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A talalmany targyat képezik lényegében tisztitott, sze-
rinproteaz-aktivitasi, meghatarozott szekvenciaju frag-
menseket tartalmazé proteinek, amely szekvenciak
egyes aminosavpozicioi a 4F. abra szerinti, nativ, hu-
man placenta-bikunin aminosavszekvenciajanak meg-
feleléen vannak szamozva, és amely aminosavszek-
venciaban a szignalpeptid eltavolitasaval nyert N-ter-
minalis aminosav az 1. aminosav.

A leirés terjedelme 78 oldal (ezen beliil 41 lap dbra)

A taldlmany targyat képezik tovabba a talalmany
szerinti szerinproteaz-aktivitast gatlé proteinek el&alli-
tasara alkalmas nukleinsavkonstrukciok, vektorok és
gazdasejtek, ilyen proteineket tartalmazé gyogyaszati
készitmények, valamint eljarasok azok alkalmazasara.

A talalmany szerinti megoldas alkalmas szamos
olyan betegség kezelésére és megelbzésére, amelyek
kialakulasaban szerinproteaz-aktivitas jatszik szerepet.
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A talalmany targyat képezik szerinproteaz-aktivitast gat-
16, lényegében tisztitott proteinek, amelyek az 1., 2., 3.,
4,5,6., 7,8, 45, 47, 49, 50. vagy 52. aminosav-
szekvenciak barmelyikét tartalmazzak, amely szekven-
cidk egyes aminosavpozicidi a 4F. abra szerinti, nativ,
human placenta-bikunin aminosavszekvenciajanak
megfeleléen vannak szamozva, és amely aminosav-
szekvencidban a szignalpeptid eltavolitasaval nyert
N-termindlis aminosav az 1. aminosav. A talalmany tar-
gyat képezik tovabba az 52., 49., 2., 45., 47., 3., 50.
vagy 1. azonosité szamu szekvenciak barmelyikét tartal-
mazo, fenti proteineket kodold izoldlt nukleinsavszek-
vencidk. A taldlmany targyat képezik tovabba a talal-
many szerinti szerinproteaz-aktivitdst gatié proteinek
eléallitasara alkalmas nukleinsavkonstrukciok, vektorok
és gazdaseijtek, ilyen proteineket tartalmazé gyégyaszat
készitmények, valamint eljarasok azok alkalmazasara.

A talalmany szerinti megoldas elény6sen alkalmaz-
hatd szamos olyan betegség kezelésére és megel6zé-
sére, amelyek kialakulasaban szerinprotedz-aktivitas
jatszik szerepet.

Az alabbiakban ismertetjiik a talalmany el6zményeit.
A nagyobb sebészeti miitétek, példaul a nyitott szivmii-
tét és mas bonyolult sebészeti eljarasok vele jaré kompli-
kacidja a vérveszteség. Az atdmlesztésre keriild donor-
vér jelentds részét szivm(téten atesd egyéneknél alkal-
mazzak. A vératdmlesztés kilonb6zé betegségek atvite-
lének és mas, karos reakcioknak a kockazatat hordozza.
Raadasul a donorvér koltséges, és az igényelt mennyi-
ség gyakran meghaladja az utanpotlas mértékét. Vér-
veszteség és az azt kdvetd vératdmlesztés sziikséges-
ségenek csokkentésére alkalmas gyogyszeres eljaraso-
kat ismertetnek Osszefoglald leirasukban Scott és mun-
katarsai [Ann. Thorac. Surg. 50, 843851 (1990)].

A Trasylol® gyégyszer hatéanyaga az aprotinin,
amely a Kunitz-osztalyba tartoz6, szarvasmarha-ere-
detl szerinproteaz-gatio fehérje. Az aprotininrdl (Tra-
sylol®-rél) leirtak, hogy hatékonyan csokkenti az opera-
cio eldtti, alatti és utani vérveszteséget [Royston és
munkatarsai: Lancet ji, 1289-1291 (1987); Dietrich és
munkatarsai: Thorac. Cardiovasc. Surg. 37, 89-91
(1989); W. van Oeveren és munkatarsai: Ann. Thorac.
Surg. 44, 640-645; Bistrup és munkatarsai: Lancet /,
366-367 (1988)], de beszamoltak mellékhatasokrol,
példaul vérnyomasesésrél és bérpirosodasrol [Bohrer
és munkatarsai: Anesthesia 45, 853-854 (1990)], vala-
mint allergias reakciokrol is [Dietrich és munkatarsai,
lasd fentebb]. A korabban aprotininnel kezelt egyének
ugyanezen készitmeénnyel térténd ismételt kezelése
nem ajanlott [Dietrich és munkatarsai, lasd fentebb].
Trasylol®-t alkalmaztak hiperfibrinolitikus vérzés és
traumas vérzéses sokk kezelésére.

Ismert, hogy az aprotinin szdmos szerinproteazt ga-
tol, igy pélidaul a tripszint, kimotripszint, plazmint és kal-

ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN
YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE

ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGAVS
(1. azonosité szamu szekvencia).
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likreint; ennek megfelelden, terapias célbél alkalmazzak
heveny hasnyalmirigy-gyulladas, sokkszindroma kulon-
b6z6 allapotai, hiperfibrinolitikus vérzés és szivizomin-
farktus kezelésére [Trapnell és munkatarsai: Brit. J.
Surg. 61, 177 (1974); McMichan és munkatarsai: Circu-
latory Shock 9, 107 (1982); Auer és munkatarsai: Acta
Neurochir. 49, 207 (1979); Sher. Am. J. Obstet. Gyne-
col. 129, 164 (1977); Schneider: Artzneim.—Firsch. 26,
1606 (1976)). Altalaban elfogadott, hogy a Trasylol® in
vivo a kallikrein és plazmin gatlasa révén csokkenti a
vérveszteséget. Ismertté valt, hogy a nativ aprotininnel
osszehasonlitva, a (3—-58, Arg15, Ala17, Ser42)-aproti-
nin javitott plazmakallikrein-gatlé hatast mutat (WO
89/10374 szaml nemzetkdzi kbzzétételi irat).

Mivel az aprotinin szarvasmarha-eredet(i, fennall a
kockazata annak, hogy a hatéanyag, human betegben
torténd ismételt alkalmazasa esetén, anafilaxias reak-
ciot valt ki. Ennek megfeleléen, az anafilaxia kockaza-
tanak csOkkentése érdekében, elényds volna, ha az
aprotinin valamely human eredet(i funkcionalis megfe-
lelGje rendelkezésre allna.

Ezenfelll az aprotinin nagy adagban térténd ismételt
alkalmazas esetén, ragcsalokban és kutyakban, nefroto-
xikus tineteket okoz [Bayer, Trasylol®, Glasser és mun-
katdrsai: Inhibitor of proteinase, .Verhandlungen der
Deutschen Gesellschaft fir Innere Medizin, 78. Kong-
ress”, 1612-1614, Bergmann, Miinchen, (1972)]. Felte-
telezések szerint ez a hatas annak tulajdonithato, hogy
az Osszességében erfsen pozitiv téltést aprotinin fel-
halmozadik a negativ toltésd proximalis vesecsatornak-
ban (WO 93/14120 szamu nemzetkdzi kbzzétételi irat).

Ennek megfeleléen, a talalmany targyat képezi
olyan human eredet( proteinek azonositasa, amelyek
aprotininhoz hasonlo funkcionalis aktivitast mutatnak.
A taldimany targyat képezi tovabba olyan human ere-
deti proteinek azonositasa, amelyek Kisebb tdltéssel
rendelkeznek, mégis az aprotininnel azonos, ahhoz na-
gyon hasonlé, vagy ahhoz képest javitott proteazspeci-
fitast mutatnak, kilénds tekintettel a plazmin- és kallik-
reingatlé tulajdonsagra. Az ilyen gatidproteinek ismé-
telten beadhaték human betegeknek, az immunvalasz
karos kdvetkezményeinek, valamint a nefrotoxicitas ki-
alakulasanak alacsonyabb kockazata mellett.

Az alabbiakban roviden dsszefoglaljuk a talalmany
szerinti megoldas lényegét.

A talalmany targyat képezi tisztitott, human szerin-
proteazt gatlé protein, amely human placentaszdvet-
bél, affinitaskromatografias eljarassal lett izolalva.

A taldlmany targyat képezi egy Ujonnan azonositott
human protein, amelyet a leirasban bikuninnak neve-
zink, és amely két, Kunitz-osztalyba tartoz6 szerinpro-
teaz-gatlo domént tartalmaz. A talalmany egyik megva-
l6sitasi mddja szerint a taldlmany targyat képezik az
alabbi aminosavszekvenciaval rendelkezd proteinek:
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A taldlmany egy elényds megvaldsitasi modja sze-
rint a talalmany targyat képezi nativ, emberi placenta-

ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN
YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE

ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK
(52. azonositd szamu szekvencia).

Egy szempontbdl a taldlmany szerinti protein biolégiai
aktivitasa abban nyilvanul meg, hogy kétédik tripszinhez,
human plazma és szoveti eredetl kallikreinekhez, hu-
man plazminhoz és Xlla-faktorhoz, és azok bioldgiai akti-
vitasat lényegében gatolja. Egy elényds megvaldsitasi
mod szerint a taldlmany targyat képezi nativ, human pla-
centa-bikuninprotein, amely glikozilezett formaban van.
Egy tovabbi megvaldsitasi mod szerint a talalmany tar-
gyat képezi nativ, human bikuninprotein, amelyet tgy al-
litunk el6, hogy az legalabb egy cisztein-cisztein diszul-
fidkotést tartalmazzon. A taldimany egy elényds megva-
l6sitasi modja szerint a protein legalabb egy, lancon be-
|ili cisztein-cisztein diszulfidkotést tartalmaz, a kdvetkez6
cisztein-aminosavparok kozdétt: CYS11-CYS61,
CYS20-CYS44, CYS36-CYS57, CYS106-CYS156,
CYS115-CYS139, CYS131-CYS152; ahol a ciszteine-
ket a nativ, human placenta-bikunin aminosavszekven-
cidja szerint szamoztuk. Szakember szamara nyilvanva-
16, hogy a talalmany szerinti protein ugy is megfelel§ ha-
romdimenziés konformacidba hajtogatédhat (.folding”), a
nativ human bikunin bioldgiai aktivitdsdnak megmarada-
sa mellett, hogy a lancon beliili nativ cisztein-cisztein di-
szulfidkdtések kozll egy sincs jelen; vagy azok kézil egy
vagy tobb van jelen; vagy az &sszes ilyen kétés jelen
van. A taldimany egy igen eldnyds megvaldsitasi médja

AGSFLAWLGSLLLSGVLA

ADRERSIHDFCLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLEFVYGGCDGNSNN
YLTKEECLKKCATVTENATGDLATSRNAADSSVPSAPRRQDSEDHSSDMF
NYEEYCTANAVTGPCRASFPRWYFDVERNSCNNFIYGGCRGNKNSYRSEE

ACMLRCFRQQENPPLPLGSKVVVLAGAVS
(2. azonosité szamu szekvencia).

Elénydsen, a talalmany targyat képezi az intakt veze-
t6- (leader”) szekvencia egy részét tartalmazé placenta-
bikuninprotein, amely az 52. azonosité szamu szekven-
cia szerinti szekvenciat tartalmaz, az alabbi aminosav-
szekvencidju intakt vezetGszegmenssel kiegészitve:
MAQLCGL RRSRAFLALL GSLLLSGVLA

(53. azonosité szamu szekvencia).

A talalmany egy masik megvalésitasi modja szerint
a taldlmany targyat képezi tovabba az intakt vezetd-
szekvencia egy részét tartalmazé bikuninprotein,
amely az 52. azonositd szamu szekvencia szerinti
szekvenciat tartalmaz, az alabbi aminosavszekvencia-
ju intakt vezetdszegmenssel kiegészitve:
MLR AEADGVSRLL GSLLLSGVLA

(54. azonositd szamu szekvencia).

A leirasunkban alkalmazott elényds szamozasi
rendszer szerint +1-gyel a nativ, human placenta-bi-
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eredetl bikuninfehérje, amely az alabbi aminosavszek-
venciaval rendelkezik:
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szerint a talalmany szerinti protein megfeleléen hajtoga-
todott (,folded”), és valamennyi megfelelé nativ cisztein-
cisztein diszulfidkotés létrejbttével alakul ki.

A talaimany szerinti aktiv proteineket tisztithatjuk
emberi szdvetb6l, példaul placentabdl, vagy eléallithat-
juk szintetikus proteinkémiai eljarasokkal, amint azt az
alabbi példakkal szemléltetjiik. Nyilvanvald, hogy a ta-
lalmany szerinti proteineket eldallithatjuk molekularis
biolégiai technikakkal is, amelyek szerint a talalmany
szerinti proteineket 6nmagukat replikalni képes vekto-
rokkal expresszaltatjuk, transzformalt sejtekben. llyen
proteineket el6allithatunk transzformalt sejtekben, nem
szekretal6do vagy szekretalodo formaban. Hogy meg-
konnyitsiik a transzformalt sejtekbdl torténé szekretalo-
dast, és hogy noveljik a transzlatalodott protein funk-
ciondlis stabilitasat, vagy hogy segitsiik a bikuninpro-
tein hajtogatédasat, a nativ, human bikuninprotein
NH2-terminalis végéhez bizonyos szignalpeptid-szek-
venciakat kapcsolhatunk.

A taldlmany targyat képezik tehat nativ human bi-
kuninproteinek, amelyekben a nativ szignalpeptid-
szekvencia legalabb egy része intakt. Ennek megfele-
I6en, a talalmany targyat képezik a szignalpeptid leg-
alabb egy részét tartalmazo, alabbi aminosavszekven-
ciaju nativ, human bikuninproteinek:

50
100
150
179

kuninprotein aminosavszekvencidjanak NH2-végét je-
I6ltlik. Szakember szamara nyilvanvalo, hogy a nativ,
human placenta-bikuninbél funkciondlis proteinfrag-
mensek allithatok eld, amelyek megtartottdk a nativ,
human placenta-bikunin biolégiai aktivitasanak leg-
alabb egy részét, és szerinproteaz-gatld anyagkent vi-
selkednek.

A talalmany egy megvalésitasi modja szerint a ta-
lalmany szerinti proteinek tartalmazzak a nativ, human
placenta-bikunin legalabb egy funkcionalis Kunitz-sze-
ri domeént hordozo fragmensét, amely fragmens a na-
tiv, human placenta-bikunin 7-159. aminosavat tartal-
mazza, és amelyet a tovabbiakban ,bikunin (7-159.)"-
fragmensnek neveziink. Ennek megfeleléen, a talal-
many targyat képezi az alabbi aminosavszekvenciaval
rendelkezé protein:
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IHDFCLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLFVYGGCDGNSNN 50
YLTKEECLKKCATVTENATGDLATSRNAADSSVPSAPRRQDSEDHSSDMF 100
NYEEYCTANAVTGPCRASFPRWYFDVERNSCNNFIYGGCRGNKNSYRSEE 150
ACMLRCFRQ 159

(3. azonosité szamu szekvencia);

ahol az aminosavak szamozasa a nativ, human legalabb egy funkcionalis Kunitz-szer(i domént hordoz,
placenta-bikunin aminosavszamozasanak felel meg. és amely a nativ, human placenta-bikunin 11-156.
A talalmany szerinti tovabbi funkcionalis varians a na- aminosavszekvencidjat tartalmazza [a tovabbiakban:

tiv, human placenta-bikunin azon fragmense, amely 10 ,bikunin (11-156.)"]:

CLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLEVYGGCDGNSNN 50

YLTKEECLKKCATVTENATGDLATSRNAADS SVPSAPRRQDSEDHSSDMF 100
NYEEYCTANAVTGPCRASFPRWYFDVERNSCNNFIYGGCRGNKNSYRSEE 150
ACMLRC 156

(50. azonositd szamu szekvencia).

Nyilvanval6, hogy az egyes Kunitz-szerli domének szekvenciajanak 7—-64. aminosavat tartalmazza [a to-
szintén a nativ, human placenta-bikunin fragmensei. vabbiakban: ,bikunin (7-64.)"]. Ennek megfeleléen, a
Kozelebbrél, a talalmany targyat képezi az elsé Kunitz- 20 talalmany targyat képezi protein, amely legalabb egy
szerl domén aminosavszekvencidjat tartalmazé pro- Kunitz-szerli domént tartalmaz, és az alabbi aminosav-
tein, amely a nativ, human placenta-bikunin aminosav- szekvenciaval rendelkezik:
IHDFCLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLFVYGGCDGNSNN 50
YLTKEECLKKCATV 64

(4. azonosité szamu szekvencia);

ahol az aminosavak szamozasa a nativ, human aminosavszekvenciajanak 11-61. aminosavat tartal-
placenta-bikunin aminosavszamozasanak felel meg. mazza [a tovabbiakban: ,bikunin (11-61.)"], és amely

A talalmany targyat képezi tovabba egy elsé Kunitz- 30 az alabbi aminosavszekvencidval rendelkezik:
szerl domén, amely a nativ, human placenta-bikunin

CLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLFVYGGCDGNSNN 50
YLTKEECLKKC 61
(5. azonosité szamu szekvencia).

A talalmany targyat képezi tovabba egy protein, aminosavait [a tovabbiakban: ,bikunin (102-159.)"]. En-
amely Kunitz-szer(i doménnak megfelelé aminosavszek- nek megfeleléen, a talalmany targyat képezi protein,
venciat tartalmaz, ezenfellil tartalmazza a nativ, human amely legalabb egy Kunitz-szeri domént tartalmaz, és

placenta-bikunin aminosavszekvencidjanak 102-159. 40 az alabbi aminosavszekvenciaval rendelkezik:

YEEYCTANAVTGPCRASFPRWYFDVERNSCNNFIYGGCRGNKNSYRSEE 150
ACMLRCFRQ 159;
(6. azonositd szamu szekvencia);

ahol az aminosavak szamozasa a nativ, human nin aminosavszekvenciajanak 106-156. aminosavait [a
placenta-bikunin aminosavszamozasanak felel meg. tovabbiakban: ,bikunin (106-156.)"], és az alabbi ami-
A fenti domén tovabbi formaja olyan Kunitz-szer(i do- nosavszekvenciaval rendelkezik:

mén, amely tartalmazza a nativ, human placenta-biku-

CTANAVTGPCRASFPRWYFDVERNSCNNFIYGGCRGNKNSYRSEE 150
ACMLRC 156;

(7. azonositd szamu szekvencia).

Szakember szamara nyilvanvalo, hogy eldaliitha- amelyek a nativ, human bikuninprotein bioldgiai aktivi-
tok a nativ, human bikuninprotein olyan fragmensei, tasanak egy részét megtartottak; vagy azzal azonos
amelyek a nativ protein bioldgiai aktivitasanak leg- vagy annal nagyobb mérték{ bioldgiai aktivitast mu-
alabb egy részét megtartottak. Az ilyen fragmensek tatnak.
kilénb6z6 orientaciéban vagy tobbszordsen kombi- Szakember szamara vilagos, hogy a talalmany sze-

nalhatok, hogy olyan alternativ proteineket kapjunk, 60 rinti aktiv proteinek tartalmazhatnak egy vagy tébb, ta-
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lalmany szerinti Kunitz-szerli domént, mas forrasokbol
szarmazé tovabbi Kunitz-szerG doménekkel kombinal-
va. A taldimany szerinti, biolégiailag aktiv proteinek tar-
talmazhatnak egy vagy t6bb, taldlmany szerinti Kunitz-

ciés fuzios proteineket allitsunk elé. Ennek megfele-
I6en, a talalmany targyat képezik proteinek, amelyek
legaldbb egy, az 5. vagy a 7. azonositd szaml szek-
venciak szerinti aminosavszekvenciaval azonos, vagy

szerl domént, mas forrasokbol szarmazo, és kiilonb6- 5 azokkal funkcionalisan ekvivalens aminosavszekven-
z6 biolégiai aktivitasokkal rendelkezd tovabbi Kunitz- cia-szegmenst tartalmaznak.

szerd doménekkel kombinalva. A taldlmany szerinti Korai stopkodonnal végz6dé nyitott olvasasi keret
proteinek bioldgiai aktivitasat kombinalhatjuk mas, is- is kadolhat funkcionalis proteint. A talalmany targykoré-
mert protein vagy proteinek biologiai aktivitasaval, be tartozik ilyen, alternativ korai végz6dés, valamint az
hogy kiszamithato bioldgiai aktivitast mutato tobbfunk- 10 alabbi aminosavszekvenciaval rendelkezé protein:
ADRERSIHDFCLVSKVVGRCRASMPRWWYNVTDGSCQLFVYGGCDGNSNN 50

YLTKEECLKKCATVTENATGDLATSRNAADSSVPSAPRRQDS

(8. azonositd szamu szekvencia).

A taldlmany targyat képezi lényegében tisztitott,
vagy rekombinans eljarassal elallitott nativ, human bi-
kuninprotein, amelyet a vezetGszekvencia intakt szeg-
mensével, valamint a nativ transzmembranrégié leg-

92;

felelGen, a talalmany targyat képezi a vezetGszekven-
cia egy intakt szegmensét, valamint a transzmembran-
domén (aldhuzassal jeldlve) legalabb egy részét tartal-
mazd nativ, human bikunin, amely az aldbbi aminosav-

alabb egy intakt részével egészitettiink ki. Ennek meg- 20 szekvenciak valamelyikével rendelkezik:

1) EST MLR AEADGVSRLL GSLLLSGVLA -1
2) PCR MAQLCGL RRSRAFLALL GSLLLSGVLA -1
3) AcDNA MAQLCGL RRSRAFLALL GSLLLSGVLA -1
1) ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN 50
2) ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN 50
3) ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN 50
1) YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF 100
2) YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF 100
3) YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF 100
1) NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE 150
2) NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE 150
3) NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE 150
1) ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN 200
2) ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN 200
3) ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN 200
1) QERALRTVWS SGDDKEQLVK NTYVL 225
2) QERALRTVWS FGD 213
3) QERALRTVWS SGDDKEQLVK NTYVL 225

ahol az 1. szekvencia az EST-eredet(i konszenzus-
szekvencia (45. azonositd szamu szekvencia); a 2.
szekvencia PCR-kl6n szekvenciaja (47. azonosito sza-
mu szekvencia); a 3. szekvencia a lambda-cDNS-kion
szekvencidja (49. azonositd szamu szekvencia). EI§-
nydsen, a taldlmany szerinti protein a 45., 47. vagy 49.
azonositd szamu szekvenciak valamelyike szerinti
olyan aminosavszekvenciat tartalmaz, amelyben a pro-

EST VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN
EST QERALRTVWS SGDDKEQLVK NTYVL

(69. azonositd szama szekvencia); vagy
PCR VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN
PCR QERALRTVWS FGD

(68. azonosité szamu szekvencia); vagy

50

tein az utolsé Kunitz-domén vége és a transzmembran-
régioé kézti régioban hasitodott.

A talalmany targyat képezik tovabba olyan protei-
nek, amelyekbdl a szignalpeptid deletalva lett. Ennek
megfelelden, a talaimany targyat képezi protein, amely
az 52. azonositdé szamu szekvencia szerinti aminosav-
szekvenciaval folytatolagosan, az alabbi transzmemb-
ran-aminosavszekvenciak valamelyikét tartalmazza:

200
225;

200
213;
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ACDNS VVVLAGLFVM VLILFLGASM VYLIRVARRN

AcDNS QERALRTVWS SGDDKEQLVK NTYVL
(67. azonosité szamu szekvencia).

200
225;

A talalmany szerinti proteinek aminosavszekvenciai 5 tein bizonyos természetes aliélikus mutaciéi, valamint
szakember szamara egyértelm( kitanitast jelentenek a a taldlmany szerinti protein aminosavait érint konzer-
megfelel6 nukleinsavszekvenciakra vonatkozdlag, vativ szubsztituciok nem valtoztatjak meg lényegesen
amelyek molekularis bioldgiai eljarasok soran torténd a protein biologiai aktivitasat, és az ilyen proteinek
alkalmazasaval a talalmany szerinti proteinek elallit- szintén a talalmany targykoérébe tartoznak.
haték. Ennek megfelelGen, a talalmany targyat képezi 10 A talalmany targyat képezik tovabba human, pla-
human bikunint kédold, a 3. abra szerinti konszenzus- centa-bikunint vagy annak fragmenseit tartalmazé gyo-
DNS-szekvenciaju nukleinsavszekvencia (9. azonositd gyaszati készitmények, amelyek alkalmasak sebészeti
szamu szekvencia), amely a 3. abra szerinti (10. azo- beavatkozasnak alavetett egyénben, az operacié elétti,
nositd szamu szekvencia) nativ, human placenta-biku- alatti, valamint utani vérveszteség mértékének csok-
nin aminosavszekvencidjanak transzlaciojat eredmé- 15 kentésére.
nyezi. A talalmany targyat képezi tovabba a 4C. abra A taldlmany targyat képezik tovabba eljarasok,
szerinti (51. azonosité szamu szekvencia) konszen- amelyek sebészeti beavatkozasnak alavetett egyének-
zus-nukleinsavszekvencia, amely a 4D. abra szerinti ben csokkentik az operacio el6tti, alatti és utani vér-
(45. azonosité szaml szekvencia) aminosavszekven- veszteség mértékét, amelyek szerint a betegnek a ta-
ciat kodol. 20 lalmany szerinti szerinprotedaz-gatié protein hatékony

A taldlmany targyat képezi tovabba a 4F. abra sze- mennyiségét adjuk be, bioldgiailag elfogadhaté hordo-
rinti (48. azonosité szamu szekvencia) DNS-szekven- zbanyagban.
cidja, nativ, human placenta-bikunint kdédold nuklein- A taldimany targyat képezik tovabba placenta-biku-
savszekvencia, amely a 49. azonositd szamu szekven- nin és a fent ismertetett specifikus Kunitz-domének va-
cia szerinti proteinszekvenciat kédol. Ezenfeliil a taldl- 25 riansai, amelyek proteazspecificitast médosité amino-
many targyat képezi a 4E. abra szerinti nukleinsav- savszubsztiticiokat tartaimaznak. A nativ, placenta-bi-
szekvencia (46. azonositd szamu szekvencia), amely a kunin aminosavszekvenciajaban el6forduld elényds
47. azonosité szamu szekvencia szerinti proteinszek- szubsztituciés helyeket az alabbiakban Xaa'-Xaa32
venciat kodol. pozicidkkeént jeldltik A bikunin (7—64.)-variansok eseté-

Szakember szamara vilagos, hogy nukleotidszek- 30 ben elénydsen az Xaa'-Xaa'® poziciokban hozhatunk
venciaban létrehozhatunk bizonyos allélikus mutacio- létre szubsztituciot, mig a bikunin (102-159.)-variansok
kat és konzervativ szubsztituciokat, gy, hogy azok esetén elénydsen az Xaa'’-Xaa3? pozicidkban hozha-
mégis a talalmany szerinti proteinek aminosavszekven- tunk létre szubsztittciot.
ciajanak keletkezését eredményezzék. Szakember Ennek megfeleléen, a taldlmany targyat kepezi az
szamara ismert tovabba, hogy a taladlmany szerinti pro- 35 aldbbi aminosavszekvencidju protein:

Ala Asp Arg Glu Arg Ser Ile Xaal Asp Phe 10
Cys Leu Val Ser Lys Val Xaa? Gly Xaa3 Cys 20
Xaa® Xaa® Xaa® Xaa’ Xaa® Xaa® Trp Trp Tyr Asn 30
Val Thr Asp Gly Ser Cys Gln Leu Phe Xaal® 40
Tyr Xaall Gly Cys Xaal? Xaal3 Xaal? Ser Asn Asn 50
Tyr Xaal® Thr Lys Glu Glu Cys Leu Lys Lys 60
Cys Ala Thr Xaal® Thr Glu Asn Ala Thr Gly 70
Asp Leu Ser Thr Ser Arg Asn Ala Ala Asp 80
Ser Ser Val Pro Ser Ala Pro Arg Arg Gln 90
Asp Ser Glu His Asp Ser Ser Asp Met Phe 100
Asn Tyr Xaal?” Glu Tyr Cys Thr Ala Asn Ala 110
Val Xaal® Gly Xaal® Cys Xaa?0 Xaa?! Xaa?? Xaa?? Xaa2* 120
Xaa?> Trp Tyr Phe Asp Val Glu Arg Asn Ser 130
Cys Asn Asn Phe Xaa?® Tyr Xaa?’” Gly Cys Xaa?8 140
Xaa?® Xaa3? Lys Asn Ser Tyr Xaa3! Ser Glu Glu 150
Ala Cys Met Leu Arg Cys Phe Arg Xaa3? Gln 160
Glu Asn Pro Pro Leu Pro Leu Gly Ser Lys 170
Val Val Val Leu Ala Gly Ala Val Ser 179

(11. azonositd szamu szekvencia);

ahol az Xaa'-Xaa3? poziciék mindegyike egymas-
tél fiiggetlenil természetben elGfordulé aminosavat
kepvisel, kivéve ciszteint, azzal a kikotéssel, hogy az

nosavtal.

nativ szekvencia megfelel6 pozicijaban talalhato ami-

Leirasunkban a ,természetben el6fordulé amino-

Xaa'-Xaa®? aminosavak legalabb egyike kiilonbozik a 60 sav” elnevezés alatt a 20 altalanosan el&fordulé amino-
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sav (azaz Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His,
lle, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr és Val)
valamelyikét értjiik.

A fent jelzett egy vagy tobb pozicidban létrehozott
egy vagy tébb aminosavszubsztiticidéval meg lehet val-
toztatni a nativ, placenta-bikunin vagy az egyedi Ku-
nitz-szerili domenok gatlasi specificitdsanak a profiljat,
ugy, hogy az kiemelten gatolion mas szerinproteazo-
kat, peldaul, de anélkil, hogy igényiinket az alabbiakra
korlatoznank, a komplementkaszkad enzimjeit, a
TF/FVlla, Fxa, trombin, neutrofil elasztaz, katepszin-G
vagy proteinaz-3 szerinprotedzokat.

A placenta-bikunin elény6s variansai példau! azok a
proteinek, amelyekben az Xaa' szubsztiticiés helyen
His, Glu, Pro, Ala, Val vagy Lys, elénydsebben His vagy
Pro aminosav talalhat6; vagy amelyekben az Xaa2
szubsztitucios helyen Val, Thr, Asp, Pro, Arg, Tyr, Glu,
Ala vagy Lys, el6nydsebben Val vagy Thr aminosav ta-
lalhato; vagy amelyekben az Xaa® szubsztitdciés he-
lyen Arg, Pro, lle, Leu vagy Thr, elénydsebben Arg vagy
Pro aminosav fordul el5; vagy amelyekben az Xaa*
szubsztituciés helyen Arg, Lys vagy Ser, GIn, elény6-
sebben Arg vagy Lys aminosav talalhato; vagy ame-
lyekben az Xaa® szubsztiticiés helyen Ala, Gly, Asp
vagy Thr, elénybsebben Ala aminosav talalhaté; vagy
amelyekben az Xaa® szubsztiticiés helyen Ser, lle, Tyr
Asn, Leu, Val, Arg vagy Phe, elénydsebben Ser vagy
Arg aminosav talalhaté; vagy amelyekben az Xaa’
szubsztiticids helyen Met, Phe, lle, Glu, Leu, Thr vagy
Val, elényésebben Met vagy lle aminosav talalhato;
vagy amelyekben az Xaa® helyen Pro, Lys, Thr, Gin,
Asn, Leu, Ser vagy lle, elénydsebben Pro vagy lle ami-
nosav talalhat6; vagy amelyekben az Xaa® szubsztiti-
ciés helyen Arg, Lys vagy Leu, elénydsebben Arg ami-
nosav talalhatd; vagy amelyekben az Xaa'® szubsztitu-
cios helyen Val, lle, Lys, Ala, Pro, Phe, Trp, Gin, Leu
vagy Thr, elényésebben Val aminosav talalhatd; vagy
amelyekben az Xaa'l! szubsztiticiés helyen Gly, Ser
vagy Thr, elényosebben Gly aminosav fordul elé; vagy
amelyekben az Xaa'? szubsztiticiés helyen Asp, Arg,
Glu, Leu, GIn vagy Gly, elénydsebben Asp vagy Arg
aminosav talalhatd; vagy amelyekben az Xaa'3 szubsz-
titucios helyen Gly vagy Ala aminosav talalhato; vagy
amelyekben az Xaa'# szubsztiticios helyen Asn vagy
Lys aminosav taldlhatd; vagy amelyekben az Xaa's
szubsztiticids helyen Gly, Asp, Leu, Arg, Glu, Thr, Tyr,
Val vagy Lys, elényésebben Leu vagy Lys aminosav ta-
lalhato; vagy amelyekben az Xaa'® szubsztitliciés he-
lyen Val, GIn, Asp, Gly, lle, Ala, Met vagy Val, elényé-
sebben Val vagy Ala aminosav talalhatd; vagy amelyek-
ben az Xaa'? szubsztiticiés helyen His, Glu, Pro, Ala,
Lys vagy Val, elénydsebben Glu vagy Pro aminosav ta-
lalhatd; vagy amelyekben az Xaa'® szubsztitcios he-
lyen Val, Thr, Asp, Pro, Arg, Tyr, Ala vagy Lys, elényo-
sebben Thr aminosav talalhatd; vagy amelyekben az
Xaa'9 szubsztiticiés helyen Arg, Pro, lle, Leu vagy Thr,
eldny6sebben Pro aminosav talalhatd; vagy amelyek-
ben az Xaa?0 szubsztituciés helyen Arg, Lys, Glin vagy
Ser, elényésebben Arg vagy Lys aminosav taldlhato;
vagy amelyekben az Xaa?! szubsztitticios helyen Ala,
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Asp, Thr vagy Gly, elénydsebben Ala aminosav talalha-
t6; vagy amelyekben az Xaa2? szubsztiticiés helyen
Ser, lle, Tyr, Asn, Leu, Val, Arg vagy Phe, elény6seb-
ben Ser vagy Arg aminosav talalhato; vagy amelyekben
az Xaa?3 szubsztiticiés helyen Met, Phe, lle, Glu, Leu,
Thr vagy Val, elénydsebben Phe vagy lle aminosav ta-
lalhaté; vagy amelyekben az Xaa?4 szubsztiticios he-
lyen Pro, Lys, Thr, Asn, Leu, Gin, Ser vagy lle, elényo-
sebben Pro vagy lle aminosav talalhatd; vagy amelyek-
ben az Xaa?® szubsztiticids helyen Arg, Lys vagy Leu,
elényosebben Arg aminosav talalhat6; vagy amelyek-
ben az Xaa?® szubsztiticids helyen Val, lle, Lys, Leu,
Ala, Pro, Phe, GIn, Trp vagy Thr, elénydsebben Val
vagy lle aminosav talalhaté; vagy amelyekben az Xaa?’
szubsztiticiés helyen Gly, Ser vagy Thr, elénydsebben
Gly aminosav talalhatd; vagy amelyekben az Xaa2®
szubsztituciés helyen Asp, Arg, Glu, Leu, Gly vagy Gin,
elényosebben Arg aminosav talalhatd; vagy amelyek-
ben az Xaa?? szubsztitdcids helyen Gly vagy Ala amino-
sav talalhaté; vagy amelyekben az Xaa3? szubsztitucios
helyen Asn vagy Lys aminosav talalhato; vagy amelyek-
ben az Xaa3! szubsztiticiés helyen Gly, Asp, Leu, Arg,
Glu, Thr, Tyr, Val vagy Lys, elényosebben Arg vagy Lys
aminosav talalhatd; vagy amelyekben az Xaa? szubsz-
titicios helyen Val, Gin, Asp, Gly, lle, Ala, Met vagy Thr,
elényosebben Gln vagy Ala aminosav talalhaté.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik a leirashoz csa-
tolt abrakat.

A talaimany szerinti megoldas lényege még vildgo-
sabb lesz az alabbi részletes leiras, az azt kovetd
igénypontok, valamint a csatolt abrak alapjan.

Az 1. abran az EST R35464 (12. azonosité szamu
szekvencia) nukleotidszekvenciat, valamint a fenti DNS-
szekvencia alapjan transzlatalt aminosavszekvenciat
(13. azonosité szamu szekvencia) abrazoltuk, amely az
aprotininnel bizonyos mértékl szekvenciahasonlésagot
mutatd nyitott leolvasasi keretet eredményezett.
A ftranszlacios termék a Kunitz-szerli gatiédoménekre
jellemzé 6 ciszteinbdl 6t6t tartalmazott, egymastdl meg-
felel§ tavolsagban (vastagon szedve). A hianyzo cisz-
tein altal normalis esetben elfoglalt poziciéban (a 38.
kodonnal) fenil-alanin talalhato (csillaggal jelbive).

A 2. abran az EST R74593 (14. azonositd szamu
szekvencia) nukleotidszekvenciajat, valamint a fenti
DNS-szekvencia transzlacidja altal eredményezett
aminosavszekvenciat abrazoltuk (15. azonosité szamd
szekvencia), amely a Kunitz-osztalyba tartozo szerin-
protedz-gatlé doménekkel homoldgiat mutato nyitott le-
olvasasi keretet eredményezett. A transzlacios termeék
a Kunitz-szer( gatiédoménokra jellemzd 6 ciszteinbdl
Otot tartalmaz, egymastol megfeleld tavolsagban (vas-
tagon szedve). Ez a leolvasasi fazis azonban stopko-
dont tartalmaz a 3. és 23. kodonoknak megfeleléen.

A 3. abran human, placenta-bikunin ,konszenzus”-
ként jeldlt, kdvetkeztetett nukleinsavszekvenciajat (9.
azonosité szamu szekvencia) abrazoltuk, amelyet
Osszevetettlink a transzlatalédott protein, transzlatalo-
dott” szekvenciaként jelélt aminosavszekvenciajavat
(10. azonosité szamu szekvencia). Az abran 6sszeha-
sonlitasképp bemutatjuk az EST H94519 (16. azonosi-
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t6 szdml szekvencia), EST N39798 (17. azonositd
szamu szekvencia), EST R74593 (14. azonosité sza-
mu szekvencia) és EST R35464 (12. azonositdé szamu
szekvencia) nukleinsavszekvencigjat. A konszenzus-
szekvenciaban aldhtzassal jeldlt nukleotidok megfelel-
nek a példakban ismertetett PCR lancindité oligonuk-
leotidok helyének. A transzlatalédott konszenzusszek-
venciaban az alahuzott aminosavak olyan aminosava-
kat jellnek, amelyek azonossagat tisztitott, nativ, hu-
man placenta-bikunin aminosavszekvenalasaval meg-
erésitettiik. Nukleotid- és aminosavkédokként standard
egybetis kodokat alkalmaztunk, a nukleinsavkodban
,N"-nel jel6ltik a nem azonositott nukleinsavakat, és az
aminosavszekvenciaban ,*"-gal jelltiik a stopkodont.

A 4A. abran a human placenta-bikunint vagy annak
fragmenseit kodolé EST-szekvencidkkal bizonyos mér-
tékd homoldgiat mutaté EST-szekvenciak sorozatanak
atfedeseit abrazoltuk. Referenciaként abrazoltuk a bi-
kunin (7-64.)- és bikunin (102-159.)-fragmensek egy-
mashoz viszonyitott helyzetét, amelyeket az abran
KID1-ként és KID2-ként jel6lttink.

A 4B. abran ezt kdvetd, még részletesebb, tovabbi
EST-szekvenciakra is kiterjedd EST-atfedés-analizist
abrazoltunk. Az abra felsé részén talalhato X tengelyen
feltlntetett szamok bazisparban kifejezett méretet je-
lentenek, az 5'-iranyban talalhat6 legszélsé EST-szek-
vencia els6 bazisatdl szamitva. Az egyes fekvd oszlo-
pok hossza aranyos az adott EST-szekvenciakat fel-
épitd bazisok szamaval, a hézagokat (,gaps”) is bele-
értve. Az EST nyilvantartasi szamot az adott EST-
szekvencianak megfeleld fekvé oszloptdl jobbra tlintet-
tiik fel.

A 4C. abran az el6z6, 4B. abran vazlatosan feltiin-
tetett, atfedé EST-szekvenciak oligonukleotidszekven-
ciainak Gsszevetését abrazoljuk. A legfels, bikunin el-
nevezéssel jelolt szekvencia (51. azonosité szamu
szekvencia) képviseli azt a konszenzus-oligonukleotid-
szekvenciat, amelyet az egyes pozicibkban elGfordulé
atfed6 nukleotidok alapjan hataroztunk meg. A szamo-
zas az EST-szekvenciatérkép bazispar-pozicidinak fe-
lel meg. Az EST R74593 szekvencia azon oligonukleo-
tidjai, amelyeket vastagon alahuztunk (a 994. és 1005.
térképpozicidban), az R74593-szekvenciaban medgfi-
gyelt bazisinszercidkat jeldinek, amelyek kdvetkezete-
sen hidnyoznak a tébbi atfedé EST-szekvenciabdl.

A 4D. abran az el6z6, 4C. abran szereplé bikunin
konszenzus-oligonukleotidszekvencia aminosavtransz-
laciojat abrazoltuk (45. azonosité szamu szekvencia).

A 4E. abran placenta-bikunint kodolé szekvencia
nukleotidszekvenciajat (46. azonosité szamu szekven-
cia) és megfeleld aminosavtranszlaciojat (47. azonosi-
to szamu szekvencia) abrazoltuk, amely szekvenciat
human placentaeredetii cDNS-kényvtarbol izolaltunk,
PCR-amplifikacios eljarassal.

A 4F. abran nativ, human placenta-bikunint kédolé
klon nukleotidszekvenciajat (48. azonosité szamu
szekvencia) és megfelel6 aminosavtranszlacidjat (49.
azonositd szamu szekvencia) abrazoltuk, amely klont
human placentaeredetii lambda-cDNS-kényvtarbdl izo-
laltunk, telephibridizacios eljarassal.
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A 4G. abran dsszehasonlitottuk a placenta-bikunin
EST-atfedés-analizissel (45. azonositd szamu szekven-
cia), PCR-kl6nozassal (47. azonosité szamu szekven-
cia) és hagyomanyos lambda-telephibridizaciéval (49.
azonositd szamu szekvencia) kapott, aminosavva
transzlatalt oligonukleotidszekvencidk egyeztethetdsé-
gének mértéket.

Az 5. dbran human placenta-bikunin placentasz6-
vetbdl tortént tisztitasanak elicios gdrbéjét abrazoltuk,
Superdex-75-oszlopon végzett gélszlrést kovetben. Az
abran egymasra helyeztiik a 280 nm hullamhosszon,
fajlagos fényelnyeléssel (OD) meghatérozott protein
elucios profil gorbéjét (folyamatos vonal), az elualt pro-
tein tripszininhibitor-aktivitasat mutaté gérbét (a %-ban
kifejezett gatlasi értékeket kérokkel jeldltik) és az elualt
protein kallikreininhibitor-aktivitasat mutaté gorbét (a
%-ban kifejezett gatlasi értékeket négyzetekkel jeldltiik).

A 6. abran human placenta-bikunin placentaszévet-
bél, C18-oszlopon végzett reverz fazisu kromatografias
eljaras szerint térténd tisztitasanak elucios gorbéjét ab-
razoltuk. Az abran egymasra helyeztik az optikai sird-
ség (OD) mérésével, 215 nm hullamhosszon meghata-
rozott protein ellcios profil gérbéjét (folyamatos vonal),
az eludlt protein tripszininhibitor-aktivitasat mutaté gor-
bét (a %-ban kifejezett gatlasi ertékeket korokkel jeldl-
tik) és az elualt protein kallikreininhibitor-aktivitasat
mutatd goérbét (a %-ban kifejezett gatlasi értékeket
négyzetekkel jelGltik).

A 7. abran eziistfestéssel elShivott SDS-PAGE-gél
lathat6, amelyen nagy tisztasagu placenta-bikunint (2.
sav) és a kilodaltonban megadott molekulatémegi
markerproteinek sorozatat futtattuk (1. sav). A vandor-
Ias felilrdl lefelé tortént.

A 8. abran az SC101- (8A. abra) és WHL341-
(8B. abra) élesztétirzsek tenyésztése soran nyert, sejt-
mentes fermentacios tapfolyadék tripszingatld aktivita-
sanak mértékét abrazoltuk. Mindkét élesztétérzset stabi-
lan transzformaltuk placenta-bikunin (102-159.)-frag-
mensének expresszalodasat iranyitd pS604-plazmiddal.

A 9. abra SC101-éleszt6torzsek (2.4 és 2.5 jelzési
rekombinansok) tenyésztése soran nyert, sejtmentes
fermentacios tapfolyadék eziisttel festett SDS-PAGE
(bal oldali abrarészlet) vizsgalatanak, valamint placen-
ta-bikunin (102-159.)-fragmenssel szemben el6allitott
polikionalis ellenanyaggal végzett Western-blot-vizsga-
latanak (jobb oldali abrarészlet) eredményét mutatja.
Az SC101-élesztbtdrzset stabilan transzformaltuk,
szarvasmarha-aprotinin vagy human placenta-bikunin
(102-159.)-fragmens expresszidjat iranyité plazmiddal.
A vandorlas feliilrél lefelé tortént.

A 10. abra egy fénykép, amely nagy tisztasagu, pla-
centa-bikunin (102-159.)-fragmens (2. sav) és kilodal-
tonban megadott molekulatdmeg-markerek sorozatanak
(1. sav) eziisttel festett SDS-PAGE vizsgalatanak az
eredményét mutatja. A vandorlas feliilrél lefelé tortént.

A 11. dbran egy fénykép lathatd, amely kiilénbdzd
human szdvetekbdl szarmazé mRNS-ek Northern-blot-
vizsgalatanak eredményét mutatja. A kiilénb6zé mRNS-
eket 32P-izotéppal jeldlt, placenta-bikunin (102-159.)-
fragmenst (11A. abrarésziet) vagy placenta-bikunin
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(1-213.)-proteint (11B. abrarészlet) kodoldo cDNS-pro-
baval hibridizaltattuk. A vandorlas feliilrdl lefelé tortént.
Az egyes lenyomatoktsl balra feltiintetett szamok a
megfeleld RNS-markerek kilobazisban megadott mére-
tét jeldlik. A szervet, amelybdl az adott mRNS-t nyertiik,
a lenyomat egyes savjai alatt jel6ltiik.

A 12. abra immunoblotvizsgalat eredményét mutat-
ja. Placentaeredet(i bikunint reagaltattunk szintetikus,
redukalt, placenta-bikunin (7-64.)-fragmenssel
(12A. abrarészlet) vagy bikunin (102-159.)-fragmens-
sel (12B. abrarészlet) szemben nyulban termelt ellen-
anyaggal. Mindkét gélen a kdvetkez6 mintakat futtat-
tuk: molekulatémeg-markerek (1. sav); human placen-
tabél izolalt, nativ, placenta-bikunin (2. sav); szintetikus
placenta-bikunin (7-64.)-fragmens (3. sav); szintetikus
placenta-bikunin (102—-159.)-fragmens (4. sav). A tricint
tartaimazo, 10-20%-os SDS-PAGE gradiensgélekrél
lenyomatot keszitettiink, amelyet protein A-oszlopon
tisztitott poliklonalis elsé ellenanyaggal (8 ng 1gG,
20 ml, 0,1% szarvasmarha-szérumalbumint tartalmazé
Tris-pufferolt fiziolégids konyhaséoldatban, pH=7,5),
majd alkalikus foszfatazzal konjugalt, kecskében ter-
melt antinyul masodik elienanyaggal hivtunk elé.
A vandoroltatas fontrél lefelé tortént.

A 13. abran ,Coomassie Blue” reagenssel festett,
tricint tartalmazé 10-20%-os SDS-PAGE-gélen futta-
tott, 3 mikrogramm mennyiségi, nagy tisztasagu pla-
centa-bikunin (1-170.)-protein lathatd, amelyet bakulo-
virus/Sf9 expressziés rendszerben allitottunk elé (2.
sav). Az 1. sav molekulatbmeg-markereket tartalmaz.
A vandoroltatas fellilrél lefelé tortént.

A 14. abran Sf9-eredetd human placenta-bikunin
(1-170.) (tele kordk), szintetikus placenta-bikunin
(102-159.) (tres kérdk) és aprotinin (lres négyzetek)
emelkedd koncentracidinak, human plazma aktivait
parcidlis tromboplasztin idejére kifejtett hatasat hason-
litottuk Ossze. Az alvadast CaCl, hozzaadasaval indi-
tottuk meg. A proteinek koncentraciojat egy viszony-
szammal szemben abrazoltuk, amely azt fejezi ki, hogy
adott protein adott koncentracidban hanyszorosara
nyujtotta az alvadasi id6t. A gatlas nélkiili alvadasi id6
30,8 masodperc volt.

Az alabbiakban részletesen ismertetjlik a talalmany
szerinti megoldast.

A talalmany targyat képezi egy tjonnan azonositott
human protein, amelyet leirdsunkban human, placenta-
bikuninproteinnek neveziink, és amely protein két, Ku-
nitz-osztalyba tartozé szerinproteaz-gatlé domént tartal-
maz. A talalmany targyat képezik tovabba placenta-bi-
kunint, vagy annak fragmenseit tartalmazé gy6gyaszati
készitmények, amelyek alkalmasak mitét elétti, alatti
és utani vérveszteség csOkkentésére, sebészeti be-
avatkozasnak kitett vagy sulyosan sériilt egyénekben.

A taldlmany targyat képezik tovabba eljarasok,
amelyek alkalmasak mitét el6tti, alatti és utani vér-
veszteség csokkentésére, sebészeti beavatkozasnak
kitett vagy sulyosan sériilt egyénben, amelyek szerint
az egyénnek a talalmany szerinti human szerinprotedz-
gatlé proteinek hatékony mennyiségét adjuk be, biolo-
giailag elfogadott vivéanyagban adjuk be.
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A placenta-bikuninprotein, annak izolalt doménjai
és mas variansai elénydsen alkalmazhatok vérveszte-
ség mérseklésére, sériilés vagy sebészeti beavatkozas
esetén, amikor fennall a valészinlisége nagy mennyisé-
gl vér elvesztésének. Ezek a készitmények mérséklik
vagy feleslegessé teszik a teljes donor vér vagy vérkeé-
szitmények iranti igényt, ezaltal csokkentik fertdzések
vagy mas karos mellékhatasok kialakulasanak kocka-
zatat, valamint a sebészeti beavatkozas koéltségeit.
Ezek az eljarasok alkalmasak tehat vérveszteség mér-
séklésére normalegyénekben, azaz olyanokban, akik
nem szenvednek velesziiletett vagy az operaciot meg-
elézben szerzett, koagulaciés faktorokat érinté rendel-
lenességben. A csdkkent vérveszteség a sebészeti be-
avatkozas alatti vérveszteség mérséklGdésében, vagy
az operacié utani drenalassal vesztett vér csékkenésé-
ben vagy mindkettében nyilvanul meg. A talalmany
szerinti proteinek elonydsen alkalmazhaték példaul —
de anélkiil, hogy igényiinket az aldbbiakra korlatoznank
— a kovetkezd sebészeti beavatkozasok kapcsan: mell-
kasi és hasi mitétek, teljes vagy részleges csipproté-
zis-miitétek, vagy a szem epithelialis sérilésének keze-
lésére végzett mlitétek. Azok elénydsen alkaimazhatdk
példaul — de anélkill, hogy igényiinket az alabbiakra
korlatoznank — az alabbi mellkasi mitétek soran: aorta-
koszoruér ,bypass” mitét, sziv- és aortaaneurizmak ki-
metszése, nyeldcsdvarixok miitéti kezelése vagy ko-
szoruér ,bypass” matétek. llyen proteinek elénydsen al-
kalmazhatok példaul — de anélkdl, hogy igényiinket az
alabbiakra korlatoznank — az alabbi hasi mitétek kap-
csan: majtranszplantacio, radikdlis prosztataeltavolitas,
vastagbél-divertikulitisz mitétje, tumorok eltavolitasa,
hasi aorta mitétje és duodendlis fekélyek miitétje, vala-
mint maj- vagy lépsérilés sebészi ellatasa. A taldlmany
szerinti proteinek elénydsen alkalmazhatok példaul —
de anélkil, hogy igénylinket az alabbiakra korlatoznank
— az alabbi baleseti sériilések ellatasanal: sulyosan sé-
rilt egyének stabilizdlasa a baleset helyszinén, példaul
végtag elvesztése, sulyos mellkasi vagy hasi sériilés
utan. Amennyiben placenta-bikunint, annak izolalt do-
ménjat vagy mas varidnsat sebészeti beavatkozas
okozta vérveszteség csokkentésére alkalmazzuk, azt
elény6sen a mitét el6tt és annak soran adagoljuk; mig
baleseti sériiles ellatasanal placenta-bikunint, annak
izolalt doménjat vagy mas variansat elénydsen a séri-
lést kbvetben minél hamarabb adjuk be, és ezekke! a
készitményekkel minden, baleseti helyszinre utazé
mentdjarmivet el kellene latni.

A Xll-faktor (mas néven Hageman-Faktor) egy sze-
rinprotedz, amely a keringésben zimogén formaban
(80 kD) talalhato, kériilbeliil 29-40 pg/ml koncentracio-
ban [Pixley és munkatarsai: Meth. in Enz. 222, 51-64
(1993)), és az szdveti kallikreinnel vagy plazmakallik-
reinnel aktivalhatod. Aktivalodasat kévetéen részt vesz
a véralvadas intrinsic reakcioutjaban, amely akkor akti-
valédik, ha vér vagy plazma ,idegen" vagy anionos fel-
szinnel érintkezik. Miutan aktivalodott, a Xlla-faktor
szamos mas plazmaproteazt képes hasitani és aktival-
ni, példaul a Xl-faktort, prekallikreint, valamint a komp-
lementrendszer C1-komponensét. Ennek megfelelGen,
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a XllI-faktor részt vehet vérnyomascsokkenést eredmé-
nyezd reakcidkban, miutan az aktivalt kallikrein kinino-
gént hasithat, ami bradikininfelszabaduldshoz vezet
[Colman: J. Clin. Invest. 73, 1249 (1984)].

A szepszis bakteridlis fert6zés kdvetkezményeképp
kialakulo korkép, amelynek tiinetei bakteridlis endoto-
xin vagy lipopoliszacharid (LPS) hatasara jonnek létre.
A XllI-faktor és LPS érintkezése a Xli-faktor aktivaloda-
sat eredményezi. Szepszisben szenvedd egyéneknél
gyakran jelentkezik az intravaszkularis koagulacié (vér-
edényen beliili alvadas) tlinetegyiittese, amelyet szin-
tén a Xll-faktor LPS altal tortént aktivalédasa magya-
razhat. Szeptikus sokk, bakteridlis fert6zés kévetkez-
meényeként alakulhat ki, és lazzal, alacsony vaszkularis
rezisztencidval, valamint alacsony artérias vérnyomas-
sal jar. Az emlitett kérkép az Egyesiilt Allamokban, az
intenziv osztalyokon gyakori halalok, ahol a szeptikus
sokkban elhalalozé apoltak hetvendt szazalékanal tar-
tésan alacsony vérnyomas mérhetd [Parillo és munka-
tarsai: Ann. Rev. Med. 40, 469485 (1989)).

A felnéttkori légzGszervi elegtelenség szindromat
(,adult respiratory distress syndrome”, ARDS) tiid6ddé-
ma, hypoxémia és csokkent tiidételjesitmény jellemzi.
A betegség patogenezise még nem ismert, bar valészi-
nd, hogy kialakulasaban szerepet jatszanak a koagula-
cio és fibrinolizis proteolitikus reakcioutjai [Carvalho és
munkatarsai: J. Lab. Clin. Med. 1712, 270-277 (1988)].

A talalmany szerinti proteinek Uj, szintén Kunitz ti-
pusu gatloi a kallikreinnek, a Xli-faktor aktivatoranak.
Ennek megfelelGen, a talalmany targyat képezik eljara-
sok olyan szisztémas gyulladasos reakciok megel6z6
vagy terapias kezelésére, mint példaul a szeptikus
sokk, felnGttkori légzési elégtelenség szindréma
(ARDS), preeklampszia, tobb szervre kiterjedé miiko-
déselégtelenség és disszeminalt intravaszkularis koa-
gulacié (DIC). A taldlmany szerinti peptidek terapias
vagy megel6z6 célzatu alkalmazasa befolyasolhatja
ezen gyulladasos allapotokat, és jétékony hatassal le-
het a kezelt egyénre.

A plazmin fontos szerepet jatszik a sejten kiviili
matrix lebontasaban és a matrixmetalloproteaz (MMP)-
kaszkadok aktivalasaban. Egyuttesen, ezen proteazok
kozvetitésével valosul meg az endothelsejtek migracio-
ja és szbveti invazidja az angiogenezis és neovaszku-
larizacio soran, valamint a raksejtek migracibja és sz6-
veti invazidja az attétképzédés soran.

A neovaszkularizacié elengedhetetlen tumorok né-
vekedéséhez, és az attétképzddés az a folyamat,
amely biztositja a tumorok terjedését, ami viszont na-
gyon rossz prognozist jelent a beteg szamara.

Szamos klinikai elétanulmany utal arra, hogy az ap-
rotininhoz hasonlé proteazspecificitdssal rendelkezé
Kunitz-szer( szerinproteaz-gatlok alkalmazhaték rakel-
lenes gyogyszerekként. Példaul az aprotinin, fokozott
tumornekrozis mellett, mérsékelte a tumor névekedését
és invaziojat, amennyiben azt erésen invaziv fibroszar-
komat hordozo horcsdgodkbe, vagy hasonléan malignus
emldkarcinémat hordozd egerekbe adtak [Latner és
munkatarsai: Br. J. Cancer 30, 60—67 (1974); Latner és
Tumner: Br. J. Cancer 33, 535-538 (1976)]. Ezenfelil
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Lewis tiid6karcindma-sejtek befecskendezését kdvetd
1-14. napon ip. beadott 200 000 KIU mennyiség(i apro-
tinin, C57B1/6 Cr him egerekben 50%-kal csOkkentette
a tidémetasztazisok eléfordulasanak gyakorisagat,
ugyanakkor nem befolyasolta a primer tumor tdmegét
[Giraldi és munkatarsai: Eur. J. Cancer 13, 1321-1323
(1977)). Hasonloképp, Lewis karcindmaseijtek injektala-
sat kdvetden, a 13. és 16. napon beadott 10 000 KIU
aprotonin, C57/6J egerekben 90%-kal csdkkentette a
tlidémetasztazisok eléfordulasat anélkil, hogy hatasa
lett volna a primer tumor névekedésére [Uetsuji és
munkatarsai: Jpn. J. Surg. 22, 429-442 (1992)].
Ugyanezen szakirodalmi hely szerint plazmin vagy kal-
likrein azonos adagban torténd beadasa névelni lat-
szott a tlidOmetasztazisok szamat. Ezek az eredmé-
nyek arra a feltételezésre késztették a szerzéket, hogy
aprotinin perioperativ alkalmazasa rakbetegeknél csok-
kentheti a metasztazisok kialakuldsanak valészinlseé-
gét. Black és Steger [Eur. J. Pharmacol. 38, 313-319
(1976)] azt tapasztaltak, hogy az aprotinin gatolta a
transzplantalt, ragcsaloeredetli Murphy-Strum limfo-
szarkdma novekedését patkanyokban, és feltételeztek,
hogy e hatasban szerepet jatszik a kininképzd enzim-
rendszer gatlasa. Egyetlen, 3-metilkolantrén-kezelessel
kivaltott, helyben képz6dott pikkelysejtes karcindmat
hordozé néstény ddY-egerek napi kétszeri injektalasa
10 000 KIU aprotoninnal, hét héten at, 90%-kal csok-
kentette a primer tumorok névekedését. Néhany allat-
ban a tumor visszafejlddését tapasztaltak. Mig a csak
hordoz6anyaggal kezelt allatok hét héten beliil elhullot-
tak, az aprotininnel kezelt csoport életben maradt.
A csokkent tumornévekedés hiperkeratézissal volt
Osszefiiggésben [Ohkoshi: Gann 71, 246250 (1980)].
Sebészeti eljarassal kezelt, 26 betegbd! allo cso-
port, amely iv. aprotonint kapott, klinikailag 70% tal-
élést mutatott két évvel a sebészeti beavatkozas utan,
a tumorok kidjulasa nélkiil, ugyanakkor a szintén
26 betegbdl allo placebocsoportban mindéssze 38%
talélést és jelentGs szamu tumorkiGjulast tapasztaltak
[Freeman és munkatarsai: Br. Soc. Gastroenterol.
suppl. A, 902 (1980)]. Egy esettanulmany szerint
[Guthrie és munkatarsai: J. Clin. Pract. 35, 330-332
(1981)] bromokriptin és aprotonin adagolasa remissziot
eredményezett elérehaladott méhnyakrakban szenve-
dé betegekben. Az aprotonint egyrészt, minden nyolca-
dik éraban, 500 000 KIU-t tartalmaz¢ ip. labdacs, mas-
részt folyamatos iv. infuzié formajaban (200 000 KIU,
hat 6ra alatt) adagoltak, 6sszesen hét napon at, havon-
ta egyszer. A negyedik hénap végén a kezelést aproti-
ninnal szembeni allergias reakcio kialakulasa miatt
abba kellett hagyni. Ujabb bizonyitékok még jobban ki-
hangstlyozzak a plazmin mint célmolekula szerepét az
aprotinin metasztazisokra kifejtett fenti hatasaiban.
Ezen térténések mechanizmusa arra a tényre ve-
zethetd vissza, hogy az aprotinin gatolja raksejtvonalak
invaziv képességét [Liu G. és munkatarsai: Int. J. Can-
cer 60, 501-506 (1995)]. Tovabba, mivel a talalmany
szerinti proteinek szintén hatékonyan gatoljak a plaz-
mint és kallikreint, azok alkalmazhatok rakellenes sze-
rekként. Azok alkalmazhatdk példaul primer tumor né-
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vekedésének megakadalyozasara, amikor is neovasz-
kularizaciot gatld tulajdonsagukat hasznaljuk ki; primer
tumor invaziéjanak gatlasara; valamint széveti infiltra-
ciét gatlo tulajdonsaguk miatt, metasztazisok kialakula-
sanak megakadalyozasara. A proteinek alkalmazhatok
a tumor helyén lokalisan vagy szisztémasan. A talal-
many egy elényds megvaldsitasi médja szerint a pro-
teineket a tumoreltavolitas soran, a perioperativ id6-
szakban adjuk be, hogy csokkentsiik az attétképzddés
kockazatat. Az alkalmazas id6pontjanak ilyen megva-
lasztadsaval a proteinek vérmegtakarito tulajdonsaga
azzal a tovabbi elénnyel jar, hogy tisztabb sebészeti |a-
toteret biztositanak a mitét alatt. A taldimany egy to-
vabbi elényds megvaldsitasi médja szerint a proteine-
ket kombinacids terapiaban alkalmazhatjuk, MMP-gat-
I6kkal vagy kemoterapiaval egyitt. Alkalmazhatunk to-
vabba lokalis génterapiat, amelyet igy terveziink meg,
hogy a placenta-bikunin szelektiv médon a tumorsejte-
ken bellil, vagy csatlakozo kotoszovetes és vaszkularis
fészklikben expresszalodjon.

A talalmany szerinti terapiaval megcélzott elényds
réktipusok a vaszkularizalodasfliggé szolid tumorok,
példaul emlé-, vastagbél-, tidé-, prosztata- és petefé-
szek-karcinomak, amelyek erfs attétképzési potenciallal
rendelkeznek, és amelyek esetében a proteinek nagy
koncentracioban térténd lokalis bevitele megoldhato,
példaul tidérak esetén tidon at, vastagbél-karcindmak
esetén majon at torténd beadas a majattétekhez, vagy
bérrakok esetén, példaul fej- és nyakkarcinomak esetén
szubkutan beadas. Mivel a taldlmany szerinti proteinek
human eredetliek, sokkal kevésbé valoszind, hogy azok
ismételt alkalmazasa esetén olyan allergias vagy anafi-
laxias reakcidkat valtanak ki, amelyet példaul Guthrie és
munkatarsai (lasd fentebb) figyeltek meg.

Tovabba a talalmany szerinti proteinek alkalmazha-
ték a veéralvadas intrinsic reakcidutjanak aktivalodasa-
val 6sszefliggd tromboembdlias komplikacidk csékken-
tésére. Alkalmazhatok példaul késéi stadiumu rakbete-
gekben tiidéembdlia megelézésére, amely ilyen ese-
tekben a halal gyakori oka [Donati M. B.: Haemostasis
24, 128-131 (1994)].

Az agy és a gerincvelé 6démaja olyan komplikacio,
amelyet okozhat traumas agy- és gerincveld-sériilés,
agyverzeés (apoplexia), cerebralis ischaemia, cerebralis
és szubarachnoidalis vérdmleny, sebészeti beavatko-
zas (példaul nyitott szivmitét), fert6z6 betegségek
(peldaul agyveldgyulladas és agyhartyagyulladas), gra-
nulomatozus betegségek (példaul Szarkoid és fokalis
vagy diffiz karcindmak), és amely hozzajarul ilyen ese-
mények utan megfigyelheté megbetegedések és halal-
esetek gyakori el6fordulasahoz. A bradikininrdl ismert,
hogy kisérleti kérlilmények mellett atjarhatéva teszi a
vér-agy gatat [Greenwood J.: Neuroradiology 33,
95-100 (1991); Whittle és munkatarsai: Acta Neuro-
chir. 115, 53-59 (1992)], és bradikinin infundalasa a
belsé nyaki ver6érbe agyddémat valt ki, spontan hiper-
tenziv patkanyokban (SHR), amelyekben kdz0s nyaki-
verér-elzarédast hoztak létre [Kamiya: Nippon lka
Daigaku Zasshi 57, 180191 (1990)]. Emelkedett bra-
dikininszintet talaltak traumat kdvetben, az extracellu-
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laris folyadékokban, traumatizalt patkany gerincveld
modellben [Xu és munkatarsai: J. Neurochem. 57,
975-980 (1991)] és cerebralis ischaemia okozta agyi
odémanak kitett patkanyok plazmajaban és szovetei-
ben [Kamiya és munkatarsai: Sroke 24, 571-575
(1993)]. Bradikinint szabaditanak fel a szerinproteazok,
példaul kallikrein, a nagy molekulatdmegi kininogén-
molekulabél [Coleman: J. Clin. invest. 73, 1249
(1993)], és a szerinproteaz-gatlé aprotininrél megalla-
pitottak, hogy meérsékli a cerebralis ischaemia okozta
agyodéma mértékét SHR patkanyokban [Kamiya: Nip-
pon lka Daigaku Zasshi 57, 180-191 (1990); Kamiya
és munkatarsai: Stroke 24, 571-575 (1993)], és csdk-
kenti az agyddéma mértékét hideg agyi léziénak kitett
nyulakban [Unterberg és munkatarsai: J. Neurosurgery
64, 269-276 (1986)).

Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az agy-
6démat az valtja ki, hogy lokalis proteolitikus reakcidk
soran nagy molekulatémegi kininogénmolekulakbdl ki-
ninek, példaul bradikinin szabadul fel, majd a bradikinin
a vér-agy gat permeabilitasanak fokozédasat eredme-
nyezi. Ennek megfeleléen, a placentaeredeti bikunin
és annak fragmensei alkalmazhaték gyogyaszati ké-
szitményként, 6déma megel6zésére, az ilyen korkép
kockazatanak kitett egyénekben, kildndsen olyanok-
ban, akik agysériilést szenvedtek vagy életveszelyben
vannak. Idetartoznak a fej- és gerincsérilést szenve-
dett egyének; a tébbszoros baleseti sériilt (politrauma-
tizalt) egyének; agy vagy gerinc, valamint a hozzajuk
tartozé véredények mitétje el6tt allé egyének; vagy
olyan egyének, akiken mas nagy miitétet, példaul nyi-
tott szivmiitétet végeznek; agyvérzést szenvedett, ce-
rebrdlis vagy szubarachnoidalis véromlenyben, fert6z6
agybetegségben, granulomatézus agybetegségben, az
agyat érinté diffiz vagy gocos karcinomaban vagy tu-
morban szenved6 egyenek; vagy barmely olyan alla-
potban, példaul sclerosis multiplexben szenvedé egyé-
nek (amely betegség a vér-agy gat karosodasaval jar);
vagy az agyat vagy gerincvelét érintd gyulladasos fo-
lyamatokban szenvedd egyének. Az egyéneknek be-
adhatunk placentaeredetid bikunint inflzié vagy ,bo-
lus-injekcié formajaban, intravénasan vagy intrakra-
nialisan. Tovabbi placentaeredeti bikuninadagokat ad-
hatunk be megszakitasokkal, az elsé adagot kdvetd,
egyt6l harom hétig terjed6 idészakban. Az alkalmazott
adagokat ugy valasztjuk meg, hogy feleslegben lévé
keringd koncentraciot érjiink el ahhoz képest, mint ami
a szerinproteazok hatasara keletkezett bradikinin és
egyeéb vazoaktiv peptidek plazmaszint-emelkedésének
neutralizalasahoz sziikséges, és az alkalmazott dozis
elegend6 legyen az 6déma csékkentésére. Mivel a pro-
tein human eredet(, annak ismételt adagolasa a tera-
pia soran nem vezet a proteinnel szembeni immunva-
lasz kialakuldsahoz. Placenta-bikunint és annak frag-
menseit alkalmazhatjuk monoterapia soran, vagy meg-
el6z6é célzattal, vagy mas gydégyszerekkel, példaul
idegrendszerre hato terapias vagy protektiv hatasu
gyogyszerekkel kombinalva.

Egy nemrégiben megjelent kdzlemény szerint [Dela
Cadena R. A. és munkatérsai: FASEB 9, 446 (1995)] a
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kontaktaktivacios Ut szerepet jatszhat artritiszek és
anémidk kéroktanaban, és ilyen esetekben kallikreinin-
hibitorok elénydsen alkalmazhatdk terapias célra. Ké-
vetkezésképp, figyelembe véve a taldlmany szerinti
proteazinhibitorok human kallikreint gatlé képességét,
felmerill azok gyogyszerként torténd alkalmazasanak
lehetdsége emberben, artritisz és anémia kezelésére.
Nem inzulinfliggd diabéteszes férfibetegek (NIDDM)
kezelése aprotininnal jelentGsen javitotta azok 6sszcu-
korfelvételét, és csokkentette az inzulin metabolikus
uton torténd lebontdsanak sebességét [Laurenti és
munkatarsai: Diabetic Medicine 13, 642 (1996)]. A fen-
tiek szerint a taldlmany szerinti human proteinek tarté-
san alkalmazhatdk gyogyszerként, NIDDM-betegek ke-
zelésére.

Olyan betegek napi kezelése, két héten at, vizelet-
eredet( tripszininhibitorral, akiknél korasziilés kocka-
zata allt fenn, szignifikansan csdkkentette a visszatérd
méhdsszehizodasok gyakorisagat [Knayama és mun-
katarsai: Eur. J. Obstet. Gynecol. & Reprod. Biol. 67,
133 (1996)]. Ebbdl kdvetkez6en a taldlmany szerinti
human proteinek alkalmazhatok koraszillés megel6zé-
sére.

Az aprotininrdl kimutattak, hogy tenyészetben sti-
mulalja az egér mioblasztok differencidlédasat [Wells
és Strickland: Developement 120, 3639 (1994)], amely
folyamatot a TGFb gatol. A TGFb inaktiv propolipeptid-
kent fordul el6, amely korlatozott proteolizis révén kerdl
aktivalt allapotba. Az aprotinin feltételezetten a pro-
TGFb-t érett, aktiv formava alakité proteazok gatlasan
keresztil fejti ki hatasat. A TGFb-rdl leirtak, hogy kii-
16nbdz6 fibrotikus karosodasokban fokozottan aktivait
allapotban van, és régéta Ggy tekintik, mint antifibroti-
kus terapias eljarasok potencidlis célpontjat. Példaul
tiid6fibrozis patkany modellben a TGFb-koncentraciok
parhuzamosan alakultak a bleomycin kivaltotta gyulla-
das mértékével. Tovabba az alveolaris makrofagokban
mérhetd plazminszintek dsszefiiggést mutattak az érett
TGFb-protein-szintekkel, és a-2-antiplazmin elnevezé-
s plazmininhibitor hozzdadasa meggatolta a pro-
TGFb makrofagok altali poszttranszlaciés aktivaciojat
[Khal és munkatarsai: Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 15,
252 (1996)]. A fenti eredmények szerint a plazmin hoz-
zajarul az alveolaris makrofagok kézremikodésével
képzddd aktiv TGFb mennyiségének ndvekedéséhez,
és ez a folyamat koroki szerepet jatszik a bleomycin ki-
valtotta tidSinflammaciéban (gyulladasban).

A fenti megfigyelések szerint a placenta-bikunin és
fragmensei alkalmazhatok terapias hatdéanyagokként,
kilonboz6 fibrotikus rendellenességek, példaul tido-,
maj-, vese- és bor- (szkleroderma) fibrézisok kezelésére.

Porlasztott aprotininrél kimutattak, hogy influenza-
virus vagy paramyxovirus letalis dézisaval fert6zott
egerek tobb mint 50%-at megvédte a pusztulastdl [Ov-
charenko és Zhirnov: Antiviral Research 23, 107
(1994)]. A porlasztott aprotininnel végzett kezelés
ugyancsak mérsékelte az egyébként fatilis vérzéses
bronchopneumonia sulyossagat, és normalizalta a
testtdmeg-gyarapodast. A fenti megfigyelések fénye-
ben a placenta-bikunin és annak fragmensei alkalmaz-
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hatok terapias hatdanyagokként, kiilénb6z6é léguti ere-
deti influenzaszer(i megbetegedésekben.

A human placenta-bikunin, annak izolalt doménjai
és annak egyéb taldlmany szerinti variansai alkalmaz-
hatdk a nativ aprotinin vagy mas gatloprofillal jellemez-
hetd aprotininanalégok esetében ajanlott orvosi/tera-
pias célokra, kiilondsen olyan esetekben, amikor nagy
dozisok alkalmazasa javallt. llyen betegségek/allapo-
tok, amelyekben a human proteinek human szerinpro-
tedz-gatlé aktivitasat, példaul tripszin, plazmin, kallik-
rein, elasztaz, katepszin-G vagy proteinaz-3 gatlo akti-
vitdsat haszndljuk ki, példaul, de anélkil, hogy igé-
nyinket az alabbiakra korlatoznank, a kdvetkezék:
akut hasnyalmirigy-gyulladas (pancreatitis) (hasnyalmi-
rigy-elasztaz és -tripszin gatlasara), gyulladasok, trom-
bocitopénia, vérlemezke-funkcié fenntartasa, szervek
épségének megdbrzése, sebgydgyulas, a sokk kiilonbo-
z6 formai, példaul sokkos tiid6, endotoxinsokk, vagy
mtétet kdvetben jelentkezd komplikaciok; véralvadasi
rendellenességek, példaul hiperfibrinolitikus hae-
morrhagia; akut vagy krdnikus gyulladasos reakciok,
elsésorban szervkarosodasok kezelésére vagy meg-
elbzésére, példaul hasnyalmirigy-gyulladasban vagy
besugarzas kivaltotta bélgyulladasban; komplexek koz-
vetitette gyulladasos reakciok, példaul immunvaszkuli-
tisz, glomerulonefritisz, és kiilénb6z6 tipusu artritiszek;
kollagendzisok, elsdsorban reumatoid arthritis; anyag-
cseretermékek lerakddasaval kapcsolatos artritiszek
(példaul kbszvény); szervek kotdszoveti alkotéi elaszti-
kus Osszetevdinek leéplilésével jaré allapotok, példaul
atheroszklerdzis (a szérumelasztaz gatlasara) vagy ti-
déemphysema (a neutrofil elasztaz gatlasara); feln6tt-
kori légzési elégtelenség tiinetegylttes; gyulladasos
bélbetegségek; és pszoriazis.

A legvaratlanabb modon azt talaltuk, hogy biku-
nin(7—64.)- és bikunin(102-159.)-szekvenciakat kddolé
szintetikus peptidek a korrekt, aktiv protedzgatlé bioak-
tivitassal rendelkez6 haromdimenziés strukturaba keé-
pesek feltekeredni (lasd 2. és 1. példak). A feltekere-
dés soran a fenti Bikunin-fragmensek tdmege 6 témeg-
egységgel csokkent, annak kovetkezményeként, hogy
az egyes fragmensek hat-hat ciszteinaminosava kdzott
harom-harom, lancok kozti diszulfidhid kepzddétt. To-
vabba meglepé médon azt talaltuk, hogy a biku-
nin{7-64.)-, bikunin{102—-159.)- és bikunin(1-170.)-
szekvenciakat kddolé szintetikus peptidek nagymeérték-
ben gatoljak a plazmint, valamint a széveti és plazma-
kallikreint (lasd a 4., 3. és 10. példakat). Nyitott szivm(-
téteknél a Trasylol® feltehetden olyan mechanizmus
révén csdkkenti a vérveszteséget, amelyben szerepet
jatszik a Trasylol® plazmint és kallikreint gatlo aktivita-
sa. A talalmany szerinti Kunitz-doménok specifitasara
utalé nem vart eredményeink szerint a talalmany sze-
rinti proteinek alkalmazhatok terapids hatoanyagok-
ként, jelentds vérveszteséggel jaro sebészeti beavat-
kozasok vagy trauma kapcsan, a vérveszteség csok-
kentésére vagy barmely olyan allapotban, amikor a
plazmin és/vagy kallikrein gatlasa elényos.

Tovabba azt talaltuk (lasd 10. példa), hogy a pla-
centa-bikunin-(1-170.) hatékonyan gatolja a Xla-fak-
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tort, és kisebb mértékben gatolja a Xa-faktort. A Xla-
faktor kulcsszerepet tolt be a véralvadas (koagulacio)
intrinsic utjdnak szabalyozasaban, annak révén, hogy
az inaktiv IX.-faktort aktiv IXa-faktorra alakitja. A pla-
centa-bikunin tehat a véralvadasi folyamat belsé utja-
nak két kulcsenzimét is gatolja, nevezetesen a kallik-
reint és a Xla-faktort. A fenti megfigyelésekkel 6ssz-
hangban ugyancsak kimutattuk, hogy a placenta-biku-
nin-(1-170.) az aktivalt parcialis tromboplasztinid6 ha-
tékony inhibitora, amely utobbi az intrinsic reakciouton
keresztiil végbemené alvadasi folyamat sebességének
jellemzé paramétere. Masrészt, kimutattuk, hogy a pla-
centa-bikunin-(1-170.) igen gyengén gatolja a Vila-
komplex szdveti faktort, ami arra utal, hogy az nem jat-
szik lényeges szerepet az extrinsic alvadasi kaszkad
szabalyozasaban. A fenti, nem vart eredmények alap-
jan kimondhato, hogy a placenta-bikunin alkalmazhatd
gyogyaszati hatéanyagkent, olyan betegségek kezelé-
sére, amelyekben az alvadasi folyamat intrinsic Gtjanak
aktivacidja jelentds szerepet t6lt be a betegség kialaku-
lasanak mechanizmusaban. liyen betegségek példaul
a poszttraumas sokk és a disszeminalt intravaszkularis
koagulacio.

A taldlmany szerinti Kunitz-doménok jelentés elé-
nye, hogy azok human proteinek, és kisebb pozitiv t6l-
téssel rendelkeznek, mint a Trasylol® (lasd 1. példa),
ezaltal a protein nagy dozisainak alkalmazasa esetén
csbkken a vesekarosodas kialakuldsanak veszélye.
Mivel a taldlmany szerinti proteinek human eredetiek,
azok human betegeknek térténd adagoldsa nem kivant
immunolégiai reakciok kialakulasanak lényegesen ki-
sebb kockazataval jar, mint a Trasylol® hasonlo dozi-
sainak beadasa. Ezenfeliil azt talaltuk, hogy a bikunin-
(102-159.), bikunin-(7-64.) és bikunin-(1-170.), in vit-
ro, szignifikdnsan hatékonyabban gatoljak a plazma-
kallikreint, mint a Trasylol® (lasd 3., 4. és 10. példak).
A bikunin és annak fragmensei varhatéan in vivo is ha-
tékonyabban alkalmazhatok a betegek vérveszteségeé-
nek cstkkentésére.

A beadott szerinprotedz-gatld mennyiségének ele-
genddnek kell lennie ahhoz, hogy az a normalis értéket
meghaladé plazmaszintet biztositson. Szivkoszoriér-ar-
téria ,bypass” (,coronary aortic by-pass”, CABG) mtét
soran és azt kdvetGen, a vérveszteség megelbzésére, a
talalmany szerinti proteineket Trasylol® helyett alkal-
mazhatjuk, figyelembe véve a két hatéanyag hatékony-
sagaban kimutathaté kiilénbségeket. A Trasylol® alkal-
mazasanak leirdsa megtalalhaté a ,Physicians Desk
Reference” (1995) kiadvanyban, amelyben a Trasylol®
alkalmazasait az A-kiegészitben soroljak fel. Réviden,
hanyatt fekv betegnek, placenta-bikunin, annak izolalt
doménja vagy mas variansa telité dézisat, lassan, kériil-
bellil 20-30 perc alatt adjuk be, az anesztézia megkez-
dését kovetben, de a sztemotomiat megelézéen. Altala-
nossagban, kortilbeliil 8x108 KIU (kallikrein inhibitory
units”, kallikreingatld egység) Osszddzist alkalmazunk,
olyan faktoroktol fliggéen, mint a beteg testtémege és a
matéti beavatkozas hossza. ElGny&sen, 1-2 milli¢ kallik-
reingatld egységet (KIU) tartalmazo teljes telitéddzist
adunk be. A telitbdozis beadasat kdvetden, infizioban
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fenntart6 doézist alkaimazunk, amelyet a mitét befejezé-
séig és a beteg mitébdl torténd elszallitasaig folyamato-
san adagolunk. Fenntartd dozisként elénydsen éranként
koriilbelll 250 000-500 000 KIU-t alkalmazunk, infuzio-
ban. A pumpa altal tovabbitott inditdadagot a kardiopul-
mondris (sziv-tid6) ,bypass” keringés meginditasahoz
sziltkséges folyadékhoz adjuk, tigy, hogy a pumpa meg-
inditdsra alkaimazott folyadék egy részét, a kardiopul-
monaris ,bypass” beiktatasat megel6zéen, azzal helyet-
tesitjiik. A pumpa altal tovabbitott inditéadag elénydsen
Osszesen korilbelil 1-2 millié KIU-t tartalmaz.

A talalmany szerinti proteineket a technika aliasa
szerint ismert moédon formulazott gydgyaszati készit-
menyekben alkalmazhatjuk. llyen készitmények aktiv
Osszetevdt (OsszetevOket), valamint egy vagy tobb,
gyogyaszatilag elfogadhaté hordozdanyagot, higito-
anyagot, toltbanyagot, kétdanyagot vagy mas vivé-
anyagot tartalmaznak, a beadas maodjatdl és az alkal-
mazott készitmény kiszerelési formajatél fliggben.
Szakember szamara ismert, terapiasan inert, szervet-
len vagy szerves hordozéanyagok példaul — de anél-
kul, hogy igénylinket az alabbiakra korlatoznank — a
kovetkezok: laktéz, kukoricakeményitd vagy annak
szarmazékai, talkum, névényi olajok, gyantak, zsirok,
poliolok, példaul polietilénglikol, viz, szachardz, alkoho-
lok, glicerin és hasonlok. A készitményhez adhatunk
tovabba kilénbdzd tartdsitéanyagokat; emulgealo-,
diszpergalo-, izesit6-, nedvesitGszereket; antioxidan-
sokat, édesitészereket, szinezéanyagokat, stabilizato-
rokat, sokat, puffereket és hasonlokat, a készitmény
stabilitasanak vagy az aktiv Osszetevd (Osszetevok)
biolégiai hozzaférhetéségének fokozasara; vagy sza-
jon at térténd adagolas esetén, azért, hogy elfogadhatd
izd vagy szin( készitményt kapjunk. Az ilyen készitmé-
nyekben alkalmazott inhibitor lehet az eredeti vegyiilet
formajaban; vagy adott esetben lehet annak gyogya-
szatilag elfogadhaté séja. A taldlmany szerinti proteine-
ket beadhatjuk egymagukban, vagy kiilonb6zé kombi-
nacidkban, vagy mas terapias készitményekkel kombi-
nalva. Az igy formulazott készitményeket, az inhibitor
beadasanak megfeleléen, ugy valasztjuk meg, hogy
azok szakember szdmara ismert médon beadhatok le-
gyenek.

Parenteralis beadasi médok példaul az intravénas
(iv.), szubkutan (sc.), intraperitonealis (ip.), intramusz-
kularis (im.) beadasi modok. A készitményt intravéna-
san adjuk be példaul akkor, ha a gyégyszer plazma-
csucskoncentraciéjanak akut szabalyozasat kivanjuk
elérni. Mas eljaras szerint a gyégyszert adagolhatjuk
folyamatosan, kivant sebességgel, iv. katéteren ke-
resztlil. VivGanyagként alkalmazhatunk példaul steril,
nem pirogén vizes old6szereket, példaul steril, injektal-
haté min8ségl vizet; steril, pufferolt oldatokat; vagy
steril, fiziologias séoldatot. A kapott készitményt a m-
tétet megel6zéen és/vagy annak soran adjuk be a be-
tegnek, intravénas injektalassal vagy infuziéval.

Javithatjuk a gyogyszer féléletidejét, és elsegithet-
juk annak célzott eljutasat fagoszémakhoz, példaul
gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo neutrofil
sejtekhez és makrofagokhoz, oly médon, hogy azt lipo-
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szdmakba épitjlik. A liposzomak segitségével t6rténd
célzott transzport szelektivitasat tovabb javithatjuk ugy,
hogy a liposzomak kiils6 felszinéhez, a célzott szerv-
re/szdvetre, példaul a gasztrointesztinalis (GI, gyomor-
bél) traktusra vagy tiidére specifikus makromolekulak-
hoz kétédé ligandumokat kapcsolunk. Alkalmazhatunk
tovabba im. vagy sc. raktarinjekciokat (,depd™-injekcio-
kat), a gyégyszer lebonthaté mikrogémbdkbe (példaul
poli-DL-laktid-koglikolidet tartaimazé mikrogémbécs-
kekbe) torténd zarasaval vagy anélkiil; vagy alkalmaz-
hatunk kollagént tartalmazé, a hatéanyag védelmét
szolgal6 készitményeket, hogy a gydgyszer folyamatos
felszabadulasat hosszabb idon keresztil biztositsuk.
A készitmény adagolasat megkdnnyitd kiszerelési for-
makeént alkalmazhatunk ip. beiiltetett tarolét (rezervoi-
re-t) és szeptumot, példaui a ,percuseal” rendszert.
A beadast megkonnyité és a beteg igényeihez jobban
alkalmazkodé megoldas injektor ,tollak” alkalmazasa
(példaul a ,Novo Pin” vagy ,Q-pen” alkalmazasa), vagy
timentes jet’-injektorok alkalmazasa (példaul a Bio-
ject, Mediject vagy Becton Dickinson ilyen termékeinek
alkalmazasa). A készitmény pontosan szabalyozott fel-
szabadulasat érhetjiik el belltetett pumpak segitségé-
vel, amelyekbdl a gydgyszer kaniilon keresztiil kerul a
kivant helyre. llyen pumpéak példaul az ALZA cégtdl
hozzaférhetd, bér ala lltetett ozmotikus pumpa, pél-
daul az ALZET ozmotikus pumpa.

A gyogyszert orron at (nazalisan) beadhatjuk ugy,
hogy azt bioadheziv részecskehordozéba (200 nm-nél
kisebb méretl részecskékbe) épitjuk, példaul cellulozt,
poliakrilatot vagy polikarbofilt, valamint megfeleld, ab-
szorpciét fokozé komponenst, példaul foszfolipideket
vagy akrilkarnitineket tartaimazé hordozéba épitjik.
Kereskedelemben hozzaférhet6 ilyen rendszerek pél-
daul a ,Dan Biosys" és a ,Scios Nova" altal kifejlesztett
rendszerek.

A gyégyszer pulmonaris Uton torténd beadasaval,
azt nem parenteralis Gton juttathatjuk a keringésbe. Az
also légutak epitheliuma, legfeljebb korilbelll 20 kDa
molekulatdmegl proteinek széles skalaja szamara
nagymeértékben permeabilis. A gydgyszert megfeleld
hordoz6anyaggal, példaul mannitollal, szachardzzal
vagy laktozzal egyiitt tartalmazd, mikronméret( szaraz
porok eljuttathatok a disztalis alveolusok felszinére,
szaraz porok bejuttatdsara alkalmas inhalatorokkal,
példaul az Inhale™, Dura™, Fisons™ (Spinhaler™) és
Glaxo (Rothaler™), vagy Astra (Turbohaler™) haijto-
gazalapu, dozisadagolasu inhalatorok alkalmazasaval.
Oldatként elallitott készitményeket, liposzomakkal
vagy anélkil, ultrahangos nebulizerek segitségével
adagolhatunk.

A gybgyszereket szajon at beadhatjuk tablettak-
ként, véddburokkal ellatott tablettakként, drazsékként,
kemény- vagy lagyzselatin-kapszulakként, oldatokként,
emulziokkeént, szuszpenziokként vagy burokkal ellatott
enteroszolvens (bélben oldédd) kapszulakként, ame-
lyeket gy terveziink, hogy azokbdl a gydgyszer a vas-
tagbélben szabaduljon fel, ahol az emésztést eredmé-
nyezd proteazaktivitas alacsony. Az utdbbiak kézé tar-
tozik példaul az ALZA OROSCT/Osmet™ rendszere,
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és a ,Scherer Drug Delivery Systems™ PULSINCAP™
rendszere. Mas rendszerek vastagbél-specifikus bak-
terialis azoreduktazok hatasara lebomid, azokeresztkd-
tésekkel Osszekapcsolt polimerek alkalmazasan ala-
pulnak; vagy pH-szenzitiv poliakrilatpolimerek alkalma-
zasan alapulnak, amelyek a vastagbélben uralkodo
magasabb pH hatasara aktivalédnak. A fenti rendsze-
rek ismert, abszorpciot fokozd anyagok széles skalaja-
val kombindlhaték. A gydgyszereket rektalisan (végbé-
len keresztiil) is bejuttathatjuk, a gydgyszert kipként ki-
szerelve.

A talaimany egy el6nyds orvosi céli alkalmazasa
szerint a perioperativ (mitéttel 6sszefliggd) vérveszte-
ség csokkentése érdekében a talaimany szerinti pla-
centa-bikunin-varianst elénydsen parenteralisan adjuk
be, elénydsen iv. Gton, valamely nagyéren keresztil.

A gyogyaszati készitmény beadandé mennyisége
fligg a recipienstdl és a kezelendé allapottdl. A szliksé-
ges mennyiség nem elvarhaté mennyiségl kisérlete-
zés nélkill meghatarozhatd, szakember szamara is-
mert eljarasokkal. Mas eljaras szerint a szilkséges
mennyiség kiszamithaté az allapot kezelése érdeké-
ben gatlando célzott proteaz, példaul plazmin vagy kal-
likrein mennyisége alapjan. Mivel a taldlmany szerinti
eljardsokban alkalmazhaté aktiv hatéanyagok nem to-
xikusak, a kezelés soran elénydsen az aktiv hato-
anyagbdl nagyobb mennyiségeket adunk be, mint ami
az optimalis eredmény eléréséhez sziikséges.

Tovabba placenta-bikunin, annak izolalt doménjai
vagy mas variansai alkalmazhaték human anyagokbdl,
természetes hatéanyagok, példaul rokon proteazok izo-
lalasara, affinitasos technikdn alapulé kromatografias
elvalasztasi eljarasokkal; vagy a proteazokkal szemben
iranyuld ellenanyagok eldallitasara, amely ellenanyagok
azutan placenta-bikunin szdveti megoszlasanak és eld-
nyds funkcidinak vizsgalatara alkalmazhatok.

Keresés human szekvencia-adatbazisokban

Az aprotinin mikddésével homolég miikédési hu-
man protein létezésére az NCBI-ben (,National Center
for Biological Information”, Maryland), az ,expressed-
sequence-tag” (adott sejtben, megfelel6 pontossaggal
lokalizalt DNS-rél atirodé mRNS-szekvencia-részlete-
ket tartalmazé) adatbazisban (a tovabbiakban, dbEST)
tarolt szekvencidk analizise alapjan kovetkeztettiink.
A TBlastN-algoritmus alkalmazasaval {BLAST vagy
.Basic Local Aligment Search Tool", amely Altschul és
munkatarsai eljarasanak alkalmazasan alapul [J. Mol.
Biol. 215, 403 (1990)] és eqgy kérdéses szekvencia, va-
lamint az adatbazisban szereplé valamennyi egyéb
protein- vagy nukleinsavszekvencia vagy azok barmely
kombinacidja kézti hasonlésag kimutatasara szolgal),
az adatbazist szarvasmarha pre-pro-aprotinin, azaz a
Trasylol™ szekvenciajaval homolég nukleotidszekven-
ciakra nézve szlrtlik. Ezt a szamos klonra kiterjed6 ke-
resést, szelektiv médon, két kdzelebbi kiénra sziikitet-
tik le, amelyekrdl feltételezhet6 volt, hogy azok funk-
cidjukat tekintve az aprotininnal homolég human pro-
teinnek megfeleld kévetkeztetett aminosavszekvenciat
kédolnak. Az R35464 (12. azonositd szamu szekven-
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cia) és R74593 (14. azonositdé szamu szekvencia) jel-
zés( nukleinsavszekvenciakat valasztottuk ki, amelyek
human placentaeredeti nukleinsav-génkoényvtarbol
szarmaztak. Az R35464-klén leghosszabb nyitott olva-
sasi fazisa alapjan transzlatalt proteinszekvenciabol
(13. azonosité szamu szekvencia) hianyzott a 6 cisz-
tein egyike, amely a Kunitz-domén kovalens struktira
kialakitdsahoz kulcsfontossagul, arra utalva, hogy a
R35464-klén nukleinsavszekvencidja nem eredmé-
nyezhet funkcioképes inhibitort. Hasonloképp, az
R74593-klon leghosszabb nyitott olvasasi fazisa alap-
jan transzlatalt proteinszekvencia (15. azonosité sza-
mu szekvencia) stopkodont tartalmazott a Kunitz-szer(
szekvenciat kddolo régiotél 5'-iranyban, ami azt jelenti,
hogy ez a szekvencia nem transzlatalédhat funkciona-
lis, szekretalodd Kunitz-doménna. A fenti szekvenciak
jelentdsége nem volt felmérhetd. Azok lehettek: a)
pszeudogének termékei; b) nem transzlatalodé
mRNS-ek régioéi; vagy ¢) mikédé mRNS-ek termékei,
amelyek szekvenciaanalizisébe hiba csuszott.

Humén bikunin azonositasa

A tulajdonképpeni human szekvencia izolalasa és
meghatarozasa érdekében az R35464- és R74593-klo-
nokban talalhato, feltételezett Kunitz-szerli doménokat
kodold cDNS-szegmenstdl 5- és 3-irdanyban talalhaté
szekvenciakkal hibridizalodo cDNS lancinditd oligonuk-
leotidokat terveztiink. Az R35464-klénban taldlhato Ku-
nitz-szer( szekvenciat kédolé fragmens amplifikacidjara
a kovetkez6 lancindito oligonukleotidokat alkalmaztuk:

CGAAGCTTCATCTCCGAAGCTCCAGACG (Hin-
dlll-helyet tartalmazdé 3'-végi lancinditd oligonukleotid;
33. azonosité szamu szekvencia), valamint AGGATC-
TAGACAATAATTACCTGACCAAGGA (Xbal-helyet
tartalmazé 5'-végi lancindito oligonukleotid; 34. azono-
sité szamu szekvencia).

A fenti lancindité oligonukleotidok alkalmazasaval,
a Clontechtol hozzaférheté human placentaeredet
cDNS-génkényvtarbél (MATCHMAKER, katalogus-
szam: #HL4003AB, Clontech Laboratories, Palo Alto,
CA), PCR-technikaval (30 ciklus alkalmazasaval), egy
500 bazispar hosszusagu fragmenst amplifikaltunk,
amelyet Bluescript-SK(+)-vektorba szubklonoztunk, és
T3 lancindito oligonukleotiddal, Sequenase™ reagens-
készlet 2,0 valtozataval szekvenaltunk. Meglepé maé-
don az altalunk alkalmazott lancindité oligonukleotidok-
kal amplifikalt fragmens szekvenciaja eltért a dbEST-
adatbazisaban R74593 nyilvantartasi szam alatt sze-
replé szekvenciatdl. Kozelebbrdl, az altalunk meghata-
rozott Uj szekvencia egy tovabbi guanozinbazist tartal-
mazott a feltételezett stopkodontdl 3'-iranyban, de a
Kunitz-szerl szekvenciat kodolé szegmenstél 5'-irany-
ban (3. abra). Az emlitett tovabbi G-bazis inszercidja
azt eredményezte, hogy a stopkodon eltolédott a Ku-
nitz-szerli domén olvasasi fazisahoz képest, és abba
nem illeszkedett (a helyesbitett R74593-szekvencia a
114. bazispar poziciéjaban G-bazist tartalmaz, lasd
3. abra).

A dbEST-adatbazisban végzett, az R74593-klon al-
tal kédolt Kunitz-szeri peptidszekvenciaval homoldg
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szekvenciak kimutatasara iranyulé keresés eredmeé-
nyezte a H94519 jelzés(, human retinaeredetli gén-
kdnyvtarbél szarmazd szekvenciat, valamint az
N39798 jelzés szekvenciat. Ezek a szekvenciak Ku-
nitz-szeril szekvenciat tartalmaztak, amelyek csaknem
megegyeztek az R35464-klon altal kédolt Kunitz-szer(
peptidszekvenciaval, azzal az eltéréssel, hogy azok a
doménra jellemzé mind a hat ciszteint tartalmaztak.
A fenti nukleinsavszekvenciak és az R74593-szekven-
lyesbitett szekvencia), valamint az R35464-szekvencia
Osszevetése alapjan részleges, human placenta-biku-
ninnak megfeleld konszenzus-nukleotidszekvenciat ha-
tdroztunk meg (9. azonositd szami szekvencia,
3. abra). A konszenzusszekvencia transzlacidja, a
(—-18.)-(+179.) pozicicknak megfelelé nyitott olvasasi
fazist eredmeényezett (lasd 3. abra; a teljes transzlatalt
szekvenciat a 10. azonositd szamua szekvencia mutat-
ja), amely ket teljes Kunitz-szeri doménszekvenciat
tartalmazott, a 17-64. és 102—-159. aminosavpoziciok-
nak megfeleld régidkban.

Tovabbi erdfeszitéseket tettiink, hogy tovabbi 5'-ira-
nyl szekvencidkat azonositsunk, ugy, hogy a dbEST-
adatbazisban az R35464-szekvenciaval homolég szek-
venciakat kerestiink. A fenti kereséssel kapott, feltéte-
lezetten hasonld, tovabbi 5'-iranyld szekvenciakat tartal-
mazé szekvenciadkkal ezutan ismételten keresést vé-
geztiink a dbEST-adatbazisban. Az ismételt keresések-
kel egy sor atfedd 5'-irAnyl szekvenciat azonositottunk,
a kovetkez6 klonokban: H16866, T66058, R34808,
R87894, N40851 és N39876 (4. abra). Tébb fenti szek-
vencia vizsgdlata azt mutatta, hogy azokban a kon-
szenzus transzlatalt proteinszekvencia szintézisének
potencialis starthelyeként szolgald, 5'-iranyd ATG-ko-
don van jelen. Az igy kapott informaciok alapjan most
mar szelektiv sz(irést végezhettiink aprotininnal homo-
lég funkci6ji human proteinnek megfeleld nukleinsav-
és polipeptidszekvencidk azonositasara, és lehetévé
valt azok szekvenciajanak meghatarozasa.

A dbEST-adatbazisban végzett ismételt keresések
szamos Uj EST-szekvenciat eredményeztek, amelyeket
a 4B. abran vazoltunk. A fenti, tovabbi EST-k 0sszeve-
tése alapjan most mar sokkal hosszabb konszenzus-
oligonukleotidszekvenciat tervezhettiink (lasd
4C. abra), amely a 3. abran lathato eredeti oligonukleo-
tidszekvencidhoz képest mind 5'-, mind 3'-iranyban to-
vabbi szekvenciakat tartalmazott. Valdjaban, az uj,
Osszesen 1,6 kilobazis nagysagu szekvencia egészen
a 3'-iranyu poli-A-toldalékig terjedé szekvenciat tartal-
mazott. A szekvencia mentén az egyes nukleotidbazis-
par-poziciéknak megfelel6 atfedé EST-k ndvekvd sza-
ma, egyes régiokban, példaul az EST-R74593-szek-
vencia 3'-végét atfedd regidban, ndvelte a meghataro-
zas megbizhatosagat (3. abra). A fenti régiot atfed6 né-
hany EST analizise két kulcsfontossagu bazispar-delé-
cidra deritett fényt, az R74593-szekvenciahoz képest
(a 4C. abran vastagon alah(zva, a térképen a 994. és
1005. poziciékban). Az uj konszenzusszekvencia
transzlacidja (4D. dbra) a bikuninkddol6 olvasasi keret-
nek megfeleiéen az eredeti konszenzusszekvencia (1.
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azonositd szamu szekvencia) altal kédolt, és az oligo-
nukleotidkonszenzus olvasasi fazisaba illeszked6 stop-
kodon altal befejez6désre késztetett érett (179 amino-
savbol allo) szekvencianal nagyobb méretl (248 ami-
nosavbdl allo) placenta-bikunint eredményezett. A mé-
eltolédasa magyarazza, amelyet az EST-R74593-szek-
vencidra egyedileg jellemz6 két bazisinszercié eltavoli-
tasa eredményezett. Az olvasasi fazis eltolodas kdvet-
keztében az eredeti konszenzusszekvencia stopkodon-
ja (3. abra) kikertililt az olvasasi fazisbol, mialtal a leolva-
sas tovabb folytatédhatott, a tovabbi aminosavszekven-
ciat kédol6 Uj olvasasi fazisban. Az Uj transzlacios ter-
mék (4D. abra) az (+1.)-(+175.) poziciék kdzt meg-
egyezett az eredeti (Kunitz-doménokat kodolod) protein
konszenzusszekvencidjaval (1. azonosité szamu szek-
vencia), de Uj, 24 aminosavbél all6, potencidlis transz-
membrandoménnak megfeleld C-termindlis toldalékot
tartalmazott (lasd a 4D. abran aldhuzassal jelolve),
amelyet a szekvenciaban rovid, 31 aminosavbal all6 ci-
toplazmadomén kovetett. A kezddé metionin és szignal-
peptid kornyezetében talalhaté szekvenciak meghata-
rozésa bizonytalanabb volt, mivel ebben a régidéban az
atfedd EST-k jelentds heterogenitast mutattak.

A proteinszekvencia Geneworks™ programcso-
maggal térténé analizise szerint a 30. és 67. poziciok-
ban potencialis N-kotési glikozilezési konszenzushe-
lyeknek megfeleld aszparagin-aminosavak talalhatok.
A teljes hosszisagu protein N-terminalis szekvenalasa
soran a 30. poziciéban kimutatott aszparagin nem volt
megfigyethetd, ami annak glikozilezédésével magya-
razhato.

Human bikunin kiébnozasa

A 3. abra szerinti szekvencia analizise alapjan ké-
vetkeztetett human bikunin nukleinsavszekvencianak
megfelel6 human mRNS létezését a kovetkezbképp
igazoltuk. Az R35464-szekvencia Kunitz-doménokat
kédolé cDNS-ének 5'-végével (a 3. dbra szerinti kon-
szenzus-nukleotidszekvencia 3-27. bazisparjaival)
hibridizalédo nukleinsav lancindité oligonukleotid:
GGTCTAGAGGCCGGGTCGTTTCTCGCCTGG-
CTGGGA (az R35464-szekvenciabdl szarmazo, Xbal-
helyet tartalmazo 5'-végi lancindité oligonukleotid; 35.
azonosité szamu szekvencia) és az R74593-szekven-
cia Kunitz-doménokat kédold szekvenciajanak 3'-vé-
gével (a 3. abra szerinti konszenzus-nukleotidszekven-
cia 680-700. bazisparjaival) hibridizalédé nukleinsav
lancindité oligonukleotid alkalmazasaval, a Clontechtél
hozzaférhetd human placentaeredeti génkdnyvtarbdl,
PCR-technikaval, a 3. abra szerinti, placenta-bikunin
szekvenciat kédolé cDNS konszenzus-nukleinsav-
szekvencia méretének megfelelé (kérilbelil 670 bp)
fragmenst amplifikaltunk (vazlatosan, lasd a 4A. ab-
ran).

Az R87894-kiénban talalhaté szekvenciaval, a fent
emlitett, feltételezett ATG-starthelyt6l 126 bazispar ta-
volsagra, attél 5'-iranyban hibridizalédé 5'-végi lancin-
dit6 oligonukleotid (vazlatosan lasd a 4A. abran, a 110.
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R74593-szekvenciaval hibridizalodé 3’-végi lancindité
oligonukleotid alkalmazasaval, a Clontecht6l hozzafér-
het6 human placentaeredetli génkdnyvtarbol, az atfedd
EST-k alapjan kdvetkeztetett, varakozasnak megfelelé
méretl (kordlbelil 872 bazisparbdl allo) fragmenst
amplifikaltunk (vazlatosan lasd a 4. abran).

A 872 bazisparbdl allo fragmens szekvenalasa sze-
rint az az 5'-végen, az EST-R87894 110-218. bazis-
parjainak megfelelé nukleotidszegmenst tartalmazott,
3-végén pedig az atfedd EST-k analizise alapjan ko-
vetkeztetett placenta-bikunin konszenzusszekvencia
(lasd 3. abra) 310-542. bazisparjainak megfelel nuk-
leotidszegmenst tartalmazott. Ez a 3'-végi nukleotid-
szekvencia tartalmazta a placenta-bikunin altal kédolt
teljes Kunitz-szer(i domént (102-159.).

Abbal a célbol, hogy a protein teljes extracellularis
régiojat kodoldo cDNS-t megkapjuk, az EST-R34808-
szekvenciaval hibridizalédé 5'-végi PCR lancindlté oli-
gonukleotid: CACCTGATCGCGAGACCCC (36. azo-
nosité szamu szekvencia) és a fent ismertetett, EST-
74593-szekvenciaval hibridizalodé 3'-végi lancindité
oligonukleotid alkalmazasaval, human placentaeredet(i
cDNS-génkonyvtarbol, korilbellil 780 bazisparbdl allé
cDNS-terméket amplifikaltunk (30 ciklus alkalmazasa-
val). Ezt a terméket gélen tisztitottuk, és a TA-vektorba
(Invitrogen) klénoztuk, majd a DNS-t didezoxieljarassal
[Sanger F. és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
(USA) 74, 5463 (1977)] szekvenaltuk, a kdvetkezd
Iancindité oligonukleotidok alkalmazasaval:

Vektorspecifikus:

GATTTAGGTGACACTATAG (SP6) (37. azonosité
szamu szekvencia);
TAATACGACTCACTATAGGG (T7) (38. azonositd
szamu szekvencia).

Génspecifikus:

TTACCTGACCAAGGAGGAGTGC (39. azonositd sza-
mu szekvencia);

AATCCGCTGCATTCCTGCTGGTG (40. azonositd
szamu szekvencia);

CAGTCACTGGGCCTTGCCGT (41. azonosité szamu
szekvencia).

A kapott cDNS-szekvenciat, annak transzlacios ter-
mékével egyiitt, a 4E. abran abrazoltuk. Nukleotidszin-
ten a szekvencia csak csekély mértékben tért el a kon-
szenzus-EST-szekvenciatdl (4D. abra). A szekvencia
transzlacioja olyan szekvenciat eredmenyezett, amely
olvasasi fazisba illeszkedé ATG-kezd6kodont, szignal-
peptidet, érett placenta-bikunin kédolészekvenciat és
transzmembrandomént tartalmazott. A PCR-termék
transzlatalt szekvenciajabdl hianyzott a citoplazmado-
mén 12 utolsé aminosava, a PCR-reakcioban alkalma-
zott 3'-végi lancindité oligonukleotid megvalasztasa
kdvetkeztében. A fenti (az R74593-szekvencia alapjan
tervezett) 3'-végi PCR lancindité oligonukleotid tehetd
feleléssé azért is, hogy a PCR-eredetd, a transzlatalt
szekvencia 211. aminosavpozicidjaban, mestersége-
sen elbidézett S-F mutécio jott létre. A PCR-fragmens
transzlacidja alapjan kévetkeztetett szignalpeptid né-
mileg eltért az EST-konszenzus megfeleld szekvencia-
jatol.
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A teljes hosszisagu placenta-bikunin cDNS-szek-
vencia meghatarozasara a PCR-eredetli terméket
(lasd 4E. dbra) gélen tisztitottuk, és a bikuninszekven-
ciat képvisel6, nem PCR-eredetd, telies hosszusagu
kién izoldlasara alkalmaztuk. A PCR-eredetli cDNS-
szekvenciat a ,High Prime” (Boehringer Mannheim)
reagenskészlet alkalmazasaval, 32P-CTP-vel jeldltiik,
és prébaként alkaimaztuk, placentaeredeti cDNS-
génkonyvtar (Stratagene, Unizap™ A-génkodnyvtar)
sziirésére, telephibridizaciés technikaval. Korilbelil
2x108 fagplakkot 3 ciklusban sz{irtiink és plakktisztitot-
tunk. Restrikciés enzim analizis és az EST-konszen-
zusszekvencia méretével (lasd fent) torténd Gsszeha-
sonlitas alapjan ket kiont itéltiink teljes (korilbeldl
1,5 kilobazis) hosszusagunak. A fenti két klon egyikeé-
nek didezoxieljarassal térténé szekvenalasa a
4F. abra szerinti oligonukleotidszekvenciat eredme-
nyezett. A fenti szekvencia transzlacidja, olvasasi fa-
zisba illeszkedd kezdé metionint, szignalpeptidet és
érett placenta-bikunin szekvenciat tartalmazoé proteint
eredményezett. Az érett placenta-bikunin szekvencia
pott érett protein szekvenciajaval, bar a szignalpeptid-
szekvencia hossza és szekvenciaja eltért az utobbi al-
tal kodolt szekvenciatél. Szemben a PCR-eredeti ter-
mékkel, a telephibridizacids eljarassal nyert cDNS tar-
talmazta a teljes ektodomént, transzmembrandomént,
citoplazmadomeént és olvasasi fazisba illeszked6 stop-
kodont. Valéjaban a klén egészen a poli-A-toldalékig
terjedd szekvenciat tartalmazott. A kezdé metionint
hidroféb szignalpeptid kdvette, amely megegyezett a
PCR-eredet( klon altal kodolt szignaipeptiddel. A fen-
tieket kdvet6en a placenta-bikunin egy szolubilis frag-
menseét — a placenta-bikunin (1-170.)-fragmenst - Sf9-
sejtekben expresszaltattuk, azokbdl tisztitottuk (l4sd 9.
példa), és azt talaltuk, hogy az funkcionalis proteazgat-
16 (10. példa). Tovabba human placentabdl a placenta-
bikunin egy tovabbi szolubilis fragmensét izolaltuk,
amely szintén aktiv protedzgatlé hatasunak bizonyult
(7. példa). Mind a természetes protein, mind annak
Sf9-sejtekben expresszalt formaja feltehetben glikozi-
lezett, a 30. pozicidban talalhaté aszparaginnak meg-
felelden; legalabbis erre utalnak az N-terminalis szek-
venalas soran nyert PTH-aminosavak (lasd 7. és 9.
példa).

A fenti megfigyelések alapjan, ugy tinik, hogy a tel-
jes hosszisagu placenta-bikunin eléfordulhat transz-
membranproteinként, a sejtek felszinén és szolubilis
proteinként. Egyéb, Kunitz-domént tartalmazé transz-
membranproteinekrdl ismert, hogy azok proteolitikus
folyamat réveén szollbilis €s membranasszocialt formak
elegyévé alakulhatnak. llyen proteinek példaul az ami-
loid-prekurzor protein két formaja, az APP751 [Esch F.
€s munkatarsai: Science 248, 1122 (1990)] és az APP
770 [Wang R. és munkatarsai: J. Biol. Chem. 266,
16 960 (1991)).

Kontaktaktivacion olyan folyamatot értiink, amely
azaltal aktivalodik, hogy sériilt vaszkularis felszinek
érintkezésbe keriiinek a koagulaciés kaszkad Gsszete-
véivel. Az angiogenezisben a plazmin endothelilis fel-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

17

szineken bekdvetkezd lokalis aktivacioja jatszik szere-
pet. A placenta-bikunin specifitdsa, és annak azon sa-
jatsaga, hogy sejtfelszinhez képes lehorgonyozédni,
arra utal, hogy a placenta-bikunin transzmembran for-
maja fizioldgidsan részt vesz a kontaktaktivacié és az
angiogenezis szabalyozasaban.

A placenta-bikunin-(7-64.)- és bikunin-
(102-159.)-fragmensek, valamint a teljes hosszusagu
placenta-bikunin szekvencia (4F. abra) alkalmazasa-
val keresést végeztiink a PIR- (46,0 valtozat) és
PatchX- (46,0 valtozat) protein-adatbazisokban, vala-
mint a szabadalmaztatott szekvenciakat tarolé Gene-
Seq (20,0 valtozat) protein-adatbazisban, a ,Genetics
Computer Group” FastA-programjanak alkalmazasa-
val. A ,Genetics Computer Group” altal kidolgozott
TFastA-program alkalmazasaval [Pearson és Lipman:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444 (1988)] a fenti
proteinszekvencidkra kerestiink ra a GenBank
(1/26/96 datumig naprakész allapotba hozott 92,0 val-
tozat) és az EMBL (modositott 45,0 valtozat) nukleo-
tid-adatbazisok hatfazisu transzlacioival (.six frame
translations”), valamint a GeneSeq szabadalmaztatott
szekvenciakat tartalmazé nukleotid-adatbazisaval
(20,0 valtozat). Ezuttal a GenBank és EMBL EST- és
STS-részhalmazaira nem terjedt ki a keresés. A fenti
keresés altal eredményezett legjobb talalatok szek-
vencidi, teljes hosszuk mentén, csupan korilbeldl
50%-0s egyezést mutattak az R74593- és R35464-
kiénok analizisével kapott, 58 aminosavbdl alié pro-
teinszekvenciaval.

Human bikunin izolalasa

A fent emlitettek szerint a bikunin transzlatalt kon-
szenzusszekvenciaja (Iasd 3. abra) alapjan meghataro-
zott bikunin-(7—64.)- és bikunin-(102—159.)-fragmen-
seknek megfeleld szintetikus peptidek képesek voltak
vjrahajtogatédni (felvenni a nativ konformaciot) (lasd 2.
és 1. példak), és azokbdl igy aktiv kallikreininhibitor
protein volt nyerheté (lasd 4. és 3. példak). Ezt a varat-
lan sajatsagot hasznaltuk ki nativ placenta-bikunin hu-
man szdvetbdl térténd izolalasara alkalmas tisztitasi el-
jaras kidolgozasara.

Az emlitett tisztitasi eljarassal, amely elsé lépésben
kallikrein-sepharose affinitdsos kromatografia alkalma-
zasan alapult, magas tisztasagi foku, nativ, hatékony
inhibitort izolaltunk. Az izolalt nativ, human bikunin
N-terminalis (50 aminosavig bezarélag szekvenalt)
szekvencidja megegyezett a konszenzus-nukleinsav-
szekvencia (lasd 3. abra) transzlacidja alapjan, az
(+1)-(+50.) aminosavpozicitknak megfelelden kévet-
keztetett szekvenciaval (lasd 7. példa). Ez volt az elsé
bizonyitéka human placentabdl izolalhatd, uj, nativ kal-
likreininhibitor létezésének.

Az alabbiakban ismert Kunitz-szer(i doménokat so-
roltunk fel. A célprotedzokkal nagy valdszinliséggel
érintkezésbe kertild, kilonés érdeklédésre szamot tar-
t6 aminosavakat kiemeltiik (vastagon alahizva). Eze-
ket az aminosavakat a kénnyebb értelmezhetdség ked-
véért Xaa'-18 elnevezéssel illettiik, az alabbi Xaa-jeld-
léseknek megfeleléen:
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Xaa 11 111 1 1
1 2 3 456789 01 234 5 6
1) IHDFCLVSKVV GRCRASMPRW WYNVTDGSCQ LFVYGGCDGN SNNYLTKEEC LKKCATV
2) YEEYCTANAVT GPCRASPPRW YFDVERNSCN NFIYGGCRGN KNSYRSEEAC MLRCFRQ
3) —-HSFCAFKADD GPCKAIMKRF FFNIFTRQCE EFIYGGCEGN QNRFESLEEC KKMCTRD
4) -PDFCFLEEDP GICRGYITRY FYNNQTKQCE RFKYGGCLGN MNNFETLEEC KNICEDG
5) -PSWCLTPADR GLCRAHENRF YYNSVIGKCR PFKYSGCGGN ENNFTSKQEC LRACKKG
6) —-AEICLLPLDY GPCRALLLRY YYRYRTQSCR QFLYGGCEGN ANNFYTWEAC DDACWRI
7) -PSFCYSPKDE GLCSANVTRY YFNPRYRTCD AFTYTGCGGN DNNFVSREDC KRACAKA
8) -~-KAVCSQEAMT GPCRAVMPRT TFDLSKGKCV RFITGGCGGN RNNFESEDYC MAVCKAM
9) RPDFCLEPPYT GPCKARIIRY FYNAKAGLCQ TFVYGGCRAK RNNFKSAEDC MRTCGGA

10) ——--CQLGYSA GPCMGMTSRY FYNGTSMACE TFQYGGCMGN GNNFVTEKEC LQTC
11) VAACNLPIVR GPCRAFIQLW AFDAVKGKCV LFPYGGCQGN GNKFYSEKEC REYCGVP
12) -EVCCSEQAET GPCRAMISRW YFDVTEGKCA PFFYGGCGGN RNNFDTEEYC MAVCGSA

13) ———-CKLPKDE GTCRDPILKW YYDPNTKSCA RFWYGGCGGN ENKFGSQKEC EKVC
14) -PNVCAFPMEK GPCQTYMTRW FFNFETGECE LFAYGGCGGN SNNFLRKEKC EKFCKEFET

A szekvenciakat az aldbbiak szerint szamoztuk: 1.
szekvencia: Bikunin-(1-64.) (4. azonositd szamu szek-
vencia); 2. szekvencia: Bikunin-(102-159.) (6. azonosi-
to szamu szekvencia); 3. szekvencia: 1. szoveti faktor
ut inhibitor prekurzor (18. azonosité szamu szekven-
cia); 4. szekvencia: 1. szbveti faktor ut inhibitor prekur-
zor (19. azonosité szamu szekvencia); 5. szekvencia:
szoveti faktor Ut inhibitor prekurzor (20. azonosité sza-
mu szekvencia); 6. szekvencia: 2. szbveti faktor ut inhi-
bitor prekurzor (21. azonositd szami szekvencia); 7.
szekvencia: 2. szbveti faktor Gt inhibitor prekurzor (22.
azonositd szaml szekvencia); 8. szekvencia: Amiloid
prekurzor protein homolog (23. azonosité szamu szek-
vencia); 9. szekvencia: Aprotinin (24. azonosité szamu
szekvencia); 10. szekvencia: Inter-o-tripszin inhibitor
prekurzor (25. azonositd szamu szekvencia); 11. szek-
vencia: Inter-a-tripszin inhibitor prekurzor (26. azonosi-
t0 szamu szekvencia); 12. szekvencia: Amiloid prekur-
zor protein (27. azonositdé szamu szekvencia); 13.
szekvencia: Kollagén-o-3(VI)-prekurzor (28. azonositd
szamu szekvencia); és 14. szekvencia: HKI-B9 (29.
azonositd szamu szekvencia).

Lathaté, hogy a placenta-bikunin (7-64.)- és
(102-159.)-fragmensek, a szerinproteaz-inhibitorok
Kunitz-osztalyanak tdbbi képvisel6jével megegyezd
szamu (hat) cisztein-aminosavat tartalmaznak, egy-
mastdl ugyanolyan tavolsagban, mint az a fenti peptid-
inhibitorokra jellemz8. A cisztein-aminosavak &ssze-
kapcsolédasanak pontos mechanizmusa, amelynek ré-
vén a harom, lancon belili diszulfidhid létrején, ismert,
és az a Kunitz-csalad valamennyi tagja esetében azo-
nos [Laskowski M. és munkatarsai: Ann. Rev. Bio-
chem. 49, 593 (1980)]. Az ismert Gsszekapcsolodasi
minta és azon tény az alapjan, hogy a placenta-biku-
nin-(7-64.)- és -(102-159.)-fragmensek hajtogatodasa
aktiv peptidinhibitorra harom, lancon beliili diszulfidhid
képz6désének megfelelé tomegveszteséggel jar (lasd
2. és 1. példak), nagyon valészind, hogy a placenta-bi-
kunin Kunitz-doménjain belil a diszulfidkitések a C11.
és C61.; C20. és C44.; C36. és C57.; C106. és C156.;
C115. és C139.; valamint C131. és C152. pozicidkban
talalhat6 cisztein-aminosavak kézt jonnek létre. Tovab-
ba igen valdszing, hogy a diszulfidkétések képzddése,
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a mindkét Kunitz-domént tartalmazo, placenta-bikunin
hosszabb formai esetében is a fenti minta szerint megy
végbe, mivel a protein ilyen formai ugyancsak aktiv
szerinproteaz-inhibitorok, és mivel a nativ placenta-bi-
kunin, 50 cikluson keresztil végzett N-terminalis szek-
venalasa (lasd 7. példa) a cisztein-aminosavak varhaté
pozicidinak megfelelden ,néma” szekvenciat eredmé-
nyezett.

A taldalmany szerinti placenta-bikunin, annak izolalt
doménjai vagy mas variansai el6allithaték ismert szi-
lard fazist peptidszintézis-technikakkal, példaul t-Boc-
kémiaval [lasd példaul Merrefield R. B. és Barany G.:
.The peptides, Analysis, Synthesis, Biology”, 2. kétet,
1. fejezet, szerk.: Gross és munkatarsai, Academic
Press (1980)] vagy F-moc-kémiaval [lasd példaul Car-
pino L. A. és Han G. Y.: Amer. Chem. Soc. 92, 5748
(1970); valamint a 2. példaban szemiéltetett médon}.
Mas eljaras szerint placenta-bikunin-varianst kodold
DNS expresszalasaval rekombinans, placenta-bikunin-
variansokat nyerhetiink.

A taldimany targyat képezik tovabba a talalmany
szerinti, placenta-bikuninprotein variansokat kédolé
DNS-konstrukciok. Ezeket a konstrukciokat eléallithat-
juk szintetikus Gton, példaul Beaucage S. L. és Carut-
hers M. H. [Tetrahedron Lett. 22, 1859 (1981)] vagy
Matteucci M. D. és Caruthers M. H. [J. Am. Chem. Soc.
103, 3185 (1981)] altal ismertetettek szerint; vagy DNS
vagy cDNS alapjan, amelyeket genomi eredetli vagy
cDNS-génkdnyvtarak szlirésével nyerhetiink, példaul
ugy, hogy a génkdnyvtarat placenta-bikunint kodold
DNS-szekvenciaval hibridizalodé cDNS-prébaval hibri-
dizaltatjuk. A genomi eredetiG DNS-szekvenciakat vagy
cDNS-szekvenciakat egy vagy tébb pozicidban médo-
sithatjuk, hogy a leirasban emlitett aminosavszubszti-
tuciokat vagy delécidkat kodold cDNS-szekvencidkat
kapjunk.

A talalmany targyat képezik tovabba a taldimany
szerinti, placenta-bikunint, annak izolalt doménjait vagy
mas variansait kodoldé DNS-konstrukciokat tartalmazé
expressziés vektorok, amelyek alkalmazhatok rekom-
binans placenta-bikunin-varidnsok el6allitasara.
A cDNS-t megfelel6, az adott gazdasejtben transzkrip-
cibés aktivitast mutaté promoterszekvenciaval kell
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Bsszekapcsolnunk, ezenfelll annak megfelelé termina-
torszekvenciat és poliadenilezési szignalt kell tartal-
maznia. A placenta-bikunin-varianst kadolé cDNS-t
5'-iranyd szignalpeptiddel fuzionaltathatjuk, ami a
cDNS altal kédolt protein szekretalddasat eredménye-
zi. Szignalpeptidként a gazdaszervezet altal felismert
szekvenciat alkalmazunk. EmlGseredetli gazdaseijt
esetében szignalpeptidként alkalmazhatjuk a teljes
hosszusagl placenta-bikuninban jelen levé természe-
tes szignalpeptidet is. A placenta-bikunin-variansok
expresszaldsara alkalmazhaté vektorok el6allitasara
alkalmas eljarasok a technika allasa szerint jol ismer-
tek, ilyeneket ismertetnek példaul Sambrook és mun-
katarsai [,Molecular Cloning: A Laboratory Manual”,
Cold Spring Harbor, New York (1989)].

Ezenfelill a talalmany targyat képezik a talalmany
szerinti, placenta-bikunint, annak izolalt doménjait vagy
mas variansait kédolé DNS-konstrukciokat tartalmazo
transzformalt sejtek, amelyek alkalmazhatok rekombi-
nans placenta-bikunin-variansok elGallitasara. A pla-
centa-bikunin-varidnsok el6allitasara expresszids vek-
torok és gazdaszervezetek szamos kombinacidja alkal-
mazhatd. Gazdasejtként alkalmazhatjuk példaul a ko-
vetkeziket: baculovirusfertézott Sf9-rovarsejteket; em-
I6ssejteket, példaul BHK-, CHO-, Hel.a- és C127-sejte-
ket; baktériumokat, példaul E. coli-sejteket; vagy élesz-
t6ket, példaul Saccharomyces cerevisiae sejteket. Em-
I6s, rovar és mikrobidlis expresszids rendszerek alkal-
mazasara vonatkozd eljarasok, amelyek alkalmazasa-
val a placenta-bikunint expresszaltathatjuk, a technika
allasa szerint j6l ismertek; azok leirasat megtalalhatjuk
példaul a kdvetkezd szakirodalmi helyen: Ausubel F.
M. és munkatarsai: ,Current protocols in Molecular Bio-
logy”, John Wiley & Sons, 16. fejezet (1995). Csupan
egyetlen Kunitz-domént tartalmazé placenta-bikunin-
fragmensek, példaul a bikunin-(7-64.)- és -(102—159.)-
fragmensek esetében elénydsen éleszté vagy E. coli
expressziés rendszereket alkalmazunk, és legelonyo-
sebben élesztd expresszios rendszert alkalmazunk. Ti-
pikusan, az 5 164 482 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirasban, aprotoninvariansok vo-
natkozasaban ismertetettek szerint idéziink elé exp-
ressziot, élesztdsejtekben; ennek az eljarasnak az 5.
péidaban ismertetett valtozata szerint jartunk el, a pla-
centa-bikunin-(102-159.)-fragmens expresszaltatdsa-
kor. E. coli-sejtekben idézhetiink el6 expressziét pél-
déaul az 5 032 573 szamu amerikai egyesiilt allamokbe-
li szabadalmi leirasban ismertetettek szerint. Nagyobb
méretd, mindkét inhibitor domént tartalmazé placenta-
bikunin-variansok, példaul a bikunin-(7—159.)-varians
expresszaltatdsakor elénydsen emlds vagy éleszté
rendszereket alkalmazunk.

A természetes aminosavszekvenciaban aminosav-
szubsztituciét hordozd placenta-bikunin-variansokat
kédold DNS-eket elballithatunk rekombinans proteinek
expresszalasa céljabol, példaul Kunkel T. A. eljarasa
szerint [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 488 (1985)].
Réviden, a mutagenezissel mddositani kivant DNS-t
egyszalu bakteriofagvektorba, példaul M13-vektorba
klénozzuk. Az egyszalu DNS-sel, a médositando régiot
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atfedd, és a kivant szubsztituciot kodolo oligonukleoti-
dot hibridizaltatunk, majd molekularis biolégiai techni-
kakkal, kettds szali DNS-t szintetizalunk. Ezt kbvetben
ezzel a DNS-sel megfelel6 bakteridlis gazdasejteket
transzformalunk, és didezoxinukleotid-szekvenalassal
a szekvencia helyességét ellenérizziik. A helyes szek-
venciaju DNS-t expresszios plazmidba klénozzuk. Mas
eljaras szerint a célzott DNS ismert PCR-technikakkal
mutagenizalhaté, szekvenalhatd, és megfelel§ exp-
resszios plazmidba inszertalhato.

A talalmany szerinti megoldast az alabbiakban
konkrét megvalésitasi példakon keresztiil kivanjuk
szemléltetni, anélkil azonban, hogy igényiinket az is-
mertetettekre korlatoznank.

1. példa

Szintetikus placenta-bikunin (102~159.) el6éllitasa

Alkalmazott anyagok/reagensek és eljarasok

A Tos-Gly-Pro-Lys-AMC fluorogén szubsztratot a
Bachem BioScience Inc. (King of Prussia, PA) cégtdl, a
PNGB, Pro-Phe-Arg-AMC és Ala-Ala-Pro-Met-AMC
reagenseket, szarvasmarhatripszint (lll-as tipus), hu-
man plazmaeredet(i kallikreint és human plazmint a
Sigma (St. Louis, MO) cégtdl vasaroltuk. A rekombi-
nans aprotinin (Trasylol®) Bayer AG (Wuppertal, Né-
metorszag) eredetld volt. Gyarilag Gln-kezelt Wang
gyantat a Novabiochem (La Jolla, CA) cégtél, tioani-
zolt, etandiolt és t-butil-metil-étert az Aldrich (Milwau-
kee, WI) cégtdl rendeltiink.

Funkcionélis placenta-bikunin (7-64.)-fragmens és

(102-159.)-fragmens mennyiségi meghatérozasa

A tisztitas kllonbozo fokan alle, ujrahajtogatodott
proteinmintaban talalhatd tripszininhibitor-aktivitast
GPK-AMC-reagens szubsztratként torténé alkalmazasa-
val hataroztuk meg. Szarvasmarhatripszint (200 pmol)
inkubaltunk, 5 percen at, 37 °C-on, a tisztitas kilonbdz6
fokan allé bikunin (7—64.) vagy bikunin (102-157.) min-
taval, ,A" jelzésl pufferben (50 mmol/l Hepes, pH=7,5,
0,1 mol/l NaCl, 2 mmol/l CaCl, és 0,01% Triton-X-100).
Az elegyhez ezutdn GPK-AMC-reagenst adtunk
(20 umol/l végkoncentraciéban), és a keletkezett kuma-
rin mennyiségeét fluoreszcenciameéréssel hataroztuk meg
(excitacié: 370 nm, emisszié: 432 nm hullamhosszon),
2 percen at, ,Perkin—Elmer LS-50B" fluoriméteren. Az
egyes vizsgalt mintak %-ban kifejezett gatlasi értékeit az
1. egyenlet szerint szamitottuk ki:

gatlas %=100x[1-R,/R4]; (1.)

ahol R, a fluoreszcencianévekedés mértéke gatlo-

anyag jelenlétében, és R, a ndvekedés mértéke hoz-

zaadott minta nélkil. A gatléanyag aktivitdséanak egy

egységeét az aktivitas azon mértékével definialtuk, ami

a fenti mérési koriimények mellett 50% gatlas elérésé-
hez szlikséges.

Szintézis: Placenta-bikunin (102-159.)-peptidet
~Applied Biosystems 420A” tipusi peptidszintetizalo
berendezésen, NMP-HBTU Fmoc kémiai eljarassal
szintetizaltunk. A peptidet gyarilag toitétt Gln-gyanta
oszlopon szintetizaltuk; minden kapcsolasnal 8-szoros
aminosavfolosleget alkalmaztunk. Hasftast és védécso-
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port-eltavolitast 2 6ran at, szobahémérsékleten végez-
tink, az alabbi 6sszetétell elegyben: 84,6% trifluor-
ecetsav (TFA), 4,4% tioanizol, 2,2% etanditiol, 4,4% fo-
lyékony fenol és 4,4% H,0. A nyers peptidet precipital-
tuk, centrifugaituk és t-butil-metil-éterrel kétszer mos-
tuk. A peptidet ,Dynamax 60A C18" reverz fazisu

HPLC-oszlopon tisztitottuk, TFA/acetonitril gradiens al-
kalmazasaval. A végso készitmény (61,0 mg) a varhato
szekvencidnak megfelelé aminosav-Osszetételt és
elektrospray-témegspektroszkopias eljarassal becsuit
molekulatémeget eredményezett (MH+=6836,1; szami-
tott molekulatomeg=6835,5):

YEEYCTANAV TGPCRASFPR WYFDVERNSC NNFIYGGCRG NKNSYRSEEA CMLRCFRQ

(6. azonosité szamu szekvencia).

Tisztitas: Placenta-bikunin (102-159.)-peptid eredeti
konformacidba torténé hajtogatédasat valtottuk ki, Tam
és munkatarsai altal ismertetett eljaras szerint [J. Am.
Chem. Soc. 113, 6657-62 (1991)). A tisztitott peptid
egy részeét (15,2 mg) 4,0 m! térfogatnyi, 8 mol/l ureat
tartalmazd, 0,1 mol/l Tris-pufferben (pH=6,0) oldottuk.
A diszulfidcsoportokat Gigy oxidaltuk, hogy cseppenként,
23% DMSO-t és 0,1 molll Tris-t (pH=6,0) tartalmazd
elegyet adagoltunk, olyan mennyiségben, hogy a peptid
végkoncentracidja 0,5 mg/ml legyen, 20% DMSO-,
0,1 mol/l Tris-t (pH=6,0) és 1,0 mol/l ureat tartaimazd
elegyben. Ezt az elegyet 25 °C-on, 24 dran &t kevertik,
majd 50 mmol/l Tris-t (pH=8,0) és 0,1 mol/l NaCl-ot tar-
talmazo pufferrel 1:10 aranyban higltottuk. A peptidet
kallikrein affinitas oszlopon tisztitottuk, amelyet Ggy alli-
tottunk eld, hogy 30 mg, szarvasmarhahasnyalmirigy-
eredetd kallikreint, kovalens kétéssel (Bayer AG) 3,5 ml
CNBr-aktivalt Sepharose (Pharmacia) hordozéhoz kap-
csoltunk, a gyarté utasitasai szerint. Az Ujrahajtogato-

sebességgel az affinitasos oszlopra vittiik, majd
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50 mmol/l Tris-t (pH=8,0) és 0,1 mol/l NaCl-ot tartalma-
z6 pufferrel addig mostuk, amig a moséfolyadékban
280 nm hullamhosszon mar nem volt tapasztalhato
fényelnyelés. A peptidet az oszioprél 3-3 térfogatnyi,
4,0 és 1,7 pH-értéki, 0,2 mol/l ecetsavval elualtuk. Az
aktiv frakcidkat 6sszegydijtottik (lasd lentebb), és az
elegy pH-jat 2,5 értékre allitottuk. Ezt az elegyet kdzvet-
lentil ,Vydac C18" tipust reverz fazisu osziopra (5 mik-
ron, 0,46%25 cm) vittiik fel, amelyet elézéleg, 0,1%
TFA-ban elegyitett 22,5% acetonitriloldattal ekvilibral-
tunk. Az elvalasztast 0,1% TFA-ban elegyitett
22,5-40,0% linearis acetonitrilgradienssel végeztiik,
1 mliperc atfolyasi sebesség mellett, 40 percen at. Az
aktiv frakcidkat dsszegydijtottik, liofileztiik, 0,1% TFA-
ban Ujraoldottuk, és felhasznalasig —20 °C-on taroltuk.
Eredményeink: Szintetikus placenta-bikunin
(102-159.)-fragmens eredeti konformacioba torténd
hajtogatoédasat valtottuk ki, oxidaléagensként 20%
DMSO alkalmazasaval, majd azt kétlépcsds tisztitasi
eljarasnak vetettiik ala (lasd alabbiakban), hogy aktiv
tripszininhibitort kapjunk (lasd alabbi 1. tablazatot).

1. tablazat
Szintetikus placenta-bikunin (102-159.)-fragmens izolalasara hasznalt
tisztitasi eljaras menete

Tisztitasi lépés Térfogat mg/ml mg Egysége (U) Specifikus Hatasfok
(ml) aktivitas
(U/mg)
8 mol/l urea 40 3,752 15,0 0 0 -
20% DMSO 32,0 0,472 15,0 16 162 1078 100
Kallikrein affinitaskromatografia 9,8 0,009 0,09 15700 170 000 97
Cc18 3,0 0,0132b 0,04 11 964 300 000 74

aFehérjemeghatarozas, AAA (aminosavanalizis) alapjan.

bFehérjemeghatarozas, 280 nm hulldmhosszon mért fényelnyelés (OD280) alapjan, a tisztitott protein fajlagos extinkcios koefficien-

sével (1,7x104 Lmol-! cm~1) szémolva.

cEgy egységnek azt a proteinmennyiséget tekintettilk, amely a tripszinaktivitas 50%-anak gétlasahoz sziikséges, standard vizsgalat-

ban.

A nyers Ujrahajtogatodott anyagnak immobilizalt
szarvasmarha-kallikreint tartalmazé oszlopon térténd
kromatografaldsa az anyagban talalhato proteintarta-
lom 6%-anak és a tripszininhibitor-aktivitas 97%-anak
szelektiv izolalasat eredményezte. Az ezt kdvetd
C18 reverz fazisu kromatografia tovabbi kétszeres
tisztitast eredményezett, 74%-os hatasfokkal. Reverz
fazisu HPLC- (RPHPLC-) eljaras szerint a redukalt
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placenta-bikunin (102-159.)-fragmenst 26,3 perc,
mig a ujrahajtogatodott format 20,1 perc elucios idé
jellemezte. A tisztitott protein tdmegspekiroszkdpias
vizsgalata 6829,8 molekulatbmeget mutatott, ami a
kiindulasi anyaghoz képest 6 témegegység-csok-
kenést jelentett. Ez a peptidszekvencia alapjan
varhaté 3 diszulfidhid maradéktalan kialakulasara
utalt.
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A tisztitott, Ujrahajtogatddott, szintetikus placenta-
bikunin (102-159.)-fragmens izoelektromos pontjat
,Multiphor I} Electrophoresis System” (Pharmacia) ké-
sziilék alkalmazasaval hataroztuk meg. A mintat a
gyartd utasitasai szerint futtattuk, pl-standardokkal par-
huzamosan, gyarilag éntétt ,Ampholine® PAGplate”
(pH=3,5-9,5) lemezek alkalmazasaval; a fokuszalast
1,5 draig végeztiik. Festést kévetGen meghataroztuk a
kiilénbozé proteincsikok és a gél katod feldli széle kozti
migracids tavolsagokat. Az egyes ismeretlen mintak
pl-értékét olyan standard gorbe segitségével hataroz-
tuk meg, amelyen standardmintak migracios tavolsa-
gait abrazoltuk, az azokhoz tartozé pl-értékek fiiggvé-
nyében. A fenti eljaras szerint a placenta-bikunin
(102-159.)-fragmens pl-értéke 8,3-nek bizonyult, ami
egyezett az aminosavszekvencia alapjan varhaté ér-
tékkel. Ez a pl-érték alacsonyabb, mint az aprotinin
pl-értéke (10,5) [Tenstad és munkatarsai: Acta Physiol.
Scand. 152, 33-50 (1994)].

5

2. példa

Szintetikus placenta-bikunin (7-64.)-fragmens

elGallitasa

Placenta-bikunin (7-64.)-fragmenst lényegében a bi-
kunin (102-159.)-fragmens esetében fent ismertetettek
szerint szintetizaltunk, hajtogattunk djra és tisztitottunk,
az alabbi eltérésekkel: az vjrahajtogatddas alatt a szinte-
tikus peptidet 30 oran at, 25 °C-on, 20% DMSO-t tartal-
mazo oldatban kevertiik; a C~18 reverz fazisi HPLC-el-

10 jarassal torténd tisztitast 0,1% TFA-t tartaimazé, 25-40%
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linearis acetonitrilgradienssel végeztiik, 40 percen at,
1 mi/perc atfolyasi sebesség mellett. Az elsé C18-elva-
lasztasbdél szarmazé aktiv frakcidkat ujra felvittiik az osz-
lopra, és ezuttal 0,1% TFA-t tartalmazd, 20-40% linearis
acetonitrilgradienssel (60 perc, 1 ml/perc) eludltunk.

Eredményeink: A végsé, tisztitott peptid
MH+=6563 molekulatémeglnek bizonyult, ami &ssz-
hangban volt az alabbi szekvencia alapjan vart moleku-
latbmegget:

IHDFCLVSKV VGRCRASMPR WWYNVTDGSC QLFVYGGCDG NSNNYLTKEE CLKKCATV

(4. azonositdé szamu szekvencia).

Az Ujrahajtogatdédas és tisztitas funkcionalis Kunitz-
domént eredményezett, amely tripszininhibitor hatasu
volt (lasd alabb a 2. tablazatot).
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2A. tablazat
Szintetikus placenta-bikunin (7-64.)-fragmens izolalasara szolgalé
tisztitasi eljaras menete

Tisztitasi lépés Térfogat (ml) mg/ml mg Egység (U) Specifikus Hatasfok
aktivitas
(U/mg)
8,0 mol/l urea 8,0 25 20,0 0 0 -
20% DMSO 64,0 0,31 20,0 68 699 3435 100
Kallikrein affinitdsos kroma- 11,7 0,10 1,16 43 333 36 110 62
tografia pH=4
Kallikrein affinitasos kroma- 9,0 0,64 58 4972 857 7,2
tografia pH=1,7
C18-1 4,6 0,14 0,06 21905 350 143 319
C18-2 1,0 0,08 0,02 7,937 466 882 11,5

A tisztitott, ujrahajtogatodott protein 6558 MH+ ér-
teket mutatott, azaz 5+1 tdmegegységgel kevesebbet,
mint a redukalt forma. Ez arra utal, hogy az Gjrahajto-
gatas soran legalabb egy, megfeleld diszulfidkdtés jott
létre.

A placenta-bikunin (7-64.)-fragmens pl-értékét
ugyanazon eljarassal hataroztuk meg, mint a placenta-
bikunin (102-159.)-fragmens pl-értékét. A placenta-bi-
kunin (7-64.)-fragmens pl-értéke jéval magasabb volt,
mint a varhaté érték (p!=7,9). A Ujrahajtogatddott pla-
centa-bikunin (7-64.)-fragmens a gél katéd széléig
vandorolt, igy ilyen kdriilmények kdzott pontos pl-érté-
ket nem tudtunk meghatarozni.
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Szintetikus placenta-bikunin (7-64.)-fragmens

el6allitasanak tovabbi menete

Mivel a szintetikus placenta-bikunin (7-64.)-frag-
mens a tisztitst és hajtogatast megelbzden esetleg
nem ment at teljes védéesoport-eltavolitason, az ujra-
hajtogatast megismételtik, olyan protein alkaimazasa-
val, amely biztosan teljes mértékben védécsoportmen-
tes volt. Placenta-bikunin (7-64.)-fragmenst lényegé-
ben ugyanugy szintetizaltunk, hajtogattunk ujra és tisz-
titottunk, mint azt a placenta-bikunin (102-159.)-frag-
mens esetében ismertettiik, az alabbi modositasokkal:
az Ujrahajtogatodas folyamata alatt a szintetikus pepti-
det (0,27 mg/ml) 20% DMSO-tartalmu oldatban,
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30 oran at, 25 °C-on kevertiik, és a C—18 reverz fazisu
HPLC-eljarassal torténd tisztitast 0,1% TFA-t tartalma-
26, 22,5-50% linearis acetonitrilgradienssel végeztik,
40 percen at, 1 ml/perc atfolyasi sebesség mellett.

A tisztitott, redukalt peptidvégtermeék
MH+=6567,5 molekulatdmeglnek bizonyult, ami jél
egyezett az alabbi szekvencia alapjan szamitott ér-
tékkel:

IHDFCLVSKV VGRCRASMPR WWYNVTDGSC QLFVYGGCDG NSNNYLTKEE CLKKCATV

(4. azonosité szamu szekvencia).

Az Ujrahajtogatédas és a tisztitas funkcionalis Ku-
nitz-domént eredményezett, amely tripszininhibitor-ak-
tivitast mutatott (lasd az alabbi 2B. tablazatot).
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2B. tablazat
Szintetikus placenta-bikunin (7-64.)-fragmens izolalasara szolgald tisztitasi eljards menete

Tisztitasi lépés Térfogat (ml) mg/mi mg Egység (U) Specifikus Hatasfok

aktivitas
(Uimg)

8,0 mol/l urea 4,9 2,1 10,5 0 0 -

20% DMSO 39,0 0,27 10,5 236 000 22 500 100

Kallikrein affinitas (pH=2) 14,5 0.3 0,43 120 000 279070 50,9

C18 RP-HPLC 0,2 1,2 0,24 70 676 294 483 30,0

A tisztitott, tjrahajtogatodott protein zasaval, ismert eljaras szerint [Chase, T. és Shaw, E.:

MH+=6561,2 molekulatdomeg(inek bizonyult, azaz
6,3 tdbmegegyseégértékkel kevesebbnek, mint a redukalt
peptid. Ez arra utal, hogy az Ujrahajtogatédas a varha-
t6 harom diszulfidkétés kialakulasahoz vezetett.

Az ujrahajtogatédott placenta-bikunin (7-64.)-frag-
mens pl-értékét a placenta-bikunin (102—159.)-frag-
mens pl-értékének meghatarozasanal ismertetettek
szerint végeztiik. Az Ujrahajtogatddott placenta-bikunin
(7-64.)-fragmens pl-értéke 8,85 volt, enyhén maga-
sabb, mint a varhaté érték (pl=7,9).

3. példa

Funkcionélis placenta-bikunin (102—159.)-fragmens

in vitro specificitasa

Protedzok: Szarvasmarhatripszin, human plazmin
és szarvasmarha hasnyalmirigy kallikrein mennyiséget
aktivhely-titralassal hataroztuk meg, p-nitro-fenil-p’-
guanidino-benzoat-HC| alkalmazasaval, ismert eljaras
szerint [Chase, T. és Shaw, E.: Methods Enzimol. 79,
20-27 (1970)]. A humadn kallikrein mennyiségét aktiv-
hely-titralassal hataroztuk meg, standardként szarvas-
marha-aprotinin, szubsztratként PFR-AMC-reagens al-
kalmazasaval, 1:1 aranyd komplexképzddést feltéte-
lezve. Az egyes enzimeknél alkalmazott kériilmények
mellett a GPK-AMC-reagens K,-értéke tripszinre vo-
natkoztatva 29 umol/l, plazminra vonatkoztatva
726 umol/l volt; a PFR-AMC-reagens K,-értéke human
plazmakallikreinre vonatkoztatva 457 umol/l, szarvas-
marha hasnyalmirigy kallikreinre vonatkoztatva
81,5 pmolll volt; az AAPR-AMC-reagens K,-értéke
elasztdz esetében 1600 pmol/l értéklinek bizonyult.
Human szdveti kallikrein (Bayer, Németorszag)
mennyiségi meghatarozasat aktivhely-titralassal vé-
geztik, p-nitro-fenil-p’-guanidino-benzoat-HCI alkalma-
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Methods Enzimol. 19, 20-27 (1970)].

Gatlasi kinetika: A placenta-bikunin (102-159.)-
fragmens és az aprotinin tripszint gatlé képessegét ugy
hataroztuk meg, hogy 50 pmol/l tripszint placenta-biku-
nin (102-159.)-fragmenssel (0-2 nmol/l) vagy aproti-
ninnel (0—-3 nmol/l) inkubaltunk, ,A" jeizési pufferben,
1,0 mi éssztérfogatban. Ot (5) percig, 37 °C-on végzett
inkubalast kdvetdéen az elegyhez 15 pl mennyiség(,
2 mmol/l koncentracioju GPK-AMC-reagenst adtunk,
és (mint fent) regisztraltuk a fluoreszcenciavaltozast.
A human plazminnak placenta-bikunin (102-159.)-frag-
menssel és aprotininnel térténé gatolhatésagat ugy
vizsgaltuk, hogy plazmint (50 pmol/l) placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel (0-10 nmol/l) vagy aprotinin-
nel inkubaltunk; 50 mmol/l Tris-HCl-ot (pH=7,5),
0,1 mol/t NaCl-ot és 0,02% Triton-X—100-at tartalmazé
pufferben. Ot (5) percig tartd, 37 °C-on trténé inkuba-
last kévetden az elegyhez 25 ul mennyiségben,
20 mmol/l koncentraciéju GPK-AMC-reagenst adtunk,
majd regisztraltuk a fluoreszcenciavaltozast. A human
plazmakallikreinnek placenta-bikunin (102-159.)-frag-
menssel vagy aprotininnel térténd gatolhatésagat ugy
vizsgaltuk, hogy Kallikreint (2,5 nmol/l) placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel (0-3 nmol/l) vagy aprotininnel
(0-45 nmol/l) inkubaltunk, 50 mmol/l Tris-HClI-ot
(pH=8,0), 50 mmol/l NaCl-ot és 0,02% Triton-X-~100-at
tartalmazo pufferben. Ot (5) percig, 37 °C-on végzett
inkubalast kovetéen az elegyhez 15 ul mennyiségben
20 mmolfl koncentracioju PFR-AMC-reagenst adtunk,
majd regisztraltuk a fluoreszcenciavaltozast. A szar-
vasmarha hasnyalmirigy kallikreinnek placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel és aprotininnel térténd gatol-
hatésadgat hasonlé eljarassal vizsgaltuk, kallikrein
(92 pmol/l) és placenta-bikunin (102-159.)-fragmens



1 HU 226 419 B1 2

(0-1,6 nmolfi) vagy aprotinin (0—14 pmol/l) alkalmaza-
saval, 100 umol/l szubsztrat-végkoncentracié mellett.
A K" gatlasi konstanst ,Enzfitter software” (Biosoft,
Cambridge, UK) nemlinearis regressziés adatanalizalo
programcsomag alkalmazasaval hataroztuk meg. Az
egyes kisérletekben kapott kinetikai adatokat az alabbi,
erésen kot6dd inhibitor jelenlétét feltételezé képlet
alapjan analizaltuk:

VIV G=1~{Eotl K —[(Eo oK P |1 2)/2E° (2.);
ahol V/V,, frakcionalis enzimaktivitast jeldl (a gatolt
enzim aranyat a nem gatolt enzim aranyahoz viszonyit-
va); E, az enzim dsszkoncentracidja, |, pedig a gatio-
anyag végkoncentracidja. A Ki-értékeket gy kaptuk,
hogy a szubsztrat hatasat figyelembe vevé korrekciét

veégeztiink, az alabbi képlet alapjan:
K=K (1+[SolKp): (3)

[Boudier, C., és Bieth, J. G.: Biochim. Biophys. Acta
995, 3641 (1989)].

Human neutrofil-elasztaz placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel és aprotininnel térténd gatol-
hatésaganak vizsgalatahoz elasztazt (19 nmol/l) inku-
baltunk placenta-bikunin (102-159.)-fragmenssel
(150 nmolfi) vagy aprotininnel (0-7,5 pmol/l), 0,1 moll
Tris-HCI puffert (pH=8,0) és 0,05% Triton-X—-100-deter-
genst tartalmaz pufferben. Ot percig, 37 °C-on térténé
inkubalast kbvetdéen AAPM-AMC-reagenst adtunk az
elegyhez (500 mmol/l vagy 1000 umol/l végkoncentra-
ciéban), majd két percen at mértiik a fluoreszcencia
valtozasat. A Ki-értekeket az 1/V-értékeket az [I]-érté-
kek fliggvényében abrazolé Dixon-gbrbével hataroztuk
meg, két kiilénb6z6 szubsztratkoncentracio alkalmaza-
sa mellett [Dixon és munkatarsai: (1979))].

A human szdéveti kallikreinnek aprotininnel, placen-
ta-bikunin (7-64.)-fragmenssel vagy placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel torténd gatlasat ugy vizsgal-
tuk, hogy 0,35 nmol/l human szoveti kallikreint placen-
ta-bikunin (7—64.)-fragmenssel (0—40 nmol/l) vagy pla-
centa-bikunin (102-159.)-fragmenssel (0-2,5 nmol/l)
vagy aprotininnel (0-0,5 nmol/l) inkubaltunk, 1 ml térfo-
gaty, alabbi dsszetétell reakcioelegyben: 50 mmol/l
Tris-HCI (pH=9,0), 50 mmol/l NaCl és 0,1% Triton-
X-100. Ot percen at, 37 °C-on térténd inkubalast kdve-
téen 5 ul mennyiségd, 2 mmol/i koncentracidju PFR-
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AMC-reagenst adtunk az elegyhez (10 umol/l végkon-
centraciéban), és regisztraltuk a fluoreszcenciavalto-
zast. A PFR-AMC-reagens K,-értéke human szoveti
kallikrein proteazra vonatkoztatva, az alkalmazott k&-
rilmények mellett 5,7 umol/l volt. Human Xa-faktornak
(American Diagnostica Inc, Greenwich, CT) szintetikus
placenta-bikunin (102-159.)-fragmenssel, rekombi-
nans placenta-bikuninproteinnel, valamint aprotininnel
térténd gatolhatésdgat ugy vizsgaltuk, hogy human
Xa-faktort (0,87 nmol/l) emelkedé mennyiségl gatlo-
anyaggal inkubaltunk, 20 mmol/l Tris-HCl-ot (pH=7,5),
0,1 mol/l NaCl-ot és 0,1% szarvasmarha-szérumalbu-
mint tartalmazoé pufferben. Ot percen at, 37 °C-on térté-
nd inkubalast kbvetéen az elegyhez 30 ul mennyiségd,
20 mmol/l koncentracidju LGR-AMC-reagenst (Sigma)
adtunk, majd regisztraltuk a fluoreszcenciavaltozast.
Kunitz-inhibitorok human urokinazt gatlé6 képességét
ugy vizsgaltuk, hogy urokinazt (2,7 ng) inkubaltunk a
kérdéses gatléanyaggal, 1 mi dssztérfogatban,
50 mmol/l Tris-HCl-ot (pH=8,0), 50 mmol/l NaCl-ot és
0,1% Triton-X~100-at tartalmazé pufferben. Ot percen
at, 37 °C-on térténd inkubalast kdvetben az elegyhez
35 ul mennyiségii, 20 mmol/l koncentracioju GGR-
AMC-reagenst adtunk (Sigma), majd regisztraltuk a
fluoreszcenciavaltozast. A Xla-faktor (Enzyme Re-
search Labs, Southbend, IN) gatlasat Ggy vizsgaltuk,
hogy 0-800 nmol/l placenta-bikunin (7-64.)-proteint,
vagy 0-140 nmol/l placenta-bikunin (102-159.)-pro-
teint, vagy 0—40 pmol/l aprotinint inkubaltunk 50 mmol/|
Hepes-t (pH=7,5), 100 mmol/l NaCl-ot, 2 mmol/l
CaCl,-ot, 0,01% Triton-X-100-at és 1% szarvasmarha-
szérumalbumint tartalmazé pufferben, 1 ml dssztérfo-
gatban. Ot percen at, 37 °C-on térténd inkubalast kéve-
téen az elegyhez 10 pl mennyiségd, 40 mmol/l témény-
ségl Boc-Glu(OBzl)-Ala-Arg-AMC reagenst (Bachem
Biosciences, King of Prussia, PA) adtunk és regisztral-
tuk a fluoreszcenciavaltozast.

Eredményeink: Placenta-bikunin (102—-159.)-frag-
mens és aprotinin gatlasi profiljianak kozvetlen dssze-
hasonlitadsat ugy végeztiik, hogy azonos kériilmények
mellett meghataroztuk azok gatlasi konstans értékeit
kiilonb6z6 proteazokkal szemben. A K-értékeket az
alabbi 3. tablazatban ismertetjik.

3. tablazat
Kiildnb6z6 protedzok bikunin (102-159.)-fragmenssel és aprotininnel torténd
gatlasara vonatkozé Ki-értékek

Proteaz (koncentracio) Bikunin (102-159.) Aprotinin K; Szubsztrat (kon- Km (mmol/l)
K; (nmol/) (nmolfl) centracio)

Tripszin (48,5 pmolfl) 0,4 0,8 GPK-AMC 0,022
(0,03 mmol/l)

Kimotripszin (5 nmol/l) 0,24 0,86 AAPF-pNA 0,027
(0,08 mmol/l)

Szarvasmarha hasnyalmirigy kallik- 0,4 0,02 PFR-AMC 0,08

rein (92,0 pmol/l) (0,1 mmol/l)

Human plazmakallikrein (2,5 nmol/l) 0,3 19,0 PFR-AMC 0,46
(0,3 mmolft)
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3. tablazat (folytatas)

Proteaz (koncentracid) Bikunin (102-159.) Aprotinin K; Szubsztrat (kon- Km (mmol/l)
K; (nmolfl) (nmolll) centracid)
Human plazmin (50 pmol/) 1,8 13 GPK-AMC 0,73
(0,5 mmol/l)
Human neutrofil elasztaz 323,0 8500,0 AAPM-AMC 1,6
(19 nmol/) (1,0 umol/l)
Xlla-faktor >300,0 12 000,0 PFR-AMC 0,35
(0,2 pmolfl)
Human szoveti kallikrein (0,35 nmol/l) 0,13 0,004 PFR-AMC 0,0057
(10 umolfl)
Xa-faktor (0,87 nmol/l) 274 3 pmol/l koncent- LGR-AMC nem kimutathaté
racié mellett nincs (0,6 mmol/)
gatlas
Urokinaz 11 000 4 500 GGR-AMC nem kimutathato
(0,7 mmolll)
Xla-faktor (0,1 nmolft) 15 288 E(OBz)AR-AMC 0,46
(0,4 mmolll)

Placenta-bikunin (102-159.) és aprotinin az alkal-
mazott kdriilmények kdzott jelentds mértékben gatolta

nliségét, hogy a gyogyaszati készitménnyel kezelt
egyénekben ismételt alkalmazaskor vesetoxikus tiine-

a szarvasmarha-tripszint és human plazmint. Az aproti- 25 tek alakuljanak ki. Tovabba mivel a taldlméany szerinti
nin elasztazon mért gatlasi értéke Ki=8,5 pmol/l volt. protein human eredet(i, emberben kevésbé immuno-
Placenta-bikunin (102-159.) elasztazon mért gatlasi gén, mint az aprotinin, amely szarvasmarha-eredet.
ertéke K;=323 nmol/l volt. Placenta-bikunin (102-159.) Ez azt eredményezi, hogy Iényegesen csokken a karos
gatldsanak szarvasmarha hasnyalmirigy kallikreinen immunoldgiai kévetkezmeények kockazata a gyogya-
mért Ki-értéke 20-szor magasabb volt az aprotinin gat- 30 szati készitmény ismételt alkalmazasa esetén.
lasi értékénél. Ezzel szemben placenta-bikunin
(102-159.) hatasosabban gatolja a human plazmakal- 4. példa
likreint, mint az aprotinin, és 56-szor nagyobb affinitas- Funkcionélis placenta-bikunin (7-64.)-fragmens in
sal kotdik. vitro specificitasa
Mivel placenta-bikunin (102-159.) a Trasylol®-nal 35 Funkciondlis placenta-bikunin (7-64.)-protein in vit-
tobb mint 50-szer hatasosabban gatolja a kallikrein ro specificitasanak vizsgalatat a fenti példakban ismer-
protedzt, a Trasylol® adagjanal kisebb mennyiség hu- tetett anyagokkal és eljarasokkal végeztiik.
man placenta-bikunin vagy annak fragmensei [példaul Eredményeink: Az alabbi 4A. tablazat placenta-bi-
placenta-bikunin (102-159.)] sziikségesek a gatioszer kunin (7-64.)-protein in vitro gatléaktivitasat mutatja,
KIU (.Kunitz International Unit", Kunitz Nemzetkdzi 40 kll6nb6z6 szerinprotedzokon vizsgalva. Az adatokat
Egység) érték szerinti hatasos dézisszintjének fenntar- placenta-bikunin (102-159.) és aprotinin (Trasylol®)
tasahoz. Ez csokkenti a gyogyaszati készitmény ada- vizsgalata soran kapott gatlasi értékekkel hasonlitottuk
gonkeénti koltségeit, valamint csékkenti annak valdszi- Ossze.
4A. tablazat
Bikunin (7-64.) K;-értékei, kiilonb6z6 proteazokon vizsgalva
Proteaz (koncentracio) Bikunin (7-64.) Aprotinin K; (nmol/l) Bikunin (102-159.)
K; (nmol/l) K; (nmolf)

Tripszin (48,5 pmol/l) 0,17 0,8 0,4

Szarvasmarha hasnyalmirigy kallikrein 0,4 0,02 0,4

(92,0 pmol/l)

Human plazmakallikrein (2,5 nmol/l) 24 18,0 0,3

Human plazmin (50 pmoi/l) 31 1,3 1,8

Szarvasmarha-kimotripszin (5 nmol/l) 0,6 0,9 0,2

Xlla-faktor >300 12 000 >300

Elasztaz >100 8 500 323

24




1 HU 226 419 B1 2

Az eredmények azt mutatjak, hogy placenta-biku-
nin (7-64.)-fragmenst kddolé aminosavszekvencia (j-
rahajtogathaté oly mddon, hogy aktiv szerinproteaz-
gatlé anyagot kapjunk, amely legaldbb négy, tripszin-

kifejtett in vitro gatlasi hatékonysagat mutatja. Ujrahaj-
togatédott placenta-bikunin (7-64.)-fragmenst olyan
proteinbdl allitottunk el6, amely a tisztitast és vjrahajto-
gatast megel6zden biztosan teljes deprotekcién ment

szer( szerinproteazzal szemben hatdsos. 5 &t. Az adatokat placenta-bikunin (102-159.) és aproti-
Az alabbi 4B. tablazat vjrahajtogatodott placenta- nin (Trasylol®) vizsgalata soran kapott gatlasi értékek-
bikunin (7-64.)-fragmens kiilénbdzd szerinproteazokra kel hasonlitottuk dssze.
4B. tablazat
Ujrahajtogatédott bikunin (7-64.) K-értékei kiilénbdz6 proteazokon vizsgalva
Proteaz (koncentracio) Bikunin (7-64.) K; Aprotinin Bikunin (102-159.)
(nmol/l) K; (nmol/l) K; (nmol/l)
Tripszin (50 pmol/l) 0,2 0.8 0.3
Human plazmakallikrein (0,2 nmol/l) 0,7 19,0 0,7
Human plazmin (50 pmol/l) 3,7 1,3 1,8
Xlia-faktor nincs adat 12 000 4 500
Xla-faktor (0,1 nmol/l) 200 288 15
Human szdveti kallikrein 2,3 0,004 0,13

Meglepetésiinkre, placenta-bikunin (7-64.) hatéko-
nyabban gatolta a human kallikreint, mint az aprotinin,
és legalabb olyan hatékonysagnak bizonyult, mint
plazmingétlé anyag. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
placenta-bikunin (7-64.) legalabb olyan hatasos in vitro
vizsgalatok szerint, mint az aprotinin, és in vivo jobb,
vagy hasonié hatékonysagu lehet.

5. példa

Placenta-bikunin (102—159.)-varians expresszidja

éleszt6ben

A placenta-bikunin (102-159.)-fragmenst (6. azono-
sitd szdmu szekvencia) szintetikus oligonukleotidok al-
kalmazasaval allitottuk el8. A végsé DNS-termék (5'-3'-
iranyban) a kovetkezoket tartalmazta: az éleszté o pa-
rosodasi faktora (,o-mating factor”) propeptidszekven-
ciajanak 15 nukleotidjat, placenta-bikunin (102-159.)-

GAA GGG GTA AGC TTG GAT AAA AGA TAT
AAC GCA GTC ACT GGG CCT TGC CGT GCA
TTT GAC GTG GAG AGG

(42. azonositd szamu szekvencia).

A kovetkezd szekvencidju, klonozast megkonnyité
BamHi-helyet és stopkodont tartalmazo, 3'-végi anti-
szensz oligonukleotidot szintetizaltuk:

CGC GGA TCC CTA CTG GCG GAA GCA GCG

AGA GCG GTA GCT GTT CTT ATT GCC CCG

GTT ATT GCA GGA GTT CCT CTC CAC GTC
(43. azonosité szamu szekvencia).

Az oligonukleotidokat 1 mmol/l EDTA-t tartalmazé,
10 mmol/l Tris-pufferben oldottuk (pH=8,0), az egyes
oligonukleotidok 12-12 pg mennyiségét elegyitettik,
és az oldat NaCl-koncentraciéjat 0,25 mol/l-re allitot-
tuk be. A hibridizalédast elésegitendd, az oligonuk-
leotidokat denaturaltuk ugy, hogy azokat 5 percig for-
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fragmenst kodolé cDNS-szekvencidval fuzionditatva,
ugy, hogy az az el6bbi szekvenciaval egyazon olvasasi
fazisba illeszkedjék, véglil ugyancsak az el6bbi olvasasi
fazisba illeszkedé stopkodont. A fenti cDNS, pS604 jel-
zésl élesztd expresszios vektorba klénozva, olyan fa-
Zids protein expresszalodasat iranyitja, amely N-termi-
nalis élesztd o parosodasi faktora propeptidet tartal-
maz, placenta-bikunin (102-159.)-fragmens altal kddolt,
58 aminosavbol allé szekvenciaval fuzionaltatva. A fenti
flzids proteint Ugy terveztiik, hogy az érési folyamaton
menjen at, az ,a-mating” faktor és a Kunitz-domén csat-
lakozasi pontjan talalhatdé KEX-2 hasitasi helyen, ami
azt eredményezi, hogy a Kunitz-domén, annak nativ
N-terminusan szabadda valik.

A kdvetkezd szekvenciaju, klonozast megkénnyitd
Hindlll-helyet tartalmazé, 5'-végi szensz oligonukleoti-
dot szintetizaltuk:

GAA GAA TAC TGC ACC GCC
TCC TTC CCA CGC TGG TAC

GAG CAT GCA GGC CTC CTC
GCA GCC TCC ATA GAT GAA
AAA GTA CCA GCG
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raltuk, majd 2 6ran at, 65 °C-rol szobahémérsékletre
hagytuk hiilni. A lépcsézetes végeken a komplemen-
ter nukleotidokat Klenow-fragmens alkalmazasaval
megszintetizaltuk, majd Hindlll- és BamHI-enzimek-
kel emésztést végeztiink. Az igy kapott, emésztett
kettds szalu fragmenst pUC19-plazmidba klénoztuk,
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és a klénozott szekvencia helyességét ellendriztiik.
A helyes szekvenciaju fragmenst tartalmazé klént
BamHI/Hindlll enzimekkel emésztettiik, hogy a biku-

GAA
AAC
TTT

GGG GTA AGC TTG GAT AAA AGA TAT

GCA GTC ACT GGG CCT TGC,CGT GCA

GAC GTG GAG AGG AAC TCC TGC AAT

TGC CGG GGC AAT AAG AAC AGC TAC CGC

CTC CGC TGC TTC CGC CAG TAG GGA TCC
(44. azonositd szamu szekvencia),

amely fragmenst ezutan gélen tisztitottunk, és
BamHI/Hindlll enzimekkel emésztett pS604-vektorba
kldnoztunk. A ligacios elegyet fenol/kloroform extrahal-
tuk, és ,S-200 minispin™-oszlopon tisztitottuk. A liga-
cios eleggyel SC101- és WHL341-éleszt6torzseket
transzformaltunk, és a transzformansokat ,ura” szelek-
cios lemezekre kioltottuk. Mindkét térzs esetében ti-
zenkét-tizenkét telepet ,ura drop out” lemezekre szél-
esztettiink. Kiiiénallé telepeket 2 ml ura-DO-taptalajba
oltottunk, és egy éjszakan at, 30 °C-on tenyésztettiink.
A sejteket 2 percig, 14 000 g mellett centrifugaltuk, és a
felilliszdkat arra nézve teszteltiik, hogy tartaimaznak-e
placenta-bikunin (102-159.)-fragmenst.

Placenta-bikunin (102—-159.)-fragmens
expresszibjanak kimutatasa transzformait
élesztSsejtekben

Elész6r a felliliszokat (vizsgalatonként 50 pl térfo-
gatu mintakat) arra nézve vizsgaltuk, hogy az 1. példa-
ban ismertetett vizsgalati eljaras szerint (1 ml reakcio-
elegyben) képesek-e tripszin in vitro aktivitasat gatolni.
Negativ kontrollként beoltatlan tapfolyadékot és aproti-
nin inaktiv varidansat expresszald élesztéklont alkal-
maztunk. Pozitiv kontrollként természetes aprotinint
expresszald élesztGklon szolgalt, és azt az Gsszeha-
sonlitas kedvéért abrazoltuk.

A placenta-bikunin (102-159.)-fragmens exp-
resszidjanak mennyiségi meghatarozasat mas maédon,
a szintetikus peptiddel szemben el6allitott poliklonalis
ellenanyagok (pAb-k) alkalmazasaval végeztiik, amely
eljaras szerint a rekombinans peptidek felhalmozéda-
sat Western-blot-lenyomatokon koévettik. Ezeket a
vizsgdlatokat csak az SC101-torzs-eredetii rekombi-
nansokkal végeztiik el, mivel ezek nagyobb gatidaktivi-
tast mutattak, mint a WHL341-t6rzsb6l szarmazo re-
kombinansok.

Poliklonalis ellenanyagokat (pAb-kat) ugy allitottunk
elé, hogy a 0. napon ,New Zeeland White” néstény
nyulakat (Hazelton Research Labs, Denver, Pa)
250 pg, tisztitott, redukalt, szintetikus placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenssel immunizaltunk, komplett
Freund-féle adjuvansban; majd a 14., 35. és 56. napo-
kon az allatokat emlékezteté oltasban részesitettiik,
125 pg fenti antigénnel, inkomplett Freund-féle adju-
vansban. Az aldbbi kisérletek soran alkalmazott anti-
szérumot a harmadik emiékeztetd oltast kévetden gyij-
tottiik, ismert eljarasok szerint. A poliklonalis ellen-
anyagokat protein-A-oszlopon tisztitottuk az antiszé-
rumbaol.

ninkodol6 fragmenst felszabaditsuk, amely a (+)-szal-
nak megfeleléen a kovetkezd szekvenciaval rendel-
kezett:

GAA GAA TAC TGC ACC GCC
TCC TTC CCA CGC TGG TAC
AAC TTC ATC TAT GGA GGC
TCT GAG GAG GCC TGC ATG
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Az SC101-élesztétérzs transzformaciojaval nyert
2.4 és 2.5 jelzésl klonokat (lasd 8. abra), valamint egy
aprotininkontrollt egy éjszakan at, 30 °C-on, 50 ml ,ura-
DO-taptalajban szaporitottuk. A sejteket Ulepitettiik,
és a fellluszot ,Centriprep-3” koncentralokésziilék
(Amicon, Beverly, MA) alkalmazasaval, 100-szor be-
koncentraltuk. Az egyes mintakat (30-30 ul) 10-20%
tricinpufferolt SDS-PAGE-géleken futtattuk (Novex,
San Diego, CA), a gyartd utasitasai szerint eljarva.
Duplikatumgélek egyikét ezistfestésre szolgalé rea-
genskészlettel elbhivtuk (Integrated Separation Sys-
tems, Nantvick, MA), masikat nitro-cellulézra vittiik at,
és a szintetikus bikunin (102-159.)-fragmenssel szem-
ben termelt, tisztitott poliklonalis ellenanyaggal hivtuk
elé. Masodik ellenanyagként kecskében termelt, alkali-
kus foszfatazzal konjugalt antinyll ellenanyagot alkal-
maztunk, a gyarto utasitasai szerint (Kirkegaard és
Perry, Gaithesburg, MD).

Placenta-bikunin (102—159.)-fragmens tisztitdsa

transzforméalt SC101-térzsbél

Egy liter (1 1), 2.4-klénnal transzformalt SC101-
térzs fermentacids tapfolyadékat centrifugalassal
(4000=g, 30 perc) dsszegydjtottik, és 1,0 ml térfogatd
anhidrokimotripszin-sepharose-osziopra vittik fel (Ta-
kara Biochemical Inc., CA), amelyet el6z6leg a kbvet-
kezd Osszetételld pufferrel ekvilibraltunk: 0,1 mol/l
NaCl, 2 mmol/l CaCl, és 0,01% (térfogat/térfogat) Tri-
ton-X-100, 50 mmol/l Hepes-pufferben (pH=7,5). Az
oszlopot a fenti pufferrel egyébként megegyezé 6ssze-
tételd, de 1,0 mol/l NaCl-ot tartalmazé pufferrel mostuk,
amig a 280 nm hullamhosszon mért fényelnyelés
(A280 nm) nulldra nem csokkent; ekkor az oszlopot
0,1 mol/l hangyasavval eludltuk (pH=2,5). Az elualt
frakcidkat elegyitettiik, és el6zbleg 0,1% TFA-val ekvi-
libralt C18-oszlopra vittik fel (Vydac, 5 um,
4,6x250 mm), majd a kotédott proteineket 50 perc
alatt, 0,1% TFA-ban 20-80% acetonitrilt tartalmazo li-
nedris gradienssel elualtuk. A placenta-bikunin
(102-159.)-fragmenst tartalmazé frakciokat elegyitet-
tik, és C18-oszlopon ismételten kromatografaltuk, de
az elualast ezuttal 0,1% TFA-ban 22,5-50% acetonitrilt
tartalmazé linearis gradienssel végeztiik.

Eredmények: A 8. abran a tripszinaktivitas szazalé-
kos gatlasat abrazoltuk, SC101- és WHL341-t6rzsek
transzformacidjaval nyert tizenkét-tizenkét klon eseté-
ben. Eredményeink szerint mind a tizenkét, tripszininhi-
bitor bikunin-(102-159.)-fragmenssel transzformalt
SC101-élesztétdrzs-eredeti kion jelentdés mennyiségti
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tripszininhibitor-aktivitasu hatéanyagot termelt, szem-
ben a két negativ kontrollal, amelyek egyike sem volt
képes gatolni a tripszint. Az aktivitas tehat azzal hozha-
t6 dsszefiiggésbe, hogy a placenta-bikunin (102-159.)-
varianssal transzformalt sejtekben specifikus gatlo-
anyag expresszalodott. A WHL341-élesztétorzs-erede-
td mintak minimalis tripszininhibitor-aktivitast tartalmaz-
tak. Ez feltehetden arra vezethet6 vissza, hogy a kisér-
letben alkalmazott feltételek mellett az emlitett térzs
lassan szaporodott.

A 9. abran SC101-élesztéklonokbol szarmazo feliil-
uszék SDS-PAGE- és Western-analizisének eredmeé-
nye lathat6. Placenta-bikunin (102-159.)-fragmenst
expresszalo, 2.4 és 2.5 jelzésii rekombinans élesztékls-
nok, valamint aprotinint expresszalo élesztGkion fellil-
uszoit tartalmazd, eziistfestéssel elShivott SDS-PAGE-
gélen korllbelll 6 kDa molekulattmegnek megfeleléen
vandorlé csik volt megfigyelhetd, amely méret megfelelt
az egyes rekombindns Kunitz-inhibitor-doménok varha-
t6 méretének. Western-analizis szerint a 2.4 és 2.5 jel-
zés( klonok altal expresszalt 6 kDa csikok reagaitak a
placenta-bikunin (102-159.)-varianssal szemben el6al-
litott poliklonalis ellenanyagokkal. Ugyanaz a 6 kDa mé-
retl csik, az aprotinin esetében, nem reagalt a fenti el-
lenanyagokkal, arra utalva, hogy az ellenanyag specifi-
kus volt a placenta-bikunin (102-159.)-variansra.

A placenta-bikunin C-terminalis doménjat tartaima-
z6 végs6 készitmény, SDS-PAGE-gél eziistfestése
szerint, nagy tisztasagu volt (10. abra). A végso keszit-
ményben a tapfolyadékban mért tripszininhibitor-aktivi-
tas 31%-at nyertiik vissza. A tisztitott inhibitor N-termi-
nalis szekvenaldsa szerint a protein 40%-a megfeleld
érési folyamaton ment at, és placenta-bikunin
(102-159.)-variansra jellemz& N-terminalis véget tartal-
mazott, mig annak kérilbeliil 60%-a tartalmazta az
élesztd a parosodasi faktora egy részét. A tisztitott ter-
mek aktiv szerinproteaz-inhibitort tartalmazott, amelyet
a plazmakallikrein in vitro gatlasa vonatkozasaban
0,35 nmol/l latszélagos Ki-érték jellemzett.

5' szensz oligonukleotid:
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Kévetkezésképp, a fermentaciés tapfolyadékban
felhalmoz6dé peptidinhibitor-aktivitas, valamint abban
a szintetikus bikunin-(102-159.)-varianssal immunoké-
miai rokonsagban allé protein jelenlétének kimutatasa,
tovabba a placenta-bikunin (102—159.)-varians izolala-
sa a transzformalt vonalak egyikébdl azt bizonyitotta,
hogy az altalunk ismertetett rekombinans élesztétér-
zsekben placenta-bikunin expresszalodott; elséként
mutattuk ki tehat, hogy éleszték alkalmazhatok placen-
ta-bikunin-fragmensek eléallitasara.

Tovabbi konstrukciokat allitottunk elé a placenta-bi-
kunin (102-159.)-variansban talalhaté Kunitz-domén
expresszids szintjének fokozasa és a megfelelé N-termi-
nalis véggel rendelkezé protein ardnyanak névelése
érdekében. Feltételeztiik, hogy placenta-bikunin
(102-159.)-varians N-termindlis aminosavai (YEEY- -)
olyan hasitasi helyet képeznek, amelyet az élesztd
a-faktor prorégidjat enzimatikus Uton eltavolito élesztd-
eredetli KEX-2 proteaz csak kevéssé ismer fel. Ezért
élesztd expressziés konstrukcidkat allitottunk elé, pla-
centaeredetld bikunin (103-159.)- (EEY N-terminalis
véggel rendelkezd), (101-159.)- (NYEEY ... N-terminalis
véggel rendelkez6) és (98-159.)- (DMFNYEEY ... N-ter-
minalis véggel rendelkez6) variansok elballitasara, hogy
a KEX-2 hasitasi helyet kériil vevd P’-alpozicidkat mé-
dositsuk. A rekombinans protein expresszidjanak foko-
zasa érdekében, egyes alabb ismertetett konstrukciok
eléallitasanal, az élesztosejtek altal eldnyben részesitett
kodonokat alkalmaztuk, az emldssejtek altal elényben
részesitett kodonok helyett. Ezeket a konstrukciokat lé-
nyegében a placenta-bikunin (102-159.)-varians
(#1 konstrukcio) elballitdsanal fent ismertetett eljaras
szerint allitottuk el8, de a kdvetkezd mddositasokkal:

A #2 konstrukcié — placenta-bikunin (103-159.)-va-
rianst élesztd kodonhasznalattal kodold szekvencia —
eléallitasara az alabbi oligonukleotidokat alkalmaztuk,
a placenta-bikunin (102-159.)-varians expresszibja
céljabdl elballitott expresszios konstrukcid (#1. konst-
rukcid) elallitdsanal mar ismertetettek szerint:

GAAGGGGTAA GCTTGGATAA AAGAGAAGAA TACTGTACTG CTAATGCTGT
TACTGGTCCA TGTAGAGCTT CTTTTCCAAG ATGGTACTTT GATGTTGAAA GA

(55. azonosité szamu szekvencia);
és 3’ antiszensz oligonukleotid:

ACTGGATCCT CATTGGCGAA AACATCTCAA CATACAGGCT TCTTCAGATC
TGTAAGAATT TTTATTACCT CTACAACCAC CGTAAATAAA ATTATTACAA

GAATTTCTTT CAACATCAAA GTACCATCT
(56. azonositd szamu szekvencia).

A #3 konstrukcié — placenta-bikunin (101-159.)-va-
rianst éleszté kodonhasznalattal kddol6é szekvencia —
eléallitasara az alabbi 5'-oligonukieotidot, és a #2.
konstrukcio el6allitasara is alkalmazott 3' antiszensz

5' szensz oligonukleotid:

oligonukleotidot alkalmaztuk, a placenta-bikunin
(102-159.)-varians expresszidja céljabdl eldallitott exp-
resszios konstrukcid (#1. konstrukcio) eléallitasanal
mar ismertetettek szerint:

GAAGGGGTAA GCTTGGATAA AAGAAATTAC GAAGAATACT GTACTGCTAA
TGCTGTTACT GGTCCATGTA GAGCTTCTTT TCCAAGATGGTACTTTGATGT

TGAAAGA
(57. azonosité szamu szekvencia).
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A #4 konstrukcié — placenta-bikunin (98-159.)-va-
rianst élesztd kodonhasznalattal kddolo szekvencia —
el6allitiésara az alabbi 5-oligonukieotidot, és a #2.
konstrukcid elallitasara alkalmazott 3' antiszensz oli-

5' szensz oligonukleotid:

gonukleotidot alkalmaztuk, a placenta-bikunin
(102-159.)-varians expresszidja céljabdl eldallitott exp-
resszids konstrukcié (#1. konstrukcio) elGallitasanal
mar ismertetettek szerint:

GAAGGGGTAA GCTTGGATAA AAGAGATATG TTTAATTACG AAGAATACTG
TACTGCTAAT GCTGTTACTG GTCCATGTAG AGCTTCTTTT CCAAGATGGT

ACTTTGATGTTGAAAGA
(58. azonositd szamu szekvencia).

A fenti cDNS-eket tartalmazé plazmidokkal
SC101 jelzésii élesztétdrzset (MATa, ura 3-52, suc 2)
transzformaltunk, és a human kodonhasznalattal kodolt
placenta-bikunin (102-159.)-varians elGallitasanal is-
mertetettek szerint a proteineket expresszaltattuk. Az
egyes élesztbkulturak korilbellGl 250 ml térfogati min-
tajat Glepitettiik, és a centrifugalassal (15 perc,

15

3000 fordulat/perc) nyert feliiluszékat 1 ml térfogatu
kallikrein-sepharose-oszlopokon, a fent ismertetettek
szerint tisztitottuk. A betdltétt minta relativ tripszininhi-
bitor-aktivitasat, a kinyert tisztitott protein mennyiségét
és a tisztitott protein N-terminalis szekvenciajat meg-
hatéroztuk, és az eredményeket az alabbi, 7. tablazat-
ban dsszegeztiik.

7. tablazat
Placenta-bikunin C-terminalis Kunitz-doménjat tartalmazé kilénbozé proteinek
termel6désének relativ szintje

Konstrukcid Relativ inhibitorkon- N-termindlis szekvenalas Megjegyzés
centracié a mintaban
mennyiség (pmol) szekvencia
#2 103-159. nem kimutathato nem kimutathato - nincs expresszio
#3 101-159. 25% gatlas nem kimutathaté - alacsony expresszi6
#4 98-159. megfeleld exp- 93% gatlas 910 DMFNYE- j6
resszios termék
#1 102-159. 82% gatlas 480 AKEEGV- aktiv, nem megfelel6
érési folyamaton at-
ment protein

Eredményeink szerint a C-terminalis Kunitz-domént
tartalmazo kilénb626 hosszusagu bikuninfragmensek,
funkcionalis szekretalddott proteint expresszald képes-
séglik vonatkozésaban nagymértéki eltéréseket mu-
tatnak. A (101-159.)- és (103-159.)-fragmenseket exp-
resszalé konstrukciok, a tisztitast megel6zéen, kis
vagy alacsony enzimatikus aktivitast eredményeztek a
feliiliszékban, és a tisztitott frakcidk 0,05 ml térfogata
mintéinak N-termindlis szekvenalasat kdvetGen inhibi-
tor nem volt kimutathatd. Ezzel szemben, placenta-bi-
kunin (102-159.)- vagy (98-159.)-fragmensek exp-
resszidja, a tisztitast megel6zben, jelentés mennyiség(i
proteazaktivitast eredményezett a feliiluszoban. Az
N-terminalis szekvenalas azonban azt mutatta, hogy a
(102-159.)-fragmens expresszidjaval nyert tisztitott
protein nagyobbrészt nem ment at megfelel6 érési fo-
lyamaton; a protein N-terminalis végének analizise
szerint a preprotein nagy része az éleszt6 ,a-mating”
faktor proszekvencidjaban talalhaté helyen hasitodott.
A placenta-bikunin (98~158.)-fragmens expresszidjaval
nyert tisztitott protein azonban teljes egészében a
megfelel6 helyen hasitédott, és korrekt N-terminalis
véggel rendelkezett. Tovabba a placentaeredetii biku-
nin (102-159.)-fragmens termel6déséhez képest kbzel
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kétszer annyi proteint nyertiink. A placenta-bikunin
(98-159.)-fragmens tehat elényds hosszisagu, a pla-
centa-bikunin C-terminalis Kunitz-doménjanak, S. ce-
revisiae-sejtek ,o-mating”-faktor pre-pro-szekven-
cia/lKEX-2 érési rendszerével térténd eldallitasahoz.

6. példa

Tovabbi eljarésok élesztéexpressziéra

Az R74593-klén transzlacios termékébdl szarmazé
58 aminosav hosszUsagu peptidet kodolé szekvencia
PCR-eljarassal is amplifikalhato, a TA-vektorba™ (Invit-
rogen, San Diego, CA) kiénozott R87894-R74593 PCR-
termék alapjan, DNS-szekvenalast kdvetéen; vagy hu-
man placenta ¢cDNS alapjan. Az amplifikalt DNS-termék
a kovetkezbket tartalmazza: az éleszté ,a-mating™-faktor
vezetdszekvencidjanak 19 nukleotidjat, az YEEY-CFRQ
(58 aminosavbdl allé) szekvenciat kédold R74593-szek-
venciaval oly médon fuzionaltatva, hogy a transzlaciés
termék megfeleld olvasasi fazisba illeszkedjék, mialtal
(élesztd ,a-mating”-faktor)/(Kunitz-domén) fuziés pro-
teint kapunk. A proteinszekvencia, az emlitetteken felil,
kex-2 hasitasi helyet is tartalmaz, amely biztositja, hogy
a Kunitz-domén, annak nativ N-termindlis végén valjon
szabadda.
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A klonozast megkdnnyité Hindlli-helyet tartalmazo
5' szensz oligonukleotid az alabbi szekvenciaval ren-
delkezett:

GCCAAGCTTG GATAAAAGAT ATGAAGAAT ACTGCACCGC CAACGCA

(30. azonositdé szamu szekvencia).

A 3 antiszensz oligonukleotid klénozast meg-
kénnyité BamHi-helyet, valamint stopkodont tartalma-
zott, és az alabbi szekvenciaval rendelkezett:

10

GGGGATCCTC ACTGCTGGCG GAAGCAGCGG AGCAT

(31. azonositd szamu szekvencia).

Az élesztd expresszios vektorba klonozandg,
206 nukleotidbol allo teljes hosszusagu cDNS-szek-
vencia a kovetkezd szekvenciaval rendelkezett:

15

GCCAAGCTTGG ATAAAAGATA TGAAGAATAC TGCACCGCCA ACGCAGTCAC
TGGGCCTTGC CGTGCATCCT TCCCACGCTG GTACTTTGAC GTGGAGAGGA
ACTCCTGCAA TAACTTCATC TATGGAGGCT GCCGGGGCAA TAAGAACAGC
TACCGCTCTG AGGAGGCCTG CATGCTCCGC TGCTTCCGCC AGCAGTGAGG

ATCCCC
(32. azonosito szamu szekvencia).

PCR-amplifikaciét kévetéen a fenti DNS-t Hindlll-
és BamHI-enzimekkel emésztettiik, és pMT15 jelzés(
élesztd expresszidés vektorba klonoztuk (lasd az
5 164 482 szamt amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirast), amelyet el6z8leg ugyancsak Hindlll- és
BamHI-enzimekkel emésztettiink. Az igy kapott plaz-
midvektorral SC106 jelzéslG éleszt6torzset transzfor-
maltunk, az 5 164 482 szam( amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirasban ismertetettek szerint. Az
URAZ3+ élesztétranszformansokat izolaltuk, és indukalo
korlilmények mellett tenyésztettiik. A placenta-bikunin-
variansok termelédésének hatasfokat az idé folyaman
a tenyészetek felliluszoiban felhalmozodott tripszininhi-
bitor-aktivitds mennyisége alapjan hataroztuk meg, a
fent ismertetett in vitro vizsgalati eljarassal. A fermenta-
cios tapfolyadékokat 30 percig, 9000 fordulat/perc mel-
lett centrifugaltuk. Ezt kdvetSen a feliiluszokat 0,4,
majd 0,2 pm pérusatmeérgji filteren atszartik, 7,5 ms
vezet6képesseégre higitottuk, és az oldatok pH-jat cit-
romsavval 3-as értékre allitottuk be.

Ezutan a mintakat tételenként 200 ml ,S-sepharose
fast-flow" (Pharmacia) gélre abszorbedltattuk,
50 mmol/l natrium-citratban (pH=3), majd 60 percig ke-
vertik. Ezt kévetSen a gélt 2-2 |, alabbi 6sszetétell ol-
dattal mostuk: 50 mmol/l natrium-citrat (pH=3);
50 mmol/l Tris-HCI (pH=9,0); 20 mmol/l HEPES
(pH=6,0). A mosoft gélt megfelelé oszlopba toltottiik,
és 20 mmol/l HEPES-pufferben (pH=6,0) 0—1 mol/l nat-
rium-kloridot tartalmazé linearis gradienssel elualtuk.
Az in vitro teszt szerint tripszininhibitor-aktivitast tartal-
mazd elualt frakcidkat elegyitettlik, és tovabb tisztitot-
tuk: a) immobilizalt anhidrotripszint tartalmazé oszlo-
pon veégzett kromatografalassal (lényegében a 2. pél-
daban ismertetettek szerint); b) immobilizalt szarvas-
marha-kallikreint tartalmazé oszlopon végzett kromato-
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grafalassal; vagy c) szokasos kromatografias lépések,
példaul gélsziirés és/vagy anioncsereldé kromatografia
kombinacidjaval.

7. példa

Nativ, humén placenta-bikunin izolélasa

placentabdl, és annak jellemzése

Bikuninproteint teljes fagyasztott placentabodl tiszti-
tottunk, latszolag telies homogenitasig (Analytical Bio-
logical Services, Inc. Wilmington, DE). A placentat
(740 gm) szobahémérsékleten felolvasztottuk,
0,5-1,0 cm darabokra vagtuk, jégre tettiik, és 600 ml
PBS-pufferrel mostuk. A feliiliszot ledntottiik, és
240 ml placentadarabot Waring-homogenizatorba vit-
tlink at. Miutan ehhez 300 ml, 0,1 mol/l NaCl-tartalmu
0,1 mol/l Tris-puffert adtunk (pH=8,0), az elegyet 2 per-
cig, nagy sebességgel homogenizaltuk, a feliiliszot
750,0 ml centrifugacsdvekbe ledntéttiik, és jégre tettiik.
A fenti eljarast addig ismételtiik, amig a teljes anyagot
fel nem dolgoztuk. Az elegyitett szuszpenziét 60 per-
cig, 4 °C-on, 4400xg mellett centrifugaltuk. A feliiliszot
gézen atszlirtlik, és a placenta-bikunint kallikrein affini-
tasos oszlopon tisztitottuk, amelyet tgy allitottunk elg,
hogy 70 mg szarvasmarha hasnyalmirigy kallikreint
(Bayer AG), kovalens mddon, 5,0 ml CNBr-aktivait
Sepharose-hoz (Pharmacia) kétottiink, a gyarté utasi-
tasai szerint eljarva. Az anyagot 2,0 ml/perc atfolyasi
sebesség mellett az affinitasos oszlopra felvittlik;
0,1 mol/l Tris (pH=8,0), 0,1 mol/l NaCl dsszetételli puf-
ferrel mostuk, amig a moséfolyadékban, 280 nm hul-
lamhosszon fényelnyelés mar nem volt kimutathatd.
Ezutan az oszlopot 0,1 mol/l Tris (pH=8,0), 0,5 molll
NaCl dsszetétel(i pufferrel tovabb mostuk, majd az osz-
loptérfogat haromszorosanak megfelelé térfogatu,
0,2 mol/l ecetsavval (pH=4,0) eludituk. A kallikrein- és
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tripszininhibitor-aktivitast tartalmazé frakciokat (lasd az
alabbiakban) elegyitettiik, fagyasztottuk és liofilizaltuk.
A placenta-bikunint gélszlré kromatografiaval, ,Beck-
man System Gold” HPLC-rendszerhez csatlakoztatott
+Superdex-75 10/30"-o0szlopon (Pharmacia) tovabb
tisztitottuk. Réviden, az oszlopot 0,1 mol/l Tris,
0,15 mol/l NaCl és 0,1% Triton-X-100 Osszetételii puf-
ferrel, 0,5 mi/perc atfolyasi sebesség mellett ekvilibral-
tuk. A liofilizalt mintat 1,0 ml, 0,1 mol/l Tris-pufferben
(pH=8,0) felvettiik, és 200 pl térfogati mintakban a gél-
sziir6 oszlopra injektaltuk. Frakcidkat (0,5 ml) gydijtot-
tlink, és azokat tripszin- és kallikreininhibitor-aktivitasra
nézve teszteltiik. Az aktiv frakcidkat elegyitettik, és az
oldat pH-jat TFA hozzaadasaval 2,5-re allitottuk be. Az
anyagot kdzvetleniil ,\Vydac-C18” reverz fazisu oszlop-
ra vittlk fel (5 mikron, 0,46x25 cm), amelyet el6z6leg,
0,1% TFA-ban 20% acetonitrilt tartalmazé oldattal ekvi-
libraltunk. A szétvalasztast 0,1% TFA-ban 20-80%
acetonitrilt tartalmazé linearis gradienssel végeztik,
1,0 ml atfolyasi sebesség mellett, 50 perc alatt, miutan
el6zbleg az oszlopot 20 percig, 0,1% TFA-ban 20%
acetonitrilt tartalmazé oldattal mostuk. Frakciokat
(1 ml) gydijtéttiink, és azokat tripszin- és kallikreininhibi-
tor-aktivitdsra nézve teszteltiik. A gatiéaktivitasu frak-
cidkat ,speed-vac” koncentraldkésziilékkel (Savant)
koncentraltuk, és N-terminalis szekvenciaanalizisnek
vetettiik ala.

Funkcionélis tesztek placenta-bikunin jellemzésére

Funkcionalis placenta-bikunint, annak szarvasmar-
hatripszint és human plazmakallikreint gatlé képessé-
ge alapjan azonositottunk. A tripszininhibitor-aktivitast
szobahdémeérsékleten, 96 lyuki mikrotitralélemezeken
(Perkin—Elmer) hataroztuk meg, Gly-Pro-Lys-Amino-
metil-kumarin-szubsztrat (GPK-AMC) alkalmazasaval,
az alabbi Osszetételli pufferben: 50 mmol/l Hepes
(pH=7,5); 0,1 moll NaCl; 2,0 mmol/l CaCl,; 0,1% Tri-
ton-X-100. A tripszin hatasara keletkezé kumarin
mennyiségét a fluoreszcencia mérésével hataroztuk
meg {excitaciéo=370 nm, emisszi6=432 nm), lemezleol-
vasoval felszerelt ,Perkin—Elmer-LS-50B"-fluoriméter-
ben. Tripszint (23 pg, 100 pl pufferben) 20 ul vizsgalan-
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do mintaval elegyitettiink, és 10 percig, 25 °C-on inku-
baltunk. A reakciot 50 pl, tesztpufferben oldott
(33 umol/l végkoncentracidju) GPK-AMC-szubsztrat
hozzaadasaval inditottuk meg. Mértiik a fluoreszcencia
intenzitasat, és az egyes frakcidk %-ban kifejezett gat-
I6aktivitasat az alabbi képlet szerint szamitottuk ki:
% gatlas=100x[1-Fo/F1];

ahol Fo az ismeretien minta fluoreszcencidja, F1 a
csak tripszint tartalmazoé kontroll fluoreszcencisja.
A frakciok kallikreininhibitor-aktivitasat hasonlé médon
allapitottuk meg, tesztpufferben [50 mmol/l Tris
(pH=8,0); 50 mmol/l NaCl; 0,1% Triton-X-100] oldott
7,0 nmol/l kallikrein és 66 pumol/ll Pro-Phe-Arg-AMC-
szubsztrat alkalmazasaval.

Placenta-bikunin in vitro specifitasénak

meghatarozasa

A nativ, human placenta-bikunin in vitro specifitasat
a fenti példakban ismertetett anyagok és médszerek al-
kalmazasaval hataroztuk meg. A placenta-bikunin
mennyiségét aktivhely-titrdlassal hataroztuk meg, is-
mert koncentracioju tripszinnel szemben; a nem kéto-
dott tripszinfrakci6 meghatarozasara GPK-AMC-
szubsztratot alkalmaztunk.

Proteinszekvenélas

Az 1 ml frakciét (C18-29-Delaria) ,Speed-Vac"-ké-
sziilékben 300 pl térfogatra csékkentettiik, a szerves
oldészer mennyiségének csokkentése céljabol. Ezt ko-
vetéen a mintat ,Hewlett-Packard” miniatlr bifazisos
reakcidoszlopra vittik fel, és azt 1 ml, 2%-os trifluor-
ecetsavval mostuk. A mintat ,Hewlett-Packard”
G1005A tipusu proteinszekvenalé rendszerrel, Edman-
degradacios eljarassal szekvenaltuk. A 3,0 valtozatu
szekvenalGeljaras és valamennyi reagens a ,Hewlett-
Packard" cégtdl szarmazott. A szekvenalast 50 ciklu-
son at végeztik.

Eredményeink: Placenta-bikunint tisztitottunk, lat-
szoélag homogenitasig, kallikrein affinitdsos kromato-
grafia, gélsz(rés és reverz fazisi kromatografia egy-
mast kdvetben torténé alkalmazasaval (lasd az egyes
tisztitasi Iépéseket 6sszegz6 aldbbi tablazatot).

5. tablazat
Nativ placenta-bikunin (1-179.) tisztitasa

Tisztitasi lépés Térfogat (ml) 0D280 (/ml) 0D280 Egységek@ (U) Egysé-
gek/OD280
Placenta felGluszo 1800,0 417 75 060 3 000 000 40,0
Kallikrein affinitdsos kromato- 20,0 0,17 3,36 16 000 4 880
grafia (pH=4,0)
Kallikrein affinitdsos kromato- 10,2 0,45 4,56 12 000 2630
gréfia (pH=1,7)
Superdex-75 15,0 0,0085 0,13 3191 24 546

a: Egy egységnek tekintettiik azt a mennyiséget, amely standard vizsgalati eljarasban a tripszinaktivitas 50%-at gatolta.

A kallikrein- és tripszininhibitor-aktivitas nagyobb

oszloprél. Az ezt kévetben végzett gélsziré kromato-

része pH=4,0 mellett elualédott a kallikrein affinitasos 60 grafia szerint (lasd 5. abra) a kallikrein- és tripszininhi-
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bitor-aktivitasu cstcs 10—40 kDa molekulatomeg kozé
esett, a fentivel azonos koriilmények mellett futtatott
molekulatdmeg-standardok alapjan szerkesztett stan-
dardgérbe alapjan. A reverz fazisu C18-kromatografia
(6. abra) 4 gatl6aktivitasi csicsot eredményezett, ezek
kozil a leghatékonyabb korilbelll 30% acetonitrilkon-
centracional elualodott. A C18-oszloprol elualédé elsé
csuccsal (29. frakcidval) kapcsolatos aktivitas amino-
savszekvencidja a placenta-bikunin kdvetkeztetett ami-
nosavszekvenciajanak 1. aminosavaval kezdédott
(ADRER...; 1. azonositd szamu szekvencia), és meg-
egyezett az 50 cikluson at végzett szekvenalas alapjan
megjosolt szekvenciaval (lasd a 3. abran alahuzott
aminosavakat). A fenti szekvenciaszegmensben talal-
hato ciszteinek, az oxidalt protein szekvenalasa alap-
jan varhatd eredménynek megfelelen, nem voltak ki-
mutathatéak. Az érett placenta-bikunin 11. és 20. ami-
nosavpozicidiban talalhato ciszteineket a késGbbiek-
ben azonositottuk, az S-piridiletilezett protein szekve-
nalasaval, amikor is a 11. és 20. ciklusokban PTH-piri-
dil-etil-ciszteint nyertiink.

Erdekes modon, a szekvencia 30. aminosavpozi-
cidjaban talalhato aszparagin ,néma” volt (3. abra), ami
arra utal, hogy ez a hely feltehetden glikozilezett. A 29.
frakci6é egy nagy mennyiségben eléfordulé szekvenciat
eredményezett, amely placenta-bikunin szekvenciaja-
nak felelt meg, az #1 aminosavtél kezdédben (27 pmol
az 1. ciklusban), valamint egy kisebb mennyiségben
eléforduld szekvenciat (2 pmol), amely szintén placen-
ta-bikuninbdl szarmazott, de a 6. aminosavval kezddé-
dott (SHID...). A fentiek szerint a 29. frakciéban talal-
hato szekvenalt végsd keészitmény nagy fokban tiszta
volt, és a termék nagy valdszin(iségge! felelossé tehetd
az emlitett frakcioval kapcsolatos proteazinhibitor-akti-
vitasért (6. abra).

A C18-kromatografiaval nyert végs6 placenta-biku-
nin-készitmeény nagy tisztasagu volt, eziistfestéssel
megfestett SDS-PAGE-analizis alapjan (7. abra), ahol
a protein 24 kDa latszélagos és molekulatbmegnek
megfeleléen vandorolt, az alabbi molekulatdmeg-stan-
dardokkal kalibralt 10-20%-os akrilamid-tricin-gélen
(Novex, San Diego, CA): inzulin (2,9 kDa); szarvasmar-
hatripszin-inhibitor (5,8 kDa); lizozim (14,7 kDa); B-lak-
toglobulin (18,4 kDa); szénsavanhidrataz (29 kDa); és
ovalbumin (43 kDa). A placenta-bikunin SDS-PAGE
alapjan meghatarozott mérete megfelel a protein teljes
hosszlsagu koédoldszekvencia alapjan kdvetkeztetett
méretének (4F. abra).

Az N-terminalis szekvenalassal kapott, fent ismer-
tetett eredményekkel dsszhangban a tisztitott protein
reagalt placenta-bikunin (7-64.)-fragmenssel szemben
elGallitott ellenanyagokkal, aho! az ezistfestéssel el6-
hivott géleken kimutatott tisztitott készitmény adta
csikkal (7. abra) megegyezd molekulatomegid csikot
eredményezett (12A. abra). Amikor azonban ugyanezt
a készitményt szintetikus placenta-bikunin (102-159.)-
varianssal szemben termelt ellenanyagokkal reagaltat-
tuk, a teljes hosszusagu proteinnek megfeleld csik nem
volt megfigyelhetd. Ehelyett szintetikus placenta-biku-
nin (102-159.)-varianssal egy(tt vandorlo, korilbelil
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6 kDa méretd csik volt észlelhetd. A fenti eredmények
legkézenfekvébb magyardzata szerint a tisztitott ke-
szitmény a tisztitast kévetden degraddlodott, az N-ter-
minalis domént tartalmazé N-terminalis fragmenst és a
C-termindlis domént tartalmazé C-terminalis fragmenst
eredményezve. Feltételezve, hogy a placenta-bikunin
(7-64.)-fragmenssel szemben eléallitott ellenanyagok-
kal reagalé fragmensbdl hianyzik a teljes hosszusagu
protein C-terminalis vége, a fragmens mérete (24 kDa)
nagyfoku glikozilezédésre utal.

A 6. tablazatban placenta-bikunin kiilénb6z6 szerin-
protedzokat in vitro gatlo képességére vonatkozé ada-
tokat dsszegeztiink. Az adatokat aprotininnal (Trasy-
[0l®) kapott eredményekkel hasonlitottuk dssze.

6. tablazat
Placenta-bikunin, kiildnb6z6 proteazokat gatié
képességeére vonatkozd K-értékek

Proteaz Placenta-biku- Aprotinin K;
(koncentracid) nin K; (nmol/1) (nmol/l)
Tripszin 0,13 0.8
(48,5 pmolfl)
Human plazmin 1,9 1,3
(50 pmolfl)

A fenti eredmények szerint természetes forrasbol
(human placentabol) izolalt placenta-bikunin hatéko-
nyan gatolja a tripszinszerd szerinproteazokat.

8. példa

Placenta-bikunin expressziés mintéja kiilénbézé

human szervekben és szévetekben

Northern-vizsgélatra alkalmas szdveti RNS-eket a
Clontech cégtdl szereztiink be; az egyes lenyomatok
2-2 pg, human szivbél, agybdl, placentabdl, tidébdl,
majbol, vazizombol, vesébdl és hasnyalmirigybél szar-
mazoé poliA-RNS-t tartalmaztak. Két kiilénbdzé cDNS-
probat alkalmaztunk: 1. placenta-bikunin (102-159.)-
fragmenst kédolo, géltisztitott cDNS-t; 2. a TA-klénbol
EcoRl-enzim-emésztéssel felszabaditott és gélen tisz-
titott, 780 bazisparboél all6 PCR-eredeti cDNS-t
(4E. &bra). Mindegyik prébat 32P-dCTP-vel, véletlen-
szeri lancindité oligonukleotidok alkalmazasan alapulé
jeldlé reagenskészlettel (Boehringer Mannheim Bio-
chemicals, Indiana) jeldltilk, majd a sztveti Norteher-
lenyomatokkal hibridizaltattuk, a gyarté utasitasai sze-
rint eljarva. Autoradiogramokat allitottunk eld, Biomax-
filmek, és 18 dras expozicios id6 alkalmazasaval, majd
a filmeket ,Umax Scanner” készillekkel eléhivtuk, és
~Adope Photoshop” alkalmazasaval pasztaztuk.

Eredmeényeink: A placenta-bikunin (102-159.)-pro-
ba (11A. abra) és egy, a placenta-bikunin mindkét Ku-
nitz-doménjat tartalmazé nagyobb meéretli préba
(11B. abra) alkalmazasaval kapott szbveti expresszios
minta lényegében a varakozasnak megfelel6en alakult.
A placenta-bikunin-mRNS legnagyobb mennyiségben
a placentaban és a hasnyalmirigyben fordult elé. To-
vabba jelentds mennyiségi ilyen mRNS-t mutattunk ki
a tiid8ben, agyban és vesében, mig alacsonyabb szin-
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teket észleltiink a szivben és a majban; ez az mRNS
nem volt kimutathaté a vazizomban. A transzkriptum
mérete mindegyik esetben 1,95 kilobazis volt, ami igen
kdzel all a placenta-bikunin, atfedé EST-k analizise, és
a teljes hossziisagl cDNS klonozasa alapjan, fent is-
mertetettek szerint kdvetkeztetett méretéhez.

Az mRNS széles kér( el6fordulasa kiilonb6zd szo-
vetekben arra utal, hogy a placenta-bikunin szamos
szdvetben expresszalddik. Mivel a protein vezetdszek-
venciat is tartalmaz, annak szamos lehet6sége van a
human immunrendszerrel térténd talalkozasra, ami fel-
tételezi, hogy az immunrendszer azt sajat proteinként
ismeri fel. A placenta-bikunin-mRNS-expresszio széles
kér(i széveti elterjedtségére utal tovabba, hogy tdbb,
placenta-bikuninnal homolégiat mutaté EST-szekven-
cia (4B. abra) human felnétt és gyermek agybol, hu-
man retinabdl, emlébél, petefészekbdl, szaglohambol
és placentabol szarmazott. Kovetkezéskepp, a nativ
human protein beadasa human betegeknek, kevéssé
valdszer(, hogy immunvalaszt valtana ki.

Erdekes mddon, a placenta-bikunin expresszios
mintaja bizonyos mértékben emlékeztet a szarvasmar-
ha-aprotininéra, amely nagy mennyiségben talalhaté
szarvasmarhatiidében és -hasnyalmirigyben. A placen-
ta-bikunin expressziés mintajanak tovabbi vizsgalata
céljabol RT-PCR-t végeztiink, a kévetkezd human sej-
tekbdl szarmazo Ossz-RNS alkalmazasaval: nem sti-
mulalt human koéldékzsinérvéna endothelsejtek (,Hu-
man Umbilical Vein Endothelial Cells”; HUVEC-sejtek);
HK-2-sejtek (vese proximalis tubulusbdl szarmazé sejt-
vonal); TF-1-sejtek (eritroleukémia vonal); és forbo-
lészter- (PMA-) stimulalt, human periférias vér eredeti
leukocitak. Egy 600 bazisparbdl allo, placenta-bikunin
kédolé cDNS-fragmens amplifikalasara a kévetkezd
probakat terveztiik:

CACCTGATCGCGAGACCCC (szensz; 59. azonosito
szamu szekvencia);

57— CGC GTC TCG GCT GAC CTG GCC CIG
(61. azonositéd szamu szekvencia).

Hasonlé moédon, a cDNS 3’-végén stopkodont
(TAG) és Bglli/Xmal helyet hoztunk létre, a kbvetkez6
szekvenciaju oligonukleotid alkalmazasaval:

5= CTG CCC CTT GGC TCA AAG TAG GAA
- GCG GGG CTG 3’
(62. azonositd szamu szekvencia).

A stopkodon a placenta-bikunin kédolé szekvencia-
val egyazon olvasasi fazisba illeszkedett, és terminaciot
idézett el6, a 170. poziciéban talalhaté lizin-aminosavat
kozvetlentil kovetben, ezaltal a szekvencia a feltétele-
zett transzmembrandomént nem tartalmazod, csonka
placenta-bikunin-fragmenst kodolt. A Pstl- és Bglil-
emésztéssel nyert terméket izolaltuk, és BacPac8-vek-
torba klénoztuk, hogy a mindkét Kunitz-domént tartal-
mazo, de a feltételezett transzmembranszegmenstdl
kozvetlendl N-termindlisan csonkitott placentaeredetii
bikunin (1-170.)-fragmenst expresszaltassuk.
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CTGGCGGAAGCAGCGGAGCATGC (antiszensz; 60.
azonositd szamu szekvencia).

Az dsszehasonlitast ugy normalizaltuk, hogy a ki-
sérletbe egy 800 bazisparbol allé aktinfragmens ampli-
fikaciojat eredményezd, aktinlancindité oligonukleoti-
dokat is beiktattunk. Mig az agarézgéleken etidium-
bromiddal azonositott 800 bazispar nagysagi frag-
mens egyforma intenzitasi volt valamennyi savban, a
600 bazispar nagysagu placenta-bikunin-fragmens
hianyzott a HUVEC-sejteknek megfelelé savbdl, de je-
lentds mennyiségben jelen volt valamennyi egyéb sav-
ban. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a placenta-
bikunin legalabb bizonyos endothelsejtekben nem exp-
resszalddik, de bizonyos leukocitapopulacickban exp-
resszalodik.

9. példa

Baculovirus/Sf9 expressziés rendszerbdl nyert,

nagy tisztasagu placenta-bikunin (1-170.)-

fragmens tisztitésa és jellemzése

Mindkét Kunitz-domént tartalmazé, nagyméreti
placenta-bikunin-fragmenst [placenta-bikunin (1-170.)]
Sfo9-sejtekben expresszaltattunk, az alabbiak szerint.
PCR-eljarassal nyert, TA-vektorba ki6nozott (lasd a
megel6z6 példakban) placenta-bikunin-cDNS-t
(4E. abra) Hindlll- és Xbal-enzimekkel torténd emész-
téssel felszabaditottunk, mialtal 5'-végi Xbal- és 3'-végi
Hindlll-helyekkel hatarolt fragmenst nyertink. Ezt a
fragmenst gélen tisztitottuk, majd M13mp19-vektorba
klénoztuk (New England Biolabs, Beverly, MA). In vitro
mutagenezissel [Kunkel T. A.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 488 (1985)] Pstl-helyet hoztunk létre az §'-veé-
gen, az Xbal-helytdl 3-iranyban, de az ATG-starthe-
lyet, az eredeti placenta-bikunin szignalpeptidet és az
érett placenta-bikunin kédolészekvenciat kodolo szek-
venciatol 5'-iranyban. A mutacio létrehozasara az alab-
bi oligonukleotidot alkalmaztuk:

CAG ATG GCG CAC GTG TGC GGC - 3’

GAT CTT CCC CCC GGG GGG GTG GTT CTG
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A bikunin expresszitja Sf9-rovarsejtekben 1:1 fertg-
zési tobbszords mellett volt optimalis, amennyiben a
tapfolyadékot a fertézést kdvetden 72 draval gydijtottik
Ossze. A tapfolyadékgydjtést kdvetben a baculovirus-
fert6zott sejttenyészet felliliszo (2 1) pH-jat, Tris-HCI
puffer hozzaadasaval 8,0-es értékre allitottuk be. Bi-
kunint kromatografiaval tisztitottunk, 5 ml térfogatu
szarvasmarha hasnyalmirigy kallikrein affinitdsos osz-
lop alkalmazasaval, a 7. példaban, a nativ placenta-bi-
kunin placentabdl térténd tisztitdsanal mar ismertetet-
tek szerint. Az elualt anyag pH-jat TFA hozzaadasaval
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2,5-es értékre allitottuk be, és 0,1% TFA-ban 10% ace-
tonitrilt tartalmazd oldattal, 1 ml/perc atfolyasi sebes-
ség mellett ekvilibralt C18 reverz fazisi oszlopon
(1,025 cm) kromatografaltuk. A bikunint 40 perc alatt,

CaCly; 0,1% Triton-X-100, és felhasznalasig

—20 °C-on taroltuk. A rekombinans bikunin koncentra-

ciojat aminosavanalizissel hataroztuk meg.
Eredményeink: Rekombinans bikunint baculovi-

0,1% TFA-ban 10-80% acetonitrilt tartalmazo linearis 5 rusfert6z6tt sejttenyészet felliliszdjabd! tisztitottunk,
gradienssel elualtuk. Az aktiv frakcidkat elegyitettiik, az alabbi, 2 Iépésbdl allo tisztitasi eljarassal, mialtal
liofilizaltuk, az alabbi Gsszetételli pufferben feloldottuk: aktiv tripszininhibitort nyertiink (lasd az alabbi, 8. tab-
50 mmol/l Hepes (pH=7,5); 0,1 mol/l NaCl; 2,0 mmol/l lazatot).
8. tablazat
Rekombinans bikunin tisztitdsa transzformalt sejttenyészet feliiliszojabol
Tisztitasi lépés Térfogat (ml) 0D280/ml 0OD280 6ssz Egységek (U) | Specifikus akti-
vitas (U/OD)

Fellilusz6 2300,0 9,0 20 700 6 150 000 297

Kallikrein affinitdsos kromato- 23,0 0,12 2,76 40 700 14 746

grafia

C18 reverz fazisu kromatogréfia 0,4 3,84 1,54 11111 72 150

A nyers kiindulasi anyag kromatografalasa immobi-
lizalt szarvasmarha hasnyalmirigy kallikreint tartalmazé
affinitdsos oszlopon, a protein 0,013%-anak és a jelen
Iévé tripszininhibitor-aktivitas 0,67%-anak szelektiv izo-
lalasat eredményezte. A kiindulasi anyagban jelen 1évé
tripszininhibitor-aktivitas nagy része immobilizalt kallik-
reinhez nem ko6t6dott, €s nem volt kapcsolatos bikunin-
nal (az erre vonatkoz6 adatokat nem tiintettik fel). Az
ezt kdvetben végzett C18 reverz fazisti kromatografia
tovabbi 6tszoros tisztitast eredményezett, 0,2%-os ki-
nyerési hatasfokkal. A végsé készitmény SDS-PAGE-
eljaras szerint nagy tisztasagu volt (13. abra), 21,3 kDa
molekulatdmeg(inek bizonyult, €s immunoblotton, anti-
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placenta-bikunin (102-159.)-fragmenssel szemben
nyulban termelt ellenanyagokkal reagalt (az erre vonat-
kozo adatokat nem tiintettiik fel). N-termindlis szekve-
nalas (26 ciklus) az érett placenta-bikunin varhaté
szekvenciajanak megfelel6, az +1. aminosavval kezd§-
do szekvenciat eredményezett (ADRER...) (4F. abra),
jelezve, hogy az Sf9-sejtekben a szignalpeptid korrekt
maodon lehasitodott.

Az Sf9-sejtekbll nyert tisztitott placenta-bikunint
(100 pmol) piridil-etil-alkileztiilk, CnBr-emésztettiik,
majd a kapott fragmensek izolalasa nélkil szekvenal-
tuk. A 20 cikluson at végzett szekvenalas a kévetkezd
N-terminusokat eredményezte:

Szekvencia Mennyiség Placenta-bikunin- Szekvencia-azonositdszam
aminosavak #
LRCFrQQEN PP-PLG- - -~ 21 pmol 154-168. 63. azonositd szamu szekvencia
ADRERSIHD FCLVSKWVG RC 20 pmol 1-20. 64. azonosité szamu szekvencia
FNYeEYCTA NAVTGPCRA SF 16 pmol 100-119. 65. azonosité szamu szekvencia
Pr-Y-V-dGS-Q-F-Y-G 6 pmol 25-43. 66. azonositd szamu szekvencia

Mind a négy vart fragmensnek megfelelé N-termi-
nust megkaptuk tehat. Ez azt bizonyitja, hogy az Sf9-
sejtekben expresszalt protein tartalmazza a placenta-
bikunin (1-170.)-fragmens teljes ektodoménszekven-
ciajat. Emésztetlen placenta-bikunin (1-170.)-frag-
mens egy tovabbi mintajanak N-terminalis szekvenala-
sa (50 cikluson at) olyan aminosavszekvenciat ered-
ményezett, amely a 30. ciklusban nem tartalmazott
PTH-aminosavat (ebben a pozicioban PTH-aszpara-
gint vartunk). Hasonldé eredményre jutottunk a human
placentabdl szarmaz6 természetes protein szekvenala-
sakor (7. példa); ennek magyarazata feltehetéen az,
hogy a fenti aminosav glikozilezett formaban van,
amint azt a fenti aszparagin-aminosavat kéril vevé
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fenti régidban talalhatd cisztein-aminosavak ugyan-
csak ,némak”, Osszefliggésben azzal, hogy azok di-
szulfidhidak képzésében vesznek részt.

10. példa

Sf9-sejtekbdl szarmazé tisztitott placenta-bikunin

gatloképességének specifitasa

A rekombinans bikunin in vitro specifitasat a 3., 4.
és 7. példaban ismertetett anyagok és mddszerek al-
kalmazasaval hataroztuk meg. Ezenfelill a bikunin hu-
man szdveti kallikreint gatlé képességét tigy hataroztuk
meg, hogy 0,35 nmol/l human szdveti kallikreint és re-
kombinéns bikunint az alabbi dsszetétell pufferben in-
kubaltunk: 50 mmol/l Tris (pH=9,0); 50 mmol/l NaCl; és

aminosavszekvencia alapjan megjosoltuk. Tovabba a 60 0,01% Triton-X—100. Ot (5) percig, 37 °C-on végzett in-
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kubalast kdvetéen az elegyhez 5 ul, 2 mmol/l PFR-
AMC-szubsztratot adtunk, és a fluoreszcencia valtoza-
sat kdvettiik.

Meghataroztuk tovabba a széveti plazminogénakti-

natrium-azidot tartalmazo, 28 mmol/l koncentracioja
Tris-pufferben (pH=8,5) a kovetkezd kiindulasi kon-
centraciéju dsszetevbket tartalmazta: tPA (7,5 nmolfl),
inhibitor: 0-6,6 umol/l; Dlie-Lpro-Larg-p-Nitro-anilin

vator- (tPA-) gatlo aktivitast, az alabbiak szerint: tPA-t 5§ (1 mmol/l). A p-Nitro-anilin-képzédést 405 nm-en mért
(human melanoma-sejttenyészetbdl szarmazo egysza- féenyelnyelés (A405 nm) alapjan hataroztuk meg,
b forma; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 2 éran 37 °C-on, 2 6ran at végzett inkubaciot kdvetden.

at, szobahdmérsékleten, inhibitorral el6inkubaltunk, Az alabbi tablazatban a rekombinans bikunin in vit-
150 mmol/l NaCl-ot és 0,02% natrium-azidot tartalma- ro gatloképességét jellemzd eredményeket &sszegez-
z6 20 mmol/l Tris-pufferben (pH=7,2). A reakcidkat ez- 10 tiik, kiilénb628 szerinproteaz-inhibitorok vonatkozasa-
utan ugy inditottuk meg, hogy az elegyet olyan reakci6- ban. Az adatokat rekombinans bikunin vagy aprotinin
rendszerbe vittiik at, amely 0,004% (térfogat/térfogat) alkalmazasaval meghatarozott gatioképesség Ossze-
Triton-X~100-detergenst és 0,005% (térfogat/térfogat) hasonlitasaval tintettiik fel.

9. tablazat

Rekombinans placenta-bikunin (1-170.) és aprotinin kilénb6z6
proteazokat gatlo képességére vonatkozo K-értékek 6sszehasonlitasa

Proteaz (koncentracio) Rekombinans bikunin K; (nmoll) Aprotinin K; (nmol/l)

Tripszin (48,5 pmol/l) 0,064 0,8

Human plazma kallikrein (2,5 nmol/l) 0,18 19,0

Human széveti kallikrein (0,35 nmol/l) 0,04 0,004

Szarvasmarha hasnyalmirigy kallikrein (100 pmol/l) 0,12 0,02

Human plazmin (50 pmol/l) 0,23 1,3

Xa-faktor (0,87 nmol/l) 180 5% gatlas, 31 umol/l

koncentraciénal
Xla-faktor (0,1 nmol/l) 3,0 288
Szoveti plazminogén aktivator (7,5 nmol/l) <60 6,6 umol/l koncentracional
nincs gatlas

Vlla szdveti faktor 800 1 pmol/l koncentraciénal nincs

gatias

A fenti eredmények szerint a rekombinans bikunin
rovarsejtekben expresszdltathatd, Ggy, hogy legaladbb
ot killénbdz6 szerinproteaz vonatkozasaban hatékony,
aktiv protedzinhibitort nyerjiink. A rekombinans bikunin
az aprotininnél sokkal hatékonyabbnak bizonyuit hu-
man plazmakallikreinnel, tripszinnel és plazminnal
szemben. Meglep6 modon a rekombinans bikunin va-
lamennyi vizsgalt enzimet sokkal hatékonyabban ga-
tolt, mint a szintetikus eredet( bikunin-(7—-64.)- és biku-
nin-(102-059.)-fragmensek. Eredményeink szerint te-
hat a rekombinans bikunin in vitro vizsgalati rendszer-
ben sokkal hatékonyabb, mint az aprotinin, és varha-
téan in vivo is hatékonyabbnak bizonyul.

Amellett, hogy meghataroztuk a rekombinans biku-
nin kiilénbdz6 specifikus protedzokkal szembeni haté-
konysagat, vizsgaltuk a placenta-bikunin (1-170.)-frag-
mens azon tulajdonsagat, hogy mennyire képes meg-
nyuijtani az aktivalt parcialis tromboplasztinidét (.activa-
ted partial thromboplastin time”, APTT), és az igy ka-
pott adatokat Gsszehasonlitottuk aprotinin alkalmaza-
saval kapott hasonlo aktivitasokkal. Az inhibitort
150 mmol/l NaCl-ot és 0,02% natrium-azidot tartalma-
z6 20 mmol/l Tris-pufferben higitottuk (pH=7,2), és
,MLA ElectraR 800 Automatic Coagulation Timer” koa-
gulométerbe (Medical Laboratory Automation, Inc.
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Pleasantville, N. Y.) ill6 kivettaba mértiik (0,1 ml térfo-
gat( minta). A késziiléket APTT-meghatarozasra alli-
tottuk be, 300 masodperc aktivacids idével, és duplika-
tum-tizemmoddal. Plazma (0,1 ml) hozzaadasat kbve-
téen (,Specialty Assayed Reference Plasma lot
1-6-5185", Helena Laboratories, Beaumont, TX) a
reakcidelegyhez automatikus modon APTT-reagenst
(Automated APTT-lot 102345", Organon Tekina Corp.,
Durhan, NC) és 25 mmol/l CaCl,-ot adagoltunk, az al-
vadasi folyamat meginditasa céljabdl, és az alvadasi
id6t automatikus médon meghataroztuk. Eredmé-
nyeink szerint ahhoz, hogy az alvadasi id6 kétszeresé-
re ngjon, kortilbelll 2 pmolll aprotinin végkoncentracio-
ra volt sziikség, de csak 0,3 umol/l Sf9-sejt-eredeti
placenta-bikuninra. A fenti adatok szerint a placenta-bi-
kunin hatékony antikoagulans, és gyogyszerként alkal-
mazhatd, a koagulaci6 intrinsic utjanak kéros aktivacio-
javal jar6 betegségekben.

Bar a taldlmany bizonyos elénybs megvaldsitasi
maodjait a szemléltetés kedvéért részletesen ismertettiik,
szakember szamara nyilvanval6, hogy az ismertetett el-
jarasok és készitmények, illetve kiszerelések modosit-
haték anélkiil, hogy a talalmanyi gondolattél vagy oltalmi
korétol eltérnénk. A talaimany oltalmi kérét tehat az is-
mertetettek nem, csupan a csatolt igények korlatozzak.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Szerinproteaz-inhibitor-aktivitasu, lényegében
tisztitott protein, amely az alabbi aminosavszekvenciak

HU 226 419 B1

aminosavpozicidi a 4F. abra szerinti, nativ, human pla-
centa-bikunin aminosavszekvenciajanak megfeleléen

barmelyikét tartalmazza, amely szekvencidk egyes 5 savaz 1.aminosav:

ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN
YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS
ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK

(52. azonositd szamu szekvencia);

MAQLCGL RRSRAFLALL GSLLLSGVLA

ADRERSIHDF
YLTKEECLKK
NYEEYCTANA
ACMLRCFRQQ
QERALRTVWS

CLVSKVVGRC
CATVTENATG
VTGPCRASFP
ENPPLPLGSR
SGDDKEQLVK

RASMPRWWYN
DLATSRNAAD
RWYFDVERNS
VVVLAGLFVM
NTYVL

(49. azonosité szamu szekvencia);
AGSFLAWL GSLLLSGVLA

ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN
YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS

ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGAVS
(2. azonosit6é szamu szekvencia);

MLR
ADRERSIHDF
YLTKEECLKK
NYEEYCTANA
ACMLRCFRQQ
QERALRTVWS

AEADCVSRLL
CLVSKVVGRC
CATVTENATG
VTGPCRASFP
ENPPLPLGSK
SGDDKEQLVK

GSLLLSGVLA
RASMPRWWYN
DLATSRNAAD
RWYFDVERNS
VVVLAGLFVM
NTYVL

(45. azonositdé szamu szekvencia);

MAQLCGL
ADRERSIHDF
YLTKEECLKK
NYEEYCTANA
ACMLRCFRQQ
QERALRTVWS

RRSRAFLALL
CLVSKVVGRC
CATVTENATG
VTGPCRASFP
ENPPLPLGSK
FGD

GSLLLSGVLA
RASMPRWWYN
DLATSRNAAD
RWYFDVERNS
VVVLAGLFVM

(47. azonositd szamu szekvencia);
IHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN

YLTKEECLKK

CATV

(4. azonosité szamu szekvencia);
CLVSKVVGRC RASMPRWWYN VTDGSCQLEV

YLTKEECLKK

C

(5. azonosit6é szamu szekvencia);
YEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE

ACMLRCFRQ

(6. azonositd szamu szekvencia);
CTAKFTVVTPC RASFPRWYFD VERNSCNNFI YCCCRCNKNS YRSEE

ACMLRC

(7. azonosité szamu szekvencia);
IHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN
YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS

ACMLRCFRQ

(3. azonosité szamu szekvencia);

CLVSKWGRC

RASMPRWWYN

YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD
NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS

ACMLRC

(50. azonositd szamu szekvencia);

VTDGSCQLFV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR

VTDGSCQLFV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR
VLILFLGASM

VTDGSCQLFV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR

VTDGSCQLFV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR
VLILFLGASM

VTDGSCQLFEV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR
VLILFLGASM

VIDGSCQLFV

YGGCDGNSNN

VTDGSCQLFV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR

VTDGSCQLEV
SSVPSAPRRQ
CNNFIYGGCR
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YCGCDCNSNN
DSEDHSSDMF
CNKNSYRSEE

YGGCDCNSNN
DSEDHSSDMF
CNKNSYRSEE
VYLIRVARRN

YGGCDGNSNN
DSEDHSSDMF
GNKNSYRSEE

YGGCDCNSNN
DSEDHSSDMF
GNKNSYRSEE
VYLIRVARRN

YGGCDGNSNN
DSEDHSSDMF
GNKNSYRSEE
VYLIRVARRN

YGGCDGNSNN

YGCCDGNSNN
DSEDHSSDMF
GNKNSYRSEE

YGGCDGNSNN
DSEDHSSDMF
GNKNSYRSEE

vannak szamozva, amely aminosavszekvencidban a
szignalpeptid eltavolitasaval nyert N-terminalis amino-
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150
156

50
75
125
159

50
100
150
156



1 HU 226 419 B1 2

ADRERSIHDF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN

YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD

NYEEYCTANA VTGPCRASFP RWYFDVERNS

ACMLRCFRQQ ENPPLPLGSK VVVLAGAVS
(1. azonosité szamu szekvencia); vagy

ADRERSIHDFEF CLVSKVVGRC RASMPRWWYN

YLTKEECLKK CATVTENATG DLATSRNAAD
(8. azonositd szamu szekvencia).

2. Az 1. igénypont szerinti protein, amely glikozile-
zett; vagy legalabb egy lancon beliili cisztein-cisztein
diszulfidhidat tartalmaz; vagy glikozilezett és legaldbb
egy lancon beliili cisztein-cisztein diszulfidhidat tartal-
maz.

3. Gydgyaszati készitmény szerinproteaz-aktivitas
géatlasara, amely 1. vagy 2. igénypont szerinti proteint,
valamint gydgyaszatilag elfogadhaté hordozéanyagot
tartalmaz.

4. Izolalt nukleinsavszekvencia, amely 1. igénypont
szerinti proteint kodol, amely fehérje az alabbi szek-
venciak barmelyikét tartaimazza: 52., 49., 2., 45., 47.,
3., 50. vagy 1. azonosité szamu szekvencia.

5. Autoném replikalédé proteinexpresszios vektor,
amely 1. vagy 2. igénypont szerinti proteint kodolo, és
azt expresszalni képes nukleinsavszekvenciat tartalmaz.

6. In vitro eljaras szerinproteaz-aktivitas gatlasara,
azzal jellemezve, hogy szerinprotedzt 1. vagy 2. igény-
pont szerinti proteinek legalabb egyikének hatékony
mennyiségével érintkeztetiink.

7. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti fehérje vagy a 3.
igénypont szerinti gyoégyaszati készitmény az alabbi al-
lapotok barmelyikének kezelésére: agybédéma, gerinc-
vel6-6déma, sclerosis multiplex, ischaemia, mtét ko-
rili verveszteség, szepszis, szeptikus sokk, fibrozis,
koros véralvadassal vagy vérrogképzédéssel jard be-
tegségek, politrauma, apoplexia, cerebralis vagy szub-
arachnoidalis bevérzés, az agy gyulladasai, a gerinc-
vel6 gyulladasai, cerebralis fertézések, cerebralis gra-
nulomatézisok, gerincveldi fertézések, gerincveli gra-
nulomatézisok, nyitott szivmitétek, gyomorkarciné-
mak, cervikalis tumorok, emphysema kezelésére vagy
azok attéteinek megel6zésére.

8. A 7. igénypont szerinti fehérje vagy gyogyaszati
készitmény az alabbi allapotok barmelyikének kezelé-
sére: agybdéma, gerincvel6i 6déma, sclerosis multi-
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VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN 25
SSVPSAPRRQ DSEDHSSDMF 75
CNNFIYGGCR GNKNSYRSEE 125

179
VTDGSCQLFV YGGCDGNSNN 50
SSVPSAPRRQ DS 92

plex, ischaemia, m(tét koriili vérveszteség, szepszis,
szeptikus sokk, fibrézis, kéros véralvadassal vagy ver-
rogképzodéssel jaro betegségek, apoplexia, cerebralis
vagy szubarachnoidalis bevérzés, az agy gyulladasai,
a gerincvelé gyulladasai, cerebralis fertézések, cereb-
ralis granulomatodzisok, gerincvel6i fertézések, gerinc-
vel6i granulomatézisok vagy nyitott szivmiitétek.

9. A 7. igénypont szerinti fehérje vagy gyogyaszati
készitmény az alabbi allapotok barmelyikének a keze-
lésére: gyomorkarcinomak, cervikalis tumorok vagy at-
tétek megel6zésére.

10. Az 1. vagy a 2. igénypont szerint fehérje alkal-
mazasa az alabbi allapotok kezelésére alkalmas gyo-
gyaszati készitmények elballitasara: agybdéma, ge-
rincvel6-6déma, sclerosis multiplex, ischaemia, mtét
korili vérveszteség, szepszis, szeptikus sokk, fibrozis,
koros véralvadassal vagy vérrogképzddéssel jaré be-
tegségek, apoplexia, cerebrélis vagy szubarachnoida-
lis bevérzés, az agy gyulladasai, a gerincvel6 gyullada-
sai, cerebroszpinalis fertézések, cerebralis granuloma-
tozisok, gerincveldi fertézések, gerincvel6i granuloma-
tozisok, nyitott szivmitétek, gyomorkarcinémak, cervi-
kalis tumorok; vagy tumorok attéteinek megelézése.

11. Eljaras az 1. vagy 2. igénypontok valamelyike
szerinti protein elballitasara, azzal jellemezve, hogy az
eléallitds soran rekombinans DNS-technoldgiat alkal-
mazunk.

12. A 7. igénypont szerinti fehérie vagy gyogyaszati
készitmény, ahol az allapot emphysema.

13. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti fehérje vagy a
3. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény emphyse-
ma vagy emphysemaszer(i betegségek kezelésére.

14. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti fehérje vagy a
3. igénypont szerinti gydgyaszati készitmény, ahol a fe-
hérie a 3., 4., 5. vagy 9. tablazatban felsorolt enzimek
barmelyikét gatolja.
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R35464 GGCCGGGTCG TTTCTCGCCT
ORF P G R F S P

R35464 TGGCCGGCCG ACCGAGAACG
ORF W P A D R E R

R35464 GGTGGTGGGC AGATTCCGGG
ORF vV v G R E R A

R35464 CTGACGGATC CTGCCAGCTG
ORF D G S cC QL

R35464 AATAATTACC TGACCAAGGA
ORF N N Y L T K E

R35464 AGAGAATGCC ACGGGTGACC
ORF E N A T G D L

R35464 CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA
ORF vV P s A P R

R35464 TATGTTTCAA NTATTGNAAG
ORF Y v § * I * R

Magyarazat:

GGCTGGGATC GCTGCTCCTC TCTGGGGTCC
G W DR € § S L G §

CAGCATCCAC GACTTCTGCC TGGTGTCGAA
S I H D F € L vV § K

CCTCCATGCC TAGGTGGTGG TACAATGTCA
S M P R W W Y N V T

TTTGTGTATG GGGGCTGTGA CGGAAACAGC
F V Y G G €D G N S

GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC
E C L K K C A T v T

TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT
A TS RNUA A DS §

AGGCAGGATT CTTGAAGACC ACTTCAGCGA
R Q D § * R P L Q R

AATAATTGCA CCGNCAACGN ATT=====~-
I I A P * T *

R35464 = Az EST-R35464 nukleinsav-szekvenciaja
(12. azonositdoszamu szekvencia)

ORF

(13. azonositdszamu szekvencia)

1. abra
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= Az EST-R35464 nyitott olvasasi fazisanak transzlalt szekvenciaja



R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

R74593
ORF

GCAATAATTA
Q * L

ACAGAGAATG
R E C

CTCTGTCCCA
L Cp K

TATGTTCAAC
M F N

GCCGTGCATC
R A 8§

AATAACTTCA
N N F I

TGAGGAGGCC
E E A

TGCCCCTTGG
P L G

TGTTGATCCT
c = § F

CAAGGAGGAA
K E E

GACAAGGGNT
Q G

Magyarazat:
R74593 = Az EST-R74593 nukleinsav-szekvencigja

ORF

(14. azonositészamu szekvencia)

HU 226 419 B1

Int. Cl.: C12N 15/15

CCTGACCAAG
P D Q G

CCACGGGTGA
H G *

AGTCTCCCAG
S P R

TATGAAGAAT
Y E E Y

CTTCCCACGC
F P R

TCTATGGAGG
Y G G

TGCATGCTCC
C M L R

CTCAAAGGTG
S K V

TTTCCTGGGG
S W G

CCAGGAGCGT
P G A C

GAGGAGTGCC
G v pP

CCTGGCCACC
P G H Q

AAGGCAGGAT
R Q D

ACTGCACCGC
C T A

TGGTACTTTG
W Y F D

CTGCCGGGGC
C R G

GCTGCTTCCG
C F R

GTGGTTCTIGG
VvV VvV L A

AGCNTCCATG
A S M

GCCCTGCGGA
P A X

TCAAGAAATG
Q E M

AGCAGGAATG
Q E C

TCTGAAGACC
S E D H

CAACGCAGTC
N A V

ACGTGGAGAG
vV E R

AATAAGAACA
N K N S§

CCAGCAGGAG
Q Q E

CCGGGGCTGT
G AV

GTCTTACIGA
vV L L I

NCGTCTGGAG
R L E

TGCCACTGTC
C H C H

CAGCGGATTC
S G F

ACTCCAGCGA
S § D

ACTGGGCCTT
T G P C

GAACTCCTGC
N s C

GCTACCGCTC
Y R S

AATCCTCCCC
N P P L

TTCGTGATGG
S * W

TTCCGGGTGG
P G G

CTTCGGAGAT
L R R *

50
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100
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133
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150
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167

510
169

= Az EST-R74593 nyitott olvasasi fazisanak transzlalt szekvencidja
(15. azonositdszamu szekvencia)

2. abra

38
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R3IS464 GGCCGGGTCGT TTCTCGCCTG GCTGGGA-TC GCTGCTCCTC TCTGGGGTCC 50
N39798 TGGGANTC GCTGCTCCTC TCTGGGGTCC 28
H94519 GCNGCG-CGT TNNTCGCNT- GCTGGGA-TC GCTGCACCTC TCTGGGGTCG 47
R74593 helyesbitet ~wew-cwcac awme e CdEEEEET—. mm——— - = - -—

Konszenzus GGCCMGLWGA TC GCTGCTCCTC TCTGGGGTCC 50
Transzlacid A G S F L AW L G S L L L § G6 Vv -3
R35464 TGGCCGGCCG ACCGAGAACG CAGCATCCAC GACTTCTGCC TGGTGTCGAA 100
N39798 TGG-CGGCCG ACCGAGAACG CAGCATCCAC GACTTCTGCC TGGTGTCGAA 77
H94519 NGG-CGGCCG ACCGAGAACG CAGCATCCAC GACTTCTGCC TGGTGTCGM 96
R74593 helyesbitett —-- e —— —e———————— — oo oo

Konszenzus TGG-CGGCCG ACCGAGAACG CAGCATCCAC GACTTCTGCC rsc;-rsrcsu 99
Transzlacié L AADRD BEBR 8 I H D ECUL ¥ 58 K 15
R35464 GGTGGTGGGC AGATTCCGGG CCTCCATGCC TAGGTGGTGG TACAATGTCA 150
N39798 GGTGGTGGGC AGATGCCGGG CCTCCATGCC TAGGTGGTGG TACAATGTCA 127
H94519 GGTGGTGGGC AGATGCCGGG CCTCCATGCC TAGGTGGTGG TACAATGTICA 146
R74593 helyesbitett - —weevere—e ——— —eeeren mcmcceseone

Konszenzus  GGTGGTGGGC AGATGCCGGG CCTCCATGCC TAGGTGGTGG TACAATGTCA 149
Transzlacié Yy ¥ G B C R A S MP B HH XY NUY I 32
R35464 CTGACGGATC CTGCCAGCTG TTTGTGTATG GGGGCTGTGA CGGAAACAGC 200
N39798 CTGACGGATC CTGCCAGCTG TTTGTGTATG GGGGCTGTGA CGGAAACAGC 177
H94519 CTGACGGATC CTGCCAGCTG TTTGTGTATG GGGGCTGTGA CGGAAACAGC 1936
R74593 helyesbitett ~==~~===== = meseemtce cdccdecne cccccmcmes ——ee———— GC 2
Konszenzus CTGACGGATC CTGCCAGCTG TTTGTGTATG GGGGCTGTGA CGGAAACAGC 199
Transzlacié R G S € QL EY¥YXG&G GCcR G N 8 48
R35464 AATAATTACC TGACCAAGGA GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC 250
N39798 AATAATTACC TGACCAAGGA GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC 227
H94519 AATAATTACC TGACCAAGGA GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC 246
R74593 corr. AATAATTACC TGACCAAGGA GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC 52
Konszenzus  AATAATTACC TGACCAAGGA GGAGTGCCTC AAGAAATGTG CCACTGTCAC 249
Transzlacio N N YL TKZE EC€CL XK KCA T VT 65
R35464 AGAGAATGCC ACGGGTGACC TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT 300
N39798 AGAGAATGCC ACGGGTGACC TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT 277
H94519 AGAGAATGCC ACGGGTGACC TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT 296
R74593 helyesbitett AGAGAATGCC ACGGGTGACC TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT 102
Konszenzus  AGAGAATGCC ACGGGTGACC TGGCCACCAG CAGGAATGCA GCGGATTCCT 299
Transzlacio E NA T GD UL A TS RNA A A D S § 82
R35464 CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA AGGCAGGATT CTTGAAGACC ACTTCAGCGA 350
N39798 CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA AGGCAGGATT CT-GAAGACC ACTCCAGCGA 326
H94519 CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA AGGCAGGATT CT~GAAGACC ACTCCAGCGA 345
R74593 helyesbitett CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA AGGCAGGATT CT-GAAGACC ACTCCAGCGA 151
Konszenzus CTGTCCCAAG TGCTCCCAGA AGGCAGGATT CT-GAAGACC ACTCCAGCGA 348
Transzlacio vV PS A PR R QD S E DH § S D 98
R35464 TATGTTTCAA NTATTGNAAG AATAATTGCA CCGNCAACGN ATT--==--- 393
N39798 TATGTT-CAA CTA-TG-AAG AATACT-GCA CCGCCAACGC AGTCACTGGG 372
H94519 TATGTT-CAA CTA-TG-AAG AATACTGGCA CCGCCAACGC ATTCACTGGG 392
R74593 helyesbitett TATGTT-CAA CTA~TG-AAG AATACT-GCA CCGCCAACGC AGTCACTGGG 197
Konszenzus  TATGTT-CAA CTA-TG-AAG AATACT-GCA CCGCCAACGC AGTCACTGGG 394
Transzlacid M F N Y E E Y C T A NA V T G 113

3. abra

39
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R35464 cemeecemmes cmmeceecee seceecccen cce-—a D
N39798 CCTTGC-GTG GAATCCTTTC CCACGCTGGN AATTTNGACG TTGAGAAGGA
H94519 CCT~GC~GTG ~CATCCTT-C CCACGCTGGT ACTTT-GNCG —weeewmem-
R74593 helyesbitett CCTTGCCGTG -CATCCTT-C CCACGCTGGT ACTTT~GACG TGGAGA-GGA
Konszenzus CCTTGCCGTG ~CATCCTT-C CCACGCTGGT ACTTT-GACG TGGAGA~GGA
Transzlacio P C R A S F P R W Y F DV E R N
R35464 mememmeres memeeeecen mmmecmceee cddceae—c— ecc—me—ae—
N39798 ACemmmmman ~ee=- ————— —e——— meeee cmeemmemas emcce—ane-
H94519 = —eee- emm- mmmcemecme cmeemeeecc amcccccomne meemem—————
R74593 helyesbitet ACTCCTGCAA TAACTTCATC TATGGAGGCT GCCGGGGCAA TAAGAACAGC
Konszenzus  ACTCCTGCAA TAACTTCATC TATGGAGGCT GCCGGGGCAA TAAGAACAGC
Transzlacid S CN N F I Y G GC RGN KN S
R35464 B i ~—eme mmmmmmeene cccceaacao
N39798 = eceecccmes ceccmmeeoe aeeea D S c———e ccmemmeo—-
H94519 = cmemeeaa-- e ————— —mm————— . cmmese—m—-
R74593 helyesbitet TACCGCTCTG AGGAGGCCTG CATGCTCCGC TGCTTCCGCC AGCAGGAGAA
Konszenzus  TACCGCTCTG AGGAGGCCTG CATGCTCCGC TGCTTCCGCC AGCAGGAGAA
Transzldcid Y R s E E A C M L R CF R Q Q E N
R35464 = ~ecmccoece cccemcccce coea- ~emen ememmmecac ccmccceaae
N39798 emmeemcee ceecceecees cmea- ~eees csmmccccas cccecceee-
H9451% = ----- i mevmeme cmeemtceen ccccemee—-
R74593 helyesbitett TCCTCCCCTG CCCCTTGGCT CAAAGGTGGT GGTTCTGGCC GGGGCTGTTT
Konszenzus  TCCTCCCCTG CCCCTTGGCT CAAAGGTGGT GGTTCTGGCC GGGGCTGTTT
Transzlacié P P L P LGS KUVV VL A G A V §
R35464 2 -=meccemee ~ccomcae- e mmmmecccce - m—m—mmee cccmaacen-
N39798 B R T e m—ec—ano - mmmcm—e--
H94519 = —meccecees cemmceccee emeee cemes emeemmeccee cecemeee—-
R74593 helyesbitett CGTGATGGTG TTGATCCTTT TCCTGGGGAG CNTCCATGGT CTTACTGATT
Konszenzus  CGTGATGGTG TTGATCCTTT TCCTGGGGAG CNTCCATGGT CTTACTGATT
Transzlacio * W C * S F S WGA S MUV L L I
R35464 cmeesmmes cesmccecee cemecmamce c-ca—mecae cessmeee—-
N39798 =  —eecccccee ccmcceeces a-ee- —emme mmeee- e T——
H94519 cmemneeens ceccmccecs aee S e S e T
R74593 helyesbitett CCGGGTGGCA AGGAGGAACC AGGAGCGTGC CCTGCGGANC GTCTGGAGCT
KONSZeNZUS  CCGGGTGGCA AGGAGGAACC AGGAGCGTGC CCTGCGGANC _GTCTGGAGCT
Transzlaci® p 6 6 xk E E P G A C P A * R L E L
R35464 cemmecmmen ceemm—ee

N39798 mmeeemcces memee——-

H94519 = ~memecmeem cmeeeeee

R74593 helyesbitett TCGGAGATGA CAAGGGNT

Konszenzus  ICGGAGAIGA CAAGGGNT

Transzlacio R R * QG

Magyarazat:

R35464 = Az EST-R35464 nukleinsav-szekvencidja (12. azonositészamu szekvencia)
R39798 = Az EST-N39798 nukleinsav-szekvenciéja (17. azonositészami szekvencia)
H94519 = Az EST-H84519 nukleinsav-szekvencidja (16. azonositészdmu szekvencia)
R74593-helyesbitett = A 14. azonositészdmu szekvencia helyesbitett valtozata,
a 114. poziciéban G-bazissal
Konszenzus = humdn bikunin nukleinsav-szekvenciéja (9. azonositészamu szekvencia)
Transzlacié = A konszenzus alapjan transzlalt aminosav-szekvencia
(10. azonosit6szamu szekvencia)

3. abra (folytatas)
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Placenta-bikunint kddolé cDNS-szekvenciaval homologiat
mutatd atfedé EST-k vazlatos abrazolasa
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N40851
N39876
R87894
H16866
R34808
T66058
N57450
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H87300
R74593
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R32676
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R73968
H39840
H95233
H19841
N30199
152966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732
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TTGAGTGTCG
TTGAGTGTCG
TTGAGTGTNG
TTGAGTGICG

teses e
D R N

TTGAGTGTCG

srese s e

e e
DRI .
P
..........
tesenane
..........
....... .
v v o
srerts e

e .o
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....... .
..........
D
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...... .

CAGGCGGCGA
CAGGCGGCGA
CAGGCSGCGA
NAGGCGGCGA
CAGGCGGC . A

CAGGCGGCGA

tesr et

----------

..........

..........

. s
cesvs e
e s .
..........
..........
----------
Ts et

GGGCGCGAGT
GGGCGCGAGT
GGGCGCGAGT
GGGCGCGAGT
GGGCN.GAGT
..G

GGGCGCGAGT
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Triessaasan
..........
Tese e ve
seessrrs e
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ves s e
..........
..........
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seavses .
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100
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA
GAGGAGCAGA

seaees cAGA

. .
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ves e s e
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. seres e
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------- eo
DI ICS I
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........ .
------- .
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Bikunin
N40851
N39876
R87894
H16866
R34808
T66058
N57450
NS7374
R35464
H94¢S519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34101
HO2982
R32676
T47439
R73968
R39840
H95233
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

101

CCCAGGCATC
CCCAGGCATC
CCCAGGCATC
CCCAGGCATC
CCCAGGCATC
CCCAGGCATC

es s s s

CCCAGGCATC
CCCAGGCATC

..........

--------

......

..........

HU 226 419 B1
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GCGCGCCGASG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG
GCGCGCCGAG

----------

C12N 15/15

AAGNC GGGC
AAGNC.GGGC
AAGNC.GGGC
AAGGCCGGGC
AAGNC.GGSGC
AAGNC.GGGC
AAGNC.GGGC
AAGNC,GGGC

tvssannaen

..........

..........

.......

..........

-----

GTCCCCACAC
GTCCCCACAC
NTCCCCACAC
GTCCCCACAC
GTCCCCACAC
GTCCCCACAC
GTCCCCACAC
GTCCCCACAC

----------

..........

..........

4C. abra (folytatas)
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130
TGAAGGTCCG
TGAAGGTCCS
TGAAGGTCCS
TGAAGGTCCG
TGAAGGTCCG
TGAAGGTCCS
TGAAGGTCC
TGAAGGTCCG

..........



Bikunin
N408S1
N39876
R87894
H16866
R34808
T66058
N57450
N57374
R3IS464
94519
N39798
HB87300
R74593
R31730
R340
HO2982
R32676
T47439
R73968
R39840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26910
H16757
N21732

151

GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC
GAAAGGCGAC

..........

HU 226 419 B1
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TTCCGGGGGC
TTCCGGGSGC
TTCCGEGGGC
TTCCGGGGGC
TTCCGGGSGE
TTCCGGGGEL
TTCCGGGGGT
TTCCGGGGGC

..........
----------
..........

..........

..........
..........
..........

TTTGGCACCT
TTTGGCACCT
TTTGGCACCT
TTTGGCACCT
TTTGGCACCT
TTTGGCACCT

P AR

TTTGGCACCT
TTTGGCACCT

.

v

.

........

........

20C
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACG.T CCCGGAGCN.
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
+« +GGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT
GGCGGACCCT CCCGGAGCGT

tevesesses sescaucery

sessesasn eves
sesessese ceveans
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...... e R
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te ettt e erearuenay
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....................
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.......... ORI
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Bikunin
N40851
N39876
RB87894
H16866
R34808
T66058
N57450
NS73N4
R3S5464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
HO02982
R32676
741439
R73968
H39840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26310
H16757
N27732

201

CGGCACCTGA
CGGCACCTGA
CGGCACCTGA
CGGCACCTGA
.GGCACCTGA
CGGCACCTGA
CGGCACCTGA
CGGCACCTGA
CGGCACCTGA

RN
I .
sesc e .
sese s
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veee s
R
..........
e D
..........
e ses
s e s
e teers
..........
rrsas e
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..........
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Int. Cl.: C12N 15/15

ACGCGAGGCG
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGC .
ACGCGAGGCG
ACGCGAGGC .

ceserss e
sesvreenes
teersvreae
e

ses et eene

..........

CTCCATTGCG
CTCCATTGCG
CTCCATTGCG
CTCCATTGCG
CTCCATTGCG
CTCCATIGCG
CTCCATTGCG
CTCCATTGCG
CTCCATTGC.,

tevies o
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e e e
...... .
........ .
..........
...... “es
P ees e
--------- .
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..........

CCTGCGTTTG
CGTGCGTINTG
CGTGCCTTTG
CGTGCGTTTG
CGTGCCTTITG
CGIGCSTNTG
.GTGCGTGTG
CGTGCGTTTG
CGTGCGTTNG

..........
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----------
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..........
..........
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..........
..........
..........
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250
. AGGGGCTTC
.AGGGGCTTC
.AGGGGTTTC
«AGGGGCTTC
.AGGGGCTTC
GAGGGGCTTC
NAGGGGCTTC
.AGGGGCTTC
+AGGGGCTTC

DRI IS I A )
sres e

..........

..........
..........
..........
..........

..........

..........

..........



Bikunin
N40851
N19876
R87894
H16866
R34808
T66058
N57450
NS3¢
R3I5464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
H95233
H39841
N30199
TS2966
N29508
N26919
N26910
H16757
N21732
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CCGCACCT G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGCACCT.G
CCGGAACTTG

erec e

sees s avaas

.....

-----
----------

..........

----------

HU 226 419 B1
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ATCGCGAGAC
ATCCCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC
ATCGCGAGAC

-----

.....

.....
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CCCAACGGCT
CCCAACSSCT
CCCAACGGCT
CCCAACSGCT
CCCAACGGCT
CCCAACGGCT
CCCAACGGCT
CCCAACGGCT
CCCAACGGCT

..........

..........

--------
..........
..........
..........

......

..........

GGTGG CGTC
GGTGG.COTC
GGTGG.CCTC
GGTNG.CGTC
GGTING.CGTC
GGTGGGCGTT
GGTGG.CGTC
GGTGG.CGTC
GGTGG.CGTC

e ve e .
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300
GC TG CGCG
GCCTG.CGTS
GCCTG.CGTS
GC.TN.CGCG
GC.TGGCGCC
GC.T1G.CGCG
GC.TG.CGCC
GCCTG.CGCG
GC.TG.CGCG
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Bikunin
N40851
N19876
RB7894
H16866
R34808
T6€6058
N57450
N5737%4
RS54 64
H94519
N39798
HB7300
R74593
R31730
R34701
402982
R32676
T47439
R73968
£39840
H95233
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26510
H16757
N27732
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301

TC TCGGCTS AGCT GGCCA
TC.TCGGCTG AGCT.GGNCA
TC.TCGGCTG AGCT.GGCCA
TC.TCGGCTG AGCTTGGCCA
TTCTCGGCTG AGCT.GGCCA
TCTTCGGCTG AGCTGGSCCA
TC.TCGGCTG AGCT.GGCCA
TC.TCGSLTG AGCT.GGCCA
TCCTCGGCTG AGCT.GGCCA

St seensees PP Lesea

....................

....................

....................
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TGGCGCANT
TGTICG
TGGCGCACT.
TGGCGCANT.
TGGCGCANT.
TGGCGCANTT
TGGCGCANT.
TGGCGCANT.
TGGCGCANT.

..........

..........

..........

..........

GT7GC GaGC

G.TGCGGNGC
GTTNC.GGGC
GTTGC . GNGC
GTTGC.GGGC
GTTGC.GNGC
GGTGC.GGGC
GGTGCCGNGC

DRI R ]
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4C. abra (folytatas)
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T GAGGC GG

T.GAGGC.C

T.NAGGC.GG
T.GAGGC.GG
T.GAGGC.GG
T.GAGGC.GG
TTGAGGC.GG
T.GAGGCCGG
....GGCCGG

R

..........
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351 400
Bikunin AC GG CG TTTCICS CC TGCTGGG A TCGCT GC T CCTICTET
R87894 ACG.
H16866 AC..CGNCST TTITCTICG. CCTTGCTGGG ATTCGCTTGS TTCCTNTCTS
R34808 ACGCGGNCG. .TTTTTTCGN CCTTGCTGGG ATTCG.TTG. TINCTCICIN
T66058 ...CGGNCG. .TTTTCTCG. CC.TGCTGGG A.TCGCT.GC T.CCICICT.
N57450 ANN.NGCCG. ..TTTCTCG. CC.TGCTGGG A.TCGCT.GC T.CCTCICT.
N57374 AG..GGCCGG ..TTTCTCG. CCTTGCTGGG A.TCGCT.GC T.CCTCTCTG

R35464 ..... GTCG, ..TTTCTCG., CCTGGCTGGG A.TCGCT.GC T.CCTCTCT.
H94519 .GCNGCGCG, ..TTNNTCG. CN,TGCTGGG A.TCGCT.GC A.CCTCTCT.
N39798 ...... teee sesssseasy o4...CTGGG ANTCGCT.GC T.CCTCTCT.
HBT300 ... ittt tiitenennn tevonnanas treesteess ceeseasnes
R74593 ittty sieiirietts craeaseate tebesaeete enseenine

RITTI0  sieivnnene tvvonvnenn snnnnnns te teeetecees serseeveas
R34701 .......... N Sebee veretaenen seraasens .
HO2982 .......... et et caeaereets seeeteanes aeaaaaenes
R32676 .......... Crret ettt taiieeeiin o . e eeeeeranen
B e
R73968 ...... Ceer seenaae S ee et ereers caaeereaane saeesrenns
H39840 ...... e deetraaet. tesesesnes veseranens G oierieseees
H95233 .......... [ ot i eteieees eraaaees e ereneeaeen
H39B4l L.ttt ciii ittt it veree e e
N30199 ...... St seeiasatae b saseees sesesesate sesaasenes
S O
b L ] e sertee veaeeeaas
-
N26%10 ,.... Cerer eaasesenen Sl e N erees b esaaes searansaase
H16757 ... .oiiiin ciennn Cee e e eeriee aesessenan
N27732  iiviiiins i e taaaaas Cer eeeaeeeas

4C. abra (folytatas)
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401 4590

Bikunin GGGG TCCTG G COGCCGA CCGA GAACG CA GCA TCC ACGACTT CT
H16866 GGGSGTTCCTG GG.CSGTTGA CCGA.GAACG CALGTA.TCC AAGAATTTIT

R14808 GGGGTTC.TG GGGNGGCTGA NCGA.GAACG CAAGCA,TTC ACGA.TTT

T66058 GGGG.TCITG G, .CGGCCSA CCGA.GAACG CA.GCA.TCC ACGANTT.CT

N57430 GGGG.TCITSG G..CGGCCGA CCGA.GAACG CA.GCA.7CC ACGACTT.CT

N57374 GGGG.TCCTG G..CGGCCGA NCGAAGAANG CA.GCAATCC ANGAATTNCT

R35464 GGGCG.TCCTG G.CCGGCCGA CCGA.GAACG CA.GCA.TCC ACGACTT.CT

H94519 GGGG.TCGNG G..CGGCCGA CCGA.GAACG CA.GCA.TCC ACGACTT.CT

N39798 GGGG.TCCTG G..CGGCCGA CCGA.GAACG CA.GCA.TCC ACGACTT.CT

HBT300 ... cvvevee voonvenane Chcessesen secesves Ve taecreaans
R74593 ........ es cetsssriee seseacans e seeereatee terereesne
RI1730 ......... © treteetcie cereasaes ¢ tesreerens Ceeverans
R34701 .......... S
HO29B2 ..ttt trenonenne citnaatses sovesvanes soasnanons
RI2676 ..vivvviive tavinnan e seseesens ¢ teeetteens taweses o
TAT439 ittt it e sereeraess e eteeeen aeaees .
R73968 .......... voeveeenn, Ceseianas C reeeesaees Vevrane .
R39840 .......... ... Ceter ereesatiee ceestecena aaasees .o
H95233 .......... Cevteetaat erreneeans Cereseseee waaenaaaes
LB - 1 L S T T T Cetieenns
N30199 ........ B teeereeaes veeasane .
TS2966 ... .eiit ciiit et chceaicaes creseeiaes saaen .
N29508 ........cii coiininaan, chtaeeriae ceesne et reerareaen
N26919 ... it e v e eieerrerer sareseanes
N26910 .......... I T S P Ve treaeteeet saanesesns
B16757 L. iiivriir tivivenene vreaan Cire teeraieenen veveranan
N27732 ........l Ca ettt daresetaes vaeesaes . PN

4C. abra (folytatas)
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Bikunin
H16866
T66058
N37450
N§7374
R3I5464
H94519
N39798
HB87300
R14593
R31730
R34701
HO02982
R32676
747439
R73968
H39840
H95233
39841
N10199
T52966
N29508
N263919
N26910
H16757
N27732

451
GCCTGRTS
GCC
TCCTGGTSTT
GCCTGGTGT.
GCCTGGIST
GCCTGGTGT.
GCCTGGIST.
GCCTGGTGT.

a1t sssnes

DA A
et e o .
sr et .
be e .
R
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..........
te s
..........
NI N
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CGAAGGT &S

CGAAGG

CGAAGGT.GG
CGAAAGTTGG
CGAAGGT.GG
CGAAGGT .GG
CGAAGGT.GG

seersas e

..........

..........

..........

..........

59¢
TGGGCAGATG CCGGG CCTC CATGCCTA &

TGGGCAG

TGGGCANATT CCGGGGCCTT CATGNCTAAG
TGGGCAGATT CCGGG,CCTC CATGCCTA.G
TGGGCAGATG CCGGG.CCTC CATGCCTALG
TGGGCAGATG CCGGG.CCTC CATGCCTA.G

D R R R I R R A N
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veesan o T s sessss .
..............................
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.................... st ea e
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Bikunin
N57374
R35464
494519
N39798
87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
95233
439841
N3019%
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

Bikunin
N57374
R35464
H94519
N39798
H87300
R74593
R3273C
R34701
H02982
R32676
747439
R73968
H39840
R95233
H39841
N3Cl99
752966
N29508
N26919
N26910
H1675?
N27732

501

G TGGT GGT
GTTGSTTIGGCT
G.TGGT.GGT
G.TGST.GGT
G.TGGT.GGT

..........

..........

..........

........

551
GGGGCTGTGA
GGGGCTNTTA

= o
()

GGGGCIGTGA .

GGGGCTSTGA
GATTCGGCAC

----------

..........

..........

----------

HU 226 419 B1
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ACAATGTCAC
ANAATGTNAA
ACAATGTCAC
ACAATGTCAC
ACAATGTCAC

veeres e
cess s
NEEXEEEER
vesenn

..........

CGGAAACA
AACGGAAANA
. .CGGAAACA
.CGGAAACA
. .CGGAAACA
AGGGGAAACA

----------

..........
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TGATGGATCS
TTAANGATTC
TGACGGATCC
TGACGGATCC
TGACGGATCC

..........
----------
..........
..........

..........

GCAATAATTA
CAATAATNA
GCAATAATTA
GCAATAATTA
GCAATAATTA
GCAATAATTA

CAATAATTA

..........
..........
..........
..........
..........

..........

..........

TGCCAGZTGT
TTGCAACTGT
TGCCAGCTGT
TGCTAGCTGT
TGCCAGCTGT

tses s ie e
vesese e
teeser e
treesranae
tesesssnas
seerrs e
ceeererans

es s vas e

----------

----------

..........

CCTGACCAAG
CCTGACCAAA
CCTGACCAAG

CTGACCAAG
CCTGACCAAG
CCTGACCAAG
CCTGACCAAG
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....... .
e
..........
..........
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..........
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55C
TTGTGT ATS
TTGTGTNATIT
TTGTGT.ATG
TTGIGT.ATG
TTGTGT.ATG

N R
srees s
R IR R

Sesecens e

.....
..........
..........

600
GA GGAGTGC
GAAGNAAT. .
GA .GGAGTGT
GA ,GGAGTGC
GA.GGAGTGC
GA .GGAGTNC
.GGAGTGC

..........

..........

..........

..........



8ikunin
RI5464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
Rl9840
K95233
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
K1675?
N27732

Bikunin
R35464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
139840
195233
7439841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

601

CTCAAGAAAT
CTCAAGAAAT
CTCAAGAAAT
CTCAAGAAAT
CTCAAGAAAT
CTCAAGAAAT

----------

----------

651

CAGCAGGAAT
CAGCAGGAAT
CAGCAGGAAT
CAGCAGGAAT
CAGCAGGAAT
CAGCAGGAAT

..........

.........

..........

HU 226 419 B1

Int. Cl.

GTGCCACTGT
GTGCCACTGCT
GTGCCACTCT
GTGCCACTCT
GTNCCACTST
GTGCCACTGT

.......

..........
..........

..........

.......

GCAGCGGATT
GCAGCGGATT
GCAGCGGATT
GCAGCGGATT
GCAGCGGATT
GCAGCSGATT

.....

----------

..........

----------
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CACAGAGAAT
CACAGAGAAT
CACAGAGAAT
CACAGAGAAT
CACAGAGAAT
CACAGAGAAT

..........

---------

..........
..........
----------
..........

CCTCTGTCCC
CCTCTGTCCC
CCTCTGTCCC
CCTCTGTICCC
CTTCTGTCCC
CCTCTGTCCC

..........

..........

..........

......

GCCACSGGTG
GCCACGGGTG
GCCACGGGTG
GCCACGSGTG
GCCACGGCTG
GCCACGGGTS

..........
..........

..........

AAGTGCTCCC
AAGTGCTCCC
AAGTGCTCCC
AAGTGCTCCC
AAGTGCTCCC
AAGT.CTCCC

..........
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635C
ACCTGGCCAT
ACCTGGCCAC
ACCTGGCCAC
ACCTGGCCAC
ACCTGGCCAC
ACCTGGCCAC

..........
----------

..........

700
AGAAGGCAGG
AGAAGGCAGG
AGAAGGTAGG
AGAAGGCAGS
AGAAGGCAGG
AGAAGGCAGG

..........



Bikunin
R35464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R71968
H39840
R9523)
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

Bikunin
R3IS464
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R3I4701
HO02982
RI2676
T47439
R73968
H39840
#95233
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

101

ATTCT GAAG
ATTCTTGAAG
ATTCT.GAAG
ATTCT.GAAG
ATTCT.GAAG
TTCT.GAAG

..........

151
CACCGCCAA
GCACCGNCAA
GCACCGCCAA
CACCGCCAA
.CACCGCCAA
.CATTSCCAA

..........

..........

HU 226 419 B1
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ACCACTCCAG
ACCACTTCAG
ACCACTCCAG
ACCACTCCAG
ACCACTCCAG
ACCACTCCAG

..........

CGCAGT CAC
CGNATT

CGCATT.CAC
CGCAGT.CAC
CGCAGTNCAC
CGCAGT.CAC

..........
..........

..........

..........

..........
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CGATATGTT

CGATATGTTT
CGATATGTT.
CGATATGTT.
CGATATGTT.
CGATATGTT.

..........
..........
----------

TGGGCC TTG

TGGGCC, . TG
TGGGGCLTTS
TGGGCC.TTG
TGGGST . 716

..........
..........
..........
----------
..........
..........
..........

..........

150
CAACTAT G AAGAATACTG
CAANTATTGN AAGAATAATT
CAACTAT. .G AAGAATACTG
CAACTAT. .G AAGAATACTG
CAACTAT. .G AAGAATACTG
CAMACTAT. .G AAGAATACTG

D R R I N N

800
CCGTG CAT CCTT CCCAC

C.GTG.CAT. CCTT.CCCAC
C.GTGGAAT. CCTTTCCCAC
C.GTGGCATN CCTT,CCTAC
CCGTG.CAT, SCTT.CCCAC

....................

....................

....................

....................
....................

....................

4C. abra (folytatas)
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Bikunin
H94519
N39798
H87300
R74593
R31730
R34701
HO2982
R32676
T47439
R73968
H39840
H95233
439641
N30199
©52966
N29508
N26919
N26910
H161757
N27732

Bikunin
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
K95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26910
H.6757
N27732

801

GCTGGTACTT
GCTGGTACTT
GCTGGNAATT
GCTINGTACTT
GCTGGTACTT

.....

. vees s
0 .o e
. vevr e

..........

.....

851

GGAGGCT GC
GGAGGCTTGC
GGAGGCT.GC

-----

GGNGGCT.GT
CGAGGA..GT

.o DR
R .
v v .
. P .
..........
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teee 0 e
IEERK
cees ey
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T GACGTGGA
T.GNCGT

TNGACSTTGA
T.GACGTGGA
T.GACGTGGA

..........

..........
..........

CGGGGCAAT
GGGGCAATN
CGGGGCAAT.
CGGGG. AAT.
CGGGGCAAT.

----------

..........
----------
..........

GA GGAACTC

GAAGGAAC
GA.GGAACTC
GA.GGAACTC

e e e

GA . GGAACTC

-----

..........

..........

AAGAACAG C
AAGAACAGNT
AAGAACAG.C
veieedaGLC
AAGAACA .NC
AAGAACAG.C

..........
..........

..........

..........
..........
..........
..........
..........

C7G CAATAA

CTGGCAATAA
CTG.CAATAA

..........
..........
..........
----------

..........

TACCGCTC T
TACCGCTCTT
TACCGCTC. T
TACCGCTC.T
TACCGCTC.T
TACCGCTC.T

..........

..........
..........

..........

4C. abra (folytatas)

56

850
CTTCATCTAT

CTTCATCTAT
CTTCATCTAT

CTTCATCTAT
ATTC. .GGAA

----------
----------
----------

..........
..........

900
GAGGAGGCCT
TAGGAGGCCT
GAGGAGGCCT
GAGGAGGCCT
GAGGAGGCCT
GAGGAGGCCT

<+ . .NGGCCT

----------

..........
..........
..........
----------

..........



Bikunin
H87300
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
139840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26910
H167%7
N27132

Bikunin
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
H95233
H19841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16157
N27732

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

901

GCA TGCTC
.GCA.T....
.GCA.TGCTC
.GCA . TGCTC

CGSTGCTTCC

CGCTGCTTCC
CGCTGCTTCC
ceees s TTCC
CGCTGCTTCC
CGCTGCTTCC
CGCTCGCTICC

.GCG . TGCTC
.GCA.TGCTC
TGCAGTIGCTC

...............

--------------------

951

GAA TCCTCC
GAA.TCCTCC
GAA.TCCTCC
AAANTCCTCC
GAA.TCCTCC
GAA, TCCTCC
GAA. TCCTCC

CCTGCCCCTT
CCTGCCCCTT
CCTGCCCCTT
CCTCCCCCTT
CCTGCCCCTT
CCTGCCCCTT
CCTGCCCCTT

----------

GC..ovvin
GCTGIGTGTT
GCovvvenns
GCovvennsn

..........
..........
..........

..........

GGCTCAAAGG
GGCTCAAAGG

GGCTCAAAGG
GGCTCAAAGG
GGCTCAAAGG
GGCTCAAAGG
GGCTCAAAGG

..........

..........

CTCTTCCAGG

et s sa e

..........

TGGTGGTTC

TGGTGCTIC,
TGGTGGCTTC.
TGGTGGTTICC
TGGTGGTTC.
TGGTGGTTC.
TGGTGGTTC,

.....

----------

4C. abra (folytatas)

57

950
CA GCAGGA

.CA.GCAGGA
.CA.GCAGGA
.CAAGCAGGA
CCA.GCAGGA
.CA.GCAGGA
.CA.GCAGGA

..........

1000
TGG CGGGGC
TGGLCGGGGC
TGG.CGGGGC
T6G.CGGGGC
TGG .CGGGGC
TGG.CGGGGC
TGG . CGGGGC
1 .CGGGGT

..........

..........



Bikunin
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H396840
H95233
H3984)
N30199
TS2966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

Bikunan
R74593
R31730
R3470%
H02982
R32676
T47439
R73968
H19840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

1003

TGTT CGTGA
TGTTICCTGA
TGTT.CGTGA
TGTT.CGTGA
TGTT.CGTGA
TGTT.CGTGA
TGTT.CGTGA
TGTT.CGTGA

..........
..........

10851
TACC TGAT

HU 226 419 B1

Int. Cl.: C12N 15/15

TGGTGTTGAT
TGGTGTTGAT
TGGTGTTGAT
TGGIGTTGAT
TGGTGTTGAT
TGGTGTTGAT
TGGTGTTGAT
TGGTSTTGAT

CCGGGTGGCA

TAC. . TGATT CCGGGTGGCA
TACC.TGAT. CCGGGTGGCA
TACCCTGAT. CCGGGTGGCA
TACC.TGAT. CCGGGTNGCA
TACC.TGAT, CCGGGTGGCA

TACC. TGAT,
TACC.TGAT.

----------

..........
..........

CCGGGTNGCA
CCGGGTGGCA

.....

..........

CC T CTTCC
CCTT..TTCC
CC.T.CTTCC
CCCTCCTTCC
CC.T.CTTCC
CC.T.CTTCC
cC.T.CTTCC
CC.T.CTICC

..........

CGGAGG AAC
AGGAGG . AAC
CGGAGGGAAC
CGGAGG.AAC
CGGAGS . AAC
CGGAGG.AAC
CGGAGG . AAC
CGGAGG . AAC
.+ .GGG.AAC

----------
..........

..........

..........

..........

TGGG AGCCT
TGGGGAFCNT
TGGGGAGCCT
CGGG.AGCCT
TGGG .AGCCT
TGGG .AGCCT
TGGG .AGCCT
TGGG.AGCCT

......

C AGG AGCG
C.AGG.AGCG
C.AGGGAGCG
CCAGG.ANCS
C.AGGGAGCG
C.AGGGAGCG
C.AGG.AGCG
C.AGG.AGCG
C.AGG.AGCS

..........
----------

..........

4C. abra (folytatas)

58

1050
CC ATGGTC
CC.ATGGTCT
CC.ATGGTC,
CCCATGGTCC
CC.ATGGTN.
CC.ATGGTC.
CC.ATGGTC.
CC.ATGGTC.

..........

..........

1100
TGCCCTGLSC
TGCCCTCCGG
TGCCCTGCGC
TGCCCTGCGC
TGCCCTGCGN
TGCCCTGCGC
TGCCCTGCGC
TGCCCTGCGE
TGCCLTGCGC

..........

..........
----------

..........



Bikunin
R74593
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
139840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N2691%
N26910
H16757
N21732

Bikunan
R31730
R34701
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
H95233
439841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

110

ACCG TCT G
ANCG.TCT.G
ACCG. 7CTGG
ACCG.TCT.G
ACCG. TCTNG
ACCG.TCTGS
ACCG.TCT.6
ACCG.TCT.G
ACCGGTCT.G

AR

Treseserne

ACCG.TCT.G

..........

1151

ACATATCT &
ACATATGTTC
ACATATGT.C
ACATATGT.C
ACATATGTTC
ACATATGT.C
ACATATGT.C
ACATATGT.C

HU 226 419 B1

Int. Cl.: C12N 15/15

GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTTCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACTAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG
GAGCTCCGGA GATGACAAGG

sesveorer sesses a0

setevs s cervesene

GAGCTCCGGA GATNACAANG

CTGT GACCS CCCTGT CGC
CTGTTGACCG NCCTGTTCGC
CTGT.GACCG CCCTGT.CGC
CTGT.GACCG NCCTGTTCGN
CTGTTGACCG CCCTGTTCGC
CTGT.GACCG CCCTGT.CGC
CTGT.GACCG CCCTGT.CGC
CTGT.GACCG CCCT3T.CGC

........ €. CCCTGT.CTCC
CTGT.GACCG CCCTNT.CGC

....................

....... CC, CCITNT.CGC

....................

AGCAGCTGG
GNT
GAGCAGCTGG
AGCAGCTGG
+AGCAGCTGG
GAGCAGCTGG
.AGCAGCTGCG
. AGCAGCTGG
. AGCAGCTGG

C AAGAGG A
C.AAGAGG.A
C.AAGAGG.A
C.AAGAGG.A
C.AAGAGGGA
C.AAGAGG.A
C.AAGAGG.A
C.AAGAGG. A
CCAAAAGG . A
C.AAGAGG.A
C.AAGAGG.A

..........

4C. abra (folytatas)

59

115¢C
TGAAGAAC

GTGAAGAAC.,
. TGAAGAAC .
. TGAAGAAC,
+TGAAGAAC.
. TGAAGAAC.
+ TGAAGAAC .
. TGAAGAAC .

seceevree

1200
CT GGGGAA
TTGGGGGAA .
CT.GGGGAA.
CTNGGGGAAA
NTGGGGGAA .
CT.GGGGAA.
CT.GGGGAA.
CT.NGGGAA.
CT.GGGGAA.
CT.GGGNAAA

..........

..........

..........



Bikunin
R31730
R3470!1
H02982
R32676
T47439
R73968
H39840
H95233
H39841
N30199
TS2966
N29508
N26919
N26910
H16787
N27732

8ikunin
R32676€
T47439
R713968
H#39840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26319%
N26910
H16757
N27732

Bikunin
T47439
R73968
H39840
H952133
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

1201
GGGAGGSE
.GGGAGGGGE
.GGGAGGGG.
GGGGAGGGG.
GCGGGAGGGSG
.GGGAGGGG.
.GGGAGGSGG.
+GGGAGGGG.
.GGGAGGGGA
.GGGAGGONG.

.GGGAGGGG.

Tetsas s

1251
GATTGACTC
GNTTGANTTC
GATTGACTC.
GATTGACTC,
GATTGACTC.

vEsse s

GATTGACTC.
GATTGACTC.

..........

1301

TCTCTGGGAG
TCTCTNGGAG
TCTCTGGGAG
TCTCTGGGAG
NCTCTGGGAG
TCNCTGGGAG
TCTCTGGGAG

Verr v e

TCTSTGSGAG

HU 226 419 B1

int. Cl.: C12N 15/15

AGACTAT G
A

AGACTAT.G.
AGATTAT.G.
AGANTATTGT
AGACTAT.G.
AGACTAT.G.
AGACTAT.G.
AAACNAT .G,
AGACTAT.G.
AGACTA..G.

sases e s

GGATTTG A
GGGNTTTTNA
.GGATTTG.A
.GGATTTG.A
.GGATTTG.A

.GGATTTG.A
+GGATTTGGA

.GGATTTG.A

..........

GTAGGACGGS
GTAGGACGA

GTAGGACGGC
GTAGGACGSC
NTAGGACGGC
GTAGGACGGC
GTAGGACGGC

GTAGGACGGT

76T GA GCT

TGT.GA.GCT
TGTTGA.GTT
TGTIGA.GNT
TGT.GA.GCT
TGT.GA.GCT
TGT.GA.GCT
TGT.GAACCT
TGT.AA.GCT

GT GATC A
GTTGATCCAT
GT.GATC.A.
GT.GATC.A.
GT.GATC.A.
ceeeses A
GT.GATC.A.
GT.GATC.A.

..........
..........

eredeteli ded
bavviiv
-
4

-
gt
e~ -
: TCC.7G6

-

- oo
v luwau
~

CICCTTTe

TGITTCC.T

T

-
-
~
]
~
(e}
-
o

..........
TGITICALTG
..........

TTTTTT AA

TTTTTT..AA
TTTTTT..AA
TTITTTTAAA
TTTTTIT..AA
TTITTIT..AA
TITTIT..AA
TTTTTT.AAA
TTTTTT..AA

P R

TTTTTT..AA

TTAGGG CT
TTAGGGGGNT
TTAGGG. .CT
TTAGGS. .CT
TTAGGG. .CT
TTAGGG. .CT
TTAGGG. .CT
TTAGGG. .CT

..........
..........

..........

S TC TGGCA

CGTCTIGGCA
.TC.TGGCA
.TC.TGGCA
. TC.TGGCA
CA

[ANNANNANEA

O o ¢

G.TC.TGGC

12358
A TAGA GG

A.TA
ANTAG
ATTAGGAGGS
A.TAGA..GG
A.TAGA. .GG
A.TAGA, .GG

A.TAGA. .GG
A.TAGA. .GG

.. .

A.TAGA, .GG

13c0
GAGGTCTST
GAG
GAGGTCTNTT
GAGGTCTGTT
GAGGTICTGTT
GAGGTCTGTT
GAGGTCTCTT
GAGGTCTGTT

veeecas e

GAGGTCTGTT

..........
..........

1382
GGGATGSG

.GGGATGGSS
.GGGATGSS.
.GGGATGGS.
+GGGATGGS.
.GGGATGGG.
.GGGATGSG.
.GGGATGSS.

+GGGATGGG .

GGTCCTGNCA AGGNATGGGG

4C. abra (folytatas)

60



Bikunin
R73968
H39840
H95233
H39841
N30199
T52966
N29508
N26919
N26910
R1675?
N27732

Bikunin
R713968
H39840
H95233
H3984]
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16787
N27732

8ikunin
R73968
H3984C
H95233
H39841
N30199
TS52966
N29508
N26919
N2691C
H16757
N271732

1381

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

TTTG CTTTG
TTTC.CTTTG
TTTG.CTITC
TTTG.CTTIG
TT7G.CITTC
TT7G.CTTIG

G AAATCCTC
GGAAATCCTC
GAGAATCCTC
G.AAATCCTC
G . AAANCCNC
G.AAATCCTC

TTTG.CTTIC
TTTG.CTTIG

css s s

2es e oCTTTT
TTTGCCTTTG
TTTG.CTTTG

1401

CAGT CT GG
CAGT.CTNGG
CAGT.CT.GG
CAGTTCT..G
CAGT.CT.GG
CAGT.CT.GG
CAGT.CT.GG
CAGT.CT..S
CAGT.CTTGS
CAGT.CT..C
CAGTNCT.GG
CAGT.CT.GG

1451

TTT CCTCCA
TTTTCCTCCA
TTT.CCTCCA
TTT.CCTCCA
TTT.CCTTCA
TTT.CCTCCA
TTT.CCTCCA
TTT.CCTCCA
TTT.CCNCCA
TTT.CCTCCA
TTTACCCCCA
TTT.CCTCCA

G.AAATCCTC
G.AAATCCTIC
GNAAATCCTC
G.AAANCCTC
G.AAATCCTC

CAGCAG CCC
CAGCANCCCC
CAGCAG.CCC
CAGCAG.CCC
CAGCAG.CCTT
CAGCAG.CCC
CAGCAG. .CC
CAGCAG.CCC
CAGCAG.CCC
CAGCAG.CCC
CAGCAGACCC
CAGCAG.CTC

GGTAG AGT
GGTAAGAATT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
CGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT
GGTAG. .AGT

T AGGAGSCT

CCTCCT CGC

140C
ATGG CC TG

TTNGGAGGCT
T .ANGAGGCT
T.AGGAGGCT
T.AGGAGGCT
T.AGGAGGCT
T.AGGAGGCT
T.AGGAGGCT
«« + +GAGGCT
T.AGGAGGCT
T.AGGAGGCT
TTAGGAGGCT

CGAGTTGTTT
COAGTTTTTT
CGAGTTGTTT
CGAGTTCTTT
CGAGTTGTIN
CCAGTTGTTT
CGAGTTGTTT

GAGTTGTTT
CGAGTTGTTT
CGAGTTGTTT
CCGAGTTGTTT
CGAGTIGTTT

TTTC TTTG
TTTCTTTIT

TTTC.TTTG.
TTTC.TTTG.
TTTC.TTTG.
TTTC.TTTG.
TITC.TTTG.
TTIC.TTTG.
TTTC.TT7G.
TITC.ITTG.
TTTCCTTIGN

—mme~ weno
4o evwsanand,

CCICCTTOLC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCTTCGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC
CCTCCT.CGC

CC TCGCTG
TCCTTCGCTG
.CC.TCGCTG
.CC.TCGCTG
.CC.TCGCTG
JCC.TCGCTG
.CC.TCGLTG
.CC.TCGCTC
.CC.TCGCTC
.CC.TCGCTGC
.CC.TCGLCTG
.CC.TCGCTG

CTTATGTTGA

CTTATGTTGA
CTTATGTTGA
CTTATGTTGA
CTTATGTTGA
CTTATCTTGA
CTTATGTTGA
CTTATGTTGA
CTTATGTTGA
CTTATGTTGA

TTATGTTGA

4C. abra (folytatas)

61

ATGGGCCTIS
ATGG.CC.TG
ATGG.CC. TS
ATGG.CC.TG
ATGG.CC.TG
ATGG.CC, TG
ATGG.CC.TG
ATGG.CC.TG
ATGG.CC.TG
ATGG.CC. TG
ATGG.CC.TG

1450
ATC GATTTC
ATCCGATTTC
ATC.GATTTC
ATC.GATTTC
ATC.GATNTC
ATC.GATTTC
ATC.GATTTC
ATC.GATTTC
ANC.GATTTC
ATCGGATTTC
ATC.GATTTC
ANC.GATTTC

1500
ATTCCATTGC

ATTCCATTGC
ATTCCATTGC
ANTCCATTGC
ATTCCATTGC
ATTCCATTGC
ATTCCATTGC
ATTCCATTSC
ATTCCATIGS
ATTCCATTGC
ATTCCATTGC



Bikunin
R39840
H95233
Hl9841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

Bikunin
H19840
H95233
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

Bikunin
H95233
H39841
N30199
T52966
N29s08
N26919
N26910
H16787
N27732

Bikunin
H39841
N30199
752966
N29508
N26919
N26910
H16757
N27732

1501

CICTTTT CT
CICTTTT.CT
CTCTTTT.CT
CTCTTTT.CT
CTCTTIT.CT
CTCTTIT.CT
CTCTTTT.CT
CICTTTT.CN
CTCTTTT.CT
CTCTTTTACT
CTCTTTT.CT

1552

CTIGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTATG
CTGATTTAIG

1601

CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG
CTGAAAGAAG

1651
CTTTAG AAT
CTTTAA.
CTTTAG.AAT
CTTTAGGAAT
CTTTAG.AAT
CTTTAG.AAT
CTTTAG.AAT
CTTTAG.AAT
CTTTAG,AAT

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA
CATCACAGAA

G TTTITTT
GGTTTTTTTT
G..TTTTTTT
G..TTTTTTT
G..TTTTTTT
G..ITTTTTTT
G..TTTTTTT
G..7TTTTTT
G..TTTITTTT
G..TTTTTTT
G..TITTTTT

GAAAGTAAAA
GAAAGTAAAA
GAAAGTAAAN
GAAAGTAAAA
GAARAGTAAAA
GAAAGTAAAA
GAAAGTAAAA
CAAAGTAAAA
GAAAGTAAAA
GAAAGTAAAA

AAAAAAAAAA

AAA

NAAAANAAAA
AAATTTCAGC
AAAAAAAAAA
AAATTTCAGC
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG
GTGATGTTGG

AAGTATAAAC
AAGTAT

AAGTATAAAC
AAGTATAAAC
AAGTATAAAC
AAGTATAAAC
AAGTATAAAC
AAGTNTAAAC
AAGTATAAAC
AAGTATAAAC
AAGTATAAAC

TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TGTACAAGTT
TCTACAAGTT
TGTACAAGTT

AAAAAAAAAA

AAGGGTS
ATGTGCTTTC
AAAAAAAAAA
ATGTIITTT
AAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA

AATCGTTTCT
AATCCTITCT
AATCGTITTICT
AATCGTTTCT
AATCGTTTCT
AATCGTTTCT
AATCGTTICT
AATCGTTTCT
AATCGTTTICT
AATCGTTICT
AATCGTTTCT

AAAAGTTTTT

AAAAGTTTTT
AAAAGTTTTT
AAAAGTTTTT
AAAMAGTTTTT
AAAAGTTTTT
AAAAGTTTTT
AAAAGTTTTT
AAAAGTTTTIT
AAAAGTTTTT

TAATAAAAAG
TAATAAA

TAATAAAAAG
TAATAAAAAG
TAATAAAAAG
TAATAAAAAG
TAATAAAAAG
TAATAAAAAG
TAATAAAAAGC
TAATAAAAAG

1689
ARAAAAAAN

AA

A

AAAAAA
AAAAAA
AAAAAAAAA

4C. abra (folytatas)

62

185¢C
TTTGTTT ST
TTTCTTITST
TTIGTTT.GT
TTTCTIT.GT
TTTGTIT.GT
TTTGTTT.GT
TTIGTIT.GT
TTIGTTT.GT
TTTGTTT.GT
TTIGTTT.GT
TTTGTTT.GT

1600
TATTAGCATT

TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT
TATTAGCATT

1650
GGGCCTTCCT

GGGCCTTCCC
GGGCCTTCCC
GGGCCTTCCC
GGGCCTTCCC
GGSCITTCCC
GGGCCTTCCC
GGaeeTrece
GGGCCTTCCC



EST-konszenzus

EST-konszenzus

EST-konszenzus
EST-konszenzus

EST-konszenzus

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

MLRAEADGVS RLLGSLLLSG VLAADRERSI HDFCLVSKVV GRCRASMPRW 50
WYNVTDGSCQ LEVYGGCDGN SNNYLTKEEC LKKCATVTEN ATGDLATSRN 100
AADSSVPSAP RRQDSEDHSS DMFNYEEYCT ANAVTGPCRA SFPRWYFDVE 150

RNSCNNFIYG GCRGNKNSYR SEEACMLRCF RQQENPPLPL GSKYWVYLAGL 200

EVMVLILFLG ASMVYLIRVA RRNQERALRT VWSSGDDKEQ LVKNTYVL 248

4D. dbra

63



cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transziacié

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

¢DNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacid

cDNS
transzlacid

cDNS
transzlacio

TGATCGCGAG
S R D

GCTGGCCATG
L A M

CCCTGCTGGG
L L G

CGCAGCATCC
R s I H

GGCCTCCATG
A 5 M

TGTTTGTGTA
F Vv Y

GAGGAGTGCC
E E C L

CCTGGCCACC
L AT

GAAGGCAGGA
R @ D

TACTGCACCG
Y C T A

CTGGTACTTT
W Y F

GCTGCCGGGG
C R G

CGCTGCTTCC
R C F R

GGTGGTTCIG
S v L

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

ACC
T

3
-47

ACCCCAACGG CTGGTGGCGT CGCCTGCGCG TCTCGGCTGA 53

P N G

W W R

R L R V

S A E

-30

GCGCAGCTGT GCGGGCTGAG GCGGAGCCGG GCGTTTCTCG 103
A F L Aa-13

A QL C

ATCGCTGCTC
S L L

ACGACTTCTG
D F C

CCTAGGTGGT
P R W W

TGGGGGCTGT
G G C

TCAAGAAATG
K K C

AGCAGGAATG
S R N A

TTCTGAAGAC
S E D

CCAACGCAGT
N A V

GACGTGGAGA
D VvV E R

CAATAAGAAC
N K N

GCCAGCAGGA
Q Q E

GCGGGGCTGT
A_G L _F

G L R

CTCTCTGGGG
L s G v

CCTGGTGTCG
L Vv s

GGTACAATGT
Y N V

GACGGAAACA
P G N S

TGCCACTGTC
AT Vv

CAGCGGATTC
A D s

CACTCCAGCG
H 8§ § D

CACTGGGCCT
T G P

GGAACTCCTG
N § C

AGCTACCGCT
S ¥ R §

GAATCCTCCC
N P P

TCGTGATGGT
vy M Y

R § R

TCCTGGCGGC
L A A

AAGGTGGTGG
K v v G

CACTGACGGA
T D G

GCAATAATTA
N N Y

ACAGAGAATG
T E N A

CTCTGTCCCA
s v p

ATATGTTCAA
M F N

TGCCGTGCAT
C R A S

CAATAACTTC
N N F

CTGAGGAGGC
E E A

CTGCCCCTTG
L P L G

GTTGATCCTC
LI L

CGACCGAGAA
D R E

GCAGATGCCG
R C R

TCCTGCCAGC
Ss ¢ QL

CCTGACCAAG
L T K

CCACGGGTGA
T G D

AGTGCTCCCA
S A P R

CTATGAAGAA
Y E E

CCTTCCCACG
F P R

ATCTATGGAG
I Y G G

CTGCATGCTC
C M L

GCTCAAAGGT
S K ¥

TTCCTGGGAG
F L G A

CCTCCATGGT
S M. Y

CTACCTGATC
Y L1

CTGCGCACCG
L R T V

TCTGGAGCTT
W § F

CGGGTGGCAC
R V A R

CGGAGATGA
G D

4E. abra

64

GGAGGAACCA
R N Q

GGAGCGTGCC
E R A

153
4

203
21

253
38

303
54

353
71

403
88

453
104

503
121

553
138

603
154

653
171

703
188

753
204

782
213



CDNA
CDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNS

transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacid

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

cDNS
transzlacio

‘'cDNS
transzlacié

cDNS
transzlacié

GCACGAGTTG
GTGTCGCAGG
GCCGAGAAGG
GGGGGCTTTG
GAGGCGCTCC
GAGACCCCAA
ATGGCGCAGC
M A Q L

GGGATCGCTG
G s L

TCCACGACTT
H D F

ATGCCTAGGT
M P R W

GTATGGGGGC
¥ G G

GCCTCAAGAA
L K K

ACCAGCAGGA
T 8 R N

GGATTCTGAA
D § E

CCGCCAACGC
A N A

TTTGACGTGG
F D V E

GGGCAATAAG
G N K

TCCGCCAGCA
R Q Q

CTGGCGGGGC
L _A_G L

HU 226 419 B1

Int. Cl.:

GGAGGTGTAG
CGGCGAGGGC
CCGGGCGTCC
GCACCTGGCG
ATTGCGCGTG
CGGCTGGTGG
TGTGCGGGCT
cC G L

CTCCTCTCTG
L L S G

CTGCCTGGTG
cC L Vv

GGTGGTACAA
W Y N

TGTGACGGAA
C D G N

ATGTGCCACT
C A T

ATGCAGCGGA
A A D

GACCACTCCA
D H S S

AGTCACTGGG
v T G

AGAGGAACTC
R N §

AACAGCTACC
N § Y R

GGAGAATCCT
E N P

TGTTCGTGAT
F Y M

C12N 15/15

CGCGGCTCTG AACGCGCTGA GGGCCGTTGA
GCGAGTGAGG AGCAGACCCA GGCATCGCGC
CCACACTGAA GGTCCGGAAA GGCGACTTCC
GACCCTCCCG GAGCGTCGGC ACCTGAACGC
CGCGTTGAGG GGCTTCCCGC ACCTGATCGC
CGTCGCCTGC GCGTCTCGGE TGAGCTGGCC

50
100
150
200
250
300

GAGGCGGAGC CGGGCGTTTC TCGCCCTGCT 350

R R § R A F L A L L

GGGTCCTGGC GGCCGACCGA GAACGCAGCA
V L A A D R E R § I

TCGAAGGTGG TGGGCAGATG CCGGGCCTCC
S K VvV G R C R A S

TGTCACTGAC GGATCCTGCC AGCTGTTTGT
v T D G § C q L F V

ACAGCAATAA TTACCTGACC AAGGAGGAGT
S N N Y L T K E E C

GTCACAGAGA ATGCCACGGG TGACCTGGCC
v T E N A T G D L A

TTCCTCTGTC CCAAGTGCTC CCAGAAGGCA
§$ S V P s A p R R @

GCGATATGTT CAACTATGAA GAATACTGCA
D M F N Y E E Y C T

CCTTGCCGTG CATCCTTCCC ACGCTGGTAC
P C R A S F P R W Y

CTGCAATAAC TTCATCTATG GAGGCTGCCG
C NN F I ¥ GG 6 C R

GCTCTGAGGA GGCCTGCATG CTCCGCTGCT
S E E A C M L R C F

CCCCTGCCCC TTGGCTCAAA GGTGGTGGTT
P L P L G S K Yy v Vv

GGTGTTGATC CTCTTCCTGG GAGCCTCCAT
YL I L F L G A S M

GGTCTACCTG

ATCCGGGTGG

vy Y L I R V a

CCGTCTGGAG
vV W §

GTCCTGTGAC
v L *

CTCCGGAGAT
$ G D

CGCCCTGTCG

CACGGAGGAA CCAGGAGCGT GCCCTGCGCA
R R N Q ER A L R T

GACAAGGAGC AGCTGGTGAA GAACACATAT
D K E Q L V X N T Y

CCAAGAGGAC TGGGGAAGGG AGGGGAGACT

4F. abra

65

-11

400
7

450
23

500
40

650
90

700
107

750
123

800
140

850
157

900
173

950
190

1000
207

1050
223

1100
225



cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
cDNA
CDNA
cDNA
CDNA
cDNA
1550

ATGTGTGAGC
TTAGGGCTGA
TGGCAGGGAT
TGGCCTGCAG
CTTTCCTCCA
TTTTCTCNAT
TTTATGGTTT
GAAGGAAAGT
AATAAATTTC

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

TTTTTTTAAA
GGTCTGTTTC
GGGTTTGCTT
TCTGGCAGCA
GGTAGAGTTT
CACAGAAGTG
TTTTAAGTAT
AAAATGTACA
CAGCATGTTG

TAGAGGGATT
TCTGGGAGGT
TGGAAATCCT
GCCCCGAGTT
TCTTTGCTTA
ATGTTGGAAT
AAACAAAAGT
AGTTTAATAA
CTTTCAAAAA

GACTCGGATT
AGGACGGCTG
CTAGGAGGCT
GTTTCCTCGC
TGTTGAATTC
CGTTTCTTTT
TTTTTATTAG
AAAGGGGCCT
AAAAAAAAAA

4F. abra (folytatas)

66

TGAGTGATCA
CTTCCTGGTC
CCTCCTCGCA
TGATCGATTT
CATTGCCTCC
GTTTGTCTGA
CATTCTGAAA
TCCCCTTTAG
AAAA

1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500



EST-konszenzus
PCR-ki6n
ACDNS-klén

EST-konszenzus
PCR-klon
ACDNS-klon

EST-konszenzus
PCR-kién
ACDNS-kion

EST-konszenzus
PCR-kién
ACDNS-kién

EST-konszenzus
PCR-kién
ACDNS-ki6n

EST-konszenzus
PCR-ki6n
ACDNS-kiIén

ADRERSIHDF
ADRERSIHDF
ADRERSIHDF

YLTKEECLKK
YLTKEECLKK
YLTKEECLKK

NYEEYCTANA
NYEEYCTANA
NYEEYCTANA

ACMLRCFRQQ
ACMLRCFRQQ
ACMLRCFRQQ

QERALRTVWS
QERALRTVWS
QERALRTVWS

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

CLVSKVVGRC
CLVSKVVGRC
CLVSKVVGRC

CATVTENATG
CATVTENATG
CATVTENATG

VIGPCRASFP
VTGPCRASFP
VTGPCRASFP

ENPPLPLGSK
ENPPLPLGSK
ENPPLPLGSK

SGDDKEQLVK
FGD
SGDDKEQLVK

4G.

MLR
MAQLCGL
MAQLCGL

RASMPRWWYN
RASMPRWWYN
RASMPRWWYN

DLATSRNAAD
DLATSRNAAD
DLATSRNAAD

RWYFDVERNS
RWYFDVERNS
RWYFDVERNS

AEADGVSRLL
RRSRAFLALL
RRSRAFLALL

VIDGSCQLEFV
VIDGSCQLFV
VIDGSCQLFV

SSVPSAPRRQ
SSVPSAPRRQ
SSVPSAPRRQ

CNNFIYGGCR
CNNFIYGGCR
CNNFIYGGCR

GSLLLSGVLA
GSLLLSGVLA
GSLLLSGVLA

YGGCDGNSNN
YGGCDGNSNN
YGGCDGNSNN

DSEDHS SDMF
DSEDHSSDMF
DSEDHSSDMF

GNKNSYRSEE
GNKNSYRSEE
GNKNSYRSEE

YVVLAGLEVM VIILFLGASM VYLIRVARRN
YVVLAGLEVM VLILFLGASM VYLIRVARRN
YVVLAGLEVM VLILELGASM VYLIRVARRN

NTYVL

NTYVL

abra
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-1
-1
-1

50
50
50

100
100
100

150
150
150

200
200
200

225
213
225



OD 280

Placenta-bikunin tisztitasa, Superdex75-gélsziréssel

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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45 kiDa

29

-y
0

14

HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

7. abra
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HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15

eidqe ‘g6
€ e s
A iy
gl T
6¢
eqQy S

o
N
4
16 I N =4
3

10ig-uie)sopn

Bige 'v6

o

&
9.
v
al
6¢
e sv .
T
o oo 9
‘Cd '&wl MW..
2,
=3

0Vd-6dS

72



HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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HU 226 419 B1
Int, Cl.: C12N 15/15
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HU 226 419 B1
Int. Cl.: C12N 15/15
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Tromboplasztin id6 megnyulasa (szorzé)

HU 226 419 B1
int. Cl.: C12N 15/15

0 v T v T v T v LN T v T Y T v
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Inhibitor (umol/)

14. dbra
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