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A taldlmlny térgya eljdrds a humén C protein
zimogén alakjainak el&&llitdsdra rekombinans emlds sejtekkel.’

Ugy jédrnak el, hogy egy eukaridta sejtvonalat
egy olyan dezoxi-ribonukleinsav plazmid vektorral transz-
formdlnak, amely a termdéket meghatdrozd nukleotid szekven-
cidt tartalmazza, a molekula sejtmembrdnon vald &thaladasét
eldsegitd szigndlszekvencidval és més szabdlyozd szakaszok-
kal egylitt.

A talalmény szerinti eljédrédssal eld&llitott
proteinek a véralvadidsi kaszk&dban jétszanak déntd sze-

repet.
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A taldlmany tdrgya olyan uj dezoxi-ribonuklein-
savak és rekombindns dezoxi-ribonukleinsav kldénozd vektorok,
amelyek a humdn C protein uj zimogén alakjait hatdrozzék meg.
Ezeket a zimogéneket in vivo egyediil trombinnal aktivalhatjuk
klinikailag jelent8s mértékben, és sokkal inkd&bb érzékenyeb-
bek a trombin/trombomodulin aktivécidra mint a nativ C zimogén
protein. A taldlmdny szerinti expresszids vektorokkal egysze-~
rien és hatékonyan fejezhetjiik ki a human C protein zimogén-
jeit rekombindns gazdasejtekben. A nativ humén C protein zi-
mogénjei nagy koncentr&cidju trombinnal, illetve trombinnal
és trombomodulinnal vald kezelést igényelnek, esetleg més,
dragén beszerezhetd enzimes emésztést aktivdcidjukhoz. A ta-
l4lmény szerinti eljérdst alkalmazva olyan humén C protein
zimogén alakokat &llithatunk eld, amelyek a trombin szamara
sokkal jobb szubsztrdtokat szolgaltatnak, &s ezért kisebb
koncentrdcidju trombinnal, trombinnal és trombomodulinnal,
vagy més enzimekkel aktivdlhatdk. A legfontosabb tény az,
hogy a taldlmédny szerinti hum&n C protein zimogén alakjai
fizioldgids koncentrdcidju kalciumionok jelenlétében is
aktivalhatdk, amely ionok a természetes C protein zimogén-
Jének trombinnal vald aktivdciéjat gétoljdk. A human C pro-
tein uj zimogén alakjai kiildénb&znek a szakirodalombdl is-
mertekt8l az aktivdcids peptid szekvencia aminosavaiban,
ezek hasadnak le a zimogén alakokrdl az aktivalt hum&n C

protein keletkezésekor. A C protein uj zimogén alakjai



klilénds eldnybket reprezentdlnak a keringési megbetegedések
kezelésekor, ideértve a véralvaddst is.

A K vitamin dependens C protein egy olyan
plazma fehérje, amelynek jelent8s élettani szerepe van a
hemosztdzis szabdlyozdsdban. A C protein inaktiv molekulaként
bioszintetiz41ddik, ezt a leirdsban naszcensz C proteinnek
nevezzik. A naszcensz C protein komplex &talakuldson megy &t,
ekbzben az alé&bbiakban részletesebben ismertetett, kiilénbdzd
inaktiv molekulé&k keletkeznek. A leirésban az inaktiv, szek-
retdlt C protein alakokat zimogén C proteineknek nevezziik.
A C protein aktivédcidja a vérben egy trombomodulin-trombin
komplex részvételével k&vetkezik be. Az aktivalt C protein,
kofaktordval, az S. proteinnel egylitt élettani szempontbdl
rendkivil fontos antikoaguléns. Az aktivdlt C protein gétol-
hatja az intravaszkuldris trombdzist, és szabdlyozza a mér
létezd vérrdgdk nagyobboddsdt. A C protein aktivAlt alakjénak
hatdsmechanizmusa és az inaktiv zimogén aktiv protedzza
valdé alakulésa nem régdta ismert folyamat /l&dsd Gardiner é&s
Griffin, Progress in Hematology, XIII. kdtet, 265 - 278.,
Brown, Grune és Stratton, Inc. kiadé&sé&ban (1983); tovéabba
Esmon, Prog. Hemost. Thromb., 9, 29 - 55. (1989)/.

A C protein aktivdcidjakor trombinra van
szlikség, ez a véralvaddsi kaszkdd végsd szerin protedza,
az aktivécidhoz tovdbb& sziikség van egy endotel, sejtmemb-

rdnhoz kdtdtt glikoproteinre, amit trombomodulinnak neveziink.
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A trombomodulin erds, sztdchiometrikus komplexet képez a
trombinnal. A trombomodulin, amikor kdtd8dik a trombinhoz,
drédmaian megvadltoztatja a trombin funkciondlis tulajdonsé&-
gait. A trombin k&zbnséges koriilmények kozdtt kivdlasztja a
fibrinogént, a vérlemezkéket Osszecsapja, és a véralvaddsban
szerepet jé&tszd V és VIII kofaktorokat aktiv alakjaikké, az
Va és VIIIa faktorokkd alakitja. Véglil, a trombin aktivilja

a C proteint, azonban csak igen lassan és kevéssé hatékonyan,
ez az aktivacids folyamat ezenkiviil az élettani kalciumion
koncentradcidé &ltal gdtolt. Ezzel szemben, a trombomodulinnal
kapcsolt trombin nem vdlasztja ki a fibrinogént, nem akti-
véalja a vérlemezkéket, é€s nem alakitja 4t az V és VIII vér-
alvaddsi faktorokat a megfeleld Va és VIIIa pdrjaikkd, ugyan-
akkor igen hatdsosan aktivédlja a C protein zimogénijét fiziold-
gids koncentrdcidju kalciumionok jelenlétében is. A trombo-
modulin-trombin komplex C protein zimogénjének aktivacids
konstansa tObb mint 1000-szer nagyobb, mint a trombin reak-
cidkonstansa.

Annak megértésére, hogy az aktivdlt C protein
hogyan szabdlyozza a véralvadédst, az aldbbiakban rdviden is-
mertetjlik a véralvaddsi enzimrendszert.

A véralvadédsi rendszert legegyszeriibben mint
egy léncreakcidt kell vizsgélnunk, amely reakcid sord&n aktiv

szerin protedzok JjOnnek létre a zimogének szekvencidlis



aktivacidja sorén. Ennek a léncreakcidnak az eredményeképpen
keletkezik a trombin enzim, amely limité&lt proteolizissel &t-
alakitja a plazma fibrinogénjét az oldhatatlan fibrin géllé.
A véralvadadsi kaszkdd két kulcseseménye a X véralvaddsi fak-
tor &talakuldsa Xa faktorrd, a reakcidt a IXa véralvadisi
faktor szabédlyoczza; a mdsodik fontos 1épés a Xa faktor 4ltal
szabdlyozott protrombin trombin-&talakulds. Mindkét reakcid
a sejt felliletén zajlik, koOzelebbrd&l a vérlemezke felililetén,
és mindkét reakcid kofaktorok jelenlétét igényli. A major
kofaktorok, név szerint az V és VIII faktorok viszonylag
inaktiv prekurzorokként keringenek a rendszerben, de amikor
az elsd néhdny trombin molekula megképz8ddtt, akkor a trombin
jelenlétének hatdsdra limit&dlt proteolizis sordn aktivalddnak
a kofaktorok. Az Va és VIIIa aktivalt kofaktorok mind a pro-
trombin trombinnd alakulds&t, mind pedig a X faktor Xa fak-
torrd alakuldsédt katalizdljdk, kdzelitden 6tds reakcid-
rendben. Az aktivdlt C protein hatdsédra proteolitikusan
degradalddik, hidroliz&1d6dik és irreverzibilisen leédpiil az
Va és VIIIa véralvaddsi faktor, azaz az V és VIII inaktiv
véralvaddsi faktorok aktiv alakijai. Az V és VIII véralvaddsi
faktorok ezzel szemben igen gyenge szubsztrdtjai in vivo az
aktivdlt C proteinnek.

Az aktivdlt C protein fontos kofaktora az

- S protein, egy mésik K vitamin dependens plazma protein.
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Az S protein jelent8sen ndveli a C protein ak-
tivadlt alakja &ltal szabdlyozott Va és VIIIa faktorok hidro-
lizisét, a ndvekedés mértéke 25-s528rds.

A C protein értékes, terdpidsan hasznédlhatd
molekula /1l&dsd példdul Bang é€s munkatdrsai, 4,775,624 szdmu
amerikal szabadalmi leirds (1988. oktdber 4.)/. Az aktivalt
C protein egy uj antitrombotikus szer a hozzé&dférhetd véralva-
dést ga&tldkndl, mint példdul a heparinndl vagy az ordlisan
adagolhatd hidroxi-kumarin tipusu vegylileteknél szélesebb
terdpids indexszel. Sem a C protein zimogénje, sem az akti-
védlt C protein nem hatdsos mindaddig, mig trombin nem kelet-
kezik, mivel trombin szikséges ahhoz, hogy az V, Va és a
VIII, VIIIa faktorokkd alakuljon; ezen két kofaktor aktivalt
alakjai az aktivédlt C protein eldényds szubsztrdtjai. Trombin
sziikséges a C protein zimogénjének aktivdldsdhoz is, ugyanis
trombomodulin-trombin komplex nélkiil a C protein zimogénje
nem alakul &t aktiv alakjava.

Az aktivalt C protein k&zremiikddést igényld
véralvadésgédtld molekula, mivel az aktivédlt C protein ugy
miikddik, hogy inaktivdlja az Va és VIIIa kofaktorokat.

Mivel trombin szlkséges az V és VIII faktorok &talakitdsédra
a megfeleld Va és VIIIa pArjaikkd, a C protein antikoaguléns-
ként csak akkor hat, ha trombin keletkezik. A konvenciondlis
véralvaddsgatldk, ellentétben az aktivdlt C proteinnel, kons-

tans antikoaguldcids dllapotot tartanak fenn a vérkeringésben,
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mégpedig annyi ideig, amig a paciens kapja &8ket, ily mdédon
jelentdsen noévelik a komplikdcidk bekdvetkezdsének lehet6-~
ségét, szemben a C proteinnel vagy annak aktivé&lt alakjéval.
Az aktivalt C protein ezért egy széleskdri klinikai felhasz-
ndlédsra alkalmas véralvaddsgéatld, amelyet a heparin és a

hidroxi-kumarinok kiv&ltdsdra hasznalhatunk.

Egyes betegségekben, mint példdul az &rdkletes
C protein-hidnyban, a C protein zimogén nagy Jjelentdségii
terdpids szer. A kongenitdlis homozigézis eredetii C pro-
tein-hidnyban szenvedd betegek korai gyermekkorban elhald-
loznak a disszemindlt intravaszkuldris koagulédcid gyakran
letdlis alakjédnak, a purpura fulminans-nak a jelentkezésekor.
A heterozigotikus C protein-hidnyban szenvedd betegek t&bb
tromboembdlikus tilinetben szenvednek. Klinikailag megalapo-
zott, hogy a B hemofilidban vagy IX véralvaddsi faktor-hidny-
ban szenvedd betegek plazmaprotein koncentr&tumokkal vald
kezelésekor a szer C protein-szennyezése miatt hatéds mutat-
kozik az intravaszkuldris vérrdg-képzSdésben a heterozigo-
tikus C protein-hidny &llapotdban. A C protein koncentrédcidja
ugyancsak abnormdlisan alacsony trombotikus dllapotban,
mint példdul disszemindlt intravaszkuldris koagulécidkor,
€s olyan betegségi &llapotokban, amelyek a trombdzist meg-
elézik, mint példdul trauma vagy mitét utdn, &€s rédkos &lla-

potban.



A C protein aktivdcidjinak és a taldlmény sze-
rinti eljdrédsnak az ismertetésére és megértésére a naszcensz
humdn C protein kdédold szekvencidjat és a megfeleld aminosav
szekvencidt az alédbbiakban ismertetjiik. Ezt az aminosav
szekvencidt és ennek megfeleld részeit a leirdsban nativ

humdn C proteinnek is nevezziik.
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TYR tirozin, és

VAL valin.

A fentiekben ismertetett dezoxi-ribonuklein-
sav szekvencia a humdn C proteint meghatdrozd human méij
m-ribonukleinsavbdl el8&llitott komplementer dezoxi-ribo-
nukleinsav klénokbdl szdrmazik. A témdban jédrtas szakembe-
rek tudjék, hogy a genetikai kdéd degenerdlt volta lehetdvé
teszi hasonldé aminosav szekvenciédkat meghatdrozd kiildnbdzd

dezoxi-ribonukleinsavak el8411itdsdt. A naszcensz humdn C

protein fentiekben megadott komplementer dezoxi-ribonuklein-

sav (cDNS) szekvencidja igy csak egyike a lehetséges sok
naszcensz human protein C-t k&dold szekvencidnak. A komple-
menter dezoxi-ribonukleinsav kldénok elddllitédsédra egy 5'-
-poli-guanin szekvencia, egy 3'-poli-citozin szekvencia é&s
mind az 5'-, mind a 3'-végen Pstl restrikcids enzim &ltal
felismerhetd hely lett kiépitve a C proteint meghatédrozé
komplementer dezoxi-ribonukleinsav végein. Két cDNS klént
ugy manipulédltunk, hogy az tartalmazzon egy olyan dezoxi-
-ribonukleinsav molekuldt, amely magdbafoglalja a humén

C protein naszcensz alakjdnak kédold szekvencidjét és a
dezoxi-ribonukleinsavnak azt a részét, amely a kdédold régid
5'- és 3'-végein a nem transzlatdlt mRNS-t hatdrozza meg.
Ezt a dezoxi-ribonukleinsav molekuldt a pBR322 jelili plazmid

Pstl helyére épitettiik be, amiutdn megkaptuk a pHC7 jellel



sens
eose

jelzett plazmidot. A pHC7 plazmid igy tartalmazza a fenti
kédoldé szekvencidt, és - ismét csak a molekula egyik szaléat

ismertetve - tartalmazza az aldbbi szekvencidt is:

5'"-C TGC AGG GGG GGG GGG GGG GGG GGG CTG TCA TGG CGG CAG GAC

GGC GAA CTT GCA GTA TCT CCA CGA CCC GCC CCT ACA GGT GCC

AGT GCC TCC AGaA-3'

5'-CGA CCC TCC CTG CAG GGC TGG GCT TTT GCA TGG CAA TGG ATG GGA

CAT TAA AGG GAC ATG TAA CAA GCA CAC CCC CCC CCC CCC cCC ccc

CCC CCC CCT GCa G-3!

a naszcensz humdn C proteint meghatdrozd kdédold szekvencia
sorrendben 5'- és 3'-végein. A dezoxi-ribonukleinsav komple-
menter bdzis-pdrosoddsdnak megfelelden a kétszidlu dezoxi-
-ribonukleinsav egyik sz&l&nak szekvenciéjat ismerve megha-
tarozhatjuk a mdsodik sz&l szekvencidjat is. A PHC7 plazmid
ismert médon izoldlhatd az E. coli K12 RR1/pHC7 tbrzsbdl,
amelyet a Northern Regional Research Laboratory (NRRL),
Peoria, Illinois, tOrzsgylijteményében taldlunk meg. Az E. coli
K12 RR1/pHC7 tbrzs tenyészetét az NRRL tOrzsgylijteményébdl
NRRL B-15926 sorszdmon megrendelhetjiik. A pHC7 plazmid
restrikcids térképét és funkciondlis helyeit a leirdshoz

mellékletként csatolt 2. &bré&n adjuk meg.



A naszcensz C proteint sematikusan az alédbbiak

szerint is leirhatjuk:

1

pre-pro

1971198 199}200 211212 461
KR AP AHC

pre-pro

LC

KR

A

HC

&

A naszcensz humdn C protein 1 - 42. amino-
saval egy szigndlpeptidet hatdroznak meg, és
leirjak a humdn C protein propeptid részét,
ezek fontosak a szekrécid irdnyitdsédban és

a C protein gamma-karboxilezésében.

A naszcensz C protein 43 - 197. aminosavai
transzldcidt kdvetd mddosulds utdn képvise-
lik mind a kétlédncu zimogén, mind pedig a

C protein aktivélt alakjainak k&nnyid ldncét
(LC) . A kétléncu zimogén az egyléncu zimogén
alakbdl keletkezik ugy, hogy az &brén sze-

repld KR dipeptid lehasad (lasd aldbb is).

A naszcensz humdn C protein 198 - 199. amino-
savai, amelyek valdszinlileg kétlépéses reak-
ciéban lehasadnak (a szarvasmarha C protein
analégidja szerint). A kétlépéses reakcid

elsd lépéseként vagy a 197 - 198., vagy a



AP

AHC

HC
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199 - 200. aminosavak k&z&tt ha-
sad a szekvencia, majd karboxi-
-peptidédz vagy amino-peptiddz enzi-
mek hatédsdra tovébb hasad, amiutdn

létrejdn a kétldncu C protein.

A naszcensz C protein 200 - 211,
aminosavai az aktivécids peptidet
reprezentdljdk, amely a C protein
zimogén alakjairdl lehasadva létre-

hozza az aktivdlt C proteint.

A naszcensz C protein 212 - 461.
aminosavail transzldcidt kévetd md-
dosulds utdn alkotjdk az aktiv C
protein aktivdlt nehéz lancat

(AHC) .

A C zimogén protein kétldncbdl 4116
alakjénak nehéz ldanca, amely transz-
lacidt kovetd médosulds utdn a

200 - 461. aminosavbdl &ll, és az

AP és AHC szekvencidt alkotija.
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A humén C protein zimogén egy olyan szerin
protedz prekurzor, amely a mé&jban szintetiz&l1ddik, és a vér-
ben van jelen. A teljes bioldgiai aktivitds expresszdlésihoz
a C protein poszt-transzldcids (transzldcidt kdvetd) valtoz-
tatdsdra van sziikség, ez a folyamat K vitamin-igényili. A két-
lancu, diszulfid-hidakkal &sszekapcsolt C protein zimogénije
az egyléncu zimogénb&l keletkezik limitdlt proteolizist k&=
vetSen. A limitdlt proteolizis valdszinilileg hasitdsokat hoz
létre, és eltdvolitja a 198. és 199. aminosavakat. A két-
lancu zimogén aktivécidja aktiv szerin protedzza egylttjar
az ARG-LEU peptidk&tés proteolitikus hasitdsédval (a 211. és
a 212. aminosav). Ez utdébbi hasadédst kdvetden egy dodeka-
peptid (200 - 211. aminosav) keletkezik, ez az aktivacids
peptid, amely a kétldncu zimogén molekula nehéz lanc&nak
aminotermindlis végét tartalmazza. A C protein nagymérték-
ben glikozilezett, a plazméban levd érett enzim 15 - 23 &
szénhidrédtot tartalmaz. A C protein t&bb szokatlan amino-
savat is tartalmaz, igy gamma-karboxi-glutaminsavat és béta-
-hidroxi-aszparaginsavat (eritro-L-béta-hidroxi-aszparagin-
sav). A gamma-karboxi-glutaminsav (gla) gamma-glutamil karb-
oxilezéssel keletkezik a glutaminsavbdl, a reakcidt a ko-
faktorként K vitamint igényld mé&jban levd mikroszdémalis

karboxildz katalizédlija.



A humdn C protein aktivdldsédt sematikusan
az alébbiak szerint is megadhatjuk. A témdban jartas szak-
emberek tudjdk, hogy a sematikus &brézoldsban megadott reak-
cidlépések sorrendje sziikségszeriien nem azonos az in vivo

reakcidsorrenddel.
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Transzldcidt kdvetd mdédosulds, azaz
adott glutaminsavak gamma-karboxi-
lezése és egy aszparaginsav béta-

-hidroxilezése; tovdbbd glikozile-
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Szekrécid, az 1 - 42. aminosavak
lehasadédsa, a lehasadéds t8bb mint
egy proteolitikus lépésben kdvet-
kezik be

LC-KR-AP-AHC
A 198 ~ 199. aminosavak leha-
saddsa, az emberi vérben taldlt
zimogén C protein k&riilbeliil

90 %-a kétldncu alakban van

(5-S5= diszulfid kémiai k&tés) LC
|
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| AHC-AP
Trombin-trombomodulin aktivacid i
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naszcensz protein C

egyldncu zimogén

kétldncu zimogén

aktivdlt C protein
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A taldlmény tdrgya eljdréds C protein ujszeri
zimogénjeinek rekombindns expresszdldsdra, a taldlmény tér-
gydhoz tartoznak az uj vegyliletek, dezoxi-ribonukleinsav

vektorok, transzformdnsok és az expresszié médszerei is.

A leirédsban haszndlt kifejezéseket az aldb-

biakban magyarézzuk.

A42LP - a 2 tipusu adenovirus nagy kés&i promo-

tere.

A leirdsban szerepld proteinek vagy peptidek
ismertetésekor az alédbbi réviditéseket haszndljuk az amino-

savak leiréasakor:

Hé&rombetiis Egybetiis
A°m 1 n o s a v a k
réovidités réovidités
PHE fenilalanin F
LEU leucin L
ILE izoleucin I
MET metionin M
VAL valin \Y
SER szerin S
PRO prolin P
THR . treonin T
ALA alanin A

TYR tirozin Y



- 22 -
Hirombetiis Egybetiis
Aminosavak
rovidités rovidités
HIS hisztidin H
GLN glutamin Q
ASN aszparagin N
LYS lizin K
ASP aszparaginsav D
GLU glutaminsav E
Cys cisztein cC
TRP triptoféan W
ARG arginin R
GLY glicin G
ApR - ampicillin rezisztens fenotipus vagy

az ezt a tulajdonsdgot meghatdrozdé gén.
BK - BK virusbdl szdrmazdé dezoxi-ribonuk-
leinsav.
Enh vagy enhancer -
A BK virus enhancere.
ep vagy SV40ep -
A T antigén gén SV40 korai promote-
réb&l, a T antigén k&t8helyeibdl, az
SV40 enhancerbdl és az SV40 repliki-
cids origdébdl 4116 dezoxi-ribonuklein-

sav szegmens.



gamma-karboxilezés - egy olyan reakcid, amely a glutamin-
sav gamma-szénatomjdhoz egy karboxil-
csoportot kapcsol.

gamma-karboxilezett protein -
egy olyan protein, amelyben egyes
glutaminsavak gamma-karboxilezve vannak.

GBMT transzkripcids egység -
egy mdédositott, az aldbbi részekbdl
4116 transzkripcids szabdlyozd egység:
a BK virusbdél szdrmazdé P2 enhancer,
amely szorosan az adenovirus nagyobb
kés8i promoterének 5'-irdnyban elhe-
lyezkedd szabdlyozd elemének kdzelében
helyezkedik el; az adenovirus-2 nagyobb
kés8i promotere, egy poli-GT elem, amely
a fenti promoter niikédését eldsegitd
médon helyezkedik el, végiil egy olyan
dezoxi-ribonukleinsav szekvencia, amely
az adenovirus mdédositott szigﬁélszek—
venci&jat tartalmazza. A GBMT transz-
kripcids egység a pGT-h plazmid k&riil-
bellil 900 bé&zisparbdl &116 HindIII
restrikcids fragmensén helyezkedik

el.
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- Intront kdédolé dezoxi-ribonukleinsav, amit

intervenidld szekvencidnak is neveziink.

- Az egér metallotionein-I génjének promotere.

naszcensz protein -

NeoR

pPA

Promoter

Az a polipeptid, amely egy mRNS transzkriptum
transzldcidjakor keletkezik, mindenfdle transz-
lacidt kévetd médosulds elétt. Ezt értiiik eza-
latt, annak ellenére, hogy a transzldcidt k&-
vetd médosuldsok, mint példdul a glutaminsav
gamma-karboxilez&dése és az aszparaginsav hidroxi-
lez8dése elkezd&8dhet mér akkor, amikor a protein
MRNS transzkriptumrdl vald transzldcidja telijes
egészében még nem fejez&ddtt be.

Neomicin rezisztencidt meghatdrozé gén, ez a

gén rezisztencidt biztosithat a G418 antibio-
tikummal szemben is.

Poliadenilezési szignédlt kdédold dezoxi-ribonuk-
leinsav szekvencia.

Az a dezoxi-ribonukleinsav szekvencia, amely a
dezoxi-ribonukleinsav 4tirdsdt biztositja ribo-

nukleinsavva.

C protein aktivitéds -

Proteolitikus, amidolitikus, eszterolitikus és
bioldgiai (véralvaddsgdtld vagy profibrinoli-
tikus) aktivitdsokért felelds human C protein

badrmely tulajdonsdga. A protein alvadasgédtld



aktivitdsdnak meghatdrozédsidra haszndlhatd méd-
szerek j6l ismertek a szakirodalomban, 1l&sd
példdul Grinnell és munkatdrsai /Biotechnology,

5, 1189. (1987)/.

Rekombindns dezoxi-ribonukleinsav kldnozdé vektor -

Bdrmilyen molekula, ideértve - nem limitdléd
Jelleggel - a kromoszdméba beépiiléket, az
autonom replikdlddd plazmidokat és a fégokat,
azaz azokat a dezoxi-ribonukleinsav molekuld-
kat, amelyekhez egy vagy t&bb tovédbbi dezoxi-
-ribonukleinsav szegmens kapcsolhatd, vagy

szegmenst kapcsoltunk.

Rekombindns dezoxi-ribonukleinsav expresszids vektor -

Barmely rekombindns dezoxi-ribonukleinsav k1&-
nozd vektor, amelybe egy promotert épitettiink
be olyan helyre, hogy egy géntermék expresszid-

j&t irdnyitsa.

Rekombindns dezoxi-ribonukleinsav vektor -

Replikon

Bdrmely rekombindns dezoxi-ribonukleinsav k1&-
pozé vagy expresszids vektor.

Az a dezoxi-ribonukleinsav szekvencia, amely
szabdlyozza és lehetdvé teszi egy plazmid vagy

valamely m&s vektor autonom replikdcidijat.

Restrikcids fragmens -

B&4rmely olyan linedris dezoxi-ribonukleinsav



szekvencia, amely egy vagy t8bb restrikcids

endonukledz enzim hatdsdra keletkezett.

Erzékeny gazdaseijt -

Olyan kiindulédsi sejt, amely egy adott anti-
biotikum vagy mds, toxikus vegylilet jelenlé-
tében nem képes ndvekedni anélkiil, hogy az adott
anyagokkal szembeni rezisztencidt biztositd dez-

oxi-ribonukleinsav szegmenst épitenénk be.

TcR - Tetraciklin rezisztens fenotipus vagy az ezt
meghatdrozd gén.

Transzformdcid - Recipiens gazdasejtbe dezoxi-ribonukleinsav
bejuttatédsa, amely utdn a recipiens sejt geno-
tipusa megvdltozik.

Transzformans - Transzformdlt recipiens gazdasejt.

Transzldcids aktivdcids szekvencia -

Zimogén -

Bédrmely olyan dezoxi-ribonukleinsav szekvencia,
amely riboszdmdlis kdtb8helyet kddol, és transz-
ldcids start kodont tartalmaz, mint példdul
5'-ATG-3'; ezek jelenléte biztositja egy mRNS
transzkriptum transzldcidéjét peptiddé vagy
polipeptiddé.

Egy proteolitikus enzim enzimatikusan inaktiv
prekurzora. A leirdsban haszndlt C protein zimo-
gén kifejezés egy szekretdlt inaktiv C protein

egyik vagy mindkét lé&ncdt jelenti.



Az aldbbiakban ismertetjiik a leirdshoz adott

abrédkat.

Az 1. 4brén megadjuk a pLPC-N plazmid rest-
rikcids és funkciondlis térképét. A leirédshoz, mivel erre

nincs szikség, nem méretardnyos &brdkat adunk meg.

A 2. abréan ismertetjlik a pLPC-FN plazmid rest-

rikcids helyeit és funkcion&lis térképét.

A 3. &brdn megadjuk a pLPC-SC plazmid rest-
rikcidés és funkciondlis térképét.

A 4. abrén lerajzoltuk a pLPC-LIN plazmid

restrikcids és funkciondlis térképét.

Az 5. &brén l&thaté a pLPC-FLIN plazmid rest-
rikcids és funkciondlis térképe.

A 6. &bridn ismertetjlik a pGTC plazmid rest-
rikcids és funkciondlis térképét.

A 7. &brdn megadjuk a pGT-4d plazmid restrik-

ciés é€s funkciondlis térképét.

A 8. &bran megadjuk a pGT-h plazmid rest-

rikcids és funkciondlis térképét.
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A taldlmdny szerinti eljdrdssal olyan dez-
oxi-ribonukleinsavakat &llitunk el&, amelyek a humén C pro-
tein uj zimogén alakjainak expressziéjat hatdrozzak meg.

A természetes humdn C protein zimogén és a naszcensz humdn

C protein elballitdsédra vonatkozdan tSbb mdédszert taldlunk a
szakirodalomban (1&sd Bang és munkatdrsai, 4,775,624 széamu
amerikai szabadalmi leirds, 1988. oktdéber 4: a leir&sban
-megadottakat referenciaként a leirdsba beépitjiik). A szak-
irodalomban szerepld mddszerek a human C protein olyan zi-
mogén alakjainak az expressziéjit teszik lehetdvé, amelyek
aminosav szekvencidjukban nem kiildnbdznek a humdn vérben
jelenlevé zimogén alakoktdl. Az ezekkel a médszerekkel eld-
allitott C protein zimogéneket bizonyos anyagokkal, példiul
alfa-trombinnal, tripszinnel vagy trombin és trombomodulin
keverékével kell kezelnilink (in vivo vagy in vitro) ahhoz,
hogy aktivdlt C proteinhez jussunk. Ezenkiviil, a természetes
kOrtilmények k&zO6tt az emberi vérben taldlhatdé humdn C protein
zimogén alakjaival azonos aminosav szekvencidju, rekombindns
dezoxi-ribonukleinsav technoldgidval el84llitott hum&n C pro-
tein zimogén alak a testben természetes aktivécids uton csak
a trombin-trombomodulin komplex miikddésével aktivizalddik.

A természetes humdn C protein zimogénije egyedil trombinnal
aktivélhatd, az aktivdcidé azonban kalciumionok hidnyédhoz
kOtdtt, és ilyen nagy koncentrécidju trombin és/vagy C protein

zimogén nem rendelkezik szignifikdns in vivo metabolikus



uttal ahhoz, hogy C proteinné aktiviz&lddjon.

A talédlmény szerinti eljédréssal olyan humén
C protein zimogén alakokat 4llithatunk eld, amelyek in vivo
aktivédlhatdék egyediil trombinnal, négpedig klinikailag elfo-
gadhatd mértékben. Ezenkiviil, ezek a zimogén alakok érzéke-
nyebbek a trombin/trombomodulin aktivacidra, mint a termé-
szetes humén C protein zimogn. A taldlminy szerint el8&11li-
tunk olyan dezoxi-ribonukleinsavakat, rekombindns dezoxi-
-ribonukleinsav expresszids vektorokat, transzformilt sejt-
vonalakat, amelyekkel a taldlminy szerinti mddszereket hasz-
ndlva a humd&n C protein fenti uj zimogén alakjainak expresz-
szidjat érjliik el. A humidn C protein ezen zimogén alakjainak

eldallitédsdra a talédlminy értelmében

a/ egy eukaridta gazdasejtet olyan rekombinéns
dezoxi-ribonukleinsav vektorral transzformdlunk,
amely vektor 411:
a) az aminotermindlis végt8l a karboxiltermindlis
végig az aldbbi részekb&l 4116 aminosav szek-

vencidt kédold dezoxi-ribonukleinsav szekven-

ci4bdl

I: egy szigndlpeptid és egy gamma-karboxi-
lezett propeptid, szekretdlt protein;

II: a human C protein kdnnyii ldnca;

IITI: az LYS-ARG, ARG-LYS, LYS-LYS és ARG-ARG



PRO ASN
LEU ALA
PRO ASP
THR LEU
LYS ARG
PRO HIS
MET LEU
ASP SER
VAL GLY
GLY VAL

ILE ARG

N VAL

J ILE

LYS
LYs

TYR

SER

VAL

ASN

ASN

CYS

GLY

LEU

TYR

ASP

IV:

VAL LEU

HIS PRO

LYS LEU

TRP GLU

ARG THR

GLU CYs

ALA GLY

GLY PRO

VAL SER

THR LYS

LYS GLU

LEU

SER

LEU

* o
.
sone

dipeptidek birmelyike: végil

az aldbbi aminosav szekvencia:

GLY LYS

ASP SER

TRP VAL

VAL ARG

U ASP LEU

THR THR
LEU SER

GLU ARG

VAL LEU

GLY GLU
SER ARG

PRO GLN

THR

MET

ASP
ASP
GLN
GLU
HIS
ASN

MET

" ASP

SER
GLY
TYR

LYS

GLU

THR ¢

ASN
THR
LEU
SER
PHE
SER
ARG
PHE

CYS

LEU !

SER

ASP

ILE

ASKN

SER

ILE

ASN

GLN

HIS

GLY

Rz
ARG

LEU

- TYR

GLU

VAL
GLN
ARG
LYs
MET
ASP

GLY

TRP

AL

GLY ASP

ALA CYS

ALA LEU
PRO ILE
ALA GLY
GLU LYS
ILE PRO
VAL SER
ALA CYs

THR TRP

J LEU HIS

”

IL

tr

SER

GLY

MET

j ARG

VAL

LEU
CYS
GLN
GLU
VAL
GLU
GLU
PHE

ASN

PRO-COOH/

ASP
ARG

HIS

HIS
LEU
GLU
ALA
VAL
ASN
GLY
LEU

TYR

. HIS GLY HIsS
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b)

B/

ahol

ASP vagy LEU,

GLN vagy HIS,

GLU vagy LYS,

ASP vagy LEU,
GLN,

VAL vagy THR,
ASP, PHE vagy TYR,
PRO,

ARG,

LEU vagy THR,

ILE vagy delécid,
ASN, és

ahol

karboxil-termindlis vég; és

a dezoxi-ribonukleinsav szekvencia expresz-

szidjét irdnyitd promoter; és

az A) szerinti mdédon transzformdlt gazdasej-
tet tenyésztjiik olyan kdriilmények kozdtt,
ahol az adott dezoxi-ribonukleinsav szekven-

cia expresszidja bekdvetkezik.
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A fenti mdédszert és a hasznilt dezoxi-ribo-

nukleinsavakat az aldbbiakban részletesen ismertetijiik.

A fentiekben ismertetett, uj C protein zimo-
gén alakok el8&llitdséra dezoxi-ribonukleinsav konstrukcid-
kat haszndlunk. Ezek az uj molekuldk olyan pre-propeptidet
kédolnak, amely a szekrécidt szab&dlyozé szigndlpeptidb8l és
egy gamma-karboxilezett protein propeptid részébdl (ez
utébbi a K vitamin-igényii karboxildz hat&sdra j6n létre) 4&11.
Ilyen propeptid szekvencidkat ismeriink a szakirodalombdl: 1l&sd
példdul Suttie és munkatdrsai, Proc. Natl. Acad. Sci., 84,
634 - 637. (1987). ElénySsen és a konnyll elS41litds érdeké-
ben mind a szigndlpeptidet, mind pedig a propeptidet megha-
tédrozd nukleotid szekvenciat egy gamma-karboxilezett protein
pre-propeptid aminosav szekvencidjébdl szédrmaztatjuk. Ilyen
gamma-karboxildlt protein péld&ul - de nem limitaldan - a
VII, IX, X faktorok, a protrombin, az S protein, a Z protein
€s a C protein. A taldlmadny szerinti eljdrds sordn a vekto-
rokba eldnydsen a humidn C protein pre-propeptidjét meghaté-
rozé dezoxi-ribonukleinsav szekvencidt haszndljuk.

A taldlmidny szerinti dezoxi-ribonukleinsav
molekuldk tartalmazzak tovdbb& a humdn C protein k&nnyd lan-
cat meghatdrozé szekvencidt, mégpedig kdzvetleniil 3'-ir&nyban,
és leolvasdsi fdzisban a pre-propeptidet kdédold szekvencidhoz

képest. A humén C protein kSnnyl lénca tartalmazza a 43 - 197.
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aminosavakat, ahogy azt a naszcensz C protein ismertetésekor
az eldéz&ekben megadtuk. A K vitamin dependens plazma protei-
nek aminoterminédlis részei, ahogy a C protein kénnyld lé&ncéa-
nak aminotermindlis része is kalciumionokat k&t& helyekkel
rendelkezik. Ezeknek a plazmaproteineknek, mint példaul a
VII, IX, X faktorok, a protrombin és az S protein, kalcium-
ion k8t8 doménjeit hasonldéképpen haszn&ljuk, mint a humdn C
protein kénnyll ldncénak kalciumion k&td doménjét (ldsd a
0215548A1 sorszdmu eurdpai szabadalmi leirds 12. és 13. ol-

dalat) .

A taldlmdny szerinti dezoxi-ribonukleinsav
molekulak tartalmazzdk a LYS-ARG (KR) dipeptid kédold szek-
vencidjat, mégpedig kdzvetleniil szomszédosan, 3'-irényban,
€s transzldcids leolvasdsi fézisban a kénnyli l&ncot megha-
tédrozd szekvenciival. A naszcensz proteinben a dibdzikus di-
peptid, mint példdul a LYS-ARG a kdnnyl lénc karboxiltermi-
nélis végén helyezkedik el. A LYS-ARG dipeptid orientédcidja
az expresszdlt proteinben a taldlminy céljainak nem felel meg.
A taldlmdny céljainak szempontjaibdl a LYS-LYS vagy az ARG-ARG
dibdzikus dipeptidek ekvivalensek a LYS-ARG dipeptiddel.

A taldlmény szerinti eljirésban azonban elénydsen a LYS-ARG
dipeptidet haszndljuk, amely dipeptid jelen van a természetes

humé&n  C proteinben.
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A LYS-ARG dipeptidet meghatdrozd kodonoktdl
kozvetlenlil 3'-irdnyban helyezkedik el az aktividcids pepti-
det meghatdrozd szekvencia. A taldlmdny szerinti molekuldk-
ban megvédltoztattuk az aktivécids peptid kédold szekvencid-
jét, és a nehéz lanc elsd hdrom aminosavat meghatdrozd sza-
kaszt (és a megfeleld aminosav szekvencidt), és ez feleléé
els&ésorban ezeknek az uj zimogéneknek a megndvekedett trom-

bin érzékenységéért.

A témdban jartas szakemberek felismerik, hogy
a taldlmény szerinti zimogén alakok kiildnbdznek a humdn C
protein természetes zimogén alakjaitdél, ahogy azt az aldb-
biakban ismertetjiik. A természetes humén C protein molekuléban
az aktivécids peptid és a nehéz lanc elsd hdrom aminosava az

aldbbi szekvencidiju:

200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214

ASP-THR-GLU-ASP-GLN-GLU-ASP-GLN-VAL-ASP-PRO-ARG-LEU~-ILE-ASP,

ahol az aminosavak feletti szdmok a naszcensz humd&n C protein-
ben levé aminosav sorrendeket jel&lik. A jelen leirédsban meg-
adjuk, hogy kiilénb&dz& aminosavak megvdltoztatédsdval olyan
megfeleld zimogén alakot kapunk, amely kdnnyebben hasithatd,
azaz érzékenyebb a trombinra, ezenkiviil érzékenyebb a
trombin-trombomodulin komplexszel bekdvetkezd hasitdssal

szemben is.
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A taldlmdny szerinti kiildnbdzd aminosav delé-
cidk és helyettesitések eredményeképpen olyan mutdns alakok
jonnek létre, amelyekbd&l kapott zimogének a jelzett trombin
érzékenységgel rendelkeznek. A "kapott zimogének" kifejezés
alatt azt értjlik, hogy bdr a helyettesitéseket a naszcensz
humdn C protein aminosav szekvencidja kapcsédn ko&z81ljik, en-
nek a naszcensz humdn C proteinnek eldszdr szekretdlddnia
kell (amely sordn az 1 - 42. aminosavak lehasadnak), zimogén
alak kialakuldsa érdekében. A 214. helyen levd aszparagin-
savat (az aktivdcids peptidben) helyettesitve a naszcensz
humén C protein esetén aszparaginnal megkapiuk a taldlmény
szerinti uj zimogént. Egy aminosav deléciéja (ink&bb, mint
helyettesitése) szintén uj C protein zimogén alakokat ered-
ményez. A jobb megértés és a szdmozhatdsdg érdekében a de-
1écidt nullaval (0) jeldljlik. Amikor egy aminosav kiesik,

a delécidt szenvedett szakasz mindkét végén levd aminosavak
kapcsoléddnak a folyamatos zimogén lénc kialakitédséra. Az I.
tédbldzaton megadjuk a taldlmidny szerinti kiildnb&z8 uj C pro-

tein zimogén alakokat.
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A talalmédny szerinti humdn C protein eldnyds uj zimogén alak-
Jai teh&t a naszcensz humdn C protein szekreté&lddédsa és processzé-

lédsa révén jonnek létre, a molekula aminosav szekvencidjédt az aléb-

biakban adjuk meg:
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A témadban jdrtasak felismerik, hogy a gene-
tikai kéd degenerdltsdga miatt kiildnbdzd dezoxi-ribonuklein-
sav molekuldk kdédolhatjdk a fentiekben megadott polipeptidet.
Ezért az alédbbiakban leirt konstrukcidkat és a példdkban meg-
adott eldnyds dezoxi-ribonukleinsav szekvencidkat, vektorokat
és transzformdnsokat szemléltetd pdldaként kell tekinteni,

és nem limit&ljdk a taldlminy oltalmi kdrét.

A taldlmény szerinti Osszes dezoxi-ribonuk-
leinsav molekulédt a humé&n C protein gén helyspecifikus muta-
genezisével 4llitjuk eld. A mutagenizdlt, zimogént meghaté-
rozd molekuldkat ezutdn eukaridta expresszids vektorokba
épitjlk be, példdul ugy, hogy a zimogén gének expresszidjat
az adenovirus-2 nagyobb késéi promotere szabdlyozza. A vek-
torok tartalmazzék a BK virus P2 enhancerét is, mégpedig
olyan elhelyezésben, hogy ndvelje a promoter expresszids
miik&dését. A vektorokat Escherichia coli K12 AG1l sejtekbe
transzformédljuk, és a tOrzseket letétbe helyezziik. A letétbe-
helyezés az aldbbi tdrzsgylijteményben tdrtént: Northern
Regional Research Laboratories, Peoria, Illinois 61604.

A II. téblézatban megadjuk az egyes tenyészeteket, a depo-

nédlés datumdt és a depondlisi sorszémot.
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II. TABLAZAT

Teny©észet Letéti szém A letét datuma
E. coli K12 AG1l/pLPC-N NRRL B-18612 1890. 01. 09.
E. coli K12 AGl/pLPC-FN NRRL B-18613 1990. 01. 09.
E. coli K12 AG1/pLPC-SC NRRL B-18614 1990. 01. 13.
E. coli K12 AGl/pLPC-LIN NRRL B-18615 1990. o1. 13.

E. coli K12 AGl/pLPC-

A tenyészeteket és a plazmidokat ismert
technikdkat haszndlva kaptuk, a plazmidokat kdzvetleniil
transzformdlhatjuk eukaridta gazdasejtekbe, a humdn C pro-
tein zimogén alakjainak az el8&4llitdsira. Eldny&sen ugy ja-
runk el, hogy a plazmidokat az adenovirus E1A azonnali-korai
géntermékét expresszald gazdasejtekbe transzformiljuk, ame-
lyekben a BK enhancer a vektoron ugy helyezkedik el, hogy
az expresszié er8sitése leghatékonyabban az E1A jelenlétében
térténjen meg. A témiban jértas szakemberek tudjék, hogy
tébb gazdasejt expressz4l vagy expresszalova tehetd egy
nagyméretii dezoxi-ribonukleinsav virus korai géntermékének
a termelésére. Az elényds sejtvonalak a humdn vese 293 sejt-
vonal (beszerezhet® az American Type Culture Collection
toérzsgylijteményéb&l ATCC CRL 1573 sorszé&mon), vagy a szi-

riai hdrcsdg sejtvonal (AV12), amelyet ATCC 9595 sorszamon
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helyeztek letétbe. A legelénySsebb az embriébdél nyert humén

vese sejtvonal (293 szému).

Az eld&bbinél magasabb szintli expresszidét ér-
hetiink el, ha a C protein kiilénbdz8 zimogén alakjait kdédold
géneket a letétbe helyezett vektorokbdl kivédgjuk, €s a GBMT
transzkripcids szabdlyozd egységet tartalmazé vektorba 1i-
gdljuk. A GBMT egység szabdlyozdsa alatt 4114 nativ human
C protein szekvencidt hordozd pGTC plazmidot E. coli K12 AG1
tOrzsbdl izoldlhatjuk, amit NRRL B-18593 sorszd&mon szerez-
hetlink be. A természetes gént a plazmidbdl védgjuk ki, ami
utébbit E. coli dam t8rzsb8l izoldlunk. A kihasit&s Bcll
enzimmel t&rténik. Az uj zimogén gének mindegyike kihasit-
haté a megfeleld plazmidbdl Bcll emésztéssel. Ugyanakkor, a
tisztitott és defoszforilezett vektorba ezutédn a taldlmany
szerinti Osszes uj zimogén gén BclI enzimmel beépithetd.

Az uj zimogén géneket hordozd plazmidokban a gének a GBMT
transzkripcids egység mdgétt helyezkednek el, expresszidra
ezeket transzformdljuk a 293 sejtvonal sejtjeibe, a sejteket
tenyésztjlik, és az uj zimogéneket izoldljuk a tenyészetbdl,

a szakemberek k&rében jé1 ismert technikdkat alkalmazva.

A human C protein sejttenyészetbdl vald izolé&lédsénak egy
médszerét ismerteti a 0363126 szamu, 1990. 04. 11-én kdzzé-
tett eurdpai szabadalmi leirds, amit referenciaként a leirasba

beépitiink.
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A taldlmény szerinti eljdréssal elbdllitott
vegyliletek k&zé tartoznak a taldlmany szerinti naszcensz
proteinek szekretildddsakor felszabaduld zimogén alakok is.
A taldlmédny szerinti vegyliletek a C protein zimogén alakjai-
nak aktivéalésakor képz&dé aktivdlt C protein-szdarmazékok is.
Igy a taldlmdny szerinti vegyliletek kozé tartozik a kdédold
szekvencidkat hordozd dezoxi-ribonukleinsav, ezeknek a szek-
vencidknak a kifejezését irdnyitd expresszids vektorok, a
kédold szekvencidk transzkripcidjakor 1létrejdvd mRNS transz-
ldcidjakor keletkez& naszcensz proteinek, ezen naszcens:z
proteinek szekretdldddsakor képz8dd zimogének és bizonyos
zimogének aktivAdlt szdrmazékai. A taldlmdny szerinti dez-
oxi-ribonukleinsavakat kémiailag is szintetiz&lhatjuk, vagy
restrikcids fragmenseket kombindlhatunk, vagy kombindlhatjuk
a szakteriileten haszn&latos technikdkat. Dezoxi-ribonuklein-
savat szintetizd1ld késziilékek ismertek, és felhasznadlhatdk

a taldlmdny szerinti vegyliletek elkészitésére.

A taldlmény szerinti eljardsban haszndlt
illusztrativ értéki vektorok tartalmazzdk a BK enhancert,
amely ugy helyezkedik el, hogy az adenovirus nagyobb késdi
promoterével stimuldlja a taldlmény szerinti kdédold szek-
vencia transzkripcidjdt. A témdban jértasak tudjék, hogy
nagyszamu eukaridéta promoter, enhancer és expresszids vektor

ismert és hasznédlhatd fel a taldlmdny szerinti eljarésban.
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A témdban jértas szakemberek azt is tudjédk, hogy az eukaridta
expresszids vektor enhancer elem nélkiil is miik&dik. A tal&l-
mény szerinti eljdréds kulcs-felismerése nem korlatozddik

egy adott enhancerre, vagy barmelyre, vagy a C protein zi-
mogén alakjdnak expresszidjat szabdlyozd promoterre, hanem
els8sorban az uj kédold szekvenciidra és ezen szekvencia 41-

tal meghatédrozottan termel&dd, megfeleld proteinekre.

Ugyanakkor, az egyes vektor elemek kivalasz-
tasa, példédul a promoterek, enhancerek és szelektadlhatd mar-
kerek haszndlata nagy jelent&ségii az eukaridta gazdasejt
dltal termelt protein mennyiségére. A 0245949 sz&mu, 1987.
11. 19-én k&zzétett eurdpai szabadalmi leirdsban - amit itt
referenciaként emlitiink - t&8bb expresszids vektort ir le a
természetes C protein zimogén terﬁeléséhez, a vektorokban a
naszcensz human C protein expressziéjét BK enhancer &ltal
stimuldlt eukaridta promoter szabédlyozza. Ezekkel a vekto-
rokkal kiildndsen magas expresszids szintek érhetdk el akkor,
ha olyan eukaridta sejtekbe transzformdljuk azokat, amelyek
e€gy nagy dezoxi-ribonukleinsav virus korai géntermékét is
expresszdljék, ilyen példdul az adenovirus E1A génterméke.
Ahogy az a jelen leirdsban ismertetett pPGT-N, pGT-FN,
pPGT-SC, pGT-LIN és pGT-FLIN szemléltetésként megadott vek-
torokbdl kideriil, kiildn&sen el&nydsen hasznilhatd az, amely-
ben a géntermék expressziéj&t a GBMT-ElA szekvencidval ol-

dunk meg.
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A taldlmdny szerinti eljard&st nem limitdljuk
egy adott eukaridta gazdasejt haszndlatéra. Jénéhédny eukarid-
ta gazdasejt &1l rendelkezésre a tOrzsgylijteményekben, mint
példéul az American Type Culture Collection (ATCC), Rock-
ville, MD 20852, térzsgylijteményben. Ezek a taldlmdny sze-
rinti vektorok felhaszndldsdra alkalmasak. Egy adott gazda-
sejt kivélasztédsa bizonyos mértékig attdél fligg, hogy melyik
expresszids vektort haszniljuk a taldlmdny szerinti dezoxi-
-ribonukleinsav kdédold szekvencidk kdziil a C protein expresz-
szidjdra. Mivel a naszcensz humin C protein és a naszcensz
human C protein taldlmény szerinti szdrmazékai jelentds mér-
tékl transzldcidt kdvetd mddosulds révén védltoznak, bizonyos
sejtvonalak eldnydsebben hasznidlhatdk a taldlmény szerinti
vektorokkal. A 0245949 sorszamu eurdpai szabadalmi leirédsban
és Grinnel €s munkatdrsai dolgozatédban /Bio/Technology, 5,
1189. (1987)/ a gamma-karboxilezett proteinek, példidul a
humdn C protein rekombin&ns sejtekkel valéd termelésére kii-
1l6ndsen eldny&sen haszndlnak adenovirussal transzformdlt
humén embrid vesesejteket. Ilyen adenovirussal transzformdlt
humdn embridé vese sejtvonal a 293 sorszamu sejt, amit ATCC
CRL 1573 sorszdmon szerezhetiink be. A 293 sorszimu sejt-
vonal eldény®dsen haszndlhatd fel a taldlmdny szerinti vekto-

rokkal is.

Ugyanakkor, a gamma-karboxilezett proteinnek,

mint példdul a humdn C protein zimogén alakjdnak elddllit4sa
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egy adenovirussal transzformdlt sejtvonalban nem limit&l-
haté az adenovirussal transzform&lt humin embrid vesesej-
tekre. Tény, hogy az adenovirus transzformdlt sejtek &lta-
laban elfogadott gazdasejtek a gamma-karboxilezett humén

C protein termelésére. Egy kiildndsen elényds sejtvonal ezen
tipusok kOzdtt az AV12-664 (a tovabbiakban: AV12 jellel je-
181jik) sejtvonal, amelyet az ATCC torzsgyljteménybdl

ATCC CRL 9595 sorszamon kaphatunk meg. Az AV12 sejtvonal
el6dllitdsdra a sziriai hércs6gbt a nyakdn injekcidval human
adenovirus 12-vel fertdztilk, és a kapott tumorbdl sejteket
izoldlunk. A kés8bbiekben megadott 3. példaban ismertetjiik
mind a 293 sorszdmu, mind pedig az AV12 sejtvonalak transz-

formédcidjét a szemléltetdsként megadott pGT-N vektorral.

A taldlmény szerinti vektorok egy sor
eukaridta sejtbe transzformdlhatdk, ott expresszdlhatdk,
kliléndsen elényds gazdasejtként az emlds sejt. A taldlmény
szerinti, a stabil eukaridta transzform&nsok izoldléséra
€s azonositdsdra haszndlt szelektdlhatd markert nem tar-
talmazdé vektorok nemcsak k&zvetlen transzformicids célokra
hasznédlhatdk fel, de kotranszformicidra i1s, ami utdbbi
technikdt a 4,399,216 szdmu, 1983. augusztus 26-4n kdzzé-
tett amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirdsban is-
mertetnek. A taldlmdny szerinti vektorok tartalmazhatnak
E.rcoli sejtekben replikdcidt megengedd szekvencidkat is,

mivel 4ltaldban a plazmid dezoxi-ribonukleinsav izo0lédlésa
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joéval hatékonyabb E. coli sejtekbdl, mint més gazdasej-

tekbd1.

A taldlmdny szerinti vektorokban lev& human
C proteint meghatdrozd szekvencia kifejezése olyan gazdasej-
tekben tdrténik meg, amelyekben promoter kapcsolddik a
strukturgénhez. A taldlmédny szerinti eljédrdsban haszndl-
haté gazdasejtek koziil néhdnyat, a megfeleld megjegyzések-

kel egylitt, a III. tdblé&dzatban sorolunk fel.
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III. BLAZAT
Gazdasejt E r e 4 e t Letéti szém Megjegyzés

HepG-2 humé&n m&j hepatoblasztdma ®ATCC 4+ HB 8065 a 4,393,133 sz. USA-leirés
ismerteti ennek a sejtvonal-
nak a vonaldtdl

Ccv-1 afrikai z61ld majom vese ATCC ## CCL 70

bhOIZNN eredeti Rhesus majom vese ATCC #+ CCL 7

belZNm szar-

azdk Rhesus majom vese ATCC ## CCL 7.1 gyorsabban nd, mint az ATCC

m ## CCL 7 sejtvonal

3T3 egér embrid fibroblasztok ATCC ## CCL 92

CHO-K1 kinai hdrcsdg petefészek ATCC ## CCL 61 prolin-igényli. ‘A CHO-K1
szdrmazékai, mint a dhfr DXB1l
szdrmazék, ebbdl a gazdasejtvo-
nalbdl el&dallithatd.

Hela humén nyaki epitheloid ATCC ## CCL 2

RPMI8226 humdn mieldma ATCC ## CCL 155 szekretdlja az IgG lambda-tipusu
kénnyli léncot.

H4IIEC3 patkdny hepatdma ATCC ## CRL 1600 EbbSl a sejtvonalbdl &llithatdk

el a szdrmazékok, mint a 8-

—azaguanin rezisztens FAZA gazda-

sejtek
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Cl271 egér fibroblaszt
HS-Sultan humdn plazma sejt
plazmocitdma

BHK-21 hbrcsdg vese

III. TABLAZAT

(folytatéds)

ATCC ## CRL

ATCC ## CRL

ATCC ## CCL

= American Type Culture Collection,

Rockville, Maryland 20852-1776.

1616

1484

12301 Parklawn Drive,




Ahogy az a III. t&bldzatbdl kideriil, sok
eml8s gazdasejt rendelkezik a szlkséges sejtmechanizmussal
a taldlmény szerinti naszcensz proteinek szignédlpeptidjének
felismerésére és megfeleld szintdzisére. Ezek a sejtek alkal-
masak a transzldcidt kdvetd szlikséges mddositdsok elvégzésé-
re, példédul a glikozilezésre, gamma-karboxilezésre és béta-
—~hidroxilezésre, ahogy ez megfigyelhetd a vérplazméban jelen-
levd humdn C protein esetén. Ugyanakkor, ahogy azt az el&z8ek-
ben jeleztiik, az optim&lis humdn C protein transzldcidt ko-
vetd processzdldsa adenovirussal transzformdlt sejtekben
kbvetkezik be. Az aldbbiakban ismertetett nagyszamu vektor
dll rendelkezésre ilyen eukaridta gazdasejtek transzforméla-
séra, azonban a példaként aldbb megadott specifikus vektorok

nem korlatozzdk a jelen taldlményt.

A pSV2 tipusu vektorok az aldbbi szegmensek-
b8l &4llnak: tartalmaznak egy definidlt eukaridta transzkrip-
cids egységet - promotert - (ep) tartalmazé SV40 genom szeg-
menst, egy kdztes szekvencidt (IVS), tovabba egy poliadenil
(pA) helyet. Az SV40 T-antigén hidnyé&ban a pSV2 tipusu plaz-
mid vektorok ugy transzform&lddnak az emlds és més eukaridta
sejtekbe, hogy integrilddnak a gazdasejt kromoszdmédlis dezoxi-
-ribonukleinsavéba. Egy sorozat pSvV2 tipusu plazmid vektort
dllitottak eld /1l&sd a Gluzman &ltal szerkesztett kdnyvet:
Eukaryotic Viral Vectors, kiadd: Cold Spring Harbor Labora-

tories, Cold Spring Harbor, New York (1982)/, mint példdul



a pSV2-gpt, pSV2-neo, pSv2-dhfr, pSV2-hyg, tovadbbi a
pSV2-béta-globin; ezekben a vektorokban a beépitett gén
transzkripcidjat az SV40 promoter szabdlyozza. Ezek a
vektorok alkalmasak a taldlmidny szerinti kdédold szekvencia
kifejezésére, és az aldbbi tOrzsgylijteménybd8l szerezhetdk be:
American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, Maryland,
vagy Northern Regional Research Laboratory (NRRL), Peoria,

Illinois.

A pSVz-dhfr plazmid (ATCC 37146) egy egér
dihidrofoldt reduktdz (dhfr) gént tartalmaz, amely az SV40
korail promoter szabdlyozdsa alatt &11. Megfeleld kdriilmények
koz8tt a dhfr gén sokszorozddik, vagy beépiil a gazdasejt
kromoszdémdjdba. Ez a sokszorozddds /lasd Schimke, Cell,

37, 705 - 713. (1984)/ a dhfr génnel szomszédos dezoxi-ribo-
nukleinsav szekvencidkat is érinthet, mint példdul a taldl-
mdny szerinti naszcensz humdn C proteint kédold szekvenciit,
és igy bekdvetkezhet a taldlmény szerinti C protein zimogén-
jeinek fokozott termelése. Az emlds és méas eukaridta gazda-
sejtekben a naszcensz C protein és a C protein zimogének
expresszidjdra felhaszndlt plazmidokban kiildnbdzd promoterek
lehetnek. A leirdsban megadott eukaridta promoterek csak
példaként szerepelnek, nem limit&1jék az oltalmi kort.

Az aldbbi promotereket izoldlhatjuk és mdédosithatjuk a humén
C protein zimogénjeinek eukaridta gazdasejtekben vald rekom-

bindns expresszidjdra: SV40 késdi promoter vagy a Bucher



és munkatdrsai &ltal tédrgyalt eukaridta promoterek /Nucl.
Acids. Res., 14 (24), 1009. (1986)/; hasznélhatunk tovabbi
eukaridta géneket szab&lyozdé promotereket, példdul az aldbbi
génekét: az Osztrogénnel indukdlhaté csirke ovalbumin gén,

az interferon gének, a gliikokortikoiddal induk&lhatd tirozin
aminotranszferdz gén, a timidin-kindz gén és az adenovirus
génjeinek nagyobb korai és kés&i promotereit. Az eukaridta
promotereket tandem elrendez&désben is ﬁasznélhatjuk a taldl-
many szerinti kdédold szekvencia expresszidjédnak szabdlyozéi-
sara. Ezenkiviil nagyszdmu retrovirus ismeretes, amelyek nagy-
szdmu eukaridta gazdasejt frtdzésére képesek. A retrovirus
dezoxi-ribonukleinsavdnak hosszu ismétldds végei gyakran
promoter-aktivitdst hatéroznak meg, és igy a tal&lminy sze-

rinti dezoxi-ribonukleinsavban kédolt informécidk expresszid-

jédnak szab&lyozdsédra haszndlhatdk.

A pRSVcat (ATCC 37152) plazmid a Rous sarcoma
virus (RSV) hosszu végelhelyezkedési ismétl&dd szakaszat
tartalmazza; ez a virus csirke vagy més gazdaseijtek fertd-
zésére képes. Az RSV termindlis ismétléd8 szekvencidkat a
PRSVcat plazmid 0,76 kb nagysdgu NdeI-HindIII restrikcids
fragmensér&l izol&lhatjuk. Az RSV ismétldds végszekvencidn
levé promoter /Gorman és munkatdrsai, P.N.A.S., 79, 6777.
(1982) / eldnydsen haszndlhatd fel a talédlmény szerinti vek-
torokban is. A pMSVi plazmid (NRRL B-15929) az egér szarkdma

virus (MSV) hosszu ismétl8dé végszekvencidit tartalmazza, ez



a virus egér vagy més sejteket fertdz. A taldlmédny szerinti
vektorokban ez az ismétlédd szekvencia promoterként hasznil-
haté fel. Az egér metallotionein (MMT) promoter szintén fel-
hasznalhaté eukaridta gazdasejtekben, és ezért a taldlmény
szerinti vektorokban is elény&sen alkalmazhatd. Az MMT pro-
moter a pdBPV-MMTneo plazmid (ATCC 37224) 15 kb nagysagu
fragmensén taldlhatd, ez kiindulédsi anyagként haszndlhatd a

talédlmény szerinti més plazmidok el8&llitisakor.

A leirdsban szemléltetd jelleggel szerepld
dezoxi-ribonukleinsav szekvencidk és plazmidok sz&mtalan
médositésa és varidcidia lehetséges. A genetikai kéd dege-
nerdaltsédga példdul megengedi a polipeptidet kdédold régid
teljes hosszédban a baziscserét, ugyanez érvényes a transzlé-
cids stop jelre. Ezeknek a véltoztatdsoknak nincs k&vetkez-
ménye a kdédolt polipeptid szekvencidra. Megfeleld, cserdél-
hetd8 szekvencidkat leirhatunk a hum&n C protéin ismert
aminosav vagy dezoxi-ribonukleinsav szekvencidjébdl kiin-
dulva, és ezeket elS&llithatjuk ismert szintetikus vagy
helyspecifikus mutagenezis médszerekkel. A szintetikus mdéd-
szereket lényegében Itakura és munkatédrsai /Science, 198,
1056. (1977)/és Crea és munkatdrsai /PNAS, USA, 75, 5765.
(1978)/ eljdrdsa szerint vitelezhetjiik ki. Fentiek alapjén
a talélményt nem limitdljuk a példaként megadott dezoxi-

-ribonukleinsav szekvencidkra é&s plazmidokra.



Miutén a taldlmany szerinti egyik vektort
eukaridta gazdasejtbe transzformdltuk, egy szelektdlhatd
fenotipus alapjdn transzformdnsokat vAlaszthatunk ki. Ez
a szelektdlhatd fenotipus az expresszids vektorban jelen~
levd8 szelektdlhatd markerb81l eredhet, vagy a gazdasejtbe
Juttatott expresszids vektorral egyiitt transzformdlt, mésik
vektorban lehet jelen. Amiutén a transzformdnsokat szelek-
tadltuk, eldnyds, ha meghatdrozzuk, mely transzforménsok
expresszdljédk az expresszids vektorban meghatdrozott, adott
proteint a legnagyobb mennyiségben. Ez a mérés kiildndsen
fontos akkor, ha kotranszformdcidt végeztilink, ugyanis ekkor
szdmtalan olyan transzforménst kapunk, amelyek csak a sze-
lektédlhatd markert hordozd plazmidot tartalmazzak, és nem
hordozz&dk az expresszids vektort. Az aldbbiakban ismertetett
3. és 4. példéban megadott eljérads nemcsak arra alkalmas,
hogy azonositsuk az adott proteint expressz&ld és szekretidld
sejteket, de alkalmas arra is, hogy &sszehasonlitsuk az
egyes vizsgdlt sejtek szekretdlt proteinjének mennyiségét.

A megadott mddszer lehetévé teszi az adott proteinbdl a leg-
tObbet termeld és szekretdld €18 sejtek izol&lésat is.

A humdn C protein zimogén alakjainak aktiva-
lasa kapcsdn régdéta jél ismert médszerek &llnak rendelke-
zéslinkre. A C protein egyediil trombinnal aktivalhatdé, akti-
Vélha£é trombin/trombomodulin komplexszel, a Russell-féle

viperaméreggel, vagy t&bb, m&s médon. A taldlmény szerinti



zimogének kiildnbdz8 aktivdcids fokanak 8sszehasonlitédséra
trombint haszndltunk, 3 mmél kalcium-diklorid vagy 8 mmdél
etilén-diamino-tetraecetsav jelenlétében. A trombin aktivé-
cidt és a C protein-aktivitds mérését (amidolitikus és anti-
koagulans hatds) Grinnell &s munkatdrsai szerint végeztik
/Biotechnology, 5, 1189 - 1192, (1987)/, ezt a mdédszert a
leirdsba referenciaként épitjiik be. A C protein aktivalédsé-
nak masik médszere szerint immobilizalt trombint hasznélunk
(Yan, 07/403,516 szd&mu amerikai egyesltlt &llamokbeli szaba-

dalmi leirds; No. X-7307, 1989. szeptember 5.). A IV. té&b-

lazatban megadjuk az aktivélds relativ mértékeit.

IV. TABLAZAT

Zimogén alak Trombin Trombin
El (3 mmé1 kalcium- (8 mm&1
~diklorid) EDTA)
Vad tipus 1 1
Fl67 20 2
LIN 3 1,3
FLIN 30 3
FN ~ 450 5-6

SC ~ 260 5-6




Az F167 zimogén a vad tipusu aktivacids
peptidet tartalmazza, de a 209. helyen levd aminosav (asz-
paraginsav) fenil-alaninnd cserél8ddtt. Az F167 zimogént a
0323149 szému, 1989. julius 5-én kbzzétett eurdpai szaba-
dalmi leir&sbdl ismerjiik meg. Az F167, LIN é€s FLIN zimogén
mutansok funkciondlis antikoagulédns aktivitdsa a vad tipusu
kontrollhoz képest 100 - 109 %. Az FN és SC mutdnsok aktivi-
tédsai a kontroll aktivitds kevesebb mint 10 %$-4t mutatjédk az

alacsony amidolitikus aktivitdsnak megfelelden.

Az aktivdlt C proteinnek jelentds antitrom-
botikus hatésa van, ez az intravénds trombusok, az artérids
trombusok keletkezésének és kiterjedésének meggdtléséban
jelentkezik, tovAdbb& gdtolja a Gram negativ baktériumok
okozta fertdzések esetén fellépd haldlt, vagy a szervek
sérilését, az endotoxémidt és a kiterjedt intravaszkuldris
koaguléciét. Allatkisérletekben a természetes C protein
zimogénjének infuzidjakor nem mutatkozott hatds a Gram ne-
gativ kdérokozdk okozta szeptikémia és sokk kezelésekor, nem
mutatkozott hatéds a kiterjedt intravaszkularis koagulécidban
sem. Ezek a negativ eredmények azt jelzik, hogy a kiterjedt
mikrovaszukuldris trombdzisnak ebben a formdjédban, amikor
jelentd8s trombin keletkezik, nem kelld mennyiségii trombo-
modulin van jelen a vérben ahhoz, hogy a trombinnal komplexet

képezzen, és aktivdlja ‘az infuzidéval adagolt zimogént.
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Az aktivélt C protein legnagyobb h&trénya,
hasonldan mds aktivdlt szerin protedzokhoz az, hogy fél
élet iddStartama (T 1/2) révid a zimogén prekurzorokhoz ké-
pest. A T 1/2 kutydkban 11 percnek mutatkozott, majmokban
22 - 26 percet mértek. Osszehasonlitva, a természetes C pro-
tein zimogén fél életideje emberben 6 dra. Az aktivdlt sze-
rin protedzok, példdul a C protein aktivdlt alakija rdvidebb
bioldgiai fél élettartammal rendelkezik, mint a megfeleld
zimogénjeik, ennek oka komplex és celluldris és humordlis
mechanizmusokra vezethetd vissza. Az aktivalt szerin proted-
zok komplexeket képeznek a plazmiban normélis koérilmények
k6z8tt jelenlevd szerin proteéz inhibitorokkal is. Az akti-
valt C protein (APC) komplexei egy ujonnan leirt APC inhibi-
torral, tovédbbd az alfa-2-makroglobulinnal komplexeket ké-
peznek. Ugyanakkor, az inaktiv zimogének, ideédrtve a taldl-
many szerinti C protein zimogénjeit, a szerin protedz inhi-

bitorokkal nem reagédlnak.

A taldlmdny szerinti C protein zimogén alak-
Jainak eldénye az, hogy trombinnal jobban aktivdlhatdé, mint
a természetes C protein zimogén, mivel kalciumionok jelen-
létében ezen zimogének aktivAdlasahoz a trombin nem igényli
a trombomodulinnal vald komplexképzést. Ebb&l az kovetkezik,
hogy ézek a C protein zimogének, adagolédst kBvetden, az

intravaszkuldris trombinképz&dés helyén aktivizdlddnak, azaz
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mindenhol, ahol intravaszkuldris trombusképz&dés zajlik.

Igy a C protein rekombinéns zimogénjeit gydgyszerként hasz-

nadlhatjuk, ezek a vegyliletek a trombinképz&dés helyén akti-

vizdlddnak. Mivel ezek a trombin~érzékeny zimogének zimogén

alakban adagolhatdk, nem képeznek komplexet a C protein in-

hibitoraival, és ezért a természetes C protein zimogénijeivel

azonos fél életiddvel rendelkeznek.

A talédlmény szerinti rekombinins C protein
zimogének felhaszndlhatdk tdbb fontos betegség kifejl8désé-
nek meggdtldsdra és kezelésére, ideértve az intravaszkuldris
koaguldcidt, k&zte a mélyvénds trombdzist, a tiidSembs1idt,

a periférids artérids trombdzist, a szivben végbemend embd-
lidt vagy a periférids artéridk embolitikus elvdltozasét,

az akut miokardidlis infarktust, a trombotikus sokkokat,

a dissemindlt intravaszkuldris koaguldcidt. Ezeket a C pro-
tein-szdrmazékokat hatédsosan hasznédlhatjuk fel azoknak a
betegeknek a kezelésére, akik heterozigézisbdél eredd C pro-
tein-hidnyban szenvednek, aminek kbvetkezménye lehet a mély-
vénas trombdzis. A homozigdzisbdl eredd C protein-hidnyban
szenvedd betegek purpura fulminans kezelésében is elénybsen

alkalmazhatdk a fenti szirmazékok.

Kisérleti és klinikai adatok Jelzik, hogy
az ismert véralvaddsgdtldk, kiildndsen a warfarin elénydsen

alkalmazhatdé egyes rékok kiterjedésének kezeldsdre, és ezek



az anyagok gadtoljdk vagy csbkkentik a tumorok metasztdzi-
sos 1ézidit. Kbzismert, hogy gyulladdsos hatdsok, mint
példdul endotoxinok, a tumor nekrdzis faktor és az inter-
leukin 1 eltédvolitja a trombomodulint az endotélids sej-
tek felliletérdl, ami viszont mikrovaszkuldris és makro-
vaszkularis trombdzist eredményez. A taldlmény szerinti
rekombindns C protein zimogénjei egy attraktiv alternati-
vat képviselnek ezen klinikai szitudcidk konvenciondlis

antikoaguldnsokkal valé kezelésének palettdjan.

Az aktivdlt C protein ldtvényos terdpids
indikécidjat jelenti a mélyvénds trombdzis &s a tidSembdlia
kezelése, ezt ma alacsony dézisu heparinokkal kezelik.

A zimogének tovdbbi eldnye, hogy injekcidként adhatdk,
ink&bb, mint &llanddé intravénés infuzidkként. Az aktivalt
C proteint folyamatos intravénds infuzidban kell adagolni,
mivel ennek a proteinnek a bioldgiai fél élettartama

rovid.

A taldlmény szerinti C protein zimogénjei-
nek infuzidjakor kisebb valdsziniliséggel kdvetkeznek be
komplikdcidk. Ezért ezeket a zimogéneket a heparin helyett
adagolhatjuk a tromboektdmidval vagy embolektdmidval
Osszefliggd miitét eldtti és uténi stdtuszokban, ezek a
mitétek gyakran sziikségesek akut artérids elvéltozdsokkor

az amputédcid megeld&zésére. Mivel az aktivalt C proteinhez



képest fél életidStartamuk hosszu, tovabba, mivel viszonylag
kénnyebben adagolhatdk, ezeket a zimogéneket a szivbdl eredd
artérids embdlidk kezelésekor eldnydsebben haszndlhatjuk,
mint az aktivdlt C proteint. Ezeket a zimogéneket a kiala-
kult mélyvénds trombdzis és tiidéembdlia kezelésekor alkal-
mazott ddzisban hosszu iddén 4t adagolhatjuk a szivembdlia

megeldzésére és gdtlaséara.

A taldlmény szerinti C protein zimogének
ugyancsak felhaszndlhatdk a periférids artéridkban megje-
lend trqmbusok miatt fellépd embdlia kezelésére, amely
tlineteket a jelenleg haszndlt szerekkel nem lehet kelld
mértékben kezelni, ideértve a vérlemezkdk funkcidjit
szuppressz&dld gydgyszereket, az ordlis antikocagulédnsokat
vagy ezek kombin&cidit. Mint a szivembdlia esetén, ezeket
a zimogéneket hosszu id&n 4t adagolhatjuk a szivartéridkban
keletkezd trombusok miatt fellépd embdlia gédtldsdra, embd-

lids sokkokban.

A taldlmény szerinti C protein zimogénjeit
elénybsen haszndlhatjuk trombotikus vérzésekben. Manapség
az agyveérzést &ltaldban nem kezelik konvencion&lis anti-
koagulansokkal. Az agyvérzések kezelédse heparinnal vagy
ordlisan adagolhatd antikoaguldnsokkal, bar esetenként
sikeres, azt a kock&zatot hordozza magéban, hogy az agy

sériilt teriileteire k&rosan hat, és ezzel a vérzéssel
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egyuttjérd neuroldgiai sérililéseket fokozza. Mivel a taldl-
many szerinti zimogének kismértékben okoznak kompliké&cidkat,
tovabba, mert hatdsuk szelektiv, agyvérzést szenvedett be-
tegeknek adagolhatdk, és igen hatdsosan alkalmazhatdk arté-
rids trombusok lok&lis kiterjedésének gatldsdra, ezzel pedig
csOkkentjik a vérzésbdl adddé neuroldgiai elvidltozéso-

kat.

A taldlmdny szerinti zimogéneket eldénydsen
haszndlhatjuk az akut miokardi&lis infarktus kezeldésére is,
ugyanis aktivdlva pro-fibrinolitikus tulajdonsdgockkal ren-
delkeznek. A zimogének adhatdk szdéveti plazminogén aktiva-
torral egylitt a miokardidlis infarktus akut fézisaiban.
Miutdn a korondrids trombus szétoszlott, a zimogéneket
tSbb napon &t még tovdbb adagolhatjuk, az akut miokardidlis

reinfarktus gédtlésédra.

A C protein aktivdlt alakja felhaszndhatd a
disszemindlt intravaszkulédris koaguldcié kezelésére. A he-
parinﬁés az ordlis antikoagulénsokat a disszemindlt intra-
vaszkuldris koagulédcids tilineteket mutatd betegeknek kiter-
jedt klinikai kisérletekben adagoltak, az eredmények azon-
ban kétségesek. Ebben az 4llapotban a C protein aktivdlt
alakja €s a taldlmany szerinti zimogén alakok a konvencion&lis

antikoagulédnsokkal szemben eldnydkkel rendelkeznek.



Ahogy azt a fentiekben megadtuk, &llatkisérletekben bebizo-
nyosodott, hogy a C protein zimogénje a Gram negativ mikro-
organizmusok okozta fert8zések és a disszemindlt intravasz-
kuldris koaguldcid &llapotédban nem hatédsos a halil és az
egyes szervek sérliléseinek kezelésekor. Ezzel ellentétben, a
talédlmdny szerinti C protein zimogének, mivel igen érzéke-
nyek a trbmbin—aktivélésra, hatédsosan alkalmazhatdk a disz-

szemindlt intravaszkuldris koaguldcid kezelésére.

A terjedd malignus tumorok kezelésekor hasz-
naljdk az ismert antikoaguldns hatésu gydgyszereket, kiilé-
nésen a warfarint. Sok tumor sejt olyan anyagokat termel,
amelyek hatnak a koaguldcids rendszer aktivdcids mechanizmu-
sdra, és igy lok&lis fibrin-lerakéddsok jelentkeznek. Ezeken
a fibrin-lerakdédésokon a réksejtek osztdédnak, és metaszti-
zisos allapotot okoznak. Ugyanakkor, a warfarint vagy més
konvenciondlis antikoagulénst nem adagolhatunk intenziv é&s
hatdsos kemoterdpidban, mivel ez a terdpia a vordsvérsejtek
szdmdban jelentds esést okoz, és a trombocitopénia warfarin-
-terdpidval egylitt a pacienst nehéz helyzetbe hozhatja.

A taldlmdny szerinti C protein-sz&rmazékok, hasonldan a

C protein aktivdlt alakjaihoz, szelektivebben hatnak a
konvenciondlis antikoaguldnsokndl, és sokkal jobb terdpids
indexszel rendelkeznek, mint a heparin vagy mds, ordlis
antikoagulénsok. Ezért relative biztons&gosabban adagolhatdk

trombocitopénids pécienseknek, igy lehetdvé valik a kiterjedd



réakban szenvedd betegek kezelése hatdsos és intenziv kemo-
terdpia mellett a taldlmdny szerinti C protein zimogénjei-

vel.

A taldlmény szerinti zimogének és ezek ak-
tivédlt pérjai ismert médszerekkel formulazhatdk gydgysze-
részeti szempontbdl elfogadhatd készitmények el84&llitédséra.
A taldlmdny szerinti humdn C protein zimogének vagy aktivalt
C protein gydgyszerészeti szempontbdl elfogadhatd viv8anya-
gokkal kombindlhatd. El8nyds vivBanyagokat és az ezekb8l ké-
szllt készitményeket, ideértve mé&s, humin proteineket is,
példdul a humdn szérum albumint, példaul Remington's Pharma-
ceutical Sciences 16. kiadésdbdl ismerhetiink meg (Mack
Publishing Co., 1980, 0Osol és munkatdrsai szerkesztésében) .
Ezt a szakirodalmat a leirdsba referenciaként épitijlk be.

A készitmények hatdsos mennyiségii C protein zimogént vagy
aktivalt C protein zimogént tartalmaznak, megfeleld mennyi-
ségli vivdanyaggal egylitt, a gydgyszerészeti szempontbdl el-
fogadhatd és hatdsosan adagolhaté készitményekben. A C pro-
tein készitmények parenterdlisan adagolhatdk, vagy birmely
més, olyan mdédon, amely a hatdsos vegylletet hatdsos alakban

a vérdramba juttatja.

Megjegyezzilik, hogy a taldlmdny szerinti zimo-
géneket felhaszn&lhatjuk aktivalt C proteinek in vitro elé-

dllitdsdra is. B&r eukaridta sejtekben tdrténd aktivalt



C protein direkt el84llitdsa rekombindns médszerekkel is-
mert, ezek a médszerek azt igénylik, hogy az aktivalt C pro-
tein hosszu idén 4t a tenyészetben maradjon. Mivel a C pro-
tein aktivdlt alakja viszonylag instabil, ezek a direkt
expresszids mddszerek kismennyiségii aktivalt C protein eld8-
d4llitdséat teszik lehetévé. A taldlmény szerinti zimogének
ezzel szemben a trombinnal egymagdban aktivalhatdk, még kal-
ciumionok jelenlétében is, és igy jelentds eldnnyel rendel-
keznek az aktivdlt C protein el84llitésa kapcsdn az ismert

mdédszerekkel szemben.

Az alébbiakban szemléltetd példdkban adjuk
meg a reprezentativ vegyliletek, vektorok és transzforminsok
el8d1llitdsat, anélkiil azonban, hogy ezzel a taldlmény oltalmi

k6rét sziikitenénk.



1. példa

A pLPC-FLIN plazmid izol&l&sa

bAz E. coli K12 AG1l/pLPC~FLIN fagyasztva sz&-
ritott tenyészetét a Northern Regional Research Laboratory,
Peoria, Illinois 61604 torzsgylijteményéb81l kaptuk
NRRL B-18616 sorszamon. A fagyasztva szdritott készitményt

10 m1 alé&bbi &sszetételilli LB tdptalajban szuszpenddljuk:

Bacto-tripton 10 g
Bacto-éleszt8kivonat 5 g
ndtrium-klorid 10 g
viz 1 1.

A tédptalaj pH-j&t 7,5-re allitjuk be. A tenyészetet 2 &rén &t
32% hémérsékleten inkub&dljuk, ezalatt a tenyészethez ml-en-
ként SO/ug ampicillint adagolunk, majd egy éiszakan &t 37°C

hémérsékleten folytatjuk a tenyésztést.

Az egy €jszakdn 4t inkub4lt tenyészet egy kis
részét LB agarra szélesztjlk, az agar az LB tédptalajjal azo-
nos Osszetételli, de 15 g/1 Bactc-agart is tartalmaz. A tép-
talajhoz 50 /ug/ml ampicillint is adagolunk. A kiilén&lld
telepek kozil izoldljuk az E. coli K12 AGl/pLPC-FLIN t&r-
zset. A kivdlasztott telepet 10 ml, ml-enként 50 /ug ampi-
cillint tartalmazdé LB tadptalajban tenyésztjiik egy €ijszakdn
at, 37°% hémérsékleten, er&teljes rdzds kdzben. 10 ml tenyé-

szetet 500 ml, ml-enként 50 /ug/ml ampicillint tartalmazd
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LB taptalajhoz adunk, majd er8teljes rdzéds kézben 37°C hé-
mérsékleten tenyésztiink addig, mig a tenyészet eléri a sta-

cioner fazist.

Az aldbbiakat Maniatis és munkatdrsai sze-
rint végezziik /Molecular Cloning (Cold Spring Harbor Labo-

ratory, 1982)/.

A tenyészetbd8l centrifugdldssal Osszegylijt-
jik a sejteket, a centrifugdléast 4%c hémérsékleten végezziik
10 percen &t, 4000 g-vel. A feliiluszdt kidéntjlik. A sejtiile-

déket 100 ml jéghideg, aldbbi &sszetételii STE pufferral

mossuk: -
ndtrium-klorid 0,1 mdél
trisz-hidroklorid, pH = 7,8 10 mmél
EDTA 1 mmdl.

A mosdst kdvetden a scjteket 10 ml oldat l-ben ujra szusz-

penddljuk. Ennek az oldatnak az Ssszetétele a kdvetkezd:

glikdz 50 mmdél
trisz-hidroklorid, pH = 8,0 25 mmol
EDTA 10 mmdl.

Az oldatot 5 mg/ml lizozimmal egészitjiik ki, és 10 percen &t
szobahémérsékleten hagyjuk 4llni. Ezutdn 20 ml oldat 2-t
adunk a lizozimmal kezelt sejtekhez. Az oldat Osszetétele a
k&vetkez6:

ndtrium-hidroxid 0,2 n

ndtrium-lauril-szulféat 1 %.
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A szuszpenzidt enyhén, a kémcsdvet forgatva
Osszerdzzuk. Ezutdn 10 percen &t jégfiird8ben tartjuk a ke-

verdket.

A lizalt sejtkeverékhez 15 ml jéghideg,
5 mélos ké&lium-acetdt-oldatot (pH = 4,8) adunk, és a kémcsd
forgatdsdval Osszekeverjik az elegyet. 10 percen at jég-
firddben inkubdlunk. A fentiekben megadott 5 mélos k&lium-
-acetdat-oldatot ugy 4llitjuk eld, hogy 11,5 ml jégecetet
adunk 28,5 ml vizhez és 60 ml 5 mélos k&lium-acetithoz.
Az igy kapott oldat a k&liumra szdmolva 3 mdélos, és az ace-

tdtra szdmolva pedig 5 mdélos.

A lizdlt sejteket tartalmazdé elegyet Beckman
SW27 rotorban (vagy ezzel egyenértékiiben) centrifugdljuk,
percenkénti 20.000 fordulatszé&mmal, 20 percen &t, 4°C n6-
mérsékleten. A sejtek dezoxi-ribonukleinsava és a sejttdr-
melék a centrifugacsd aljan gyililik Sssze. 36 ml feliiluszdt
elklildnitlink, 0,6 térfogat izopropanolt adunk hozz4&, Ossze-
keverjlik az elegyet, és 15 percen &t szobahémérsékleten hagy-
juk 4llni. A plazmid dezoxi-ribonukleinsav Osszegylijtésére
30 percen 4t szobahémérsékleten centrifugédlunk, 12.000 g-vel.
A felililuszdt kidntjiik, és a dezoxi-ribonukleinsav iiledéket
70 %-o0s, vizes etanollal mossuk, szobahdémérsékleten. Az eta-
nolos moséfolyadékot kidntjiik, és a csapadékot csBkkentett
nyomdsu térben szdritjuk. A szdraz anyagot 8 ml aldbbi

Osszetételll TE pufferban szuszpenddljuk:
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trisz-hidroklorid, pH = 8,0 10 mmdl

EDTA 1 mmdél.

A dezoxi-ribonukleinsav-oldathoz 8 g cézium-kloridot adunk.
10 - 10 ml cézium-klorid dezoxi-ribonukleinsav-oldat minde-
gyikéhez 10 mg/ml-es oldatbdél 0,8 ml vizes etidium~bromid-
-oldatot adagolunk. Az oldat végsiiriisége cézium-kloridra
szdmitva 1,55 g/ml, az etidium-bromid végkoncentrdcidéja pe-
dig 600 /ug/ml. Az oldatot Beckman Type 50 centrifugacsdbe
ontjik, a csé tetejére paraffinolajat cseppentiink, a csévet
leforrasztjuk, majd ezutdn 24 Srén 4t 20°C hémérsékleten
centrifugdlunk, 45.000 percenkénti fordulatsz&mmal. A centri-
fugédlast kovetden kdzdnséges fényben két dezoxi-ribonuklein-
sav csikot latunk a cs&ben. A centrifugacsé tetejének levéi-
gésa utdn az aldbb elhelyezkedd dezoxi-ribonukleinsav csikot
injekcidstiivel eltdvolitjuk ugy, hogy az injekcidstiit a

centrifugacsé oldaldba szurjuk be.

Az etidium-bromid eltdvolitdsdra vizzel teli-
tett l-butanollal t&bbszOr extrahdlunk. A cézium-kloridot
TE pufferral szemben végzett dializissel tdvolitjuk el.
A dezoxi-ribonukleinsav kicsapdsdra pufferozott fenollal, és
ezutén kloroformmal extrahdlunk, majd a kicsapddott termé-
ket 70 %-os, vizes etanollal mossuk, amiutdn megsz&ritjuk.
Ily médon 1 mg pLPC-FLIN plazmid dezoxi-ribonukleinsavat ka-
punk, amit 4°C hémérsékleten TE pufferban tédrolunk, 1 /ug//ul

téménységben. A pLPC-FLIN plazmid restrikcids és funkciondlis



térképét a mellékelt 5. 4bré&n mutatjuk be. A megfeleld, a
megadott NRRL sorszdmon letétbe helyezett tdrzsekbdl a fen-
tihez hasonldé mdédon elé4llitjuk a pLPC-FN, pLPC-SC, pLPC-LIN
és pLPC-N plazmidokat is. Ezeknek a plazmidoknak a restrik-
cids helyeit és funkciondlis térképét a melldkelt &brékon

adjuk meg.

2. példa

A pGT-FLIN plazmid elbdllitédsa

A humé&n C protein zimogének nagy koncentri-
cidban vald eld&llitdsdra a pLPC-N, pLPC-FN, pLPC-SC,
pLPC-LIN és pLPC-FLIN plazmidokat k&zvetleniil eukaridta
gazdasejtekbe (eldnydsen 293 jelii sejtekbe) transzformélhat-
Juk. Még magasabb értékil expresszid és szekrécié érhetd el,
abban az esetben, ha a mutdns zimogént kédold gént olyan
vektor dezoxi-ribonukleinsavba épitjiik be, amelyben a gén

expresszidjédt a GBMT transzkripcids egység irdnyitija.

A pGTC plazmid ilyen vektor, amelyben a vad
tipusu humén C protein zimogénijének génjét a GBMT transz-
kripcids egység vezérli. A vektorbdél a vad tipusu C proteint
meghatdrozé gén kdnnyen kihasithaté egy Bcll restrikcids
fragmensen, és egy mé&sik BclI restrikcids fragmensen a ta-

lalmédny szerinti b&rmely gén beédpithetd a vektorba. A plazmid



dezoxi-ribonukleinsav Bcll enzimmel t8rténd emésztését az
5'-GATC-3' szekvencidban levé adenin metilez&dése gétolija.
Ezért a pGTC plazmidot olyan E. coli sejtekb8l izoldljuk,
amelyekben nincs meg az adenin metildz enzim, azaz az ugy-
nevezett dam gén &ltal meghatdrozott fehérje, ami az
5'-GATC-3' szekvencidban lev® adenint metilezi. Az E. coli
K12 GM48 (NRRL B-15725) tOrzsben nincs meg a funkciondlis
dam metildz, é€s igy eldnyOsen haszndlhatjuk a plazmid-szar-
mazékok el&dllitédsa sordn kiindulési dezoxi-ribonukleinsav-

ként haszndlt pGTC plazmid izol&l&sdra.

Az E. coli K12 GM48 sejteket tenyésztjiik,
transzformdcidra kompetenssé tessziik, és a pGTC plazmidot
az 1. példéban megadottak szerint eljédrva transzformdljuk a
sejtekbe. A transzformdlt sejteket ampicillint tartalmazd
L-agarra szélesztjlik, az E. coli K12 GM48/pGTC transzformin-
sok egyik telepét az 1. példdban megadottak szerint eljarva
felhaszndljuk a pGTC plazmid dezoxi-ribonukleinsav el&&illi-
tdsdra. 1 mg pGTC plazmid dezoxi-ribonukleinsavat &llitunk
eld, és 1 ml TE pufferban szuszpenddljuk. Hasonldképpen,
BclI enzimmel vald emésztést megengedd médon izoldljuk a
pGT-h é€s pGT-d plazmidokat is. A pGT-d plazmid hordozza a
GBMT transzkripcids egységet ugy, hogy a BclI helyen gént

nem tartalmaz, igy bdrmely gént kdnnyen beépithetiink.
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A pGT-d plazmid tartalmazza az egér dhfr génjét, ezért a
metotrexdt rezisztens fenotipus alapjédn barmely transz-
formdnst szelektdlhatunk és szaporithatunk. A pGT-h plaz-
mid tartalmazza a GBMT transzkripcids egységet, tartalmazza
egy gén beépitésére elénybsen haszndlhatd BclI helyet, és
hordozza a higromicin rezisztencidt meghatdrozd gént is.

Az E. colil K12 AGl tOrzsek hordozzdk a fenti plazmidokat,

és 1990. janudr 18-4n NRRL sorszdmon letétbe helyeztlik &ket.

A tOrzsek az aldbbi letéti szdmmal rendelkeznek:

E. coli K12 AGl/pGT-d: NRRL B-18591,

E. coli K12 AGl/pGT-h: NRRL B-18592,

E._,coli K12 AGl/pGTC: NRRL B-18593.

A plazmidok restrikcids és funkciondlis tér-

képét a mellékelt &brdkon adjuk meg.

Az 1. példdban megadottak szerint eldallitott
pLPC-FLIN plazmid dezoxi-ribonukleinsav 10 /ul—ét 20 /ul

10 x BclI restrikcids pufferban oldunk. a puffer Osszetétele

a kbvetkezd:

trisz-hidroklorid, pH = 7,4 100 mmdl
k&dlium-klorid 1,5 mél
magnézium~-diklorid 100 mmdl

ditio-treitol 10 mmdl.
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Az oldathoz ZO/ul 1 mg/ml-es koncentrdcidéju borju szérum al-
bumint és 5 /ul Bcll restrikcids enzimet adunk (ez 50 egy-
ségnek felel meg, ahogy azt a Bethesda Research Laboratories
/BRL/ megadja). A leirdsban ismertetett kisérletek sordn min-
den esetben az ettél a cégtdl vasdrolt enzimeket hasznédlijuk.
145 /ul vizzel egészitjik ki a reakcidelegyet, majd ezutdn

2 éran at 37°C hémérsékleten inkubdljuk. A leirdsban ismer-
tetett Osszes restrikcids enzimes reakcidt fenollal &llitjuk
le, majd kloroformmal extrahdljuk a reakcidelegyet, amiutén
kicsapjuk a dezoxi-ribonukleinsavat, etanollal mossuk, és

TE pufferban szuszpenddljuk az igy kapott dezoxi-ribonuklein-
savat. Az emésztett dezoxi-ribonukleinsavat ezutén 1 % agardzt
tartalmazd gélen elektroforézissel vizsgdljuk. Esetiinkben a
mutdns gént tartalmazd, 1400 bdzispdrbdl 41168 restrikcids

fragmenst BioRad Prep-A-Gene Kit-et hasznédlva tisztitjuk,

a tisztitést az el&&llitd utasitdsai szerint végezve.

Ezutdn az 1. példédban megadott mdédon, az
E. coli K12 AG1l/pGTC (NRRL B-18593 letéti szdmu) tdrzsbdl
izoldljuk a pGTC plazmidot, amit a 2. példdban megadottak
szerint GM48 sejtekbdl &llitottunk eld. Ezutdn a fentiek
szerint eljdrva Bcll restrikcids enzimmel emésztjiik a
pPGTC plazmid dezoxi-ribonukleinsavat, a nagyobb vektor
fragmenst izold&ljuk, és tisztitjuk. A vektor fragmenst 90 ,ul

/

térfogatu, 8,0 pH-ju TE pufferban vessziik fel, ezutan 10 /ul
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(0,05 egység) alkalikus foszfatdzt adagolunk a vektor dez-
oxi-ribonukleinsav végeinek defoszforilezésére. A reakcid-
elegyet 30 percen &t 37°% hémérsékleten inkubdljuk, maijd
10/ul 500 mmélos EGTA oldatot adagolunk, és 45 percen &t
65°¢C hdémérsékleten inkubdljuk az elegyet, az enzim inakti-
vélésdra. Ezt kévetden fenollal és kloroformmal extrahdljuk
a reakcidelegyet, etanollal kicsapjuk a dezoxi-ribonuklein-

savat, amit mosunk, és 20/ul vizben szuszpenddlunk.

7 ,ul (10 ng) Bcll enzimmel emésztett vek-

/

tor fragmenst keveriink 1 /ul (100 ng) 1400 bdzispérbdl 4116,
a pLPC-FLIN plazmidbdl szédrmazdé BclI restrikcids fragmenssel,

1 /ul 10 X ligdz pufferral és l/ul T4 dezoxi-ribonukleinsav

ligazzal. A ligdz puffer &sszetdtele a kdvetkezd:

trisz-hidroklorid, pH = 7,6 0,5 mél
magnézium-diklorid 100 mmdl
ditio-treitol 100 mmdl

borju szérum albumin 500 /ug/ml.

A reakcidelegyet 12 - 16 dbrén At 16°¢ hémérsékleten inku-

bdljuk. A reakcid utédn olyan plazmidokat kapunk, amelyek a
mutdns zimogén gént a GBMT transzkripcids egységhez képest
megfeleld orientdcidban helyezkedik el; de kapunk olyan
plazmidokat is, ahol a gén forditott irdnyu. A gént megfe-
leléd franszkripciés orientdcidban tartalmazd plazmidokat

PGT-FLIN jellel jelo6lijiik.
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Fagyasztott, kompetens E. coli K12 AGl sej-
teket a Strategene cégtdl szerzilink be (3770 Tansey Road,
San Diego, California 92121). 5 /ul ligécids reakcidelegyet
100 /ul kompetens sejtszuszpenzidval elegyitiink, majd 1 Srén
dt jégfiirdében inkubdljuk a sejtek és a dezoxi-ribonukleinsav
elegyét. Ezutdn 45 mésodpercen 4t 42°¢ hémérsékleten kezeljiik
a szuszpenzidt, majd 2 percre ismét jégfiird8be helyezziik.
A sejt-dezoxi-ribonukleinsav elegyet ezutdn 1,0 ml LB té&p-
talajjal higitjuk egy Falcon 2059 cs&ben, és 1 &ran at 37°C
hémérsékleten inkubdljuk a tenyészetet. 100 /ul térfogatu
alikvotokat ampicillint tartalmazd LB-agar tdptalajra szé-

lesztlink, és 37°C hémérsékleten addig tenyésztilink, mig a

lemezeken telepek jelennek meg.

Az egyes telepeket kiildn-kiilén tenyésztjiik,
és az egyes telepekb8l szérmazd plazmid dezoxi-ribonuklein-
savakat restrikcids enzimes analizissel vizsgédljuk. A plazmid
dezoxi-ribonukleinsav izol&lédsdt kis térfogatban végezziik,
az 1. példédban megadottak szerint eljdrva, azzal a kiildnb-
séggel, hogy a cézium-kloridos lépést kihagyjuk mindaddig,
mig a megfeleld E. coli K12 AGl/pGT-FLIN transzforménsokat
azonositjuk. Ekkor nagyléptékili, gondosan tisztitott plazmid
izolélést végzilink. Az 1. és a 2. példéban megadottak szerint
eljérvé, bidrmely mutdns zimogén gét kdnnyen kldénozhatunk bir-

mely GBMT szekvencidt hordozé vektorba.



3. példa

Az adenovirussal transzformdlt humén 293 jelll embrid vese-

sejtvonal é€s az adenovirussal transzformdlt sziriai horcsdg

AV12 sejtvonal pGT-FLIN plazmid transzformdnsainak el841li-

tédsa

Humé&n embrid 293 jelll vesesejtvonalat az

American Type Culture Collection t&rzsgyiijteményébd8l szerez-
hetink be ATCC CRL 1573 letéti szdm alatt. Az adenovirussal
transzformdlt sziriai AV12 hdrcsdg sejtvonal szintén besze-
rezhetd innen ATCC CRL 9595 sorszdmon. Az alédbbiakban meg-
adott transzformdcids eljardst a 293 jell sejtvonalra adjuk
meg, azonban az eljdréds &dltaldhos érvényli a legt&bb eukaridta
sejtvonalra, ideértve az AV12 sejteket is, érvényes tovabba

a taldlmdny szerinti Osszes expresszids vektorra.

A 293 jell sejtvonalat az ATCC tOrzsgyilijte-
ményb81 kaptuk (CRL 1573), 25 mm2 nagysagu tenyésztb8edényben,
amely egy &tlédtszatlan rétegben tartalmazott 5,5 x 106 sej-
tet Eagle minimdl tdptalajon (Gibco) 10 % héinaktivalt 16-
szérummal. A tenyésztledényt 37°C némérsékleten tartjuk, és
a taptalajt hetente kétszer cseréljik. A tdptalaj DMEM (Gibco)
komponensb81 411 10 % borju szérummal, 50 /ug/ml gentamicin-
nel és 10 /ug/ml AquaMEPHYTOﬁQ fitonadion K1 vitaminnal

kiegészitve (Merck Sharp és Dohme, Merck and Co., Inc.,

West Point, PA 19486). A sejteket a téptalaj eltdvolitéséval,



Hank sdoldatdval (Gibco) mosva tenyésztjiik, 1 - 2 percre
0,25 %, 0,2 g/l etilén-diamin-tetraecetsavat tartalmazd
tripszinnel kezeljiik. A sejteket friss téptalajjal mossuk,
leveg8ztetjik, és 1 : 5 vagy 1 : 10 ardnyban &toltva, uj

tenyészedényekre juttatjuk.

A transzformécid eldtt egy nappal a sejtek-
b6l 0,7 x 106 darabot 100 mm-es tenyésztdedénybe juttatunk.
Vizben oldott steril, etanollal kicsapott plazmid dezoxi-
-ribonukleinsavat haszndlunk a 2X dezoxi-ribonukleinsav-

~kalcium-diklorid-oldat elkészitésére, amely 25 /ug/ml transz-
formélandd plazmid dezoxi-ribonukleinsavat és 250 mmdl kal-
cium-dikloridot tartalmaz. 2X HBSS oldatot &llitunk eld ugy,
hogy 280 mmél ndtrium-kloridot, 50 mmél Hepes-t és 1,5 mmdl
ndtrium-foszfiatot oldunk, az oldat pH-j&t 7,05 - 7,15-re
&llitjuk be. A 2X dezoxi-ribonukleinsav-kalcium-diklorid-
-oldatot azonos térfogatu steril, 2X HBSS eleg&hez adjuk
cseppenként. 1 ml-es miianyag, steril pipettat (gyapot dugd-
val elzdrva) meritlink a 2X HBSS elegyet tartalmazd csdbe,
majd buborékoltatjuk az elegyet a dezoxi-ribonukleinsav
adagolésa kOzben. A kalcium-foszfat-dezoxi-ribonukleinsav
csapadékot keverés nélkiil hagyjuk kialakulni, szobah&mér-

sékleten, 30 - 45 percen 4t.

A csapadékot millanyag pipettdval pipettédzva
enyhén kevergetjiik, és egy lemezre 1 ml csapadékot adunk,

kGzvetlenilil a recipiens sejteket fedS 10 ml tdpoldathoz.



37% hémérsékleten 4 Srdn &t inkubdlunk, majd friss tapol-
dattal cseréljik ki a régit, és a sejteket tovabbi 72 Séran
&t inkubd&ljuk, a szelektiv nyomds biztositédsa el&tt. Az eu-
karidta sejtekben miik8d8, szelektdlhatd markert nem tartal-
mazé plazmidok esetén, mint példidul a pGT-FLIN plazmidndl, a
transzformécid sorédn plazmid-keveréket haszndlunk: hasznilunk
egy szelektdlhatd markert nem tartalmazd, jelen taldlmény
szerinti expresszids vektort és egy olyan expresszids vektor
dezoxi-ribonukleinsavat, amely eukaridta sejtekben funkciondld
szelektdlhatd markert hordoz. Ilyen egylittes transzformécids
rendszerekben haszndlhatd vektorok jél ismertek, ilyen pél~
dadul a pSV2-dhfr plazmid (ATCC 37146), a pSV2-neo plazmid
(ATCC 37149), a pSV2-gpt (ATCC 37145) é&s a pPSV2-hyg plazmid
(NRRL B-18039). A pSV2-hyg plazmid eukaridta sejtekben ki-
fejez8dd higromicin B rezisztenciadt hordoz. Ez a kotransz-
formdcids technika lehet&vé teszi azoknak a sejteknek a
szelekcidjat, amely a szelektdlhatd markert hordozd plazmi-
dot tartalmazzdk. Az igy kivalasztott sejteket tovabb vizs-
galjuk azoknak a sejteknek a kivalaszt&dsara, amely mindkét
transzformédlandd plazmidot hordozza. A taldlmdny oltalmi
kdréhez tartoznak természetesen azok az expresszids vekto-
rok is, amelyek eukaridta sejtekben milk6dé szelekt&dlhatd
markert tartalmaznak, és ezért nem igénylik a kotranszfor-

macids technikit.
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Abban az esetben, ha higromicin reziszten-
cidt meghatdrozd gént hordozdé plazmiddal transzformdlunk,
mint példdul a pGT-FLIN-h plazmidndl, a t4poldatba
200 /ug/ml végkoncentrdcidban higromicin B antibiotikumot
adagolunk. A sejteket ezutdn 2 - 4 héten &t 37°C hémérsék-
leten inkubdljuk, a té&poldatot 3 - 4 naponként cserélijiik.
A kapott, higromicinre rezisztens koldnidkat egyenként

tenyésztbedényekbe juttatjuk, jellemzés céljadbdl.

A pSV2-neo plazmid neomicinre (a neomicin
helyett haszndlhatd G418 antibiotikumra is) rezisztencidt
biztositd gént hordoz, a G418 antibiotikumokkal szemben
rezisztens koldnidk szelektdldsdt a higromicin rezisztens
sejtek kivdlasztésa kapcsdn fentiekben megadott eljarés
alapjén végezzilik, azzal a kiilénbséggel, hogy G418 anti—

biotikumot adagolunk 400 /ug/ml végkoncentracidban.

A dihidrofolédt reduktdz (dhfr) gén vagy a
dhfr gén metotrexdt rezisztencidt meghatdrozd szarmazéka
(dhfr-mtx) szelektdlhatd marker akkor, ha dhfr-hiédnyos
sejtvonalakba juttatjuk a gént vagy a gént hordozd plaz-
midot, €s ezutdn metotrexdtot haszndlunk a plazmid példény-
szdmdnak novelésére. Ez az eljdrds az irodalomban részle-
tesen le van irva. A 293 jell sejtvonal dhfr-pozitiv, igy
a dhfr gént hordozd plazmidokkal transzformdlt sejtek

dhfr-pozitiv fenotipusra, azaz hipoxantin és timin hidnyban
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vald névekedésképességre nem szelektdlhatdk. Azokat a
sejtvonalakat, amelyek funkcioné&lis dhfr gént nem tartal-
maznak, €s amelyeket dhfr gént tartalmazd plazmidokkal
transzformédltunk, dhfr-pozitiv fenotipusra szelekt&lhatunk.
Badr a dhfr karakter haszndlata szelekcidra és plazmid-sok-
szorositdsra nem teljesen ismert, az irodalombdl nyert bi-
zonyitékok azt sugalljdk, hogy a dhfr karakter dhfr ter-
meld sejtekben haszndlhatd szelektdlhatd markerként és
génamplifikécidra. A taldlmény szerinti eljdrdst nem limi-
tadljuk az expresszids vektorokban haszndlt, szelektdlhatd
markerekre. A fentieken kiviil az alédbbi markerek haszndl-
hatdk még: metallo-tionein gének, adenozin dezamindz gének
vagy tObbszd8rds rezisztencidt biztosité dezoxi-ribonuklein-

sav szakaszok, példaul a P-glikoprotein gén.

A 293 jell és az AV12 sejtvonal pGT-FLIN plaz-
middal és higromicin rezisztencidt hordozd gént tartalmazd
vektorral tdrténé egylittes transzformdcidja és a transzfor-
madcidét kévetd higromicin rezisztencia alapjén kivitelezett
szelekcidt kdvetden sok transzformdnst kapunk. (M&s transz-
forménsokat kapunk akkor, ha a pSV2-neo plazmidot haszn&l-

juk, és G418 antibiotikumra vald rezisztencidra szelektdlunk.)
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Az ebben a példédban leirt eljdrds a taldl-
many szerinti Osszes humdn C protein zimogén terméket meg-

hatdrozdé plazmiddal haszndlhatd.

4. példa

Humén C protein zimogén mutédnsokat szekretdld sejtek

szelektdlésa

A 3. példdban megadottak szerint kapott higro-
micin rezisztens transzformdnsokat 100 mm2 nagysdgu szdvet-
tenyésztd edényben novesztjlik addig, mig a sejtek siiriisége
tenyészt8edényenként eléri a t8bbszdz sejtkldnt. Dekantdl-
juk a tapfolyadékot, és a sejteket kétszer 5 ml Hank sdéol-
dattal (Gibco) mossuk. Ezutdn 0,45 % agart (Sigma Type 4
agardéz, kataldégusszdm: A3643, Sigma Chemical Co.,

P.0. Box 14508, St. Louis, MO 63178) steril oldatot ké-
szitlink ugy, hogy 1 ml 1,8 % agart tartalmazd 47°C hémér-
sékletll oldatot keveriink 3 ml Dulbecco médositott Eagle
(DME) séoldattal (Gibco), amelynek a hémérsékletét 37°C-ra
dllitottuk be. 2 ml ilyen, 0,45 ¢ agart tartalmazd oldat-

tal rétegezziik a sejttenyészetet.

Nitrocelluldz sziiréket (Schleicher é&s Schueel,
Inc., Keene, NH 03431) forralunk vizben, és ezuté&n 2 &ran &t

autoklavozzuk a nedvesitészer eltdvolitdséra, amely a sejtekre



nézve toxikus. Ezutdn az agarréteg tetejére helyezzik a
szlir6ket, és a leveg8buborékok eltdvolitdsa utin a leme-
zeket 1 - 3 6ré&n &t inkub4dljuk 37°C hémérsékleten. A szii-
réket elézdéleg bejeldljiik ugy, hogy a tenyészeten vald
elhelyezkedést utdlag felismerhessiik, ily mdédon a telepe-
ket azonosithatjuk. Az inkub&cid utdn leemeljiik a sziirdket,

és az alébbi Osszetételll PBS elegybe helyezziik:

trisz-hidroklorid, pH = 7,2 50 mmdl

ndtrium-klorid 150 mmdél.

A szir8k analizise alatt életben tartjuk a lemezeken levéd
sejteket, ezt ugy érjlik el, hogy a tenyészetet 8 ml aldbbi

Osszetétell eleggyel rétegezziik feliil:

2 ml, 1,8 %-os, 47OC-os agar-oldat,

2 ml DME sé-elegy (37°C hémérsékletii), és

4 ml, 20 % borju szérumot tartalmazd, 37°%¢ héﬁérsékletﬁ DME
sé-oldat.

A tenyészetet ezutdn 37°¢ hémérsékletli inkub&dtorba helyez-

zik.

A szlirdk mosdsat és a velilk végzett kisérle-
teket ré&zdasztalon végezziik. A sziiréket elészdr 5 % tejet
tartalmazd PBS elegyben blokkoljuk ugy, hogy szobahSmér-
sékleteq inkubdljuk. Ezutdn 5 percenként 6blitve négyszer
PBS oldattal &blitjiik azokat. Ezutdn 10 /ug/ml biotinilezett
kecske anti-humdn C protein polikldénozott antitestet adago-

lunk a sziirékre 2,5 %-os borju szérum albumin oldatban



(a mennyiséget ugy vdlasztjuk meg, hogy az elegy elfedje
a sziirét), amiutdn 1 &ran &t 37°C hémérsékleten inkubéd-

lunk.

A C proteinnel szembeni antitestek eld&lli-
tédséhoz szllkséges C protein tisztitdsat Kisiel szerint vé-
gezzlk /J. Clin. Invest., 64, 761 (1979)/. A polikldénozott
antitesteket Kabat szerint &llithatjuk eld /Structural
Concepts in Immunology and Immunochemistry, Holt,
Rhinehart és Winston kiaddsa, 1968/. A monokldénozott anti-
testeket, ezeket mérésre is felhaszndlhatjuk, Kohler és
Milstein szerint 4llithatjuk eld /Nature, 256, 495.

(1975); 4,696,895 szdmu amerikai egyesiilt &llamokbeli
szabadalmi leirds; 205046 szdmu eurdpai szabadalmi leirés;
Laurel és munkatdrsai, FEBS, 191(1), 75. (1985); Suzuki

és munkatdrsai, J. Biochem., 97, 127 - 138. (1985);

138222 szdmu eurdpai szabadalmi leirds/. A méréshez hasz-
nadlt avidin D-t és a biotinilezett ldéretek peroxidézt
(HRP) VectastainTM kitb8l szerezziik be (Vector Laborato-

ries, Inc., 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010). A bio-

tint is a Vector Laboratories-t81 védsdroltuk.

A szirSket négyszer PBS eleggyel 8blitijiik
4°%¢ hémérsékleten. Ezutén eldidllitjuk az avidin D-t és

a bilotinilezett retek peroxidaz reakcidelegyet, és hozza-

adjuk a sziirékhdz az el8d11itd instrukcidi szerint



(VectastainTM; Vector Laboratories). A szlir8ket a HRP-hez

kotdtt avidin D-vel egylitt inkub&ljuk 4%c hémérsékleten,

1 6rédn 4t (hosszabb inkubdcids iddt, példdul egy éjszakan

at tartd reakcididét is haszndlhatunk akkor, ha kevés pro-
tein szekretdlddott). A reakcid lezajldsa utdn a sziirdket

négyszer PBS eleggyel mossuk 4%c hémérsékleten, négy alka-

lommal.

Az indikdtor szin szlirén tdrténd eld8hivisé-
hoz 30 mg HRP szinel&hivdé reagenst (4-kldér-l-naftol,
Sigma) oldunk jéghideg, 100 %-os metanolban, majd az

oldatot hozzdadjuk 50 ml PBS és 30 ul 30 $-os hidrogén-

/
-peroxid elegyéhez. Ezt az elegyet hozzdadjuk a nitro-
celluléz szlir8khdz, majd addig inkubdljuk azokat szoba-
hémérsékleten, mig a szin megjelenik. A taldlmény szerinti
legtobb humédn C proteint szekretdld koldnidk nemcsak

arrdl ismerhetdk fel, hogy a szilirékdn az elszinezddésiik

kordn jelentkezik, hanem arrdél is, hogy a koldnidk szine

sOGtétebb.

A szlrdk eldhivésa utdn megdllapitjuk, hogy
az eredeti tenyésztdedényekben mely koldnidk azok, ame-
lyek a szlirén foltot adtak. A legtdbb, taldlmény szerinti
humdn C protein zimogént szekretdld koldnidt kivalasztjuk,

€s felhaszndljuk a zimogén termelésére.



A téméban jartas szakemberek tudjdk, hogy a
fenti mérés csak szemlélteti az erdsen szekretdld sejtvo-
nalak azonositdsdt. A fentin kivlil szdmtalan mdédszer hasz-
nédlhatdé sikeresen, igy példdul olyan kettds antitest reak-
cidét is haszndlhatunk, amelynek sordn a biotinilezett
kecske anti C protein antitestet helyettesitjiik egy kecske
C anti-protein antitesttel (IgG), és biotinilezett anti

kecske IgG antitesttel.

A zimogén mutdnsokat tisztithatjuk a sejtte-
nyészetb8l. A rekombindns terméket expresszélé sejtekrdél
eltdvolitjuk a felliluszdt, és Pharmacia Fastflow-Q oszlo-
pon tisztitjuk. Ugy jérunk el, hogy 1 ml gyantdt 20 mmdél
trisz-hidroklorid (pH = 7,4), 0,15 mdél ndtrium-klorid,

5 mmél etilén-diamin-tetraecetsav és 4 mmél benzamidin
elegyével egyensulyozunk ki. A tenyészet feliiluszéjédnak
pH-jét 7,4-re &4llitjuk be 8,0 pH-ju trisz-hidroklorid-ol-
dat adagolasaval, majd 5 mmél etilén-diamin-tetraecetsa-
vat és 4 mmél benzamidint adagolunk. A feliiluszdét ezutdn
radntjlik a gyanta tetejére, és 3 oszlop-térfogatnyi
trisz-hidroklorid (pH = 7,4) és 0,15 mél natrium-klorid
elegyével mossuk. A rekombindns terméket az aldbbi Ossze-
tételll elucids pufferral eludljuk az oszloprdl:

10 mmdél kalcium-diklorid,

150 mmél nadtrium~klorid és

20 mmél trisz-hidroklorid (pH = 7,4).



A termék specifikus aktivitdsat Grinnell és
munkatarsai szerint hatdrozzuk meg /Biotechnology, 5,
1189 - 1192. (1987)/, az alédbbiak szerint: az oszloprdl
eludldédd koncentrdlt terméket eldszdr immobilizdlt trom-
bin-trombomodulin komplexszel aktivdljuk. A termék amido-
litikus aktivitdsédt az S-2366 (Helena Labs) tripeptid
szubsztrat hidrolizisével mérjlik. A termék antikoagulédns
aktivitdsdt a Helena Labs-t&l beszerzett reagenssel haté-

rozzuk meg ugy, hogy mérjik az aktivdlt részleges trombo-

plasztin id& meghosszabboddséit.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéréds egy rekombindns dezoxi-ribo-

nukleinsav vektor el&dllitdsédra, azzal jelleme zve,

hogy Gsszekapcsolunk

I)

I1)

a/

b/

c/

a/

egy rekombindns dezoxi-ribonukleinsav klé-

nozd vektort, és

egy olyan dezoxi-ribonukleinsav szekven-
cidt, amely az aminotermindlis végtdl a
karboxiltermindlis végig az alédbbi részek-

b6l 4116 proteint kédol:

egy szigndlpeptid é€s egy gamma-karboxilezett
propeptid, szekretdlt protein;

a humd&n C protein konnyiilédnca;

az alédbbi dipeptidek egyikét: lizin-arginin,
arginin-lizin, lizin-lizin és arginin-argi-

nin; tovabbia

az aldbbi aminosav szekvencia:
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PRO
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PRO
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PRO HIS ASN GLU CYS SER GLU VAL MET SER ASN MET VAL SER GLU ASN
MET LEU CYS ALA GLY ILE LEU GLY ASP ARG GLN ASP ALA CYS GLU GLY
ASP SER GLY GLY PRO MET VAL ALA SER PHE HIS GLY THR TRP PHE LEU
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ASP
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SER
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ARG

LEU

THR

SER
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LEU
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LYS

LEU

LEU

ASP

ASP

GLN

GLU

HIS
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GLU R,
THR ARG
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THR ALA
GLY GLU
ILE LYS
ASN ASP
THR ILE
LEU ASN
SER SER

PHE ILE
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TYR

GLU

I1E

VAL

GLN

ARG

LYS

R3 Ry

GLY ASP
ALA CYS
HIS CYS
ASP LEU
VAL PHE
ALA LEU
PRO ILE
ALA GLY
GLU LYS

ILE PRO

SER

GLY

MET

ARG

VAL

LEU

CYS

GLN

GLU

VAL

ILE ARG ASP LYS GLU ALA PRO GLN LYS SER TRP ALA PRO-COOH,
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ALA
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HIS

LEU
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VAL
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R1 ASP vagy LEU,

R2 GLN vagy HIS,

R3 GLU vagy LYS,

R4 ASP vagy LEU,

Rz GLN,

R6 VAL vagyv THR,

R, ASP, PHE vagy TYR,

R8 PRO,

R9 ARG,

R1O LEU vagy THR,

R11 ILE vagy egy delécid,
R12 ASN, és ahol

-COOH a karboxiltermindlis vég.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal
Jellemezve, hogy az adott dezoxi-ribonukleinsav az aldb-

bi polipeptidet kddolja:

HoN-MET TRP GLN LEU THR SER LEU LEU LEU PHE VAL ALA THR TRP GLY ILE
SER GLY THR PRO ALA PRO LEU ASP SER VAL PHE SER SER SER GLU ARG
ALA HIS GLN VAL LEU ARG ILE ARG LYS ARG ALA ASN SER PHE LEU GLU
GLU LEU ARG HIS SER SER LEU GLU ARG GLU CYS ILE GLU GLU ILE CYS
ASP PHE GLU GLU ALA LYS GLU ILE PHE GLN ASN VAL ASP ASP THR LEU
ALA PHE TRP SER LYS HIS VAL ASP GLY ASP GLN CYS LEU VAL LEU PRO

LEU GLU HIS PRO CYS ALA SER LEU CYS CYS GLY HIS GLY THR CYS ILE
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ASP
PHE
GLU
GLY
ARG
THR
MET
LYS
LEU
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ASP
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GLY
TYR

LYS

CYS
LEU
GLU
ASP
PRO
GLU
THR
LYS
THR
GLY
ILE

ASN

LEU
SER
PHE
SER
ARG
PHE
CYS
LEU

SER

ARG
ASN

VAL

LYs
ALA
GLU
LYs
ASP
ILE
ASN
SER
ILE
ASN
GLN
HIS

GLY

TRP

SER

CYS

GLY

LEU

LYS

ARG

LEU

ALA

TYR

GLU

ILE

VAL

GLN

ARG

LYS

MET

GLY

LEU

TRP

ALA

GLY

SER

TRP

LEU

ARG

GLY

HIS

ASP

VAL

ALA

PRO

ALA

GLU

ILE

VAL

THR

LEU

ILE

TRP

LEU

ARG

CYS

CYS

LEU

PHE

LEU

IIE

GLY

LYS

PRO

SER

CYS

TRP

HIS

HIS

GLU

ASP

ARG

CYS

GLU

ARG

VAL

LEU

CYS

GLN

GLU

VAL

GLU

GLU

PHE

ASN

GLY

PRO—COOH)

GLY

ASN

CYS

HIS

LYs

PRO

[ ALA

ASP
ARG
HIS
HIS
LEU
GLU
ALA
VAL
ASN
GLY
LEU
TYR

HIS

XY



ahol

Rl ASP,
R2 GLN,
R3 GLU,
R4 ASP,
R5 GLN,
R6 VAL,
R7 ASP,
R8 PRO,
R9 ARG,
RlO LEU,
R11 egy delécid, és ahol
R12 ASN.

3. A 2. igénypont szerinti eljdréds, azzal
jellemezve, hogy a pLPC-N vagy pGT-N plazmidok egyikét

haszndljuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy az adott dezoxi-ribonukleinsav az aldbbi

polipeptidet k&dolja:



HoN-MET

SER

GLU

ASP

LEU

ASP

GLY
SER
PRO

LYS

VAL

GLU
TRP
PRO
LEU
PRO
THR
LYS
PRO
MET
ASP
VAL
GLY

ILE

GLY

HIS

LEU

PHE

GLU

GLY

PHE

GLY

CYS

ALA

ARG

GLN

LEU

SER

GLU

ASN

ASP
LEU
ARG
HIS
LEU
SER
GLY
VAL

ARG

GLN

ARG

GLU

TRP

HIS

ILE

CYS

CYS

VAL

SER

VAL

I1E

LYS

LYS

TYR

GLN

SER

VAL

ASN

ASN

CYS

GLY

LEU

ASP

LEU
PRO
VAL
HIS
GLU
SER
PRO
GLY

GLN

PRO
LYs

HIS

VAL
HIS
LYS
TRP
SER
PRO
GLY
THR
ARG
GLU
ALA
GLY

VAL

LYS

ALA

LEU

SER

LYS

CYS

SER

ARG

HIS

GLY

PHE

LEU

LEU

PRO

LEU

GLU

LYS

LEU

GLY

THR

CYS

GLY

PRO

SER

LYs

GLU

SER

PRO

ARG

SER

LYS

HIS

PHE

GLU

TYR

TYR

PRO

LYs

LEU

SER

LEU

LEU

SER

THR

ALA

PHE
SER
ILE
MET
TRP

VAL

LEU

LEU

ILE

LEU

GLU

VAL

SER

SER

VAL

CYS

Lys

CYS

ARG

GLY

ASP

TRP

VAL

ASP

THR

LEU

GLU ¢

GLY 1

VAL

GLU

LEU

VAL

GLY

SER

PRO

S0

LEU LEU PHE

ASP

ARG

GLU

ASP

LEU

CYS

SER

LEU

LEU

GLY

ASP

LYS

SER

VAL

ARG

LEU

GLU

ARG

GLN

SER
LYS
ARG
PHE
GLY
CYS
ASP
PHE
GLU
GLY
ARG
THR
MET
LYS
LEU
LEU
ASP
ASP
GLN
GLU
HIS
ASN
MET
ASP
SER
GLY
TYR

LYS

VAL
ARG
GLU
GLN
ASP
CYS
CYs
LEU
GLU
ASP
PRO
GLU
THR
LYS
THR
GLY
ILE
ASN
THR
LEU
SER
PHE
SER

ARG

CYs
LEU

SER

VAL

PHE

CYS

ASN

GLN

GLY

ARG

ASN

VAL

ASP

TRP

ARG

LYS

ALA

GLU

Lys

ASP

ILE

ASN

SER

ILE

ASN

GLN

HIS

GLY

ASP

TRP

ALA

SER

ASN

I1E

VAL

CYS

HIS

SER

CYS

GLY

LEU

LYS

TYR
GLU
JLE
VAL
GLN
ARG
LYS
MET
ASP
GLY
LEU
TRP

ALA

THR

SER

SER

GLU

ASP

LEU

GLY

GLY

SER

LEU

ARG

GLY

ALA

HIS

ASP

VAL

ALA

PRO

ALA

GLU

I1E

VAL

ALA

THR

LEU

ILE

TRP
SER
PHE
GLU
ASP
VAL
THR
TRP
LEU
ARG
GLN
MET
R4

ASP
CYS
CYS
LEU
PHE
LEU
ILE
GLY
LYS
PRO
SER
CYS
TRP
HIS

HIS

GLY
GLU
LEU

ILE

LEU
Cys
GLU
ASP
ARG
CYS

GLU

SER
GLY
MET
ARG
VAL
LEU
CYS
GLN
GLU
VAL
GLU
GLU
PHE
ASN

GLY

PR0O-COOH,

ILE

ARG

GLU

CYS

LEU

PRO

ILE

GLY

ASN

CYS

HIS

LYS

PRO

ALA

ASP

ARG

HIS

HIS

LEU

GLU

ALA

VAL

ASN

GLY

LEU

TYR

HIS
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R1 ASP,

R2 GLN,

GLU,

R3

R4 ASP,

R_ GLN,
5

R VAL,
6

R7 PHE,
R PRO,
g

R ARG,
9

R LEU,
10

R11 egy delécid, és ahol

ASN.

R12 S

5. n 4. igénypont szerinti eljédréds, azzal

jellemezve, hogy a pLPC-FN plazmidot hasznd&ljuk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdréds, azzal
jellemezve, hogy az adott dezoxi-ribonukleinsav az alébbi

polipeptidet kdédolja:

HoN-MET TRP GLN LEU THR SER LEU LEU LEU PHE VAL ALA THR TRP GLY ILE
SER GLY THR PRO ALA PRO LEU ASP SER VAL PHE SER SER SER GLU ARG
ALA HIS GLN VAL LEU ARG ILE ARG LYS ARG ALA ASN SER PHE LEU GLU

. GLU LEU ARG HIS SER SER LEU GLU ARG GLU CYS ILE GLU GLU ILE CYS

[XX1]



ASP

ALA

LEU

ASP

ARG

GLY

SER

PRO

LYS

TRP

VAL

GLU

TRP

PRO

LEU

PRO

THR

LYS

PRO

MET

ASP

VAL

GLY

ILE

PHE

PHE

GLU

GLY

PHE

GLY

CYS

ALA

ARG

GLN

LEU

SER

GLU

ASN

ALA

ASP

LEU

ARG

HIS

LEU

SER

GLY

VAL

ARG

GLU
TRP
HIS
ILE
CYS
CYS
ALA
VAL
SER
Rg

VAL
ILE
LYS
LYS
TYR
GLN
SER
VAL
ASN
ASN
CYS
GLY
LEU
TYR

ASP

GLU

SER

PRO

GLY

GLN

THR

PRO

LYS

HIS

VAL

HIS

LYS

SER

PRO

GLY

THR

ARG

GLE

ALA

GLY

VAL

THR

LYS

LYS

CYS

SER

ARG

HIS

GLY

PHE

LEU

LEU

PRO

LEU

GLU

LYS

ALA

LEU

GLY

CYS

GLY

PRO

SER

LYs

GLU

LYS

HIS

ALA

PHE

GLU

TYR

TYR

PRO

LYS

LEU

SER

LEU

LEU

SER

THR

ALA

TRP

PHE

SER

MET

TRP

VAL

GLU

VAL

SER

SER

VAL

CYS

LYS

CYS

ARG

GLY

ASP

TRP

VAL

ASP

THR

LEU

GLU

GLY

VAL

GLU

LEU

VAL

GLY

SER

PRO

ILE

ASP

LEU

CYS

SER

LEU

LEU

GLY

ASP

LYS

SER

VAL

ARG

LEU

THR

SER

ARG

TYR

LEU

VAL

GLY

ALA

GLU

ARG

GLN

92

PHE

GLY

CYS

ASP

PHE

GLU

GLY

ARG

MET

LYS

LEU

LEU

ASP

ASP

GLN

GLU

HIS

ASN

MET

ASP

SER

GLY

TYR

LYS

GLN

ASP

CYS

CYS

LEU

GLU

ASP

PRO

GLU

THR

LYS

THR

GLY

ILE

ASN

THR

LEU

SER

PHE

SER

ARG

PHE

CYS

LEU

SER

ASN

GLN

GLY

ARG

ASN

VAL

ASP

TRP

ARG

LYs

ALA

GLU

LYS

ASP

ILE

ASN

SER

ILE

ASN

GLN

HIS

GLY

ASP

TRP

VAL

CYS

HIS

SER

CYS

GLY

LEU

LYs

ARG

LEU

ALA

TYR

GLU

ILE

VAL

GLN

ARG

LYs

MET

ASP

GLY

LEU

ALA

ASP

LEU

GLY

GLY

SER

TRP

LEU

ARG

GLY

ALA

HIS

ASP

VAL

PRO

GLU

ILE

VAL

ALA

THR

LEU

ILE

ASP

VAL

LEU

ARG

GLN

MET

ASP

CYS

CYS

LEU

PHE

LEU

ILE

GLY

LYS

PRO

SER

CYS

TRP

HIS

HIS

THR

LEU

CYS

GLU

ASP

CYS

GLU

SER

GLY

MET

ARG

VAL

LEU

CYS

GLN

GLU

VAL

GLU

GLU

PHE

ASN

GLY

PRO-COOH,

LEU

PRO

ILE

GLY

ASN

CYS

HIS

LYS

PRO

ALA

ASP

ARG

HIS

HIS

LEU

GLU

ALA

VAL

ASN

GLY

LEU

TYR

HIS
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ahol
R1 ASP,
R2 GLN,
R3 GLU,
R4 ASP,
R5 GLN,
R6 VAL,
R7 PHE,
R8 PRO,
R9 ARG,
RlO LEU,
Rll egy delécid, és ahol
Rl2 ASN.

7. A 6. igénypont szerinti eljéréds, azzal

jellemezve, hogy a PLPC-SC plazmidot haszndljuk.

8. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy az adott dezoxi-ribonukleinsav az alabbi

polipeptidet kd&dolja:



H,N-MET

SER

GLU

ASP

LEU
ASP
ARG
. GLY
SER
PRO

LYS

VAL

TRP
PRO
LEU
PRO
THR
LYS
PRO
MET
ASP
VAL
GLY

ILE

TRP
GLY
HIS
LEU
PHE
PHE
GLU
GLY
PHE
GLY
CYS
ALA

ARG

GLN

LEU

GLU

ASN

ASP
LEU
ARG
HIS
LEU
SER
GLY
VAL

ARG

GLN

GLN

ARG

GLU

TRP

HIS

ILE

CYS

CYS

ALA

VAL

SER

VAL

ILE

LYS

TYR

GLN

SER

VAL

ASN

ASN

CYS

GLY

LEU

ASP

LEU

PRO

VAL

HIS

GLU

SER

PRO

GLY

GLN

THR

PRO

LYS

HIS

VAL

HIS

TRP

SER

PRO

GLY

ARG

GLU

GLY
VAL
THR

LYs

LEU

SER

ALA

LYS

CYS

SER

ARG

HIS

GLY

PHE

LEU

LEU

PRO

GLU

LYS

LEU

GLY

THR

CYS

GLY

PRO

SER

LYS

GLU

SER
PRO
ARG
SER
1Ys
HIS
ALA
PHE
GLU
TYR
TYR
PRO

LYS

LEU

SER

LEU

SER

PHE
SER
ILE
MET
TRP

VAL

1EU

LEU

ILE

LEU

GLU

VAL

SER

SER

VAL

CYS

LYS

CYS

ARG

GLY

ASP

TRP

ASP

THR

LEU

GLU

GLY

VAL

GLU

LEU

VAL

GLY

SER

PRO

LEU

ASP

ARG

GLU

ILE

LEU

CYS

SER

LEU

LEU

GLY

ASP

LYS

SER

VAL

LEU

SER

ARG

LEU

VAL

GLY

ALA

GLU

ARG

GLN

94

1LED

SER

LYS

ARG

PHE

GLY

CYS

ASP

PHE

GLU

GLY

ARG

MET

LYS

LEU

ASP

ASP

GLN

GLU

HIS

ASN

MET

ASP

SER

GLY

LYS

PHE

VAL

ARG

GLU

GLN

ASP

CYS

CYs

LEU

GLU

ASP

PRO

GLU

THR

LYS

THR

ASN

THR

LEU

SER

PHE

SER

ARG

PHE

CYsS

LEU

SER

VAL

PHE

CYS

ASN

GLN

GLY

ARG

ASN

VAL

ASP

ARG

LYS

ALA

LYS

ASP

ILE

ASN

SER

ILE

ASN

GLN

HIS

GLY

ASP

TRP

SER

ASN

ILE

VAL

CYS

HIS

SER

CYS

GLY

LEU

LYS

ARG

LEU

ALA

GLU

VAL

GLN

ARG

LYS

MET

ASP

GLY

LEU

TRP

SER

SER

GLU

ASP

LEU

GLY

GLY

SER

TRP

LEU

ARG

GLY

ALA

HIS

VAL

ALA

PRO

GLU

ILE

VAL

ALA

THR

LEU

TRP

SER

PHE

GLU

ASP

VAL

THR

TRP

LEU

ARG

GLN

MET

ASP

CYS

CYS

GLY

LYS

PRO

SER

CYs

TRP

HIS

GLY

GLU

LEU

ILE

LEU

CYS

GLU

ASP

ARG

CYS

GLU

SER

GLY

MET

VAL

LEU

CYS

GLU

VAL

GLU

GLU

PHE

ASN

ILE HIS GLY

PRO-COCH,

ILE

ARG

GLU

CYS

LEU

PRO

ILE

GLY

ASN

CYS

HIS

LYS

PRO
ALA

ASP

HIS

HIS

LEU

N GLU

ALA

VAL

ASN

GLY

LEU

HIS



ahol
Rl ASP,
R2 GLN,
R, GLU,
o}
R4 ASP,
R_ GLN,
2
R6 VAL,
R7 ASP,
PRO,
R8 (0]
R ARG,
9
LEU,
RlO
Rll ILE, és ahol
ASN.
R12 S

9. A 8. igénypont szerinti eljaréds, azzal

jellemezve, hogy a pLPC-LIN plazmidot haszndljuk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal
jellemezv, hogy az adott dezox-ribonukleinsav az aldbbi
polipeptidet kddolja:

HoN-MET TRP GLN LEU THR SER LEU LEU LEU PHE VAL ALA THR TRP GLY ILE
SER GLY THR PRO ALA PRO LEU ASP SER VAL PHE SER SER SER GLU ARG
ALA HIS GLN VAL LEU ARG ILE ARG LYS ARG ALA ASN SER PHE LEU GLU

GLU LEU ARG HIS SER SER LEU GLU ARG GLU CYS ILE GLU GLU ILE CYS

ASP PHE GLU GLU ALA LYS GLU ILE PHE GLN ASN VAL ASP ASP THR LEU



LEU
ASP
ARG
GLY
SER
PRO

LYS

TRP
VAL
GLU
TRP
PRO
LEU
PRO
THR
LYs

PRO

ASP
VAL
GLY

ILE

PHE
GLU
GLY
PHE
GLY

CYS

ARG

GLN
LEU
SER
GLU

ASN

ASP
LEU
ARG
HIS
LEU
SER

GLY

ARG

TRP

HIS

ILE

CYs

CYs

ALA

VAL

SER

VAL

ILE

LYS

LYs

GLN

SER

VAL

ASN

ASN

CYS

GLY

LEU

TYR

ASP

SER
PRO
GLY
GLN
THR
PRO
LYS

HIS

VAL
HIS
LYS
TRP
SER
PRO
GLY
THR
ARG

GLU

GLY
VAL
THR

LYS

LYS
CYs
SER
ARG
HIS
GLY
PHE

LEU

LEU
PRO
LEU
GLU
LYS
ALA
LEU
GLY
THR
CYS
GLY
PRO
SER
LYS

GLU

HIS

PHE
GLU
TYR
TYR
PRO

LYS

LEU
SER
LEU
LEU
SER

THR

TRP
PHE
SER
ILE
MET
TRP
VAL

ALA

VAL
SER
SER
VAL
CYS
LYS
CYs
ARG
GLY
ASP
TRP
VAL
ASP
THR
LEU
GLU
GLY
VAL
GLU
LEU
VAL
GLY
SER

PRO

ASP
LEU
CYS
SER
LEU
LEU
GLY
ASP
LYs
SER
VAL
ARG

LEU

SER
ARG
TYR
LEU
VAL
GLY
ALA
GLU
ARG

GLN

96

GLY
CYS
ASP
PHE
GLU
GLY
ARG
THR
MET
LYS
LEU
LEU
ASP
ASP
GLN
GLU
HIS
ASN
MET
ASP
SER
GLY
TYR

LYS

ASP
CYS
CYs
LEU
GLU
ASP
PRO
GLU
THR
LYS
THR
GLY
ILE
ASN
THR
LEU
SER
PHE
SER
ARG
PHE
CYS
LEU

SER

GLN
GLY
ARG
ASN
VAL
ASP

TRP

ARG
LYsS
ALA
GLU
LYS
ASP
ILE
ASN
SER
ILE
ASN
GLN
HIS
GLY
ASP

TRP

CYs
HIS
SER
CYS
GLY
LEU

LYs

ARG
LEU

ALA

GLU
ILE
VAL
GLN
ARG
LYys
MET
ASP
GLY
LEU
TRP

ALA

LEU

GLY

GLY

SER

TRP

LEU

ARG

GLY
ALA
HIS
ASP

VAL

PRO

ALA

GLU

ILE

VAL

ALA

THR

LEU

ILE

VAL

TRP
LEU
ARG
GLN

MET

ASP
CYs
CYS
LEU
PHE
LEU
ILE
GLY
LYS
PRO
SER
CYs
TRP
HIS

HIS

LEU
CYS
GLU
ASP
ARG
CYS

GLU

SER
GLY
MET
ARG
VAL
LEU
CYS
GLN
GLU
VAL
GLU
GLU
PHE
ASN

GLY

PRO-COOH,

PRO

ILE

GLY

ASN

CYS

HIS

LYs

PRO
ALA
ASP
ARG
HIS
HIS
LEU
GLU
ALA
VAL
ASN
GLY
LEU
TYR

HIS

o



ahol

Rl ASP,
R2 GLN,
R3 GLU,
R4 ASP,
R5 GLN,
R6 "VAL,
R7 PHE,
R8 PRO,
R9 ARG,
R10 LEU,
R11 ILE, és ahol
R12 ASN.

11. A 10. igénypont szerinti eljéréds, azzal

jellemezve, hogy a pLPC-FLIN plazmidot haszndljuk.

12. Eljérds a humdn C protein zimogén alakja-
nak rekombindns eld84llitdsdra eukaridta gazdasejtb8l t&r-

ténd szekrécidval, azzal jellemezve, hogy

A) egy eukaridta gazdasejtet az alabbi szekven-
cidkbdl 4116 rekombinédns dezoxi-ribonukleinsav

vektorral transzformdlunk:

a/ egy aminosav szekvencidt meghatdrozé dezoxi-
-ribonukleinsav szekvencia, amely aminosav
szekvencia az aminoterminédlis végt&l a karboxil-

termindlis végig 411:



TRP

VAL

GLU

PRO

LEU

PRO

LYS

PRO

MET
ASP
VAL
GLY

ILE

Rg

GLN
LEU
SER
GLU
ASN
ALA
ASP
LEU
ARG

HIS

LEU
SER
GLY
VAL

ARG

I/

11/

I11/

v/

VAL VAL
ILE HIS
LYS LYS
LYS TRP
TYR SER
GLN PRO
SER GLY
VAL THR
ASN ARG

ASN GLU

CYS ALA
GLY GLY
LEU VAL
TYR THR

ASP LYS

LEU

PRO

LEU

GLU

LYys

ALA

LEU

GLY

CYS

GLY

PRO

SER

LYS

GLU

98

egy szigndlpeptid és egy gamma-karboxilezett

propeptid,

szekretdlt protein;

a humdn C protein k&nnyil ldnca;

az alébbi dipeptidek egyike:

ARG-LYS,

LYS-LYS vagy ARG-ARG;

az aldbbi aminosav szekvencia:

LEU

SER

LEU

LEU

SER

THR

ALA

TRP

PHE

SER

ILE
MET
TRP
VAL

ALA

GLY

TRP

VAL

ASP

THR

LEU

GLU

GLY

VAL

GLU

LEU

VAL

GLY

SER

PRO

ASP THR GLU

LYs

SER

VAL

ARG

LEU

THR

SER

ARG

TYR

LEU

VAL

GLY
ALA

GLU

GLN

MET

LYS

LEU

LEU

ASP

ASP

GLN

GLU

HIS

ASN

MET

ASP

SER

GLY

TYR

LYs

THR

LYS

THR

GLY

ILE

ASN

THR

LEU

SER

PHE

SER

ARG

PHE

CYS

LEU

SER

GLU

LYsS

ASP

ILE

ASN

SER

ILE

ASN

GLN

HIS

GLY

ASP

TRP

Ry

ARG
LEU
ALA
TYR
GLU
ILE
VAL
GLN
ARG
LYS

MET

ASP
GLY
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B)

ASP vagy
GLN vagy
GLU vagy
ASP vagy
GLN,

VAL vagy
ASP, PHE
PRO,

ARG,

LEU wvagy

ILE vagy

LEU,
HIS,
LYs,

LEU,

THR,

vagy TYR,

THR,

egy delécid, és ahol

ASN és -COOH a karboxiltermindlis vég:

a dezoxi-

ribonukleinsav szekvencia expresszid-

jét irdnyitdé promoter;

az A) lépésben traszformidlt gazdasejtet az

adott dezoxi-ribonukleinsav szekvencia expresz-

szi6jat megengedd koértilmények kdzdtt tenyészt-

jik, és

a tenyészetbdl elkiilénitjiik a C) protein zimogén

alakjét.
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