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KIVONAT

A talalmany targyat a kalcineurin anyagcsere szabilyo-
zasa és az interleukin—2 T-sejtek altal val6 expresszi6ja-
nak befolyésolasa, a sejtek bizonyos peptidekkel valo ke-
zelése révén, képezi.

Ugyancsak a taldlmany targyat képezi egy kalcineu-
rint k6tS peptid — amely adott esetben megkoti a PKA-t
és az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-
Lys-Pro,

Kétoprotein funkcié modulatorok,
eljaras eléallitdsukra és alkalmazasuk

Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-
Pro-Leu-Gln

vagy az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-
Pro-Phe-Lys

aminosavszekvenciat tartalmazza — és ennek alkalma-
zasa olyan gyogyszer elGallitdsara, amely a kalcineu-
rinaktivitast gatolja egy sejtben, a sejtnek a kalcineurint
kotd peptiddel valo érintkeztetése soran.
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A taldlmény targyat altaldban a kalcineurin foszfatizen-
zimes aktivitisinak szabélyozasa és az interleukin—-2 T-
sejtek altal valo expresszidjanak befolydsolasa képezi.
Pontosabban, a jelen taldlmany targya a kalcineurin fosz-
fatazaktivitdsdnak gatldsa bizonyos peptidekkel, és a T-
sejt interleukinexpresszidjinak fokozésa a sejtek bizo-
nyos peptidekkel valo kezelése révén.

A kalcineurin egy Ca2+/kalmodulin dependens
fehérjefoszfatdz, amely szamos intracellularis szignal bio-
szintézis ut résztvevdje [Guerini és Klee: Proceedings of
the National Academy of Sciences, USA 86, 9183-9187
(1989)]. Az enzimet az éleszt6kt6l az emldssejtekig terje-
ddé eukaridta sejtekben izolaltak [Cyert és Thomer: J.
Cell. Biol. 107, 841a (1989); Klee és munkatarsai: Adv.
Enzymol. 61, 149-200 (1984)]. Mivel a kalcineurin ké-
pes szamos szignal bioszintézis Gtban részt venni ugyan-
abban a sejtben, ezért a kalcineurinaktivitds specifikus
irdnyitasdra léteznie kell valamilyen eszkdznek. Az en-
zimaktivitds specifikus irdnyzasanak egyik eszkoze a
kompartmentalizacio. A kompartmentalizici6 elvalasztja
a szignal bioszintézis utakat, és hozzajarul a kiilénbozs
ingerekre adott sejtvalaszok specifikussdgahoz. Bizo-
nyos enzimek kompartmentalizicioja (gy jon létre, hogy
az enzimek specifikus rogzitéfehérjékkel 1épnek kolcson-
hatasba. Példaul a cAMP-dependens proteinkinéz (PKA)
specifikus intracelluldris pontokban rogziil, az A-kinaz
rogzitéfehérjékhez (AKAP-ok) kotddve. Mivel az
AKAP-okr6l kimutattdk, hogy nemcsak a PKA-fehér-
Jjéket kotik meg, ezért ezt a fehérjecsaladot a tovabbiak-
ban mint rogzitéfehérjéket emlitjiikk [Hirsch és munkatér-
sai: Journal of Biological Chemistry 267, 2131-2134
(1992)]. A cAMP aktivélja a PKA-t, oly médon, hogy a
nyugalomban levé PKA holoenzim szabalyozo alegysé-
geihez (R) kotddik, és ezzel az aktiv katalitikus alegység
(C) felszabadulasat okozza. Az R alegységnek két oszta-
lya létezik: az RI és az RII, amelyek az I-es és Il-es tipu-
su PKA holoenzimeket hozzék létre. Ezeknek a PKA izo-
formaknak a szubcellularis eloszlasa eltérének tlinik. Az
RI izoformakrol (RIa és RIP) leirjak, hogy f6leg a citop-
lazmaban fordulnak el, és ki vannak zirva a sejtmag-
1észbdl, mig az RII izoformdk (RIla és RIIB) szemcsé-
sek, és a plazmamembranhoz, a citoszkeletdlis kompo-
nensekhez, a szekrécios granulumokhoz, a Golgi-appa-
ratushoz, a centroszomakhoz, vagy esetleg a sejtmagok-
hoz kapcsolodnak.

A rogzitbfehérjéket szdmos kiilonbdz8 szervezet-
ben azonositottak. Legaldbb hét olyan fehérjét azonosi-
tottak az Aplysia californicdban, egy gerinctelen tenge-
ri dllatban, amelyek megkotik a PKA szabalyozo alegy-
ségét [Cheley és munkatarsai: Journal of Biological
Chemistry 269, 2911-2920 (1994)]. Ezek koziil a fe-
hérjék koziil az egyik a nyers membranfrakcidkban és a
taxollal stabilizalt mikrotubulusokban disul fel, igy te-
hat rogzitheti a mikrotubulusokat a sejtmembranhoz, és
megkdtheti a PKA-t. Azonositottak egy eml8s-rogzits-
fehérjét, amely a mikrotubulusok rokona; a mikrotubu-
lushoz kapcsolt fehérje 2 (MAP2) a PKA-t a citoszkele-
tonhoz koti [Threurkauf és Vallee: Journal of Biolo-
gical Chemistry 257, 3284—3290 (1982); DeCamilli és
munkatarsai: J. Cell. Biol. 7103, 189-203 (1986)].
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A MAP2-n a PKA-k6t6 hely egy 31 tagii peptid a mole-
kula N-terminalis régi6jaban [Rubino és munkatdrsai:
Neuron 3, 631-638 (1989); Obar és munkatarsai: Neu-
ron 3, 639-645 (1989)].

Egy misik rogzitGfehérje, amely a mikrotubulusok-
hoz kapcsolodik, az AKAP 150, a dendritekben halmo-
zodik fel, szoros kapcsolatban a mikrotubulusokkal
[Glantz és munkatarsai: Mol. Biol. Cell. 3, 1215-1228
(1992)]. Az AKAP 150 szdmos kiilénb6z3 neuronalis
sejttipusban megtalalhatd, és a rogzitGfehérjék azon
csaladjanak tagja, amely fehérjék a f6 rogzitSfehérjék az
eml6sok agydban. Ennek a csaladnak egyéb tagja még
az AKAP 75, amely a szarvasmarhak agyaban talalhato
meg, és az AKAP 79, amely az emberi agyban talalhato
meg [Glantz és munkatérsai: Journal of Biological Che-
mistry 268, 12 796—12 804 (1993)]. Az AKAP 75 a
citoszkeletalis elemeket lathatoan két nem egybefiiggd
région keresztil k6ti meg, amelyek az AKAP 75 N-ter-
mindlisdnak kozelében vannak. Az AKAP 79 a humén
elGagyban fGleg a posztszinaptikus ,,densities”-ben tall-
haté meg [Carr és munkatéarsai: Journal of Biological
Chemistry 267, 16 816—16 823 (1992)].

Egyéb rogzitéfehérjéket is leirtak. Leirtak, hogy ha a
granulosasejteket follikuluszserkenté hormonok és Osztra-
diol hatasanak teszik ki, akkor ez serkenti egy 80 kDa mé-
retli AKAP expresszidgjat [Carr és munkatdrsai: Journal
of Biological Chemistry 268, 20 729-20 732 (1993)].
Egy mésik AKAP-ot, jele Ht31, egy human tiroid cDNS-
konyvtarbol klonoztak [Carr és munkatdrsai: Journal of
Biological Chemistry 267, 13 367—13 382 (1992)]. Egy
masik rogzitéfehérje, az AKAP 95, megvaltoztatja az
intracellularis lokaliz4cidjat a sejtciklus soran. Az AKAP
95 egy integralis sejtmagfehérje az interfazisban, de
oOsszekapcsolodik a citoplazmatikus PKA-val, ha a sejt-
magmembran lebomlik a mitozis soran. Ez azt sugallja,
hogy az AKAP 95 szerepet jatszhat a PKA néhény izo-
formja célzasi aktivitdsaban, a sejtciklushoz kot6do
cAMP-re reagilo események soran [Coghlan és munka-
tarsai: Journal of Biological Chemistry 269, 7658—7665
(1994)]. Egyéb ismert rogzitGfehérje egy 85 kDa méretii
AKAP, amely a PKA-t a Golgi-késziilékhez kapcsolja
[Rios és munkatérsai: EMBO J. 11, 1732-1731 (1992)],
és egy 350 kDa méretii AKAP, amely a PKA-t a cent-
romérakhoz kapcsolja [Keryer és munkatarsai: Exp.
Cell. Res. 204, 230—240 (1993)].

Az ismert rogzit6fehérjék egy koz6s mechanizmus-
sal kotik a PKA-t. Jollehet a rogzitéfehérjék primer
szerkezete nem konzervalddott, mindegyiknek van egy
szekunder motivuma, amely egy amfipatikus hélixré-
giot tartalmaz [Scott és McCartney: Mol. Endo. 8,
5-11 (1994)]. A rogzitéfehérjéknek a PKA szabalyozo
alegységéhez valo kot6dését egy olyan peptid blokkol-
ja, amely utdnozza a rogzit6fehérjék PKA-k6t6 régidja-
nak ezt a helikalis struktarajat. A peptid helikalis struk-
turdjat egy aminosavhelyettesitéssel elrontva meg lehet
sziintetni a PKA-rogzitd fehérje kotésének blokkolasat
[Carr és munkatarsai: Journal of Biological Chemistry
266, 14 188-14 192 (1991)], jelezve ezzel, hogy a
PKA-kotés a rogzitGfehérjék amfipatikus hélixében for-
dul eld, és ezt a rogzitéfehérjék szekunder szerkezete



1 HU 221 881 B1 2

szabalyozza. A PKA-nak ez a rogzitSfehérjékkel vald
intracellularis rogzitése és lokalizdldsa lehetGséget ad
egy kindz elvalasztisira, amely, a kalcineurinhoz ha-
sonléan, szdmos szignal bioszintézis Gtban altalanos,
meégis bioszintézisut-specifikus médon képes hatni.

A PKA szimos intracellularis bioszintézis utban md-
kadik. Példaul, az AKAP 79 és a PKA kozotti kotédés
gatlasarél a hippokampusz neuronjaiban kimutattik,
hogy gatolja az alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazol
propionsav/kainat glutaméatreceptorokat [Rosenmund és
munkatérsai: Nature 368, 853—856 (1994)]. Ez azt mu-
tatja, hogy a PKA szabdlyozza ezeket a receptorokat.
A PKA ezenkiviil szabalyozza a glikogén foszforilaz-
aktivitasat, reverzibilisen foszforilezve az enzimet, az
intracellularis cCAMP hormonalisan indukalt névekedésé-
re adott vélaszként [Walsh és munkatirsai: Journal
of Biological Chemistry 243, 3763-3765 (1969)].
A cAMP-1dl azt is kimutattak, hogy a Raf-1 aktivalasat
Ras-szal gétolja, ezéltal blokkolja a MAP kin4z bioszin-
tézis utat [Vojtek és munkatarsai: Cell 74, 205-214
(1993); Hafner és munkatarsai: Mol. Cell. Biology 14,
6696—-6703 (1994)]. Ezek a bioszintézis utak szidmos
sejttipusban lényegesek, és szamos sejtfunkcidban sze-
repet jitszanak, azaz példdul az interleukin-2 gén
transzkripciondlis aktivaldsdban, ami a T-sejtek akti-
valasanak fontos lépése [Weiss és Littman, Cell 76,
263-274 (1994); Owaki és munkatirsai: EMBO J. 12,
4367-4373 (1993)].

A PKA-hoz hasonl6an a kalcineurin is kapcsolodik a
T-sejt aktivalasahoz [Clipstone és Crabtree: Nature 357,
695-697 (1992); O’Keefe és munkatdrsai: Nature 357,
692-694 (1992)]. A T-sejtekben a kalcineurin részt vesz
az [L-2-expresszi6 szabalyozasaban a T-sejt serkentését
kdvetden [Weiss és Littman, Cell 76, 263—274 (1994)].
Az aktivalt T-sejtek sejtmagfaktordrol (NFAT,) kimutat-
tak, hogy a kalcineurin foszfatizaktivitas szubsztratja.
Azt javasoltdk, hogy a T-sejt serkentését kovetSen a
kalcineurin altal kézvetitett NFAT -defoszforilezés lehe-
t6vé teszi az NFAT,, transzlokéciojét a citoplazmabol a
sejtmagba, ahol az NFAT,, kélcsonhatasba 1ép a Fos-szal
és a Jun-nal, ezzel indukalva az IL—2 gén expressziojat
[Jain és munkatarsai: Nature 365, 352355 (1993)].

A kalcineurin szerepe a T-sejt aktivélaséban célpon-
tot ad a T-sejtek altal kozvetitett rendellenességekkel
szembeni terapias beavatkozasra, és szamos kiilénboz6
gyogyszert fejlesztettek ki, amelyek gatoljak a kalci-
neurint. Két kalcineuringdtlo anyagot, a ciklosporin A-t
(ciklosporin) és az FK506-ot hasznélnak a klinikikon
[Thomson és Starzl: Immunol. Rev. 136, 71-98
(1993)]. Mind a ciklosporin, mind az FK506 csak az-
utan gatolja a kalcineurint, hogy az kiilénb6z8 intracel-
lularis fehérjékhez kotGdott, amelyek immunofilinek
néven ismertek (azaz ciklofilin és FKBP 12) [Schreiber
és Crabtree: Immunology Today 13, 136-142 (1992)].
Tehét a ciklosporin és az FK506 prodrugként midkodik.
A megfeleld immunofilinjiikkh6éz valé kot6dés utan a
gyogyszer/immunofilin komplexek megkotik a kalci-
neurint, ezzel gatoljak a foszfatdzaktivitast.

A kalcineuringétlast leghatékonyabban a szervatiil-
tetést kovetd kilok8dés kezelésében hasznaltak ki.
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A ciklosporint és az FK506-ot vese-, méj-, sziv-, tiidg-
és csontvel§-atiiltetéseknél hasznaljédk [The Canadian
Multicentre Transplant Study Group: N. Engl. J. Med.
314, 12191225 (1986); Oyer és munkatarsai: Transplant
Proc. 15 Suppl. 1, 2546—-2552 (1983); Starzl és munka-
tarsai: N. Engl. J. Med. 305, 266—269 (1981); The To-
ronto Lung Transplant Group: JAMA 259, 2258—-2262
(1988); Deeg és munkatarsai: Blood 65, 1325-1334
(1985)]. Ezeknek a gyogyszereknek az alkalmazisa je-
lent6sen megnoveli az atiiltetett szovet tilélésének ide-
Jét, és csokkenti az atiiltetés utdni morbiditast [Najarian
és munkatarsai: Ann. Surg. 205, 142-157 (1985);
Showstack és munkatarsai: N. Engl. J. Med. 32/,
1086-1092 (1989)].

A ciklosporint szamos autoimmun betegségben is al-
kalmazzak. Az uveitisz altaldban néhany hetes kezelés
utan javul, de gyorsan jra romlani kezd, amikor a cik-
losporinkezelést abbahagyjak [Nussenblatt és munkatar-
sai: Am. J. Ophthalmol. 96, 275-282 (1983)]. Hasonl6-
képpen, a pszoriazis altalaban javul a ciklosporinke-
zelés hatdséara, de gyorsan romlani kezd a kezelés abba-
hagyéasdval [Ellis és munkatarsai: JAMA 256,
3110-3116 (1986)]). Az inzulinfiiggetlenség ,naszit”-
periodusait lehet indukalni és meghosszabbitani mind
az I-es tipusi, mind a II-es tipusi diabetesz mellitusz
elsd eléfordulasakor, ha ciklosporint adnak be az inzu-
linkezelés els§ két honapjaban [Feutren és munkatar-
sai: Lancet 2, 119-124 (1986); Bougneres és munka-
tarsai: N. Engl. J. Med. 318, 663—670 (1988)]. A nefro-
lis és szegmentalis nefropatiat, a membrénos és IgA al-
tal kdzvetitett nefropatiat is, érzékenyek lehetnek a cik-
losporinra, jollehet a proteinuridban megfigyelt csokke-
nések a glomularis sziirési sebesség csokkenésének a
kévetkezményei lehetnek és nem az alapmembréan gy6-
gyuldsanak a kovetkezményei [Tejani és munkatarsai:
Kidney Intl. 29, 206 (1986)]. A ciklosporinadagolasnak
van dozisfiiggd hatdsa a reumatoid artritiszre is, jolle-
het az ilyen kezelés a nefrotoxicitas gyakori el6fordula-
sat is okozhatja [Ferre és munkatdrsai: Arthritis
Rheum. 30, 88-92 (1987)].

Amint az el6zékben emlitettiik, a ciklosporin kot6-
dik a nefrotoxicitdshoz [Mason: Pharmacol Rev. 42,
423-434 (1989)].

Elnyomott vesefunkciok figyelhet6k meg szinte
mindegyik, ciklosporinnal kezelt betegben [Kahan: N.
Engl. J. Med. 321, 17251738 (1989)]. Ez 4ltaldban
visszafordithat6 a ciklosporinkezelés leallitisaval. Saj-
nos a szervatiiltetésben részesiilt betegeknél a ciklospo-
rin egyéb, altalanosan hasznalt immunszuppressziv sze-
rekkel valo helyettesitése az atiiltetett szovet kilokGdé-
sének veszélyével jar. A veseatiiltetést kapott bete-
geknél ez a dializis Ujra beinditasat teheti sziikségessé.
Azokndl a betegeknél, akik szivet, tiid6t vagy majat
kaptak, az atiiltetett szovet kilokGdése halalos lehet. J61-
lehet kevésbé éltalanos, mint a nefrotoxicitds, a ciklo-
sporinterapidhoz kapcsolodik még neurotoxicitis és he-
patotoxicitds is [de Groen és munkatérsai: N. Engl. J.
Med. 317, 861-866 (1987); Kahan és munkatirsai:
Transplantation 43, 197-204 (1987)].
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Az FK506 hasznalata is okoz jelent8s toxicitést.
A ciklosporinhoz hasonléan az FK506 is okoz nefro-
toxicitast [Peters és munkatdrsai: Drugs 4, 746-794
(1993)]. A klinikai megjelenés, a 1ézi6 morfolégidja és
eléfordulasa koriilbeliil ekvivalens a ciklosporinnal
megfigyelttel [McCauley: Curr. Op. Nephrol. Hyper-
ten. 2, 662-669 (1993)]. Az FK506 okoz neuro-
toxicitdst is [Eidelman és munkatérsai: Transplant
Proc. 23, 3175-3178 (1991); Fung és munkatérsai:
Transplant Proc. 23, 3105-3108 (1991)]. A ciklospo-
rinnal ellentétben az FK506-nak inkabb hepatotrop,
mint hepatotoxikus hatdsa van [Peters és munkatérsai:
Drugs 4, 746—-794 (1993)].

Korabbi vizsgalatok azt sugalljak, hogy az AKAP
79 egy tobbfunkcios rogzitéfehérje, amely képes leg-
alabb két szignalenzimmel asszocialodni, a PKA-val és
a Ca2+/kalmodulin dependens foszfatiz kalcineurinnal.
Mindegyik szignalenzim a rogzitSfehérje egy masik ré-
gidjahoz kotddik, és mindegyik enzim gatlodik, mikoz-
ben rogzitve van. Emellett azt is kimutattik, hogy a
Ca2+/foszfolipid-dependens proteinkindz (PKC) kot6-
dik az AKAP-hoz is, a PKA és a kalcineurin régi6jatél
is eltérd régidhoz. A PKA-hoz és a kalcineurinhoz ha-
sonléan a PKC aktivitasat is gatolja a rogzit6fehérjével
valo asszociacid. A PKC-kotd hely a rogzitéfehérje
els6 75 csoportjdban talalhato, és a peptidvizsgalatok
igazoltak, hogy az AKAP 79 31-52-es csoportjait tar-
talmazé fragmens gatolja a PKC aktivitdsat. A bizonyi-
tekok azt is sugalljik, hogy a kalmodulinnak a régzit6-
fehérjéhez val6 kotddése felszabadithatja a PKC aktivi-
tdsat, ami arra utal, hogy az AKAP 79 szekvencidval
verseng. Ahhoz, hogy még tovabb jellemezziik a PKC-
nak az AKAP 79-cel valo kolcsonhatasat, kisérleteket
végeztiink a PKC kotGhely jellemzésére, a PKC/AKAP
komplex szarvasmarhaagybol valé izolaldséara és annak
meghatirozasira, hogy a kalmodulin a PKC/AKAP
79 kélcsonhatas fizioldgiai szabalyozdja-e.

A PKC-feliilrétegzést elGszor szarvasmarha-agyliza-
tumokkal végeztiik, probaként nyulagy-PKC-t hasznal-
va. A PKC-kotést egy M7 jeld monoklonalis ellenanyag-
gal mutattuk ki, amely felismeri a PKCa és B izofor-
majat. Szamos PKC-kotd fehérjét mutattunk ki, ame-
lyeknek a mérete 50-300 kDa kozott van, idetartozik
egy olyan fehérje, amely hasonl6 mobilitassal vandorol,
mint egy prominens 75 kDa-os RII-kot8 fehérje. A kont-
rollkisérletek megerdsitették, hogy a PKC-kétés specifi-
kus, és csak 1,2 mmol/l CaCl,, valamint 20 pg/ml foszfa-
tidil-szerin jelenlétében lehet kimutatni, valamint akkor,
ba PKC-t adunk a reakcidelegyhez.

Ahhoz, hogy meghatdrozzuk, hogy az azonositott
75 kDa-os fehérje lehet-e az AKAP 79 szarvasmarha-ho-
mologja, a PKC-feliilrétegzési vizsgélatot hasznéltuk az
AKAP 79 és a rokon fragmensek vizsgalatdra. Réviden,
a fehérjéket SDS-poliakrilamid elektroforézissel
(SDS—PAGE) vélasztjuk szét, majd nitrocellulézra blo-
toljuk, standard protokollok alapjan. A mintakat Blott-
ban [1 mg/ml szarvasmarha-szérumalbumin (BSA), 5%
széritott tej TRIS-szel pufferelt sboldatban (TBS)] blok-
koljuk, majd egy Ora hosszat szobahSmérsékleten inku-
baljuk vizsgalopufferben [TBS, amely 1 mg/ml BSA-t,
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1,2 mmol/] kalciumot, 1 mmol/l EGTA-t, 20 pg/ml fosz-
fatidil-szerint (PS), 2 pug/ml leupeptint, 2 pg/ml pepszta-
tint és 3 pg/ml részlegesen tisztitott nytlagy-PKC-t tartal-
maz]. A megkotdtt PKC-t az M7 monoklonélis ellen-
anyaggal mutatjuk ki, amely mind az o, mind a B PKC-t
felismeri, standard kemilumineszcencids kimutatdsi mod-
szereket alkalmazva. A PKC megkati a teljes hosszisagti
rekombindns AKAP 79 fehérjét és rekombinans fragmen-
seit, amelyek a fehérjéhez kotott PKC elsd 75 csoportjat
tartalmazzak, de a kalcineurint és az RII koétérégiokat
nem. A kontrollkisérletekkel ki lehetett mutatni, hogy a
32P-radioaktiv izotoppal jelzett RII mind a teljes hossza-
sagh AKAP 79-hez kot6dik, mind a C-terminalis frag-
mensekhez. Ezek az eredmények azt mutatjék, hogy az
AKAP 79 egy PKC-kot6 fehérje, és a £6 kotési helyek a
fehérje els6 75 aminosava kozott talalhatok.

PKC-kot8 fehérjékkel végzett korabbi vizsgalatok
azt sugalljak, hogy a PKC-kot6 helyekbdl bazikus és hid-
roféb régiok vesznek részt az enzimmel létrehozott fosz-
folipid hid kialakitdsdban. Az AKAP 79 els6 75 cso-
portja egy bazikus és hidrofob régiét tartalmaz a 31-52-
es poziciok kozott, és szamos bizonyitéksor azt sugallja,
hogy ez a régi6 a PKC-vel valé kontaktus 5 pontja.
A 31-52-es csoportoknak megfelel8 szintetikus peptid
blokkolja a PKC/AKAP 79 kélcsonhatdst, amit a fe-
lilrétegzési vizsgalattal lehet meghatdrozni.

Ahhoz, hogy megbecsiiljiik ezeknek a peptideknek
azt a képességét, hogy mennyire modulaljak a PKC akti-
vitasat, az alabbi vizsgélatot végezziik el az AKAP
79 peptidfragmensek jelenlétében és tavollétében. PKC-t
[50 nmol/l feloldva 50 mmol/l TRIS-HCI] (pH=7,4),
5 mmol/1 MgCl,, 1,2 mmol/l CaCl,, 1 mmol/l DTT,
1 mmol/l EGTA és 100 pg/ml PS dsszetételi oldatban]
inkubélunk 6t percig 30 °C-on EGF receptor szubsz-
trttal (5 pmol/l). A foszforilezési reakciot 100 pmol/l
32P—ATP (500 cpm/pmol) hozzdadasaval inicialjuk,
majd hagyjuk a reakcidt tiz percig lejatszédni 30 °C-on.
A reakcitelegy aliquot részeit eltavolitjuk és p81 szlir-
lapra cseppentjiik, majd a reakciot ugy allitjuk le, hogy a
sziirSpapirt foloslegben levé 75 mmol/l koncentracidji
foszforsavval éllitjuk le (haromszor hdromperces mo-
sas). Egy végsd etanolos mosds utén a p81 sziirGlapokat
megszaritjuk és a radioaktivitast folyadékszcintillacids
szamlaloval hatdrozzuk meg.

A 31-52-es csoportokat tartalmazé peptid, vala-
mint az AKAP 79 els6 75 csoportjat tartalmazoé rekom-
binans fragmens hatékony inhibitorai a PKC aktivitasa-
nak, 2 pmol/], illetve 25 nmol/l ICs;-értékkel. A részle-
tesebb kinetikai elemzés kimutatta, hogy az AKAP
79 31-52-es peptidje a PKC kevert aktivitasat mutatja,
Ki=1,411+0,28 umol/l értékkel, szubsztratként az epi-
dermalis novekedési faktor (EGF) receptor peptidet
hasznalva. Ez a régi6 emellett hasonlit egy kalmodu-
linkotS doménre, és a rekombindns 1-75 fragmens
vagy a 31-52-es peptid inkubaldsa a kalmodulinnal
(15 pmol/l) megakadalyozza a PKC gatlasat folosleg-
ben levé CaZ+ jelenlétében. Mivel az AKAP 79 egy
kalmodulink6t6 fehérje, ezért ezek a megfigyelések azt
sugalljak, hogy a Ca?+/kalmodulin szabalyozhatja a
PK.C-nek a rogzitéfehérjéhez valo k6t3dését.
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Ezeket az eredményeket Osszegezve azt mondhat-
Juk, hogy a PKC in vitro asszocialédik az AKAP 79-
cel, a PKC-kot6 hely az AKAP 79 els6 75 csoportjaban
talalhato, és a 31-52-es csoportokat tartalmaz6 peptid
gatolja a PKC aktivitasat. Az eredmények azt is sugall-
jak, hogy a PKC/AKAP 79 kolcsonhatast kalmodu-
linnal lehet szabélyozni, mivel a f6loslegben levd
Ca?*/kalmodulin megakadalyozza, hogy a 31-52-es
peptid gétolja a PKC-t (3. példa). Ahhoz, hogy teljesen
megértsik az AKAP 79/PKC kolcsénhatést, kisérlete-
ket terveztiink arra, hogy 1. azonositsuk a PKC-nek az
AKAP 79-hez valo kotGdéséhez sziikséges csopor-
tokat, 2. izol4ljunk egy PKC/AKAP 79 komplexet a sej-
tekbdl és 3. megallapitsuk, hogy a kalmodulin szaba-
lyozza-e a PKC/AKAP 79 kélcsonhatast.

Szamos PKC-kot6 fehérje szekvencidjanak elemzé-
se azt sugallja, hogy egy nagyon pozitiv felszini toltés-
re lehet szitkség a PKC-vel valo asszociaciohoz. Ezzel
a hipotézissel egybeesnek a korabbi eredmények, ame-
lyekben az AKAP 79 31-52-es aminosavait tartalmazo
peptidfragmens, amely bazikus és hidroféb csoportok
csoportjat tartalmazza, gatolja a PKC aktivitasat
(Ki=1,4+0,28 umol/l), és ebbdl a régidbol egy rekom-
binans fragmens még ennél is hatékonyabb gatldja a ki-
naznak (IC5y=24+5 nmol/l). Ahhoz, hogy megbecsiil-
jiik az AKAP 31-52-es csoportjai kozétt talalhaté cso-
portjainak szerepét mint a PKC-gatlas determinénsait,
az AKAP 79 mutansokbdl egy csaladot éllitottunk elé
egy rekombinians AKAP 79 polipeptidben, amely az
1-75-6s aminosavakat tartalmazza, és vizsgaltuk az
egyes mutansok PKC-ko6tS tulajdonsagait a feliilréteg-
z¢ési modszerrel, valamint a PKC Bl-vel szembeni gatlo
hatékonyséaggal szembeni valtozasat.

Ot AKAP 79 muténst 4llitottunk el8, amelyekben a
bazikus csoportok csoportjat alaninnal helyettesitettiik.
Mivel a pozitiv tdltésnek nagy a siiriisége, ezért valoszi-
nii, hogy szdmos bazikus oldallanc szimultdn helyettesi-
tésére lesz szitkség, miel6tt a PKC-kotS affinitasban je-
lent6s valtozésok figyelhet6k meg. Ezért tobb bazikus
csoportot helyettesitiink. Az AKAP 79 szekvenciiban
pontmutéciokat hozunk létre az alanin letapogatasi mu-
tagenezissel [Hausken és munkatarsai: Journal of Bio-
logical Chemistry 269, 24 245-24 351 (1994)]. Mind-
egyik AKAP 79 fehérjét His-tag fzids fehérje formaja-
ban expresszaljuk, és nikkel affinitiskromatografidval
homogenitasig tisztitjuk. Az alanin mutdns peptideket
az alibbiakban mutatjuk be. A 37. szdm szekvencia a
természetes AKAP 79 szekvencia.

AKAP 79 (37-50) FXRRKKAAKALAPK (37. szam
szekvencia)

AKAP 79 AA38,39 FAARKKAAKALAPK (38. sza-
mu szekvencia)

AKAP 79 AAA40-42 FKRAAAAAKALAPK (39.
szamu szekvencia)

AKAP 79 4A38-42 FAAAAAAAKALAPK (40. sza-
mu szekvencia)

AKAP 79 AA45,50 FKRRKKAAAALAPA (41. szé-
mu szekvencia)

AKAP 79 AA45,50 FKRRKKAAAALAPA (41. sza-
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AKAP 79 A37-50 FAAAAAAAAAALAPA (42. sza-
mi szekvencia).

A PKC BI fehérjét bakulovirusban expresszaljuk és az
M4, valamint M7 monoklonélis ellenanyagot hasznal-
juk a PKC a és f§ izoformainak kimutatasara, az aldbbi
modszerrel.

Emellett mindegyik mutans AKAP 79 fragmensnek
vizsgaljuk azt a képességét, hogy gatolni tudja-e a
PKC-t az alabbiakban ismertetett modszerrel.

Mivel az elézetes adatok azt sugalljak, hogy a PKC
és az AKAP 79 in vitro asszocialodik, ezért lehetséges
lehet az AKAP 79/PKC komplex izolélasa a sejtekbdl,
ba azonos vagy hasonlé kétés jon létre in vivo. Ahhoz,
hogy megkiséreljik a PKC/AKAP 79 binaris komplex
vagy egy PKC/AKAP 79/kalmodulin terner komplex
izolaldsat szarvasmarhaagybdl, két, egymastol fugget-
len biokémiai megkozelitést alkalmazunk, amelyek el6-
zetesen sikeresek voltak egy in vivo AKAP 79/kalmo-
dulin komplex izolalasaban. A technikakat az alabbiak-
ban réviden ismertetjiik.

Az els6 vizsgalatokban az AKAP 79 homologjat, az
AKAP 75-6t immunprecipitaljuk szarvasmarhaagybol,
AKAP 79 ellen készitett MC16 monoklonalis ellen-
anyag alkalmazasaval. A PKC egyiitt tisztulasat az im-
munprecipitatumban Western-blottal mutatjuk ki olyan
poliklonalis nyilantiszérummal, amely felismeri a tal-
stlyban levd agy PKC-izoformdkat, azaz az o, fI, BIII
és v izoformakat. Egy masik mddszer szerint a PKC im-
munprecipitalodik a szarvasmarha-agykivonatokbdl az
M7 monoklondlis ellenanyaggal, amely felismeri az
agy PKCa és B izoformdit, és az egyiitt tisztuld6 AKAP
75-6t RII feliilrétegzéssel vagy Western-blottal mutat-
Jjuk ki. Végezetiil, az anti-PKC ellenanyagokkal im-
munprecipitalt azonos mintikat kalmodulinra vizsgal-
juk C24 monoklonalis ellenanyaggal, amely felismeri a
szarvasmarha-kalmodulin A alegységet. Ezekkel a ki-
sérletekkel meg lehet llapitani, hogy vajon létrejott-e
egy terner komplex az AKAP 79/PKC és a kalmodulin
kozott.

Egy masik modszer szerint affinitistisztitist vég-
ziink, azzal a céllal, hogy szarvasmarhaagybdl izolal-
junk egy RII, AKAP 79 és PKC kozotti terner komple-
xet. A PKA R alegységét affinitaskromatografidval tisz-
titjuk cAMP agarézon, majd az eluatumban Western-
blottal megvizsgaljuk a PKC és az AKAP jelenlétét,
M7 és MC16 monoklondlis ellenanyagokat alkalmaz-
va. Mivel a rekombinans AKAP 79 és PKC nem kot6-
dik a cAMP-agardzhoz, akarmelyik fehérjének a
cAMP-eludtumban valdé kimutatdsa megerfsiti egy
komplex kialakuldsat a két kinaz és a rogzitGfehérje ko-
zott. A terner komplex 1étezését megerdsiti a PKC-nak
és az AKAP 79-nek cAMP-agar6zrol vald elicioja fo-
16slegben levé rogzitéfehérjével. Err6l a peptidrdl eld-
z0leg kimutattuk, hogy leszoritja az AKAP/kalmodulin
komplexet a cAMP-agar6zra immobilizalt RII-rél.

Annak a kordbbi igazoldsa, hogy az AKAP 79 meg-
kéti a kalcineurint, relevans annak a ténynek a fényé-
ben, hogy a kalcineurin két potens és klinikailag jol
hasznalhaté immunszuppressziv anyagnak, a ciklospo-
rinnak és az FK506-nak a célpontja, amely anyagok ga-
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toljak a kalcineurinaktivitdst. Amint az el6zdkben is-
mertettiik, mind a ciklosporin, mind az FK506 jol hasz-
nalhat6 szamos kiilonboz6 betegség kezelésében, de je-
lentds korltozé mellékhatdsaik vannak. Feltehet8leg
azok a faktorok, amelyek médositjak a rogzit6fe-
hérje/kalcineurin kotést, végiil a ciklosporin vagy az
FK506 aktivitdséhoz hasonléan moédosithatjdk a kalci-
neurin aktivitasat. Egy ilyen modulator azonositasa f3-
leg, ha kevesebb mellékhatassal rendelkezik, mint a tob-
bi immunszuppresszans, valoszinfileg széles korben al-
kalmazhat6 lenne szamos kiilonb6z8 betegség kezelésé-
ben, amelyeket jelenleg ciklosporinnal vagy FK506-tal
kezelnek.

A ciklosporinnak és az FK506-nak szdmos klinikai
indikdciojat irtdk le. Példaul a ciklosporint a poszt-
transzplantdciés immunszuppresszié standardjaként ha-
taroztdk meg, lehet6vé téve a maj-, tiids-, bél- és has-
nyalmirigy-atiiltetéseket, még akkor is, ha az FK506-ot
altalaban erésebb immunszuppressziv szernek tartjak.
Azokat a betegeket, akik nem toleréljak a ciklosporint
vagy az FK506-ot, vagy nem sikeres naluk ezeknek az
alkalmazésa, néha sikeresen atallitjdk a masik gyogy-
szerre.

Egy masik példa a gyulladasos vastagbélbetegség
(IBD), amely egy altalanos kifejezés két kiilonbozb be-
tegségre, amelyeknek eltéré klinikai megjelenési forma-
juk van, azaz a Crohn-féle betegség és a fekélyes koli-
tisz (UC). A ciklosporint sikeresen hasznéltdk a Crohn-
féle betegség kezelésére, statisztikailag szignifikans ke-
zelési eredményekkel a betegség aktivitisanak legalabb
egyik indexében [Brynskov: Dan. Med. Bull. 47,
332-344 (1994)]. Egyéb tiinetek azonban, amelyek az
akut rohamok felolddsaval esnek egybe, nem mutattak
szignifikéns, a javulasra utal6 tendenciakat. A ciklospo-
rinnak van aktivitisa a silyos szteroidrezisztens UC-
ben (az adatok nem szignifikansak, mivel a vizsgélatot
etikai okok miatt ledllitottdk). Egy masik vizsgalatban
olyan betegekkel, akiknek meszesedéses epevezeték-
gyulladasuk és UC-jiik van, a szignifikancia hatareset
volt, az UC enyhébb lefolyasa irAnyaba. A visszaesés &l-
talanos volt a kezelés leallitisa utan, és a kezelést a toxi-
citasi megfontolasok korlatoztak [Choi és Targan: Dig.
Dis. and Sci. 39, 1885-1892 (1994)]. Emellett egyéb
immunszuppressziv anyagokat hasznaltak sikeresen az
IBD-ben, azaz példaul metotrexatot, azatioprint és 6-
AMP-t.

Tovabbi példaként a ciklosporinrdl kimutattak,
hogy hatékonyan lehet vele kezelni a reumatoid artri-
tiszt szamos vizsgalatban, ha a betegség masodik vagy
harmadik vonalas kezelésében alkalmazték, azaz olyan
betegeknél, akik nem reagaltak egyéb bevalt kezelések-
re, és a betegségiik shlyos volt. Ezekben a nyomokban
a ciklosporint altaldban ugyanolyan hatékonynak és to-
xikusnak talaltdk, mint a tobbi mésodik vonalas dgenst,
azaz az aranyat, malariaellenes szereket, azatioprint, D-
penicillamint és a metotrexatot [Wells és Tugwell: Br.
J. Rheum. 32 (Suppl 1), 5156 (1993); Forre és munka-
tarsai: Arthr. Rheum. 30, 88-92 (1987)]. A publika-
ciokban csak ,,nagyon siilyos, makacs RA” kezelését ir-
jak le, a ciklosporin ,,potencidlisan irreverzibilis toxici-
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tdsa” miatt [Dugados és Torley: Br. J. Rheum. 32
(Suppl 1), 57-59 (1993)]. A vesetoxicitasrol azt gon-
doljék, hogy elsdsorban a vese vazokonstrikcion keresz-
til valésul meg, amely silyosbitja az NSAID nefro-
toxicitasat €s a reumatoid artritisszel egyiitt jar6 vesebe-
tegséget [Leaker és Cairns: Br. J. Hosp. Med. 52,
520-534 (1994); Sturrock és munkatarsai: Nephrol.
Dial. Transplant 9, 1149-1156 (1994); Ludwin és Ale-
xopoulou: Br. J. Rheum. 32 (Suppl 1), 60—64 (1993)].
A ciklosporinnal kezelt RA-betegekbdl szarmazé vese-
biopszidknak koriilbeliill 10 szazalékaban figyelhetSk
meg a ciklosporintoxicitisra jellemz8 morfoldgiai tulaj-
donsagok [International Kidney Biopsy Registry of
Cyclosporin in Autoimmune Diseases: Br. J. Rheum.
32 (Suppl 1), 65-71 (1993)].

Egy masik példaban a ciklosporinrdl leirtak, hogy a
szteroiddependens asztma kezelésében jol hasznalhato.
Egy vizsgalatban kisszamu beteget randomizéltak ciklo-
sporinra vagy placebora, és a ciklosporincsoportnal
megndvekedett 1égaramlas és FVC volt megfigyelhetd,
valamint a prednizolon kevesebb mentdkezelésére volt
sziikség.

Egy masik példiban a ciklosporinrél kimutattak,
hogy hatasos a szteroiddependens minimalis véltozas
nefrotikus szindromaban. Az ebben szereplé betegek-
16l kimutattak, hogy kisdoézisu ciklosporin esetében ala-
csonyabb szteroidddzisra volt sziikségiik, de mind-
egyik visszaesett, amikor a ciklosporinkezelést leallitot-
tdk. A nefrotikus szindréma szteroidrezisztens formai-
ban csak 20—30% a ciklosporinra adott valasz aranya
[Meyrier: Nephrol. Dial. Transplant 9, 596-598
(1994); Hulton és munkatarsai: Pediatr. Nephrol. &,
401403 (1994)).

A szisztémas lupus eritematozus (SLE) kezelésében
egy vizsgélatrol kozolték, hogy az SLE aktivitdsa jelen-
t6sen lecsokkent, egy prospektiv nem randomizalt, nem
ellen6rzott vizsgalatban [Tokuda és munkatirsai:
Arthr, Rheumat. 37, 551-558 (1994)]. A tobbi vizsgé-
latban azonban nem igazoltdk az SLE-ben valo haté-
konysagot.

Egy mésik példaban kimutattak, hogy a ciklosporin
az inzulindependens diabetesz mellitusz visszafejldé-
sét indukalja, ha az els6 jelentkezés utin rovid idGvel
beadjak. A visszafejlédés kortlbeliil egy évig tart, bar
néhany esetben 850 napig is tartott [Jenner és munkatar-
sai: Diabetologia 35, 884—888 (1992); Bougneres és
munkatérsai: 34, 429-434 (1991)]. Egy maésik vizsgi-
latban azonban a vesefunkci6 leromlott a 12—18 hona-
pos kezelés soran, és nem tért vissza teljesen a place-
boszintre, jelezve, hogy valamilyen kronikus vesekaro-
sodas fordulhatott elé [Feldt—Rasmussen és munkatar-
sai: Diabetes Medicine 7, 429-433 (1990)]. Kor4bbi
beavatkozésokra lenne sziikség, hogy fokozzuk az im-
munszuppressziv terapia hatékonysagit az inzulinde-
pendens diabetesz mellitusz soran. Néhany kutatd elsG-
foku rokonokat keres, és sikeres profilaktikus kezelést
végez rajtuk diabetikus markerekkel [Elliott és Chase:
Diabetologia 34, 362365 (1991)].

Egy masik példaban a pszoridzist hatékonyan kezel-
ték ciklosporinnal [Cuellar és munkatéarsai: Balliere’s
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Clin. Rheum. 8, 483-498 (1994); Ellis és munkatérsai:
JAMA 256, 3110-3116 (1986)]. A magas dézisu tera-
pia hatékony volt a pszoriatikus artritisz, a destruktiv
artritisznek egy kiilondsen silyos formajénak a kezelésé-
ben, és a terapia megszakitsat 4ltaldban a bdr és iziilet
megbetegedésének sulyosbodasa kovette. A potencilis
mellékhatasok fényében, és a folyamatos, hossza idStar-
tamu kezelésre valo igény miatt a ciklosporint csak a ma-
kacs pszoriatikus artritisz kezelésére ajanljak, amit
egyéb eszkozokkel nem lehet megfelelden kezelni.

Emellett a ciklosporinrél kimutatték, hogy a stlyos
atopikus dermatitisz kezelésében hatékony, placeboval
kontrollalt és kettés vakvizsgalatokban [Van Joost és
munkatarsai: Br. J. Derm. 130, 634—640 (1994); Coo-
per: J. Invest. Derm. 102, 128—137 (1994)]. A gyégy-
szerrel valo kezelésbdl szarmazo mellékhatasokat, ugy-
mint a hinyingert, hasi kellemetlenséget, parestesiakat,
kolestesiasist és veseelégtelenséget a betegek elényben
részesitették a kezeletlen betegséggel szemben. Egy ma-
sik randomizilt kett3s vak-, placeboval kontrollalt vizs-
gélatban kideritették, hogy a ciklosporinkezelés jelentd-
sen javitja az élet minGségét a sulyos atopikus derma-
titiszben szenved$ betegeknél [Salek és munkatarsai:
Br. J. Derm. 129, 42243 (1993)]. A bdrlézidk gyorsan
visszatértek a ciklosporinkezelés leallitasa utan, de az
¢let mindségének javuldsa megmaradt.

Egy mésik példdban a ciklosporint a kezek kronikus
dermatitisze kezelésére hasznaltik, egy olyan betegség-
ben, amelynek a leirt elterjedtsége 4—22%, és altalaban
topikdlis szteroidokkal kezelik, amelyekre szdmos beteg
azonban nem reagal. Az alacsony dézisu ciklosporinrdl
kimutattak, hogy hatékony volt 7 betegbdl hatban egy
nyilt vizsgélatban [Reitamo és Granlund: Br. J. Derm.
130, 75-78 (1994)]. A betegeknek koriilbeliil fele vissza-
esett, miutdn a ciklosporinkezelést leallitottak.

Egy ujabb példéban a ciklosporint csalankiiités és
angioddéma, idiopatikus birbetegségek kezelésében
hasznaltak, amelyek ,hive”-ok és bér alatti duzzadasok
formdjaban jelentkeznek. A patologia az emlBsejtekhez
kapcsolddik, és a kezelés gyakran hatéstalan. Az egyik
probélkozas soran harom, makacs csalankiiitésben és
angio6démaban szenvedd beteget kezeltiink ciklospo-
rinnal, és egy héten beliil minden tiinet elmult [Fradin
és munkatarsai: J. Am. Acad. Derm. 25, 1065-1067
(1991)]. A mellékhatasok miatt mindegyik betegnél le
kellett allitani a kezelést, és a tiinetek a kezelés leallita-
sa utan visszatértek.

Ami az egyéb reumatologiai betegségeket illeti, ha-
tékony ciklosporinkezelést imak le egyéb, kevésbé élta-
lanos autoimmun betegségekben, beleértve a Behcet-
kort [Pacor és munkatarsai: Clin. Rheum. 13, 224227
(1994)], Wegner-féle granulomatozis [Allen és munka-
tarsai: Cyclosporin A Therapy for Wegner’s Granu-
lomatosis in ANCA-Associated Vasculitides: Immu-
nological and Clinical Aspects, szerk.: Gross; Plenum
Press (1993)], valamint az immunmedialt trombocitopé-
nidban [Schultz és munkatérsai: Blood 85, 1406-1408
(1999)].

Szamos, az el6z6kben ismertetett vizsgalatban a cik-
losporin vagy az FK506 hasznalata tobb nemkivanatos
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mellékhatassal jar. Altaliban az 4ltalinos immunszupp-
resszidval egyiitt jar a fertGzés és réakos elfajulds megno-
vekedett veszélye, és az valdsziniitlen, hogy egy rog-
zit6fehérjéhez kapcsolodé immunszuppressziv szemek
ne legyen hasonl6 hatdsa. Azonban mas mellékhatésok
elkeriilhet6k vagy csokkenthetfk, a rogzitéfehérje szo-
vetspecifitdisa miatt. Mind a ciklosporinnak mind az
FK506-nak a legaltalanosabb, silyos mellékhatasa a
nefrotoxicitds, ami legalabbis bizonyos mértékig dozis-
fiiggd, és a legtobb betegben elSfordul, a kezelés soran
altalaban a glomularis szlirés csokkenése formajaban.
Ez a mellékhatas azonban legalabb részlegesen reverzi-
bilis, ha a gyogyszer beaddsat megsziintetjiik [Leaker
¢és Cairns: Br. J. Hosp. Med. 52, 520-534 (1994)]. A ti-
pikus esetben a progressziv veseelégtelenség nem fejl3-
dik ki, jollehet hosszabb kovetésre van sziikség a hata-
rozott kiértékeléshez. A kronikus sériilést is megfigyel-
ték olyan betegekben, akik alacsony dézisi ciklospo-
rint (3-4 mg/kg/nap) kaptak, ezeknek a betegeknek a
biopszidi a szovetkozi fibrozis valtozasait, tubularis at-
rofiat és arteriolopatiat mutatnak [Svarstad és munkatar-
sai: Nephrol. Doal. Transplant 9, 1462-1467 (1994);
Young és munkatdrsai: Kidney International 46,
1216-1222 (1994)]. Az endotelialis sejtek valtozasai is
nyilvanvaléak a hisztologiai szekciokban [Kahan: N.
Engl. J. Med. 321, 1725-1748 (1989)]. A nefrotoxi-
citasrol azt allitjak, hogy elsGdlegesen az arteriolaris
vazokonstrikcié és kronikus alacsony foka ischaemia
kovetkeztében jott 1étre [Leaker és Cairns: Br. J. Hosp.
Med. 52, 520534 (1994)), jollehet a gydgyszerekrdl is
igazoltak, hogy kozvetleniil toxikusak a tubuldris sejtek-
re és a vaszkuldris szovetkozi sejtekre [Platz és munka-
tarsai: Transplantation 58, 170—178 (1994)]. Néhany
kozleményben azt irjak le, hogy a nefrotoxicitas eldfor-
duldsanak gyakorisdga és stlyossiga valamivel maga-
sabb az FK506-nal [Platz és munkatarsai: Transplan-
tation 58, 170—178 (1994)].

Masok leirtak, hogy mind a ciklosporinnak, mind
az FK506-nak jelent0s a toxicitdsa, aminek a klinikai
megnyilvanulasai koz¢ tartozik a roham, vaksag, koma,
fejfajas, ataxia, Parkinson-szindroma, paresthesiasis,
pszichézis, gocos deficitisz, akinetikus némasag, reme-
gés, neuropatia és alvaszavarok [Shimizu és munkatar-
sai: Pediatr. Nephrol. 8, 483-385 (1994); Wilson és
munkatarsai: Muscle and Nerve 17, 528-532 (1994);
Reece és munkatarsai: Bone Marrow Transpl. 8,
393-401 (1991); Eidelman és munkatarsai: Transpl.
Proc. 23, 3175-3178 (1991); de Groen és munkatar-
sai: N. Engl. J. Med. 317, 861-566 (1987)]. A majatiil-
tetést kdveten kozepes-siilyos neurotoxicitas volt meg-
figyelhet6 azon betegek 10-20 szazalékanal, akiket
FK506-tal kezeltek, és a ciklosporinnal kezelt betegek
3-12 szazalékanal. A neurotoxicitasrdl kimutattak,
hogy a szérum lipid-rendellenességekhez és a majdisz-
funkcidhoz is kapcsolodik.

A ciklosporin és/vagy az FK506 egyéb mellékhata-
sai kozé tartozik a hepatotoxicitas, gliikézintolerancia,
magas vémyomas, nagyfokl sz0rosodés, gasztrointesz-
tinalis tlinetek, vénds trombozis, pankreatitisz és az iny-
hiperpldzia [Morris: J. Heart Lung Transplant 72,
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S275-286 (1993); Fung és munkatérsai: Transpl.
Proc. 23, 3105-3108 (1991); Mason: Pharmacol. Rev.
42, 423-434 (1989); Kahan: N. Engl. J. Med. 321,
1725-1738 (1989); Thomason és munkatarsai: Renal
Failure 16, 731-745 (1994)]. Ennek kévetkeztében, a
ciklosporin és az FK506 széles korben valo alkalmaza-
sanak fényében €s a hasznalataval egyiitt jard mellékha-
tasok miatt nagy szikség lenne alternativ immunszupp-
ressziv anyagok kifejlesztésére.

Lehetséges példaul, hogy a kalcineurin delokaliza-
cibja egy feltételezett T-sejt rogzitfehérjérdl gatolhatja
a kalcineurin aktivitdsat a T-sejt-aktivalasban, ezzel T-
sejt-specifikus immunszuppressziv anyagot szolgaltat,
amelyet ugyan(gy lehet hasznalni, mint a ciklosporint
vagy az FK506-ot, de kevesebb a mellékhatasa. Az a ko-
rabbi megfigyelés, hogy a PKA-nak a T-sejt rog-
zitbfehérjérdl valo delokalizacidja fokozza az interleu-
kin—2 expresszidjat stimulalt sejtekben, azt mutatja,
hogy a rogzitGfehérje altal lokalizalt PKA valamilyen
modon hozzajarul egy szabalyoz6 szerephez az interleu-
kin—2 expresszidjaban a T-sejt-aktivalas soran. A PKA
T-sejt specifikus delokalizécidja tehat egy modja az in-
terleukin—2 szekrécié in vivo vald fokozasanak, ezzel
utdnozza a rekombinans interleukin—2 beadasat, és valo-
szinlleg csokkenti az interleukin—2-kezelés korabban is-
mertetett toxicitisat, az alabbiakban ismertetett médon.

Az interleukin—2-t engedélyezték metasztatikus ve-
sekarcindma kezelésére, és a metasztatikus vesekarci-
némaban vagy malignus melanémaban szenvedd bete-
gek 15-20 szdzaléka reagdl az interleukin—2-kezelés-
re. Ezek koziil a reagalasok koziil néhény hosszu ideig
tart, t6bb mint 66 hdénapig [Dillman: Cancer Biothe-
rapy 9, 183-209 (1994); Whittington és Faulds: Drugs
46, 446-514 (1993)]. Mig a magas dézisu bolus keze-
lés szamos stilyos mellékhatéssal jir (az alabbiakban is-
mertetett modon), az alacsony dézisti szubkutdn vagy
folytonos infuzids terapia egy kozepes vilaszt okoz,
mig csokkenti a toxicitast [Vogelzang és munkatérsai:
J. Clin. Oncol. 17, 1809-1816 (1993)].

Az interleukin—2-terapiat (interferon-o-val vagy anél-
kiil, és egyéb reagensekkel) egyéb rosszindulati betegsé-
gek kezelésében vizsgaltik. Példaul hosszan tartd klini-
kai valaszokat, nem gyogyuldsokat kaptak az interleu-
kin—2-nek kozvetleniil a tumoragyba valo juttatisival, a
gliéma kivagasat kovetSen [Merchant és munkatarsai: J.
Neuro. 8, 173-188 (1990)]. Egyéb vizsgalatokban korla-
tozott hatékonysagot irtak le limfomaban [Dillman: Can-
cer Biotherapy 9, 183-209 (1994)], kolorektalis karcino-
mdban [Whittington és Faulds: Drugs 46, 446-514
(1993)], korlatozott AML-ben [Bruton és Koeller: Phar-
macotherapy 14, 635-656 (1994)], petefészekrakban és
korai hélyagrakban [Whittington és Faulds: Drugs 46,
446-514 (1993)]. Az el6z6kben emilitett kisérletekben
szerepl6k szama azonban til alacsony volt ahhoz, hogy
megfeleld kovetkeztetéseket lehessen levonni példaul a
hatékonysagrol.

Az interleukin—2-t hasznéaltdk még az adoptiv im-
munterapidval kombindlva, és igazoltak, hogy hatékony
a metasztazisos vesekarcindma kezelésére [Pierce és
munkatérsai: Sem. Oncol. 22, 74—80 (1995); Belldegrun
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és munkatdrsai: J. Urol. 150, 13841390 (1993)]. Emel-
lett az interleukin—2 hatékony lehet még bizonyos ferts-
z0 betegségek kezelésére, csokkentve a bOr bakté-
riumterhelését és az antigén szintjét leprds betegekben,
intradermalis injekciot kévetGen [Kaplan: J. Infect. Dis
167 (Suppl 1), S18-22 (1993)]. Azt is megfigyelték,
hogy a PPD-pozitiv egészséges kontrollokkal 6sszehason-
litva a tuberkulozisban szenved$ betegekb8l szarmazod
limfocitdk alacsonyabb szinten termelnek interleukin—2-
t [Sanchez és munkatarsai: Inf. Immun. 6 5673—-5678
(1994)], jelezve ezzel, hogy az interleukin—2-terapia érté-
kes lehet a mikrobakterialis fert6zésekben.

Az interleukin—2 potencialis terapias értéke ellené-
re a citokinnek jelent8s toxicitdsa van [ha kiilén nem je-
lezziik, akkor a forrasok a kovetkez8k : [Dillman: Can-
cer Biotherapy 9, 183-209 (1994); Whittington és
Faulds: Drugs 46, 446—514 (1993); Bruton és Koeller:
Pharmacotherapy 14, 635—656 (1994)]. A kezelést kor-
latozo f6 mellékhatds a kapillarisszivargasi szindroma.
Az interleukin—2 beadasa fokozza a vaszkularis per-
meabilitast, ezzel szovetkozi és tiid6odémat okoz, ala-
csony lesz a betegek vérnyomasa, és jelentGs szdamban
presszorokra szorulnak. Az élénk folyadékkeletkezés
életveszélyes tid66démakat okozhat. A betegeknek
egészen 20 szazalékanak intubalasra és mechanikus 1é-
legeztetésre van sziikségiik. A magas dozist bolus be-
adasi mod sokkal stlyosabb szivargasokat okoz, mint
az alacsony dozisu vagy folyamatos infuziok, és bizo-
nyos csoportokban a betegek 100 szazalékdnak ICU-
tdmogatasra van sziikségiik az interleukin-2 kezelés so-
ran. Megfigyeltek miokarditiszt, kardiomiopétidkat és
szivaritmidkat is. Az akut veseelégtelenség a kapilla-
risszivargés szindréma altal okozott hipotenzié eredmé-
nyeképpen johet étre.

Az interleukin—2 okozhat stlyos hasmenést is, az
elektrolit-egyensuly felboruldsaval, tiroid abnormalité-
sokkal és akut pankreatitisszel. A transzfuzidkat igény-
16 anémia a betegek 15-20 szizalékdban fordul el
[MacFarlane és munkatarsai: Cancer 75, 1030-1037
(1995)]. Trombocitopénia fordulhat elé vérzéssel, és a
véralvadasi bioszintézis Gt hibai is altalanosak. A bete-
geknek tobb mint 70 szdzalékanak megvaltozik a men-
talis allapota, beleértve a paranoid téveszméket, halluci-
ndciokat, az érdeklGdés elvesztését, alvaszavarokat és
almossagot. Leirtak komat, latdszavarokat, tranziens
iszkémias tamadasokat és paresthesiakat is. Ezek az en-
dogén és exogén interleukin—2-h6z k6t6d6 hétranyok
azt sugalljak, hogy potencialis kezelési alternativakat
kell keresni, azaz péld4ul amelyekben az endogén inter-
leukin—2-termel3dés szabélyozhato, és ezzel el lehet
keriilni az exogén interleukin—2-vel valé kezelést.

Amellett, hogy lehetséges eszkozoket szolgaltat az
immunszuppressziv gyogyszerek és az interleukin—2-
termelés modulatorainak szabalyozasdra, a rogzitdfe-
hérjék azonositasa az egyéb sejtaktivitas szabilyozasat
is lehetdvé teszi, annak a sokféle metabolikus bioszinté-
zis itnak a fényében, amelyekben a rogzitGfehérjék 1at-
hatéan szerepet jatszanak. Példaul az AKAP 79 fontos
a glutamatreceptorral szabélyozott ioncsatornék szaba-
lyozasaban a neuronok posztszinaptikus stirdsodésé-
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ben, valészintileg a PKA-n, PKC-n és kalcineurinon ke-
resztiil. A PKA szabélyozza az AMPA receptorral sza-
balyozott csatornak aktivitdsat, és a PKA delokalizé-
lasa vagy gatlasa gyengiti az ioncsatorna aktivitasat.
A PKC szabalyozza az NMDA receptor 4ltal szabalyo-
zott csatornakat, és a kalcineurinrdl kimutattdk, hogy
az NMDA receptort érzéketlenné teszi az ingerekre.
Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy a lokalizalt ki-
nazok (PKA és PKC) szabalyozhatjak a glutamatrecep-
torok aktivitdsat a neuronokban. A kalcineurinnal valo
defoszforilezés az NMDA receptorok ellenszabalyoza-
si mechanizmusa. Ez a modell fiziol6gidsan megegye-
zik a ciklosporinnal vagy FK506-tal indukalt rohamok
bizonyitékaival.

A glutamétreceptorok emellett szdmos neurolégiai
megbetegedésben is szerepet jatszanak. A glutamat és
egyéb excitaciés aminosav excitotoxicitast okozhat a
neuronokban, és a posztszinaptikus glutamatreceptorok
folosleges serkentésérdl kimutattak, hogy a neuronokra
toxikus, akut neurondlis degeneralodast okoz. A hipo-
xiarol (ami példdul sztrok vagy szivleallas utan koévetke-
zik be) és a CNS-traumarél kimutattdk, hogy a gluta-
mat jelentés mennyiségének az extracellularis térbe
valo jutdsat okozza, ami azutdn kolcsonhatdsba 1ép a
glutamatreceptorokkal, és beinditja az excitotoxikus
kaszkadot. Az antiexciticios agensekrd]l kimutattik,
hogy éllatmodellekben védelmet nyijtanak az agysérii-
léssel szemben [Olney, Neurobiology és Aging 15,
259-260 (1994)]. Erdekes modon az NMDA antagonis-
tik toxikusak bizonyos tipusii neuronokra, jelezve,
hogy a glutamat gatolhat egyéb exciticiés bioszintézis
utat ezekben a sejtekben. A makrolid antibiotiku-
mokrol, azaz példaul az FK506-r6l is kimutattik, hogy
védenek az NMDA, de nem védenek a kainat excitoto-
xicitds ellen tenyésztett neuronokban [Manev és munka-
tarsai: Brain Res. 624, 331-335 (1993)].

A glutamat a Parkinson-korban is szerepet jatszik.
Az NMDA antagonistak védik a dopaminerg neuronokat
a substantia nigraban MPTP-vel érintkezésbe hozott maj-
mokban, ami egy, az emberekben és egyéb féemlGsok-
ben Parkinson-szindromat okozé anyag. Az amantidin
és a memantin NMDA antagonistik, ezeket Europaban
Parkinson-kér kezelésére hasznaljak, azonban mind a
kettd pszichozist okozott néhany betegben. Arra is van
valamennyi bizonyiték, hogy a glutamaterg neuronok le-
hetnek hiperaktivak a Parkinson-korban, és a gatlasuk
csokkentheti a betegség motorszindromajat [Lange és
Rieder: Life Sciences 55, 2067-2075 (1994)].

A glutamat a rohamokban is szerepet jatszik, a ro-
ham inicidlasaban, elterjedésében és fenntartasaban. Az
NMDA és nem-NMDA antagonistdk hatékony anti-
konvulzinsok [Meldrum: Neurology 44 (Suppl 8),
S14-823 (1994)]. Az AMPA receptorok az ALS-ben
is szerepet jatszanak, és egy receptorantagonista vizsga-
lata jelenleg is folyamatban van.

Az el6z6 megfigyelések fényében nem meglepd,
hogy szamos egyéb immunszuppressziv anyag van kli-
nikai vizsgalat alatt. Az aldbbi informacidkat a szakiro-
dalombé! meritettik [{Haydon és Haynes: Balliere’s
Clin. Gastroentero., 8, 455-464 (1994); Thomason és
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Starzi: Immunol. Rev. 1993 71-98 (1993); Morris: J.
Heart Lung Transplant 72, S275-S286 (1993)]. Az
azaspiran példaul egy SKB vegyiilet, amely elnyomja a
graftsejtek beszirGdését és az interleukin—2 receptor in-
dukcidjat, valamint megsziinteti az interleukin-2 és az
IFN-y termel8dését. Az azaspirén lathatdan valamilyen
tipus( szuppresszor sejtet indukal, és van valamennyi
bizonyiték arra, hogy a ciklosporinnal szinergizal.

Egy masik példa a mikofenolat mofetial, egy Syntex-
vegyiilet, amely gétolja a purin szintézisét és T-sejt, vala-
mint B-sejt szelektiv szaporodast gatlé hatdsa van. Kime-
riti az ellenanyagokat. A mikofenolat mofetial kimerithe-
ti a tapadési molekuldkat is a sejtek felszinérél. Mikoz-
ben a vegyiiletnek lathatéan alacsony a toxicitdsa,
leukopéniat okozhat, és 20 éve a pszoriazis kezelésére
hasznaljak.

Egy masik példa, a mizoribin egy Sumitomo-ve-
gyiilet, amely gatolja a DNS szintézisét. A hatdsmecha-
nizmus azonos a mikofenolatéval.

Egy masik példa, a brequinar egy DuPont—Merck-
vegylilet, amely gétolja a pirimidin szintézisét, blokkol-
va a dihidrooroat-dehidrogendzt. A klinikai vizsgalatok
teljes leirasanak kozlése varhatd6. Az anyagrol leirtak,
hogy a ciklosporinnal szinergikusan hat, de okozhat
trombocitopéniat, dermatitiszt és mukozitiszt.

Egy tovabbi példa, a 15-dezoxi-spergualin egy Nip-
pon—Kayaku-vegyiilet, amely elsésorban a monoci-
ta/makrofag funkciot gatolja, beleértve az oxidativ me-
tabolizmus, a lizoszomalis enzimszintézis, az interleu-
kin—1 szintézis és az MHC II osztaly( antigének sejtfel-
szini expresszidjanak gatlasat. 70—90 szazalékban haté-
kony makacs vesekilokédésben, de magasabb dézisban
csontvelS-toxicitas el6fordulhat.

Ujabb példa a leflunomid, egy Hoechst-vegyiilet,
amely gatolja a citokin hatasat, blokkolja a T-sejt akti-
valasat és az ellenanyag szintézisét. Nem toxikus a ve-
sékre vagy a csontveldre.

Masik példa a rapamicin, egy Wyeth—Ayerst-ve-
gylilet, amely az FK506-tal rokon. Ez egy prodrug,
amelynek az aktivalodashoz az immunofilinhez kell
kapcsolodnia, €s nem gétolja a kalcineurint vagy nem
blokkolja a T-sejtek citokintermelését. Ismeretlen me-
chanizmus tjan a rapamicin gatolja a G1-bdl az S-
fazisba val6 atmenetet.

Az immunszuppressziv agensek jelentGs potencialis
toxicitdsanak fényében az nyilvanvalo, hogy a szakterii-
leten sziikség van még olyan agensekre, amelyek gatol-
Jjék a kalcineurint. Ezek az 4gensek el6nyosen keve-
sebb toxikus mellékhatéssal rendelkeznek, mint a jelen-
leg elérhetd agensek, és igy elénydsebben hasznilhatok
az immunszuppressziv terapiaban. Emellett igény van
olyan 4gensekre is, amelyek gatoljak a PKA-t T-sej-
tekben, ezaltal lehetové teszik az interleukin—2 foko-
zott expresszidjat a sejtekben.

A jelen taldlmany részben azon alapul, hogy a kalci-
neurin koti az AKAP 79-et. Aziltal, hogy mind a PKA-t
mind a kalcineurint megkdti, az AKAP 79 egyiitt lokali-
zél egy kinazt és egy foszfatazt, ami szabalyozhatja az
aramlas sebességét egy specifikus szignal bioszintézis
utban. Ennek megfelelSen a jelen talalmany targyat ké-
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pezik készitmények és kalcineurinizolaldsi modszerek,
valamint a kalcineurin aktivitasanak gatldsa a sejtben.
Az izolalasi modszer abban 4ll, hogy egy sejtfrakciot
AKAP 79-cel vagy annak egy kalcineurint kotd frag-
mensével hozunk érintkezésbe, amit egy szilard hordo-
z6hoz immobilizaltunk, majd err8l elualjuk a kalci-
neurint. A kalcineuringatldsi modszer abban &ll, hogy a
sejtet AKAP 79-cel vagy annak egy kalcineurint kété
fragmens peptidjével hozzuk érintkezésbe. Elénydsen a
kalcineurink6té peptid nem koétédik a PKA-hoz is. Az
elényds peptidek az aldbbi aminosavszekvenciat tartal-
mazzak:
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-
Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-Pro
(1. szam1 szekvencia).

A jelen taldlmany szerinti kalcineuringatlasi mod-
szerekben haszndlhatd egyéb peptidek kozé tartoznak
az alabbiak:

Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-
Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu-Gln
(2. szamu szekvencia)
és
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-
Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-Pro-Phe-Lys
(3. szamu szekvencia).
Ezek a peptidek homolégok az AKAP 79-nek azokkal
az aminosavszekvenciaival, amelyek kotik a kalcineu-
rint. J6llehet a peptidek hasonl6ak az FKBP12 kalcineu-
rint k6t6 régidjahoz, az FK506/FKBP12 komplex kal-
cineuringatlasatdl eltéréen a peptidek gatoljak a kalci-
neurinaktivitast, anélkil, hogy egyéb molekulaval vald
kélcsonhatésra sziikség lenne.

A peptidek modosithatok, hogy ezzel megkonnyit-
siik a sejtbe valo bejutast, azaz példaul egy lipidoldé-
kony molekulaval valé konjugiciéval. A peptidek pél-
daul konjugalhatok mirisztinsavval. Egy masik mod-
szer szerint a peptidek liposzomakba csomagolhatok,
amelyek fuzionalhatnak a sejtmembranokkal és a pep-
tideket a sejtekbe bocsathatjak ki.

A jelen taldlmany targyat képezik azok a modszerek,
amelyekkel meg lehet hatérozni, hogy a sejt tartalmaz-e
kalcineurink6t6 és PKA-k6tS rogzit6fehérjét. A modsze-
rek altalaban abbol allnak, hogy a sejtet lizaltatjuk, liztu-
mot képezve; a lizatumot egy szilard hordozdval inkub4l-
juk, amely szilard hordozot jelzett PKA szabalyozo al-
egységgel hozzuk énintkezésbe, lemossuk a meg nem ko-
tott szabalyozo alegységet a szilard hordozordl; kimutat-
juk a szilard hordozén maradt jelzést; és ebbGl meghaté-
rozzuk egy kalcineurink6t és PKA-ko6t6 rogzitéfehérje
jelenlétét a sejtben. Egy masik modszer szerint a PKA
szabalyozo alegységét a szilard hordozéra immobilizal-
hatjuk és a kalcineurin lehet a jelzett molekula. A PKA
szabalyozo alegység éltalaban egy RII alegység.

Ezek a modszerek j61 hasznalhatok tovabbi fehérjék
azonositasara, amelyek mind a PKA-t, mind a kalci-
neurint megkdotik. Egyéb ilyen fehérjék azonositésa to-
vabbi szdvetspecifikus célpontokat szolgaltathat a tera-
pids beavatkozashoz.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok a
modszerek, amelyekkel olyan vegyiiletek azonositha-
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tok, amelyek modositjak a kotGdést a kalcineurin és
egy kalcineurin rogzit6fehérje kozott. Vagy a kalcineu-
rin, vagy a rogzitéfehérje hozzakothetd egy szilard hor-
dozéhoz. A megkoétetlen kdtdpartnert kimutathatoan je-
lezziik. A kotdpartnereket egy tesztvegyiilet jelenlété-
ben inkubaljuk. A tesztvegyiilet hatdsat a kalcineurin és
kalcineurin régzit6fehérje kozotti kotésre gy hataroz-
zuk meg, hogy megfigyeljitk az immobilizalt kotépart-
ner altal megkotott jelzés mennyiségét. Ha a tesztvegyii-
let jelenlétében kisebb mennyiségi jelzés kot6dik meg,
mint a tesztvegyiilet tavollétében, akkor ez azt jelzi,
hogy a tesztvegyiilet a kalcineurin és a kalcineurin
rogzitéfehérje kozotti kotédés gatloszere. Egyéb vizsgi-
latok, azaz a szcintillacids ,,proximity” vizsgéalatok is al-
kalmazhatdk.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok a
modszerek, amelyek fokozzak az interleukin—-2 exp-
ressziojat a T-sejtekben. A PKA kindz aktivitdsanak
gatlasa, vagy a PKA lokalizélasa a T-sejtekben fokozza
a fehérjék expresszidjat olyan promoter elemek szaba-
lyozasa alatt, amelyek szabalyozzdk az interleukin—2
gén transzkripcidjat. Ezek a modszerek altalaban abban
allnak, hogy a T-limfocitat érintkezésbe hozzak az alab-
bi aminosavszekvencidk koziil az egyikkel:

Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile-His-Asp-Ile
(5. szamu szekvencia) vagy
Asp-Leu-Ile-Glu-Glu-Ala-Ala-Ser- Arg-lle-Val-Asp-
Ala-Val-lle-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala-Gly-Ala-Tyr
(9. szamu szekvencia).

Az 5. szami szekvencia egy olyan peptid, amely ga-
tolja a PKA kindz aktivitdsat. A 9. szam\ szekvencia
egy olyan peptid, amely homolog a HT31 rogzit6fe-
hérje egy PKA-kot6 régidjaval. Ezek a peptidek modo-
sithaték, hogy megkonnyitsiik a bejutasukat a sejtekbe,
vagy liposzomédkba csomagolhatdk, az eléz6kben is-
mertetett modon. A taldlmany targyat képezi szamos, a
peptidek alkalmazdsén alapuld felhasznaldsi modszer.
Példaul a moédszerek alkalmazhatOk arra, hogy az im-
munvélaszt serkentsiik, hogy serkentsiik az aktivalt T-
sejteket a szelektalt klonalis expanzidban, vagy hogy fo-
kozzuk a T-sejtek vélaszat a kisérleti ingerekre, hogy ki-
értékeljitk a T-sejt biologidjaban a korai eseményeket
és az immunvalasz aktivalasat.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a mellékelt 4b-
rékat.

Az 1A-1B. abrakon a kalcineurin foszfatazaktivita-

sanak gitlasa lathato teljes hosszisagh
AKAP 79-cel és az AKAP 79 egy kal-
cineurint k&t6 fragmensével.

A 2A-2C. abrakon a Il-es tipusi PKA és a kalci-
neurin szubcellularis lokalizacidja, vala-
mint a Il-es tipust PKA és a kalcineurin
kolokalizacidja lathato.

A 2A-2C. abrakon a II-es tipusi PKA és a kalci-
neurin szubcellularis lokalizacidja, vala-
mint a H-es tipusu PKA és a kalcineurin
kolokalizécidja lathato.

a 11.1-es klén és a human kalcineurin
11.1-es izoforméja kdzotti homoldgia lat-
hatd.

A 3. abran
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A 4. 4bran az intracellularis cAMP-koncentraci6
novekedése lathatd, amely a Jurkat-sej-
tek forskolinnal és IBMX-szel val6 ke-
zelésével indukalunk.

Az 5A-5H. dbrdkon FACS gorbék lathatok, ame-
lyek a PKA inhibici6 hatdsat, valamint
az interleukin—2 promoter altal vezérelt
fehérjetranszkripcié delokalizacidjat
mutatjak be.

A jelen talalmany szerinti modszerekben alkalmazott
peptideket szintetizalhatjuk oldatban vagy szilard hordo-
z6n, a szakirodalomban ismertetett szokvanyos techni-
kak alkalmazasaval [Stewart és Young: Solid Phase Pep-
tide Synthesis, 2. kiadas, Pierce Chemical Company
(1984); Tam és munkatarsai: J. Am. Chem. Soc. 105,
6442 (1983), amely publikaciokat a tovabbiakban refe-
renciaként kezeliink]. A peptideket mirisztilezhetjiik
standard technikak alkalmazasaval [Eichholtz és munka-
tarsai: Journal of Biological Chemistry 268, 1982—1986
(1993), amely publikaciokat a tovabbiakban referencia-
ként kezeliink]. A peptidek liposzomékba valé kapszula-
z4sét a szakirodalomban ismertetett standard technikak-
kal végezhetjiik el [US 4,766,046, 5,169,637, 5,180,713,
5,185,154, 5,204,112 és 5,252,263 amely publikaciokat
a tovabbiakban referenciaként kezeliink].

Az alabbi példik bemutatasdval célunk a talalmény
targyanak illusztraldsa és nem a korlatozasa. Az 1. pél-
daban az AKAP 79 és a PKA kalcineurinnal valé asszo-
tivitds gatlasat mutatjuk be, az AKAP 79 aminosavszek-
vencidkbol szarmazo peptidek alkalmazasaval. A 3. pél-
daban a Il-es tipusit PKA és a kalcineurin szubcellula-
ris eloszlasat mutatjuk be. A 4. példdban egy dihibrid-
vizsgalatot ismertetiink, amely az AKAP 79 és a kal-
cineurin kozotti fiziologis kotédést ismerteti. Az 5. pél-
diban az AKAP 79 és a kalcineurink6t3dés elemzését
ismertetjiik. A 6. példdban a kalcineurin mutdnsok al-
kalmazésat irjuk le egy AKAP 79 kotShely meghatéro-
zasaban. A 7. példaban az AKAP 79 és a PKA Rl alegy-
ség kozotti kolesonhatast mutatjuk be. A 8. példdban el-
jarast ismertetiink a PKA kompartmentalizaciot gatlo
anyagok szlirGvizsgélatira. A 9. példdban a rogzit6fe-
hérjék részvételét ismertetjiik az interleukin—2-exp-
79 kotdfehérjék azonositasat mutatjuk be.

Korabbi megfigyelések azt mutattdk, hogy az
FKBP/FK506 immunofilin komplex és a kalcineurin
A kozotti kolcsonhatdshoz kalcineurin B-re is szitkség
van [Haddy és munkatarsai: FEBS 314, 37—-40 (1992)].
Ahhoz, hogy meghatirozzuk, hogy az y190 élesztStorzs-
ben endogén moédon expresszalt kalcineurin B részt
vesz-¢ a megfigyelt AKAP 79/kalcineurin kotGdésben,
egy y153b jelli kalcineurin B~ torzset hasznaltunk (Mat
a gall4 gal80, his3 trpl-901 ade2-101 ura3-
52 leu2-3-112+URA: :GAL—lacZ, LYS2::GAL—
HIS3cnblA1l: : ADE2), hogy eliminaljuk annak lehetdsé-
gét, hogy a kalcineurin részt vesz a kalcineurin
A/AKAP 79 kotédésben. Az y153b-t el8szor pAS1-
gyel, valamint pAS1 AKAP 79-cel transzformaljuk, és
vizsgaljuk a B-galaktozidaz-aktivitist egy zsdkmény-
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plazmid tévollétében. Nincs kimutathaté riportergén-
expresszio, jelezve, hogy a 11.1-es klonnal valo transz-
forméciot kdvetden a riportergén expresszidja sziikség-
szertien az AKAP 79/11.1 ko6t6désb6l szarmazik. Ez-
utdn a pACT kalcineurin 11.1 és a pACT kalcineurin
1-400 plazmidot egymastol fiiggetleniil bejuttatjuk az
y153b1 pAS1 AKAP 79 torzsbe, standard eljarasok al-
kalmazasaval. Mindegyik, az el6z6kben emlitett plazmi-
dokkal transzformalt torzsben megfigyelheté a B-
galaktoziddz-aktivitds, jelezve, hogy az AKAP 79 és a
kalcineurin kozotti kolcsonhatdshoz nincs sziikség
kalcineurin B-re. Ez az eredmény sugallja tovabba azt
is, hogy az FKBP/FK506 immunofilin komplexnek a
kalcineurin A-hoz val6 kot6dése eltér az AKAP 79 kot6-
déstél.

1. példa

Ebben a példaban a kalcineurinnak az AKAP 79-cel
és a PKA-val val6 természetes asszocidci6jat mutatjuk
be. Az AKAP 79 tehat tgy miko6dik, hogy koloka-
lizalja a mindeniitt el6forduld kinazt és foszfatazt. Ez a
kolokalizicio lehetSséget ad az enzimek specifikus sza-
balyozasara a szignal bioszintézis utakban, az enzimek
foszforilezése és defoszforilezése révén.

A kalcineurin immunprecipitacidjat egy kalmodulin-
agar6zzal tisztitott szarvasmarha-agykivonatbél ugy ér-
Juk el, hogy vagy a kalcineurin A-ra vagy a kalcineurin
B-re specifikus, affinitastisztitott ellenanyagokat alkal-
mazunk, a Harlow és Lane éltal ismertetett 4ltalanos elja-
rés szerint [Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (1988)],
azzal az eltéréssel, hogy egy végs6 ,,A” mosépuffert is
alkalmazunk [(10 mmol/l HEPES pH=7,9, 1,5 mmol/l
MgCl,, 10 mol/l KC], 1 mmol/l PMSF és 10 umol/l
IBMX)+0,4 mol/l natrium-klorid]. A PKA aktivitasat a
Scott és munkatdrsai altal ismertetett modszerrel mérjiik
[Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA 82, 4379-4383 (1985), amely publikaciét a tovab-
biakban referenciaként kezeliink], az immunprecipita-
tum 0,1 mmol/l cAMP-vel valé eluilasa utdn. Az im-
munprecipitalt fehérjék foszforilezését 0,1 mmol/l
32P—ATP (1,5x105 cpm/nmol) hozzdad4saval inicial-
Jjuk, majd miutan 30 percig 30 °C-on tartottuk, a reakcid-
kat SDS felvivSpuffer hozzdadéasaval allitjuk le, és SDS-
poliakrilamid gélelektroforézisnek vetjiik ald. A PKA R
alegységét az agykivonat 30—60%-os (NH,),SO, frak-
ci6jabal tisztitjuk, a Coghlan és munkatarsai altal ismer-
tetett modszerrel, cCAMP-agar6zt hasznélva [Journal of
Biological Chemistry 269, 7658—7665 (1994), amely
publikiciot a tovabbiakban referenciaként kezeliink], az-
zal az eltéréssel, hogy a fehérjét 0,5 mmol/l Ht31 pep-
tiddel (4. szamG szekvencia) eludljuk. A Western-blo-
tokat é&s a PKA RII feliilrétegzéseket a Coghlan és mun-
katérsai 4ltal ismertetett modszerrel végezziik [Journal
of Biological Chemistry 269, 76587665 (1994)].

Kinazaktivitdst mutatunk ki a kalmodulinnal tiszti-
tott kivonatban, ezt azutdn 123+3,6-szeresére dusitjuk
(+standard deviacid; n=3) a kalcineurin immunpreci-
pitatumban, majd specifikusan gatoljuk egy olyan pep-
tiddel, amely gatolja a PK A-kindz-aktivitdst, azaz a PKI
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peptiddel (5. szami szekvencia), jelezve, hogy a PKA
katalitikus (C) alegysége az izolalt komplex egy kompo-
nense volt. Az AKAP 79 (AKAP 75) és az RII szarvas-
marha-homoldgja, mindegyik szubsztratja a C alegység-
nek, szintén jelen van az immunprecipitditumban, és
¢AMP, valamint 32P—-ATP hozzdadiséval foszforilez-
ziik. Kiegészité kisérletekben a PKA R alegységeit
nyers szarvasmarha-agykivonatbol izoldljuk cAMP-aga-
rozon végzett affinitdskromatografidval. Az affinitas-
oszlop Ht31 peptiddel valé kezelésének hatisira az
AKAP 75 specifikusan eludlédott a cAMP Altal megko-
tott RII-r8l, és eleresztette mind a kalcineurin A mind a
kalcineurin B alegységeket. A lizitumban lev3 dsszes
kalcineurinnak koriilbeliil 5%-4rél kideriilt, hogy asszo-
cialodik az AKAP 75-tel és az RIl-vel, a Western-blot-
tal végzett kimutatis alapjan. Ezek az eredmények
Osszegezve azt sugalljak, hogy a PKA és a kalcineurin
egyszerre asszocialodik a rogzitGfehérjével.

2. példa

Ebben a példaban a kalcineurin foszfatazaktivitdsa-
nak gatlasat mutatjuk be, az AKAP 79-bdl szarmazo
peptidekkel.

Annak meghatarozasara, hogy az AKAP 79 peptid
kotédése gatlo hatdsi-e, a kalcineurinaktivitast vizsgal-
juk rekombindns AKAP 79 jelenlétében. Roviden, re-
kombinans AKAP 79-et expresszalunk Escherichia co-
Iiban Carr és munkatarsai leirdsa szerint [Journal of
Biological Chemistry 267, 16 816—16 823 (1992),
amely publikaciét a tovabbiakban referenciaként keze-
link]. A kalcineurint és a konstitutive aktiv csonkitott
CaNy,p muténst [a kalcineurinnak egy csonkitott,
Ca2+/kalmodulin fiiggetlen, konstitutive aktiv forméja]
Sf9 sejtekben expresszaljuk, majd kalmodulin-Sepha-
rose-on tisztitjuk Perrino és munkatérsai leirdsa szerint
[Journal of Biological Chemistry 267, 15 965—15 969
(1992), amely publikiciot a tovabbiakban referencia-
ként kezeliink]. A 32P RII peptid szubsztrattal szemben
mutatott foszfatdzaktivitast a Perrino és munkatarsai al-
tal ismertetett modszerrel mérjiik [Journal of Biological
Chemistry 267, 15 965—15 969 (1992)]. 30 nmol/l kal-
cineurint 10 nmol/l kalmodulint és 22 umol/l 32P RII
peptidet inkubalunk AKAP 79 fehérjével és AKAP
79 peptiddel (1 szamu szekvencia, 81—102-es aminosa-
vak), az 1B. dbran lathaté koncentracidtartoményban.
A kalmodulint kihagyjuk a CaN,yy-vizsgalatokbél.
A szubsztratrél felszabadult 32P-t harom parhuzamos
mintaban, hdrom parhuzamos kisérletben mérjiik szcin-
tillacids szamlaloval. A rekombindns AKAP 79-nek a
kalcineurinnal szemben mutatott inhibiciés konstansat
(K)) az adatok linearis regresszids elemzésével hataroz-
zuk meg. Az AKAP 79 peptid K;-értékeit Ggy becsiil-
jik meg, hogy meghatérozzuk az ICsy-értéket, K -nél
rogzitett szubsztratkoncentraci6 mellett (42 pmol/l).

Az 1. 4bran a teljes hossziisag kalcineurin (Ca2+/kal-
modulin dependens) (korok) és a CaNy,, (négyzetek)
AKAP 79-cel vald gatlasa lathaté nem kompetitiv mo-
don, a foszforilezett RII peptid szubsztrit viszonylata-
ban. Az iires jelek az AKAP 79 tavollétében mért foszfa-
tazaktivitdst mutatjak, a kitoltott jelek az AKAP 79 jelen-

létében mért foszfatdzaktivitdst mutatjdk. Az AKAP
79 peptidnek megfelel6 szintetikus peptid gatolja mind a
teljes hosszlisagh kalcineurint (kitoltott korok), mind az
CaNy-t, mig a Ht31 peptid nem gatolja a kalcineurint

5 (1B. 4bra). A megfigyelt gitlds a kalcineurinra specifi-
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kus; az AKAP 79 peptid nem érinti szignifikinsan a
fehérjefoszfatazok aktivitasat (iires négyszogek) vagy
2A. (keresztek), még 0,4 mmol/l peptidkoncentracidban
sem. Jollehet a II-es tipusi PKA és a kalcineurin eloszla-
sa az AKAP 79-en és az FKBP-12-n hasonld, a kozottik
levé kiillonbségeknek funkcionélis jelentSségilk van: az
FK506 (2 umol/l) nem érinti a gatlas potenciajat és a re-
kombinins AKAP 79 nem mutat peptidil-proli-izome-
réz-aktivitast egy fluoreszcens peptidszubsztrittal szem-
ben. Emellett a kalcineurin B alegység, amely ahhoz
kell, hogy az FK506/FKBP kélcsonhatasba lépjen a kal-
cineurin A alegységgel, nem sziikséges ahhoz, hogy az
AKAP 79 kolcsonhatasba 1épjen a kalcineurin A alegy-
séggel. Emellett, mig az FK506/FKBP kalcineurin A-val
val6 kodlcsonhatésa kalcium/kalmodulin dependens, a kal-
cineurinaktivitis AKAP 79-cel valé gatlasa kalcium/kal-
modulin independens. Ezeket a megfigyeléseket ssze-
gezve azt mondhatjuk, hogy a kalcineurint inaktiv allapo-
taban az AKAP 79 lokalizélja, a rogzitéfehérjéhez kotott
PK A-val analog médon.

3. példa

Ebben a példaban a Il-es tipusi PKA és a kalci-
neurin szubcellularis eloszlasat mutatjuk be kiilonb6z8
szovetekben.

Széamos fehérjekinaz és fehérjefoszfataz szubcellula-
ris lokaliziciojat a célzo alegységekkel vald asszocii-
cidval hatdrozzuk meg. Az AKAP 79 a szabalyozo fe-
hérjék ezen osztilyanak egy 0j tagja, mivel bifunkcios
szerepet jatszik mind a PKA-nak, mind a kalcineurin-
nak a lokalizalasaban.

A sejteket tenyésztjiik, formalinnal fixaljuk, majd im-
munoldgiai modszerrel festjiik [Rosenmund és munka-
tarsai: Nature 368, 853—856 (1994)]. Az RII festéséhez
FITC-vel konjugdlt antikecske szekunder antiszérumot
hasznlunk. A kalcineurin festéséhez biotinilezett an-
tinyul szekunder antiszérumot és sztreptavidin Texas-
Red-et (Jackson) haszndlunk. A képeket egy Biorad
MRC-600 konfokélis lézer letapogatd rendszerrel kap-
juk meg (Al és A2 sz(irGk), egy Nikon optifot 2 mikro-
szkoppal, amely 60x planapokromat (1.6 NA) olajim-
merzios objektivvel van felszerelve. A konfokalis szek-
cidk 1,5 és 2 pm abszolut vastagsagban talalhatok.

Az AKAP 79 homolégokat szarvasmarha-, sertés-,
nyul- és ragcséloagyban figyeltik meg. Ez azt mutatja,
hogy a PKA ¢és a kalcineurin kolokaliz4ci6ja éltaldnos je-
lenség, amely a neuronokat a specifikus szignal transz-
dukcids eseményekhez adaptdlja. Immuncitokémiai
modszerek alkalmazasaval a II-es tipusa PKA és a kalci-
neurin eloszlasat vizsgaljuk tenyésztett hippokampalis
neuronokban. Az RII (zold jelzés a 2A. 4bran) és a
kalcineurin (vords jelzés a 2B. abran) festési mintdzata
regiondlisan diszpergélodik, és atfed a neuritokban (az
RII vords, a kalcineurin zold a 2C. dbran). Ezek a megfi-
gyelések megfelelnek a Il-es tipusit PKA és a kalci-
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neurin rogzitéfehérjével vald kolokalizaciojanak, és azt
sugalljak, hogy a hirmas komplex szerepet jatszik a
szinaptikus transzmisszi6 szabalyozasaban. Ez egybe-
esik azokkal a kisérletekkel, amelyek az RII és az
AKAP 79 kolokaliziciojat igazoljak ezekben a sejtek-
ben, valamint azokkal a vizsgélatokkal, amelyek azt mu-
tatjak, hogy az AKAP 79, a [I-es tipusi PKA és a kalci-
neurin a posztszinaptikus siirlisédések komponensei.
A lokalizalt harmas transzdukcids komplex potencidlis
szubsztratjai lehetnek az AMPA /kain4t receptorok, ame-
lyeket a rogzitGfehérjével célzott PKA modulal.

4. példa

Ebben a példdban az AKAP 79 és a kalcineurin kél-
csOnhatasat mutatjuk be kettGs élesztd hibrid vizsgala-
tokban. Az AKAP 79-et hasznalva ,csaliként” az egy
T-sejt-konyvtarbol szarmazé ¢cDNS altal kédolt kalci-
neurinrél kideriilt, hogy kot8dik az AKAP 79-hez.

A vizsgilatot lényegében Durfee és munkatarsai
modszerével végezzik [Genes and Development 7,
555-567 (1993), amely publikiciét a tovabbiakban re-
ferenciaként kezeliink]. A ,,célpont” és a ,csali” két
plazmid volt, mindegyik tartalmazza a Gal—-4 transz-
kripcios faktor egy részét. A ,.csali” plazmid (pAS1)
egy 2 mikronos alapt plazmid volt egy ADH promoter-
rel, amely a GAL-4 DNS-kotd alegységhez kotGdik
[1-147-es aminosavak; Keegan és munkatéarsai:
Science 231, 699704 (1986), amely publikiciot a to-
vébbiakban referenciaként kezeliink], majd ezt koveti
egy hemagglutinin (HA) cimke, egy poliklonalis hely
és egy ADH terminator. A szelekciot SC-Trp tapta-
lajjal tartjuk fenn. A ,.célpont” konstrukcié egy leu
2,2 mikronos alapt plazmid, amely tartalmaz egy ADH
promotert és egy terminatort a Gal—4 transzkripcios ak-
tivacios II-es doménnel [768—881-es aminosavak; Ma
és Ptashne: Cell 48, 847-853 (1987), amely publika-
Cidt a tovabbiakban referenciaként kezeliink], majd ezt
kéveti egy tobbszoros klonozohely. Ezt a vektort, a
PACT-t hasznéljuk egy egér-T-sejt cDNS fuziés konyv-
tar készitésére. A sziirdvizsgalatban hasznalt Saccharo-
myces cerevisiae y190 térzs (ATCC 96400; Harper
et al.: Cell 75, 805-816, 1993) genomjéba integr-
l6dva két riportergént tartalmaz. A riportergének egy
Gal-1 promoter szabélyozasa alatt allnak, amely
Gal-4 kotShelyeket tartalmaz. Ha a csaliplazmid és a
célpontplazmid altal kddolt fehérjék asszocialodnak, ak-
kor a Gal-4 transzkripcids faktor alegységei dsszejon-
nek, €s a riportergének transzkripcidjat inicialjak.

Az AKAP 79 kédolorégidjat tartalmazé 1,3 kilobézis
méreti Ncol/BamHI fragmenst egy pET11d gerincbdl
izolaltuk, és a pAS1-hez ligaltuk, hogy a szirdvizsgélat-
ban ,csaliként” mikédjon. Ebb6l a konstrukciobol egy
ug-ot y190 MATa-ba és y190 MATa-ba transzforma-
lunk, egy standard litium-acetat-PEG transzformacids
protokollt alkalmazva. Minden egyes mating tipusbél
négy izolatumot (y190A pASI AKAP 79 1-4 és y190a
pAS1 AKAP 79 1-4) vizsgalunk meg, hogy képesek-e
kolcsonhatasba 1épni egy pACT-RII fizios konstrukcio-
val, amely tartalmazza a PKA szabélyozé alegységét (az
RIT 1-89-es aminosavai). Ezt Gigy értiik el, hogy a térzse-
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ket YEPT téptalajon (1 szazalék Bacto élesztSkivonat,
2 szazalék Bacto pepton, 2 szdzalék szacharoz és 2%
Bacto agar) keresztezzikk éjszakan 4t 30 °C-on, majd
diploidokat szelektilunk SC-Leu-Trp lemezeken. Az
Escherichia coli lac Z génnek, amely riportergénként md-
kodik, azutan vizsgalhatjuk a B-galaktozidaz-aktivitasat.
A keresztezett torzseket azutin SC-Leu-Trp lemezeken
replikdzzuk, amelyeket Hybond—N (Amersham) sz{irdla-
pokkal rétegziink le és éjszakan 4t ndvesztiink. A sziirdla-
pokat cseppfolyos nitrogénbe tessziik egy percre, hogy
feltorjiik az élesztSsejteket. Egy 3MM papirkorongot teli-
tink koriilbeliil 3 ml 0,1% X-gal-lal, amely egy
40 mmol/l NaH,PQO,, 60 mmol/l Na,HPO,, 10 mmol/l
KCI és 10 mmol/1 MgSO, Gsszetétell oldatban van old-
va. A lizéltélesztG-sziirSlapot a korongra tesszik, és
hagyjuk hogy 30 °C-on kifejlédjén, kériilbeliil 1-2 6ra
hosszat. A mind a pAS1 AKAP 79-et, mind a pACT-RII
fuzidkat tartalmazé diploidtérzsek pozitivak a B-
galaktozidaz-aktivitds szempontjdbdl, amit az mutatott,
hogy az éleszt§ helye kék szinii lett. Kontrollként a csali
AKAP 79 plazmid fehér maradt, ha egy tires pACT kont-
rollal kereszteztiik.

A Gal-4 AKAP 79 fizios fehérje kimutatdsat tgy
hajtjuk végre, hogy az y190A AKAP 79-et (1-es és 2-es
izoldtumok) 2x 107 sejt/ml sirliségig névesztjiik 50 ml
SC~Trp téptalajon. A sejteket iilepitjik (3000xg,
10 perc), majd 200 pl tiveggyonggyel lizaltatjuk (mére-
tilk: 425-600 mikron) 25 mmol/l TRIS pH=8, 5 mmol/l
EDTA, 5 mmol/l EGTA, 2 mmol/l O-fenantrolin,
1 mmol/l DTT, 25 umol/ 4-(2-amino-etil)-benzolszulfo-
nil-fluorid-HCI, (molekulasilya 239,5 AEBSF),
1 mmol/l benzanidin, 1 pg/ml PLACC (pepsztatin, leu-
peptin, aprotinin, kalpain I és II) és 20 pg/ml benstantin
lizlopuffer Osszetételd pufferben. Egy masik modszer
szerint a sejteket egy percig vortexeljik, majd egy percre
jégre tesszilk, 12-szer megismételve ezt a ciklust. A fehér-
visziink fel 10%-os SDS-PAGE gélre. A gélt Immo-
bilon-P-re (Millipore) vissziik 4t, majd standard eljarasok-
kal kimutatjuk, egy 12CAS5 jeld anti-HA monoklonalis el-
lenanyag (Bab Co., Berkeley, CA) és kecske antiegér
IgG alkalikus foszfatdzhoz konjugalt szekunder antiszé-
rum (Biorad, Hercules, CA) alkalmazasaval. Egy kériil-
beliil 100 kDa méretli Gal-4 AKAP 79 fuzibs fehérjét
kdnnyen ki lehetett mutatni, jelezve ezzel, hogy ezekben
a torzsekben jelen van a megfeleld méretii termék.

Az y190A pAS1 AKAP 79 izoldtumot valasztottuk
ki egy pACT ragcsalo T-sejt cDNS konyvtér atvizsgalasa-
ra. Egy 500 ml-es SC—Trp tenyészetet (ODggy=0,6—0,8)
allitunk el6, a sejteket kinyerjik, desztillalt vizzel mos-
suk, majd Gjra tilepitjiik. Az iiledéket 50 ml LiSORB-ban
vessziik fel (100 mmol/l litium-acetat, 10 mmol/l TRIS
pH=8, 1 mmol/l EDTA pH=8,1 mol/l szorbit), 4tvissziik
egy egyliteres lombikba, majd 30 percig 30 °C-on rizat-
juk 220/perc fordulatszdmmal. A sejteket utana iilepitjiik,
és Ujra szuszpendaljuk 625 pl LiSORB-ban és jégen tart-
juk, ameddig a DNS-t el8allitjuk.

A transzformaldshoz a DNS-t uigy allitjuk el8, hogy
400 pl 10 mg/ml lazacsperma DNS-t forralunk 10 per-
cig, majd 500 pl LiSORB-ot adunk hozz4, és hagyjuk
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lassan szobahémérsékletre hiilni. A Mu T-sejt konyvtar-
bol szdrmazé6 DNS-t (40-50 pg) adunk hozzi egy
1 mg/ml torzsoldatbol. A jégen tartott élesztBtenyésze-
tet 10 Eppendorf-cs6be osztjuk szét, 120 pl preparalt
DNS-sel. A csoveket 30 °C-on inkubaljuk 220/perc
fordulatszdmmal. 30 perc elteltével 950 pl 40%-os
PEGj;59-et (100 mmol/l Li-acetat, 10 mmol/l TRIS
pH=8, 1 mmol/l EDTA pH=38 oldatban) adunk minden
egyes tenyészethez, majd tovabbi 30 percig inkubaljuk.
A mintékat azutan egyesitjiik, és egy kis aliquot részt el-
tavolitunk beldle, hogy vizsgaljuk a transzformécié ha-
tékonysagat, majd SC-Leu-Trp lemezekre szélesztjiik.
A megmaradt sejteket 100 ml SC-Leu-Trp-His téptalaj-
hoz adjuk, majd 1 6ra hosszat 30 °C-on névesztjiik
220/perc fordulatszimmal rizatva a tenyészetet. A ki-
nyert sejteket 5,5 ml SC-Leu-Trp-His+50 mmol/l 3AT
(3-amino-triazol) 6sszetételd kozegben szuszpendaljuk,
€s 300 pl-es aliquot részeket szélesztiink 150 mm-es le-
mezekre, amelyek SC-Leu-Trp-His+50 mmol/1 3AT
oOsszetétel( tiptalajt tartalmaznak, majd hagyjuk egy hé-
tig 30 °C-on szaporodni.

Négy nap elteltével a titerlemezeket megszamlaljuk
és 1,1 x105 telepet atvizsgilunk. Nagyméretii p-galakto-
zidaz vizsgalatokat végziink a konyvtar lemezein, majd
tiz pozitiv klont izoldlunk egyedi telepekbdl. Ezek koziil
a telepek koziil az egyik 1ényegesen nagyobbra né, mint
a tobbi, ez kapta a 11.1 klon jelzést. Ezekbd! a torzsekbdl
6sszélesztd DNS-t allitunk eld, majd leu2 plazmid DNS-t
izolalunk. A ,kimentett” plazmidot hasznéljuk az eredeti
y190A pAS1 AKAP 79 csalitorzs és az y190a Gjra transz-
formaldséra. A PB-galaktoziddz-vizsgélatban csak a 11.1-
es klon maradt pozitiv az y190ApAS1 AKAP 79-ben.
A pACT 11.1-es klont tartalmazd y190a fehér maradt, ez
a negativ kontroll.

Az Xhol endonukledzzal végzett restrikcids emész-
téssel egy 2,3 kilobazis méretd inszert szabadul fel, és a
plazmidot mind eldre, mind hétrafelé megszekvenaljuk.
A Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing Kittel
(Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) a szimmetri-
kus polimerdz-lancreakcié alkalmazasaval kétszala
templatokon kapott reakciokat elemezziik egy ABI
373A automatizalt szekvenaloval (Applied Biosystems,
Inc.). A 11.1-es klonbdl szarmazo6 szekvencidban talal-
hat6 egy 487 aminosav hossziisdgu nyitott leolvasasi ke-
ret (6. szami szekvencia), amely helyesen fuzional a
pACT Gal—4 aktivaciés doménjével. Az NIH szekven-
cia adatbazisat atvizsgaltuk, és kideriilt, hogy a szekven-
cia nagyon erG6s homoldgidt mutat a human kalmo-
dulindependens fehérjefoszfatazzal a kalcineurinnal.
A 11.1-es klon és a humén A1 izoforma k6zotti szamito-
gépes elemzés azt mutatja, hogy 80%-o0s azonossag van
a nukleinsavszinten és 93%-o0s azonossdg van az ami-
nosavszinten (3. dbra). A humdn szekvencidban levd
elsé 10 aminosav és egy 18 aminosavas inszert nem ta-
lalhaté meg az egér 11.1-es szekvencigjaban. A 11.1-es
klén szoros rokonsagban 4ll az egér kalcineurin A B-
szekvencidjaval, de a C-terminalison jelentGsen eltér
téle. Hasonloképpen, a humén kalcineurin Al és a hu-
maén kalcineurin A2 izoforma ers homolégiat mutat,
de erdsen eltérnek egymastdl a 3’-végiikon,
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Az AKAP 79-kalcineurin kélcsdnhatas-specifikus-
sagét Ugy igazoljuk, hogy a kalcineurin pACT-t tartal-
maz6 torzset egyéb, nem rokon csalitérzsekkel keresz-
tezziik. A keresztezéseket az el6zGkben ismertetett mo-
don végezziik, a pAS1-et az RII-hoz (1-89), a kazeinki-
naz 1-hez, a foszfodiészteraz 32-hoz (HDUN2) és az
AKAP Ht31-hez fuzionaltatva tartalmazd torzsekkel.
A B-galaktoziddz-aktivitas mindegyik emlitett diploid-
torzsben negativ volt.

5. példa

Ahhoz, hogy kiértékeljitk az AKAP 79 kélcsonhata-
sit a 11.1-es klonnal, egy sorozat kalcineurin 11.1 delé-
ciés mutanst készitettiink, és mindegyik plazmidot meg-
vizsgaltuk a dihibridrendszerben.

Ugyanazt az 5 -oligonukleotidot (MH47) és négy
3’-oligonukleotidot (MH48, MH49, MH50 és MH51)
haszndlva, PCR-reakciokat éllitottunk 6ssze, hogy
amplifikaljuk a kalcineurin 11.1-et kédolé aminosa-
vakat, az 1-104-et, az 1-2024-et, az 1-312-t és az
1-400-at. Ezeket a fragmenseket BgllI restrikcios endo-
nukledzzal emésztjiik, majd pACT-be klénozzuk. Az
orientaciot restrikcids emésztési térképezés alapjan erd-
sitjiik meg, a PCR hibait pedig automata szekvenalassal
hatdrozzuk meg. Azokat a plazmidokat amelyek helye-
sen kodoljak a keresett delécids muténst, y190MATa és
y190MATa térzsekbe transzformaéljuk. Az éleszts-
torzseket y190apAS1 és y190aPAS1 AKAP 79 torzsek-
kel keresztezziik, az eredeti pACT 11.1-gyel, amely
1-478 aminosavakat kodolja a 6. szdmu szekvencia-
ban. A kapott keresztezési sziirét az el6z6kben ismerte-
tett modon vizsgaljuk meg, és az figyelhet3 meg, hogy
csak azok a fizios fehérjék képesek a riportergének
transzkripci6jat beinditani, amelyek vagy az 1-400
vagy az 1-487-es aminosavakat kodoljak. Az a megfi-
gyelés, hogy az 1-312-es aminosavakat tartalmazé fii-
zi6s fehérje nem képes a transzkripcié inicidcidjara, azt
mutatja, hogy az AKAP 79 kotéshez a 313—400-as cso-
portok kozétti aminosavakra van sziikség. Errdl a
régiordl korabban kimutattik, hogy tartalmazza az
FKBP/FK506 k6t domént, valamint a kalcineurin B
kot régiot [Husi és munkatérsai: Journal of Biological
Chemistry 269, 14 19914 204 (1994)].

Ahhoz, hogy pontosabban meghatérozzuk az AKAP
79 megkotéséhez szikséges kalcineurin aminosavszek-
venciakat, tovabbi deléciés mutansokat készitettiink és
vizsgiltuk az AKAP 79-hez val6 kétSdésiiket. Olyan
expresszids konstrukcidkat készitettink a pACT fel-
hasznalasaval, amelyek a kalcineurin 11.1 332—441-es,
332-487-es és 442—-487-es doménjeit kodoljak. Csak-
ugy, mint az el6z6kben, minden egyes konstrukcidnak
meghatdrozzuk a szekvencidjat, a pAS1 AKAP 79-be
valé transzformélds el6tt, hogy a helyes muténst exp-
resszaljuk.

A transzformacid utan azonban nem volt kimutatha-
t6 riportergén-expresszid, ami azt mutatja, hogy a mu-
tansok nem képesek kolcsonhatisba 1épni az AKAP
79-cel. Az AKAP 79 kotés hidnyéra az egyik lehetsé-
ges magyarazat az, hogy ezeknél a csonkitott klonoknal
elveszett a kbtéshez sziikséges szekunder fehérjeszerke-



1 HU 221 881 B1 2

zet, vagy az, hogy néhiny N-termindlis aminosavszek-
vencidra is sziikség van a kotéshez.

6. példa

Ahhoz, hogy megprébaljuk pontosabban meghats-
rozni az AKAP 79-nek a kalcineurin 11.1-hez val6 ko-
tédése régidjat, tovabbi, delécids muticiokat hordozd
plazmidokat készitiink, amelyek eltérnek az el6z8kben
emlitettektdl, vagy pontmutacidkat készitiink.
A) Termindlis delécick

Ebben a példaban azt igazoljuk, hogy az AKAP
79 és a kalcineurin 11.1 kézotti kélesdnhatashoz a
30-336 kalcineurin aminosavrégiora van szitkség. Rovi-
den, primereket terveztiink, a kalcineurin 11.1 kiilonbo-
26 régibira a polimeraz-lancreakcidkban valé felhaszna-
las céljabol, hogy specifikus N-terminalis és C-ter-
minélis deléciokat allitsunk el6, amelyeket az 1. tablazat-
ban ismertetiink. A PCR-termékeket tgy allitjuk eld,
hogy a 3’ és 5 primerekbdl 1-1 pg-ot keveriink dssze az
egyes dANTP-kbS! 200-200 pg-mal és 1 ng plazmid
templéttal, a #2 PCR-pufferben (6sszetétele: 20 mmol/l
TRIS-HCI pH=8,75, 10 mmol/1 KC], 10 mmol/l
(NH,),SO,, 2 mmol/l MgSO,, 0,1% Triton X—100 és
100 pg/ml BSA) (Stratagene), majd hozziadunk 2,5 egy-
ség Pyrococus furiosus (Pfu) DNS-polimerazt (Strata-
gene) 100 pl ossztérfogatban. Harmine ciklust hajtunk
végre: egy perc 95 °C, két perc 50 °C és négy perc
72 °C. Az amplifikicios termékeket megtisztitjuk és a
PACT BglII hasitési helyére klonozzuk. A kapott konst-
rukciokban az el6zGkben ismertetett modon szekvenalas-
sal megvizsgaljuk a PCR-hibakat és az orientéciot.

Mindegyik konstrukciot egyenként transzformaljuk
y190a, y190a pASI APAK 79 és y153b pASI AKAP
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79 élesztbtorzsekbe, amelyeket az el6zdkben, a 4A. pél-
daban ismertettiink, majd B-galaktozidaz sz{irGvizsgalato-
kat végziink, az el6z8kben ismertetett modon. Az elsG,
C-termindlis deléciokat kodolé vektorcsoporttal kapott
eredmények alapjan meghatirozhatd egy teriilet a
312—-400-as aminosavak kozott, amely az AKAP 79 ké-
tédéshez sziikséges. Az y153b pASI APAK 79 transzfor-
mansokbol kapott pozitiv szlirGvizsgalati eredmények is
megerdsitették, hogy az AKAP 79 kotGdéshez nincs
sziikség a kalcineurin B-re.

Az ¢l6z6 vizsgalatok azt mutattik, hogy a kalci-
neurin B kot6déséhez a 348-as, 349-es, 355-0s és 356-0s
aminosavakra van sziikség [Watanebe és munkatarsai:
Journal of Biological Chemistry 270, 456—460 (1995)],
a kalcineurin autoinhibicidés domén a 442-487-es ami-
nosavakat tartalmazza, az FKBP/FK 506 kotéséhez pedig
a 350-es, 353-as és 359-es aminosavakra van sziikség
[Kawamura és Su: Journal of Biological Chemistry 270,
15 46315 466 (1995)]. Tovabbi kalcineurin 11.1 konst-
rukcidk, amelyek tovabbi C-terminalis deléciokat kédol-
nak, azt mutatjak, hogy a kalcineurin 11.1/AKAP 79 ko-
téshez sziikség van az 1-336-0s aminosavakra. Ezek a
deléciok azt mutatjak, hogy a kalmodulint k6t6 domén,
az autoinhibicios domén és a kalcineurin B-t k6t domén
nem sziikséges ahhoz, hogy az AKAP 79 és a kalci-
neurin A komplexet képezzen.

Minden deléciora vonatkozé kétési eredmény az 1.
tablazatban talalhato. Az aminosavdelécidk azt mutat-
jak, hogy az AKAP 79 kotéshez sziikséges legalabb
egy tertilet a 30—99-es csoportok kozott talalhato. Csak-
ugy, mint az el6zkben, az N-terminalis deléciokat exp-
resszalo y153b pAS1 AKAP 79 transzformansoknak
nincs sziikségiik kalcineurin B-re a kitddéshez.

1. tablazat
Az AKAP 79/immunifilin k6t6dés a kalcineurin delécios mutansokhoz
Kalcineurindelécié (az expresszids plazmid Aminosavszekvencia AKAP 79 Immunofilinkétés
készitéséhez hasznalt primerck* alapjan jellve)
MH52-MHS58 1-487 N.D.
MH52-MH48 1-400 N.D.
MH52-MH49 1-312 - N.D.
MH52-MH50 1-204 - N.D.
MH52-MHS51 1-104 - N.D.
MH66-MH58 332-487 - N.D.
MH59-MHS58 441-487 - N.D.
MH66-MH57 332-441 - N.D.
MH52-MH75 1-375 + +
MH52-MH74 1-354 -
MH76-MH75 30-375 + +
MH77-MH75 98-375 - -
MH52-MH93 1-347 N.D.
MHS52-MH9%4 1-340 + N.D.
MHS52-MH95 1-330 - N.D.
MH52-MH96 1-320 - N.D.
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1. tablazat (folytatds)

Kalcineurindelécié (az expresszios plazmid Aminosavszckvencia AKAP 79 Immunofilinkdtés
készitéschez hasznalt primerek* alapjan jclolve)
MH52-MH107 1-338 N.D.
MHS52-MH108 13367 N.D.
MH52-MH109 1-334 - N.D.
MH52-MH110 1-332 - N.D.
MHS2-MH111 1-335 - N.D.

*: Az expresszios plazmidok készitésére hasznalt primerek

MH48 (10. szam1 szekvencia):
MHA49 (11. szamu szekvencia):
MHS0 (12. szamu szekvencia):
MH51 (13. szam szekvencia):
MHS52 (14. szamu szekvencia):
MHS7 (15. szamu szekvencia):
MH358 (16. szam szekvencia):
MHS9 (17. szam\ szekvencia):
MHG66 (18. szamu szekvencia):
MH74 (19. szamt szekvencia):
MH75 (20. szam\ szekvencia):
MH76 (21. szamu szekvencia):
MH77 (22. szamu szekvencia):
MH93 (23. szdm szekvencia):
MH94 (24. szamu szekvencia):
MH95 (25. szamu szekvencia):
MH96 (26. szam szekvencia):
MH107 (27. szam\ szekvencia):
MH108 (28. szamu szekvencia):
MHI109 (29. szamu szekvencia):
MH110 (30. szamu szekvencia):
MH111 (31. szadm szekvencia):

B) Pontmutacick

Ahhoz, hogy pontosan ki tudjuk értékelni, hogy me-
lyik aminosav vesz részt az AKAP 79 kétésében, PCR-
alapu stratégiaval kalcineurin 11.1 pontmutacidkat
hoztunk létre. Harom alaninmutanst (Cys335—>Ala
Ser336—Ala és Pro33—Ala) hoztunk létre, és vizsgal-
tuk az AKAP 79 kotését befolyasold tulajdonsdgait a
dihibridrendszerben. Ezek koéziil a mutinsok koziil
egyik sem akadalyozta meg, hogy az AKAP 79 megkds-
se a kalcineurint, jelezve ezzel, hogy csak ezeknek a
csoportoknak a modositasa nem elegend8 ahhoz, hogy
elrontsuk az AKAP 79 k6tGdését.

7. példa
Tovabbi szirdvizsgalatokat végeztiink a pACT Mu

T-sejt konyvtar DNS-ével és a pASi AKAP 79 csali-
torzzsel, hogy azonositsunk egyéb AKAP 79 koté fehér-
jéket az el6zGkben ismertetett protokollal. A kériilbeliil

211,000 telep atvizsgalasaval egy pozitiv klént kaptunk

(jele pACT 2-1), amely a kimentés és a retranszfor-
mécio soran is stabil maradt. A plazmidb6l Xhol emész-
téssel eltdvolitjuk a konyvtarszekvenciat, amelyrdl kide-
riilt, hogy egy 1200 bazispar méret(i inszert. A szekve-
nalasbol és az azt kovetd adatbazis-kutatasbél kideriilt,
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5’-GTATTAGCAGGAGATCTTCCTACTTC-3’
5’-GTGTGTGTAGATCTGGTGAAAGT CC-3’
5’>-ATTGTAGAGATCTAAGTAATTAGGTGCCG-3’
5’-GCCAATTGCTCAGATCTTGTTTCTTATG-3’
5’-GGAATTCGGATCCTCGAGAGATCTCGCCG-3’
5’-CCACTTTGAGATCTCTACCGTCCTCCAGCC-3’
5’-CCCTGAGATCTTCAGCTGCTAAGAC-3’
5’-GGCTGAGATCTGGCAGACCTTGCAAAGTGG-3’
5’-GTGATGAAGATCTTACAGTTTAATTGCTCTCC-3’
5*-TTCTCCAGATCTTGGTAAGGACCATG-3’
5’-CACCTTCTGTAGATCTTTCATCATCAGAAC-3’
5’-CATCGGCAGATCTCTGAAGAAGTG-3,
5’-CCATGGCCAATTTTAGATCTCGATGAAAC-3’
5’-GGACCATGAGATCTAATCCATAAAATTGGG-3’
5’-AAATGGGAGATCTAATAAGGATGTGGAGAGC-3’
5’-GGAGAGCAATTAAAGATCTAAATGTTCATCAC-3
5’-TTTTCATAGATCTATACAAGCAGTTT-3’
5’-CAACCAGATCTAATGTGGAGAGCAATTAAACTGTCG-3’
5’-CCAATAAGAGATCTAAGAGCAATTAAACTGTCG-3’
5’-TGTGAGATCTAATTAAACTGTCGAATGTTCATCAC-3’
5’-GGAGAGCAGATCTACTGTCGAATGTTCATCAC-3’
5’-AAGGATAGATCTAGCAATTAAACTGTCGAATGTTCATCAC

hogy a klén 91%-os azonossagot mutat a patkény fehér-
Jjekinaz A la tipust szabalyozd alegységével (RI).

A konyvtarat (jbol atvizsgaltuk ugyanazt az AKAP
79 csalit hasznalva, és koriilbelil 520,000 transzfor-
ménsbol tizenot pozitiv klont mutattunk ki. Ebbél a ti-
zendtbdl tizenegyrGl deriilt ki, hogy a patkdny PKA I-es
tipusi szabdlyoz6 alegységével homolog. Mindegyik
izolatumot az RI 5’ nem transzlalodo régidjahoz fuzio-
naltatjuk, és az inicialdé metioninon keresztiil nyitva ma-
radt. A restrikcios emésztési elemzések és szekvenalasi
adatok alapjan kilenc klont izolaltunk, beleértve az ere-
deti pACT 2-1 izolatumot is.

Ezek az eredmények az els§ igazoldsai egy olyan
rogzitéfehérjének, amely a PKA-nak mind az RII, mind
az Rl szabalyozé alegységéhez kotédik, ami varatlan, a
két alegység egymastol eltér primer struktiraja miatt.

Ahhoz, hogy tovabb definialjuk a kélcsonhatds szek-
vencidjat az RI és az AKAP 79 kozott, és hogy meghaté-
rozzuk, vajon a kolcsonhatas az AKAP 79-re jellemzd
csak, uj élesztGtorzseket fejlesztettiink ki. Az RI elsd
400 bazisparjaban talalhato egyik Bglll hasitéasi hely fel-
hasznalasaval egy, az 1-80-as aminosavakat kodolo
fragmenst izolaltunk a pACT72-bél és a pAS1-be, vala-
mint a pACT-be ligaltuk. Az orientécidt restrikcids enzi-
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mes emésztéssel hatiroztuk meg. Standard élesztStransz-
formacios eljarasok alkalmazaséval a plazmid DNS-t
y190 MAT a-ba juttattuk be, majd a transzformalt élesz-
tOnek vizsgaltuk a B-galaktozidaz-aktivitasat. A csonki-
tott RI fuzios termékrdl kideritettiik, hogy nem képes a ri-
portergén expresszidjanak kivaltdsira. A transzformalt
torzseket azutin egy sorozatkisérletben hasznaltuk an-
nak meghatdrozaséra, hogy a csonkitott RI képes-e kol-
csdnhatasba 1épni az AKAP 79-cel.

A kétszeresen transzformalt élesztStorzsekben meg-
figyelhet6 a riportergén expresszioja, jelezve, hogy az
RI/AKAP 79 kotGdés az RI elsé 80 aminosavan keresz-
tiil jon létre.

Végezetiil, egy kisérletben, amelynek az volt a célja,
hogy eldontse, hogy a mind az RII-héz mind az RI-hez
vald koétdés képessége csak az AKAP 79-re jellemzé-e,
humén tiroid AKAP-ot [Carr és munkatarsai: Journal of
Biological Chemistry 267, 13 336-13 382 (1992)],
amely a pACT Ht31 génterméke, a dihibrid szlrévizsga-
lati rendszerben vizsgéljuk az eldz8kben ismertetett cson-
kitott RI peptiddel, amely az 1-80-as aminosavakat tar-
talmazza, a pAS(1-80) plazmidon kédolva. A megfi-
gyelt Ht31/RI kotddés, kombinélva a korabbi megfigye-
lésekkel, hogy a Ht31 megkoti az RII-t, azt mutatja,
hogy a rogzitéfehérjének az RI-hez és Rll-hoz egyszerre
valo két6dése nemesak az AKAP 79-re jellemz6.

8. példa

Annak a ténynek a fényében, hogy az AKAP 79-r61
kimutattuk, hogy a PKA-nak mind az RI, mind az RII
alegységéhez kotédik, egy szcintillacios ,proximity”
sziirvizsgalati technikat fejlesztettiink ki, azzal a cél-
lal, hogy azonositsuk azokat a specifikus inhibitorokat,
amelyek tonkreteszik a PKA lokalizaciojat, zavarva az
AKAP 79-nek a PKA-hoz valo k6t6dését.

El6szor egy tioredoxin (TRX)-AKAP 79 fuziés fe-
hérje expresszios plazmidot allitunk elé [LaVallie és
munkatérsai: Biotechnology 7/, 187-193 (1993)]. Ré-
viden, egy Xbal/HindIII tioredoxin fragmenst szubklé-
nozunk pUC19-be (ATCC 37254; Yanisch—Perron et
al.: Gene 33 (1), 103-119, 1985), amely a lacZ gént és
a tacZ promotert tartalmazza. A kapott plazmid jelzése
TRX F/S pUC19. Ahhoz, hogy egy AKAP 79-et ko-
dolé szekvenciat épitsink be a TRX F/S pUCI19-be,
egy Ncol hasitasi helyet hozunk létre egy oligonukleo-
tiddal (32. szam1 szekvencia), amely terminélis Spel és
HindIII szekvenciékat tartalmaz. Spel/HindIll emész-
tés utan az oligonukleotidot beépitjiik a vektorba, majd
egy Ncol/Xhol fragmenst, amely az AKAP 79-et kodol-
ja, a tioredoxin génnel leolvasdsi fazisban liglunk.
A fuzi6s fehérjét barmely Escherichia coliban — amely
alkalmas rekombinans fehérjék kifejezésére — exp-
resszaljuk, majd 96 lyukas ScintiStrip lemezekre immo-
bilizaljuk (Wallac, Turbu, Finnorszag), amely a szilard
hordozdba bevitt szcintillatort tartalmaz. A lemezeket
egy nyul antiegér ellenanyaggal elére beboritjuk, amit
arra hasznalunk, hogy a TRX-re specifikus egér mono-
klonalis ellenanyagot immobilizaljunk vele. A TRX-
AKAP 79 fuzi6s fehérjét azutan a lemezekkel befog-
juk, az anti-TRX ellenanyaggal, és 3H—RII-t adunk a le-
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mezekhez a referencia inhibitor (példaul jelzetlen RIT)
jelenlétében vagy tavollétében. Ha a 3H—RII kotddik az
AKAP 79-hez, akkor a jelzés elég kozel keriil a hordo-
z6ba bevitt szcintillatorhoz, az ennek eredményekép-
pen létrejové emisszidt egy MicroBeta szcintillacios
szamlaléval hatarozzuk meg.

Az ebbdl a vizsgalatb6l szdrmazd eredmények azt
jelzik, hogy a jelzetlen RII és az el6z8kben ismertetett
Ht31 peptid képes gatolni az AKAP 79/RII kotédését
1 mol/1 és 50 nmol/1 ICsy-értékkel. Ezek az eredmények
hasonléak azokhoz az eredményekhez, amelyeket
egyéb rogzitéfehérjékre kozoltek [Carr és munkatarsai :
Journal of Biological Chemistry 267, 13 376—13 382
(1992)]. A prolin helyettesitést tartalmazé Ht31 peptid,
amelyet szintén ismertettiink az el6zékben, nem blok-
kolja az AKAP 79/RII kotdést. Mivel ezek az eredmé-
nyek illeszkednek azokhoz, amelyeket a korabbi
Western-blotokndl és feliilrétegzési vizsgalatoknal fi-
gyeltek meg, azt feltételezzik, hogy ez a technika lehe-
t6vé teszi az AKAP 79/RII kotés potencialis inhibitorai-
nak, valamint az AKAP 79 egyéb ismert fiziologiai part-
nerekhez (példaul kalcineurin és proteinkinaz C) vald
kotédése inhibitorainak gyors szlir8vizsgalatat.

9. példa

Ezzel a példaval azt igazoljuk, hogy a PKA-nak egy
lyasolja a PKA aktivitisat az NFAT-aktivalasra, ezzel
moduldlva az interleukin—2-termelGdést.

Az interleukin—2 gének expresszidja szorosan kap-
csolodik a T-sejt-inaktivalashoz. Az interleukin-2-
transzkripciot PMA-val és ionomicinnel valo aktivals
utan tanulmanyoztuk. Errdl a két 4gensr6l ismert, hogy
potencialjak a proteinkindz C-t és a kalcium szekunder
hirvivd vélaszokat (beleértve a kalcineurin aktivalasat).
A proteinkindz C aktivélja a Ras-Raf-1-Mek-MAP kiniz
bioszintézis utat, amely részt vesz az NFAT nukleéris
komponense indukéldsdban. A megnétt kalciumkon-
centréci6 aktivalja a kalcineurint, amely viszont aktivalja
az NFAT citoplazmatikus komponensét, ezzel lehetSvé
teszi a sejtmagba valo transzlokaciot. Az NFAT kom-
ponenseknek ez az aktivalasa indukdlja az interleu-
kin-2 gén expressziojat. A transzkripcié mennyiségi
meghatarozasahoz egy transzformalt Jurkat T sejtvonalat
(NFATZ) (Fiering et al.: Genes Dev. 4, 10, 1823-1834,
1990) stabilan transzfektalunk egy olyan vektorral,
amely az NFAT-kot6 hely 3 egymas uténi példanyat tar-
talmazza, valamint a minimalis interleukin—2 promotert,
a B-galaktozidazt (B-gal) kddold lacZ génhez fuzionaltat-
va. Az interleukin—2-transzkripcié mennyiségi meghata-
rozasat a [3-galaktozidiz-aktivitds fluoreszcenciaval akti-
vélt sejtosztalyozo (FACS) elemzésével végezziik.
(NFAT egy transzkripcios faktor: nuclear factor of
activated T cells.)

Tipikus esetben 1x 106 NFATZ sejtet (1 ml tenyész-
t6 taptalajban) 60 percig 37 °C-on elSinkubalunk kiilén-
b6z8 koncentraciéju ciklosporinnal és mirisztilezett pep-
tidekkel, beleértve az AKAP 75 81-108-as aminosavait
[8. szam1 szekvencia; Glantz és munkatarsai: Journal of
Biological Chemistry 268, 12 796-12 804 (1993),
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amely publikdcidt a tovabbiakban referenciaként keze-
liink]; a PKI-t (egy PKA inhibitor peptid; GRRNAIHDI;
5. szamu szekvencia); és a Ht31 fehérje egyik peptidjét
[9. szamu szekvencia; a teljes hosszlisagh Ht31 fehérje
493-515-6s aminosavai; Carr és munkatarsai: Journal
of Biological Chemistry 267, 13 376-13 382 (1992),
amely publikdciot a tovabbiakban referenciaként keze-
liink], amely peptidek blokkoljék a rogzitéfehérje kol-
csonhatdsat a PKA RII alegységével. Mindegyik pep-
tidet mirisztilezziik Eichholtz és munkatérsai leirasa sze-
rint [Journal of Biological Chemistry 268, 19821986
(1993)].

A ciklosporinnal, PKI-val (5. szamu szekvencia) és
egy Ht31 peptiddel (9. szami1 szekvencia) végzett kisérle-
tekben a ciklosporinnal vagy a megfelels peptidekkel
valo inkubélast egy wjabb 30 perces inkubalas koveti
forskolinnal (25 pmol/l), valamint izobutil-metil-xan-
tinna] (IBMX; 0,1 mmol/l). A forskolinnal/IBMX-szel
végzett inkubdlds megemeli az intracellularis cAMP-
koncentraciot (4. dbra), ezzel aktivalva a PKA-t. Végeze-
till forbol-12-mirisztat-13-acetatot (PMA, 10 ng/ml) és
ionomicint (2 pmol/l) adunk hozz4, majd az inkubalast to-
véabbi 4 6ra hosszat folytatjuk. A kontrollokat vagy csak
PMA/ionomicinnel inkubaljuk, vagy forskolin/IBMX-
szel és PMA/ionomicinnel, az el6zékben ismertetett ko-
riilmények kozott. A PMA/ionomicin inkubalas utolso
20 percében 300 umol/1 klorokint adunk hozza, hogy ga-
toljuk az endogén lizoszomalis B-galaktozidaz-aktivitast.
A sejteket centrifugaljuk, majd 50 pl tenyészté taptalaj-
ban szuszpendéljuk, amihez 50 pl fluoreszcein di(B-D-
galaktopiranozid)-ot (FDG) adunk (0,1 mmol/l végkon-
centracid; Molecular Probes). Ez az ozmotikussokk-elja-
ras 75 masodpercig tart, mielStt visszatériink a sejtek izo-
tonids koncentracidjahoz, 1 ml hideg FACS-puffer (klo-
rokint tartalmaz) hozzdad4saval. A lacZ B-galaktozidaz-
aktivitdsat dramldsi citometridval mérjiikk, amit fluoresz-
ceinelemzésre konfiguraltunk.

Az 5A—5H. dbrakon ennek a kisérletnek az eredmé-
nyeit mutatjuk be. Az 5A. és 5B. abrdk FACS gorbék,
amelyek a vizsgélat hattér-fluoreszcencigjat mutatjak,
hozzaadott festékkel és anélkiil. Az 5C. 4bran azt lathat-
juk, hogy az NFATZ Jurkat-sejtek PMA/ionomicin keze-
lése 6—7-szeresére noveli a P-galaktoziddz-aktivitast.
A ciklosporin teljesen eltorli ezt az aktivitast, ami varha-
t6 a kalcineurinnak az interleukin—2-transzkripciéban jat-
szott fontos szignalszerepe miatt (5D. 4bra). A mirisz-
tilezett AKAP 75 peptidrl (8. szamu szekvencia) kide-
riilt, hogy ha 10 umol/l koncentracioban hasznéaljuk a tap-
talajban, akkor 40—50 szazalékkal csokkenti a PMA/io-
nomicin altal indukalt B-galaktozidiz-aktivitast.
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Az SE. 4brén lathato, hogy a forskolin és az IBMX
koriilbeliil 50 szazalékkal csokkenti a PMA/ionomicin
altal indukalt B-galaktozidaz-aktivitdst. Ezt a blokkot
teljesen eltdvolitja mind 100 pmol/l mirisztilezett PKI
peptid (5. szamu szekvencia), mind 100 pmol/l mirisz-
tilezett Ht31 peptid (9. szdmul szekvencia) (SF. és
5G. abra). Az 5H. abran lathatd, hogy ha a mirisz-
tilezett Ht31 peptidben egy prolinhelyettesités van,
amelyrdl ismert, hogy a peptidet képtelenné teszi a
PKA-rdgzités blokkolasara, akkor ez nem érinti a
forskolin/IBMX blokadot. Ezek az eredmények a PKA,
valamint a PKA egy rogzit6fehérjén keresztiil vald loka-
lizaci6janak fontossagat sugalljak az interleukin-2 gén
— expresszidjaban. Amint az el6z8kben ismertettiik, a
PKA-aktivitds vagy -lokalizalds zavardsa hasznalhatd
az immunvalasz fokozisira, a T-sejtek aktivélasara a
szelektiv klénexpanzioban, vagy a T-sejt-aktivalas ko-
rai eseményeinek vizsgélatara.

10. példa

Két tovabbi egyedi izolatumot, a pACT 59-¢t és a
PACT 74-et azonositottunk, amelyek egy masik fehérjé-
nek ugyanazt a régiojat kodoljak. Ezeknek a klonoknak a
szekvencidjat a 33. és 34. szam( szekvencidkban mutat-
juk be. Az adatbazisok atvizsgdlasaval kideriilt, hogy je-
lentés aminosavhomoldgia van harom, ismeretlen funk-
cioji geénnel: C. elegans (egy 319 aminosavat tartal-
mazd fehérje, azonositoja No. U00032 az adatbazis lista-
jaban) fehérje, human magzati agyban expresszalodé
szekvencia (97 aminosavbol allo fehérje, azonositoja
T08697), és egy HL60 Aaltal expresszalt szekvencia
(90 aminosavat tartalmazo fehérje, azonositéja D20731).
Talaltunk még homolégiat egy Saccharomyces pombe
géntermékkel, jele PAD 1+ (egy 308 aminosavbol 4116 fe-
hérje, azonositdja D31731), amelyrdl kimutattdk, hogy a
PAP1+-nak egy AP-szerti transzkripci6s faktornak a po-
zitiv szabalyozdja.

Emellett két mésik pozitiv klont mutattunk ki ebben
a szlir6vizsgélatban; pACT36, amely egy 143 amino-
savbol 4ll6 nyitott leolvasasi keretet kodol, helyesen fu-
zionaltatva a Gall4-hez, és a pACT60, amely egy vala-
mivel rovidebb régidt kodol, amely egy nyilvanvalo de-
léciobol szarmazik. Ezeknek a klénoknak a szekvencidit
a 35. és 36. szamu szekvencidkban mutatjuk be. A két
izolatum eltér egymastdl, és az NIH adatbéazisban szerep-
16 szekvenciak egyikével sem mutat azonossagot.

A szakteriileten jartas szakemberek szimos mddosi-
tast tehetnek az el6zGkben ismertetett taldlmanyban.
Ezért csak a mellékelt igénypontok alapjéan lehet a talal-
many oltalmi kérét meghatarozni.

A szekvencidk jegyzéke

(1) ALTALANOS INFORMACIOK
(i) BENYUIJTO: ICOS Corporation et al.

(ii) A TALALMANY CIME: A ROGZITO FEHERJE FUNKCIO MODULATORAI

(iii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 42
(iv) LEVELEZESI CiM:

(A) CIMZETT: S. B. G. & K. Patent & Law Office

(B) UTCA: Andrassy 0t 113
(C) VAROS: Budapest
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(D) ALLAM:
(E) COUNTRY: MAGYARORSZAG
(F) IRANYITOSZAM: H-1062
(v) SZAMITOGEPPEL OLVASHATO FORMA :
(A) HORDOZO TIPUSA: Floppy disk
(B) SZAMITOGEP: IBM PC kompatibilis
(C) OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS
(D) SZOFTVER: PatentIn Release #1.0, Version #1.25
(vi) A JELEN BENYUJTAS ADATAI:
(A) ABENYUJTAS SORSZAMA : P 96 02311
(B) A BENYUIJTAS IDOPONTIJA : 1996. 08. 22.
(C) OSZTALYOZAS:
(vii) AZ ELOZO BENYUITAS ADATAL:
(A) A BENYUJTAS SORSZAMA : US 08/503,226
(B) A BENYUJTAS IDOPONTIJA : 1995. 07. 17.
(vii) AZ ELOZO BENYUJTAS ADATAI:
(A) ABENYUIJTAS SORSZAMA : US 08/404,731
(B) A BENYUJTAS IDOPONTJA: 1995. 03. 15.
(vii) AZ ELOZO BENYUJTAS ADATAI:
(A) A BENYUJTAS SORSZAMA : US 08/344,227
(B) A BENYUJTAS IDOPONTIJA: 1994. 11. 23. 1994
10 (viii) UGYVED/AGENS INFORMACIO:
(A)NEV:
(B) REFERENCE/DOCKET NUMBER: 62.645/PA/NG
(ix) TAVKOZLESI INFORMACIOK :
(A) TELEFON: +361 34 24 950
(B) TELEFAX: +361 34 24 323
(2) 1. szamu szekvencia:
(1) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Széltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirasa: 1. szdmu szekvenciavazlat
Arg Arg Lys Arg Ser Gln Ser Ser Lys Glu Glu Lys Pro
1 5
(2) 2. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 15 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirasa: 2. szamu szekvencia
Arg Arg Lys Arg Ser Gln Ser Ser Lys Glu Glu Lys Pro
1 5 10
Leu Gln
15
(2) 3. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 15 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Széltipus: egyszalh
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: peptid
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(xi) A szekvencia leirdsa: 3. szami szekvencia
Arg Arg Lys Arg Ser Gln Ser Ser Lys Glu Glu Lys Pro

1
Phe

Lys
15

5

(2) 4. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 24 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Széltipus: egyszalt
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirdsa: 4. szdmu szekvencia
Asp Leu Ile Glu Glu Ala Ala Val Ser Arg Ile Val Asp

1

5

10

10

Ala Val Ile Glu Glu Val Lys Ala Ala Gly Ala

15

2) 5. szamn szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz4i:
(A) Hossz: 9 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topoldgia: linearis
(i1) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirdsa: 5. szamu szekvencia
Gly Arg Arg Asn Ala Ile His Asp Ile

1

5

2) 4. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 2257 bazispar

(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(i1) Molekulatipus: cDNS
(ix) Tulajdonsag:
(A) Név/Kulcs: CDS

(B) Lokalizécié: 1...1461

20

(xi) A szekvencia leirdsa: 6. szdmu szekvencia
CCG CCC CCG CCC CccG cce
Pro Pro Pro Pro Pro

Pro
1

GTC
Val

GTG
Val

TTG
Leu

AAT
Asn
65

AAA GCT GTT
Lys Ala Val
20

TTT GAT ATG
Phe Asp Met
35

GTA AAA GAA
Val Lys Glu
50

GAG GGT GCT
Glu Gly Ala

5
CCT

Pro

GAT
Asp

GGG
Gly

GCC
Ala

TTT
Phe

Gly

CGG
Arg

ATA
Ile
70

CCA
Pro

CCC
Pro

ATA
Ile

GTG
Val
55

CTT
Leu

CCG
Pro

CCA
Pro

cccC
Pro
40

GAT
Asp

CGG
Arg

CCC CCT
Pro Pro
10

ACT CAT
Thr His
25
AGG GTT
Arg Val

GAA GAA
Glu Glu

CGG GAG
Arg Glu

20

CTC
Leu

CGG
Arg

GAT
Asp

ATT
Ile

AAA
Lys
75

GGG
Gly

CTG
Leu

GTT
Val

GCA
Ala
60

ACC
Thr

Ala

ACA
Thr

CTG
Leu
45

CTA

Leu

ATG
Me t

GAC
Asp

TCT
Ser
30

AAG
Lys

AGA
Arg

ATA
Ile

CGC
Arg
15

GAA
Glu

Asn

ATT
Ile

GAA
Glu

GTC
Val

GAA
Glu

CAC
His

ATC
Ile

GTA
Val
80

48

96

144

192

240



GAA
Glu

CTG
Leu

CTT
Leu

GTC
Val

CTT
Leu
145

TTT
Phe

TGT
Cys

CAA
Gln

GAT
Asp

CCA
Pro
225

GAA
Glu

TAT
Tyr

TTG
Leu

ATG
Met

TTT
Phe
305

GCT
Ala

ATG
Met

TTT
Phe

TTA
Leu
130

CTG
Leu

AAG
Lys

ATG
Met

TTT
Phe

GAT
Asp
210

ATG
Me t

Lys

TTT
Phe

TTA
Leu

TAC
Tyr
290

TCG
Ser

CCA
Pro

Lys

CTT
Leu
115

TAT
Tyr

AGA
Arg

CAG
Gln

GAG
Glu

CTT
Leu
195

ATT
Ile

TGT
Cys

TCA
Ser

TAT
Tyr

TCG
Ser
275

AGA
Arg

GCA
Ala

ATT
Ile

CTT
Leu
100

GGT
Gly

TTA
Leu

Gly

GAA
Glu

GCT
Ala
180

TGT
Cys

AGG
Arg

GAC
Asp

CAA
Gln

AAC
Asn
260

ATT
Ile

Lys

CCT
Pro

ACA
Thr
85

TTT
Phe

GAT
Asp

TGG
Trp

AAC
Asn

TGT
Cys
165

TTT
Phe

GTT
Val

AGA
Arg

TTG
Leu

GAA
Glu
245

TAT
Tyr

ATT
Ile

AGT
Ser

AAT
Asn

GTG
Val

GAA
Glu

TAT
Tyr

GTC
Val

CAT
His
150

Lys

GAC
Asp

CAT
His

TTA
Leu

CTA
Leu
230

CAT
His

CCA
Pro

AGA
Arg

CAA
Gln

TAC
Tyr
310

TGT
Cys

GTA
Val

GTG
Val

TTG
Leu
135

GAA
Glu

ATT
Ile

AGC
Ser

GGT
Gly

GAT
Asp
215

TGG
Trp

TTT
Phe

GCA
Ala

GCT
Ala

ACT
Thr
295

TTA
Leu
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GGT GAC ATC

Gly

GGA
Gly

GAC
Asp
120

AAG
Lys

Cys

Lys

TTG
Leu

GGA
Gly
200

AGA
Arg

TCT
Ser

AGT
Ser

GTG
Val

CAT
His
280
ACA
Thr

GAT
Asp

Asp

GGA
Gly
105

AGA
Arg

ATT
Ile

AGA
Arg

TAT
Tyr

CcCC
Pro
185

CTT

Leu

TTT
Phe

GAT
Asp

CAT
His

TGT
Cys
265

GAA
Glu

Gly

GTC
Val

Ile
90

TCA
Ser

GGT
Gly

CTA
Leu

CAC
His

TCA
Ser
170

CTT
Leu

TCA
Ser

AAA
Lys

CCT
Pro

AAT
Asn
250

GAA
Glu

GCT
Ala

TTT
Phe

TAC
Tyr

21

CAT
His

CCT
Pro

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CTT
Leu
155

GAA
Glu

GCT
Ala

CCA
Pro

GAG
Glu

TCT
Ser
235

ACA
Thr

TTT
Phe

CAA
Gln

CCT
Pro

AAT
Asn
315

Gly

GCT
Ala

TTT
Phe

CCA
Pro
140

ACT
Thr

AGA
Arg

GCA
Ala

GAA
Glu

CCA
Pro
220

GAA
Glu

GTT
Val

TTG
Leu

GAT
Asp

TCA
Ser
300

AAT
Asn

CAA
Gln

AAT
Asn

AGT
Ser
125

AGC
Ser

GAA
Glu

GTC
Val

CTT
Leu

ATA
Ile
205

CCT

Pro

GAC
Asp

CGA
Arg

CAA
Gln

GCA
Ala
285

TTA
Leu

Lys

TTT
Phe

ACA
Thr
110

ATA
Ile

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAT
Tyr

CTA
Leu
190

CAC
His

GCA
Ala

TTT
Phe

GGA
Gly

Asn
270

Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

TTT
Phe
95

CGA
Arg

GAG
Glu

TTA
Leu

TTT
Phe

GAA
Glu
175

AAC
Asn

ACA
Thr

TTT
Phe

GGA
Gly

TGT
Cys
255

Asn

TAT
Tyr

ACA
Thr

GCT
Ala

GAT
Asp

TAC
Tyr

TGT
Cys

TTC
Phe

ACC
Thr
160

GCT
Ala

CAA
Gln

CTG
Leu

GGA
Gly

AAT
Asn
240

TCT
Ser

AAT
Asn

AGA
Arg

ATT
Ile

GTA
Val
320

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960



CTA AAG TAT
Leu Lys Tyr

CCA
Pro

CAT
His

CCT
Pro

TTA
Leu

CCA
Pro

TTT
Phe
355

AGT
Ser

ATT
Ile
370

TGT
Cys

GAT
Asp
385

GTA
Val

GGT
Gly

CGA
Arg

GCA
Ala

ATT
Ile

AGT
Ser

GAA
Glu

AGC
Ser

CCT
Pro

AGT
Ser

GGA
Gly
435

GAT
Asp

GTT
Val
450

ATG
Me t

TCT
Ser
465

TTT
Phe

GCT
Ala

TTT
Phe

AGT
Ser

TCC
Ser

TCTGATTAGT
TAACAATCAG
CGAAATATTT
TGAATCAGGG
TGGAAATGTA
TATGTTTTCA
ATGCACTCAT
TGTTTTCTGT
TCCTTCCTCT
TATGTCTGTA
GTAGAAGCAA
TCAGTCTGAA
AATCATGTAA

GAA
Glu

TAT
Tyr
340

GTT
Val

TCT
Ser

TCA
Ser

GGC
Gly

GTG
Val
420

GTG
Val

CAA
Gln

AAC
Asn

TGT
Cys

AAT
Asn
325

TGG
Trp

GGA
Gly

GAT
Asp

GCT
Ala

AAG
Lys
405

CTG
Leu

TTG
Leu

CTT
Leu

Asn

CTT
Leu
485

ACCTGGCCAG

AAT
Asn

TTG
Leu

GAA
Glu

GAT
Asp

GCA
Ala
390

ATG
Me t

ACA
Thr

GCT
Ala

GCT
Ala

ACA
Thr
470

AGC
Ser

GTG
Val

CCC
Pro

Lys

GAA
Glu
375

GCC
Ala

GCA
Ala

CTC
Leu

GGA
Gly

GTG
Val
455

CAT
His

AGC

Ser

GGCATAATAT
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ATG AAC ATT CGA CAG
Met Asn Ile Arg Gln
330

AAT
Asn

TTT
Phe
345

ATG
Me t

GAT
Asp

GTC
Val

GTG
Val
360

ACA
Thr

GAA
Glu

ATG
Me t

TTG
Leu

GAA
Glu

GGT
Gly
380

CTA
Leu

ATG
Me t

ACA
Thr

CGG
Arg

GAA
Glu

ATC
Ile
395

ATA

Lys Ile

GTT
Val

AGA
Arg

GTC
Val

TTC
Phe
410

TCT
Ser

AAG
Lys

CTG
Leu

ACT
Thr

CccC
Gly Pro

425

CAG
Gln

ACC
Thr

TTG
Leu

GGA
Gly
440

Arg

CCT
Pro

CAG
Gln

ATG
Me t

GAC
Asp

TGG
Trp
460

AAT
Asn

GCA
Ala

TGC
Cys

AGG
Arg
475

GAA
Glu

TTT
Phe

TTT
Phe

GTA
Val
365

GAA
Glu

AGA
Arg

CTC
Leu

ACA
Thr

CAA
Gln
445

GGC
Gly

CTC
Leu

AAT
Asn

ACA
Thr
350

AAT
Asn

GAC
Asp

Asn

AGG
Arg

Gly
430

AGT

Ser

ACA
Thr

CTT
Leu

TGC
Cys
335

TGG
Trp

GTT
Val

CAG
Gln

AAG
Lys

GAG
Glu
415

ATG
Me t

GGT
Gly

ACT
Thr

CTG
Leu

TCT
Ser

TCC
Ser

CTG
Leu

TTT
Phe

ATC
Ile
400

GAG
Glu

TTG
Leu

AAT
Asn

CAC
His

CTT
Leu
480

TGACATATGC AGGGTATTAT GTGATAGGCA

TGATAGAACA

AGTTGTCTTT

TAACTGAAAA

TTTCCCAGAT
ATTCATTTGT
ATATATCTAT
ATTCCGAGTT
AGTATTTATT
TTGCCAAAAG
GGTGTTTGTC
GCAGATATAG
AATATATGTT
CTTTGTAGCA
TATGAATGTA
GTCAAAATTG

2) 7.szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:

(A) Hossz:

487 aminosav

TTTCATAAGG
TTAATGCACC
ATATCTATTT
TCTTACTTTT
TTTTGAGTTA
ATTTATGCTA
AAACGTTCTA
CTGCTTTCCT
CAATTAAATT
CCTTGATTTT
ACATTAGATA
AAAGGGTGTT

TGATATGGGG
CCTTTCTTTC
ACACACATAC
AAAATTTACG
AAATTCTGCT
AATTTTGTAC
TGTATAATTG
AAATCTGTCT
ACTCTATCAG
AGGTTTGCTG
TTGAGCTATT
ATAAAGTGTG

22

AGCAGCTCAT
AAAAGCCTCA
ATAAATATAT
TAATTGTATT
TAGGCCCCAA
CCTGGTAAAT
ACTGTCTGTA
GTCTTTCTTT
ACGCTTGTCT
CATTTGTTGC
GTTATAAAGG
CCTTTA

GTCATAATTC
GTCAAGAATG
ATAACTAAAA
AGATTTTGCT
AACTTCCTTT
GATTAGAGTT
ACATGCTGTT
AGGATAGCTG
GTCTTTTGAT
TGCACTTGGT
GTTGAATTTA

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1491

1551
1611
1671
1731
1791
1851
1911
1971
2031
2091
2151
2211
2257



1

(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: fehérje
(xi) A szekvencia leirdsa: 7. szama szekvencia
Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro Pro

Val Lys Ala

Val

Leu

Asn

65

Glu

Leu

Leu

Val

Leu

145

Phe

Cys

Gln

Pro
225
Glu

Tyr

Leu

Phe

Val

50

Glu

Ala

Me t

Phe

Leu

130

Leu

Lys

Me t

Phe

Lys

Phe

Leu

Asp

35
Lys
Gly
Pro
Lys
Leu

115

Tyr

Gln

Glu

Leu

195

Ile

Cys

Ser

Tyr

Ser
275

Val
20
Me t
Glu
Ala
Ile
Leu
100

Gly

Leu

Glu
Ala
180

Cys

Asp

Gln

Asn

260

Ile

5

Pro Phe

Asp Gly

Gly Arg

Ala Ile
70

Thr Val
85

Phe Glu

Asp Tyr

Trp Val

Asn His
150

Cys Lys
165

Phe Asp

Val His

Arg Leu

Leu Leu

230

Glu His
245

Tyr Pro

Ile Arg

Pro

Ile

Val

55

Leu

Cys

Val

Val

Leu

135

Glu

Ile

Ser

Gly

Asp

215

Trp

Phe

Ala

Ala
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Pro
Pro
40

Asp

Gly

Gly

Asp

120

Lys

Cys

Lys

Leu

Gly

200

Arg

Ser

Ser

Val

His
280

Pro Pro
10

Thr His
25

Arg Val

Glu Glu

Arg Glu

Asp Ile

90

Gly Ser
105

Arg Gly

Ile Leu

Tyr Ser
170

Pro Leu
185

Leu Ser

Phe Lys

Asp Pro

His Asn

250

Cys Glu
265

Glu Ala

23

Leu

Ile

Lys

75

His

Pro

Tyr

Tyr

Leu

155

Glu

Ala

Pro

Glu

Ser

235

Thr

Phe

Gln

Gly

Leu

Val

Ala

60

Thr

Ala

Phe

Pro

140

Thr

Arg

Ala

Glu

Pro

220

Glu

Val

Leu

Asp

Ala

Thr

Leu

45

Leu

Me t

Gln

Asn

Ser

125

Ser

Glu

Val

Leu

Ile

205

Pro

Asp

Arg

Gln

Ala
285

Asp
Ser
30

Lys

Ile

Phe

Thr

110

Ile

Thr

Tyr

Tyr

Leu

190

His

Ala

Phe

Asn
270

Gly

Arg

15

Glu

Asn

Ile

Glu

Phe

95

Arg

Glu

Leu

Phe

Glu

175

Asn

Thr

Phe

Cys
255

Asn

Tyr

Val

Glu

His

Ile

Val

80

Tyr

Cys

Phe

Thr

160

Ala

Gln

Leu

Gly

Asn

240

Ser

Asn
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Met Tyr Arg Lys Ser Gln Thr Thr Gly Phe Pro Ser Leu Ile Thr Ile
290 295 300

Phe Ser Ala Pro Asn Tyr Leu Asp Val Tyr Asn Asn Lys Ala Ala Val
305 310 315 320

Leu Lys Tyr Glu Asn Asn Val Met Asn Ile Arg Gln Phe Asn Cys Ser
325 330 335

Pro His Pro Tyr Trp Leu Pro Asn Phe Met Asp Val Phe Thr Trp Ser
340 345 350

Leu Pro Phe Val Gly Glu Lys Val Thr Glu Met Leu Val Asn Val Leu
355 360 365

Ser Ile Cys Ser Asp Asp Glu Leu Met Thr Glu Gly Glu Asp Gln Phe
370 375 380

Asp Val Gly Ser Ala Ala Ala Arg Lys Glu Ile Ile Arg Asn Lys Ile
385 390 395 400

Arg Ala Ile Gly Lys Met Ala Arg Val Phe Ser Val Leu Arg Glu Glu
405 410 415

Ser Glu Ser Val Leu Thr Leu Lys Gly Leu Thr Pro Thr Gly Met Leu
420 425 430

Pro Ser Gly Val Leu Ala Gly Gly Arg Gln Thr Leu Gln Ser Gly Asn
435 440 445

Asp Val Met Gln Leu Ala Val Pro Gln Met Asp Trp Gly Thr Thr His
450 455 460

Ser Phe Ala Asn Asn Thr His Asn Ala Cys Arg Glu Leu Leu Leu Leu
465 470 475 480

Phe Ser Ser Cys Leu Ser Ser
485
2) 8. szami szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 28 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszal
(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirdsa: 8. szdm0 szekvencia
Ser Ile Lys Arg Leu Val Thr Arg Arg Lys Arg Ser Glu Ser Ser Lys
1 5 10 15

Gln Gln Lys Pro Phe Lys Ala Lys Leu Gln Ser Glu
20 25
2) 9. szamt szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 24 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Széltipus: egyszalh
(D) Topolédgia: linearis
(ii) Molekulatipus: peptid

24
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(xi) A szekvencia leirdsa: 9. szamu szekvencia
Asp Leu Ile Glu Glu Ala Ala Ser Arg Ile Val Asp Ala Val Ile Glu
1 5 10 15

Gln Val Lys Ala Ala Gly Ala Tyr
20
2) 10. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 26 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: cDNS
(x1) A szekvencia leirasa: 10. szamu szekvencia
GTATTAGCAG GAGATCTTCC TACTTC
26
2) 11. szdmu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 25 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszalh
(D) Topolégia: linearis
(if) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 11. szamu szekvencia
GTGTGTGTAG ATCTGGTGAA AGTCC
25
2) 12. szdm\ szekvenciavézlat:
(i) A szekvencia jellemz3i:
(A) Hossz: 29 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszal
(D) Topoldgia: linedris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(x1) A szekvencia leirdsa: 12. szdmu szekvencia
ATTGTAGAGA TCTAAGTAAT TAGGTGCCG
29
2) 13. szamu szekvenciavézlat:
(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 28 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszal
(D) Topoldgia: linearis
(ii) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 13. szamu szekvencia
GCCAATTGCT CAGATCTTGT TTCTTATG
28
2) 14. szamu szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 29 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topolédgia: linedris
(i) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 14. szamu szekvencia
GGAATTCGGA TCCTCGAGAG ATCTCGCCG
29
2) 15. szam\ szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 30 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav

25
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(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topologia: lineéris
(xi) A szekvencia leirasa: 15. szdmu szekvencia
(ii) Molekulatipus: cDNS
CCACTTTGAG ATCTCTACCG TCCTCCAGCC
30
2) 16. szam szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 25 bézispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszala
(D) Topolégia: lineéris
(i) Molekulatipus: cDNS
(x1) A szekvencia leirdsa: 16. szamu szekvencia
CCCTGAGATC TTCAGCTGCT AAGAC
25
2) 17. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 30 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topoldgia: linearis
(i1) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 17. szamu szekvencia
GGCTGAGATC TGGCAGACCT TGCAAAGTGG
30
2) 18. szami szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 32 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 26 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topologia: linearis
(ii)) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 19. szami szekvencia
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 18. szamu szekvencia
GTGATGAAGA TCTTACAGTT TAATTGCTCT CC
32
2) 19. szami szekvenciavazlat:
TTCTCCAGAT CTTGGTAAGG ACCATG
26
2) 20. szami szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemzGi:
(A) Hossz: 30 bézispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 20. szam\ szekvencia
CACCTTCTGT AGATCTTTCA TCATCAGAAC
30
2) 21. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 24 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
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(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 21. szdmu szekvencia
CATCGGCAGA TCTCTGAAGA AGTG
24
2) 22. szamn szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz3i:
(A) Hossz: 29 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szltipus: egyszalt
(D) Topolégia: linearis
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 22. szamu szekvencia
CCATGGCCAA TTTTAGATCT CGATGAAAC
29
2) 23. szami szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 30 béazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topolégia: linedris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia lefrdsa: 23. szamu szekvencia
GGACCATGAG ATCTAATCCA TAAAATTGGG
30
2) 24. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 31 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 24. szamu szekvencia
AAATGGGAGA TCTAATAAGG ATGTGGAGAG C
31
2) 25. szdmu szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 32 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: lineéris
(i1) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia lefrdsa: 32. szamu szekvencia
GGAGAGCAAT TAAAGATCTA AATGTTCATC AC
32
2) 26. szamu szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 27 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalh
(D) Topologia: lineéris
(i) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 27. szamt szekvencia
TTTTCATAGA TCTATACAAG CAGCTTT
27
2) 27. szamu szekvenciavézlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 36 bzispar
(B) Tipus: nukleinsav
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(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirasa: 27. szAmu szekvencia
CAACCAGATC TAATGTGGAG AGCAATTAAA CTGTCG
36
2) 28. szamu szekvenciavézlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 33 béazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszali
(D) Topoldgia: lineéris
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 33. szamu szekvencia
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:28:
CCAATAAGAG ATCTAAGAGC AATTAAACTG TCG
33
2) 29. szamu szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 35 béazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszal
(D) Topolégia: linearis
(i) Molekulatipus: ¢cDNS
(x1) A szekvencia leirdsa: 29. szdmi szekvencia
TGTGAGATCT AATTAAACTG TCGAATGTTC ATCAC
38
2) 30. szam\ szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 32 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topolégia: linearis
(i1) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 32. szami szekvencia
GGAGAGCAGA TCTACTGTCG AATGTTCATC AC
32
2) 31. szam\ szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 40 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 31. szamu szekvencia
AAGGATAGAT CTAGCAATTA AACTGTCGAA TGTTCATCAC
40
2) 32. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 54 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszal
(D) Topolédgia: lineéris
(ii) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 32. szimu szekvencia
TACAACTAGT ACCATGGTCG ATGGTCGACA GATCTCTCGA GAAGCTTAGC TAGC
54
2) 33. szami szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 981 bazispar

28



(B) Tipus:

nukleinsav

(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia lefrasa: 33. szamu szekvencia
CAGAGTATCG ATGAAATCTA CAAATATGAC

AAACCCTGGA

CTGAAAATGG

GGGAAAGTCG

ACAGAAACTC

AATGCCAAAC

TATGGCTGCT

GAACCATTTG

CTTGGCGCCT

TACCAGACTA

GCCTTAGAAG

ATAAATACTG

AGGCCAGGTG

AGTTTCATGT

ACTAGAGACA

AGGATAAACT

TGTGTGGAAG

CTAAGGATCA

TGATGCATGC

ACGGCGAGAC

GAGTAAATGC

AGGTTGGCCG

GGCTCTCCGG

TAGCAGTGGT

TTAGGACATA

TCCCACCTTA

TCTCATATTT

GGTGAATACC

TTGATTTGTC

TGGGCTTAGA

GCTGTAAAAC

GTTTAATCAG

GAAAAGAGCT
981

2) 34. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz:
(B) Tipus:

919 bazispar
nukleinsav

(C) Szaltipus: egyszala

HU 221 881 B1

CCACTACTTT

CAGGTCAGGA

CATGATCATC

TCAAGCTGCT

CCTTGAGAAT

GATTGATGTT

GATTGATCCA

TCCAAAGGGC

ATAAAATAGA

CAAATCATCT

CTGAGTCCTC

TGAGAAGTTA

AACACATGAC

CACCATAGAA

ATTAACGTTG

AAAAAACAAC

AAATACTGCA

GGCAACTTGG

ATGGACAGTT

GCGTATGAGT

GCAATCGGTT

AGTACACAGA

ACCAGAACAA

TACAAACCTC

AGATTTGGGC

TGGATCGTAA

TAGCTTGCTT

GAGCAGTCGG

CGCAAGTCGG

GCCACCATGG

TTAGTTACCA

29

AACAAGAAAT

AAATCTCAGC

AAGTGATGGG

TCGCTTTGAC

ATATGGCTGC

GGTATCATAG

TGCTGAACCA

TCTCTGCAGG

CTGATGAAGG

GTGCACTGAA

ACTACTTGAG

ACTAATGCAG

AAGCCCAACT

AAGACAAACT

ACTGATGTCT

CCACGTACTT

CCTGGCGGCG
60

ATTGGCTCTA
120

TTTGATGCTC
180

TGTAGAGGGC
240

ATACATAGAA
300

CCACCCTGGT
360

GCAGTTTCAA
420

AAAAGTGAAT
480

ACCTTCTGAG
540

ACAATATTAT
600

CTTTGGTGGA
660

ACTACACCAC
720

GGGACGTGGC
780

TGCCAAAGCT
840

CAGGTTATTA
900

CTCAAAGTGG
960



(D) Topologia: linearis

(ii) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 34. szdmu szekvencia

AAACCCTGGA CTAAGGATCA CCACTACTTT

CTGAAAATGG

GGGAAAGTCG

CAGAAACTCG

ATGCCAAACA

ATGGCTGCTG

AACCATTTGT

TTGGCGCCTT

CCAGACTATC

CTTAGAAGTC

AAATACTGGG

GCCAGGTGTT

TTTCATGTTG

TAGAGACAGC

GATAAACTGT

TGTGGAAGGA

TGATGCATGC

ACGGGGAGAC

AGTAAATGCT

GGTTGGCCGC

GCTCTCCGGG

AGCAGTGGTG

TAGGACATAT

CCACCTTAAT

TCATATTTCA

TGAATACCCT

GATTTGTCTG

GGCTTAGAAA

TGTAAAACCA

TTAATCAGAT

AAAGAGCTC
919

2) 35. szami szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 541 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Széltipus: egyszala
(D) Topologia: linedris
(ii) Molekulatipus: ¢cDNS
(xi) A szekvencia lefrdsa: 35. szdmu szekvencia
GACCACCGAG ATGCCAATTC CAGTGTCATG AGATTTCTGC GAGACCTCAT CCACACAGGA

HU 221 881 B1

CAGGTCAGGA

CATGATCATC

CAAGCTGCTG

CTTGAGAATG

ATTGATGTTA

ATTGATCCAA

CCAAAGGGCT

AAAATAGAAG

AATCATCTTG

GAGTCCTCTA

AGAAGTTAGA

CACATGACCG

CCATAGAAGC

TAACGTTGTT

AAATACTGCA

GGCAACTTGG

ATGGACAGTT

CGTATGAGTA

CAATCGGTTG

GTACACAGAT

CCAGAACAAT

ACAAACCTCC

ATTTGGGCGT

GATCGTAAAC

GCTTGCTTAC

GCAGTCGGAA

CAAGTCGGAA

CACCATGGAC

AGTTACCACC

30

AAATCTCAGC

AAGTGATGGG

TCGCTTTGCT

TATGGCTGCA

GTATCATAGC

GCTGAACCAG

CTCTGCAGGA

GATGAAGGAC

GCACTGAAAC

TACTTGAGCT

TAATGCAGAC

GCCCAACTGG

GACAAACTTG

TGATGTCTCA

ACGTACTTCT

ATTGGCTCTA
60

TTTGATGCTC
120

GTAGAGGGCA
180

TACATAGAAA
240

CACCCTGGTT
300

CAGTTTCAAG
360

AAAGTGAATC
420

CTTCTGAGTA
480

AATATTATGC
540

TTGGTGGAAT
600

TACACCACAG
660

GACGTGGCAG
720

CCAAAGCTAC
780

GGTTATTAAG
840

CAAAGTGGTG
900

60



GTAGCCAATG

AATTGGACAG

CTGCTTTTGG

CAGGTTGACA

GAGACCACAG

GTCACTAGTG

TTTCGATAGC

ATTAGAAGAC

G

ATTTATCTGT

GTGATGAGCC

TTCCCCCCTA

GACCGACTTT

TGGGAGCTGT

CCGAGGAATG

TCAAGCTCAC

AGGAAGAAAA

(2) 36. szam1 szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 519 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: cDNS
(xi) A szekvencia leirdsa: 36. szamu szekvencia
CGAGATGCCA ATTCCAGTGT CATGAGATTT

AATGATCATG

CTTGGCCAGC

CCCTACCCGA

GTCGGTGGCT

CAGTGACACA

AGCAAGTTTG

TCCTGCACTG

ACCCAGACTG

AAGAAGATTT

AACTTGTCAG

CGTGGTTGAA

AGAGAATTCC

TAAACAACTT

CTGGGCCTTG

TGCCTGTCAT

TGTCCCACAA

HU 221 881 B1

TTTCTTACAG

AGCTTGGGCA

CACCCTACCC

CTGTCGGTGG

CACAGTGACA

TAAGCAAGTT

ACTCCTGCAC

CAACCCAGAC

TGAATTGCGG

CCAGCTGCTC

GTGCTCTGGG

TTGAAAGGTT

ACAGATTTCC

AGAGACTTCA

CCAGGAATGT

TCAGAAACCT

CATGAAGAAG

GCAACTTGTC

GACGTGGTTG

CTAGAGAATT

CATAAACAAC

TGCTGGGCCT

TGTGCCTGTC

TGTGTCCCAC

CTGCGAGACC

AAGGAACTAA

CACACATGCT

AGATCATGCA

TGCCAAAAGA

ACAAGCAAGT

CCAGGTTGTT

CTTTTTTTAT

CTGTTGTGG
519

31

ATTTTGTTGC

AGCCAGCTGC

AAGTGCTCTG

CCTTGAAAGG

TTACAGATTT

TGAGAGACTT

ATCCAGGAAT

AATCAGAAAC

TCATCCACAC

TTGGACAGGT

GCTTTTGTCT

GGTTGACAGA

GACCACAGTG

CACTAGTGCC

TCGATAGCTC

TAGAAGACAG

GGAAGGAACT
120

TCCACACATG
180

GGAGATCATG
240

TTTGCCAAAA
300

CCACAAGCAA
360

CACCAGGTTG
420

GTCTTTTTTT
480

CTCTGTTGTG
540

AGGAGTAGCC
60

GATGAGCCAG
120

TCCCCCTACA
180

CCGACTTTCT
240

GGAGCTGTCA
300

GAGGAATGTA
360

AAGCTCACAC
420

GAAGAAAACA
480

541



HU 221 881 B1

2) 37. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topolégia: lineéris
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirdsa: 37. szamu szekvencia
Phe Xaa Arg Arg Lys Lys Ala Ala
1 5
2) 38. szamu szekvenciavazlat:
(1) A szekvencia jellemz6i:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirasa: 38. szamu szekvencia
Phe Ala Ala Arg Lys Lys Ala Ala
1 5
2) 39. szam szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszalh
(D) Topologia: lineéris
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirdsa: 39. szamu szekvencia
Phe Lys Arg Ala Ala Ala Ala Ala
1 5
2) 40. szami szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszali
(D) Topologia: linearis
(ii) Molekulatipus: peptid
(xi) A szekvencia leirasa: 40. szimi szekvencia
Phe Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1 5
2) 41. szamu szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topologia: linedris
(ii) Molekulatipus: peptid
(x1) A szekvencia leirdsa: 41. szam( szekvencia
Phe Lys Arg Arg Lys Lys Ala Ala
1 5
2) 42. szami szekvenciavazlat:
(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 14 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(C) Sziltipus: egyszalh
(D) Topologia: linearis
(i) Molekulatipus: peptid
(x1) A szekvencia leirdsa: 42. szami szekvencia
Phe Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala
1 5

Lys Ala
10

Lys Ala
10

Lys Ala
10

Lys Ala
10

Ala Ala
10

Ala Ala
10

32

Leu Ala Pro Lys

Leu Ala Pro Lys

Leu Ala Pro Lys

Leu Ala Pro Lys

Leu Ala Pro Ala

Leu Ala Pro Ala
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Tisztitott és izolalt polinukleotid, amely egy poli-
peptidligandumot kodol, és ez utdbbi megkoti a 33.
szekvencidji pACT 59, a 34. szekvenciaju pACT 74, a
35. szekvencidji pACT36 vagy a 36. szekvenciajii
PACT60 csoportba tartozd A-kinéz rogzitéfehérje 79-
et (AKAP 79).

2. Polipeptidligandum, amely megkéti az 1. igény-
pont szerinti 33. szekvencidji pACT 59, a 34. szekven-
cidju pACT 74, a 35. szekvenciaji pACT36 vagy a 36.
szekvencidji pACT60 csoportba tartozé A-kindz rog-
zitbfehérje 79-et (AKAP 79).

3. Eljarés egy feltételezett inhibitor vegyiilet azono-
sitdsdra, amely gatolja egy rogzitGfehérje és egy kots-
partner kdzotti kotés kialakulasat, és ez a kotGpartner a
PKA L tipusu szabalyoz6 alegysége vagy egy kalci-
neurin polipeptid, azzal jellemezve, hogy

a rogzitéfehérjét és a kotpartnert a feltételezett in-
hibitor vegyiilet jelenlétében és tavollétében inkubal-
Jjuk, olyan koriilmények kozott, amelyek megfelelnek
a rogzitbfehérje és a kotpartner kozotti kotddés ki-
alakuldsanak, ahol is a rdgzitéfehérjét egy szilard
hordozéhoz rogzitjiik, és a kotSpartnert jelsléssel lat-
juk el;

a megkétetlen kotdpartnert lemossuk a szilard hor-
dozorol;

meghatdrozzuk az immobilizalt rogzitéfehérjéhez
kotott kotdpartner mennyiségét;

oOsszehasonlitjuk a rogzit6fehérjéhez a vegyiilet je-
lenlétében kotott kotdpartner mennyiségét a rogzits-
fehérjehez a vegyiilet tavollétében kotott kotdpartner
mennyiségével; és

ebbdl meghatarozzuk, hogy a vegyiilet gatolja-¢ a
rogzitéfehérje és a kotGpartner kozotti kotédés kialaku-
lasat.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kétdpartnert radioaktiv jeloléssel latjuk el.

5. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kotdpartnert egy fluoroforral jeldljiik.

6. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy rogzitéfehérjeként az AKAP (A-kindz rogzit6fe-
hérje) 79-et alkalmazzuk.

7. A 3. igénypont szerinti eljaras, amely szerint a
kalcineurin polipeptid egy delécios mutins, amelyet a
7. szami szekvencia alabbi aminosavaibdl 4116 kalci-
neurin polipeptidek koziil valasztunk ki: 1-487,
1-400, 1-312, 1-204, 1-104, 332-487, 441-487,
332-441, 1-375, 1-354, 30-375, 98-375, 1-347,
1-340, 1-330, 1-320, 1-338, 1-336, 1-334,
1-332és 1-335.

8. Kalcineurin deléciés mutans, amelyet 7. szdmt
szekvencia alabbi aminosavaibol all6 kalcineurin poli-
peptidek koziil valasztunk ki: 1-487, 1-400, 1-312,
1-204, 1-104, 332-487, 441-487, 332-441, 1-375,
1-354, 30-375, 98-375, 1-347, 1-340, 1-330,
1-320, 1-338, 1-336, 1-334, 1-332 és 1-335.

9.A
Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-lle-His-Asp-Ile

vagy az

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60
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Asp-Leu-lle-Glu-Glu-Ala-Ala-Ser-Arg-Ile-Val-Asp-
Ala-Val-lle-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala-Gly-Ala

aminosavszekvencia alkalmazasa olyan gyogyszer
eléallitasara, amely fokozza az interleukin—2 kifejezé-
dését egy T-limfocitaban, azzal jellemezve, hogy a T-
limfocitat valamelyik elGbbi aminosavszekvenciaval
hozzuk érintkezésbe.

10. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy az aminosavszekvencidk mirisztilezve
vannak.

11. A 9. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy a T-sejtet forbol-12-mirisztat-13-acetattal
¢s ionomicinnel aktivaljuk.

12. Eljaras kalcineurin izoldlasara egy azt tartal-
maz6 sejtfrakciobdl, azzal jellemezve, hogy a sejtfrak-
ciét érintkezésbe hozzuk egy szilard hordozéhoz rogzi-
tett AKAP 79-cel vagy annak egy kalcineurinkotd frag-
mensével, majd elualjuk a kalcineurint.

13. Egy kalcineurint kot peptid, amely adott eset-
ben megkoti a PKA-t és az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-
Glu-Lys-Pro,
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-
Glu-Lys-Pro-Leu-Gln
vagy az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-
Lys-Pro-Phe-Lys
aminosavszekvenciat tartalmazza, alkalmazasa olyan
gyogyszer elballitasara, amely a kalcineurinaktivitast
gatolja egy sejtben, azzal jellemezve, hogy a sejtet érint-
kezésbe hozzuk a kalcineurint k6t8 peptiddel.

14. In vitro eljards annak meghatarozisara, hogy
egy sejt tartalmaz-e kalcineurint kot6 partnert és PKA-t
kot rogzitéfehérjét, azzal jellemezve, hogy

1) asejtet lizatum el6allitasahoz lizaltatjuk;

ii) a lizdtumot egy szilard hordozodval inkubéljuk,
amely szildrd hordozd rogzitett kalcineurinmole-
kuldkat tartalmaz;

i1i) a lizatumot lemossuk a szilard hordozé6rol;

iv) a szilard hordozét érintkezésbe hozzuk egy jel-
zett PKA szabalyozd alegységgel, amely megko-
ti a rogzitGfehérjét;

v) a szabélyozé alegységet lemossuk a szilard hor-
dozorol;

vi) kimutatjuk a szilard hordozén maradt jeldlést
és

vii) ebbd] meghatarozzuk egy kalcineurint k6td part-
ner és PKA-t kot6 rogzitéfehérje jelenlétét a sejt-
ben.

15. In vitro eljaras az interleukinexpresszio fokoza-
sara egy T-limfocitaban, azzal jellemezve, hogy a T-lim-
focitat a
Gly-Arg-Arg-Asn-Ala-Ile-His-Asp-Ile
vagy az
Asp-Leu-lle-Glu-Glu-Ala-Ala-Ser-Arg-Ile-Val-
Asp-Ala-Val-Ile-Glu-Gln-Val-Lys-Ala-Ala-Gly-Ala
aminosavszekvencidval hozzuk érintkezésbe.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az aminosavszekvencidk mirisztilezve
vannak.
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17. A 15. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a T-sejteket forbol-12-mirisztat-13-acetéttal
€s ionomicinnel aktivaljuk.

18. In vitro eljards a kalcineurinaktivitas gatlisara
egy sejtben, azzal jellemezve, hogy a sejtet egy kalci-
neurint kot6 peptiddel, amely adott esetben megkoti a
PKA-tés az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-Lys-
Pro,

5

Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu- 10

Lys-Pro-Leu-Gln

34

vagy az
Arg-Arg-Lys-Arg-Ser-Gln-Ser-Ser-Lys-Glu-Glu-
Lys-Pro- Phe-Lys
aminosavszekvenciat tartalmazza, hozzuk érintkezésbe.
19. A 13. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelle-
mezve, hogy az aminosavszekvencidk mirisztilezve
vannak.
20. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy az aminosavszekvencidk mirisztilezve
vannak.
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Relativ sejtszém

Relativ sejtszém

Relativ sejtszém

HU 221 881 B1
Int. C1.7: C12 N 15/12

Autofluoreszcencia

A fluoreszcencia intenzitdsa

5A. abra

csak festék

Al

A fluoreszcencia intenzitdsa

5B. abra

Pma/ionomicin

A fluoreszcencia intenzitdsa

5C. abra

40



Relativ sejtszém Relativ sejtszém

Relativ sejtszém

HU 221 881 B1
Int. C1.7: C12 N 15/12

Pma/ionomicin + CsA

A fluoreszcencia intenzitdsa

5D. 4bra

Pmafionhomicin + forsk/ibmx

A fluoreszcencia intenzitdsa

5E. abra

Pmafionomicin + PRI + forsk/ibmx

A fluoreszcencia intenzitdésa

5F. abra



HU 221 881 B1
Int. CL7: C 12 N 15/12

Pma/ ionomicin
+ r8gzit6 peptid
+ forsk/ibmx

Relativ sejtszém

A fluoreszcencia intenzitésa

5@G. abra

- Pma/ionomicin
+ prolinnal helyettesitett régzit8fehérije
+ forsk/ibmx

Relativ sejtszém

A fluoreszcencia intenzitésa

5H. 4bra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tor6esik Zsuzsanna f§osztalyvezetG-helyettes
Windor Bt., Budapest
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