak. Olyan emberek kezelését is a kifejezésen értjik,

akik mar szenvednek ilyen rendellenességekbdél szarmazd szimptd-
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mékban.

A leirasban a , kezelés” kifejezésen értjik

(1) rendellenesség, zavar vagy allapot prevencidéjat ezekre
hajlamos emberben;

(ii) rendellenesség, zavar vagy allapot prevencidéjat ugy,
hogy lelassitjuk annak tovabbfejldédését;

(1iii) rendellenesség, zavar vagy allapot javitasat.

,Neuroldégiai rendellenességek”, amelyeket a taldlmany szerin-
ti eljaras alkalmazdsaval lehet kezelni, példaul neuralgiak
(trigemindlis, glossopharyngealis), myasthenia gravis, izom-
disztrbéfidk, amiotrofikus lateralis szklerdzis (ALS), progresz-
sziv izomsorvadads, mérgezés (példaul Olommérgezés) okozta peri-
férids neuropatiék, Guillain-Barré-szindrdma, Huntington-koér,
Alzheimer-kér, Parkinson-kér vagy plexusrendellenességek. A ta-
lalmany szerinti eljardsok eldénybésen neuroldgiai rendellenessé-
gek kezelésére alkalmasak, példaul fizikai séruilés vagy betegség
okozta periférias neuropdtidk; koponyatrauma, példaul
traumatikus agysériilés; a gerincveld fizikai karosodéasa; agyka-
rosodassal tarsult széliités, példadul hipoxiadval és agykadrosodéas-
sal jaré vaszkularis szélités, és cerebralis reperfuzids karoso-
das; demielinizécidés rendellenességek (mielopatiak, Alzheimer-
-koér, Parkinson-koér, Huntington-koér, amiotrofikus lateralis
szklerdzis) .

A taldlmény szerinti eljarasokat tovabbad kardiovaszkularis
rendellenességek kezelésére lehet alkalmazni. A leiréasban ,kar-
diovaszkularis rendellenességek” kifejezésen olyanokat értlnk,

amelyek ischaemidkat okoznak szivben, vagy azt a sziv ischaemidi
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vagy ischaemidja/reperfuzidéja okozza, peldaul szivkoszoruér-
rendellenességek (példaul atherioszklerdzis), angina pectoris,
szivinfarktus, szivmiikdédés ledlladsa vagy ,bypass”-operacid ko-
vetkeztében kialakult kardiovaszkularis karosodas.

A taldlmany szerinti eljaradsokat rak kezelésére vagy réaksej-
tek besugarzdsos teradpidra vald szenzibilizalasara lehet alkal-
mazni. A ,rak” kifejezést a leirasban a legtidgabban értjiuk. A
taldlmany szerinti fehérjék modulatorait ,rakellenes terapias
dgensként” lehet alkalmazni. Az eljarasokat példaul az alabbi
raktipusok vagy tumorsejtek kezelésére lehet alkalmazni: ACTH-
termeld tumorok, akut limfatikus vagy limfoblasztikus leukémia;
akut vagy krénikus limfocités leukémia; akut nem-limfocitas leu-
kémia; hoélyagrak; agytumorok; mellrdk; cervikalis karcinéma;
krénikus mielocités leukémia; bélrdk; T-sejtes limfdma; endomet-
ridzis; nyeldcsd-rak; epehdlyag-rék; Ewing-féle szarkdéma; fej-
és nyakrak; nyelvrak; Hodgkin-limféma; Kaposi-szarkdma; veserak;
majrak; todérak; mesothelioma; mieldéma multiplex; neuroblaszto-
ma; non-Hodgkin-limféma; oszteoszarkéma; petefészek-karcindma;
glioblasztéma; emlé-karcindéma; cervikalis karcindéma; prosztata-
rak; hasnyalmirigy-rak; péniszrdk; retinoblasztdéma; bdrrak; gyo-
morrak; pajzsmirigy-rdk; méh-karcindéma; vaginalis karcindma;
Wilm~féle tumor; vagy trofoblasztdma.

“Radioszenzibiliz4ald” vagy “besugadrzasra szenzibilizald” a
leirasban olyan molekulédkat jelent, amely fokozza a testben 1lévd
sejtek érzékenységét elektromagneses sugarzasra (példaul ront-
gen-sugarakra) vagy felgyorsitja ezt a sugarkezelést. Besugar-

zdst szenzibiliz&ld anyagok fokozzak raksejtek érzékenységét az
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elektromdgneses sugdrzads toxikus hatasai iranyaban. Ilyeneket
ké6zdltek az irodalomban, példidul mitomicin-C, 5-brém~-dezoxi-
uridin és metronidazol. 107° és 10 méter ko&zotti hullamhossz-—
tartomanyba esd sugdrzast, eldnydsen gamma-sugarzast (107%° és 10°
13 m k&éz6tti), réntgensugarzast (107! és 1077 m kézotti), ultravi-
ola sugéarzast (10 nm és 400 nm koézotti), lathatd fényt (400 nm
és 700 nm kozdétti), infravdérds sugarzast (700 nm és 1 mm) és
mikrohulldmd (1 mm és 30 cm kozdtti) sugdrzast lehet alkalmazni.

Ilyen terédpidval kezelhetdé rendellenességek kildnOsen az
aldbbiak: neoplédzids rendellenességek, Jjdéindulatu vagy malignus
tumorok és rak. Elektromagneses besugarzas alkalmazasaval més
rendellenességek kezelése is lehetséges.

A taldlmény szerinti megoldast mcst részletesebben a csatolt
adbrakra hivatkozva irjuk le. Ezek az aldbbiakat mutatijék:

Az 1. &bran egymds alad rendeztik a human PARP (human PARP1)
és héarom, taldlmany szerint elényds PARP (human PARP2, human
PARP3, egéreredetli PARP3) szekvenciajat. Human PARPl1 és human
PARP2, human PARP3 vagy egéreredetld PARP3 szekvenciaiban az
egyezéseket keretezéssel jeloltik. A , tobbségi” szekvencia
(amely az egyes pozicidkban legtdbbszor eldforduld aminosavakbol
4ll) az egymas ald rendezett szekvencidk folott lathatd. Human
PARP1 cink-finger motivumai a 21-56. és 125-162. aminosavaknak
megfeleld szekvenciarészletekben helyezkednek el.

A 2. &bran bemutatjuk kildnbodzd humén szdvetek Northern-
blotjat a taldlmany szerinti PARP2- ¢és PARP3-molekulak szoveti
megoszlasanak szemléltetése céljadbol. 1. sav: agy; 2. sav: sziv;

3. sav: vazizom; 4. sav: vastagbél; 5. sav: csecsemémirigy; 6.
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sav: lép; 7. sav: vese; 8. sav: maj; 9. sav: belek; 10. sav:
méhlepény; 11. sav: tuddé; 12. sav: periférias vér-leukocitak; a
méret-standardek megfeleld helyzeteit (kb) megjeloltik.

A 3. A&bran bemutatjuk kilonbdézd humadn szovetek Northern-
blotjadt a taldlmany szerinti PARP3-molekula szOveti megoszlaséa-
nak szemléltetése céljabdél. 1. sav: sziv; 2. sav: agy; 3. sav:
méhlepény; 4. sav: tudd; 5. sav: maj; 6. sav: vazizom; 7. sav:
vese; 8. sav: hasnyadlmirigy; a méret-standardek megfeleld hely-
zeteit (kb) megjeldltik.

A 4. Abran bemutatjuk kiildénbdz6 humdn szOvetek Western-
blotjat a taldlmany szerinti PARP3-molekula szdveti megoszléasa-
nak szemléltetése céljabobl. 1. sav: sziv; 2. sav: tudd; 3. sav:
maj; 4. sav: 1lép; 5. sav: vese; 6. sav: vastagbél; 7. sav: izom;
8. sav: agy; a méret-standardek megfeleld helyzeteit (kb) megje-
161ltik.

Az 5. A&bran bemutatjuk kilénbdz& human szovetek Western-
blotjat a talalmany szerinti PARP3-molekula szOveti megoszlasa-
nak szemléltetése céljabdl. 1. sav: elilsé agykéreg, 2. sav: ha-
tulsé agykéreg, 3. sav: kisagy, 4. sav: hippocampus, 5. sav:
szaglégumd, 6. sav: harantcsikolt izom, 7. sav: thalamus, 8.
sav: kdzépagy, 9. sav: entorhinalis agykéreg, 10. sav: pons, 11.
sav: agyveld, 12. sav: gerincveld

A 6. A&abra a PARP vizsgalati eljaras vazlatos Aabrazolasa
(ELISA) .

A 7. A&abra a PARP vizsgalati eljaras véazlatos abrazolasa
(HTRF) .

A taldlmany tovabbi eldényds megvaldésitasi mdédjait az alabbi
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részben ismertetjik.

PARP-homolégok és funkcionalis ekvivalensek

Hacsak masképpe nem allitjuk, a talédlmanyi leirasban az ami-
nosav-szekvenciak jeldlése az N-terminalisnal kezddédik. Ha egy-
betlis kédot hasznalunk aminosavak jeldlésére, akkor G jelentése
glicin, A jelentése alanin, V jelentése wvalin, L Jjelentése
leucin, I jelentése izoleucin, S jelentése szerin, T Jjelentése
treonin, D Jjelentése aszparaginsav, N jelentése aszparagin, E
jelentése glutaminsav, Q jelentése glutamin, W jelentése tripto-
fan, H jelentése hisztidin, R Jjelentése arginin, P Jelentése
prolin, K jelentése 1lizin, Y Jelentése tirozin, F Jelentése
fenilalanin, C jelentése cisztein és M jelentése metionin.

A taldlmadny szerinti megoldds nem korlatozdédik a fentebb
konkrétan leirt PARP-homolbégokra. Ellenkezdéleg, a taldlmany tar-
gyadt képezik azok a homoldédgok is, amelyek ezekkel funkcionalis
ekvivalensek. Funkciondlis ekvivalensek lehetnek a konkrétan le-
irt fehérjék természetes, példaul fajspecifikus vagy szerv-
specifikus, és mesterségesen el&adllitott variansai. A talalmany
szerinti funkciondlis ekvivalensek humdn PARP2-ben (2. szamu
szekvencia), human PARP3-ban (4. és 6. szamu szekvencia) és
egéreredet( PARP3-ban (8. és 10. szami szekvencia) egy vagy tobb
aminosav addicidéjaval, szubsztitucidjaval, inverzidjaval, in-
szercibdjaval és/vagy delécidjaval kilonbdznek, amelyek legaléabb
a fehérje NAD-ko6td funckidjat megtartottak, melyet a C-termina-
lis, funkcionalis katalitikus domén medial. Ehhez hasonldan,
eldnydsen a poli-(ADP-ribdz)-t termeld, katalitikus aktivitast

is megtartjak. Adott esetben, funkciondlis variansok ko6zé tar-
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toznak olyan variénsok is, amelyekben a leucin-cipzarhoz hasonld
régidé lényegében megmaradt.

Tovabba példaul lehetséges, hogy human PARP2 vagy huméan PARP3
szekvencidjabél kiindulva, bizonyos aminosavakat helyettesitink
olyanokkal, amelyek hasonld fizikokémiai tulajdonsé&gokkal
(témeg, bazikus Jelleg, hidrofdb Jjelleg, stb.) rendelkeznek.
Példaul lehetséges, hogy arginint Thelyettesitink lizinnel,
valint helyettesitiink izoleucinnal vagy aszparaginsavat gluta-
minsavval. Azonban, az 1is lehetséges egy vagy tobb aminosav ese-
tén, amely a szekvencidban kicserélendd, hozzaadandd vagy
deletdlandd, vagy szamos ilyen miveletet kombinalhaté. A human
PARP2- vagy PARP3-szekvencidbdél kiindulva, igy médositott fehér-
je legalabb 60%, eldnydsen legaldbb 75%, nagyon kildnésen eld-
nyésen legalabb 85% homoldégidval rendelkezik a kiindulasi szek-
venciaval, melyet Pearson és Lipman altal leirt [ Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85, 2444-2448 (1988)] algoritmussal szamitunk.

Humé&n PARP1l, 2 és 3 ko6zotti, aladbbi homoldgiakat aminosav-
szinten és DNS-szinten hataroztuk meg (FastA-program, Pearson és
Lipman szerint, mint fent):

Aminosav-homologiak:

Szazalékos azonossadg | Szazalékos azonossag
a PARP-jelzé-
szekvenciaban
PARP1/PARP2 41,97% (517) 86% (50)
PARP1/PARP3 33,81% (565) 53,1% (49)
PARP2/PARP3 35,20% (537) 53,1% (49)

A zarbjelbe tett szémok az &tfedd aminosavak szamat jelolik.
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DNS-homoldégidk:

Szazalékos azonossag | Szazalékos azonossag
az ORF-ben a PARP-jelzd-
szekvenciaban
PARP1/PARP2 60,81% (467) 77,85% (149)
PARP1/PARP3 58,81% (420) 59,02% (61)
PARP2/PARP3 60,22% (269) 86,36% (22)

A zardjelbe tett szamok az atfedd nukleotidok szamat jelolik.

A taldlmany szerinti polipeptideket homoldég poli- (ADP-ribdz)
polimerazként lehet besorolni a katalitikus domén régidjaban 1lé-
vé nagymértékid hasonldésag alapjan.

A taldlmany szerinti megoldasban az is lényegi tulajdonsag,
hogy az uj PARP-homolégok nem rendelkeznek hagyomanyos cink-
finger motivumokkal. Ez azt jelenti, hogy ezek az enzimek nem
sziikségszerlen jatszanak szerepet a DNS-hibajavitasban, vagy oly
médon Jjatszanak szerepet, amely eltér a PARP1-td8l, de még képe-
sek elvégezni patoldgiai mechanizmusukat (NAD'-fogyasztas és igy
energiafogyasztids az ATP-fogyasztas kovetkeztében). A Western-
blotban megfigyelhetd erds fehérjeexpresszidé (kildndsen PARP3
esetén) alapjan feltételezzik, hogy Jjelentds szerepet tdltenek
be a NAD-fogyasztédsban. Ez kildndosen fontos drog kifejlesztésé-
ben. A taldlmény szerinti polimerd&zok potencidlis 0Gj inhibitorai
tehadt képesek a patoldgiai funkcidkat gatolni anélkiil, hogy ka-
ros hatasokat fejtenének ki a kivant fizioldgiai tulajdonsagok-
ra. Ez lehetetlen volt az eddig ismert PARP-inhibitorokkal, mi-
vel mindig gatolva volt a DNS-hibajavitdé funkcidé is. Az ismert

PARP-inhibitorok potencidlis mutagén hatasa tehat konnyen érthe-
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t&6. Elképzelhetd olyan PARP-inhibitorok tervezése 1is, amelyek
hatékonyan képesek valamennyi PARP-homoldgot gatolni nagy affi-
nitdssal. Ebben az esetben a potencialis hatés barmely kivant
helyzetben alkalmazhatd.

A taldlmany szerint eldényds PARP-homoldgot, melyet 2. szami
szekvenciaként bemutatunk (human PARP2), eldénydsen lehet izoldl-
ni human agybdl, szivbdl, véazizombdl, vesébdl és majbdl. Human
PARP2 expressziéja mas szdvetekben vagy szervekben jol érzékel-
hetSen gyengébb.

A taladlmdny szerint eldényos PARP-homoldgot, melyet 4. és 6.
szami szekvenciaként bemutatunk (humdn PARP3), eldnydsen lehet
izoladlni humadn agybdl (ebben az esetben nagyon eldénydsen
hippocampusbdl), szivbdl, vazizombdl, majbdl vagy vesébdl. Human
PARP3 expresszidéja mas szovetben vagy szervekben, példaul izom-
ban vagy ma&jban j6l érzékelhetden gyengébb.

Fehérjeizolalasban jartas szakember képes preparativ mdbdsze-
rek olyan kombindcidjat alkalmazni, amely az egyes esetekben a
legalkalmasabb taladlmény szerinti, természetes PARP-ok szOvetek-
b&l, vagy rekombindnsan eléallitott, taldlmany szerinti PARP-ok
sejttenyészetekb&l valdé izolalédsara. Alkalmas standard prepa-
rativ mdédszereket leirt példaul Cooper, T. G., ,Biochemische
Arbeitsmethoden”, megjelent Walter de Gruyter, Berlin, New York;
vagy Scopes, R. ,Protein Purification”, Springer Verlag, New
York, Heidelberg, Berlin.

A taldlmany targyat képezik tovabba olyan PARP1- és PARP3-
homolégok, amelyek bar més eukaridta fajokbdl lettek izolalva,

azaz gerinctelenekbdl vagy gerincesekbdl, kiUldndsen mas emlds
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fajokbodl, példaul egerekbdl, patkanyokbdl, macskakbdl, kutydk-
bb6l, sertésekbdl, juhokbdl, marhakbdl, lovakbdl wvagy majmokbdl,
vagy mas szervekbdl, példaul szivizombdl, a talalmany szerinti
PARP-ok &ltal eldére meghatdrozott, esszencidlis strukturalis és
funkcionalis tulajdonsagokkal rendelkeznek.

Kilon6sen human agybdl izoldlhatd, human PARP2 és funkciona-
lis ekvivalensei alkalmazhatdk elénydsen olyan &agensként, amely
neurodegenerativ betegségek, példaul szélités inhibitorainak ki-
fejlesztésére szolgdl. Ez azért lehetséges, mert feltételezhetd,
hogy drog kifejlesztése PARP2-re mint indikatorra alapulva lehe-
tévé tesz olyan inhibitorok kifejlesztését, amelyek optimalizal-
va vannak emberi agyban valdé alkalmazasra. Azonban nem lehet ki-
zarni, hogy PARP2 alapjadn kifejlesztett inhibitorok szintén al-
kalmazhatd6k mas szervekben is PARP-medidlt patoldégiai &allapotok
kezelésére (lasd a taldlmany szerinti fehérjék szdoveti megoszléa-
sat) .

PARP2 és feltételezhetden PARP3 is, hasonldéan PARPl-hez, ka-
rosodott DNS &ltal aktivalédik, bar feltételezhetden kildonbozd
mechanizmus Utjéan. DNS-hibajavitasban betdltdétt jelentdsége
nyilvanvaldé. A taldlmany szerinti PARP-ok blokkolasa szintén j6-
tékony hatéssal lenne olyan indikacidkban, mint a rak (példaul
tumoros paciensek radioszenzibilizilaséaban) .

A taladlmany szerinti PARP-ok és funkcionalis ekvivalenseik
masik, esszenciilis bioldédgiai tulajdonsaga az, hogy képesek kol-
csdnhatdé partner megkotésére. Human PARPZ2 é€s 3 abban kildnbdznek
avkorébban leirt, magasabb rendld eukaridtikbdl, példaul kilono-

sen eml&sokb&l szarmazd PARP-oktdl, hogy potencidlisan Ugyneve-
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zett leucin-cipzarmotivummal rendelkeznek. Ez egy tipikus motiwvum,
amely fehérje-fehérje kOlcsdnhatasokban jatszik szerepet. Lehetsé-
ges, hogy ezek a motivumok teszik lehetdévé a PARP-aktivitas modu-
1414sat kdlcsonhatd partner &ltal. Ez a tovabbi strukturalis elem
tehadt szintén biztosit egy lehetséges kiindulasi pontot PARP-
effektorok, példdul inhibitorok kifejlesztésére.

A taldlmany targyat képezik tovadbbd olyan fehérjék, amelyek
képesek PARP1 és/vagy 3-al kolcsdnhatast létesiteni, kildndsen
olyanok, amelyek aktivalédasukat vagy inaktivalddasukat eredmé-
nyezik.

A taldlmadny targyat képezik tovabba olyan fehérijék, amelyek
még rendelkeznek a fentebb emlitett ligandumk6étdé aktivitéassal,
és amelyeket konkrét, ko&zolt aminosav-szekvencidkbdl eld lehet
dllitani céliranyos mdédositasokkal.

A taldlmany szerinti fehérjék peptidszekvencidjabdél kiindulva
eld lehet 4llitani szintetikus peptideket, amelyeket egymagukban
vagy kombindcibban antigénként lehet alkalmazni poliklonalis
vagy monoklondlis antitestek el&&llitédsara. A PARP-fehérjét vagy
fragmentumait is lehet alkalmazni antitestek elallitasa célja-
bél. A taldlmany targyat képezik tehat a taldlmany szerinti
PARP-fehérjék olyan peptidfragmentumai is, kildndsen oligo- vagy
polipeptidek, amelyek legaladbb egy, fentebb emlitett szekvencia-
motivumot tartalmaznak. Ilyen tipust fragmentumokat példaul
PARP-fehérjék proteolitikus emésztésével vagy peptidek kémiai
szintézisével lehet elddllitani.

U3, specifikus PARP2- és PARP3-kétdpartnerek

A talalmany szerinti fehérjékre specifikus, aktiv és eldnyd-
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sen szelektiv inhibitorokat fejlesztettiink ki a fentebb PARP2 és
PARP3 kdtépartnereire leirt, specifikus vizsgalati rendszerek
alkalmazasaval. Ezek az inhibitorok adott esetben PARPl-el szem-
ben is aktivak.

A taldlmédny téargyat képezdé inhibitorok erés inhibtitor-
aktivitast képesek kifejteni PARP2-re. A K,-értékek ebben az
esetben kisebbek, mint koérilbelil 1000 nM, példaul kisebbek,
mint korilbelil 700 nM, kisebbek, mint kérulbeldl 200 nM, vagy
kisebbek, mint korilbelidl 30 nM, példaul koérilbelil 1 és 20 nM
kozott vannak.

A taldlmany szerinti inhibitorok meglepd szelektivitdst 1is
mutatnak PARP2-re. Ezt a taldlmény szerinti inhibitorokra széami-
tott K, (PARP1l) : K, (PARP2Z) arannyal lehet bemutatni, amely pél-
ddul nagyobb, mint 3, vagy nagyobb, mint 5, példdul nagyobb,
mint 10, vagy nagyobb, mint 20.

Példaként meg kell emlitenink a 4-(N-[ 4-hidroxi-fenil] —amino-
metil) - (2H)-dihidro-ftalazin-l-on-t. A vegyililet és mads analdg
vegyllet eldallitasat Poudzhyunas €és munkatarsai altal [ Pharm.
Chem. J. 7, 566 (1973)] vagy Mazkanowa és munkatarsai { Zh.
Obshch. Khim. 28, 2798 (1958)] vagy Mohamed és munkaréasai [ Ind.
J. Chem. B. 33, 769 (1994)] adltal leirtak szerint végezhetjiik,
melyeket a kitanités részének tekintiink.

A fentebb azonositott vegyilet 113 nM K;-értéket mutat PARP2-
re, és nyolcszor szelektivebb PARPZ2-re, mint PARP3-ra.

PARP-homolégokat kédolé nukleinsavak:

Hacsak masképpen nem Jjeldljik, a nukleotidszekvencidt a le-

iradsban 5 -t81 3’ -irdnyban jeloljik.
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A taldlmany targyat képezik tovabba olyan nukleinsav-szek-
venciak, amelyek a fentebb emlitett fehérjéket kdédoljak, kiulono-
sen a 2., 4., 6., 8. és 10. szé&mi aminosav-szekvencidval rendel-
kez8 fehérjéket, amelyekre nem kivanjuk igénylinket korlatozni. A
taldlmédny szerint alkalmazhatd nukleinsavszekvenciak k&zé tar-
toznak allélvariénsok is, amelyekhez fentebb, az aminosav-szek-
vencidkra leirtakhoz hasonldan, nukleotidok, eldnydsen a 1., 3.,
7. és 9. szamu szekvenciaként Dbemutatott nukleotidok delécid-
javal, inverzidjaval, inszercidjaval, addicidjaval és/vagy
szubsztittcidjaval juthatunk Ggy, hogy a megfeleld géntermék bi-
olégiai tulajdonsagai és bioldgiai aktivitasa lényegében megma-
radjon. Az alkalmazhaté nukleotidszekvencidkhoz hozzajuthatunk
példaul olyan nukleotidszubsztitucidkkal, amelyek , csendes” (az
aminosav-szekvencia megvaltozadsa nélkil) vagy konzervativ (azo-
rios méret{i, toltésli, polaritast vagy oldhatdésadgt aminosavak cse-
réje) aminosav-valtoztatasokat okoznak.

A taldlmany szerinti nukleinsavszekvenciak kozé tartoznak a
gének funkciondlis ekvivalensei is, ugymint eukariéta homoldgok,
amelyek példaul gerinctelenekbdl, példaul Caenorhabditisbdl vagy
Drosophilabdél szé&rmaznak, vagy amelyek gerincesekbdl, példaul a
fentebb leirt eml&sdkbdl szarmaznak. EldSnydsen alkalmazott gének
gerincesekb8l szarmaznak, amelyek olyan génterméket koédolnak,
amelyek lényegében a taldlmany szerinti géntermékek tulajdonsa-
gaival rendelkeznek.

A taldlmany szerinti nukleinsavakat elfallithatjuk hagyoma-
nyos médon, kilénféle mébdszerekkel:

Példaul genomi vagy cDNS-konyvtarat lehet szlrni olyan DNS-
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re, amely PARP-molekulédt vagy annak egy részét kdédolja. Példaul
humdn agybél, szivbsél vagy vesébdl eldallitott cDNS-kényvtarat
szdrni lehet alkalmas prbbaval, példaul Jjeldlt, egyszala DNS-
fragmentummal, amely megfelel 1. vagy 3. szamu szekvenciabdl ki-
valasztott, megfeleld hosszUsagl, részleges szekvencianak vagy
komplementerjének. Ebb&l a célbdl példaul a konyvtar DNS-frag-
mentumait, alkalmas klénozd vektorba transzferdlds utan baktéri-
umba lehet transzformdlni, azutdn agar-talcdkra lehet széleszte-
ni. Azutan a klénokat &t lehet vinni nitocellulédz-szlirdékre, és a
DNS denaturdldsa utdn hibridizaltatni lehet a jeldlt prdébaval. A
pozitiv kldénokat azutadn izolaljuk és jellemezzik.

A taldlmany szerinti PARP-homolégokat kédold DNS-t vagy rész-
leges fragmentumait kémiailag is szintetizalni lehet a bejelen-
tés &altal tartalmazott szekvenciainformdcidkbdl kiindulva. Ebbdél
a célbbl példaul korilbelil 100 bazis hosszusagu oligonukleoti-
dokat lehet szintetiz&lni, és egyméds utadn lehet azokat ligéalni
olyan, o©nmagdban ismert mdédon, hogy példaul alkalmas terminalis
restrikciés hasitdhelyek jojjenek létre.

A taldlmény szerinti nuklecotidszekvencidkat polimeraz lancre-
akcié (PCR) segitségével is eld lehet allitani. Ebb&l a célbdl
cél-DNS-t, példaul alkalmas, teljes hosszUsagu klénbdl szarmazd
DNS-t hibridizaltatunk olyan szintetikus oligonukleotid primer-
parral, amely korulbeliil 15 bazis hosszisagt, és amely a cél-DNS
ellenkez8 végein kotédik. A kozottik 1évéd szekvencia-szakaszt
DNS-polimerazzal feltdltjik. A ciklus sokszori ismétlése lehetd-
vé teszi a cél-DNS amplifik&lasat [ white et al., Trends Genet.

5, 185 (1989)] .
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A talalmany szerinti nukleinsavon értink roviditett szekven-
cidkat, kédold vagy nem-kddold egyszalu DNS-t vagy RNS-t, komp-
lementer DNS-szekvencidt, mRNS-szekvencidkat és ezekbdl szarmazd
cDNS-eket 1is.

A talidlmény targyat képezik olyan nukleotidszekvenciak, ame-
lyek a fentebb emlitett szekvenciakkal képesek hibridizalddni
sztringens korilmények kozott. A taldlmédny szerinti megoldasban
alkalmazott sztringens hibridizacidés koruilmények akkor &allnak
fent, ha a hibridizaldé szekvenciak korilbeltil 70-100%, példaul
kdrilbelul 80-100%, vagy 90-100% homoldgiaval rendelkeznek
(eldénydsen legaldbb koriilbeldl 40, példaul korilbelul 50, 100,
150, 200, 400 vagy 500 aminosavbo6l alldé szakaszon).

DNS, kiiléndsen cDNS-bankok szlirésére szolgald sztringens ko-
riilményekben példidul a hibridizacidés keveréket 0,1% SDS-t tar-
talmazdé, 0,1 x SSC-bufferrel mossuk (20 X SSC-puffer = 3 M NaCl,
0,3 M natrium-citrét, pH 7,0) , koérilbelil 60°C hémérsékleten.

Northern-blot analiziseket sztringens koérilmények kdzott mos-
suk, példaul 0,1% SDS-t tartalmazé 0,1 X SSC-vel, koérilbelil
65°C hémérsékleten.

Nukleinsavszarmazékok és expresszidés konstrukcidk

Nyilvanvaldé, hogy a nukleinsavszekvenciakon eértink szarmazé-
kokat is, példaul promdétervaridnsokat vagy alternativ splicing
atjan létrejoétt varidnsokat. A talalmany szerinti nukleotid-
-szekvenciatdl szintézisirdnnyal szemben mikoédéképesen kapcsolt
prombterek  tovabba mbédositva lehetnek addicidév(kk)al  vagy
szubsztitticidv (kk)al, inverzidv(kk)al, inszercidv(kk)al és/vagy

delécidv (kk)al anélkil, hogy a promdterek funkcidjat vagy akti-
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vitdsat hatrényosan befolydsolnd. A promdéterek aktivitdsat no-
velni is 1lehet szekvencidjuk mdbdositaséaval, vagy teljesen he-
lyettesiteni lehet egy hatékonyabb prométerekkel, s&t, heteroldg
szervezetb&l szarmazd promdéterekkel. A fentebb leirt prométer-
varidnsokat a taldlmlny szerinti expresszids kazettdk elddllita-
sadra lehet alkalmazni.

Human PARP2 splicing varidnsaira konkrét példaként szolgdlnak
az alabbiakban emlitettek:

Hum&n PARP2a-varians: 766-904. bazisparok delécidja (1. szami
szekvencia). Ez faziseltolddashoz vezet, Uj stop kdéddonnal (, TAA”
megfelel a 922-924. nukleotidoknak az 1. szami szekvenciéaban) .

Human PARP2b-varidns: a 204. nukleotid (1. szami szekvenciéa-
ban) utan
5 - gta tgc cag gaa ggt cat ggg cca gca aaa ggg tct ctg -3
inszercidéja. Az inszercidéval az alabbi aminosav-szekvencia jon
létre: GMPGRSWASKRVS.

Nukleinsav-szarmazékokon oclyan variansokat is értink, amelyek
nukleotidszekvencidi a -1. és -1000. ko&zotti régidban, a start-
kédon eldtt mbédositva lettek Ugy, hogy a génexpresszid és/vagy
fehérjeexpresszid mértéke novekedett.

A fentebb leirt nukleotidszekvencidkon kiviil, a taldlmény
szerinti megoldasban alkalmazhaté nukleinsav-konstrukcidék funkci-
onalis, mikod&képesen kapcsolt, egy vagy tdbb szabalyzd szekvenci-
at tartalmaznak, példaul promdtereket, amplifikacids szignilokat,
enhanszereket, poliadenildléasi szekvenciédkat, replika-cidés origd-
kat, riportergéneket, szelektdlhaté markergéneket és hasonldkat.

Ez a kapcsolat, a kivant alkalmazastdl fiiggéen, génexpresszid mér-
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tékének novekedéséhez vagy csdkkenéséhez vezethet.

Az 0j szabalyzd szekvenciakon kivil még természetes szabalyzd
szekvencidk 1is Jjelen lehetnek az aktualis strukturalis gének
elétt. Ezt a természetes szabalyzast, adott esetben genetikai
médositassal le lehet kapcsolni, és a gének expresszidjénak mér-
téke novekszik vagy csokken. Azonban a génkonstrukcidk rendel-
kezhetnek egyszeribb strukturaval, azaz hozzaadott szabalyzd
szigndlok nincsenek inszertdlva a strukturalis gének elé, és a
természetes promdter, szabalyzdé funkcidjaval nincs deletalva.
Helyette, a természetes szabalyzd szekvencia ugy van mutalva,
hogy a szabalyzas tovabb mar nem mikodik, és a génexpresszid fo-
kozédik vagy megszlnik. Tovabbi eldnyds szabdlyzd elemek
inszertalasara 1is van lehetd6ség a nukleinsavszekvencidk 3’ -
végéhez. A nukleinsavszekvencidk egy vagy tobb képiaban lehetnek
jelen a génkonstrukcidban.

Elénydsen alkalmazhatd szabdlyzd szekvenciak a talalmany sze-
rinti expresszidés eljarads céljara jelen vannak példaul az alabbi
prombterekben: cos-, tac-, ¢trp-, tet-, trp-tet-, 1lpp-, lac-,
lpp-lac-, laclg-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, A-PR-
prométerekben vagy A-PL-prométerben, amelyek eldnydsen alkalmaz-
haték Gram-negativ baktériumokban. Tovabbi eldnyds szabalyzd
szekvenciadk vannak példaul Gram-pozitiv amy- és SPO02-promdb-
terekben, az élesztderedetd ADCl-, MFa-, AC-, P-60-, CYCl-,
GAPDH-prométerekben, vagy a névényi eredetd CaMV/35S-, SSU-,
0CS-, 1lib4-, usp-, STLS1l-, B33-, nos-prombéterekben vagy az
ubiquitin- vagy fazeolin-prombéterben.

Elvileg valamennyi természetes promdétert lehet alkalmazni
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szabalyzé szekvenciaikkal. Szintetikus prombéterek alkalmazasa is
lehetséges és eldnyls.

A szabalyzd szekvenciakat azért alkalmazunk, hogy lehetévé
tegyik a nukleinsavszekvencidk specifikus expresszidéjat és a
fehérjeexpresszidét. Ez jelentheti példaul a gazdaszervezettdl
fiigg6en, hogy a gén csak indukcidé utén expresszalddik vagy foko-
zott mértékben expresszalddik (a termék tualtermelddik), vagy
azt, hogy azonnal expresszalddik és/vagy fokozott mértékben
expresszalddik.

A szabalyzb6 szekvencidk vagy faktorok ezenkiviil, eldénydsen
jétékony hatast képesek kifejteni a bevitt gén expresszidjara,
és igy képesek annak mértékét novelni vagy csdkkenteni. Tehat a
szabalyzd elemek fokozd hatdsa eldnydsen transzkripcid szintjén
térténhet meg, erds transzkripcids szignalok, példaul az emli-
tett prombéterek és/vagy enhanszerek alkalmazasaval. Azonban le-
het8ség van a transzlédcié fokozéasédra is, példaul a mRNS stabili-
tdsanak javitésaval.

Enhanszerek alkalmazédsa azt Jjelenti, hogy példaul 1lehetévé
teszi DNS-szekvencidk fokozott mértékdl expresszidjat, RNS-
polimeradz és DNS kozott kialakult jobb kolcsénhatas utjan.

A rekombindns nukleinsavkonstrukcidk vagy génkonstrukcidk al-
kalmas gazdaszervezetben valdé expresszidé céljabdl, eldnydsen
gazdaspecifikus vektorba vannak inszertalva, amely lehetdévé te-
szi a gének optimalis expresszidjat. Vektorok szakember szamara
j61 ismertek, és leirdsuk megtalalhatd példaul a “Cloning
Vectors” cimi koényvben [ szerk. Pouwels, P. H. et al., Elsevier,

Amsterdam-New York-Oxford (1985)] . Plazmidokon kivil wvektorokon
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értink minden mas, szakember A&ltal ismert vektort, példaul
fagokat, virusokat, példaul Sv40-et, CMV-t, baculovirust és
adenovirust, transzpozonokat, IS-elemeket, plazmidokat,
kozmidokat és lineadris vagy cirkularis DNS-t. Ezek a vektorok
autoném replikacidén vagy kromoszdédmalis replikacidn képesek at-
menni a gazdaszervezetben.

A konstrukcidk expresszalasa:

A taldlmdny szerinti, fentebb leirt rekombinans konstrukcid-
kat eldénydsen bevisszik alkalmas gazda-rendszerbe és
expresszaljuk azokat. Elénydsen szakember szamara ismert klénozd
és expresszids mbddszereket alkalmazunk a nukleinsavak expressza-
l4sara, az adott expresszids rendszerben. Alkalmas rendszereket
leirnak példaul ,Current Protocols in Molecular Biology” cimd
kényvben, szerk. F. Ausubel és munkatéarsai, Wiley Interscience,
New York (1997).

Alkalmas gazdaszervezetként szolgalhat elvileg minden olyan
organizmus, amely képes a taladlmany szerinti nukleinsavakat,
allélvaridnsaikat, funkciondlis ekvivalenseiket vagy szdrmazéka-
ikat, vagy a rekombindns nukleinsavkonstrukcidkat expresszalni.
Gazdaszervezeteken értink példaul baktériumokat, gombéakat,
élesztbket, novényi vagy allati sejteket. Eldénydsen alkalmazhatd
organizmusok baktériumok, példaul az Escherichia nemzetséghez
tartozé baktériumok, példdul Escherichia coli, Streptomyces,
Bacillus vagy Pseudomonas, eukaridéta mikroorganizmusok, példaul
Saccharomyes cerevisiae, Aspergillus, allatokbdél vagy ndvények-
b&l szarmazd, magasabb rendl eukaridta sejtek, példaul Sf9- vagy

CHO-sejtek.

71.551/BE



43 .° so:.o :.. :.

A génterméket szlikséges esetben transzgenikus organizmusokban
is lehet expresszalni, példaul transzgenikus allatokban, példaul
f&leg egerekben, Jjuhokban vagy transzgenikus nédvényekben. A
transzgenikus organizmusok lehetnek uUgynevezett nem-kifejezd al-
latok vagy novények, amelyekben a megfeleld gén ki van kapcsol-
va, példaul mutacidval vagy részleges vagy teljes delécidval.

A gazdaszervezetek és a szervezeteknek megfeleld vektorok,
példaul plazmidok, virusok vagy féagok, példaul az RNS-
polimerdz/prombéterrendszerrel rendelkezé plazmidok, A-, p-fagok
vagy mas mérsékelt fagok vagy transzpozonok és/vagy mas eldnyds
szabdlyzd szekvencidk kombindcidja expresszids rendszert alkot.
Az ,expresszids rendszerek” kifejezés a leirasban eldnydsen em-
18s sejtek, példaul CHO-sejtek és vektorok, példaul emlés sej-
tekben alkalmazhatdé pcDNA3neo-vektor kombindcidéjat jelentik.

A fentebb leirtak szerint, a génterméket eldnydsen transz-
genikus &llatokban 1is 1lehet expresszalni, példaul egerekben,
juhban vagy transzgenikus noévényekben. Ehhez hasonldan sejtmen-
tes transzlacidés rendszereket lehet programozni a nukleinsavbél
szdrmazb RNS-el.

A génterméket terdpidsan vagy diagnosztikailag alkalmas frag-
mentumok formadjdban is lehet expresszalni. A rekombinans fehérje
izoladlasa céljabdél olyan vektorrendszerek vagy oligonukleotidok
alkalmazadsa lehetséges és elényds, amelyek CcDNS-t bizonyos
nukleotidszekvencidkkal meghaladjdk, és igy médositott polipep-
tideket kédolnak, amely a tisztitds egyszerlsitését szolgalja.
Ilyen tipust alkalmas médositasok példaul az uUgynevezett tolda-

lékok, amelyek horgonyként mikddnek, példadul a hexa-hisztidin-
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horgonyként ismert mdbdositas, vagy olyan epitépokkal vald mdbdo-
sitds, amelyeket antitestek antigénként ismernek fel [ leirast
ldsd példéul Harlow, E. és Lane, D., “Antibodies: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor Press, N. Y. (1988)] . Ezeket a hor-
gonyokat ugy lehet alkalmazni, hogy a fehérjét kifogjék szilard
hordozéhoz, példaul polimer-matrixhoz, amely példaul kromatogra-
fids oszlopba toélthetd vagy mikrotiter-talcahoz vagy mas hordo-
zbhoz kapcsolhatd.

Ezeket a horgonyokat egyidejlileg ugy 1is 1lehet alkalmazni,
hogy felismerjék a fehérjéket. A fehérjék felismerésére szokasos
markereket is lehet alkalmazni, példdul fluoreszcens festékeket,
enzim-markereket, amelyek detektdlhaté reakcidterméket termelnek
szubsztrattal vald reakcid utéan, vagy radiocaktiv markereket,
egymagukban vagy kombinacidéban més, fehérjékkel szarmazékot ké-
pezdé horgonyokkal.

Antitestek eléallitasa:

Anti-PARP2-antitesteket szakember altal ismert mdédon termel-
tetiink. Az antitestek lehetnek poliklondlisak, monoklonalisak,
hum&dn vagy humanizalt antitestek vagy fragmentumaik, egylancu
antitestek vagy szintetikus antitestek 1is, hasonldan antitest-
fragmentumok, példaul Fv, Fab és F(ab’),. Alkalmas eldballitasi
mbédszereket leirtak, példaul Campbell, A. M. ~Monoclonal
Antibody Technology”, Elsevier Verlag, Amsterdam, New York, Ox-
ford (1987), és Breitling, F. és Dibel, S., ,Rekombinante
Antikorper”, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg (1997).

A kédolé szekvencia tovabbi alkalmazasa:

A taldlmény szerinti cDNS tovabba alapot biztosit az Gj PARP-
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gének genomi szekvencidjanak klénozéasara. Ez tartalmazza az ide
vonatkozd szabalyzdé vagy promdterszekvenciat is, amely példaul
oly médon &llhat rendelkezésre, hogy szekvenaljuk a talalmany
szerinti cDNS-t&l szintézisiradnnyal szemben (5 -iradnyban) elhe-
lyezkedd vagy a gének intronjaiban elhelyezkedé régidt. A cDNS-
szekvenciadbdl kinyerhetd informacidé antiszensz molekulak vagy
ribozimok el&allitidsdhoz is alapot jelent, ismert mobédszerek al-
kalmazasaval [ Jones, J. T. és Sallanger, B. A., Nat. Biotechnol.
15, 902 (1997); Nellen, W. és Lichtenstein, C., TIBS 18, 419
(1993)] . A genomi DNS hasonldan alkalmazhatdé a fentebb leirt
génkonstrukcidk eldallitasara.

A nukleotidszekvencidk vagy részeinek alkalmazédsara masik le-
het&ség transzgenikus &allatok eld&allitasa. A szekvenciainforma-
cidé transzgenikus tultermelése vagy genetikai kikapcsoldsa al-
kalmas A&llatmodellben tovabbi értékes informacidkat biztosithat
az Uj gének (pato)fizioldgiajavak kapcsolatban.

Teripias alkalmazasok:

Olyan helyzetekben, amelyekben a talalmany szerinti fehérjé-
b&é1 lényegi hiany van, szamos médszert alkalmazhatunk annak he-
lyettesitésére. Egyrészt a fehérjét, természetes vagy rekombi-
nans formaban, beadhatjuk kozvetlenil vagy génterapiaval, a ko-
doldé nukleinsav (DNS vagy RNS) formadjadban. Erre a célra barmi-
lyen alkalmas vektort lehet alkalmazni, példaul viralis és nem-
viralis hordozbékat egyarédnt. Alkalmas médszereket leirt példaul
Strauss és Barranger, ,Concepts in Gene Therapy” cimd konyvben,
Walter de Gruyter (1997). Méasik alternativat biztosit endogén

gén stimuldléasa alkalmas agensekkel.
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Blokkolni is lehet a taldlmény szerinti PARP-ok atviteli se-
bességét vagy inaktivalasat, példaul proteazokkal. Végil, a ta-
lalmany szerinti PARP-ok inhibitorait vagy agonistait is lehet
alkalmazni.

Olyan helyzetekben, amelyekben a PARP feleslegben vagy tulak-
tivalt forméaban van jelen, kulonbozd tipust inhibitorokat lehet
alkalmazni. Ezt a gatlést el lehet érni antiszensz molekuléakkal,
ribozimokkal, oligonukleotidokkal vagy antitestekkel, ¢és ala-
csony molekulatomegli vegylletekkel.

A taldlmany szerinti hatdanyagokat, azaz PARP-fehérjéket,
-nukleinsavakat és PARP-kotépartnereket, példaul antitesteket
vagy modulatorokat beadhatjuk egyetlen terapias hatdanyagként
vagy mas terédpids hatdanyagokkal kialakitott keverékként. Bead-
hatjuk azokat ugy, ahogyan rendelkezésre &llnak, de &ltaléaban
gybgyszerkészitmények formadjadban adjuk be azokat, azaz a hatéd-
anyag (ok) és legaldbb egy, alkalmas gydgyszerészeti hordozd vagy
higitészer keverékeként. A hatdanyagokat vagy készitményeket
barmilyen alkalmas médszerrel beadhatjuk, amely az adott terapi-
as célnak megfelel, példaul oralisan vagy parenteralisan.

A gybégyszerkészitmény és a gydgyaszatilag elfogadhatd hordozd
vagy higitészer természete a kivant beadasi médtdl fugg. Oralis
készitmények példaul tabletta vagy kapszula formajaban lehetnek,
és tartalmazhatnak szokasos segédanyagokat, példaul kotbanyago-
kat (példaul szirupot, gumiarabikumot, zselatint, szorbitot,
tragantmézgat vagy poli(vinil-pirrolidon)-t, térfogatot ndveld
anyagokat (példaul 1laktdézt, cukrot, kukoricakeményitdt, kalcium-

-foszfatot, szorbitot vagy glicint), sikositd anyagokat (példaul
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magnézium-szteardtot, talkumot, polietilén-glikolt vagy szilika-
gélt), mallasztdszereket (példaul keményitdt) vagy nedvesitdsze-
reket (példdul natrium-lauril-szulféatot). Oralis folyadéktermé-
kek formdi lehetnek vizes vagy olajos szuszpenzidk, oldatok,
emulziék, szirupok, elixirek wvagy sprayk stb., vagy lehetnek
szadraz porok formajdban, amelyekbdl vizzel vagy mas, alkalmas
hordozéval lehet oldatot késziteni. Az ilyen tipusu folyadékter-
mékek tartalmazhatnak hagyomanyos adalékanyagokat, példaul
szuszpendald &genseket, 1izesitd anyagokat, higitdészereket vagy
emulgedtorokat. Parenterdlis beadashoz oldatokat vagy szuszpen-
zidkat lehet alkalmazni, szokdsos gydgyszerészeti hordozdkkal. A
taldlmany szerinti hatdanyag parenteralis Dbeadasa eldnyOsen
olyan folyadék formaju gydgyszerkészitményként torténik, amelyet
parenteradlisan lehet beadni, els&sorban intravénéasan. Ez eldnyo-
sen legaldbb egy hatdanyag hatasos mennyiségét tartalmazza, eld-
nydsen oldott formdban, gydgyaszatilag erre a célra elfogadhatd
hordozdéban. Gydgyaszatilag erre a célra elfogadhatdé hordozdk
példaul fd&leg vizes oldatok, példaul fizioldgias sdoldat, fosz-
fattal pufferolt sdéoldat, Ringer-féle oldat, Ringer-féle laktat-
oldat és hasonldék. A készitmény tartalmazhat tovabba adalékanya-
gokat, példaul antioxidansokat, komplexképzd agenseket vagy
antibakteridlis &genseket.

A taldlmény szerinti hatdanyagok ddézisanak kivalasztasa az
egyes esetekben és a konkrét doézisok beadasi rendje a kezeld or-
vos dontésén mulik. Ez utdbbi az alkalmas dbézist és a megfeleld
dbzisadagolasi rendet a kivalasztott beadasi mdd, az egyes eset-

re vonatkozdan a gydgyszer hatékonysdga, a kezelendd rendelle-
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nesség természete és sUlyossaga, és a paciens allapota és a te-
rapidra adott véalasza alapjan valasztja ki. Tehat, példaul a
farmakoldégiailag aktiv anyagokat eml8sszervezetnek (embernek
vagy &allatnak) beadhatjuk koérilbelil 0,5 mg és korilbeldl 100 mg
kozotti dézisokban, testtomeg-kg-ra vonatkoztatva, naponta. Be-
adhatok egyetlen ddzisban vagy néhany tobb ddzisban.

Nem-terapias alkalmazasok:

A taldlmany szerinti nukleinsavakat, példaul cDNS-t, a genomi
DNS-t, a promdtert és a polipeptidet, és ezek részleges fragmen-
tumait rekombinédns vagy nem-rekombinans formdban alkalmazhatjuk
kiildnbdz8 tesztrendszerek kifejlesztésére.

pPéldaul létrehozhatdé olyan tesztrendszer, amely alkalmas a
tesztanyagban jelenlévd prombdter vagy fehérje aktivitasanak mé-
résére. A mérési mddszerek ebben az esetben elénydsen egyszerl-
ek, példaul kolorimetriasak, luminometriasak, fluorimetriéasak,
immunolégiaiak vagy radioaktivak, és eldnydsen lehetdvé tesznek
nagy szami tesztminta gyors mérését. Ilyen tipust tesztek alkal-
masak és eldnydsek uUgynevezett nagy hatékonysagu szilrési elja-
rasra. Ezek a tesztrendszerek lehetdvé teszik annak meghataroza-
sadt, hogy tesztanyagok milyen mértékben képesek kotddni agonis-
tadjukhoz, antagonistdjukhoz vagy milyen mértékben képesek gatol-
ni a taldlmény szerinti fehérjéket.

A taladlmany szerinti fehérjék vagy a megfeleldé mRNS-ek meny-
nyiségének, akivitasdnak és az emberi testben vald megoszlaséanak
meghatarozasat diagnosztikai célokra, bizonyos betegsegekre vald
hajlam meghatarozasara és azok ellenbrzésére lehet alkalmazni.

Ehhez hasonldan, a cDNS-szekvencia és a genomi szekvencia infor-
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macidkat biztosithat bizonyos betegségek genetikai okairdl és
azokra valdé hajlamrdél. Erre a célra DNS/RNS-prdbakat és kulonfée-
le tipust antitesteket egyarant lehet alkalmazni. A talalmany
szerinti nukleotidszekvencidkat vagy azok részeit tovabba alkal-
mas prébak formdjaban lehet alkalmazni pontmutacidk, delécidk
vagy inszercidk detektalasara.

A taldlmdny szerinti fehérjéket tovabba természetes ligan-
dumaik vagy kolcsoénhatd partnereik azonositéasara és izolalasara
is lehet alkalmazni. A taldlmény szerinti fehérjéket tovabba
mesterséges vagy szintetikus ligandumaik azonositaséra és izola-
lasdra lehet alkalmazni. Ebb&l a célbdl rekombindnsan termelte-
tett vagy tisztitott, természetes fehérjébdl szarmazékot lehet
képezni azok mbdositédséaval, amely lehetdédvé teszi hordozd anya-
gokhoz valdé kapcsolasukat. Az igy kotott fehérjéket kilonbozé
analizalandé mintadkkal 1lehet inkubalni, példaul fehérjeextrak-
tumokkal vagy peptidkoényvtarakkal vagy mas ligandumforrasokkal.
Specifikusan kOtott peptideket, fehérjéket vagy alacsony moleku-
latémegl, nem fehérjetermészetld anyagokat lehet izolalni és jel-
lemezni ezzel a mbdszerrel. Nem fehérjetermészetd anyagok pél-
ddul olyan alacsony molekulatémegl kémiai anyagokat jelentenek,
amelyek példaul klasszikus drogszintézisbdl vagy kombinatoriku-
san szintetiz&alt, ugynevezett anyagkényvtarakbdl szarmaznak.

Az alkalmazott fehérjeextraktumok példaul noévényekbdl vagy
noévényi részekb&l, mikroorganzimusokbdél, emberi vagy allati szo-
vetekbdl vagy szervekbdl szarmaznak.

Ligandumokat és kdlcsdénhaté partnereket az élesztd két-hibrid

rendszerhez [ Fields, S. és Song, O., Nature 340, 245 (1989)] ha-
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sonlé eljarésokkal is lehet azonositani. Az alkalmazhatd
expresszibés bankok ebben az esetben példaul human szovetekbdl,
példaul agybdl, szivbdl, vesébdl stb. szarmazhatnak.

A taldlmany szerinti nukleinsavszekvencidkat és az altaluk
ko6édolt fehérjéket reagensek, agonistak és antagonistak vagy in-
hibitorok kifejlesztésére lehet alkalmazni, amelyek a talalmany
szerinti fehérjeszekvencidk egyikével tarsult, krdénikus vaéy
akut betegségek diagnédzisara és terapiajara szolgalnak, példaul
azok megndévelt vagy csokkentett mértékl expresszibdjaval. A ki-
fejlesztett reagenseket, agonistakat, antagonistakat vagy inhi-
bitorokat azutdn gybdgyszerkészitmények elééllitéséra lehet al-
kalmazni, rendellenességek kezelésére vagy diagndzisara. Ebben a
vonatkozasban lehetséges betegségek példaul az agy, a perifériés
idegrendszer, a kardiovaszkularis rendszer vagy a szem betegsé-
gei, szeptikus sokk, reumatoid artritisz, cukorbetegség, akut
veseelégtelenség vagy rak.

A taldlmany szerinti fehérjék alkalmazhatdsagat az emlitett
indikacidkra specifikus inhibitorok alkalmazasaval igazoltuk,
relevans allatmodellekben.

A taldlmany szerinti megoldast az alabbi példakra hivatkozva

ismertetjiik részletesebben.

1. példa

PARP2- és PARP3-cDNS izolalasa
A taldlmany szerinti cDNS-szekvenciakat eldszor human agybol
(human agy , 5 -Stretch Plus” cDNS-kdnyvtar, # HL3002a, Clontech)

szarmazd CcDNS-kdnyvtar cDNS-kldénjainak szekvenciaanalizisével
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taldltuk meg. Az egérbbdl szarmazd PARP3-kldénokat , lambda triplex
egéragy cDNS-konyvtarbdl” izolaltuk (Clontech kat.sz. ML5004t).
Ezen klénok szekvenciait 1., 3., 7. és 9. szadmu szekvenciaként

irjuk le.

2. példa

PARP2 és PARP3 expresszidja human szdvetekben

Humdn PARP2 és humadn PARP3 expresszidjat tizenkét kulonbozd
humé&n szdvetben Northern-blot analizis alkalmazasaval vizsgél-
tuk. Ebb&l a célbdél a Clontech cégtél beszerzett, , Human
Multiple Tissue Northern Blot”-ot (MTN-t) (#7760-1 és #7780-1)
egy RNS-prébaval hibridizaltattunk. A prdbat megfeleld human
PARP2- és humdn PARP3-cDNS-ek in vitro transzkripcidéjaval a&lli-
tottuk eld, digoxigenin-jeldlt nukleotidok jelenlétében, a gyar-
té (BOEHRINGER MANNHEIM ,DIG Easy Hyb”, kat. sz. 1603 558, ,DIG
Easy Hyb” -médszer RNS:RNS-hibridizacidéjara) utasitasai szerint.
Az eljarast ugy médositottuk, hogy az eldhibridizacidt 2 x 1 ora
hosszaig végeztik, heringspermdbdél szarmazdé DNS hozzaadasaval
(10 mg/ml hibridizacidés oldat). Azutan a hibridizacidt egy éj-
szakdn &t végeztik heringspermdbdl szarmazd DNS hozzdadésaval
(10 mg/ml hibridizacidés oldat). A csikokat ,CDP-Star” eljarés
(BOEHRINGER MANNHEIM ,CDP-Star”, kat.sz. 1685 627) alkalmazasa-
val detektaltuk.

Sztringens mosds utAdn PARP2-transzkriptumokat elsésorban em-
beri agyban, szivben, vazizomban, vesében é€s majban detektaltuk.
Az 1,9 kb méretd transzkriptum megfelel a c¢cDNS meghatédrozott

hosszusaganak (1,85 kb) (2.A abra).
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Mas szOvetekben vagy szervekben humdn PARP2-expresszid mérté-
ke jelentésen kisebb.

Sztringens mosds utdn PARP3-transzkriptumckat els&sorban
szivben, agyban, vesében, vazizomban és majban detektaltuk. Mas
szbvetekben (méhlepény, tidé, hasnydlmirigy) az expresszid mér-
téke jelentdsen kisebb (2.B &bra). Human PARP3-nak legalabb keét-
féle transzkriptuma 1létezik, amely feltételezhetden kiilénbdzd
poliadenilaléasi helyek vagy alternativ splicing helyek létezéseé-
vel magyarazhatd. Méretik (koridlbelil 2,2 kb és 2,5 kb, sorrend-
ben) megfelel a cDNS meghatarozott hosszusaganak (2,3 kb). A mo-
sast 0,2 x SSC/0,2% SDS-t tartalmazd oldattal végeztik szobahd-
mérsékleten 2 x 15 percig, és azutan 0,1 x SSC/0,1% SDS-t tar-
talmazdé oldattal végeztiik 65°C-on 2 x 15 percig (20 x SSC elké-

szitése: 3 M NaCl, 0,3 M natrium-citrat, pH 7,0).

3. példa

Antitestek eldallitasa

A taldlmany szerinti fehérjékre specifikus antitesteket ter-
meltettiink. Ezeket tobbek kozott, PARP2- és PARP3-fehérje-
mennyiségek szovetekben vald megoszlédsédnak analizalasara alkal-
maztuk immunoblot (Western-blot) analizissel. Ilyen antitestek
termeltetését az aldbbiakban ismertetjik.

Antitestek termeltetéséhez szintézissel eldallitottuk az
aldbbi peptideket, szakember &altal ismert mdbdszerekkel. Néhany
esetben a ciszteineket a szekvencia N- vagy C-termindlisahoz
kapcsoltuk, KLH-hoz (tengeri tapaddkagyloébdl szarmazd hemocia-

ninhoz) vald kapcsolads eld8segitése céljabdl.
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PARP-2: NH,-MAARRRRSTGGGRARALNES-CO,H (23. szamu szekvenciaban
1-20. aminosavak; SEQ ID NO: 23)
NH,-KTELQSPEHPLDQHYRNLHC-CO,H (24. szamu szekvenciaban
335-353. aminosavak; SEQ ID NO: 24)

PARP-3: NH,-CKGRQAGREEDPFRSTAEALK~CO,H (25. szamu szekvenciaban
25-44. aminosavak; SEQ ID NO: 25)
NH,-CKQQIARGFEALEALEEALK-CO,H (26. szami szekvenciaban
230-248. aminosavak; SEQ ID NO: 26)

Egy reprezentativ példaban bemutatjuk anti-PARP3-antitest
termeltetését.

Humdn PARP3 esetén poliklondlis antitesteket nyulakban termel-
tettiink, NH,-KQQIARGFEALEALEEALK-CO,H (a human PARP3 fehérjeszek-
vencidjdban 230-248. aminosavak; 27. szaml szekvencia; SEQ ID NO:
27) peptidszekvencidval rendelkezd szintetikus peptid alkalmazasa-
val. Az egérbdl szarmazd, megfeleld szekvencia ebben a régidban
csak egy aminosavval kildnbozik (NH,-KQQIARGFEALEALEEAMK-CO,H; (28.
szamu szekvencia; SEQ ID NO: 28). Az N-terminalishoz ciszteint is
kapcsoltunk abbdl a célbdl, hogy lehetévé tegylik a fehérje KLH-
hoz (tengeri tapaddkagyldbdl szarmazd hemocianinhoz) vald kap-
csolésat.

Nyulakat ©sszesen 6t alkalommal immunizéaltunk, 7-14 naponta,
a KLH-peptid-konjugadtummal. Az igy kapott antiszérumot affini-
tas-tisztitottuk az antigén alkalmazdsaval. A specifikus IgG-
tartalma frakcidkat a szérumbdl a megfeleld peptidek alkalmaza-
sdval izolaltuk, amelyeket erre a célra elbszdr affinitasoszlop-
ra immobiliz&ltunk szakember &ltal ismert mdédon. A megfeleld

antiszérumot felvittiik erre az affinitdsoszlopra, és a nem-
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specifikusan adszorbedlddott fehérjéket pufferrel elualtuk. A
specifikusan kotédott IgG-frakcidot 0,2 M glicin/HCl-pufferrel
(pH 2,2) eludltuk. A pH-t azonnal felemeltiik 1 M TRIS/HCl-
pufferrel (pH 7,5). Az IgG-frakcidét tartalmazé eluatumot 1:1-
térfogataranyban Osszekevertitk telitett amménium-szulfat-oldat-
tal, és +4°C-on inkubaltuk 30 percig, a teljes csapadékkivala-
sig. Az igy kapott csapadékot 10.000 g-n centrifugaltuk, és a
feliiluszd eltdvolitésa utadn minimédlis térfogatu PBS/TBS-ben fel-
cldottuk. Az eredményil kapott oldatot azutan PBS/TBS-ben
dializaltuk 1:100-térfogataranyban. Az antitestek koncentracid-
jat beallitottuk korilbelil 100 pg IgG/ml-re. Az igy tisztitott
PARP3-antitestek nagymértékben specifikusak voltak PARP3-ra. Mig
egérb8l szarmazdé PARP3-at Jjo6l1 felismerték, nem figyeltink meg

keresztreakcidt PARPl-el vagy PARP2-vel.

4. példa

A szovetmegoszlas analizise immunoblottal (Western-blottal)

PARP2- és PARP3-fehérjemennyiségek szdvetekben vald megoszla-
sat is vizsgaltuk immunoblot (Western-blot) analizissel.

Egérbdl szarmazd szévetek prepardlasa fehérjegélekhez:

Szoveteket vagy sejteket Potter vagy Ultra-Turrax alkalmaza-
sdval homogenizaltuk. Ebb&Sl a célbdél 0,5 g szdvetet (vagy sejte-
ket) inkubaltunk 5 ml pufferben (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM
EDTA, 6 mM  MgCl,), eqgy tabletta protedz-inhibitorkeverék
(Boehringer Mannheim, kat.sz. 1836153) és benzonaz (I. tisztasa-
gi fokozat, MERCK) jelenlétében 37°C-on, 30 percig. Egerekbdl

szarmazd szovetmintakat szivbdl, tiuddébsl, majbdl, 1lépbdl, vesé-
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bél, belekbdl, izombdl, agybdl és human embrionalis vesesejtek-
bé1 (HEK293, humdn embriondlis vese) allitottunk eld.
Fehérjegélek:

NOVEX altal forgalmazott NuPAGE-rendszert alkalmaztunk
fehérjegélekre leirt utasitédsok szerint. Poliakrilamid-géleket
(NUPAGE 4-12% BisTris, NOVEX NP 0321), futtatd puffert (MES fut-
taté puffer, NOVEX NP 0002), antioxidanst (NOVEX NP 0005), fe-
hérje-méretstandardet (Multi Mark Multi Colored Standard, NOVEX
LC 5725), mintapuffert (4 X NuPAGE LDS mintapuffer NP 0007) al-
kalmaztunk. A géleket 45 percig futtattuk 200 V feszlltségen.
Western-blot:

Western-blotokat végeztink NOVEX-rendszer alkalmazésaval, az
utasitasok szerint. Nitrocelluldz-membrant (Nitrocellulose 45 um-
os pborusméret, NOVEX LC 2001) alkalmaztunk. Az atvitel 1 oOrat
vett igénybe 200 mA aramerdsséggel. A transzferpuffer 50 ml,
transzferpuffer-koncentratumbél (NOVEX NP 0006), 1 ml antioxi-
dansbél (NOVEX NP 0002), 100 ml analitikai tisztasagu metanolbdl
és 849 ml kétszer desztillalt vizbd&l allt.

Az igy eldallitott blotok mellett, eldre elkészitett blotokat
is alkalmaztunk, példaul amelyek a Chemicon cégtdél lehet beszerez-
ni (,,mouse brain blot”, Chemicon kat.sz. NS 106 az aldbbi szdve-
tekkel: 1. eliilsd agykéreg, 2. hatulsé agykéreg, 3. kisagy, 4.
hippocampus, 5. szaglégumd, 6. harantcsikolt izom, 7. thalamus, 8.
kézépagy, 9. entorhinalis agykéreg, 10. pons, 1l1l. agyveld, 12.
gerincveld) .

Antitest-reakcié PARP3-al:

A Western-blotokat 5% tejporral kiegészitett TBST-ben (TBS +
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0,3% Tween 20) blokkoltuk, legaldbb 2 oéra hosszaig (TBS: 100 mM
Tris pH 7,5, 200 mM NaCl). Az antitest-reakcidét a primer anti-
testtel (1:1000 higitédsban) 5% tejporral kiegészitett TBST-ben
(lasd fent) végeztilk szobahémérsékleten, legaldbb 2 o6ra hossza-
ig, vagy 4°C-on egy éjszakan at, enyhe kevertetés kozben (verti-
kadlis réazoégép). Ezutdn haromszor mostuk TBST-ben, 5 percig. A
szekunder antitesttel wvaldé inkubalast (peroxidazzal kapcsolt
anti-nyal IgG, SIGMA A-6154, 1:2000 higitasban) 5% tejporral ki-
egészitett TBST-ben (lasd fent) végeztiik, 1 6éra hosszaig. Ezutéan
haromszor mostukva fentebb leirtak szerint, 5-5 percig alkalman-
ként. Azt “kovetden kemilumineszcencia felhasznalasaval detektal-
tunk, »SUPER BLAZE” reagenskészlet (Pierce, Signal BLAZE
Chemiliminescent Substrate 34095) alkalmazasaval, a gyartd uta-
sitésai szerint. ,Lumi-Film” -et (Chemiluminescent Detection
Film, Boehringer, kat.sz. 1666916) alkalmaztunk. A filmeket ko-
riilbeliil 2 perc alatt hivtuk eldé (,X-ray developer concentrate”,
ADEFO-Chemie GmbH), hidrat&ltuk, koriulbelil 4 percig fixaltuk

(Acidofix 85 g/1, AGFA), hidratdltuk és azutan szaritottuk.

5. példa

Az enzimek eldallitdsa

Osszehasonlités céljabdl, huméan PARPl-et rekombindnsan
expresszaltunk baculovirus-rendszerben, szakember altal ismert
médon, és részlegesen tisztitottuk leirt eljards szerint [ Shah
et al., Analytical Biochemistry 227, 1-13 (1995)]. Marhéabdl
szdrmazd PARPl-et 30-50%-os tisztas&gban szereztink be a BIOMOL

cégtsl (kat.sz. SE-165) (c=0,22 mg/ml, spec. aktivitas 170 nmol
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ADP-ribéz/perc/mg Osszfehérje 25°C-on. Human és egéreredetd
PARP2-t és PARP3-at rekombinadnsan expresszaltunk Dbaculovirus-
rendszerben (,Bac-to-Bac”-rendszer, BRL LifeScience). Ebbdl a
célbbl a megfeleld cDNS-t pFASTBAC-1-vektorba klénoztuk.
Rekombinadns baculovirus-DNS-t E.coli-ba vald rekombindcidéval &l-
litottuk elds, azutan rovarsejteket (Sf9 vagy High-Five)
transzfektidltunk a megfeleld rekombindns baculovirus DNS-ekkel.
A megfeleld fehérjék expresszidjat Western-blot analizissel iga-
zoltuk. Virustdrzseket amplifik&ltunk szakember 4ltal ismert
moédszerrel. Nagyobb mennyiségl rekombinans fehérjéhez ugy jutot-
tunk, hogy 500 ml rovarsejt-tenyészetet (2 x 10° sejt/ml) viru-
sokkal infekt&ltunk 5-10 MOI (fertdzési egység; virusok/sejtek
arénya) alkalmazésaval, és 3-4 napig inkubaltuk. Azutan a rovar-
sejteket lecentrifugdltuk, és a fehérjéket az lledékbdl tiszti-
tottuk.

A tisztitdst szakember &ltal ismert, klasszikus fehérjetisz-
titdsi médszerekkel végeztik, az enzimeket megfeleld, specifikus
antitestekkel detektéaltuk. Néhéany esetben a fehérjéket
affinitdstisztitottuk 3-amino-benzamid-affinitasoszlopon, leirt
médszer szerint [ Burtscher et al., Anal. Biochem. 152, 285-290

(1986)] . A tisztasag >90% lett.

6. példa

PARP2- és PARP3-aktivitas, valamint PARPl-re, PARP2-re és
PARP-ra haté effektorok inhibitorhatasanak meghatarozasara szol-
galé vizsgalati eljarasrendszerek

a) Antitestek termeltetése poli- (ADP-ribdéz) ellen

71.551/BE



°
.
@ 9o vaegq
5 ) * I
8 aesa .':‘ °

Poli- (ADP-ribdz) -t antigénként 1lehet alkalmazni anti-poli-
(ADP-ribdz) -antitestek eld&allitéasa céljabol. Anti-poli- (ADP-
ribdéz) —antitestek el&&llitadsat az irodalomban leirtak [ Kanai, Y.
et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 59, 300-306 (1974) ;
Kawamaitsu, H. et al., Biochemistry 23, 3771-3777 (1984); Kanai,
Y. et al., Immunology 34, 501-508 (1978)].

Az aladbbi anyagokat alkalmaztuk, tobbek kozott: anti-poli-
(ADP-ribdéz) —antitestek (nyulakban termeltetett, poliklonalis
antiszérum), BIOMOL; kat.sz. SA-276, anti-poli-(ADP-ribédz)-anti-
testek (monoklonalis, egéreredet(i; 10H-klén; hibridbéma-feltlu-
sz6, affinitéastisztitott).

Az antiszérumot vagy hibriddéma-feliliszoébdl szarmazd monoklo-
ndlis antitesteket protein-A-affinitasoszlopon tisztitottuk a
szakember &ltal ismert médon.

b) ELISA

Anyagok:

ELISA szinreagens: TMB mix, SIGMA T-8540

96 mérdéhellyel rendelkezd, mikrotiter-talcat (FALCON Micro-
Test III™ Flexible Assay Plate, #3912) burkoltunk hisztonokkal
(SIGMA, H-7755). A hisztonokat erre a célra karbonat-pufferben
(0,05 M Na,HCO,; pH 9,4) feloldottuk 50 pg/ml koncentracidéra. A
mikrotiter-tdlca egyedi mérdéhelyeit 150 pl ilyen hiszton-oldattal
inkubdltuk szobahdémérsékleten, 1legalabb 2 6ra hosszaig, vagy
4°C-on egy éjszakdn at. A mérdhelyeket azutan 150 pl, karbonat-
pufferben oldott, 1%-os BSA-oldattal (SIGMA A-7888) Dblokkoltuk
szobahdmérsékleten, 2 oO6ra hosszaig. Azutan harom mosasi 1épés

kovetkezett mosdépufferrel (0,05% TweenlO 1 x PBS-ben; PBS, fosz-
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fat-pufferolt sboldat; Gibco kat.sz. 10010: 0,21 g/l KH,PO,, 9
g/l NaCl, 0,726 g/l Na,HPO, x 7 H,0, pH 7,4). Az Osszes mosasi lé-
pést mikrotiter-tdlcamosdéban (“Columbus” mikrotiter-talcamoso,
SLT-Labinstruments, Austria) végeztink.

Az enzimreakcidhoz enzimreakcid-oldat és szubsztrat-oldat
sziikséges, kulon-kildén elézetesen elkészitve. Ezen oldatok ab-
szolut mennyisége a vizsgélatban felhasznalni tervezett mérdhe-
lyek szamatdl fugg.

Az enzimreakcid-oldat Osszetétele mérbShelyenként:

- 4 pl PARP-reakciépuffer (1 M Tris-HC1l, pH 8,0, 100 mL MgCl,, 10
mM DTT)
- 20 ng PARP1 (hum&n vagy marhaeredetd) vagy 8 ng PARP2 (humén
vagy egéreredeti)
- 4 pl aktivalt DNS (1 mg/ml; SIGMA D-4522)
- 40 pl-ig feltdltve H,0
A szubsztrat-oldat dsszetétele mérdShelyenként:
- 5 pl PARP-reakcidpuffer (10 x)
- 0,8 pl NAD-oldat (10 mM SIGMA N-1511)
- 44 pl HO

Az inhibitorokat feloldottuk 1 x PARP-reakcidpufferben. DMSO
(alkalmanként az inhibitorok feloldasara hasznaltuk magasabb
koncentracidkban) hozzdaddsa nem okozott problémat 2% végkon-
centraciéban. Az enzimreakcidban 40 pl enzimreakcid-oldatot vit-
tink be az egyes mérd8helyekre, és 10 pnl inhibitor-oldattal
inkubaltuk 10 percig. Az enzimreakcidt azutan mérdhelyenként 50 p
1 szubsztrdt-oldat hozzédadasdval inditottuk el. A reakcidt szo-

bahdémérsékleten végeztiik, 30 percig, és azutdn UuUgy allitottuk
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le, hogy haromszor mostuk mosdpufferrel.

Az alkalmazott primer antitestek specifikus anti-poli- (ADP-
ribéz)-antitestek voltak, 1:5000 higitasban. A higitast anti-
test-pufferrel végeztik (1% BSA PBS-ben; 0,05% Tween20). Az in-
kubdcidés id& a primer antitestekre egy Ora volt szobahdmérsékle-—
ten. Azutdn haromszor mostuk mosdépufferrel, majd a szekunder an-
titesttel (anti-egér IgG, Fab-fragmentumok peroxidazzal jeldlve,
Boehringer Mannheim kat.sz. 1500.686; anti-nyul IgG peroxidazzal
jeldlve, SIGMA kat.sz. A-6154) inkubaltuk szobahémérsékleten, 1
6ra hosszaig, amelynek higitésa 1:10.000 volt antitest-
pufferben. Haromszor mostuk mosdépufferben, majd elvégeztik a
szinreakciét, mérdhelyenként 100 pl szinreagenssel (TMB-mix,
SIGMA), szobahémérsékleten, koriulbelil 15 percig. A szinreakciodt
100 pl, 2 M kénsav hozzaadasaval allitottuk le. Kozvetlenil ez-
utdn ELISA-talcaleolvasdban (EAR340AT “Easy Reader”, SLT-
Labinstruments, Austria) mértink 450 nm-en, 620 nm-el szemben. A
mérési elvet vazlatosan abréazoltuk a 6. abran.

Kilénbdz& koncentracidkat alkalmaztunk dbézis-hatds-gdrbe elé-
4llitdsara, egy inhibitor K,-értékének meghatarozasa céljabdl. Az
értékeket harom parhuzamossal hataroztuk meg egy adott inhibi-
tor-koncentracidé esetén. Szamtani 4tlagot Microsoft®© Excel al-
kalmazasaval hataroztuk meg. Az IC,,—értéket Microcal® Origin
Software (5.0 verzid) alkalmazisaval hatéroztuk meg (“Sigmoidal
Fit”). Az igy kiszamitott IC,,—érték atalakitasa K,-értékre
“kalibraciés inhibitorok” alkalmazasaval tortént. A “kalibracids
inhibitorokat” szintén megmértiik az egyes analizisekben. A

“kalibracidés inhibitorok” K,-értékeit ugyanebben a vizsgidlati el-
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jarasrendszerben hataroztuk meg a Dixon-gdrbe analizisével,
szakember altal ismert moédon.

c) HTRF (,homogenous time-resolved fluorescence”) vizsgalati
eljaras

A talalmany szerinti HTRF-PARP vizsgdlati eljarasban célfe-
hérjeként hisztonokat alkalmazunk PARP-mbédositasra, melyet koz-
vetve megjeloltink XLe665-fluorférral. Az anti-poli- (ADP-ribdz) -
antitestet kdézvetleniil megjeldlilik eurdpium-kriptattal (anti-
PAR-kriptat). Ha az XL665-fluorofdér térben koézvetlen kdzelben
van, amelyet a poli-(ADP-ribdz) hisztonhoz vald koétddése bizto-
sit, akkor lehetséges az energiatranszfer. Igy a 665 nm-en mért
emisszid® egyenesen aranyos a kotédott antitest mennyiségével,
amely viszont ekvivalens a poli-(ADP-ribdz) mennyiségével. Az
igy mért szigndl tehat megfelel a PARP-aktivitasnak. A mérés el-
vét vazlatosan bemutatjuk a 7. abran. Az alkalmazott anyagok
ugyanazok voltak, mint az ELISA-ban alkalmazott anyagok (lasd
fentebb), hacsak masképpen nem jeloljik.

Hisztonokat feloldottunk 3 mg/ml koncentracidéra Hepes-—
pufferben (50 mM, pH 7,5). A Dbiotinilalast szulfo-NHS-LC-
biotinnal végeztik (Pierce, #21335T). Az alkalmazott molaris
arany 4 biotin molekula volt egy hisztonra vonatkoztatva. Az in-
kubacidés id& 90 perc volt (RT). A biotinilédlt hisztonokat azutéan
G25 SF HR10/10-oszlopon (Pharmacia, 17-0591-01) tisztitottuk,
Hepes-pufferben (50 mM, pH 7,0), a feleslegben maradt bioti-
nilaldé reagens eltavolitasa céljabdél. Az anti-poli- (ADP-ribdz) -
antitestet Dbifunkcidés kapcsold reagensek [ Lopez, E. et al.,

Clin. Chem. 39, 196-201 (1993); USP 5.534.622. szamu szabadalmi
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irat] alkalmazaséaval jeldltiik meg eurdpium-kriptattal.

A tisztitds G25SF HR 10/30 oszlopon toértént. 3,1 krip-
tdt/antitest moldris aranyt értink el. A kitermelés 25% volt. A
konjugatumokat -80°C-on taroltuk, 0,1% BSA-t tartalmazd foszfat-
puffer (0,1 M, pH 7) jelenlétében.

Az enzimreakcidhoz az alédbbi anyagokat pipettaztuk az egyes
mérdéhelyekre:

- 10 pl PARP-oldat PARP-HTRF-reakciépufferben (50 mM Tris-HCl, pH

8,0, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT), 20 ng PARPl-el (human vagy marhaere-

detd) vagy 8 ng PARP2-vel (human vagy egéreredeti)

- 10 pl aktivalt DNS PARP-HTRF-reakcidépufferben (50 ug/ml)

- 10 pl biotinildlt hiszton PARP-HTRF-reakcidpufferben (1,25 uM)

- 10 pl inhibitor PARP-HTRF-reakcidpufferben.

Ezeket a reagenseket 2 percig inkubaltuk, mieldtt a reakcidt el-

inditottuk volna az alédbbi oldat hozzaadasaval:

- 10 pl NAD-oldat PARP-HTRF-reakcidpufferben (41 pM/ml)

A reakcidid8 30 perc volt szobahémérsékleten.

Azutdn a reakcidét az alabbi oldat hozzaadasaval &allitottuk le:

- 10 pl PARP-inhibitor (25 upM, K;=10 nM) ,megjelenitd” pufferben

(100 mM Tris-HCl pH 7,2, 0,2 M KF, 0,05% BSA)

Azutédn hozzaadtuk az alabbi oldatokat:

- 10 pl EDTA-oldat (SIGMA E-7889, 0,5 M, vizben)

- 100 pul Sa-XL665 (Packard Instruments) ,megjelenitd” pufferben

(15-31,25 nM)

- 50 pl anti-PAR-kriptat ,megjelenitdé” pufferben (1,6-3,3 nM).
Ezutdn 30 perc milva lehet mérni (maximum még 4 oéra hossza-

ig). A mérés ,discovery HTRF” mikrotiter-talcaanalizaldban
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(Canberra Packard Instruments) torténik. A K,-értékeket az ELISA-

ra leirtakhoz hasonldan szadmitottuk.

7. példa

PARP-inhibitorok terapids hatékonysaganak meghatarozasara

szolgalé tesztrendszerek

Uj PARP-inhibitorok esetleges terdpids hatékonysdgadt szolgédld
relevans farmakoldégiai modellekben vizsgaltuk. Nahany alkalmas

modellre példékat bemutatunk az 1. tablazatban.

1. tablazat

Rendellenesség Modell Irodalom

Neurodegenerativ NMDA Lasd lentebb a

rendellenességek excitotoxicitas | leirasban

(szélités, egerekben vagy

Parkinson-kér stb. patkanyokban

Szélités Permanens Tokime,T. et al., J. Cereb.
MCAO Blood Flow Metab. 18, 991-7

(1998) ; Guegan, C., Brain

Research Molecular Brain

Research 55, 133-40 (1998)

Tranziens, Eliasson MJL et al., Nat.
fokalis MCAO Med. 3, 1089-1095 (1997);
patkanyokban Endres,M. et al., J. Cereb.
vagy Blood Flow Metab. 17, 1143-
egerekben 1151 (1997); Takahashi, K.

et al., J. Cereb. Blood

Flow Metab. 17, 1137-1142

(1997)
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Parkinson-koér MPTP-toxicités Cosi, C. et al., Brain Res.
egerekben/pat- 809, 58-67 (1998)
kanyokban Cosi, C. et al., Brain Res.
729, 264-269 (1996)
Szivinfarktus Szivkoszoruér- Richard,V. et al., Br. J.
elzarés Pharmacol.113,869-876 1994)
patkanyokban, Thiemermann,C. et al.,Proc.
sertésekben Natl. Acad. Sci. USA 94,
vagy 679-83 (1997); Zingarelli,
nyulakban B. et al., Cardiovasc. Res.
36, 205-15 (1997)
Langendorf- Lasd lentebb a
szivmodell leirasban
patkanyokban
vagy nyulakban
Szeptikus sokk Endotoxin Szabo,C. et al.,
sokk J. Clin. Invest. 100,
patkanyokban 723-35 (1997)
Zymosan- vagy Szabo,C et al., J.Exp.Med.
carrageenan- 186, 1041-9 (1997):
indukéalt, tdébb Cuzzocrea,S. et al., Eur.J.
szerv elég- Pharmacol. 342, 67-76
telensége (1998)
patkanyokban
vagy egerekben
Reumatoid Adjuvans- vagy Szabo, C. et al., Proc.
artritisz collagén-indu- Natl. Acad. Sci. USA 95,
kalt artritisz 3867-72 (1998)

patkanyokban

vagy egerekben
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Cukorbetegség Streptozotocin- | Uchgata,Y. et al., Diabetes
és alloxan- 32, 316-8 (1983); Masiello,
indukalt vagy P. et al., Diabetologia 28,
elhizassal ©83-686 (1985); Shimabukuro
tarsult M. et al., J. Clin. Invest.

100, 290-295 (1997)

Rak In vitro modell | Schlicker et al., 75, 91-

1lasd lentebb 100 (1999)

a) NMDA excitotoxicitasi modell

A glutamat a legfontosabb ingerkdzvetitd neurotranszmitter az
agyban. Normal korulmények kozdtt a glutamat a szinaptikus résbe
szekretaldédik, és poszt-szinaptikus glutamat-receptorokat stimu-
141, konkrétan ,NMDA” és ,AMPA” tipusl glutamdt-receptorokat. Ez a
stimulacié jelentds szerepet jatszik az agy szamos funkcidjaban,
példaul a tanulasban, emlékezésben és motoros szabalyzéasban.

Akut és kroéonikus neurodegenerécid (példaul szélités) korilmée-
nyei kozott azonban a preszinaptikus glutamat-szekrécid meértéke
nagymértékben megnoévekszik, amely a receptorok tulzott stimuléa-
l4sat eredményezi. Ez a stimuldlt sejtek pusztulalasahoz vezet.
Ezek a fokozott glutamat-aktivitdsok szamos neuroldgiai rendel-
lenességben vagy fizioldgiai zavarban eléfordulnak, és tulinge-
relt 4&llapotokhoz vagy toxikus hatasokhoz vezetnek a kd&zponti
idegrendszerben (CNS-ben), de a periférids idegrendszerben is.
Tehdt, a glutamdt sok neurodegenerativ rendellenességben, kilo-
ndsen hipoxiat, anoxidt, ischaemiat kovetd neurotoxikus zavarok-
ban, valamint szélitést és traumadt koévetd karosodasokban, és
széliitésben, Alzheimer-kérban, Huntington-kérban, amiotrofikus

laterdlis szklerdzisban (ALS; Lou Gehring kér), koponyatrauma-
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ban, gerincveldéi  traumaban, periférids neuropétiéban, AIDS
demencidban és Parkinson-kérban szerepet jatszik. Egy mésik be-
tegség, amelyben glutamat-receptorok fontos szerepet tdltenek
be, az epilepszia [ Brain Res. Bull. 46, 281-309 (1998); Eur.
Neuropsychopharmacol. 8, 141-52 (1998)] .

Glutamdt-hatdsok kiloénbdzd receptorok keresztil medidldédnak.
Ezen receptorok koziil az egyiket NMDA-receptornak hivjak (N-
metil-D-aszpartat), egy specifikus antagonista utéan [ Arzneim.
Forschung 40, 511-514 (1990); TIPS 11, 334-338 (1990); Drugs of
the Future 14, 1059-1071 (1989)] . N-metil-D-aszpartat glutamat-
receptorok egyik konkrét (,, NMDA” -tipusu) osztalyanak erés
antagonistaja. Az NMDA-receptor stimulalasa kalcium-bearmaléashoz
és szabad gydkdk keletkezéséhez vezet a sejtben. A szabad gyokok
jelenléte DNS-pusztuldshoz és PARP-aktivalddashoz vezet. A PARP
viszont sejtpusztuldst okoz nagy energiajt foszfatok (NAD és
ATP) kimeritése Utjan a sejtben. Ez magyardzza az NMDA toxicité-
sat. Allatok kezelése NMDA-val ezért ugy tekinthetd, mint a fen-
tebb emlitett rendellenességek modellje, amelyben excitotoxi-
cités jatszik szerepet.

Glutamdt-receptorok neurodegeneracidban betdltdtt jelentdsége
miatt, idaig sok farmakoldgiai megkdzelités iranyult pontosan
ezen receptorok specifikus Dblckkolésara. Azonban a normal
stimulusvezetésben betdltdtt Jelentdségik miatt ezek a megkdze-
litések problematikusnak bizonyultak (mellékhatasok). Tovéabba, a
receptorok stimuldldsa nagyon gyorsan lejatszéddé folyamat, igy a
receptorok beaddsa gyakran elkésik (,idé-ablak” problémaja). Te-
hat fokozott igény van Uj hatdelvek kidolgozésara és inhibito-
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rokra az NMDA-val kapcsolatos neurotoxicitésban.

Ingert létrehozni képes aminosavakkal (NMDA-antagonizmus
egérben) eldéidézett, cerebralis tulingerlés elleni védettség ki-
elégit8 bizonyitéknak tekinthetd PARP farmakoldgiai effektor ak-
tivitdsa mellett, excitotoicitédsra alapuld rendellenességekben.
Ingert létrehozni képes aminosavak (EEA) intracerebralis beadasa
olyan sulyos tulingerlést okoz, amely roévid idén belil rangd-
gbércshoz és az allatok (egerek) pusztulasahoz vezet.

A jelen esetben intracerebroventrikularisan, az egyik oldalra
(unilateralisan) beadtunk 10 pl, 0,035% erdssségl, vizes NMDA-
oldatot, a tesztanyag intraperitonealis (i.p.) beadasa utan 120
perccel. Ezeket a szimptémadkat gatolni lehet kodzpontilag hatd
drogok szisztémas, példaul intraperitonealis beadasaval. Mivel
EAA-receptorok tulzott mértékd aktivalasa a kézponti idegrend-
szerben fontos szerepet Jjatszanak kiloénbdz8 neuroldgiai rendel-
lenességek patogenezisében, a detektalt in vivo EAA-antagoniz-
musbé6l informdcidkat lehet nyerni az anyagok lehetséges terapias
hasznosithatdésagarél ilyen CNS-rendellenességek esetén. Meghata-
roztuk azt az ED50-et, amelynél a vizsgalandd anyag korabbi i.p.
beaddsa kovetkeztében az &llatok 50%-a szimptémaktdl mentes volt
fix dbézisu NMDA-val, ezt az anyag altal kifejtett aktivitas mér-
tékének tekintettik.

b) Langendorf-féle modell szivben (szivinfarktus modellje)

Him, sprague-Dawley-patkanyokat (300-400 g testtdmeg; szarma-
z4s: Janvier, Le Genest-St. Isle, Franciaorszag) alkalmazunk a
tesztben. A patkényokat ordlisan kezeljik szondadn at hatdanyag-

gal vagy placeboval (térfogata 5 ml/kg). 50 perccel késébb
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intraperitonedlisan Dbeadunk heparint (Liquemin N Roche, 125
IU/&4llat 0,5 ml-ben). Az A&llatokat anesztézidnak vetjik alé
Inactin® T133 (10%-o0os natrium-tiobétabarbital) alkalmazéaséaval,
mitéti asztalra rogzitjik azokat, tracheotomidt (légcsémetszést)
végziink és ,Harvard” lélegeztetd pumpaval lélegeztetjuk (40/perc
ritmusban, 4,5 ml/utemenként). A mellkas megnyitédsa (thoraco-
tomia) utéan azonnal katétereztiik az aortat, eltavolitottuk a
szivet, és azonnal retrograd perfuzidt végeztink. A sziveket al-
landé, 75 mmHg nyomds alatt perfuzidnak vetettik ald, melyet
,Gilson Miniplus 2” perfuzidés pumpaval végzink. A perfizids fo-
lyadék &sszetétele az alédbbi (nmol/l-ben): NacCl 118, KC1 4,7,
caCl, x 2 H,O0 2,52, MgsSO, x 7 H,O 1,64, NaHCO, 24,88, KH,PO, 1,18,
gliikéz 11. A hémérsékletet 37°C-on tartjuk a kisérlet alatt. A
funkcionalis paramétereket folyamatosan rogzitettik, ,Gould” 4
csatornds rekorder alkalmazdsaval. Megmértik a bal ventrikuléris
nyomast (LVP, mmHg) , LVEDP-t (mmHg) , enzimfelszabaduléast
(kreatin kinaz, mU/ml/g), A&ramlédsi sebességet a koszorUérben
(ml/perc), HR-t (pulzussebesség, min?'). A bal ventrikuldris nyo-
mast folyadékkal toltott, latex-ballon és ,Statham23 Db”
nyomasatalakité alkalmazdsaval mértik. A ballon térfogatat az
elején ugy &llitjuk be, hogy 12 mmHg LVEDP-t (bal ventrikularis
nyomds a diastole végén) érjen el. A dP/dt,, (maximalis pumpaerd)
a nyomas-jelbdl, differencidld modul alkalmazasaval szarmaztat-
haté. A pulzust a nyomads-jelbdl szamitottuk. Az aramlasi sebes-
séget cseppszamlald (BMT Messtechnik GmbH Berlin) alkalmazasaval
hatdroztuk meg. 20 perc ekvilibracidés id6 utan a sziveket 30

perces, glob&lis ischaemidnak vetettiik ala ugy, hogy leallitot-
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tuk a perfuzids elldtast, mig a hémérsékletet 37°C-on tartottuk.
Ezutan 60 perces reperfuzid periddus kodvetkezett, amelyben 3, 5,
10, 15, 30, 45 és 60 perc mulva mintakat vettink kreatin kinaz
(CK) aktivitdsanak meghatdrozasa céljabél. A mért paraméterek
dtlagait és standard deviacidkat statisztikusan (Dunnett-teszt)
analizaltuk. A szignifikancia limit p=0,05 volt.

Nyulsziveken végzett kisérleteket hasonldan hajtottunk végre.
Him, fehér, New Zealand nyulakat (Interfauna cégtdl szereztik
be) alkalmaztunk. A sziveket a fentebb, patkanymodell esetén le-
irtakhoz hasonldan prepardltunk. A perfGzidés nyomast 60 mmHg ma-
ximumra és az Aaramlédsi sebességet korilbelil 25 ml/perc-re 4lli-
tottuk. Az ekvilibrécidés idd korilbelil 30 perc volt. Az anyagot
infuzidéval adtuk be, kozvetleniil a sziv foélé. Az infazid kezdete
utan 15 perccel eld&idéztink 30 perces globalis ischaemiat ugy,
hogy leallitottuk az aramldst, mig a sziv hémérsékletét fenntar-
tottuk. Ezutan 30 perces reperfuzid kovetkezett. A perfiuizids fo-
lyadékbél mintédkat vettink CK-aktivitas meghatarozasa céljabodl,
az anyag beaddsa eld&tt, azutdn 15 perccel és kilénbdzéd iddpont-
okban (5, 10, 15, 20, 30 perccel) a reperfuzidé alatt. Az alabbi
paramétereket mértik: LVP (mmHg), LVEDP, LvVdP/dt, PP (mmHg), HR
(pulzusszam; szivverés/perc), CK-aktivitas (U/perc/g szivtdmeg) .

c) Allatmodell akut veseelégtelenségre

PARP-inhibitorok intravénas beadasanak (4 nap) védd hatasat
vizsgaltuk patkényvesék mikodésére, posztischaemias, akut vese-
elégtelenségben.

Him, Sprague-Dawley-patk&nyokat (korilbelil 330 g testtomeg a

kisérlet elején; tenyészté: Charles River) alkalmaztunk. 10-15
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dllatot alkalmaztunk kisérleti csoportonként. A hatdanyagot/pla-
cebot folyamatosan adagoltuk a combcsonti érbe, ozmotikus mikro-
pumpaval. Szemiregbdl (orbitédlis) vérmintakat vettink enfluran
(Ethrane Abbot, Wiesbaden) alkalmazasaval végzett inhaldciéds
anesztézia alatt.

A kezdeti mérések (vérmintakon) és 24 dra alatt kivalasztott
vizelet mennyiségének meghatarozasa utan, a patkanyokat aneszté-
zidnak vetettiik ald (,Nembutal”, natrium-pentobarbital, Sanofi
CEVA; 50 mg/kg i.p., 1,0 ml térfogatot injektaltunk kg-ként), és
melegithet& (37°C) operacibds asztalra rogzitettik azokat. Bead-
tunk i.v. 125 IU/kg heparint (Liquemin N, Roche) a farokhoz tar-
toz6 érbe. A haslireget felnyitottuk, és a jobb vesét hozzaférhe-
tévé tettik. A ledgazd veseartériadt ehhez hasonldan hozzaférhe-
tévé tettiik, és szoritdkapoccsal elzartuk (fent, koridlbelul fél-
diton a vese iranydban). Az operdcid idejére egy ozmotikus
mikropumpat implantéltunk a combcsonti érbe. A beleket visszahe-
lyeztiik, és a folyadékveszteséget langyos, 0,9%-os NaCl-el poéd-
toltuk. Az A&llatokat letakartuk nedves ruhéval, és vords lampa
alatt, melegen tartottuk. 40 perc mulva a vesék kilsd megjelené-
sét feljegyeztiik, és a szoritdkapcsokat eltavolitottuk, eldszor
a jobbat, azutdn a balt. A beleket kivettiik, és hozzaadtunk 2
csepp antibiotikumot (Tardomyocel, Bayer). A hasfalat steril
macskabéllel (Ethicon No.4) lezartuk, és még egyszer kezeltik 1
csepp antibiotikummal. Az epidermiszt elvarrtuk steril Ethibond
Exel (Ethicon No. 3/0) alkalmazéasaval, és a varratot lespray-
ztiik Nebacetin N (Yamanouchi) sebspray-vel. A tizedik napi

drog/placebo-ddézist i.v. bdluszként adjuk be.
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A kisérlet 1., 2. és 4. napjan mintdkat és vért vettink a
szérum és a vizelet alabbi biokémiai paramétereinek vizsgalata-
ra: Na, K, kreatinin, fehérje (csak a vizeletben). Tovabba fel-
jegyeztilk a taplalék- és vizfogyasztast, testtdmeget és a vize-
let térfogatdt. A 14. nap utan az allatokat elpusztitottuk, és a
veséket vizsgaltuk.

A kiértékelésben kizartunk minden olyan &llatot, amely in-
farktusban elpusztult a kisérlet alatt, vagy nekroszképiaban in-
farktust mutatott a 14. napon. A kreatinin-udritést és a
frakciondlis natrium-kivalasztast szamitottuk vesefunkcidéra vo-
natkozé paraméterként, Osszehasonlitva a kezelt allatokat a
kontrollal és az alkezelt allatokkal.

d) In vitro modell radioszenzibilizdladsra (tumor terapiaja)

MCF-7-sejteket (humé&n mellkarcindéma) tenyésztettink Dulbecco-
féle mbédositott Eagle-tapkdzegben, amely 10% hdéinaktivalt FCS-t
és 2 mM L-glutamint tartalmazott. A sejteket egy éjszakara szé-
lesztettiik 100, 1000 vagy 10.000 sejt/tenyésztdéhely slriségben,
6 mérdhelyet tartalmazd talcara, és azutdn ionizald sugarzasnak
vetettiik ald 0 és 10 Gy koézotti tartomanyban (P'Cs, Shepard Mark,
model I-68A, dbzissebesség 3,28 Gy/perc). A besugarzids utédn 10
nappal a kisérletet szamlalassal kiértékeltiik, amelyben o&tven
sejtet tartalmazd koldnidkat tekintettink pozitivnak.

e) Széliités modellje (fokdlis cerebralis ischaemia, MCA, azaz
kozépsé cerebrilis artéria elzarédasanak modellje patkanyban)

Létrehoztunk fokalis ischaemiat a jobb disztalis MCA
kauterizacidéjaval, Sprague-Dawley vagy Long-Evans patkanyokban.

A patkanyokat a taldlmany szerinti fehérjék modulatoraival ke-
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zelhetjiilk az MCA-elzarddads megkezdése eldétt vagy utéan. 1-10
mg/kg dbézist valasztunk (bdlusz alkalmazasban), adott esetben
0,5-5 mg/kg/b6ra folyamatos infazidval.

A patkényokat anesztézidnak vetettik ala halotan 70% nitro-
génben és 30% oxigénben vald (4% a kezdeti fazisban és 0,8-1,2%
az operacid alatt) alkalmazadsaval. A testhdémérsékletet allanddban
mértik rektédlisan, és &llandban tartottuk 37,5°C + 0,5°C-on,
szabalyozhatd, melegitd takardval. Tovabba, adott esetben mertik
az artérids vérnyomast, artérids pH-t, Pa(0,)-t és Pa(CO,) -t a
farokhoz tartozé érbe helyezett katéterrel. Ezutdn létrehoztuk a
fokadlis ischaemiat, Chen és munkatarsai [ Stroke 17, 738-743
(1986)] vagy Liu és munkatarsai [Am. J. Physiol. 256, H589-593
(1989)] dltal 1leirt médszer szerint nUgy, hogy a Jjobb MCA
disztalis részét folyamatosan kauterizdltuk. Ha az operacidét be-
fejeztiik, az allatokat még tovédbbi 24 déra hosszaig meleg koérnye-
zetben tartottuk. Azutén elpusztitottuk azokat CO, alkalmazéasa-
val, és fejliket eltdvolitottuk. Agyukat kivettik, hirtelen lefa-
gyasztottuk (szarazjégben vagy folyékony nitrogénben), és -80°C-
on taroltuk. Az agyukat felvagtuk 0,02 mm-es szeletekre, és min-
den 20. szeletet hasznaltuk az azt kovetd analizisre. A megfele-
16 szeleteket ,cresyl violet” alkalmazasaval megfestettiik
(Nissl-festés). Ezzel alternativ mébdon TTC-t (2,3,4-trifenil-
-tetrazélium-klorid) is alkalmazhatunk festésre. Azutan az in-
farktus teriletét mikroszkdép alatt vizsgaltuk. A pontos meghata-
rozas céljabdl szamitdgépes szoftvert alkalmazhatunk a leképezé-
si analizisben [ J. Cereb. Clood Flow Metabol. 10, 290-293

(1990)] .
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f) Szeptikus sokk

Tiz, him C57/BL-egérbdl &lld csoportot (testtimegiik 18-20 qg)
kezeltiink LPS (E. colibdél szarmazd lipopoliszacharid, LD,,, 20
mg/allat, i.v.) plusz galaktézaminnal (20 mg/allat, i.v.). A
tesztelendd anyagot harom egymast kovetd napon adjuk be (példaul
1-10 mg/kg), amelyben az elsé ddbzist 30 perccel az LPS-kezelés
utdn adjuk be. A pusztuldsi ardnyt 12 o6ranként meghatarozzuk.
Mas moédszerben, az anyagot néhany ddbézisban adjuk be, a napokra
elosztva.

g) Megvaltozott génexpresszidé meghatarozasa oregedd sejtekben

Sejtek Oregedését ugy szimulaljuk, hogy megvaltoztatjuk a
sejttenyésztd tépkodzeget a teljes téapkdézeghez képest, csokkent-
jiik a szérumkoncentraciét és azutan kvantitativ PCR-el vagy
Northern-blottoldssal analizaljuk [ Linskens et al., Nucleic
Acids Res. 23, 3244-51 (1995)]. A Dbdér oregedésének tipikus
markereként példaul kollagént vagy elasztin alkalmazhatunk. Hu-
man fibroblasztokat vagy fibroblaszt-sejtvonalakat alkalmazunk a
bér oOregedésének szimuldlasara. A tapkdzeghez hozzaadjuk a ta-
l41lmany szerinti fehérjék modulatorait, és figyeljik hatasukat a
génexpresszidé valtozasaban. Megfigyelhetjik elasztin fokozott
mennyiségli termelddését a sejtekben, az Oregedési folyamat las-

sulasaval, amelyet a modulatorok okoznak.
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(SZEKVENCIAK JEGYZEKE)
SEQUENZPROTOKOLL
BASF Aktiengesellschaft
Neue Poly (ADP-ribose)polymerase-Gene
M/39113-PCT

PCT/EP 99/03889
1999-06-04

28

PatentIn Ver. 2.1
1

1843

DNA
Brain

CDS
(3)..(1715)
Product= Poly ADP Ribose Polymerase

1

gcg gcg C€gg cgg cga Ccgg agc acc ggc ggc ggc agg gcg aga
Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg

5 10

gca tta aat gaa agc aaa aga gtt aat aat ggc aac acg
Ala Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr

20 25

gac tct tcc cct gecc aag aaa act cgt aga tgc cag aga
Asp Ser Ser Pro Ala Lys Lys Thr Arg Arg Cys Gln Arg

35 40

aaa aag atg cct gtg gct gga gga aaa gct aat aag gac
Lys Lys Met Pro Val Ala Cly Gly Lys Ala Asn Lys Asp

50 55 60

gac aag caa gat gaa tct gtg aag gcc ttg ctg tta aag
Asp Lys Gln Asp Glu Ser Val Lys Ala Leu Leu Leu Lys
65 70 75

cct gtg gac cca gag tgt aca gcc aag gtg ggg aag gct
Pro Val Asp Pro Glu Cys Thr Ala Lys Val Gly Lys Ala

80

85 90

tgt gaa gga aat gat gtc tat gat gtc atg cta aat cag
Cys Glu Gly Asn Asp Val Tyr Asp Val Met Leu Asn Gln

100 105
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gct
Ala

cag
Gln
45

agg
Arg

ggc
Gly

cat
His

acc
Thr

cca
Pro
30

gag
Glu

aca
Thr

aaa
Lys

gtg
Val

aat
Asn
110

15

gaa
Glu

tcg
Ser

gaa
Glu

gct
Ala

tat
Tyr
95

ctc
Leu

47

95

143

191

239

287

335



cag
Gln

gcc
Ala

atg
Met

aag
Lys
160

gaa
Glu

cag
Gln

gag
Glu

cgg
Arg

gaa
Glu
240

aag
Lys

att
Ile

gca
Ala

act
Thr

tta
Leu
320

ttc
Phe

cag
Gln

gga
Gly
145

gaa
Glu

gat
Asp

atg
Met

gaa
Glu

gta
Val
225

atg
Met

ctg
Leu

gag
Glu

tgc
Cys

cct
Pro
305

cta
Leu
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aac
Asn

agg
Arg
130

cag
Gln

atc
Ile

cga
Arg

gac
Asp

tct
Ser
210

cag
Gln

atg
Met

aca
Thr

gat
Asp

aat
Asn
290

CCa

Pro

gag
Glu

aac
Asn
115

aac
Asn

cac
His

ttt
Phe

gaa
Glu

tat
Tyr
195

ctt
Leu

gag
Glu

atg
Met

gtg
val

tgt
Cys
275

gaa
Glu

cta
Leu

gct
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

agc
Ser

cag
Gln

aag
Lys
180

gcc
Ala

aaa
Lys

tta
Leu

gaa
Glu

gca
Ala
260

att
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

ttg
Leu

aag
Lys

agt
Ser

ctg
Leu

aag
Lys
165

ttt
Phe

acc
Thr

tct
Ser

ata
Ile

atg
Met
245

caa
Gln

Ccgg
Arg

tac
Tyr

Ccgg
Arg

gga
Gly
325

tac
Tyr

gtt
vVal

gtg
Val
150

aaa
Lys

gag
Glu

aat
Asn

ccc
Pro

aag
Lys
230

aag
Lys

atc
Ile

gct
Ala

acc
Thr

aca
Thr
310

gac
Asp

tat
Tyr

tgg
Trp
135

gct
Ala

ttc
Phe

aag
Lys

act
Thr

ttg
Leu
215

ttg

Leu

tat
Tyr

aag
Lys

ggc
Gly
agg
295

cag
Gln

att
Ile

ctg
Leu
120

atg
Met

tgt
Cys

ctt
Leu

gtg
Val

cag
Gln
200

aag
Lys

atc
Ile

aat
Asn

gca
Ala

cag
Gln
280

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu

75

att
Ile

aga
Arg

tca
Ser

gac
Asp

cct
Pro
185

gat
Asp

cca
Pro

tgt
Cys

acc
Thr

ggt
Gly
265

cat

His

ccg
Pro

gaa
Glu

att
Ile

cag
Gln

tgg
Trp

ggc
Gly

aaa
Lys
170

gga
Gly

gaa
Glu

gag
Glu

aat
Asn

aag
Lys
250

tac
Tyr

gga
Gly

cat
His

ctg
Leu

gct
Ala
330

cta
Leu

ggc
Gly

aat
Asn
155

acg
Thr

aaa
Lys

gag
Glu

tca
Ser

gtt
val
235

aaa
Lys

cag
Gln

cga
Arg

gac
Asp

tca
Ser
315

att
Ile

tta
Leu

cga
Arg
140

ctc
Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

gaa
Glu

cag
Gln
220

cag
Gln

gcc
Ala

tct
Ser

gct
Ala

ttt
Phe
300

gaa
Glu

aag
Lys

gaa
Glu
125

gtt
Val

aac
Asn

aac
Asn

gat
Asp

aca
Thr
205

cta
Leu

gcc
Ala

cca
Pro

ctt
Leu

ctc
Leu
285

gga
Gly

aaa
Lys

ctg
Leu

g99

aag
Lys

aat
Asn

atg
Met
190

aag
Lys

gat
Asp

atg
Met

ctt
Leu

aag
Lys
270

atg
Met

ctc
Leu

ata
Ile

gtg
Val

gcc
Ala

tgg
Trp
175

cta
Leu

aaa
Lys

ctt
Leu

gaa
Glu

999
Gly
255

aag
Lys

gaa
Glu

cgt
Arg

caa
Gln

aaa
Lys
335

383

431

479

527

575

623

671

719

767

815

863

911

959

1007



aca
Thr

cta
Leu

gtg
Val

tat
Tyr

aaa
Lys
400

ggt
Gly

att
Ile

atc
Ile

tct
Ser

ggt
Gly
480

ctt

Leu

tct
Ser

gca
Ala

aat
Asn

gag
Glu

cat
His

att
Ile

acc
Thr
385

gaa
Glu

tcc
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr

cgc
Arg
465

cag
Gln

caa
Gln

gcc
Ala

agt
Ser

gaa
Glu
545
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cta
Leu

tgt
Cys

tce
Ser
370

atg
Met

gcc
Ala

agg
Arg

cca
Pro

ttt
Phe
450

cta
Leu

tgt
Cys

ggt
Gly

cac
His

gac
Asp
530

tat
Tyr

caa
Gln

gcc
Ala
355

cag
Gln

acc
Thr

ttc
Phe

atg
Met

cct
Pro
435

gct
Ala

aag
Lys

aat
Asn

aaa
Lys

ttc
Phe
515

aca
Thr

att
Ile

agc
Ser
340

ttg
Leu

tac
Tyr

ttg
Leu

aga

agt
Ser
420

gaa
Glu

gac
Asp

aat
Asn

gaa
Glu

cat
His
500
gtc
Val

gga
Gly

gta
Val

cca
Pro

cgc
Arg

cta
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
405

aac
Asn

gct
Ala

atg
Met

aca
Thr

cta
Leu
485

agc
Ser

acc
Thr

att
Ile

tat
Tyr

gaa
Glu

ccc
Pro

caa
Gln

gat
Asp
390

gac
Asp

tgg
Trp

cce
Pro

tct
Ser

gga
Gly
470

cta
Leu

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn
550

cac cca
His Pro

ctt gac
Leu Asp
360

tct acc
Ser Thr
375

ttg ttt
Leu Phe

ctt cat
Leu His

gtg gga
val Gly

atc aca
Ile Thr
440

tcc aag
Ser Lys
455

ctg ctg
Leu Leu

gag gcc
Glu Ala

aag ggg
Lys Gly

aat ggg
Asn Gly
520

aat cca
Asn Pro
535

ccc aac
Pro Asn

76

ttg
Leu
345

cat
His

cat
His

gaa
Glu

aac
Asn

atc
Ile
425

ggt
Gly

agt
Ser

ctc
Leu

aat
Asn

ctg
Leu
505

agt

Ser

gat
Asp

cag
Gln

gac
Asp

gaa
Glu

gct
Ala

gtg
Val

agg
Arg
410

ttg
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

tta
Leu

cct
Pro
490

ggc
Gly

aca
Thr

ggt
Gly

gtc
Val

caa
Gln

agt
Ser

cce
Pro

gag
Glu
395

atg
Met

agc
Ser

atg
Met

aat
Asn

tca
Ser
475

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

tat
Tyr

cgt
Arg
555

cac
His

tac
Tyr

aca
Thr
380

aag
Lys

ctt
Leu

cat
His

ttt
Phe

tac
Tyr
460

gag
Glu

gcc
Ala

atg
Met

cca
Pro

acc
Thr
540

atg
Met

tat
Tyr

gag
Glu
365

cac
His

gat
Asp

cta
Leu

gg9
Gly

999
Gly
445

tgc
Cys

gta
Val

gaa
Glu

gct
Ala

tta
Leu
525

ctc

Leu

cgg
Arg

aga
Arg
350

ttc
Phe

agc
Ser

ggt
Gly

tgg
Trp

ctt
Leu
430

aaa
Lys

ttt
Phe

gct
Ala

gga
Gly

ccc
Pro
510

gga
Gly

aac
Asn

tac
Tyr

aaa
Lys

gac
Asp

gag
Glu

cat
His
415

cga
Arg

gga
Gly

gcc
Ala

cta
Leu

ttg
Leu
495

agt
Ser

cca
Pro

tac
Tyr

ctt
Leu

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391

1439

1487

1535

1583

1631

1679



tta aag gtt cag ttt aat ttc ctt cag ctg tgg tga atgttgatat

77

Leu Lys Val Gln Phe Asn Phe Leu Gln Leu Trp
565

560

570

1725

taaataaacc agagatctga tcttcaagca agaaaataag cagtgttgta cttgtgaatt 1785

ttgtgatatt ttatgtaata aaaactgtac aggtctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaa

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

Met

1

Leu

Ser

Lys

Lys

65

Val

Glu

Phe

Gln

Gly

145

Glu

Asp

Met

Glu

Ala

Asn

Ser

Met

50

Gln

Asp

Gly

Asn

Arg

130

Gln

Ile

Arg

Asp

Ser
210

71.551/BE

570
PRT
Brain

Ala

Glu

Pro

35

Pro

Asp

Pro

Asn

Asn

115

Asn

His

Phe

Glu

Tyr

195

Leu

Arg

Ser

20

Ala

Val

Glu

Glu

Asp

100

Asn

Phe

Ser

Gln

Lys

180

Ala

Lys

Arg

Lys

Lys

Ala

Ser

Cys

85

val

Lys

Ser

Leu

Lys

165

Phe

Thr

Ser

Arg

Arg

Lys

Gly

Val

70

Thr

Tyr

Tyr

Val

Val

150

Lys

Glu

Asn

Pro

Arg

vVal

Thr

Gly

55

Lys

Ala

Asp

Tyr

Trp

135

Ala

Phe

Lys

Thr

Leu
215

Ser

Asn

Arg

40

Lys

Ala

Lys

Val

Leu

120

Met

Cys

Leu

Val

Gln

200

Lys

Thr

Asn

25

Arg

Ala

Leu

Val

Met

105

Ile

Arg

Ser

Asp

Pro

185

Asp

Pro

Gly

10

Gly

Cys

Asn

Leu

Gly

90

Leu

Gln

Trp

Gly

Lys

170

Gly

Glu

Glu

Gly

Asn

Gln

Lys

Leu

75

Lys

Asn

Leu

Gly

Asn

155

Thr

Lys

Glu

Ser

Thr

Arg

Asp

60

Lys

Ala

Gln

Leu

Arg

140

Leu

Lys

Tyr

Glu

Gln
220

Arg

Ala

Gln

45

Arg

Gly

His

Thr

Glu

125

Val

Asn

Asn

Asp

Thr

205

Leu

Ala
Pro

30
Glu
Thr
Lys
Val
Asn
110
Asp
Gly
Lys
Asn
Met
190

Lys

Asp

1843

Arg

15

Glu

Ser

Glu

Ala

Tyr

95

Leu

Asp

Lys

Ala

Trp

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Asp

Lys

Asp

Pro

80

Cys

Gln

Ala

Met

Lys

160

Glu

Gln

Glu

Arg



Val

225

Met

Leu

Glu

Cys

Pro

305

Leu

Glu

His

Ile

Thr

385

Glu

Ser

Ala

Tyr

Arg

465

Gln

Gln

Ala

Gln

Met

Thr

Asp

Asn

290

Pro

Glu

Leu

Cys

Ser

370

Met

Ala

Arg

Pro

Phe

450

Leu

Cys

Gly

His

71.551/BE

Glu

Met

Val

Cys

275

Glu

Leu

Ala

Gln

Ala

355

Gln

Thr

Phe

Met

Pro

435

Ala

Lys

Asn

Lys

Phe
515

Leu

Glu

Ala

260

Ile

Phe

Ile

Leu

Ser

340

Leu

Tyr

Leu

Arg

Ser

420

Glu

Asp

Asn

Glu

His

500

vVal

Ile

Met

245

Gln

Arg

Tyr

Arg

Gly

325

Pro

Arg

Leu

Leu

Glu

405

Asn

Ala

Met

Thr

Leu

485

Ser

Thr

Lys

230

Lys

Ile

Ala

Thr

Thr

310

Asp

Glu

Pro

Gln

Asp

390

Asp

Trp

Pro

Ser

Gly

470

Leu

Thr

Leu

Leu

Tyr

Lys

Gly

Arg

295

Gln

Ile

His

Leu

Ser

375

Leu

Leu

Val

Ile

Ser

455

Leu

Glu

Lys

Asn

Ile

Asn

Ala

Gln

280

Ile

Lys

Glu

Pro

Asp

360

Thr

Phe

His

Gly

Thr

440

Lys

Leu

Ala

Gly

Gly
520

78

Cys

Thr

Gly

265

His

Pro

Glu

Ile

Leu

345

His

His

Glu

Asn

Ile

425

Gly

Ser

Leu

Asn

Leu

505

Ser

Asn

Lys

250

Tyr

Gly

His

Leu

Ala

330

Asp

Glu

Ala

Val

Arg

410

Leu

Tyr

Ala

Leu

Pro

490

Gly

Thr

Val

235

Lys

Gln

Arg

Asp

Ser

315

Ile

Gln

Ser

Pro

Glu

395

Met

Ser

Met

Asn

Ser

475

Lys

Lys

Val

Gln

Ala

Ser

Ala

Phe

300

Glu

Lys

His

Tyr

Thr

380

Lys

Leu

His

Phe

Tyr

460

Glu

Ala

Met

Pro

Ala

Pro

Leu

Leu

285

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

365

His

Asp

Leu

Gly

Gly

445

Cys

Val

Glu

Ala

Leu
525

Met

Leu

Lys

270

Met

Leu

Ile

Val

Arg

350

Phe

Ser

Gly

Trp

Leu

430

Lys

Phe

Ala

Gly

Pro

510

Gly

Gly
255
Lys
Glu
Arg
Gln
Lys
335
Asn
Lys
Asp
Glu
His
415
Arg
Gly
Ala
Leu
Leu
4905

Ser

Pro

Ile

Ala

Thr

Leu

320

Thr

Leu

Val

Tyr

Lys

400

Gly

Ile

Ile

Ser

Gly

480

Leu

Ser

Ala



79 ORI S S

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

Glu Tyr Ile Val Tyr Asn Pro Asn Gln Val Arg Met Arg Tyr Leu Leu
545 550 555 560

Lys Val Gln Phe Asn Phe Leu Gln Leu Trp
565 570

<210> 3
<211> 2265
<212> DNA
<213> Uterus

<220>

<221> CDS

<222> (242)..(1843)

<223> Product=Poly ADP Ribose Polymerase

<400> 3
tgggactggt cgcctgactc ggcctgcecc agectctget tcaccccact ggtggccaaa 60

tagccgatgt ctaatccccc acacaagctc atccccggce tctgggattg ttgggaattc 120
tctccctaat tcacgcctga ggctcatgga gagttgctag acctgggact gccctgggag 180
gcgcacacaa ccaggccggg tggcagccag gacctctccc atgtccectge ttttettgge 240

c atg gct cca aag ccg aag ccc tgg gta cag act gag ggc cct gag aag 289
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gln Thr Glu Gly Pro Glu Lys
1 5 10 15

aag aag ggc Ccgg cag gca gga agg gag gag gac ccc ttc cgc tcc acc 337
Lys Lys Gly Arg Gln Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
20 25 30

gct gag gcc ctc aag gcc ata ccc gca gag aag cgc ata atc cgc gtg 385
Ala Glu Ala Leu Lys Ala Ile Pro Ala Glu Lys Arg Ile Ile Arg Val
35 40 45

gat cca aca tgt cca ctc agc agc aac ccc ggg acc cag gtg tat gag 433
Asp Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn Pro Gly Thr Gln Val Tyr Glu
50 55 60

gac tac aac tgc acc ctg aac cag acc aac atc gag aac aac aac aac 481
Asp Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gln Thr Asn Ile Glu Asn Asn Asn Asn
65 70 75 80

aag ttc tac atc atc cag ctg ctc caa gac agc aac cgc ttc ttc acc 529
Lys Phe Tyr Ile TIle Gln Leu Leu Gln Asp Ser Asn Arg Phe Phe Thr
85 90 95

tgc tgg aac cgc tgg ggc cgt gtg gga gag gtc ggc cag tca aag atc 577
Cys Trp Asn Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gln Ser Lys Ile
100 105 110

71.551/BE



aac
Asn

ttt
Phe

tct
Ser
145

gcc
Ala

act
Thr

atc
Ile

atg
Met

cag
Gln
225

aaa
Lys

ttt
Phe

atc
Ile

ctg
Leu

gag
Glu
305

ctt
Leu

cac
His

cgg
Arg

130

cac
His

cag
Gln

aag
Lys

act
Thr

gac
Asp
210

att
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr

aat
Asn

gcg
Ala
290

aag
Lys

ctc
Leu

71.551/BE

ttc
Phe
115

gaa
Glu

ccg
Pro

gaa
Glu

Ccgg
Arg

aac
Asn
195

ctg
Leu

gca
Ala

ccc
Pro

acc
Thr

tcc
Ser
275

gac
Asp

acg
Thr

aca
Thr

aag
Lys

ggc
Gly

gct
Ala

gtg
Val
180

atc
Tle

gat
Asp

cgg
Arg

acg
Thr

gtc
val
260

cct
Pro

atc
Ile

gtg
Val

aag tgc

Lys

Cys

agg
Arg

acc
Thr

aag
Lys

gtg
vVal
165

cag
Gln

ttc
Phe

gtg
Val

ggt
Gly

gat
Asp
245

atc
Ile

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln
325

cta
Leu

aag
Lys

tac
Tyr
150

gtg
Val

ccc
Pro

agc
Ser

aag
Lys

ttc
Phe
230

ggt
Gly

ccg
Pro

ctt
Leu

ctg
Leu

gag
Glu
310

ctg
Leu

gaa
Glu

aac
Asn
135

aca
Thr

aag
Lys

tgc
Cys

aag
Lys

aag
Lys
215

gag
Glu

ggc
Gly

cac
His

ctg
Leu

gcc
Ala
295

gtg
Val

cag

Gln

gat
Asp
120

aac
Asn

ctt
Leu

gtg
Val

tcc
Ser

gag
Glu
200

atg
Met

gcc
Ala

caa
Gln

aac
Asn

cag
Gln
280

cag
Gln

cca
Pro

ctg
Leu

gca
Ala

tgg
Trp

atc
Tle

gac
Asp

ctg
Leu
185

atg
Met

ccc
Pro

ttg
Leu

agc
Ser

ttc
Phe
265

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His

cta
Leu

80

aag
Lys

gca
Ala

gaa
Glu

aga
Arg
170

gac
Asp

ttc
Phe

ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
250

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu

ccc
Pro

gac
Asp
330

aag
Lys

gag
Glu

gta
val
155

ggc
Gly

cca
Pro

aag
Lys

gga
Gly

gcg
Ala
235

gag
Glu

cac
His

aag
Lys

cag
Gln

ctg
Leu
315

tct
Ser

gac
Asp

cgg
Arg
140

cag
Gln

cca
Pro

gcc
Ala

aac
Asn

aag
Lys
220

ctg
Leu

gag
Glu

agc
Ser

gac
Asp

gca
Ala
300

gac

Asp

gga
Gly

ttt
Phe
125

gac
Asp

gca
Ala

gtg
val

acg
Thr

acc
Thr
205

ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln

atg
Met
285

gtc
val

cga
Arg

gca
Ala

gag
Glu

cac
His

gag
Glu

agg
Arg

cag
Gln
190

atg
Met

agc
Ser

gag
Glu

tcec
Ser

ccc
Pro
270

ctg
Leu

tct
Ser

gac
Asp

cct
Pro

aag
Lys

ttt
Phe

gat
Asp

act
Thr
175

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lys

gcc
Ala

tca
Ser
255

ccg
Pro

ctg
Leu

gag
Glu

tac
Tyr

gag
Glu
335

gtg
val

gag
Glu
160

gtg
Val

ctc
Leu

ctc
Leu

caa
Gln

ctg
Leu
240

cac
His

ccc
Pro

gtg
val

cag
Gln

cag
Gln
320

tac
Tyr

625

673

721

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249



aag
Lys

cct
Pro

aga
Arg

ggc
Gly
385

atc
Ile

tca
Ser

gcc
Ala

gag
Glu

ggc
Gly
465

cag

Gln

ggc
Gly

agc
Ser

ctg
Leu

gtg
Val

aca
Thr

ttc
Phe
370

acc
Thr

atg
Met

gag
Glu

cac
His

cac
His
450

ttc
Phe

gac
Asp

cag
Gln

gag
Glu

gag
Glu
530

ata
Ile

ctt
Leu
355

cag
Gln

aac
Asn

cca
Pro

aac
Asn

cat
His
435

cat
His

gac
Asp

act
Thr

cct
Pro

tac
Tyr
515

gtc
vVal

cag
Gln
340

caa
Gln

gcc
Ala

atg
Met

cat
His

agc
Ser
420

gtc
Val

atc
Ile

agt
Ser

gag
Glu

gtg
Val
500

ctc
Leu

cac
His

acc
Thr

cacC
His

cac
His

gcc
Ala

tct
Ser
405

aag
Lys

ggc
Gly

aac
Asn

gtc
Val

ttg
Leu
485

ccc
Pro

atc
Ile

ctc
Leu

tac
Tyr

atc
Ile

tcc
Ser

gtg
Val
390

ggt
Gly

tca
Ser

tac
Tyr

acg
Thr

att
Ile
470

gag
Glu

tgc
Cys

tac
Tyr

tta
Leu

tgg
Trp

aaa
Lys
375

gtg
Val

gg99
Gly

gct
Ala

atg
Met

gac
Asp
455

gcc
Ala

ctg
Leu

cca
Pro

cag

Gln

gaa
Glu

aaa
Lys
360

ctg
Leu

gcc
Ala

cgt
Arg

gga
Gly

ttc
Phe
440

aac
Asn

cga
Arg

gat
Asp

gag
Glu

gag
Glu
520

81

cag act
Gln Thr
345

gta aac
Val Asn

ggt aat
Gly Asn

gcc atc
Ala Ile

gtt ggc
Val Gly
410

tat gtt
Tyr Val
425

ctg ggt
Leu Gly

ccc agce
Pro Ser

ggc cac
Gly His

ggc cag
Gly Gln

490

ttc agc
Phe Ser
505

agc cag
Ser Gln

ggc
Gly

caa
Gln

cgg
Arg

ctc
Leu
395

aag
Lys

att
Ile

gag
Glu

ttg
Leu

acc
Thr
475

caa
Gln

agc
Ser

tgt
Cys

agc
Ser

gaa
Glu

aag

Lys
380

act
Thr

ggc
Gly

ggc

aac
Asn

g99
Gly
365

ctg
Leu

agt
Ser

atc
Ile

atg

Gly Met

gtg
Val

aag
Lys
460

gag
Glu

gtg
val

tcc
Ser

cgc
Arg

gcc

Ala

445

agc
Ser

cct
Pro

gtg

Val

aca
Thr

ctg
Leu
525

cac
His
350

gag
Glu

ctg
Leu

999
Gly

tac
Tyr

aag
Lys
430

ctg
Leu

cca
Pro

gat
Asp

gtg
Val

ttc
Phe
510

cgc
Arg

agg
Arg

gaa
Glu

tgg
Trp

ctc
Leu

ttt
Phe
415

tgt
Cys

ggc
Gly

cct
Pro

ccg
Pro

ccc
Pro
495

tce
Ser

tac
Tyr

tga gtgcccgecce tgtccccegg ggtcctgcaa

gac
Asp

cat
His

cgc
Arg
400

gcc
Ala

999
Gly

aga
Arg

Ccct
Pro

acc
Thr
480

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1825

1873

ggctggactg tgatcttcaa tcatcctgcc catctctggt acccctatat cactcctttt 1933

tttcaagaat acaatacgtt gttgttaact atagtcacca tgctgtacaa gatccctgaa 1993

71.551/BE



cttatgcctc ctaactgaaa

cagcccatgg taaccagcat

acatgtaagt gagatcatgc

aatgtgcacc gggttcaccc

daaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> 4

Met

1

Lys

Ala

Asp

Asp

65

Lys

Cys

Asn

Phe

Ser

145

Ala

Thr

Ile

Ala

Lys

Glu

Pro

50

Tyr

Phe

Trp

His

Arg

130

His

Gln

Lys

Thr

71.551/BE

533
PRT
Uterus

Pro

Gly

Ala

35

Thr

Asn

Tyr

Asn

Phe

115

Glu

Pro

Glu

Arg

Asn
195

Lys

Arg

20

Leu

Cys

Cys

Ile

Arg

100

Thr

Lys

Gly

Ala

vVal
180
Ile

Pro

Gln

Lys

Pro

Thr

Ile

85

Trp

Arg

Thr

Lys

Val

165

Gln

Phe

ttttgtattc
ttgactcttt
agtgtttgtc
atgttttcat

aaaaaaaaaa

Lys

Ala

Ala

Leu

Leu

70

Gln

Gly

Leu

Lys

Tyr

150

Val

Pro

Ser

Pro

Gly

Ile

Ser

55

Asn

Leu

Glu
Asn
135
Thr

Lys

Cys

Lys

Trp

Arg

Pro

40

Ser

Gln

Leu

Val

Asp

120

Asn

Leu

Val

Ser

Glu
200

aa

82

Val

Glu

25

Ala

Asn

Thr

Gln

Gly

105

Ala

Trp

Ile

Asp

Leu
185
Met

Gln

10

Glu

Glu

Pro

Asn

Asp

90

Glu

Lys

Ala

Glu

Arg

170

Asp

Phe

Thr

Asp

Lys

Gly

Ile

75

Ser

Val

Lys

Glu

Val

155

Gly

Pro

Lys

Glu

Pro

Arg

Thr

60

Glu

Asn

Gly

Asp

Arg

140

Gln

Pro

Ala

Asn

Gly

Phe

Ile

45

Gln

Asn

Arg

Gln

Phe

125

Asp

Ala

Val

Thr

Thr
205

tttgacacat ctgcccagtc cctctectec
acttgtataa gggcagcttt tataggttcc
tttctgtgee tggcttattt cactcagcat

aaatgacaag atttcctcct ttaaaaaaaa

Pro

Arg

30

Ile

vVal

Asn

Phe

Ser

110

Glu

His

Glu

Arg

Gln
190
Met

2113

2173

2233

2265

Glu
15

Ser

Arg

Tyr

Asn

Phe
95

Lys

Lys

Phe

Asp

Thr

175

Lys

Ala

Lys

Thr

Val

Glu

Asn

80

Thr

Ile

Lys

Val

Glu

160

val

Leu

Leu



83 -

®s0e o s
e .
o 066 o & oee
X ® e00e o o
o e . .o

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

Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu Ala Leu
225 230 235 240

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

Phe Tyr Thr Val Ile Pro His Asn Phe Gly His Ser Gln Pro Pro Pro
260 265 270

Ile Asn Ser Pro Glu Leu Leu Gln Ala Lys Lys Asp Met Leu Leu Val
275 280 285

Leu Ala Asp Ile Glu Leu Ala Gln Ala Leu Gln Ala Val Ser Glu Gln
290 295 300

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

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

Lys Val Tle Gln Thr Tyr Leu Glu Gln Thr Gly Ser Asn His Arg Cys
340 345 350

Pro Thr Leu Gln His Ile Trp Lys Val Asn Gln Glu Gly Glu Glu Asp
355 360 365

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

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

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

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

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

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

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

Gln Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gln Gln Val Val Val Pro Gln
485 490 485

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

71.551/BE
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Ser Glu Tyr Leu Ile Tyr Gln Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg Tyr Leu
515

Leu Glu Val His Leu
530

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

222>

<223>

<400> 5
tgggactggt cgcctgactc ggcctgccce agectctget tcaccccact ggtggccaaa 60

2265
DNA
Uterus

CDS

(221) ..(1843)

520

tagccgatgt ctaatccccc acacaagctc atccccggec

tctecectaat tcacgcctga ggctcatgga gagttgcetag

gcgcacacaa ccaggccggg tggcagccag gacctctcec

ttg
Leu

gag
Glu

tcc
Ser

cgc
Arg

tat
Tyr
70

aac
Asn

ttc
Phe

gcc
Ala

aag
Lys

acc
Thr

gtg
Val
55

gag
Glu

aac
Asn

acc
Thr

71.551/BE

atg
Met

aag
Lys

gct
Ala
40

gat
Asp

gac
Asp

aag
Lys

tgc
Cys

gct
Ala

aag
Lys
25

gag
Glu

cca
Pro

tac
Tyr

ttc
Phe

tgg
Trp
105

cca
Pro
10

ggc
Gly

gcc
Ala

aca
Thr

aac
Asn

tac
Tyr
90

aac
Asn

aag
Lys

cgg
Arg

ctc
Leu

tgt
CYS

tgc
Cys
75

atc
Tle

cgc
Arg

ccg
Pro

cag
Gln

aag
Lys

cca
Pro
60

acc
Thr

atc
Tle

tag
Trp

aag
Lys

gca
Ala

gcc
Ala
45

ctc
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

ggc
Gly

ccc
Pro

gga
Gly
30

ata
Ile

agc
Ser

aac
Asn

ctg
Leu

cgt
Arg
110

tag
Trp
15

agg
Arg

ccc
Pro

agc
Ser

cag
Gln

ctc
Leu
95

gtg
val

gta
Val

gag
Glu

gca
Ala

aac
Asn

acc
Thr
80

Caa

Gln

gga
Gly

Product=Poly ADP Ribose Polymerase

525

tctgggattg ttgggaattc 120

acctgggact gccctgggag 180

atg
Met
1

cag
Gln

gag
Glu

gag
Glu

ccc
Pro
65

aac
Asn

gac
Asp

gag
Glu

tcc
Ser

act
Thr

gac
Asp

aag
Lys
50

g99
Gly

atc
Ile

agc
Ser

gtc
Val

ctg
Leu

gag
Glu

ccc
Pro
35

cgc
Arg

acc
Thr

gag
Glu

aac
Asn

ggc
Gly
115

ctt
Leu

ggc
Gly
20

ttc
Phe

ata
Ile

cag
Gln

aac
Asn

cgc
Arg
100

cag
Gln

ttc
Phe
5

cct
Pro

cgc
Arg

atc
Ile

gtg
Val

aac
Asn
85

ttc
Phe

tca
Ser

235

283

331

379

427

475

523

571



aag
Lys

aag
Lys

ttt
Phe
150

gat
Asp

act
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

aag
Lys
230

gcc
Ala

tca
Ser

ccg
Pro

ctg
Leu

gag
Glu
310

tac
Tyr

atc
Tle

aaa
Lys
135

gtg
Val

gag
Glu

gtg
Val

ctc
Leu

ctc
Leu
215

caa
Gln

ctg
Leu

cac
His

cce
Pro

gtg
Val
295

cag
Gln

cag
Gln

71.551/BE

aac
Asn
120

ttt
Phe

tct
Ser

gcc
Ala

act
Thr

atc
Ile
200

atg
Met

cag
Gln

aaa
Lys

ttt
Phe

atc
Ile
280

ctg

Leu

gag
Glu

ctt
Leu

cac
His

cgg
Arg

cacC
His

cag
Gln

aag
Lys
185

act
Thr

gac
Asp

att
Ile

ggc
Gly

tac
Tyr
265

aat

Asn

gcg
Ala

aag
Lys

ctc
Leu

ttc
Phe

gaa
Glu

ccg
Pro

gaa
Glu
170

Ccgg9
Arg

aac
Asn

ctg
Leu

gca
Ala

ccce
Pro
250

acc
Thr

tcc
Ser

gac
Asp

acg
Thr

aag
Lys
330

aca
Thr

aag
Lys

ggc
Gly
155

gct
Ala

gtg
Val

atc
Ile

gat
Asp

cgg
Arg
235

acg
Thr

gtc
val

cct
Pro

atc
Ile

gtg
Val
315

tgc
Cys

agg
Arg

acc
Thr
140

aag
Lys

gtg
val

cag
Gln

ttc
Phe

gtg
Val
220

ggt
Gly

gat
Asp

atc
Ile

gag
Glu

gag
Glu
300

gag
Glu

cag
Gln

cta
Leu
125

aag
Lys

tac
Tyr

gtg
Val

ccc
Pro

agc
Ser
205

aag
Lys

ttc
Phe

ggt
Gly

ccg
Pro

ctt
Leu
285

ctg

Leu

gag
Glu

ctg
Leu

gaa
Glu

aac
Asn

aca
Thr

aag
Lys

tgc
Cys
190

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

cac
His
270

ctg
Leu

gcc
Ala

gtg
Val

cag
Gln

85

gat
Asp

aac
Asn

ctt
Leu

gtg
Val
175

tcc
Ser

gag
Glu

atg
Met

gcc
Ala

caa
Gln
255

aac
Asn

cag
Gln

cag
Gln

cca
Pro

ctg
Leu
335

gca
Ala

tgg
Trp

atc
Ile
160

gac
Asp

ctg
Leu

atg
Met

ccc
Pro

ttg
Leu
240

agce
Ser

ttc
Phe

gcc
Ala

gcc
Ala

cac
His
320

cta
Leu

aag
Lys

gca
Ala
145

gaa
Glu

aga
Arg

gac
Asp

ttc
Phe

ctg
Leu
225

gag
Glu

ctg
Leu

ggc
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
305

CcCcc
Pro

gac
Asp

aag
Lys
130

gag
Glu

gta
Val

ggc
Gly

cca
Pro

aag
Lys
210

gga
Gly

gcg
Ala

gag
Glu

cac
His

aag
Lys
290

cag
Gln

ctg
Leu

tct
Ser

gac
Asp

cgg
Arg

cag
Gln

cca
Pro

gcc
Ala
195

aac
Asn

aag
Lys

ctg
Leu

gag
Glu

agc
Ser
275

gac
Asp

gca
Ala

gac
Asp

gga
Gly

gac cac
Asp His

gca gag
Ala Glu
165

gtg agg
Val Arg
180

acg cag
Thr Gln

acc atg
Thr Met

ctg agc
Leu Ser

gag gag
Glu Glu
245

ctg tcc
Leu Ser
260

cag ccc
Gln Pro

atg ctg
Met Leu

gtc tct
Val Ser

cga gac
Arg Asp
325

gca cct
Ala Pro
340

667

715

763

811

859

907

955

1003

1051

1099

1147

1195

1243



gag
Glu

agg
Arg

gaa
Glu

tgg
Trp
390

ctc
Leu

ttt
Phe

tgt
Cys

ggc
Gly

cct
Pro
470

ccg
Pro

ccc
Pro

tcc
Ser

tac
Tyr

tac
Tyr

tgc
Cys

gac
Asp
375

cat
His

cgc
Arg

gcc
Ala

g9g
Gly

aga
Arg
455

cct
Pro

acc
Thr

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu
535

aag
Lys

cct
Pro
360

aga
Arg

ggc
Gly

atc
Ile

tca
Ser

gce
Ala
440

gag
Glu

ggc
Gly

cag
Gln

ggc
Gly

agc
Ser
520

ctg
Leu

gtg
Val
345

aca
Thr

ttc
Phe

acc
Thr

atg
Met

gag
Glu
425

cac
His

cac
His

ttc
Phe

gac
Asp

cag
Gln
505

gag
Glu

gag
Glu

ata
Ile

ctt
Leu

cag
Gln

aac
Asn

cca
Pro
410

aac
Asn

cat
His

cat
His

gac
Asp

act
Thr
490

cct
Pro

tac
Tyr

gtc
Val

cag
Gln

caa
Gln

gcc
Ala

atg
Met
395

cat
His

agce
Ser

gtc
Val

atc
Ile

agt
Ser
475

gag
Glu

gtg
Val

ctc
Leu

cac
His

acc
Thr

cac
His

cac
His
380

gcc
Ala

tct
Ser

aag
Lys

ggc
Gly

aac
Asn
460

gtc
Val

ttg
Leu

ccc
Pro

atc
Ile

ctc
Leu
540

tac
Tyr

atc
Ile
365

tcc
Ser

gtg
Val

ggt
Gly

tca
Ser

tac
Tyr
445

acg

Thr

att
Ile

gag
Glu

tgc
Cys

tac
Tyr
525

tga

tta
Leu
350

tgg
Trp

aaa
Lys

gtg
Val

999
Gly

gct
Ala
430

atg
Met

gac
Asp

gcc
Ala

ctg
Leu

cca
Pro
510

cag
Gln

86

gaa
Glu

aaa
Lys

ctg
Leu

gcc
Ala

cgt
Arg
415

gga
Gly

ttc
Phe

aac
Asn

cga
Arg

gat
Asp
495

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

gta
Val

ggt
Gly

gcc
Ala
400

gtt
Val

tat
Tyr

ctg
Leu

ccc
Pro

ggc
Gly
480

ggc
Gly

ttc
Phe

agc
Ser

act
Thr

aac
Asn

aat
Asn
385

atc
Ile

ggc
Gly

gtt
Val

ggt
Gly

agc
Ser
465

cac

His

cag
Gln

agc
Ser

cag
Gln

ggc
Gly

caa
Gln
370

cgg
Arg

ctc
Leu

aag
Lys

att
Ile

gag
Glu
450

ttg
Leu

acc
Thr

caa
Gln

agc
Ser

tgt
Cys
530

agce
Ser
355

gaa
Glu

aag
Lys

act
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly
435

gtg
Val

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

tce
Ser
515

cgc
Arg

aac
Asn

999
Gly

ctg
Leu

agt
Ser

atc
Ile
420

atg
Met

gcc
Ala

agc
Ser

cct
Pro

gtg
Val
500

aca
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu

999
Gly
405

tac
Tyr

aag
Lys

ctg
Leu

cca
Pro

gat
Asp
485

gtg
Val

ttc
Phe

cgc
Arg

gtgcccgceec tgtcecceccgg ggtecctgcaa

1339

1387

1435

1483

1531

1579

1627

1675

1723

1771

1819

1873

ggctggactg tgatcttcaa tcatcctgcc catctctggt acccctatat cactcctttt 1933

tttcaagaat acaatacgtt gttgttaact atagtcacca tgctgtacaa gatccctgaa 1993

cttatgcctc ctaactgaaa ttttgtattc tttgacacat ctgcccagtc cctctcectcece 2053

71.551/BE



cagcccatgg taaccagcat

acatgtaagt gagatcatgc

aatgtgcacc gggttcaccc

daaaaaaaaa daaaaddaaaad

<210> 6

<211>
<212>
<213>

<400> 6

Met

1

Gln

Glu

Glu

Pro

65

Asn

Asp

Glu

Lys

Ala

145

Glu

Arg

Asp

Phe

Ser

Thr

Asp

Lys

50

Gly

Ile

Ser

Val

Lys

130

Glu

Val

Gly

Pro

Lys
210

71.551/BE

540
PRT
Uterus

Leu

Glu

Pro

35

Arg

Thr

Glu

Asn

Gly

115

Asp

Arg

Gln

Pro

Ala
195

Asn

Leu

Gly

20

Phe

Ile

Gln

Asn

Arg

100

Gln

Phe

Asp

Ala

Val
180
Thr

Thr

Phe

Pro

Arg

Ile

val

Asn

85

Phe

Ser

Glu

His

Glu

165

Arg

Gln

Met

ttgactcttt acttgtataa gggcagcttt

87

eeoe0e o
. .
ece o

LY

e eipea

tataggttcc 2113

agtgtttgtc tttctgtgcc tggcttattt cactcagcat 2173

atgttttcat aaatgacaag atttcctcct ttaaaaaaaa 2233

daaaaaaaaa aa

Leu

Glu

Ser

Arg

Tyr

70

Asn

Phe

Lys

Lys

Phe

150

Asp

Thr

Lys

Ala

Ala

Lys

Thr

Val

55

Glu

Asn

Thr

Ile

Lys

135

vVal

Glu

Val

Leu

Leu
215

Met

Lys

Ala

40

Asp

Asp

Lys

Cys

Asn

120

Phe

Ser

Ala

Thr

Ile
200

Met

Ala

Lys

25

Glu

Pro

Tyr

Phe

Trp

105

His

Arg

His

Gln

Lys
185
Thr

Asp

Pro

10

Gly

Ala

Thr

Asn

Tyr

90

Asn

Phe

Glu

Pro

Glu

170

Arg

Asn

Leu

Lys

Arg

Leu

Cys

Cys

75

Tle

Arg

Thr

Lys

Gly

155

Ala

Val

Ile

Asp

Pro

Gln

Lys

Pro

60

Thr

Ile

Trp

Arg

Thr

140

Lys

Val

Gln

Phe

Val
220

Lys

Ala

Ala

45

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu
125

Lys

Tyr

Val

Pro

Ser
205

Lys

Pro

Gly

30

Ile

Ser

Asn

Leu

Arg

110

Glu

Asn

Thr

Lys

Cys
190
Lys

Lys

2265

Trp

15

Arg

Pro

Ser

Gln

Leu

95

Val

Asp

Asn

Leu

Val

175

Ser

Glu

Met

Val

Glu

Ala

Asn

Thr

80

Gln

Gly

Ala

Trp

Ile

160

Asp

Leu

Met

Pro



Leu

225

Glu

Leu

Gly

Lys

Leu

305

Pro

Asp

Thr

Asn

Asn

385

Ile

Gly

Val

Gly

Ser

465

His

Gln

Ser

Gly

Ala

Glu

His

Lys

290

Gln

Leu

Ser

Gly

Gln

370

Arg

Leu

Lys

Ile

Glu

450

Leu

Thr

Gln

Ser

71.551/BE

Lys

Leu

Glu

Ser

275

Asp

Ala

Asp

Gly

Ser

355

Glu

Lys

Thr

Gly

Gly

435

Val

Lys

Glu

Val

Ser
515

Leu

Glu

Leu

260

Gln

Met

val

Arg

Ala

340

Asn

Gly

Leu

Ser

Ile

420

Met

Ala

Ser

Pro

Val

500

Thr

Ser

Glu

245

Ser

Pro

Leu

Ser

Asp

325

Pro

His

Glu

Leu

Gly

405

Tyr

Lys

Leu

Pro

Asp

485

Val

Phe

Lys

230

Ala

Ser

Pro

Leu

Glu

310

Tyr

Glu

Arg

Glu

Trp

390

Leu

Phe

Cys

Gly

Pro

470

Pro

Pro

Ser

Gln

Leu

His

Pro

Val

295

Gln

Gln

Tyr

Cys

Asp

375

His

Arg

Ala

Gly

Arg

455

Pro

Thr

Gln

Gln

Gln

Lys

Phe

Ile

280

Leu

Glu

Leu

Lys

Pro

360

Arg

Gly

Ile

Ser

Ala

440

Glu

Gly

Gln

Gly

Ser
520

88

Ile

Gly

Tyr

265

Asn

Ala

Lys

Leu

Val

345

Thr

Phe

Thr

Met

Glu

425

His

His

Phe

Asp

Gln

505

Glu

Ala

Pro

250

Thr

Ser

Asp

Thr

Lys

330

Ile

Leu

Gln

Asn

Pro

410

Asn

His

His

Asp

Thr

490

Pro

Tyr

Arg

235

Thr

Val

Pro

Ile

Val

315

Cys

Gln

Gln

Ala

Met

395

His

Ser

Val

Ile

Ser

475

Glu

Val

Leu

Gly

Asp

Ile

Glu

Glu

300

Glu

Gln

Thr

His

His

380

Ala

Ser

Lys

Gly

Asn

460

Val

Leu

Pro

Ile

Pro

Leu

285

Leu

Glu

Leu

Tyr

Ile

365

Ser

Val

Gly

Ser

Tyr

445

Thr

Ile

Glu

Cys

Tyr
525

Gly

His

270

Leu

Ala

Val

Gln

Leu

350

Trp

Lys

Val

Gly

Ala

430

Met

Asp

Ala

Leu

Pro

510

Gln

Gln

255

Asn

Gln

Gln

Pro

Leu

335

Glu

Lys

Leu

Ala

Arg

415

Gly

Phe

Asn

Arg

Asp

495

Glu

Glu

Leu

240

Ser

Phe

Ala

Ala

His

320

Leu

Gln

Val

Gly

Ala

400

val

Tyr

Leu

Pro

Gly

480

Gly

Phe

Ser



89

Gln Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Val His Leu
530

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>

<400> 7
cccggettte actttttctg ctgectcggg gaacacctceg agccaactge ttcectaactc 60

7

1740
DNA
Mus musculus

CDS

(112)..(1710)

535

540

agggtgggca gaactgacgg gatctaagct tctgcatctc tgaggagaac ¢ atg gct
Met Ala
1

cca
Pro

caa
Gln

aga
Arg
35

cca
Pro

acc
Thr

atc
Ile

ggc
Gly

ctg
Leu
115

aaa
Lys

aaa
Lys

999
Gly
20

gca
Ala

ttc
Phe

ctg
Leu

caa
Gln

cgce
Arg
100

gaa
Glu

aac
Asn

71.551/BE

cga
Arg

aca
Thr

gca
Ala

agc
Ser

aac
Asn

ctg
Leu
85

gtg
Val

gat
Asp

aaa
Lys

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

cg9g
Arg

cag
Gln
70

ctg

Leu

gga
Gly

gca
Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

gag
Glu

gct
Ala

aac
Asn
55

acc
Thr

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu
135

tct
Ser

gag
Glu

gat
Asp
40

ccc
Pro

aac
Asn

gag
Glu

gtg
Val

aag
Lys
120

gag
Glu

gtg
val

gac
Asp
25

aat
Asn

g99
Gly

atc
Ile

ggt
Gly

ggc
Gly
105

gac

Asp

cgg
Arg

cag
Gln
10

agc
Ser

cg9
Arg

ata
Ile

ggc
Gly

agt
Ser
90

cag
Gln

ttt
Phe

gac
Asp

act
Thr

ttc
Phe

gtc
Val

cag
Gln

aac
Asn
75

cgc

Arg

agc
Ser

aag
Lys

cgt
Arg

gag
Glu

cgg
Arg

atc
Ile

gtc
val
60

aac
Asn

ttc
Phe

aag
Lys

aag
Lys

ttt
Phe
140

ggc
Gly

tce
Ser

cgt
Arg
45

cac
His

aac
Asn

ttc
Phe

atg
Met

aaa
Lys
125

gtg
Val

tcc
Ser

act
Thr
30

gtg
Val

gag
Glu

aac
Asn

tgc
Cys

aac
Asn
110

ttt
Phe

gcce
Ala

aag
Lys
15

gcc
Ala

gac
Asp

gac
Asp

aag
Lys

tgg
Trp

95
cac

His
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aac
Asn

cag
Gln
430

cac

His

gac
Asp

atc
Ile
255

gat
Asp

gag
Glu

gtg
Val

tgc
Cys

cag
Gln
335

cgg
Arg

gcc
Ala

gtg
Val

cac
His

agc
Ser
415

gtg
Val

atc
Ile

agc
Ser

cca
Pro

gtg
val

ttg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln
320

acc
Thr

cat
His

cac
His

gcc
Ala

tcg
Ser
400

aag

Lys

ggc
Gly

acc
Thr

gtc
Val

e’ TR o

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392



atc
Ile
465

gaa
Glu

tgc
Cys

tac
Tyr

taa

gcc
Ala

ctg
Leu

ccg
Pro

aag
Lys

<210> 1
<211> 5

<212>
<213>

<400> 1

Met Ala Pro

1

Gln

Ala

Ser

Asp

65

Tyr

Arg

Thr

Lys

Asn
145

Arg

Leu

Cys

50

Cys

Ile

Trp

Cys

Thr

130

Lys

71.551/BE

cga
Arg

gat
Asp

tca
Ser

gag
Glu
515

0
28

PRT
Mus musculus

0

Gln

Arg

ggc
Gly

g99
Gly

ttc
Phe
500

agc
Ser

Gly

caa
Gln

cag
Gln
485

aaa

Lys

cag
Gln

Lys Arg

20

35

Pro

Thr

Ile

Gly

Leu

Ala

Phe

Leu

Gln

Arg

100

115

Lys

Tyr

Glu

Asn

Thr

Thr

Ala

Ser

Asn

Leu

85

Val

Asp

Lys

Leu

acc
Thr
470

cCcg
Pro

agc
Ser

tgt
Cys

5

gag
Glu

gtg
Val

tcc
Ser

cgc
Arg

Glu

Pro

Arg

Gln

70

Leu

Gly

Ala

Trp

Ile

150

ccg
Pro

gtg
Val

agc
Ser

ctg
Leu
520

Ala

Glu

Ala

Asn

55

Thr

Glu

Glu

Lys

Glu

135

Glu

gat
Asp

gtg
Val

ttc
Phe
505

cgc
Arg

Ser

Glu

Asp

40

Pro

Asn

Glu

Val

Lys

120

Glu

Val

96

ccc
Pro

ccc
Pro
490

agc

Ser

tac
Tyr

Val
Asp

25
Asn
Gly
Ile
Gly
Gly
105
Asp

Arg

Gln

gcc
Ala
475

Caa

Gln

cag
Gln

ctg
Leu

Gln

10

Ser

Arg

Ile

Gly

Ser

90

Gln

Phe

Asp

Gly

cag gac
Gln Asp

ggc ccg
Gly Pro

agt gaa
Ser Glu

ctg gag
Leu Glu
525

Thr Glu

Phe Arg

Val Ile

Gln Val

att
Ile

cct
Pro

tac
Tyr
510

att
Ile

60

Asn Asn

75

Arg Phe

Ser Lys

Lys Lys

Arg Phe

Gly

Ser

Arg

45

His

Asn

Phe

Met

Lys

gaa
Glu

gtg
Val
495

ctc
Leu

cac
His

ata
Ile

ctc
Leu

Ser

Thr

30

Val

Glu

Asn

Cys

Asn

110

125

140

Glu Ala

155

Val

Glu

Phe

Ala

Ser

1440

1488

1536

1584

1587

Lys

15

Ala

Asp

Asp

Lys

Trp

95

His

Trp

Gln

Gln

Lys

Glu

Pro

Tyr

Phe

80

Asn

Phe

Glu

Pro

Glu
160



Ala

Cys

Lys

Lys

Glu

225

Gly

His

Leu

Ala

Glu

305

Leu

Tyr

Val

Ser

Val

385

Gly

Ser

Tyr

Ile

Val

Ser

Glu

Met

210

Ala

Gln

Asn

Gln

Gln

290

vVal

Gln

Leu

Trp

Lys

370

Val

Gly

Ala

Met

Asp
450

71.551/BE

Val

Leu

Met

195

Pro

Leu

Ser

Phe

Ala

275

Thr

Pro

Leu

Lys

Lys

355

Leu

Ala

Arg

Gly

Phe

435

Asp

Lys

Asp

180

Phe

Leu

Glu

Leu

Gly

260

Lys

Leu

His

Leu

Gln

340

vVal

Gly

Ala

Val

Tyr

420

Leu

Pro

Val

165

Pro

Lys

Gly

Ala

Glu

245

Arg

Lys

Gln

Pro

Asp

325

Thr

Asn

Asn

Ile

Gly

405

vVal

Gly

Ser

Asp

Ala

Asn

Lys

Leu

230

Glu

Ser

Asp

Ala

Leu

310

Ser

Gly

Arg

Arg

Leu

390

Lys

Thr

Glu

Leu

Ser

Thr

Ala

Leu

215

Glu

Leu

Arg

Met

Ala

295

Asp

Gly

Asn

Glu

Arg

375

Thr

Gly

Thr

Val

Lys
455

Gly

Gln

Met

200

Thr

Glu

Ser

Pro

Leu

280

Pro

Arg

Glu

Ser

Gly

360

Leu

Ser

Ile

Met

Ala

440

Ser

97

Pro

Asn

185

Thr

Lys

Ala

Ser

Pro

265

Leu

Gly

Asp

Ser

Tyr

345

Glu

Leu

Gly

Tyr

His

425

Leu

Pro

Val

170

Leu

Leu

Gln

Met

Cys

250

Pro

Val

Glu

Tyr

Glu

330

Arg

Gly

Trp

Leu

Phe

410

Cys

Gly

Pro

Arg

Ile

Met

Gln

Lys

235

Phe

Ile

Leu

Glu

Gln

315

Tyr

Cys

Asp

His

Arg

395

Ala

Gly

Lys

Pro

Thr

Thr

Asn

Ile

220

Asn

Tyr

Asn

Ala

Glu

300

Leu

Lys

Pro

Gly
380
Ile
Ser
Gly

Glu

Gly
460

Val

Asn

Leu

205

Ala

Pro

Thr

Ser

Asp

285

Glu

Leu

Ala

Asn

Phe

365

Thr

Met

Glu

His

His

445

Phe

Val

Ile

190

Asp

Arg

Thr

Val

Pro

270

Ile

Lys

Arg

Ile

Leu

350

Gln

Asn

Pro

Asn

Gln

430

His

Asp

Phe

Val

Gly

Gly

Ile

255

Asp

Glu

vVal

Cys

Gln

335

Arg

Ala

Val

His

Ser

415

Val

Ile

Ser

® ecoe o
XY .

Pro

Ser

Lys

Phe

Asp

240

Pro

Val

Leu

Glu

Gln

320

Thr

His

His

Ala

Ser

400

Lys

Gly

Thr

Val
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Ile Ala Arg Gly Gln Thr Glu Pro Asp Pro

465

470

Glu Leu Asp Gly Gln Pro Val Val Val Pro

485 490

Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser

500 505

Tyr Lys Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

515 520

11

14

PRT

Kiinstliche Sequenz

SITE
(2)
Xaa is 1 to 5 other amino acids

SITE
(3)
Xaa is Thr or Ser

Ala Gln
475
Gln Gly

Gln Ser

Leu Leu

Asp

Pro

Glu

Glu
525

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

11

Ile Glu
Pro Val
495

Tyr Leu
510

Ile His

Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly Ile Tyr Phe Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

5 10

12

21

PRT

Kinstliche Sequenz

SITE
(1)

Xaa 1is Ser or Thr

SITE

(6)
Xaa 1is Ile or Val

SITE
(9)
Xaa is 1 to 5 other amino acids

71.551/BE

Ile

Leu



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<223>

<400>

SITE
(10)

99

Xaa is Ser or Thr

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

12

Xaa Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys
15

1

Gly Ile Tyr Phe Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Leu Leu Trp His Gly

1

71.551/BE

13
45
PRT

5

20

Kinstliche Seqguenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

SITE
(6)

Xaa is

SITE
(10)
Xaa 1is

SITE
(21)
Xaa 1is

SITE
(24)
Xaa is

SITE
(25)
Xaa is

13

Ser or

Ser or

Ile or

1l to 5

Ser or

5

Thr

Thr

Val

other amino acids

Thr

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Leu Xaa

15
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Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly

20 25 30
Ile Tyr Phe Ala Xaa Xaa Xaa Ser Lys Ser Ala Xaa Tyr
35 40 45
<210> 14
<211> 22
<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> SITE

<222> (1)

<223> Xaa 1s Leu or Val

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

<400> 14
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
20

<210> 15

<211> 27

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> SITE

<222> (21)

<223> Xaa is Asp or Glu

<220>

<221> SITE

<222> (22)

<223> Xaa is 10 or 11 other amino acids

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

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

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

71.551/BE
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<210> 16

<211> 29

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

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

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

<210> 17

<211> 44

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<221> SITE

<222> (4)

<223> Xaa 1s Ile or Leu

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

<400> 17
Gln Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

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

Xaa Xaa Xaa Gln Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
35 40

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequen:z

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

<400> 18

Phe Tyr Thr Xaa Ile Pro His Xaa Phe Gly Xaa Xaa Xaa Pro Pro
1 5 10 15

71.551/BE
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<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

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

Leu

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

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

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

<220>

<221> SITE

<222> (14)

<223> Xaa 1is 7 to 9 other amino acids

<400> 21

Gly Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Leu Xaa
1 5 10 15

Gly Xaa Xaa Val
20

71.551/BE
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<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Kiunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

<220>

<221> SITE

<222> (2)

<223> Xaa 1s Tyr or Phe

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

<210> 23

<211> 20

<212> PRT

<213> Klinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: peptide

<400> 23
Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala
1 5 10 15

Leu Asn Glu Ser
20

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kilinstlichen Sequenz: peptide

<400> 24

Lys Thr Glu Leu Gln Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gln His Tyr Arg
1 5 10 15

Asn Leu His Cys
20

<210> 25

<211> 21

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

71.551/BE
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<220>

<223> Beschreibung der kilinstlichen Sequenz: peptide

<400> 25

Cys Lys Gly Arg Gln Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
1 5 10 15

Ala Glu Ala Leu Lys
20

<210> 26
<211> 20
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klinstlichen Sequenz: peptide

<400> 26

Cys Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Leu Lys
20

<210> 27

<211> 19

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

<400> 27

Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
1 5 10 15

Ala Leu Lys

<210> 28

<211> 19

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: peptide

71.551/BE
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<400> 28
Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
1 5 10 15

Ala Met Lys

71.551/BE
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Emberbdl vagy nem-emberi emlésszervezetbdl szarmazd poli-

(ADP-ribdz) polimeraz (PARP) homoldg, amely
szekvencidval rendelkezik, amely
a) funkciondlis NAD'-kétddoménnel rendelkezik,
b) nem rendelkezik az aldbbi altalanos képl
finger” szekvencia-motivummal:
CX,CX_HX,C

amelyben

olyan aminosav-

és

etd PARP , cink-

m jelentése 28-n&l vagy 30-ndl nagyobb, egész szam, és X-gyokok

jelentése, egymastédl fluggetlenil, barmilyen amino

sav.

2. Az 1. igénypont szerinti PARP-homoldg, amelyben a funkcio-

nalis NAD -k&tdédomén az aldbbi, &ltalanosan eléforduld szekven-—

cia-motivumokkal rendelkezik:
PX,(S/T)GX,;GKGIYFA,
(SITYXGLR(IIV)XPX,(S/IT)GX;GKGIYFA, vagy
LLWHG(S/T)X,IL(S/T)XGLR(I/V)XPX,(S/T)GX;GKGIYFA

amelyben n jelentése 1 és 5 koézotti egész szam,

X,SKSAXY

és X-gyokdk je-

lentése, egymastdl figgetleniil, barmilyen aminosav.

3. Az eldz8 igénypontok Dbarmelyike szerinti PARP-homolodg,

amely az alabbi rész-szekvenciamotivumok kozul
tartalmaz:
LXNX,YX,QLLX(D/E)X,WGRVG,
AXFXKX KTXNXWXFX,PXK,
QXL(I/L)X,1XgMX,,PLGKLX;QIX,L,
FYTXIPHXFGX,PP, és

71.551/BE
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amelyben X-gyokdk jelentése, egymastdl fluggetlenil, barmilyen
aminosav.

4. Az el6z8 igénypontok Dbarmelyike szerinti PARP-homolodg,
amely példaul olyan human PARP-homoldg, amely 2. (human PARP2),
4. vagy 6. (humdn PARP3 1. vagy 2. tipusa) szadmi aminosav-
szekvenciaval rendelkezik; vagy olyan ragcsaldobdl szarmazd PARP-
homolég, amely 8. (egérbdl szarmazd hosszu forma) vagy 10.
(egérb8l szarmazd rovid forma) szamu aminosav-szekvenciaval ren-
delkezik.

5. Az eldz& igénypontok barmelyike szerinti PARP-homoldbégokra
specifikus kotépartner, amely példaul

a) antitest és fragmentumai,

b) fehérjeszert vegyuilet, amelyek a fehérje rész-
szekvenciajaval kolcsonhatédst képes létesiteni, és

c) kis molekulatomegd effektor, amely képes katalitikus PARP-
aktivitadst moduldlni, azaz NAD'-fogyasztd ADP-ribozildléast, vagy
aktivator fehérijéhez vagy DNS-hez vald kotddést.

6. Nukleinsav, amely:

a) legalabb egy, 1-4. igénypont szerinti PARP-homoldégot kdbdo-
16 nukleotidszekvenciat, vagy ezzel komplementer nukleotid-szek-
venciat;

b) az a)-pontban meghatarozott szekvenciahoz, elénydsen
sztringens korilmények kozott hibridizaldédni  képes nukleotid-
-szekvenciat; vagy

c) az a)- és b)-pontban definidlt nukleotidszekvenciakbdl, a

genetikai koéd degenerdltsaga kovetkeztében szarmaztathatd

71.551/BE
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nukleotid-szekvencidkat

tartalmaz.

7. A 6. igénypont szerinti nukleinsav, amely

a) az 1. szamia szekvencia +3. nukleotidja és +1715.
nukleotidja k6zdtti nukleotidokat;

b) a 3. szamia szekvencia +242. nukleotidja és +1843.
nukleotidja kozodtti nukleotidokat;

c) a 5. szadmd szekvencia +221. nukleotidja és +1843.
nukleotidja kozdtti nukleotidokat;

d) a 7. szadmu szekvencia +112. nukleotidja és +1710.
nukleotidja kozo6tti nukleotidokat; vagy

e) a 9. szami szekvencia +1. nukleotidja és +1584.
nukleotidja ko6zotti nukleotidokat

tartalmaz.

8. Expresszids kazetta, amely 6. vagy 7. igénypont szerinti
nukleotidszekvencidk barmelyikét tartalmazza legaldbb egy, sza-
balyzd nukleotidszekvencia genetikai kontrollja alatt.

9. Rekombindns vektor, amely legaldbb egy, 8. igénypont sze-
rinti expresszids kazettat tartalmaz.

10. Rekombindns mikroorganizmus, amely legalabb eqgy, 9.
igénypont szerinti rekombinans vektort tartalmaz.

11. Transzgenikus emldsszervezet, amely 9. igénypont szerinti
vektort tartalmaz.

12. PARP-deficiens emldsszervezet vagy PARP-deficiens
eukarioéta sejt, amelyben legaldbb egy, 1-4. igénypontok barme-
lyike szerinti PARP-homoldgot kdédold gén funkcionalis expresz-

szidja gatolva van.

71.551/BE
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13. Eljaras PARP-inhibitorok in vitro detektalédsara, azzal
jellemezve, hogy

a) hordozdhoz immobilizalt vagy hordozdémentes poli-ADP-
ribozil4lhatd célt inkubalunk egy olyan reakcidkeverékkel, amely

al) 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-homo-
1égot;

a2) PARP-aktivatort; és

a3) PARP-inhibitort wvagy olyan analizdlanddé anyagot
tartalmaz, amelyben feltételezzlik, hogy legalabb egy
PARP-inhibitor wvan;

b) végrehajtjuk a poli-ADP-ribozilalasi reakcidt; és

c) kvalitative vagy kvantitative meghatarozzuk a cél poli-
ADP-ribozilaltsagat.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a poli-ADP-ribozildléasi reakcid elvégzése eldtt a PARP-homoldégot
el&inkubaljuk a PARP-aktivatorral és a PARP-inhibitorral vagy
olyan analizdlanddé anyaggal, amelyrdél feltételezzik, hogy leg-
alédbb egy PARP-inhibitort tartalmaz.

15. A 13. és 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy poli-ADP-ribozildlhatdé célként hiszton-fehérjét alkal-
mazunk.

16. A 13-15. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy PARP-aktivatorként aktivalt DNS-t alkalmazunk.

17. A 13-16. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a poli-ADP-ribozildlasi reakcidét NAD' hozzaada-
sadval inditjuk.

18. A 13-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal

71.551/BE
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jellemezve, hogy a hordozédhoz immobilizalt cél poli-ADP-ribozi-
l4l4sat anti-poli- (ADP-ribdz)-antitest alkalmazasaval hatarozzuk
meg.

19. A 13-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a hordozdéhoz nem immobilizalt célt akceptor
fluroférral megjeldljuk.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a hordozdéhoz nem immobilizdlt cél poli-ADP-ribozilalasat olyan
donor fluroférral megjeldlt anti-poli- (ADP-ribdz)-antitest al-
kalmazadsaval hatdrozzuk meg, amely képes energidt transzferdlni
az akceptor fluoroférhoz.

21. A 19. és 20. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy célként biotinildlt hisztont alkalmazunk, és az akcep-
tor fluorofdért ehhez kapcsoljuk avidinon vagy sztrepavidinon ke-
resztul.

22. A 20. és 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az anti-poli-(ADP-ribdz)-antitestet donor fluorofdrként
eurdépium-kriptattal megjeloljik.

23. Eljaras PARP-molekula koétdpartnereinek in vitro szlrésé-
re, azzal jellemezve, hogy

al) legaldbb egy, 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-
homolégot immobilizdlunk hordozdra;

bl) az immobiliz&lt PARP-homoldgot olyan analizalanddé anyag-
gal érintkeztetjik, amelyrél feltételezzik, hogy legalabb egy
kotépartnert tartalmaz; és

cl) adott esetben megfeleld inkubacidés id& utan, meghataroz-

zuk az immobiliz&lt PARP-homoldéghoz k&tddott, analizalandd alko-
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térészeket;

vagy

a2) egy hordozdéra olyan analizalanddé anyagot immobilizalunk,
amely PARP-homolég legaldbb egy lehetséges kotdpartnerét tartal-
mazza;

b2) érintkeztetjik az immobilizdlt analizalandd anyagot leg-
aldbb egy, 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-homoldggal,
amelyrdl feltételezzik, hogy kotépartner; és

c2) adott esetben megfeleld inkubdcids idd utan, megvizsgil-
juk az immobilizdlt analiz&landé anyagot, hogy kototte-e a PARP-
homoldégot.

24. Eljaras 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-
homolbégot ké6dold nukleinsavak kvalitativ vagy kvantitativ megha-
tdrozésara, azzal jellemezve, hogy

a) egy bioldégiai mintédt inkubalunk meghatarozott mennyiségd,
6. és 7. igénypont szerinti, exogén nukleinsavval, sztringens
kdérilmények koézott hibridizaltatjuk, meghatarozzuk a hibridizalt
nukleinsavakat, és adott esetben Osszehasonlitjuk egy
standarddel; vagy

b) egy bioldégiai mintadt meghatédrozott mennyiségli, PARP-
homologot kédold nukleinsavra specifikus oligonukleotid primer-
parral inkubdlunk, amplifikaljuk a nukleinsavat, meghatarozzuk
az amplifikéacids terméket, és adott esetben Osszehasonlitjuk egy
standarddel.

25. Eljaras az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-
homolég kvalitativ vagy kvantitativ meghatéarozasara, azzal jel-

lemezve, hogy
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a) egy Dbioldgiai mintét inkubalunk legalabb egy, PARP-
homoldégra specifikus kotdpartnerrel,

b) detektdljuk a kotdpartner/PARP-komplexet, és adott esetben

c) az eredményt Osszehasonlitjuk egy standarddel.

26. A 25. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
kotépartnerként adott esetben detektalhatd Jjeloldt tartalmazd
antitestet vagy annak kotésre képes fragmentumat alkalmazzuk.

27. A 24-26. igénypontok béarmelyike szerinti eljaréas, azzal
jellemezve, hogy energiadeficit altal medialt betegséget diag-
nosztizalunk.

28. Eljarés PARP-effektorok hatékonysaganak meghatarozésara,
azzal jellemezve, hogy

a) 1-4. igénypontok barmelyike szerinti PARP-homoldgot olyan
analizadland® anyaggal inkub&ljuk, amely PARP-aktivitds fiziold-
giai vagy patoldégiai effektorat tartalmazza; adott esetben ismét
eltavolitjuk az effektort; és

b) meghatéarozzuk a PARP-homoldég aktivitasat, adott esetben
szubsztratok vagy koszubsztridtok hozzaadésa utan.

29. Génterdpiéds készitmény, amely génterdpiara elfogadhatd
segédanyagban olyan nukleinsavkonstrukcidét tartalmaz, amely

a) 6. és 7. igénypont szerinti kédold nukleinsavra specifi-
kus, antiszensz nukleinsavat tartalmaz; vagy

b) 6. és 7. igénypont szerinti nem-kédold nukleinsavra speci-
fikus ribozimot tartalmaz; vagy

c) specifikus PARP-inhibitort koédol.

30. Gybgyéaszati készitmény, amely gydgyadszatilag elfogadhatd

segédanyagban legaldbb egy, 1-4. igénypontok barmelyike szerinti
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PARP-fehérjét, legalédbb egy, 5. igénypont szerinti PARP-kots-
partnert vagy legalabb egy, 6. vagy 7. igénypont szerinti kdédold
nukleotidszekvencidt tartalmaz.

31. Az 5. igénypont szerinti, alacsony molekulatdmegd PARP-
kot6partnerek alkalmazdsa olyan patoldgiai é&allapotok diagndzisa-
ra vagy teradpidjara szolgdld gydgyaszati agens eldallitaséra,
amelyek kifejlédésében és/vagy sulyosbodasaban legalabb egy
PARP-fehérije, vagy ezekbdl szarmazd polipeptid szerepet jatszik.

32. Az 5. igénypont szerinti, alacsony molekulatdmegld PARP-
két8partnerek alkalmazdsa energiadeficit altal medialt patolégi-
ai &llapotok diagndézisara vagy terapiadjara szolgaldé gydgyaszati

dgens el&allitéasara.

A meghatalmazott:
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