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(57) Abstract

Described is a new throinbin-inhibiting protein isolated from ticks, with a molecular weight of about 8000 Daltons and the
N-terminus Leu-Asn-Val-Leu-Cys-Asn-Asn-Pro-His-Thr-Ala-Asp-Cys-Asn-Asn-Asp-Ala-Gln-Val-Asp. The protein is suitable

for use in the treatment of illnesses.

(57) Zusammenfassung

Es wird ein neues thrombininhibitorisches Protein aus Zecken mit einem Molekulargewicht von etwa 8000 Dalton und
dem N-Terminus Leu-Asn-Val-Leu-Cys-Asn-Asn-Pro-His-Thr-Ala-Asp-Cys-Asn-Asn-Asp-Ala-Gln-Val-Asp beschrieben. Das

Protein eignet sich zur Bekdmpfung von Krankheiten.
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Neues thrombininhibitorisches Protein aus Zecken
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues thrombininhibi-
torisches Protein aus Zecken sowlie Verfahren zu dessen Her-
stellung.

Thrombin-Inhibitoren sind wichtige therapeutische Substan-
zen, die beispielsweise zur Prophylaxe oder Behandlung von
Thrombosen oder arteriellen Reokklusionen verwendet werden.

In der deutschen Offenlegungsschrift DE 39 31 839 wird ein
Thrombinininhibitor, der aus der Lederzecke Ornithodoros
moubata isoliert worden ist, beschrieben. Dieses Protein be-
sitzt ein Molekulargewicht von etwa 15000 Dalton, einen iso-
elektrischen Punkt von pH 4-5 und die N-terminale Aminosdu-
resequenz SDYEFPPPKKXRPG.

In der europédischen Offenlegungsschrift EP 345 614 wird der
thrombininhibitorische Wirkstoff Amblyommin beschrieben, der
aus Schildzecken isoliert wird. Es handelt sich dabei um ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 20 000 - 30 000 Dal-
ton und einem isoelektrischen Punkt zwischen 5,05 und 5,65.

Bisher wurde jedoch noch kein Protein mit thrombininhibito-

rischer Wirkung gefunden, das als Arzneimittel hinsichtlich

hoher Wirksamkeit, fehlender Antigenizit&t, langer biologi-

scher Halbwertzeit, geringer Nebenwirkung wie z.B. Blutungs-
neigung, vorteilhaft geeignet ist.

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, neue Thrombin-
Inhibitoren zur Verfiligung zu stellen, die als Arzneimittel
hinsichtlich der oben genannten Eigenschaften geeignet sind.

DemgemdB wurde ein neues thrombininhibitorisches Protein aus
Zecken isoliert.

Das neue Protein besitzt folgende physikochemischen Eigen-
schaften. Durch Molekularsiebchromatographie wird ihm ein
Molekulargewicht von 22000 - 28000 Dalton zugeordnet. In ei-
nem SDS-Polyacrylamidgel wird ein Molekulargewicht von 8000
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+ 1500 Dalton bestimmt. Die Bestimmung des isoelektrischen

punktes ergibt einen pH-Wert von kleiner als 3,8.

Das Protein bindet spezifisch an eine Thrombin-Affinitdts-—
siule. Es hemmt die biologische Aktivitdt von Thrombin in

einem in-vitro Enzymtest.

In einem Polyacrylamidgel 1&Bt sich die Proteinbande durch
Silberfirbung nicht anfdrben; sie ist nur als nicht-gefdrb-
ter Fleck auf einem gefdrbten Hintergrund sichtbar.
Folgende N-terminale Aminosduresequenz wurde von dem Protein
bestimmt (SEQ ID NO:1):

Leu—Asn—Val~Leu—Cys—Asn—AsnéPro—His—Thr—Ala—Asp—Cys?Asn-Asn—
Asp—Ala—Gln—Val—Asp—Arg-Tyr-Phe—Arg—Glu—Gly-Thr—Thr—Cys-Leu—

Met-—-Ser—Pro.

Die gesamte Aminosiuresequenz des neuen Proteins ist in SEQ

ID NO: 7 dargestellt.

Weitere erfindungsgemdfie Proteine sind solche, die sich von
der in SEQ ID NO: 7 dargestellten Aminosduresequenz durch
Austausch von bis zu 10 Aminosduren oder durch Deletion ein-

zelner Aminosduren unterscheiden.

Solche Aminosduresequenzen lassen sich beispielsweise iber
ein entsprechend mutiertes Gen leicht gentechnisch herstel-

len.

Das neue Protein 1&Bt sich aus Zecken der Gattung Ornithodo-
ros isolieren. Hierzu werden die 7ecken zweckmiBigerweise in
einem Puffer bei pH 6 bis 9, vorzugsweise pH 7 bis 8 aufge-
nommen und mit einem Homogenisator, vorzugsweise einem Mi-
xer, homogenisiert. AnschlieBend werden die unldslichen Be-
standteile abgetrennt, bevorzugt abzentrifugiert.

Aus der so erhaltenen L&sung kann das Protein weiter gerei-
nigt werden, indem mit einem Fillungsmittel, bevorzugt
Trichloressigsdure, andere Proteine aus der LOsung ausge-
£311t und anschlieBend abgetrennt werden.
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Die weitere Reinigung des Proteins kann iilber chromatographi-
sche Methoden, bevorzugt Ionenaustauschchromatographie und/
oder Affinitdtschromatographie erfolgen. Besonders bevorzugt
ist ein Reinigungsschritt ber Thrombin-Affinit&tschromato-

graphie.

Die Reinigung des Proteins kann iiber einen Thrombin-Aktivi-
titstest verfolgt werden. Hierzu benutzt man zweckmdBiger-
weise einen optischen Test, bei dem ein chromogenes Sub-
strat, beispielsweise Chromozym T, durch Thrombin umgesetzt
wird. Die das neue Protein enthaltenden Fraktionen k&nnen
bei Zugabe in diesen optischen Test an ihrer Thrombin inhi-

bierenden Wirkung erkannt werden.

Besonders geeignet zur Herstellung des erfindungsgemdbBen
Proteins sind gentechnische Verfahren.

Hierzu wird in an sich bekannter Weise eine cDNA-Genbank aus
der Zecke angelegt. Aus dieser Genbank kann das fiir das er-
findungsgemdfRe Protein kodierende Gen isoliert werden, indem
man beispielsweise eine DNA-Probe herstellt, deren Sequenz
von der oben beschriebenen N-terminalen Aminosduresequenz
durch Riickiibersetzung gemdB dem genetischen Code erhalten
wird. Durch Hybridisierung mit dieser DNA-Probe 1laft sich
das entsprechende Gen auffinden und isolieren.

Fiir die Herstellung des entsprechenden Gens kann aber auch
die Polymerase-Chain-Reaction (PCR)-Technik eingesetzt wer-
den. Beispielsweise 1l&Bt sich mit Hilfe eines Primers, des-
sen Sequenz durch Riickiilbersetzung aus der oben beschriebenen
N-terminalen Aminosduresequenz erhalten wurde, und eines
zweiten Primers, dessen Sequenz komplementdr zum 3’-Ende des
cDNA-Genfragments ist, bevorzugt mit der Sequenz Poly(dT),
das cDNA-Genfragment fiir das erfindungsgemdfie Protein durch
PCR-Technik herstellen. Das entsprechende Gen 1ldBt sich auch
isolieren, indem man eine Expressionsgenbank von Zecken an-
legt und diese mit einem Antikdrper der gegen das erfin-
dungsgemdfe Protein gerichtet ist, absucht.

Das Gen fiir das eingangs beschriebene Protein hat die in SEQ
ID NO: 6 dargestellte Nukleotidsequenz.
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quenz codieren, infolge der Degeneration des gentechnischen
Codes jedoch eine andere Nukleotidsequenz als SEQ ID NO: 6
aufweisen. Solche Gene lassen sich durch cehmische Total-
synthese oder durch Mutagenese der SEQ ID NO: 6—-Nukleotidse-

quenz herstellen.

Nachdem das entsprechende Gen isoliert worden ist, kann es
durch gentechnische Verfahren in Organismen, z.B. in Bakte-
rien, Hefen, eukaryontischen Zellen, mit Hilfe eines Expres-
sionsvektors in an sich bekannter Weise exprimiert werden.
Bevorzugt wird in Prokaryonten, wie z.B. E.coli und mit
Hilfe stark exprimierender vektoren, z.B. unter der Kon-
trolle des induzierbaren tac-Promotors wie z.B. in Plasmid
pMAL-p2 (Protein Fusion und Purification System, GeneExprel;
New England Biolabs) vorhanden, gearbeitet. Dabei kommt es
zur periplasmatischen Expression eines Fusionsproteins aus
dem Maltose-Bindungsprotein und dem beschriebenen Throm-
bininhibitor. Der Fusionspartner kann nach Reinigung enzyma-
tisch entfernt werden. Aus diesen rekombinanten Wirtssyste-
men 1liRt sich das Protein aufgrund der oben beschriebenen
physikochemischen Eigenschaften isolieren.

Die generelle Vorgehensweise zur gentechnischen Herstellung
eines neuen Proteins beil bekannter Aminosdurepartialsequenz
ist in Lehrbiichern der Gentechnologie, beispielsweise

E.L. Winnacker, Gene und Klone, Vérlag Chemie, Weinheim,
1984, beschrieben. Die experimentellen Bedingungen fiir die
einzelnen Verfahren wie beispielsweise Anlegen einer Gen-
bank, Hybridisierung, Expression eines Gens sind bei J. Sam-
brook et al., “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Labo-

ratory, 1989, beschrieben.

Das erfindungsgemdBe Protein wird bevorzugt in Form seiner
pharmazeutisch annehmbaren Salze verwendet.

Das neue Protein besitzt blutgerinnungshemmende Eigenschaf-
ten. Es kann beispielsweise zur Prophylaxe von Thrombosen

oder arteriellen Reokklusionern, zur Behandlung von Thrombo-
sen, zur Konservierung von Blut oder bei der extrakorporalen

7irkulation verwendet werden.
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Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter ver-
anschaulicht.

Beispiel 1
Reinigung des thrombininhibitorischen Proteins aus Zecken

Eine Laborkultur der Zecken (Onithodoros moubata) wurde bei
28°C und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. In 14-ta-
gigen Abstdnden wurden die Zecken dadurch gefiittert, daB sie
an Kaninchen saugen konnten. Zecken aller Entwicklungssta-

dien wurden bei -20°C eingefroren.

60 g Zecken wurden mit 400 ml 20 mM Natriumphosphatpuffer,
150 mM NaCl (pH 7,5) homogenisiert. Das Homogenat wurde

15 Minuten bei 7000 U/min (Sorvall RC-5B, Rotor GS-3) zen-
trifugiert. Der Niederschlag wurde verworfen und der Uber-
stand mit 25 ml 50 Gew.% Trichloressigsdure durch Zutropfen
iiber einen Zeitraum von 15 Minuten versetzt.

Danach wurde zentrifugiert (20 Minuten, 7000 U/min) und der
Uberstand mit Natronlauge neutralisiert. '

Der neutralisierte Uberstand wurde in Dialyseschl&duche. (Aus-
schluBvolumen 300 Da) gefiillt und mehrfach gegen das 10-fa-
che Volumen 20 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 8,0 dia-
lysiert.

Die dialysierte Proteinldsung wurde auf eine Q-Sepharose
Sdule® (Pharmacia) aufgetragen (60 ml/h), die in 20 mM Na-
triumphosphatpuffer pH 8,0 &quilibriert worden war (Durch-
messer 1,5 cm, HBhe 6 cm, Volumen 11 ml).

Es wurde mit 10 S&ulenvolumen Aquilibrierungspuffer gewa-

schen.

Danach wurde ein linearer Gradient von 50 ml 20 mM Natrium-
phosphat (pH 8,0), nach 50 ml 20 mM Natriumphosphat
(pH 8,0), 1 M NaCl angelegt.

Aktive Fraktionen (gemessen durch Thrombininhibition) wurden

gesammelt.
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Die vereinigten aktiven Fraktionen aus der Q-Sepharo-
se®-Chromatographie wurden auf eine Kupferchelat-Chromato-

graphiesdule (Durchmesser 2,5 cm, Hshe 6 cm, Volumen 30 ml)

gegeben, die mit 20 mM Natriumphosphat (pH 8,0), 150 mM NaCl
jdquilibriert worden war. Die Siule wurde mit 10 S&ulenvolu-
men iquilibrierungspuffer gewaschen (1,5 ml/min) und mit
einem Gradienten von 150 ml 20 mM Natriumphosphat (pH 8,0),
150 mM NaCl nach 150 ml 20 mM Natriumphosphat (pH 8,0),

150 mM NaCl, 100 mM Imidazol eluiert.

Aktive Fraktionen (gemessen durch Thrombininhibition) wurden

gesammelt.

Die vereinigten aktiven Fraktionen wurden auf eine Affini-
titssiule mit immobilisiertem Thrombin aufgetragen (Durch-

messer 1,5 cm, HShe 6,5 cm, 11,5 ml S&ulenvolumen, 60 ml/h).

Die Siule wurde gemdR Beispiel 3 hergestellt.

Die Siule wurde mit 20 mM Natriumphosphat pH 7,5 dquili-
briert. Nach Auftragen der Proteinldsung wurde die Sdule mit
10 Siulenvolumen Aquilibrierungspuffer gewaschen, bis die
Absorption bei 280 nm auf Null zuriickging.

Danach wurde mit 0,5 M NaCl, 20 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,5 gewaschen. Unspezifisch adsorbiertes Material wurde

so entfernt.

Spezifisch an Thrombin gebundenes Protein wurde mit 0,1 M
Glycin, 0,5 M NaCl pH 2,8 eluiert. Die Sdule wurde anschlie-
Bend sofort wieder mittels Phosphatpuffer auf pH 7,5 einge-

stellt.

Die einzelnen Fraktionen wurden mit 0,1 M NaCH neutralisiert
und auf ihre inhibitorische Wirkung gegen Thrombin unter-

sucht.

Die durch Glycin/NaCl-Puffer pH 2,8 eluierten Fraktionen be-
saBen thrombininhibierende Wirkung.

Die gesammelten aktiven Fraktionen wurden, nachdem sie neu-
tralisiert worden waren, mit Wasser verdiinnt (1:10) und auf
eine Mono-Q-S&ule® gegeben (Pharmacia, 1 ml S&ulenvolumen).

%
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Die Siule wurde #dquilibriert mit 20 mM Natriumphosphatpuffer
pH 7,5, 150 mM NaCl (Puffer A). Es wurde mit Puffer A gewa-
schen bis die Absorption auf Null zuriickging (10 Minuten).
Dann wurde innerhalb von 50 Minuten auf 20 mM Natrium-
phosphat, pH 7,5, 800 mM NaCl (Puffer B) gewechselt

(FluB 0,5 ml/min).

Thrombin hemmende Fraktionen wurden gesammelt.

~Die gesammelten Fraktionen wurden an einer RP 318@ (Biorad)

HPLC-Chromatographiesdule weiter gereinigt. Die S&dule wurde
dquilibriert mit 0,1 Gew.% Trifluoressigsdure (TFA) in dest.
Wasser. Die vereinigten aktiven Fraktionen wurden auf die
Siule aufgetragen. Mit einem Gradienten nach 0,1 % TFA,

100 % Acetonitril wdhrend einer Stunde und einer FluBrate
von 1 ml/min wurde die S&dule eluiert. Die Absorption wurde
bei 280 nm bestimmt. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt.
Die gesammelten Fraktionen wurden zur Trockene einkonzen-
triert und in Phosphat gepufferter Salzldsung (PBS) (0,8 g/l
NaCl; 0,2 g/1 HCl; 0,144 g/l Natriumphosphat; 0,2 g/1 Kali-
umphosphat, pH 7,5) aufgenommen sowie die inhibitorische Ak-
tivitdt bestimmt.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Vorschrift von Brad-
ford (Anal. Biochem., 72, 248-254 (1976)). Als Standardpro-
tein diente Rinderserumalbumin (Boehringer Mannheim).

Beispiel 2

Bestimmung der Hemmung von Thrombin durch den Inhibitor
Thrombin (Boehringer Mannheim) wurde zu einer Endkonzentra-
tion von 25 mU/ml in Phosphat gepufferter Salzl&sung (PBS)
(0,8 g/1 NaCl; 0,2 g/1 HCl; 0,144 g/l Natriumphosphat;

0,2 g/1 Kaliumphosphat, pH 7,5) geldst.

Chromozym TH (Boehringer Mannheim) wurde in 20 ml H;0/Fla-
sche geldst.
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50 pl Thrombinldsung und 100 pl Chromozym sowie 25 pl Pro-
be oder Puffer wurden in die Nipfe einer Mikrotiterplatte

gegeben. Sofort danach wurde zur geit 0 und nach 30 Minuten

bei 37°C die Absorption bei 405 nm gemessen.

Bei starker Eigenfarbe der Probe wurde eine weitere Kontrol-
le ohne Thrombin wie oben behandelt.

Durch die Aktivitdt des Thrombins wird aus dem chromogenen

Farbsubstrat ein bei 405 nm absorbierender Farbstoff freige-

setzt. Die Hemmung des Thrombins durch einen Thrombininhibi-

tor ist an einer geringeren Absorptionszunahme bei 405 nm
erkennbar und wurde mit Hilfe einer Eichkurve quantifie-

ziert.
Beispiel 3

Herstellung einer Affinitdtssdule mit Thrombin als Ligand

a) Kopplung:

2 g CNBr aktivierte Sepharose (Pharmacia) wurden mit
200 ml 1 mM HCl auf einer Nutsche gewaschen. Das Gel
wurde in 100 mM NaHCO3, 500 mM NaCl pH 8,3 aufgenommen
und sofort mit 10000 Units Thrombin (Sigma) in 100 mM
NaHCO3, 500 mM NaCl, pH 8,3 gemischt.

Die L&sung wurde 24 Stunden bei 4°C vorsichtig geschiit-

telt.

b) Blockierung:

Das Gelmaterial wurde nach Absetzen mit 100 mM NaHCOj3,
500 mM NaCl, pH 8,3 gewaschen. Die Sepharose wurde dann
mit 100 mM NaHCOs, 500 mM NaCl, 1 M Ethanolamin pH 8,3

£iir 2 Stunden inkubiert.

c) Vorbereitung:

7ur Entfernung des ungebundenen Thrombin wird das Gelma-
terial vor Gebrauch noch einmal in der Sdule mit 20 Sau-

lenvolumen PBS pH 7,4 gewaschen.
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Beispiel 4

Bestimmung des Molekulargewichts durch Molekularsieb-
chromatographie.

Bei einer Flufgeschwindigkeit von 1 ml/min wurde durch Mono-
Q®—Chromatographie gereinigtes Material in 20 mM Natrium-
phosphat, 150 mM NaCl, pH 7,5 auf einer Molekularsiebsdule
des Typs TSK® (Pharmacia, Spherogel TSK 3000® SW, 7,5 mm
Durchmesser, 60 cm Hbhe) getrennt.

Ebenso wurde mit den Eichproteinen verfahren (Serumalbumin
MW 67000 Da, Ovalbumin MW 45000 Da, Chymotrypsinogen A
MW 25000 Da). '

Der Logarithmus des Molekulargewichts der Eichproteine wurde
gegen deren Elutionszeit in einem Diagramm aufgetragen.

In den fraktionierten Eluaten der Probe wurde die Throm-
bininhibition bestimmt.

Die Elutionszeit des Inhibitors ergab am Schnittpunkt mit
der Eichgeraden den Logarithmus des gesuchten Molekularge-
wichts.

Durch diese Bestimmung wurde ein Molekulargewicht zwischen
22 000 und 28 000 Dalton bestimmt.

Beispiel 5

Bestimmung des Molekulargewichts durch Tricine-SDS-Poly-
acrylamid Gel Elektrophorese.

(Literatur: Analytical Biochemistry, 166, 368 - 379 (1987)
Tricine-Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electro-
phoresis for the Separation of Proteins in the range from
1 - 1000 kDa, Schagger, H. and von Jagow, G.)

Die Gelelektrophorese wurde entsprechend der Literaturvor-
schrift bei 20 mA und 1400 Vv, 30 Watt, durchgefiihrt.
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Das nach dieser Methode bestimmte Molekulargewicht betrug

8000 + 1500 balton.

Als Eichproteine dienten (Intaktes Myoglobin 17,2 kDa, Brom-—
cyanpeptid Myoglobin I+II 14,6 kDa, Bromcyanpeptid Myoglobin
I 8,2 kDa, Bromcyanpeptid Myoglobin II 6,4 kDa, Bromcyanpep—
tid Myoglobin III 2,6 kDa, Myoglobin 1-14)

Beispiel 6

Sequenzbestimmung des Inhibitors
Reduktion und Carboxymethylierung.

2,8 ml Proteinldsung (0,029 mg/ml) wurden mit 0,28 ml Puffer
(1 M Tris/HCl, 0,5 M Guanidinhydrochlorid, pH 8,6), ge-
mischt. Danach wurden 0,116 ml Dithiothreitol (DTT, 10 mg/
ml) zugegeben und 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wur-—
de nach Zugabe von 0,185 ml Jodacetamid (10 mg/ml) £ir

90 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit

0,073 ml DIT wie oben beendet.

Das Protein wurde durch erneute reversed phase HPLC an

RP 318® gereinigt. Das Gemisch wurde auf eine Endkonzentra-
tion von 0,1 Gew.% Trifluoressigsdure (TFA) eingestellt und
in einem HPLC System von Hewlett Packard (HP 1090 Liquid
Chromatograph) getrennt. Mit Ldsungsmittel A (0,1 % TFA,
100 % H,0) wurde 5 Minuten gewaschen. Dann wurde der Anteil
von Ldsungsmittel B (90 % Acetonitril, 10 % H0, 0,1 Gew.%
TFA) im Verlauf von 120 Minuten auf 50 % angehoben. Die Ab-
sorption des Eluats bei 214 und 280 nm wurde gemessen. Ab-
sorbierende Fraktionen wurden gesammelt. Das Protein wurde
durch SDS-Gelelektrophorese identifiziert und einer Sequen-—
zanalyse auf einem Applied Biosystems 477 A Protein Sequen-
cer nach Vorschrift des Gerdteherstellers unterworfen.

Folgende Sequenz wurde erhalten (SEQ ID NO:1):
Leu—Asn—Val—Leu—Cys—Asn—Asn—Pro-His-Thr—Ala—Asp—Cys—Asn—As“—
Asp—Ala—Gln—Val—Asp—Arg~Tyr-Phe—Arg—Glu-Gly-Thr—Cys—Leu—Me:-

Ser—-Pro.
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Beispiel 7

Bestimmung des isoelektrischen Punktes durch isoelektrische
Fokussierung

Die Bestimmung wurde mit einem LKB Multiphor 2117 (Horizon-
talsystem) und einem LKB powersupply 2103 durchgefiihrt. Es
wurden Fertiggele eingesetzt (Pharmacia Ampholine PAGplate
pH 3,5 - 9,5). Als Standarproteine wurden Amyloglucosidase
pH 3,5; Soyabean Trypsin Inhibitor, pH 4,55; B-Lactoglobu-
lin A, pH 5,2; Bovine carbonic anhydratase, pH 5,85; Human
carbonic anhydratase, pH 6,55; Horse myoglobin, pH 6,85 und
7,35; Lentil Lectin, pH 8,15, 8,45, 8,65 und Trypsinogen,
pH 9,3 eingesetzt.

Die Bedingungen der Fokussierung: 1500 Volt, 30 Watt.
Puffer: Anode 1M Phosphorsaure
Kathode 1M Natronlauge

Die Platten wurden 30 Minuten zur Ausbildung eines pH-Gra-
dienten vorfokussiert. Die Proben wurden auf Filterpldttchen
aufgetragen, die auf dem Gel lagen. Fiir 30 Minuten wurde
weiterfokussiert, die Filterpl&dttchen abgenommen, und nach
weiteren 30 Minuten wurde die Fokussierung beendet. Die Gele
wurden sofort in 2 mm Scheiben geschnitten und in dest. Was-
ser liberfithrt. Uber Nacht eluierte das Protein aus den Gel-
scheiben. Durch einen Thrombininhibitionstest wurde die Lage
des Thrombininhibitors bestimmt. Der pH-Wert kann auch di-
rekt durch eine pH-Elektrode bestimmt werden. Hirudin, als
Vergleichssubstanz hatte einen isoelektrischen Punkt von

pH 3,5 und niedriger. Der neue Inhibitor hatte einen iso-
elektrischen Punkt von pH kleiner als 3,8.

Beispiel 8

Herstellung einer DA-Sequenz, die fiir ein thrombininhibito-
risches Protein codiert.

a) Isolierung von RNA und Herstellung einer cDNA-Bank

'Gesamt-RNA aus ganzen Tieren der Spezies Ornithodoros mou-
. bata wurde durch Aufschluf in Guanidiniumthiocyanat gewon-

nen. Dabei wurde mit Materialien und nach Anleigung des “RNA
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Isolation Kit” der Firma Stratagene, La Jolla, CA, USA (Ka-

talog Nr: 200345) gearbeitet.

Die polyadenylierte messenger RNA wurde aus der Gesamt—RNA

durch oligo (dT)-Affinitédtsseparation selektiert. Dieses
Verfahren wurde mit Materialien und nach Anleitung des “Po-
lyATtract mRNA Isolation System” der Firma Promega, Madison,

WI, USA (Katalog Nr: 25200) durchgefiihrt.

Aus polyadenylierter messenger RNA wurde mit Materialien und
nach Anleigung des »gAP-cDNA Synthesis Kit” der Firma Stra-
tagene, La Jolla, CA, USA (Katalog Nr: 200400) cDNA synthe-
tisiert, die dann in die Eco RV Restriktionsstelle des Plas-
mids p Bluesecript IT SK der Firma Stratagene, La Jolla, USA
(Katalog Nr: 212205) kloniert wurde.

b) Herstellung von Oligonukleotidproben fir die PCR

7zur Klonierung von cDNA-Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, s. “Molecular Cloning” 2nd edition
(1989), Sambrook, J. et al., CSH-Presse, Seite 14.1 f£.)

wurde von Peptiden der in Beispiel 6 beschriebenen Protein-—

Sequenz ausgegangen.

Unter Zugrundelegung des genetischen Codes 18Rt sich aus der

Peptidsequenz I):
NHZ—Cys—Asn-Asn—Pro—His-Thr—Ala (Pos 5-11)

die Nukleinsiuresequenz (Seq ID NO:2):
5/-TGY AAY AAY CCN CAY ACN GC-3’

und aus der Peptidsequenz II):
NH,-Pro-His-Thr-Ala-Asp-Cys—Asn (Pos 8-14)

die Nukleinsduresequenz (Seg ID NO: 3)
57 -CCN CAY ACN GCN GAY TGY AA TG-3'

des kodierenden DNA-Stranges herleiten. Wegen der bekannten
Degeneration des genetischen Codes sind an manchen Positio-
nen mehrere Nukleotide (N: A, C, G, T: Y: C, T;) einsetzbar.
Damit ergibt sich fiir SEQ ID NO: 2 eines 256fache und fir
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SEQ ID NO: 3, eine 512fache Gemischkomplexitdt. Die genann-
ten Sequenzen wurden als Oligonukleotide synthetisiert.

Die Synthesen wurden mit einem Applied Biosystems Typ 360A
DNA-Synthesizer durchgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden
nach Entfernung der Schutzgruppen gelelektrophoretisch iber
ein Polyacrylamid/Harnstoff-Gel gereinigt.

c) PCRs und Klonierung einer Teil-cDNA-Sequenz

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde nach bekannten Protokol-
len durchgefiihrt (s. “Molecular Cloning”, 2nd edition
(1989), Sambrook, J. et al., CSH-Presse, Seite 14.1 ff.).
Dazu wurde ein ”DNA Thermal Cycler” der Firma Perkin Elmer
benutzt. Dabei wurde das Prinzip der “verschachtelten Pri-
mer” nach Frohmann, M.A. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1988) 85, 8998-9002) verwendet und nach Fritz, J.D. et al.
(Nucl. Acids Res. (1991) 19, 3747) modifiziert angewendet.

Im einzelnen wurde die cDNA aus a) mit jeweils 20 pmol der
Oligonukleotide SEQ ID NO: 2 und dem synthetischen T7 Primer
(abgeleitet aus p Bluescript II SK) ampliziert. Die Bedin-
gungen waren dabei: 1795°C; 3772°C fir 35 Zyklen.

Die PCR-Produkte wurden elektrophoretisch auf einem 1,2%igen
LMP-Agarose TBE-Gel aufgetrennt.

Aus dem Gel wurden iiber die gesamte Lange des ”“Schmiers”
5 Gelscheibchen geschnitten und diese als separate Fraktio-
nen mit DNA-Fragmenten steigender Molmasse geschmolzen.

Aliquots dieser Fraktionen wurden dann separat in eine
zweite PCR mit jeweils 20 pmol der Oligonukleotide ii) und
dem synthetischen M13-20 Primer (abgeleitet aus p Bluescript
II SK) eingesetzt.

Dabei iiberschritt der Agaroseanteil nie 1/10 Volumen des
PCR-Ansatzes. Reaktionsbedingungen: 1795°C; 2/50°C; 3’72°C
fiir 35 Zyklen. '
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Die gelelektophoretische Auftrennung der Amplifikationspro-

dukte dieser Fraktionen 1ieB deutlich eine Reduzierung des

komplexen Produktspektrums der ersten PCR hin zu einer defi-

nierten Bande nach der zweiten PCR erkennern.

Die solchermafen selektrierten PCR-Produkte wurden nach
Standardmethoden eluiert. Nach Subklonierung in die ECORV-—
Schnittstelle des Vektors pBluescriptKS und Vermehrung des
plasmides in E.coli DH5alpha ergab die Sequenzanalyse eines
Klones ein offenes Leseraster von 91 Aminosduren (SEQ D
NO: 6), das mit der vorhergesagten Protein-Sequenz (SEQ

ID:1) iilbereinstimmte.

Die DNA und die daraus abgeleitete Aminosduresequenz ist in

SEQ ID NO: 6 dargestellt.

d) Heterologe Expression

7ur heterologen Expression der 91 Aminosduren langen Sequenz
in E.coli wurden folgende Oligonukleotide synthetisiert:

Nukleinsiuresequenz SEQ ID NO: 4

und
Nukleinsiuresequenz SEQ ID NO: 5

Dabei leitet sich SEQ ID NO: 4 aus der Seq ID NO: 1 her; es

er Sequenz fiir die Aminosduren von Position 1

entspricht d
0: 6 ab und

bis 14; SEQ ID NO: 5 leitet sich aus der Seq ID N
entspricht der Sequenz des Gegenstranges fir die Aminosdu-
ren 87 bis 91 sowie dem Stop Codon. Die zusdtzlichen 15 Nu-
kleotide am 5’Ende von SEQ ID NO: 5 sollen eine Sal I
Schnittstelle zu Klonierungszwecken rekonstituieren.

Eine PCR mit diesen beiden Oligonukleotiden und der in ¢)
klonierten DNA als “template” fiihrte zur Isolation einer
cDNA-Sequenz, die die vollstindige codierende Region des

0.a. Thrombininhibitors (Seg ID NO: 6) beinhaltet. Die Reak-

tionsbedingungen waren 10 pl "template”, jeweils 20 pmol der

Oligonukleotide SEQ ID NO: 4 und SEQ iD NO:5; 1795°C: 27
550C; 27 550C; 3772°C fiir 35 zyklen. ’

9

)
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Das PCR-Produkt wurde mit Sal I nachgeschnitten, gelelektro-
phoretisch analysiert und nach Standardmethoden eluiert.

zur heterologen Expresion in E.coli wurde das PCR Fragment
in den induzierbaren und im Periplasma exprimierenden Vektor
pMal-p2 der Firma New England Biolabs, Beverly, MA, USA (Ka-
talog Nr. 800-65 S) subkloniert.

Hierzu wurde pMal-p2 mit Xmn I und Sal I verdaut, gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und die Vektorbande nach Standard-
methoden eluiert und mit dem PCR-Fragment ligiert.

Die Sequenz des neuen Thrombininhibitors (Seq ID NO: 6)
wurde dadurch direkt an das 3’Ende des bakteriellen Gens fir
das Maltose-Binde-Protein (mal E) fusioniert.

Das Konstrukt wurde nach Standardvorschriften in den E.coli
Stamm TB1 (New England Biolabs) transformiert.

Wachstum transformierter Zellen, Induktion mit IPTG und Auf-
arbeitung der Periplasmafraktion sowie Freisetzung des
Thrombininhibitors durch Faktor Xa-Spaltung erfolgte genau
nach den Angaben des Herstellers. Die einzelnen Schritte
wurden durch SDS Gelelektrophorese analysiert.

Der rekombinant hergestellte Thrombininhibitor zeigte im
Thrombinhemmtest eine Aktivitdt, die dem natiirlichen Inhibi-
tor aus Ornithodoros moubata voll vergleichbar war.
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SEQUENCE LISTING

(1) GENERAL INFORMATION:

(1)

(ii)
(1iii)

(iv)

(v)

1

APPLICANT:
(A) NAME: BASF Aktiengesellschaft
(B) STREET: Carl-Bosch-Strasse 38
&

(C) CITY: Ludwigshafen
(E) COUNTRY: Bundesrepublik Deutschland
(F) POSTAL CODE (ZIP): D-6700
(G) TELEPHONE: 0621/6048526
(H) TELEFAX: 0621/6043123
(I) TELEX: 1762175170
TITLE OF INVENTION: Neues t+hrombininhibitorisches Protein aus Zecken

NUMBER OF SEQUENCES: 7

COMPUTER READABLE FORM:

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk

(B) COMPUTER: IBM PC compatible

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)
CURRENT APPLICATION DATA:

APPLICATION NUMBER:

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:

(1)

(ii)
(iii)
(iv)
(v)

(vi)

(ix)

(xi)
Leu

Ala

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
MOLECULE TYPE: protein
HYPOTHETICAL: NO
ANTI-SENSE: NO
FRAGMENT TYPE: N-terminal
ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Ornithodoros moubata
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals
FEATURE:
(A) NAME/KEY: Peptide
(B) LOCATION: 1..33
SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:
Asn Val Leu Cys Asn Asn Pro His Thr Ala Asp Cys Asn Asn Asp e
5 10 - 15
Gln Val Asp Arg Tyr Phe Arg Glu Gly Thr Thr Cys Leu Met Ser
20 : 25 30
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
() LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(1ii) HYPOTHETICAL: YES
(iv) ANTI-SENSE: NO
(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2:
TGYAAYAAYC CNCAYACNGC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3: )
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: YES
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:
CCNCAYACNG CNGAYTGYAA :
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 42 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:
TTGAATGTGT TGTCCAATAA TCCGCATACG GCCGATTGCA AC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 33 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: NO

PCT/EP92/02179
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(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:
GGGGGGGTCG ACGTGCTAGT ACCTTACATG TTT
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 291 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Ornithodoros moubata
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals
(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 1..271
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:
TTG AAT GTG TTG TCC AAT AAT CCG CAT ACG GCC GAT TGC AAC AAT GAT 48
Leu Asn Val Leu Ser Asn Asn Pro His Thr Ala Asp Cys Asn Asn Asp
1 5 10 15
GCA CAG GTT GAC AGA TAT TTT AGG GAG GGG ACA ACG TGC CTA ATG TCC 96
Ala Gln Val Asp Arg Tyr Phe Arg Glu Gly Thr Thr Cys Leu Met Ser
20 25 30
CCA GCA TGC ACG AGC GAA GGA TAC GCC TCT CAG CAC GAA TGT CTC AGG 144
Pro Ala Cys Thr Ser Glu Gly Tyr Ala Ser Gln His Glu Cys Leu Arg
35 40 45
CCT GCT TTG TTG GCG GGG AAG ACC ACA GCA GTG AAA TGC ACA GCT CAT 192
pro Ala Leu Leu Ala Gly Lys Thr Thr Ala Val Lys Cys Thr Ala His
50 55 60
GCC TTG GTG ACC CGC CCA CTT CCT GCG CGG AAG GCA CGG ACA TCA CCT 240
Ala Leu Val Thr Arg Pro Leu Pro Ala Arg Lys Ala Arg Thr Ser Pro
65 70 75 80
ACT ACG ATT CTG ATA GCA AAA CAT GTA AGG TAC TAG C AGGTCGACCC 287
Thr Thr Ile Leu Ile Ala Lys His Val Arg Tyr
85 90

33

ccce 291

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

[~

L

[#]
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 92 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:
Leu Asn Val Leu Ser Asn Asn Pro His Thr Ala Asp Cys Asn Asn Asp
1 5 10 15
Ala Gln Val Asp Arg Tyr Phe Arg Glu Gly Thr Thr Cys Leu Met Ser
20 25 30
Pro Ala Cys Thr Ser Glu Gly Tyr Ala Ser Gln His Glu Cys Leu Arg
35 40 45 :
Pro Ala Leu Leu Ala Gly Lys Thr Thr Ala Val Lys Cys Thr Ala His
50 55 60
Ala Leu Val Thr Arg Pro Leu Pro Ala Arg Lys Ala Arg Thr Ser Pro
65 _ 70 75 80
Thr Thr Ile Leu Ile Ala Lys His Val Arg Tyr *
85 g0
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Patentanspriiche

hrx

Protein mit thrombininhibitorischer Wirkung aus Zecken
der Gattung Ornithodoros. dadurch gekennzeichnet, dafl es
einen isoelektrischen punkt von pH kleiner als 3,8, ein
Molekulargewicht von 8000 + 1500 Dalton, bestimmt durch
SDS—Polyacrylamidgelelekt:ophorese, und die N-terminale
Aminosduresequenz Leu—Asn—Val-Leu—Cys—Asn—Asn—Pro—His—
Thr—Ala—Asp—Cys—Asn—Asn—Asp—Ala—Gln-Val—Asp aufweist.

)y

Protein nach Anspruch 1 mit der in SEQ ID NO: 7 darge-

-stellten Aminosduresequenz.

DNA-Sequenz, die fir ein Protein gemdB Anspruch 1 co-

diert.

DNA-Sequenz nach Anspruch 3 mit der in SEQ ID NO: 6 dar-
gestellten Nukleotidsequenz.

Expressionsvektor, der eine DNA-Sequenz gemaf Anspruch 3

enthdlt.

Verwendung eines Proteins gemdB Anspruch 1 zur Be-
kdmpfung von Krankheiten.
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