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A taldlmény szerinti rekombinéns DNS eljéaréssal
elBallitott hirudin és hirudinszerd polipeptidek antitrom-
bin-aktivitdssal rendelkeznek. A hirudint és hirudinszerd
polipeptideket el&nydsen E. coli vagy rovarsejtekben ex-
presszdljdk. A hirudinszerd polipeptid eldny&sen egy HV1-bsl
és HV2-bdl szarmazd hibrid protein, amelynek aminosavszek-
venciaja:

Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

-Pro-Asn-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-

=-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,

amelyben az aldhGzott szakasz a HV2-b&l szarmazd rész.
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A talalmany targya eljdréds az eredetileg Hirudo me-
dicinalisbél izolalt hirudin, valamint annak szarmazékai e-
184l11itéasara.

Az antikoagulans hat&sd polipeptidek koziil taléan
legismertebbek a hirudinok csoportjdba tartoznak. A hirudin
- amelyet eldszdr orvosi pidécdbdél (Hirudo medicinalis) izo-
l41tak - a trombin ismert és kimeritden jellemzett inhibito-
ra [Markwardt F., Methods in Enzymology, 19, 924 (1970);
Markwardt F., Biomed. Biochim. Acta 44, 1007 (1985)]. A
hirudin a trombint ionos k®lcsdnhatdsok révén koti meg, ez-
d4ltal megakad&lyozza a fibrinogén fibrinné hasitéasat, és ezt
k&évetSen a fibrinrdg kialakulasat. Allatkisérletekben bizo-
nyitottdk a hirudin vénas trombdzist, vaszkularis elzarddast
és a trombin-indukalta elszdért intravaszkularis koaguldlést
gatlé hat&sat. Ezenkiviil a hirudin toxicité&sa csekély, anti-
gén sajatsdga nincs, vagy csak kismérték{i, és a keringési
rendszerbdl igen gyorsan kiilriil [Markwardt F., Hauptman J.,
Nowak G., Klessen C. és Walsmann P., Thromb. Haemostasis 47,
226 (1982)].

A hirudin természetes varidnsai ismertek. A HV1-nek
jeldlt elsd varidns szekvenci&jat Dodt és munkatarsai hata-
roztadk meg [FEBS 165 180-184 (1984)]. A HV1 szekvencidja a

harombetlds kéd szerint az aldbbi [Eur. J. Biochem. 138, 9-37

(1984)]:
Val-vVal-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-

-Cys=-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys—~Ile-Leu-

-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe~Glu-Glu-Ile-Pro-
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-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.
SO3H

A HV2-nek jeldlt mésodik variénst is Dodt és munka-
tarsai ismertették [Biol. Chem. Hoppe-Seyler 367, 803-811
(1986) ). A HV2 az alabbiakban kiilonbdzik a HV1-tdl: 1l-es
helyzetben Val helyett Ile, 2-es helyzetben Val helyett Thr,
24-es helyzetben Gln helyett Lys, 33-as helyzetben Asp he-
lyett Asn, 35-8s helyzetben Glu helyett Lys, 36-os helyzet-
ben Lys helyett Gly, 47-es helyzetben Lys helyett Asn, 49-es
helyzetben G1ln helyett Glu és 53-as helyzetben Asp helyett
Asn van a szekvencidban.

A HV3-nak jeldlt harmadik variénst Harvey és munka-
tarsai ismertették [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1084-1088
(1986)1. A HV3 az 1-32. helyzet@ aminosavakat tekintve azonos
a HV2-vel, és a HV1-t8l az alabbiakban kiilénb&zik: 33-as hely-
zetben Asp helyett Val, 35-8s helyzetben Glu helyett Lys,
53-as helyzetben Asp helyett Gln, 33-as helyzetben Asp he-
lyett Asn, 58-as helyzetben Glu helyett Pro, 62-es helyzetben
Glu helyett Asp, 63-as helyzetben Tyr-SO3H helyett Ala, 64-es
helyzetben Leu helyett Asp és 65-8s helyzetben Gln helyett
Glu van a szekvenciéban.

A taldlmdny Gj eljarast nyGjt a hirudinok és a
hirudinszer polipeptidek eldadllitasédra. A talalmény
értelmében kémiai szintézissel elddllitjuk a hirudint vagy
hirudinszer polipeptidet kédoldé nukleotidszekvencidt, és a
hirudint vagy hirudinszerd polipetidet egy rekombindns szer-
vezetben kifejezziik. A genetikailag médositott organizmus

tenyésztése teljes bioldgiai aktivit&ssal rendelkezd kivant



terméket eredményez.

A talalmany targya ennek megfelelden eljaréas a
hirudint vagy egy hirudinszerl polipeptidet kédolé DNS-szek-
venciat tartalmazd expresszids vektor eldallitdsara. A ta-
lalmany targya tovabba eljards egy tal&lmény szerinti kompa-
tibilis expresszidés vektorral transzformalt gazdaszervezet,
valamint egy hirudint vagy hirudinszerl polipeptidet kédold
szintetikus DNS-szekvencia eldallitasdra. A hirudint vagy
hirudinszerd polipetidet kédoldé DNS-fragmens egyes vagy Kket-
t8s szald lehet.

A hirudin vagy hirudinszerll polipeptid expressz&ala-
sara képes gazdaszervezetet gy &allitjuk eld, hogy a gazdat
egy kompatibilis taldlmany szerinti expresszidés vektorral
transzformdljuk. Az expresszids_vektort Ggy allitjuk eld,
hogy
(a) kémiailag szintetizdlunk egy hirudint vagy hirudinszerd

polipeptidet kédoldé DNS-szekvenciat, és
(b) a fenti DNS-szekvenciat egy expresszids vektorba il-
lesztjiik.

A hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet ennek
megfelelden Ggy &allitjuk eld, hogy a taldlmény szerinti
transzformalt gazdaszervezetet a hirudin vagy hirudinszerQ
polipeptid expreszszdlasara alkalmas koriilmények kdzdtt te-
nyésztjilk, majd a hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet
izol&dljuk. A fentiek szerinti eljarva tiszta formdban kapjuk
a hirudint vagy hirudinszer@ polipeptidet.

A leirasban hirudin vagy hirudinszerd polipeptid a-

latt a természetes, HV1l, HV2 vagy HV3 formaja hirudint, va-



lamint ezek szarmazékait értjiik, amelyeket példaul aminosav
helyettesitassel, delécidval, inszerciéval, extenzidval,
funkcionaliz&lassal és kémiaili médosit&ssal nyerhetiink. A ta-
l4lmany ennek megfeleden a HV1, HV2 vagy HV3 antitrombin-
-aktivitédssal rendelkezd szdrmazékaira is vonatkozik.

A HV1, HV2 vagy HV3 aminosavszekvencidjat egy vagy
t5bb aminosav helyettesitésével, inszercidéjaval és/vagy de-
lécidéjdval, és/vagy egyik vagy mindkét végén vald meghosz-
szabbitdsaval (extenziéjaval) mddosithatjuk. A fenti mddon
médositott szekvencidji sz&rmazéknak azonban természetesen
rendelkeznie kell az antitrombin-aktivitéassal. A HV1l, HV2
vagy HV3 aminosavszekvencidja és a fenti sz&rmazékok amino-
savszekvenciaja k&zdtt a homolégia fokanak legaldbb 75 %~
nak kell lennie. A homolégia foka eldnydsen legaldbb 85 %,
még eldnydsebben legalabb 95 % lehet.

P&ldaul a HV1l, HV2 vagy HV3 aminosavszekvencidjdban
egy vagy tdbb aminosavmaradékot m&s aminosavmaradékkal he-
lyettesithetiink, vagy egy vagy tdbb aminosavmaradékot el-
hagyhatunk, vagy egy vagy tobb tovabbi aminosavmaradékot
beilleszthetiink. Az eredeti szekvencia fizikai-kémia tulaj-
donsaga, példaul tdltésslrisége, hidroféb/hidrofil jellege,
mérete és konfigurdciéja megdrzddhet. Megfeleld helyettesi-
tések lehetnek az egybetfis k6d [Eur. J. Biochem. 138, 9-37
(1984)] szerint az alébbiak:

G helyett A, és forditva,
V helyett A, L vagy G,
K helyett R,

S helyett T és forditva,
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E helyett D és forditva, és
Q helyett N, és forditva.

Az aminosavszekvencia meghosszabitédsat tekintve, egy
legfeljebb 50 aminosavbél &116 révid szekvencidt adhatunk a
polipeptid egyik vagy mindkét végéhez. A szekvencia eldnyo&-
sen legfeljebb 30, még eldnydsebben legfeljebb 20 vagy leg-
feljebb 10 aminosavmaradékkal lehet meghosszabitva.

A hirudint vagy hirudinszerid polipeptidet egy vagy
tdbb poszttranszlaciés médositésnak, példaul glikozilezés-
nek, szulfatdlasnak, COOH-amidalédsnak, acilezésnek vagy a
polipeptid-lanc kémiai valtoztatasanak is alavethetjiikk. Igy
példaul a 63-as helyzetd Tyr-maradékot szulfat&lhatjuk. A
talalmany szerinti eljdrassal eldallitott rekombindns
hirudin vagy hirudinszerd polipeptid rendszerint nincs szul-
fatalva ebben a helyzetben, szemben a természetes HV1, HV2
és HV3 polipeptiddel. A taldlmany szerinti eljaréssal eldal-
lithaték ezenkiviil az alacsonyabb moéltdmegld szarmazékok is,
amelyek nem tartalmazz&k a HV1, HV2 vagy HV3 N-termindlis
vagy C-termindlis részét.

A taldlmdny szerinti eljérés kiilondsen alkalmas a
HV1 vagy olyan HV1 szarmazékok elBS&allitasara, amelyek a HV1
els3 46 aminosavmaradékabdl és ezt kdvetBen a HV2 47-65. ami-
nosavmaradékabsél &llnak:

HV1:
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-

-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu~

-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
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-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln.

Hibrid HV1/HV2 (amelyet HV12-nek jeldlink):
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-vVal-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

-Pro-Asn-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-

-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,

amelyben az aldhGzott szekvencia a HV2-b8l szarmazd részt
jelenti. A fenti HV2 polipeptid és szarmazékai szintén a ta-
lalmany targyat képezik.

A hirudint vagy hirudinszerd polipeptideket rekombi-
nans DNS-médszerrel &llitjuk eld. E18allitunk egy szintetikus
gént, amely a hirudint vagy hirudinszer@ polipeptidet kédolja.
A DNS kédold szekvencia &ltalaban nem tartalmaz intronokat. A
szintetikus gént a rekombindns termék eldallit&sara alkalmas
expresszids vektorba illesztjiik. A szintetikus gént jellegze-
tes médon oligonukleotidok kémiai szintézisével &allitjuk eld,
amelyek Osszességiikben a kivant génnek felelnek meg. Az oligo-
nukleotidokat Osszekapcsolva kapjuk a gént.

A gént négy kémiailag szintetiz&lt oligonukleotidbdl
4llithatjuk eld, az egyes oligonukleotidok a kettds szald DNS
gén egyik szala felének felelnek meg. Az oligonukleotidokat
ligdlva és illesztve kapjuk a kivant gént. A gén-szekvenciat
kivant esetben hely-iranyitott mutagenezissel médosithatjuk,
egy vagy tdbb kodoncsere kialakit&sa cé&ljabdl. Rendszerint
olyan gént szerkesztiink, amely mindkét végén restrikcidés he-
lyeket tartalmaz, hogy a tovabbi médositédsokat megkdnnyit-

sik.
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A HVl-et kédold egyik eldnyds DNS-szekvencia az 1. ab-
ran lathatdé. A 3. abra mutat be egy elényds HV12-t kédold DNS-
-szekvenciat. A szekvenciat Ggy is mbédosithatjuk, hogy egy
szarmazékot kdédoljon.

A taldlmdny szerinti DNS-szekvencia kdédolhat tovabba
egy szigndlpeptidet (vezetd peptidet) is. A szignadlpeptid
képes a hirudin vagy hirudinszerd polipeptidek szekréciéjat
iradnyitani azokbdl a sejtekb8l, amelyekben a hirudin vagy
hirudinszer@ polipeptid kifejez8dddtt. A szigndlpeptidet
k6dold szekvencia a hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet
k6dold DNS-szekvencia 5'-végéhez kapcsolddik jellegzetesen.

Ha az expresszalast bakteridlis gazdaszervezetben
kivanjuk végrehajtani, a szigndlpeptid eldnydsen az OmpA
szigndlpeptid. Abban az esetben, ha rovarsejtekben kivanunk
expresszalni, a szigndlpeptid eldnydsen a hbélyagos szaj-
gyulladas virus G protein (VSV G protein) szignélpeptidje.
Az OmpA és VSV G protein szignadlpeptideket k&dold DNS-szek-
vencidk az 5., illetve 8. &abran lathatoék.

A taladlmany fiGziés proteint kédold DNS-szekvenciara
is vonatkozik, amelybdl hasitdssal hirudin vagy hirudinszerd
polipeptid szabadul fel. Olyan DNS-szekvenciat alkalmazha-
tunk, amely a hirudin vagy hirudinszerd polipeptid N-termi-
nalisadhoz hasithaté kotéssel fuziondlt hordozd protein szek-
venciit kédol. A hasithatdé kotés példaul brdém-cidnnal hasit-
hatdé kotés lehet.

A hirudin vagy hirudinszeril polipeptid expresszila-
sdra olyan expresszids vektort szerkesztiink, amely tartal-

mazza a hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet kédold DNS-
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-szekvenciat, és amely megfeleld gazdaszervezetben képes a
hirudin vagy hirudinszerd polipeptid expressz&lasara. A vek-
tor megfeleld transzkripcidés és transzlacids szabalyozd ele-
meket is tartalmaz, beleértve a DNS-szekvencia promoterét,
egy transzkripciés termindtor helyet és a transzlacids start
és stop kodonokat. A DNS-szekvencidt a helyes keretben he-
lyezziik el, amely lehetdvé teszi a polipeptid expresszidjat
a vektorral oOsszeférhetd gazdaszervezetben.

Az expresszids vektor rendszerint egy replikéciés
origét, és kivant esetben egy szelekcibés jelzdgént, példaul
egy antibiotikum-rezisztencia gént tartalmaz. Egy promoter
van mikdddképesen kdtve a hirudint vagy hirudinszerd poli-
peptidet k&édoldé DNS-szekvencidhoz. Az expresszibs vektor egy
plazmid is lehet. Ebben az esetben eldnyGsen Pirrp vagy
Plcc/lac promoter van mikédSképesen kotve a DNS-szekvencia-
hoz. Az expresszids vektor egy virus is lehet. A virus re-
kombindns baculovirus lehet, amelyben polihedrin promoter
van mikdddképesen k&tve a hirudint vagy hirudinszerd poli-
peptidet k&édold DNS-szekvencidhoz.

A hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet expresz-
szalni képes expresszibés vektort ismert médon &llithatjuk
eld. A hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet kédoldé DNS-
-szekvenciat egy expresszids vektor, példaul egy plazmid
vektor megfeleld restrikciés helyére illeszthetjiik. A
rekombindns baculovirust 4gy allithatjuk eld, hogy
(i) a hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet kédold gént

a baculovirus transzfer vektorba a polihedrin promo-

tertdl 3'-iradnyban 1évd restrikciés helyre klénozzuk,
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(ii) a baculovirus fert&zésre érzékeny rovarsejteket az (i)
lépés szerinti rekombindns transzfer vektorral és az
érintetlen, vad-tipusi baculovirus DNS-sel egyiitt
transzfektaljuk.

Homoldg rekombindcidé jatszoédik le, amelynek eredmé-
nyeként olyan rekombindns baculovirust kapunk, amely a hiru-
din gént vagy a hirudinszerl polipeptidet kédoldé gént a po-
lihedrin promotertdl 3'-iranyban tartalmazza. A baculovirus
transzfer vektor egy olyan vektor lehet, amely egyetlen
k1lénozd helyet tartalmaz a polihedrin ATG start kodontdl 3'-
-irdnyban. A kapott rekombinans baculovirus &ltal expresszéalt
termék egy fazidés protein lesz, amelyben a polihedrin prote-
in N-termindlis része van a hirudin vagy hirudinszer@ pelipep-
tid N-termindlisdhoz fuziondlva. Mint azt fent emlitettiik, a
fizidés csatlakozas egy hasithatd kotésel johet 1létre.

A (ii) lépésben alkalmazott rovarsejt eldnydsen Spo-
doptera frugiperda sejt lehet. Vad-tipusi baculovirusként eld-
nydsen Autographa californica mag polihedrozis virust (AcNPV)
alkalmazunk. |

A hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet kédold exp-
resszidés vektort megfeleld gazdaszervezetbe vissziik be. A
transzformdlt gazdat olyan koriilmények koézott allitjuk eld,
amelyek kdzott a hirudin vagy hirudinszer@ polipeptid abban
expresszi16dni képes. A transzformdlt sejteket példaul olyan
kériilmények koézdtt tenyésztjlik, amelyek kozodtt az expresszid
végbemehet. Barmely kompatibilis gazda-vektor rendszer alkal-

mazhato.
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A transzformalt gazdaszervezet prokariota vagy eukari-
ota lehet. Bakteridlis vagy éleszt8 gazdaszervezetet alkalmaz-
hatunk, példaul E. colit vagy S. cerevisiaet. Gram-pozitiv
baktériumokat is alkalmazhatunk. E18nySs bakteridlis gazda
lehet egy B-tipusd E. coli tdrzs. Rovarsejteket is alkalmaz-
hatunk, ebben az esetben egy baculovirus expresszibés rend-
szer a megfeleld. A rovarsejt rendszerint Sprodoptera frugi-
perda sejt lehet. Tovadbbi lehetdségként emlds sejtvonalak is
transzformalhaték. E18a4llithatunk egy transzgén &allatot is,
példaul valamely emlds allatot, amelyben hirudin vagy hiru-
dinszer( polipeptid termel&dik. Az expresszalt hirudint vagy
hirudinszerd polipeptidet ezutdn izoladlhatjuk és tisztithat-
juk.

A taldlmadny szerinti eljérassal el&Allitott hirudin
vagy hirudinszerd polipeptid gydgyadszatilag elfogadhaté hor-
dozdanyagokkal vagy egyéb segédanyagokkal Osszekeverve gyd-
gyaszati készitmények hatdanyagaként alkalmazhatd. A fenti
készitmények rendszerint intravénads adagolasra alkalmas ké-
szitmények lehetnek (ebben az esetben a hordozdanyag &ltala-
ban steril séoldat vagy megfeleld tisztas&gd viz). A talal-
many szerinti eljdrassal el&allitott hirudin é&s hirudinszerd
polipeptidek antitrombin-aktivitéssal rendelkeznek, ennek
kovetkeztében tromboembdlidk, példaul vérkoaguldlas kezelé-
sére alkalmazhatdk, kiildnésen a humdn gydgyaszatban. A ta-
141many egy megvaldésitdsi médja szerint a hirudint vagy
hirudinszerd polipeptidet valamely plazminogén-aktivatorral,
példiul szdveti plazminogén-aktivatorral egylitt adagoljuk a

kezelendd betegnek. A taldlmény szerinti eljarassal eldalli-
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tott hirudin é&s hirudinszerd polipeptidek tapasztalataink
szerint 6sszeférhetdk az utdbbi hatdanyagokkal.

A talalmanyt kdzelebbrdl az aldbbi példakkal kivan-
juk ismertetni.

A mellékelt &brak jelentése az alabbi.

Az 1. &bra a HV1 hirudin lanc legnagyobb részét ké-
doldé négy oligonukleotid szekvenci&djat mutatja. Az aldhdzott
szekvencia mutatja a Ball helyet, amelyet a tovabbi szer-
kesztésekben alkalmaztunk. Az &bra alsd része mutatja a négy
oligonukleotid &sszekapcsolasénak médjat. A szekvencia tar-
talmazza a tovabbi miilveletekhez sz&kséges HindIII és PstI
helyeket.

A 2. abra mutatja az M13-HV1 intermedier plazmid
szerkesztésének vazlatat, amely az dsszes tovabbi szerkesz-
téshez alkalmazott BalI-BamHI DNS-fragmens forrésa.

A 3. abran lathatdé a HV12 hirudin lanc legnagyobb
részét k6doldé négy oligonukleotid szekvenciéja. Az alahidzott
szekvencia jel®dli a Ball helyet, amelyet a tovabbi szerkesz-
tésekben alkalmaztunk. Az &bra alsd része mutatja a négy o-
ligonukleotid &sszekapcsoldsanak médjat. A szekvencia tar-
talmazza a tovabbi miveletekhez szdkséges HindIII és Pstl
helyeket.

A 4. abra mutatja az M13-HV12 intermedier plazmid
szerkesztésének vazlatat, amely az 8sszes tovabbi szerkesz-
téshez alkalmazott BalI-BamHI DNS-fragmens forréasa.

Az 5. &bra mutatja sematikusan az 0j rekombinans
M13 plazmidok, mégpedig az OMP-HV1 é&és OMP-HV12 szerkezetét,

amelyek a teljes HV1l illetve teljes HV12 gént tartalmazzak
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az OmpA szignadlpeptidhez k&tve. A szigndlpeptid szekvenci-
4jat kétszer aldhdztuk, mig egyszeres aldhizdssal jeldltik a
Ball tompa véget és a HindIII tapadds véget.

A 6. abra mutatja sematikusan a pFC-HV1l és pFC-HV12
plazmidok szerkezetét, amelyeket a HV1l és HV12 eld&llitasara
haszndltunk E. coliban.

A 7. bran lathatd az E. coliban hirudin el8&llitéa-
sdra hasznalt pOMP-HV1 plazmid &ltalanos szerkezete. A fenti
Gj plazmidot a szokdsos géntechnolédgiai médszerekkel &1li-
tottuk eld, a plazmidban a hirudin gén a Pjpp/lac hibrid
promoter transzkripcids szabdlyozasa alatt 411. Még ebben az
esetben is az OmpA szigndlszekvencia segiti eld a hirudin
szekréciéjat az E. coli periplazm&jaba.

. A 8. dbra mutatia a hirudin rovarsejtekben valé ki-
fejezésére haszndlt nukleotidszekvencidt és a szintetikus
oligonukleotidok kapcsolddasat. Az aldhGzott szekvencia a
VSV G protein szigndlpeptidet jeldli.

A 9. abra a VSV-HV12 nevl Gj rekombind&ns M13 szerke-
zetének sematikus &brédzolésa, amelyben a teljes gén a VSV G
protein szigndlpeptidhez van kotve.

A 10. &bra mutatja sematikusan baculovirus genomhoz
transzfer vektorként haszndlt pAc-HV12 szerkezetét. A pAcYM1l
a kiinduldsi plazmid, amelyet elterjedten hasznalnak a vi-
rusba bevinni kivant heteroldg szekvencia akceptoraként.

A 11. abran lathatd a hirudin lanc kezdeti szakaszat
k6dold szintetikus oligonukleotidok szekvencidja és azok
kapcsolédiasa. A pétldlagos metionin-maradékot kédold ATG

kodont alahiGztuk.
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A 12. abra mutatja sematikusan a hirudin intracellu-
laris expresszaldsdra hasznadlt pAcFT1 szerkezetét.

A 13. abran lathatdé két 4j transzfer plazmid, a
PACFT1-HV1 és pAcFT1-HV12 sematikus szerkezete, amelyek a
teljes HV1 illetve HV12 szekvenci&t hordozz&k a polihedrin
elsd 18 aminosavjahoz koétve. A fenti plazmidokat a heterolég
szekvencia baculovirus genomba valdé bevitelére alkalmaztuk.

1. példa

HV1 és HV12 gének kémiai szintézise

A kbédold nukleotidszekvencidkat az E. coli eldnyods
kodonjai alapjan terveztiik meg [Grosjeans H. és Fiers W.,
Gene 18, 199 (1982)]. Ezenkiviil beépitettiink egy BalIl rest-
rikcidés helyet a szintetikus szekvencia 5'-végének kdzelé-
ben, amely lehetdvé teszi a k6dold szekvencidk inszercidijat
a kiilonb6z8 expresszids vektorokba. Ténylegesen azonos
szintetikus géneket alkalmaztunk a bakteridlis és a rovar-
sejtekben vald expresszdlasra. Rovarsejtek alkalmazésa
esetén olyan médszereket fejlesztettiink ki, amelyek szekre-
talt vagy citoplazmatikus termékeket eredményeztek.

A plazmid DNS-sel végzett Osszes miiveletet a Mania-
tis és munkatdrsai &ltal ismertetett médon hajtottuk végre
[Maniatis T., Fritsch E.F. és Sambrook J., 1982, Cold Spring
Harbor, NY].

A HV1 gént az aladbbiak szerint szintetizaltuk és
kapcsoltuk 6ssze. Automatizdlt DNS szintetizatorral (Applied
Biosystems) négy komplementer oligonukleotidot szintetiz&l-
tunk, amelyek szekvencidjat az 1. abra mutatja. Enzimati-

kus foszforilezés utdn a négy oligonukleotidot DNS-ligaz



v wWe0e v eves ¢
s 0 . ¢
v owe s See
.

v L
P60 990 oone "o we

- 15 -

alkalmaz&sival &sszekapcsoltuk és a kapott kettds szalad
szekvencidt a M13mpl8 fag vektorba illesztettiik. A kapott
M13-HV1l rekombindns plazmidot a 2. &bra mutatja. Annak érde-
kében, hogy a hirudin gént is beépithessiik az M13 vektorba,
a szintetikus oligonukleotidokban HindIII és PstI helyeket
is kialakitottunk. A nukleotidszekvencia helyességét Sanger
médszerével igazoltuk [Sanger F., Nicklen S. és Coulson A.
R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 (1977)], egyszald
fag DNS-en.

Az M13-HV1l rekombiné&ns plazmidot alkalmaztuk a HV1
gén forrasaként minden expressziés vektorban, amelyet a pél-
dakban hasznaltunk.

A HV12 gént hasonld médon szintetizdltuk és kapcsol-
tuk Sssze. A gén eldallitasara hasznalt oligonukleotidok
szekvenciajat a 3. &bra mutatja. A 3. és 4. oligonukleotid
mas aminosavakat kédol, mint az 1. &bran lathatd 3. és 4.
oligonukleotid. A kapott M13-HV12 rekombinans plazmid a 4.
abran lathaté.

2. példa

Hirudin expresszidéja és szekréciéja E. colibdl

Annak érdekében, hogy a rekombindns termék a peri-
plazmaba valasztéddjon ki, a HV1 és HV12 molekuldkat pre-pro-
tein formajaban kell szintetizalni. Kdzelebbrdl, a HV1l vagy
HV12 amino-termindlisédn jelen kell lennie egy szigndlpep-
tidnek nevezett aminosavszekvenci&nak, amely a megfeleld
szekréciét biztositja [Blobel G. és Dobberstain B., J. Cell
Biology, 67, 83 (1975); és Pages J.M., Biochimie, 65, 531

(1983)]. Ezt a tobblet-szekvenciadt azutén az in vivo szekré-
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cié folyaman egy specifikus E. coli szigndl-peptidaz leha-
sitja, igy keletkezik a tdkéletes, érett szekvencia [Wolfe
P.B., J. Biol. Chem. 258, 12073 (1983)].

A szakirodalombdl szamos szekrécids rendszer ismert
[Talmadge K., Stahl S. és Gilbert W., Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa, 77, 3369 (1980); Oka T., Sakamoto S., Miyoshi K., Fuwa
T., Yoda K., Yamasaki M., Tamura G. és Miyake K., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82, 7212 (1985)]. Ezek koziil valasztot-
tuk ki az E. coli kiilsd membran proteinjén alapuld, ismert
rendszert (Omp A) [Henning V., Royer H.D., Teather R.M.,
Hindennach I. és Hollenberg C.P., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 76, 4360 (1979)]. Ezért két tovabbi komplementer oligo-
nukleotidot terveztiink, amelyek az OmpA szigndlpeptidet és
az azt megeldzd OmpA Shine-Dalgarno szekvencidt kédoljak, az
utdbbi ismert médon a messenger RNS megfeleld transzlacidja-
ért felelds [Isacchi A., Sarmientos P., Lorenzetti R. és
Soria M., Gene 81, 129 (1989)].

Ezek a szekvenciak - amelyek az 5. abran lathatdk -
a HV1 gén kezdeti, elsd 10 aminosavat kédoldé szakaszat is
magukban foglaljdk. A Ball hely jelenléte biztositja a fenti
szintetikus szakasz kapcsoldédasat a HV1 kédold szekvencia
t8bbi részéhez, mig az 5'-irdnyban 1évd HindIII hely jelen-
léte lehetdvé tesz az M13 vektorhoz valé kapcsolddast. Igy a
szintetikus HindIII-Ball fragmenst az M13-HV1-bdl szarmazd
BalI-BamHI szakaszhoz ligdltuk és az M13mpl8-ba illesztet-
tiik, igy kaptuk az OMP-HVli-nek nevezett Gj plazmidot. A fen-
ti Gj plazmid szerkesztését vazlatosan az 5. &bra is mutat-

ja. M13-HV12-bdl kiindulva, hasonlé médon eljdrva kapjuk az
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OMP-HV12-t (5. &bra).

Az OMP-HV1-bdl a hirudin gént HindIII-BamHI frag-
mensként kivaghatjuk, ez a fragmens kdéddolja a OmpA Shine-
Dalgarno és szignédlpeptidet, amelyet a hirudin kédold
szekvencidja kdvet. Ezt a restrikcidés fragmentumot ezutén
megfeleld expresszibds vektorba illeszthetjlik. Elméletileg
szdmos expresszids rendszert alkalmazhatunk heteroldg prote-
inek nagy koncentréacidban vald expresszal&sdra baktériumok-
ban. A Ptrp promoteren alapul®é rendszert mar sikeresen
alkalmaztuk laboratériumunkban [Isacchi A., Sarmientos P.,
Lorenzetti R. é&s Soria M., Gene 81, 129 (1989)]. Azonban még
a kivalasztott promoter esetében sem lehet eldre megjdsolni
az adott polipeptid expressziéjanak mértékét. A Ptyp promo-
ter alkalmazasat a hirudin expresszalasdra eddig még sehol
nem ismertették.

A pFC33 plazmid - amelyet a 6. abra mutat - a szaki-
rodalombél ismert [Isacchi A., Sarmientos P., Lorenzetti R.
és Soria M., Gene 81, 129 (1989)]. Ez hordozza az ampicillin
antibiotikummal szembeni rezisztenciat é&s a Pyyp bakterialis
promotert, amely a proapolipoprotein Al expresszidjat segiti
eld. A pFC33-at HindIII-mal és BamHI-gyel emésztettiik, majd
izolaltuk az antibiotikum-rezisztencia gént és a promotert
hordozé nagy HindIII-BamHI fragmenst, amelyet a HV1l hiru-
dint, illetve HV12 hirudinszarmazékot kédold, OMP-HV1-bdl,
illetve OMP-HV12-bdl szarmazd HindIII-BamHI fragmenssel kap-
csoltunk &ssze. A fenti szerkesztést részletesen a 6. abra
mutatja. A pFC-HV1l-nek, illetve pFC-HV12-nek nevezett Gj

plazmidokat izol&ltuk, és ezeket a plazmidokat alkalmaztuk a
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HV1, illetve HV12 expressz&dlasdra E. coliban.

A taldlmény fontos szempontja a B-tipusd E. coli
tdrzsek alkalmaz&sa a hirudin és szarmazékai expresszaléaséra
és periplazmdba valdé kivdlasztasara. Ténylegesen azt tapasz-
taltuk, hogy a pFC-HV1 plazmid B-tipusd E. coli baktérium-
tdrzsekbe vald bevitelével a hirudin nagy koncentraciéban
eldallithatd. Meglepd mdédon mas tipusi E. coli tdrzsek nem
képesek ilyen nagymértékd expresszidéra, ezért Ggy tdnik,
hogy a gazda tdrzs tipusa kritikus a hirudin nagy hozammal
vald eldallitasa szempontjabol.

A hirudin és hirudinszerd polipeptidek el8allit&séara
szamos B-tipusd E. coli torzs alkalmazhaté. Eldnyds torzs
az ATCC 12407, ATCC 11303 és NCTC 10537. Alabb példaszerflien
ismertetjlik az NCTC 10537 torzs transzformalasat a pFC-HV1
plazmiddal, és ezt kdvetden a transzforméns tenyésztését.

Az E. coli NCTC 10537 t&rzsbdl Mandel és Higa
kalcium-kloridos eljdrédsa szerint allitunk eld kompetens
sejteket [Mandel M. és Higa A.J., J. Mol. Biology, 53, 154
(1970) 1. Mintegy 200 ul igy kapott sejtkészitményt (1x10°
sejt/ml) 2 pl, mintegy 5ug/ml koncentrécidéjd plazmid DNS-sel
transzformalunk. A transzformdnsokat 100 ug/ml ampicillint
tartalmazé L-agaros lemezen szelekt&ljuk. Ugyanezen anti-
biotikumot tartalmazdé L-agar lemezre két kis telepet f&bdél
késziilt fogvajdépalcikakkal kioltunk (mindegyikb&l héarom,
mintegy 1 cm hosszi csikot). A lemezt 37 °C-on 12 érén ke-
resztiil inkubaljuk, majd a csikok egy részébdl meghatarozzuk
a hirudintermelést oly mbédon, hogy 10 ml, 150 pug/ml ampicil-

lint tartalmazé LB téapkdzegbe oltjuk és 37 °C-on egy é&jsza-
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k&n keresztiil inkubaljuk. A kdvetkezd napon a tenyészetet
1:100 aranyban azonos koncentracidéban ampicillint tartalmazé
M9 téapkézeggel higitjuk és 37 °C-on 6 dréan keresztil inku-
baljuk.

Az egyes tenyészetek 20 ml-ét 4 °C-on 12000xg-vel 10
percen keresztiil centrifugdljuk. A baktériumiiledéket 2 ml 33
mmé1/1 koncentr&cidja HCl-Tris pufferben (pH 8) szuszpendal-
juk; ezutdn azonos térfogatban 33 mmél/1 EDTA-t és 40 % sza-
charézt tartalmazd oldatot adunk hozzad és enyhe razas kézben
37 °C-on 10 percen keresztiil inkub&ljuk. A centrifugalast
kdvetden a permedbilissa tett sejteket 2 ml hideg vizben
felszuszpenddljuk és 10 percen keresztiil jégen tartjuk. A
centrifugalissal elvalasztott feliildszd a baktériumsejtek
periplazma-frakcidja.

Kromogén vizsgédlatot alkalmazva - amely a trombin
szintetikus S-2238 szubsztratot hasitd képességének gatlasan
alapul [Krstenansky J.K. és Mao S.T.J., FEBS Lett. 211, 10
(1987)] - meghatédrozzuk a hirudint termeld sejtek periplazma-
-frakciéjaban az antitrombin-aktivitést. Ezekben a mintédkban
a hirudin-aktivitds mintegy 50 ug/ml koncentrécidban van
jelen. Ez az aktivit&s hidnyzik a kontroll preriplazma-frak-
ciékbdl. A pFC-HV12 esetében a HV12 hirudin hozama 80 ug/ml
hirudinnal felel meg.

Hasonldé elvek alapjan a hirudin sz&mara is szerkesz-
tettiink egy Gj expresszibs/szekrécids plazmidot, amelyben
Ptyp promoter helyett Pipp/ilac promoter van [Ghrayeb J., Ki-
mura H., Takahara M., Hsiung H., Masui Y. és Inouye M., EMBO

Journal 3, 2437 (1984)]. Ezt a pOMP-HV1l-nek nevezett plazmi-
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dot a 7.. &bran mutatjuk be. A fenti plazmidot B-tipusa E.
coli tdrzsekbe bevive, nagy koncentréciéban (40-80 ug/ml)
kaptunk aktiv hirudint. A pOMP-HV1 szerkesztésére kiindulasi
plazmidként pIN-III-ompA3 plazmidot [Ghrayeb J., Kimura H.,
Takahara M., Hsiung H., Masui Y. és Inouye M., EMBO Journal
3, 2437 (1984)] alkalmaztunk. A tenyésztést és az expresszid
induk&ladsat izopropil-f-D-tiogalaktopiranoziddal (IPTG)
szintén a fenti irodalmi helyen leirtak szerint végeztiik.

3. példa

E. colibdl kapott rekombindns HV1l antikoaguléans

aktivitasa

A HV1 hirudin antikoaguléns aktivitdsat az aktivalt
részleges tromboplasztin id& (aPTT) és trombin idd (T.T.)
meghatarozasaval is megvizsgdltuk. Mindkét vizsgalatban au-
tomatizalt koagulométert (ACL300 Research, Instrumentation
Laboratory, Miland, Olaszorszag) hasznaltunk.

Normal, citratos plazmahoz ndvekvd koncentriciéban
adtuk a rekombin&ns HV1 hirudint. A mint&kat ezutan automa-
tizalt koagulométerrel vizsgaltuk, amely képes az aPTT és
T.T. automatikus meghatarozisara, oly médon, hogy a plazma-
hoz automatikusan adagolja a megfeleld reagenseket és fel-
jegyzi a vérrdg képzddésének sebességét. Az aPTT-t kefalin
és kalcium-klorid (automata aPTT reagens, General Diagnostic,
USA), a T.T.-t 5 NE/ml humdn trombin (Fibrindex, Ortho Diag-
nostic, Mil&né, Olaszorsz&g) alkalmaz&dsé&val hataroztuk meg.
A reagenseket a gyartdé Gtmutatdsénak megfeleden készitettiik
el, taroltuk és alkalmaztuk.

Az aPTT és T.T. vizsgadlatokban kapott alvadasi idd-
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ket a rekombinans protein koncentraciéjanak figgvényében ab-
razoltuk. Mindkét vizsgdlat esetében kiszamitottuk azt a
koncentracidét, amelynek jelenlétében az alvadasi idd a nor-
mal plazma alvadasi idejéhez képest megkétszerezSdik. Az
aPTT vizsgdlatban kapott érték 210 ng/ml, mig a T.T.
vizsgdlatban 90 ng/ml.

4. példa

HV12 expresszidja és szekrécidja rovarsejtekben

A HV12 rekombin&ns rovarsejtekb&l vald szekrécidja-
nak biztositasara a HV12 k&édoldé szekvenciat egy szignal-
peptidhez kell kdtni, amelyet ezek a sejtek képesek kielégi-.
t8en felismerni. A hdélyaghos szédjgyulladas virus (VSV) G
protein szigndlpeptidjét [Bailey M.J., McLeod D.A., Kang
C. és Bishop D.H.L., Virology 169, 323 (1989)] hasznaltuk
erre a célra. A fenti szekvencia alkalmazdsa hirudin vagy
szarmazékai eldallitasara rovarsejtekben a szakirodalombdl
nem volt ismert. A fentiekben ismertetett médon eldallitot-
tunk egy VSV G protein szigndlpeptidet kédolé szintetikus
DNS-szekvencidt, amelyhez hozzdkapcsoltuk a HV12 gén Kkezde-
tét, a fenti nukleotidszekvenciat a 8. &bra mutatja. Ebben
az esetben megfeleld restrikciés helyeket (HindIII, BamHI és
BalIl) is kialakitottunk, a HV12 gén tovabbi része és az ex-
presszibés vektor kapcsolédésanak biztositésara.

A szintetikus HindIII-Ball fragmenst a HV12 gént
hordozé M13-HV12-b&l szadrmazd tisztitott BalI-BamHI frag-
menshez Kapcsoljuk, és eldzetesen HindIII-mal és BamHI-gyel
hasitott M13mpl8-ba illesztjiik. Az igy kapott Gj plazmidot

- amelyet sematikusan a 9. abran abréazolunk - VSV-HV12-nek
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nevezziik. A VSV-HV12-b&l kivagjuk a HV12 gént VSV szignal-
peptidhez kapcsolva tartalmazé BamHI-BamHI fragmenst, és a
pAcYM1 vektorba [Matsuura Y., Possee R.D., Overton H.A. és
Bishop D.H.L., J. Gen. Virol. 68, 1233 (1987)] illesztjiik
(10. abra). A kapott plazmidot pAc-HV12-nek nevezzik.

Rovarsejtekben valé expresszié biztositésara a VSV-
~HV12 kédold szekvenciat polihedrin promoter transzkripcids
szabalyozasa alatti baculovirus genomba kell transzformdlni.
EbbS1 a célbdl a rovarsejteket vad tipusid baculovirus DNS-
-sel és pAC-HV12 transzfer vektorral egyidejlleg transzfek-
taltuk. Rovarsejtként Spodoptera frugiperda gazdasejteket
alkalmaztunk. A kisérleti kériilmények az alédbbiak.

S. frugiperda sejteket fert&z&képes ACNPV-DNS és az
egyes rekombindns transzfer vektorokat képviseld plazmid DNS
elegyével transzfektaljuk, Summers és munkatdrsai [Summers
M.D. és Smith G.E., Texas Agricultural Experiment Station
Bulletin No. 1555 (1987)] mdédszerének médositasaval. 1 ug
viralis DNS-t 25-100 ug plazmid-DNS-sel elegyitiink, és 0,125
mél/1 kalcium-kloriddal kicsapjuk 20 mmél/1 HEPES-puffer (pH
7,5), 1 mmél/1l dinatrium-hidrogén-ortofoszfat, 5 mmdl/1
kalium-klorid, 140 mmél/1l natrium-klorid és 10 mmél/1 gliikéz
(végkoncentraciék) jelenlétében, 1 ml végtérfogatban.

A DNS-szuszpenzidét 35 mm-es tenyésztdcsészében 106
S. frugiperda sejtet tartalmazé egysejtrétegre oltjuk, a
sejteket szobahdmérsékleten 1 6rén keresztil adszorbe&lddni
hagyjuk, majd 1 ml tapkdzeggel helyettesitjiik. 28 °C-on 3
napon keresztiil végzett inkubdlds utédn a feliildszé folyadé-

kot Osszegy(jtijiik és S. frugiperda egysejtrétegen plakkok
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képzésére alkalmazzuk. A rekombinans virust tartalmazd
plakkokat fénymikroszképos vizsgéalattal kiilénbdztetjlik meg
azaltal, hogy nincs polihedrinjiik. Az ilyen plakkokbol szar-
mazé virust kinyerjiik és tovabbi plakk-tisztitds utan poli-
hedrin-negativ virus-tenyészetek elddllitasara hasznédljuk.

A fenti eljarassal sikeriilt olyan rekombindns bacu-
lovirust izolalnunk, amelynek genomja a HV12 gént a polihed-
rin promoter és a VSV G protein szigndlpeptid kontrollja a-
latt hordozza. A fenti virust alkalmaztuk S. frugiperda sej-
tek fertdzésére, ismert médon [Summers M.D. és Smith G.E.,
Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555
(1987)], 10-szeres fertdzéssel. A fertdzott sejteket ezutén
pdrgetett tenyészetben vagy egyrétegben tenyésztjlik, 10 %
magzati borjGszérum jelenlétében [Summers M.D. és Smith G.
E., Texas Agricultural Experiment Station Bulletin No. 1555
(1987)]. A fertdzés utan bizonyos idékozokben a felliliszidban
mérjik az antitrombin-aktivitast (ATU), S-2238 kromogén
vizsgadlati médszer alkalmazdsaval. Az eredményeket az alabbi
tablazatban foglaljuk Ossze.

Tablazat: Hirudin aktivitds (ATU/106 sejt)

Fertdzés utén eltelt idd

0 bra 24 bra 48 obra 72 bra

pdrgetett tenyészet 0,8 0,9 1,4 1,8

egyréteges tenyészet 0,8 0,8 2,0 5,1
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5. példa

HV1 és HV12 expressziéja rovarsejtek citoplazmijaban

A hirudint és hirudinszarmazékokat S. frugiperda
sejtek citoplazmd&j&ban is eld lehet allitani és dasitani.
Ezzel a médszerrel &ltalidban jobb hozamot lehet elérni hete-
roldg proteinek esetében, mivel egy nem-szekretdlt virdlis
protein, a polihedrin expressziés jeleit hasznositjuk.

A taldlmany szerinti megoldas értelmében a rekombi-
nans HV1 é&s HV12 nagy mennyiségeinek eld4llitdsara olyan
fizids proteint expresszdlunk, amelyben a polihedrin elsd 18
aminosavja van a HV1 vagy HV12 65 aminosavjahoz kapcsolva. A
polihedrin amino-termindlis szekvencidjanak jelenléte magas
szint expresszidét biztosit [Luckow V.A: é&s Summers M.D.,

Virology 167, 56 (1988)]. Ezenkiviil, a polihedrin-rész és a

HV1 vagy HV12 szekvencia kdzé egy metioninmaradékot is beé-
pitettiink, amely lehetdvé teszi a HV1 vagy HVi2 maradék fel-
szabaduldsat, ha a hibrid proteint brém-ciénnal kezeljiik.

Az el8z8 megoldisokhoz hasonldéan el8illitunk egy o-
lyan szintetikus DNS-fragmenst, amely lehetdvé teszi az M13-
-HV1-b&1l vagy M13-HV12-b&1l szarmazdé BalI-BamHI fragmens meg-
feleld transzfer vektorhoz valdé kapcsolasat. Az Gj szinteti-
kus szekvencia - amely a 11. abran lathaté - egy BamHI és
egy Ball helyet is tartalmaz a soronkdvetkezd miveletekhez.

Eld4allitottunk egy eltérd transzfer vektort, a
pACFT1 vektort, amely a polihedrin elsd 18 aminosavjat kédo-
16 nukleotidszekvenciat tartalmazza (12. &bra). Roviden, a
pACYM1 [Matsuura Y., Possee R.D., Overton H.A. és Bishop D.

H.L., J. Gen. Virol. 68, 1233 (1987)] EcoRV-BamHI fragmensét
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egy szintetikus oligonukleotiddal helyettesitettiik, amely a
polihedrin gén szekvenciajébél a -92. nukleotidtdl a +55.
nukleotidig terjedd szakaszt tartalmazza. Ez utan a szekven-
cia utan egy megfeleld BamHI hely van, amelyet a teljes HV1
vagy HV12 kédolé szekvencia inszertdlédsara hasznalunk fel,

a 13. abra szerint. Ezzel a konstrukciéval két Gj - pAcFT1-
-HV1-nek, illetve pAcFT1-HV12-nek nevezett - plazmidot ka-
punk, amelyeket a hibrid gének baculovirusba vald bevitelére
alkalmazunk.

A rekombinadns baculovirusokat a 4. példaban ismerte-
tett mddon &llitjuk eld. A S. frugiperda sejtek fertd&zését
ismert médcn végezziik [Summers M.D. és Smith G.E., Texas
Agricultural Experiment Station Bulletin No 1555 (1987)]. A
fertdz6tt rovarsejtek tenyészése soradn a citoplazmaban fel-
halmozédik a fiziés protein. Ez a hibrid protein a forrasa
a rekombinans HV1-nek vagy HV12-nek. A szakirodalombdl sza-
mos eljaras ismert, amely a hibrid protein brém-cianos hasi-
tasara alkalmazhaté [Gross E., Methods in Enzymology, 11,
238 (1967); Olson H., Lind P., Pohl G., Henrichson C., Mutt
V., Jornvall H., JosephsonS., Uhlen M. és Lake M., Peptides
9, 301 (1987)]. Olson és munkatdrsai médszerének [Peptides
9, 301 (1987)] alkalmazasaval sikeriilt a helyes polipeptid-
-szekvencidji HVl-et illetve HV12-t el&&llitani. Mindkét

molekula antitrombin-aktivitassal rendelkezik.
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Szabadalmnmni igénypontok

1. Expressziés vektor, amely hirudint vagy hirudin-
szer polipeptidet kédolé DNS-szekvenciat tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti vektor, amely egy
plazmid.

3. A 2. igénypont szerinti vektor, amelyben egy Pirp
vagy Plpp/lac promoter van mikoddképesen kotve a DNS-
-szekvencidhoz.

4. Az 1. igénypont szerinti vektor, amely egy
virus.

5. A 4. igénypont szerinti vektor, amelyben a virus
egy rekombindns baculovirus, amelyben a polihedrin promoter
van mikdddképesen kdétve a DNS-szekvenciéhoz.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vektor,
amelyben a DNS-szekvencia egy szignalpeptidet is kédol,
amely a hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet expresszald
sejtekbdl a hirudin vagy hirudinszerd polipeptid szekrécid-
jat ira&nyitani képes.

7. A 6. igénypont szerinti vektor, amelyben a
szigndlpeptid OmpA vagy VSV G protein szigndlpeptid.

8. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti vektor,
amelyben a DNS-szekvencia egy fGzids proteint kédol, amely-
nek hasitasdval a hirudin vagy hirudinszer@l polipeptid sza-
badda valik.

9. Az 5. igénypont szerinti vektor, amelyben a DNS-

szekvencia egy fizidés proteint kédol, amelynek hasitésaval
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a hirudin vagy hirudinszerd polipeptid szabadda valik, amely
fGziés protein a polihedrin protein N-terminalis szakaszat
tartalmazza hasithaté kotéssel a hirudin vagy hirudinszerd
polipeptid N-termindlisdhoz kotve.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szidés vektor, amelyben a hirudin vagy hirudinszerd polipep-
tid az alébbi:

HV1
Val-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-
-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,

vagy HV12:
vVal-Val-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys-Leu-
-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys-Ile-Leu-
-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-

-Pro-Asn-Pro-Glu-Ser-His-Asn-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-

-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln,

amelyben az al&hizott szakasz a HV2-b8l szarmazd rész.

11. Gazda, amely az 1-10. igénypontok barmelyike
szerinti kompatibilis expresszidés vektorral van transzfor-
malva.

12. A 11. igénypont szerinti gazda, amely egy bakté-
rium.

13. A 12. igénypont szerinti gazda, amely egy B-
tipusi E. coli. torzs.

14. A 11. igénypont szerinti gazda, amely egy
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eukariota gazda, amelyet élesztd, emlds sejtvonal, rovar-
sejtvonal és allat kozilil valasztunk.

15. A 14. igénypont szerinti gazda, amely Spodoptera
frugiperda sejtvonal.

16. Szintetikus DNS, amely hirudint vagy hirudinsze-
ri polipeptidet koédol.

17. A 16. igénypont szerinti DNS, amely tovabba egy
szignalpeptidet is kédol, amely a hirudint vagy hirudinszerd
polipeptidet expressz&ldé sejtekbdl a hirudin vagy hirudin-
szer polipeptid szekrécidéjat iranyitani képes.

18. A 17. igénypont szerinti DNS, amelyben a
szignalpeptidet kédoldé szekvencia az OmpA-t vagy VSV G
proteint kédoldé szekvencia.

19. A 16. igénypont szerinti DNS, amelyben a DNS-
-szekvencia egy fiziés proteint kédol, amelynek hasitasaval
a hirudin vagy hirudinszerd polipeptid szabadda valik.

20. A 16-19. igénypontok barmelyike szerinti DNS,
amely hirudinként vagy hirudinszer@ polipeptidként a 10.
igénypont szerinti HV1-t vagy HV12-t kédolja.

21. Eljaras hirudin vagy hirudinszer@ polipeptid e-
15411it4sédra, a z z a 1 jellemezve, hogyegy, a
11-15. igénypontok barmelyike szerinti gazdat a hirudin
vagy hirudinszerd polipeptid expresszdlasara alkalmas
koriilmények kézé helyezink.

22. Eljar&s hirudin vagy hirudinszerd polipeptid
expresszalasira képes gazda eldallitadsara, a z z a 1
jellemezvVve,b hogyegy gazdit az 1-10. igénypontok

barmelyike szerinti kompatibilis expresszids vektorral
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transzformalunk.

23. A 22. igénypont szerinti eljards, a z z a 1l
jellemezve, hogy az expresszibs vektort gy
allitjuk eld, hogy
(a) kémiailag szintetizalunk egy hirudint vagy hirudinszerd

polipeptidet kédoldé DNS-t, és
(b) a DNS-t expresszids vektorba illesztjik.

24. A 10. igénypont szerinti HV12 polipeptid, vagy
annak szarmazéka.

25. Gybgyaszati készitmény, amely gydgyaszatilag el-
fogadhaté hordozéanyag vagy higitdéanyag mellett hatda-
nyagként egy 21. igénypont szerinti eljarassal eld&llitott
hirudint vagy hirudinszerd polipeptidet vagy egy 24. i-

génypont szerinti polipeptidet tartalmaz.

/Z 70@((2/@/ Y /64/%4»@/(9@

/ﬂ#ﬁb/z/ A meghatalmazott:

DANUEIA

Szabadalmi és Védjegy |
2o _

Aktaszamunk: 73954-3527-SI

Ugyintézdnk: dr. Kiss I1diké
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