1. Cnocib BM3Ha4YeHHs HasiBHOCTI Y ccaBus ano-aHTuTin o daktopa VI, wo cnpomoxHi poswenntosaTtu daktop VI,
KU BiQpPIi3HAETLCA TUM, LLO BKIOYAE:

i) BuAineHHsa nna3mu i3 3pa3ka KpoBi, B3ATOro B 3a3Ha4e€HOro ccaBLs;

ii) BUAineHHs 3i BkaszaHoi nna3mu ano-aHtutin go cgpakropa VI;

iii) NpuBeaeHHs1 3a3HaveHnx ano-aHTuTIn go cakropa VI y koHTakT 3 dhaktopom VIII Ha nepiog Yacy, poctaTHii ons
3abe3neyveHHs po3sLlenneHHs BkadaHoro gaktopa VIl 3a3HaveHnmun ano-aHtutinamm go dakropa VIII; i

iv) BM3Ha4YeHHs, nicns BKasaHOro nepiogy Yacy, 4Uv edeKTMBHO 3a3HadeHi ano-aHtutina o cakropa VIl poswenunn
BkasaHu cpaktop VIII.

2. Cnoci6 3a n. 1, sk1in BiAPI3HAETLCA TVUM, WO Ha eTani (ii) 3a3HadeHi ano-aHTuTINa Ao daktopa VIl BugingoTs i3
BKasaHoi nnasmu, ob'egHyroum ix i3 3asHadeHum daktopom VI, npuyomy 3asHadeHun daktop VIII nepesaxHo
NoB'si3aHWI i3 MaTPUKCOM.

3. Cnoci6 3a n. 1 abo 2, akuii Biapi3HAETLCA TVM, WO Ha eTani (ii) 3a3HaveHi ano-aHTuTINa Ao dakTtopa VIl Buginsiots
3a JOMNoMOoroto adiHHOT XpomaTorpadii.

4. Cnoci6b 3a n. 3, Akui BiApPI3HAETbCA TVM, WO Ha eTani (ii) 3a3HayeHa adiHHa xpomaTorpadisa BKI0YaE 3aCTOCYBaHHS
dakTopa VIII, akuii KoBaneHTHO NoB'A3aHWIA 3 MaTPUKCOM cedhapo3u, LLIO MEPEBAXHO aKTMBOBAHUN LiiaHOreH-6pomigom.
5. Cnoci6 3a 6ygb-akum 3 nn. 1-4, gkui BiApi3Hﬂ€Tb1(2:5ﬂ TUM, WO Ha eTani (i) BkazaHui daktop VIII MiTATL MiTKOMO,
nepeBaXKHO pagiakTVBHOK MITKOIO, 30Kpema, Takol sk 1.

6. Cnoci6 3a 6yab-akum 3 nn. 1-5, akuin Bigpi3HAETLEA TUM, WO Ha eTani (iii) 3asHaveHnn daktop VIII npuBoaAaTs o
KOHTaKTy 3 ano-aHTuTinamm go daktopa VIl Ha nepiog yacy Big npubnusHo 0,5 rogmHn go npubnusHo 30 roauH,
nepesaxHo 6mnm3bko 10 roamH, Npu Temnepartypi Big npubnusHo 15°C go npnubnuato 40°C, nepesaxHo 38°C.

7. Cnoci6 3a 6yap-akuM 3 nn. 1-6, Skui Bigpi3HAETLCA TUM, WO eTan (iv) NPoBOAATb LWMNAXOM BU3HAYEHHS, LLO BKIOYAE
MeToq MOoAiny, Takun siKk enekTpodopes y remi, 3okpemMa enektpodopes y noniakpunamigHomy reni y npUCYTHOCTI
popeuuncynbdaty Hatpito (SDS-PAGE), abo renb-oinbTpauito, 3okpema, Taky SK WBMAKA pigvHHa renb-ginbTpauinHa
xpomaTorpadis OinkiB, Ta TExHiKy Bidyanisauii, 3okpeMa, Taky sik aBTopagiorpadis.

8. Cnocib 3a 6yab-sikum 3 nn. 1-7, AKuii BiAPI3HAETbLCA TUM, L0 AOAATKOBO BKIIOYAE:

V) OLEpXaHHS XapaKTepUCTUK canTy (canTiB) mMonekynu 3asHadveHoro caktopa VI, y skomy (sikmx) BigbyBaeTbes
po3LLenneHHs 3asHadyeHnMn ano-aHTuTinamu go cgakropa VIII.

Cnoci6 3a n. 8, skvn BiAPI3HAETLCA TUM, LUO 3a3HayeHe OAEepPXKaHHS XapaKTePUCTWK 34INCHIOTb, NPUMBOOSYM
BkasaHu paktop VIII y KoHTaKT i3 3a3HayeHMMU ano-aHTuTinamu o dakrtopa VI, aki cnpomoxHi posiiennioBaTn
daktop VI, po3ginstoum Ta NOTiM CEKBEHYHOUM OTPMMaHi BHaCMiAoK Takol npouenypu pparmeHTu caktopa VIII.

10. Cnoci6 3a n. 8 abo 9, Akvn BiAPI3HAETLCSA TVM, LLO 3a3HAYEHWI NoAin NPOBOAATb, BUKOPUCTOBYIOUM TaKy TEXHIKY, SK
enekTpodopes y reni, 3okpema, Taky sk SDS-PAGE.

11. Cnoci6 3a 6ygb-akum 3 nn. 8-10, sikui BiAPI3HAETbCA TUM, WO 3a3HAYEHEe CEKBEHYBaHHSI 30JIMCHIOITb,
BMKOPWCTOBYIOUM TaKy TexHiKy, sik N-kiHueBe CekBeHyBaHHsi, 30Kpema, i3 BUKOPUCTaHHSIM aBTOMaTWU4HOro 6irnkoBoro
MiKkpoceKkBeHaTopa.

12. Cnoci6 3a byab-sikum 3 nn. 8-11, skui BIApI3HﬂeTbCH TUM, LLO 3a3HavyeHe CeKBeHyBaHHS B Takui crnocib n0|<an|3ye
CMPOMOXHI [0 PO3LLENnSeHHsT 3B'A3KM: Ar 2.ger”’ , WO 3HaxoauTbecs MK gomeHamm A1 i A2, Tyr1680 Asp1 , wo
3HaxoauTbesa Ha N-KiHUj JomeHy A3, i Glu' Asp”%, LLIO 3HaxoauTbea BcepeaunHi fomeHy A3 monekynum caktopa VII.
13. AMIHOKMCOTHa NOCNILOBHICTb:

Ser Val Ala Lys Lys His Pro,

Lo iHribye byab-akui canT y monekyni dpaktopa VIII, wo yyTnneuii Jo posLenneHHs ano-aHTutinamum go dakropa VIl
14. AMIHOKMCIIOTHA NOCiAOBHICTb:

Asp Glu Asp Glu Asn Gin Ser,

Lo iHribye byab-akui canT y monekyni dpaktopa VIII, wo yyTnneuii Jo posLwenneHHs ano-aHTutinamm go cdakropa VIlI:
15. AMIHOKMCIOTHA NOCHiAOBHICTb:

Asp GIn Arg GIn Gly Ala Glu,

Lo iHribye byab-akui canT y monekyni dpaktopa VIII, wo yyTnneuii Jo posiwenneHHs ano-aHTutinamm go cdakropa VIII.
16. 3acTocyBaHH4 iHriGiTopy po3ienneHHs daktopa VIl ana HenTpanidyBaHHA kaTaniTMYHOI akTUBHOCTI ano-aHTuTin 4o
daktopa VIII.

17. 3acTocyBaHHA 3a n. 16, ke BiAPI3HAETLCA TUM, LLO iHr6ITOp ABNsie coboto iHribiTop NpoTeas, 3okpema, Taku Sk 4-
(2-amiHoeTun)oeH3un-cynsgoHingTopma-rigpoxmnopug.

18. BactocyBaHHs 3a n. 16 a6o 17 ke BiAPi3HAETLCA TUM, WO 3ragaHui iHribitop |Hr|68)ée PO3LYENTIEHHS CIPOMOXHIX
00 po3LenneHHs 3B's3KiB: Arg 2 ger”’ , LLIO 3HaxoauTbca Mk gomeHamn A1 i A2, Tyr Asp , Lo 3HaxoauTbCs Ha
N-kiHUi fomeHy A3, i Glu'*- Asp”%, LLIO 3HaxoanTbLCA BeepeauHi gomeHy A3 monekynu cpaktopa VII.

19. IHribiTop poswenneHHs daktopa VI, wo katanisyetbcst ano-aHTuTinamm go dakropa VI, skuii BigpisHAeTbCA
TUM, LLIO BKIMOYAE aMiHOKUCIIOTHY MOCIiAOBHICTb:

Ser Val Ala Lys Lys His Pro.

20. IHribiTop poswenneHHsa daktopa VI, wo kaTtanisyetbcs ano-aHtuTinamm go dakropa VI, skui BigpisHAeTbeA
TUM, LLIO BKIMOYAE aMiHOKUCIIOTHY MOCIiAOBHICTb:

Asp Glu Asp Glu Asn GIn Ser.

21. IHribiTop poswenneHHsa daktopa VI, wo kaTtanisyetbcs ano-aHTuTinamm go dakropa VI, skui BigpisHAeTbeA
TUM, LLIO BKIMOYAE aMiHOKUCIIOTHY MOCHiAOBHICTb:

Asp GIn Arg GIn Gly Ala Glu.

22. ®apmaueBTMYHA KOMMO3uLid, fka Bigpi3HAETbCA TUM, LWIO MICTUTb (papMaueBTUYHO edeKTUBHY KifbKiCTb ano-
aHTuTIn fo daktopa VI, wo cnpomoxHi poswenntoaty daktop VI, ocobnueo Takmx, siki MOXNMBO ifeHTUdikyBaTn
3rigHo i3 6yab-skum i3 nn. 1-6.

23. ®apmaueBTU4Ha KOMMo3uLia 3a n. 22, ska BiAPI3HAETbLCA TUM, LLO MICTUTL hapMaLEBTUYHO ePEeKTUBHY KiNbKiCTb
ano-aHTuTin go daktopa VIlI, wo cnpomoxHi posienntosatu caktop VI, aky BUKOPUCTOBYIOTL ANst NiKyBaHHA ccaBud,
KU CTPaXaae Ha nNaTonorito, LWo € pesynbTaToM aHoMarbHOro piBHsa BMICTy dpaktopa VIl y roro kposi.

24. ®apmaueBTUYHA KOMMO3uMLia 3a n. 23, ska BigpI3HAETbLCA TUM, WO I 3aCTOCOBYIOTb, KONMM BKa3aHa naTonoria €
pesynbTaToM HasiBHOCTI Hagnuwky daktopa VIl y noro kposi.

25. dapmaueBTMYHa komno3uuis 3a n. 23 abo 24, gka Bigpi3HAETbLCA TWMM, LIO i 3aCTOCOBYIOTb, KONMU BKa3aHa
naTororis Mae TpomMb0o3Hy Npupoay, 3okpema sBnsie coboio TPoMB0o3.



26. 3acTtocyBaHHSA apmaueBTMHHO edeKTUBHOI KiNbKOCTi iHribiTopy po3swenneHHs daktopa VIII 3a n. 16 gns
CTBOPEHHS (hapMaLeBTUYHOI KOMMO3ULiT ANa HeNTpanisdyBaHHS KaTaniTUYHOI aKTUBHOCTI ano-aHTuTin 4o daktopa VIII.
27. 3actocyBaHHs 3a M. 26, sike BiAPi3HAETLCA TUM, LLO 3ragaHa KOMMo3uuist MiCTUTb iHMGITOp po3LuenneHHst dhakTopa
VIIl i ii BMKOpPUCTOBYIOTb, 30KpeMa, ONs IiKyBaHHS CCaBUf, AKAW CTpaxnae Ha naTonoriio, Wo € pesynbTaToM
cybdisionoriyHoro piBHa BmicTy doaktopa VIl y horo kposi.

28. 3acTocyBaHHs 3a 6ygp-akuM 3 n. 26 abo 27, sike BiAPI3HAETbCA TUM, WO 3ragaHuii iHribiTop saensie coboto iHribiTop
npoTeas, 30Kpema, Takui sk 4-(2-amiHoeTnn)beH3nn-cynboHINTopUa-rigpoxnopua.

29. 3actocyBaHHsa 3a Oyab-akum 3 nn. 26-28, sike BiAPI3HAETbCA TUM, LWO 3ragaHui iHribiTop iHribye poswenneHHs
CMPOMOXHUX OO0 PO3LLEnneHHs 3B'A3KiB: Argm-Serm, WO 3HaxXoguTbcs MK gomeHamm A1 i A2, Tyr16 0-Asp1681, Lo
3HaxoanTbes Ha N-kiHLi gomeHy A3, i Glu1794-Asp1795, LLIO 3HaxoauTbCs BcepeaunHi gomeHy A3 mornekynu cpakropa VII.
30. 3acTocyBaHHsa 3a Oyab-AkuM 3 nn. 26-29, ske BiAPI3HAETLCA TUM, WO 3ragaHuii iHriGiTop BKMOYaE aMiHOKUCIIOTHY
MOCnigOBHICTb:

Ser Val Ala Lys Lys His Pro.

31. 3actocyBaHHA 3a Oyab-AkuM 3 nn. 26-29, ske BiAPI3HAETLCA TUM, WO 3ragaHuii iHriGiTop BKMOYaE aMiHOKUCIIOTHY
MOCnigoBHICTb:

Asp Glu Asp Glu Asn GIn Ser.

32. 3actocyBaHHs 3a Oyab-akum 3 nn. 26-29, sike BiAPIZHAETLCA TUM, LU0 3ragaHwn iHribiTop BKMOYae aMiHOKUCIOTHY
MOCniAOBHICTb:

Asp GIn Arg GIn Gly Ala Glu.

33. 3actocyBaHHs 3a Oydb-Akum 3 nn. 26-32, ske BiAPI3HAETbCA TVM, WO BKasaHa NaTtosforids Mae remodiniyHy
npupogy, 30kpema sBrfsie CODOK 3axBOPKOBaHHA, LUO BKIOYAE KOArynsuinHi MOPYLUEHHS, WO BWHUKAaKOTb 4epes
HepocTaTHicTb dakTtopa VI, Take sk remodinis A.

34. 3acTtocyBaHHA 3a M. 26, ske BiApPI3HAETLCA TUM, WO MICTUTb papMauLeBTUYHO edeKTUBHY KifbKIiCTb iHribiTopy
poswenneHHs daktopa VI, wo katanisyetsca ano-aHTtutinamu o gakropa VIl.

35. Ano-aHtuTino go dakropa VI, wo cnpomoxHe posienmosaTtu dpaktop VIII Ta ake MoXnNuBO igeHTUdikyBaTu 3rigHo
3i cnocobom 3a nn. 1-12.

36. Ano-aHtutino po daktopa VIII 3a n. 35, sake BiAPISHAETbCA TUM, LWO PO3LLENIIOE HACTYNHI CNPOMOXHI 6;:(0
po3LenneHHs 3B'A3kn B Morekyni dakropa VII: Argm-Serm, LLIO 3HaxXoAmMTbCA MK JoMeHamm A1l i A2, Tyrmo-Asp1 81
o 3HaxoauTbcst Ha N-kiHUi gomeHy A3, i Glu1794-Asp1795, Lo 3HaxoaAUTbCa BcepeauHi goMmeHy A3 mornekynu caktopa
VIII.



