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A taldlmany tirgya eljirds Xa faktort gatlé hatdsd’
fehérjeszerli anyagnak Haementeria ghilianii piéca
nyalabol vagy nydlmirigyeibdl torténd izolalésara és
tisztitdsdra, A nyalat vagy nyalmirigy kivonatot DE-
AE cellul6z és heparin-agardz kromatogréfia alkal-

kivonasara és tisztitasara

mazéséval, gyanta-oszlopon bontjik komponenseire;

&

A leirds terjedelme:\6 oldal (ezen beliil 7 lap dbra)

az eludlast ndvekvd sokoncentréci6-gradienssel hajt-
jak végre. A kivonatot addinitdskromatografiinak
vetik ald, oly modon, hogy az eludldst benzamidint
tartalmaz6 HEPES pufferrel végzik, majd forditott
fazist kromatografiaval tisztitjik azanyagot.
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A taldlmany targya eljiris antrkoagulans, azazXa fak—w -

tort gitl6 hatdsd, fehérje szerii (j anyagnak Haemen-

teria- ghilianii- pidea.nyalabél vagy nyilmirigyeibsl 7

torténd elkiilonitésére €s tisztitdsara kromatografids
elvalasztasi technikik alkalmazdsgval.

Az antikoagulansok hasznos gyogyszerek pl. a ko-
vetkezd betegségek gydgyszeres kezelésében: akut
mélyvénds trombézis, tidGembélia, a végtagok akut
arteridlis embdlidja, szivizominfarktus és a szétszort
intravaszkuldris koagulaci6, Feltételezések szerint az
antikoaguldnsok profilaktikus adagoldsa megel§zi az
embdlids dllapot visszatérését reumatikus vagy arteri-
oszklerotikus eredetif szivbetegségben szenvedé bete-
gekben &s megakadilyozza bizonyos tromboembélids
szovodmenyek fellépését sebészeti beavatkozisok
esetén, Antikoakulinsok bevitele javasoltnak Iatszik
azarteria coronaria és az agyi érrendszer betegségei-
nek kezelésében. Az arteridlis trombdzis, kiiléndsen a
szivizmot €s azagyat ellaté artéridkban, az egyik veze-
tG elhaldlozisi ok.

A véralvadis sikere szimos enzim és kofaktor fiigg-
vénye €s két, eymdstd! elkiiloniilt Gton megy végbe;
ezek:a bels (intrinsic) és a kiilsG (extrinsic) it. A belsg
(vagy kaszkad) 1t esetében valamennyi tényezd jelen
van 4 keringd vérben, de ezen mechanizmus szerint a
mér megindult alvadis befejezédéséhez tobb percre
van sziikség. A kiilsg it esetében egyes lipoproteinek,
pl. a I faktor (amelyek a kering$ vérben normilis
koriilmények kdzott nincsenek jelen) szabadulnak fel,
kérosodott sejtekbdl, ésmasodperceken beliil megkez-
dddik az alvadds. Ezek az utak az alvadasi folyamat-
ban egy ponton taldlkoznak, amikor is az X, faktor ~
azV.faktorralés a kalcium-ionnal egyiitt —a protrom-
bindz komplexet képezi, a protrombin trombinn4 vald
atalakitdsdnak katalizéldsara. fgy az X, faktor 1étfon-
tossdgit mindkét koaguldcids it szempontjabol és gat-
lasa - az oktdl fiiggetleniil — csékkentené a véralvadis
intenzitdsit. Tobb X, faktor inhibitor ismert, ezek
azonban vagy a kldr-keton tipushoz tartoznak, ame-
lyek teljesen toxikusak, vagy nem-specifikus szerin-
protadz inhibitorok. Igy egy olyan anyag, amely azX,
faktor specifikus és nem-toxikus inhibitora, Jelentos
terdpids értékkel rendelkezne.

* A pi6edkat az 6kort6l kezdve haszndljik a gy6gya-
szatban. A pidedk gybgyészati alkalmazdsa a 19. szd-
zad elején olyan mértékiivé valt, hogy a Hirudo medi-
cinalis faj csaknem kipusztult és Oroszorszig ennek
folytan kénytelen volt export-kvitikat meghatérozni.
Ujabban tudoményosabb alapokon talnulményozzak
a’'pidedk dltal kivalasztott anyagokat és azt talaltdk,
hogy ezek szimos kiilénbdz4 bioldgiai terméket tartal-
maznak, amelyek széles spektrumii biokémiai és far-
makologlal aktivitast (pl. antikoaguldns, ttétel-kép-
z8dés elleni, érzéstelenitd, antibiotikus és értagito ha-
tést) mutatnak. A Hirudo medicinalis piéca nyalmiri-
gyébdl elkiilonitett hirudin pl. a legspecifikusabb és
leghatdsosabb ismert trombin inhibitor, A hementin
viszont, amelyet a Haementeria ghlidianii pi6ca nyal-
mirigyébél izolaltak, allit6lagosan magas molekulasi-
lyi fibrin(ogen)olitikus enzim (4,390,630 szAm( ame-
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'nkal szabidaimi lefrs). Kozismerten ez az emlitett
- pibea antikoagulins hatdanyaga. Ez az enzim inkabb
~olymédon hat, hogy lebontja a fibrinogént és afibrint,

mint oly médon, hogy aktivilni a gazdaszervezet fib-
rinolitikus rendszerét vagy gitolnd a koaguldcibs
rendszert. Vizsgélataink sordn olyan fehérje-termé-
szetii anyagotazonositottunk és kiilnitettiink el a Ha-
ementeria ghilianii piéca nyalabdl és nyélmirigy-sz6-
vet kivonataibol, amely specifikus X, faktor inhibitor
ésfelhasznélhat a véralvadis gatlasara

A taldlmény szerinti eljirds sordn a Haementeria
ghilianii pi6ca nyalat vagy nyalmirigyeinek kivonatit
kromatogréfis szétvdlasztisi miiveletnek vetjiik al4,
anioncserélG gyanta felhaszniltdsdval, és névekvd so-
gradienssel eludlunk. Ezutin a magas X, -faktor-gitl6
&s alvadisgdtld aktivitissal rendelkezd frakeidkat for-
ditott fazisi nagynyomasd folyadékkromatografii-
nak (HPLC) vetjiik ald, azXa faktort gatlo hatast mu-
tatd anyagtovabbi tisztitisdra.

A talilmény szerinti eljaréssal elc’iélhtott fehérje-~
természetii anyag t6bb, hasonld szekvencidji fehérjé-
bél all, és ezek koziil legaldbb 2 fehérje tehetd alapve-
tden feleldssé az X, faktort gitld aktivitisért, mely fe-
hérjék, illetve peptidek jelentds X, faktort gatld akti-
vitdst mutatnak, azaz ICg, értékiiek legaldbb
1000 pM.

Vizsgilataink sordn azt talaltuk, hogy a talilminy
szerinti fehérjeszerli anyag olyan peptideket tartal-
maz, melyek molekulatdmege kb, 18 kdal és ezek nem
nagymértékben glikozilezettek, tovibba azt, hogy mig
egyes cukor-csoportok jelen lehetnek ugyan, a 1atszé-

“lagos molekulatémeg nem véltakozik jelentGsen az

SDS PAGE meghatirozisa sordn a poliakrilamid gél
koncentricibval, ez arra mutat, hogy a peptideken
nincs jelen nagyszimi glikozil-csoport. Ugyancsak
megillapitottuk, hogy mindegyik peptid kb, 6 alanin
csoportot, 5 metionin csoportot, 12-14 lizin csopor-
tot, 18-21 arginin csoportot és 16-17 prolin csoportot
tartalmaz és az aromés csoportok valamilyen nagyobb
mennyiségben vannak jelen (pl. 4 fenil-alanin és 6 ti-
rozin csoport hatirozhat6 meg).

A leirdsban a kvetkezd ismert roviditéseket alkal-
mazzuk az aminosavak jelolésére:

Ala (vagy A)—alanin

Arg(vagyR) -arginin

Asn (vagy N) —aszparagin :

Asx —aszparagin és/vagy aszparaginsav

Asp (vagy D) —aszparginsav

His (vagy H) —hisztidin

Ser (vagy S) - szerin

Gln (vagy Q) - glutamin

Pyr-E- piroglitaminsav

Glu (vagy G) —glicin

Glx—glutaminsav és/vagy glutamm

Leu (vagyL)-leucin

Ile (vagyI) —izoleucin

Lys (vagyK) -lizin

Cys (vagy C) ~cisztein

Met (vagy M) - metionin

Phe (vagy F) —fenil-alanin
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Pre (vagy.P) —prolin
Thr (vagy T) - treonin
_ Tyr (vagy Y)- tirozin

Val (vagy V) -valin_

-A talalminy szerinti el Jarassal el(’)'élhtott fehérije-
természet( anyagot alkotd peptidek — mint 4ltaliban a
fehérjék/peptidek — bérmely nem toxikus szerves vagy
szervetlen savval gydgyaszati szempontbol elfogadha-
t6 sokat képezhetnek,

A gybgyészatilag elfogadhatd sok elé’élhtasanal al-
taliban szem el6tt tartani az ,,Alan G. Marshall, Bi-
ophysical Chemistry, Principles, Techniques and
Applications, Page 58-63,” és ,,E. J. Cohn, Chem, Rec.
19,241 (1936)” kdzleményekben a makromolekuléris
oldhatésag fizikai tulajdonsigaival és fGbb jellemzdi-
velkapesolatban lefrtakat.

Jellegzetes szervetlen sav példaul, amellyel megfe-
lel6 56 képezhetd,.a,sosav, hidrogénbromid, kénsav,
foszforsav és a savas fém-sok, példdul a ntrium-mo-
nohidrogén-ortofoszfat és a kalium-hidrogén-szulfat,
Jellegzetes szerves savak, amelyekkel megfelel sék
képezhetdk, példdul a mono-, di- és trikarbonsavak.
Jellegzetes ilyen savak példéul az ecetsav, glikolsav,
tejsav, piroszdlGsav, malonsav, borostyankésav, glu-
tarsav, fumarsav, almasav, b6rkdsav, citromsav, asz-
korbinsav, maleinsav, hidroxi-maleinsav, benzoesav,
hidroxi-benzoesav, fenil-ecetsav, fahéjsav, szalicilsav,

‘2-fenoxi-benzoesav és a szulfonsavak, példiul a me-

tan-szulfonsav és a 2-hidroxi-etin-szulfonsav. A kar-
boxi-termindlis aminosav-maradék séi a birmely
megfeleld szervetlen vagy szerves bézissal képzett
nem-toxikus karbonsav-sokat jelentik. Ilyen sok jel-
legzetesen példdul a kovetkezSk: alkdlifém-, példaul
nétrium- és kilium-sok, alkali-foldfém-, példaul kal-
cium- é magnézium-sok, a IA csoportba tartozd
konnyt{ifémek, ideértve az aluminium-sdk, a ITTA cso-
portba tartozd konnytifémek, ideértve azaluminiumot
is, s6i; és a szerves primer, szekunder és tercier ami-
nokkal - amilyen példaul egy tri-alkil-amin, mint a
trietilamin, prokain, dibenzil-amin, L-etén-amin,
N,N’-dibenzil-etilén-diamin-dihidro-abietil-amin, N-
(rdvidszénlanci)-alkil-piperidin és birmely mas meg-
felelé amin - alkotott s6k.

- A tallmény szerinti, X, faktort g4tl6 hat4sti fehérje-
szer anyagok alvadisgitlo dozisa 0,2 mgkg -
250 mg/kg testtomeg/nap, pl. a beteg 4llapotinak és a
kezelendd trombotikus betegség siilyossaganak Fiigg-
vényében., Egy adott beteg esetében a megfelel§ dézis
konnyen meghatdrozhat6, Elénydsen napi 1-4 dézist
visziink be, amelyck jellegzetes esetben 5-100 mg/dé-
zis aktiv vegyiiletet tartalmaznak. A szakember kony-
nyen meghatdrozhatja a talilmény szerinti, X, faktort
gitlé aktivitdssal rendelkezd anyag ahhoz szuksegcs
koncentraci6jit, hogy a véralvadis gatlasira val6 fel-
hasznélas esetén gitolja az X, faktort, vagy valamely
kdzegben, pl, tarolt vérben gzitol jaazX, faktort.

Az antikoaguldns terdpia. javallt szimos tromboti-

kus éllapot, kiiléndsen az arteria coronaria és az agy-
érrendszer betegsegemek kezelésére és megel§zésére.

A szakember szimdra konnyen felismerhetok azok a -
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koriilmények, amelyek antikoaguldns terdpia alkal-
mazisit igénylik. A ,,beteg” kifejezést itt olyan érte-
lemben hasznaljuk, hogy az €mldstket, kdzelebbrsl
féemlGstket jelent, ideértve azembert, valamintolyan
eml6soket, mint a _]Uh 16, szarvasmarha, sertés, kutya,
macska, patkany'és egér, Az X, faktor gitldsa nem-
csak azoknak az embereknek azantikoaguléns terépi-
&ja esetében hasznos, akik trombotikus betegségekben
szenvednek, hanem minden olyan esetben is, amikor-a-
vér alvaddsdnak gatlasira van sziikség (pl. a teljes vér
koagulacidjinak megelGzésére tarolds kozben és.a ko~
agulaci6 megakadélyozdsira més, vizsgdlat vagy taro-
lds céljabdl levett biolégiai mintikban). fgy a taldl-
mény szerinti, X, faktort gatlo hatdsi: fehérjeszeri
anyag hozzaadhato valamely olyan kdzeghez (vagy ez-
zel érintkezésbe hozhatd), zmelyXa faktort tartalmaz
(vagy feltehetden tartalmaz) és amelyben a.véralva-
dast meg kivanjuk gatolni.

Bir a taldlmény szerinti, X, faktort gatlo feherje-
szerii anyag elkeriilheti a bomlast az oralis bevitelt k5-
vetden a bélrendszeren vald dthaladds sordn, elényben
részesitjilk a nem-oralis, hanem pl. a kdvetkezd Gton
torténd bevitelt: szubkutén, intravénés, intramuszku-
laris vagy intraperitonedlis; bevitel depé-injekciéval
vagy beiiltetheté készitménnyel,

Parenteralis bevitelheza talalmany szerinti, X fak-
tort gatlé hatasi fehérjeszerii anyag in; Jektalhato do-
zisok alakjaban készithetd ki, oldatként vagy szusz-
penzidként, amely az anyagot egy fiziolgiai szem-
pontbél elfogadhatd higitéban tartalmazza ~ amilyen
egy steril folyadék, pl. a viz és az olajok -, feliiletaktiv
anyag és mas, gybgydszati szempontbdl elfogadhatd
hatésfokozok adott esetben valé hozzdaddsival. Az
ilyen készitményekben alkalmazhatd olajok kizé tar-
tozik az dsvanyolaj, az allati é ndvényi eredetli vagy
szintetikus olajok, pl. a mogyordolaj, sz Jaolaj Folyé-
kony hordozoként, kiilondsen injektilhaté oldatok
esetében Altaldban a kovetkezdket részesitjiik elony-
ben: viz, séoldat, vizes dextrdz és hasonlé cukor-olda-
tok, etanol és glikolok, pl.a propllengllkol vagy a polie-
tilénglikol. ‘

A talalmény szerinti, X, faktort gatlo hatasi fehér-
jeszer( anyag bevihetd depo-m jekcid vagy beiiltetett
készitmény alakjaban is. Ezek oly médon készithetdk
ki, hogy lehetdvé tegyék az aktiv komponens késlelte-
tett felszabaduldsit. Az aktiv komponens pelletekké
vagy kis hengerekké sajtolhatd és szubkutén vagy inf-
ravénésan beiiltethetd depd-injekeié vagy beiiltetett
test alakjaban, A beiiltethetd készitményekben ko-
z6mbds anyagokat, igy bioldgiai éiton lebonthaté poli-
mereket vagy szintetikus szilikonokat alkalmazha-
tunk. Ilyen, pl. a Silastic, a szilikon-gumi vagy més po-
limer, amelyeket a Dow-Corning Co. 4lliteld.

A taldlminy szerinti fehérjeszerii anyagot a pibea
nyalabél vagy nyalmirigyeibsl nyerjiik ki, Tobbféle
médon juthatunka nyalmirigy-kivonathoz, amely a H.
ghilianii eliils6 vagy hétso (vagy mindkét) nyalmiri-
gyébdl szdrmazik és amelyet a taldlmény szerinti fe-
hérjeszerli anyag el64llitasara és tisztitasira fethasz
nalunk, Ilyen megoldés pl. a mirigyek sebészeti elfdvo- -

3



1 HU -205149 B 2

litisa és homogenizildsa; a szovet-homogenizdtum
extrakci6ja HEPES pufferrel és az extraktum betSmé-
nyitése vagy vizmentesitése; vagy a szdvet-homogeni-
zdtum ultracentrifugdldsa. A kapott nyers nyalmirigy-
kivonatot ezutdn a szokdsos kromatogréfis eljirdssal
dolgezzuk fel, az X, faktort gétld és alvadasgdtld akti-
vitissal rendelkezs frakei6 elkiilonitésére. A kroma-
tografilashoz DEAE-celluldzt, anioncserél§ gyantit
és heparin-agar6z gyantit alkalmazunk és az eludlast
linedrisan novekvl nétnum—klond koncentricid al-
kalmazdsdval végezziik, =
A kapott tisztitott nyalmmgy—kwonatot ezufan egy
affinitds-kromatografiis miveletnek vetjiik ald, egy
kromatografiis gyantdhoz kot6tt X, faktor, pl. szar-
“ vasmarha-X, faktor felhasznildsival. Az affinitds-
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kromatografidban &ltaliban -alkalmazott gyantikat -

haszndlbatjuk fel, amelyek rendelkeznek hozziférhe-
tG csoportokkal az X, faktor kémiai megkotéséhez.
Affi-Gel-15:0szlopot alklamazunk e célra: ez egy N-
szukcimidil-€sztert tartalmazé gyanta, amely a Bio-
Rad Co-t6l szerezhetd be, Az X, faktor lgy kithetd
meg ezzel a gyantaval, hogy a gyantét és-az X, faktort
4-morfolino-propan-szulfonsavval, majd etanol-
aminnal inkubéljuk. A tisztitott nyalmirigy-kivonatot
ezen gyanta alkalmazisaval kromatografljuk; az elu-
alast 0,05 mélos HEPES-sel [4-(2-hidroxi-etil)-1-pi-
perazin-etan-szulfonsav] végezziik, amely 0,1 mél
benzamidint —az aktiv helyet tekintve reverzibilis sze-
rin-protedz-inhibitort — tartalmaz, &s felfogjuk azt a
frakciot, amely alvadéasgatl6 és amidolitikus aktivitdst
mutat, A szakember sziméra nyilvinvald, hogy az af-
finitds-kromatografids technika tekintetében kiilon-
bz szokdsos viltoztatisok hajthatdk végre. -

Az X, faktort gatl6 aktivitissal rendelkezd, kapott
nyers fehérjeszerti anyagot ezutdn tovabb tisztitjuk.
Eza tisztitas barmely szokdsos médon végezhets, pl.
forditott fazisi kromatografidval; ez olyan tipusi kro-
matografia, amelyben az 4ll6 fizis nempolris és az
eludlé fazis polaris. A staciondrius fizis jellegzetesen
egy szénhidrogén linc, amelyet kémiai kotéssel rogzi-
tiink egy k6zombds feliilethez, pl. {iveghez. Az eludlé
féazis vizes metanol, acetonitril és propanol. Hidroféb
interakcids kromatogréfia esetében a staciondrius f4-
zis nempoldris; és az elualo fazis polaris, pl. viz vagy
" vizes puffer.

A talilmény szerinti eljirds sordn C-18 tipust
gyantat hasznilunk, vagyis egy olyan gyantit, amely-
ben a szilird gyantihoz kittt szénhidrogén lényegé-
ben egy 18 szénatomot tartalmaz6 szénhidrogén, pl. az
Aquapore RP-300. A C-18 gyanta eludldsit lineraris,
n6vekvd; trifluor-ecetsavat tartalmazd vizes acetom t-
ril oldat gradienssel végezziik.

A taldlmanyt a kdvetkezd, nem-korldtozé ]ellegu
példaval szemléltetjiik,

Az X, faktort gatlo hatds( anyag elGallitasa H. ghili-
anii nydlmirigy kivonat4bdl és jellemzése

Alvadasi, kromogén és fibrin/ogen/olitikus vizsgi-.

latok
A protrombin-idoket (véralvadasi idGt, melyet az
aldbbiakban ismertetiink) egyfazisi alvadisos vizsgi-
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latokkal hatdrozzuk meg és spektrofotometrikusan
kovetjiik Electra 800 automatikus alvadasi id6 méré-
vel (Medical Laboratory Automation, Inc.y a gyarté
dltal ajanlott standard programok és reagensek alkal-
mazasdval. Roviden osszet‘oglalva kiilénb6z6 mennyl-
ségli

(i) nyers kwonatot amelyet a Haementena ghilianii

nyalmirigy szévetébdl nyeriink ki, 20 mmél HE-
PES-t, 0,15 mél NaCl-t és 2,5 mmé6l CaCl,-t tar-
talmazd, pH.7,4 oldatban, vagy

(i) -a H. ghilianii nydlmirigy kivonat kromatograf
frakci6it, az oszlop eluildsihoz hasznalt puffer-
ben,vagy

(ii)a H. ghilianii ny4lmirigyébdl kapott tisztitott X,
faktor inhibitort 20 mmét HEPES-t, 0,5 mél
NaCl-t, 2,5 mm6l CaCly-t tartalmaz pH 7,4 ol-
datban

hozziadunk 100 plnormal, citritos emben plazma-

hoz. 200 p. ~CaCl,-re 11,6 mmol toménységl - trom--

boplasztm reagens (DADER) hozziadéasa utin megha-
tarozzuk az alvadasi idéket. Az X, faktor kromogén
meghatdrozisit és a trombin amidolitikus aktivitis
meghatirozisit 96 helyes mikrotitrdld lemezeken
(Accurate Chemical and Scientific Co., Westbury,
NY) végezziik, metoxikarbonil-D-ciklohexil-glicil-gli-
cil-arginin-p-nitroanilid-acetat ill. H-D-hexahidroti-
rozil-L-alanil-L-arginin-p-nitroanilid-acetit alkal-
mazisival. Ezen vizsgilatok seran 0,15-16 ng enzi-
met, 25 pl pH 7,4 pufferben (20 mmél HEPES, 0,15
mol NaCl) hozzdadunk 25 pl ugyanilyen pufferhez,
majd 50 pl megfeleld inhibitor mintit adagolunk. Az
oldatokat 10 percen it szobahSmérsékleten inkubal-
juk és a meghatdrozist 100 ul kromogén szubsztrat
hozzéadésdval kezdjiik meg, 2,425x10~% mél végkon-
centracidban. Az inhibitor tivollétében ill. jelenlété-

ben megfigyelhetd amidolitikus aktivitdst spektrofo-

tometridsan kovetjiik 405 nm-en, a p-nitroanilid ab-
szorpei6 1 perces idokozokkel torténd leolvasasaval,
EL309 Microplate Autoreader (BIO-TEK Instru-
ments) alkalmazisaval.

A 125T_dal jelzett (emberi) fibrinogént a Knight et
al. dltal lefrt médon (Thromb.Haemostas., Stuttgart,
46, 593-596, (1981) hatérozzuk meg. 5 mg fibrinogént
S ml S0 mmét Tris-HCI-t, 0,1 mdl NaCl-t és 0,025 M
nétrium-citritot tartalmazo, pH 7,9 pufferben Gssze-
keveriink 500 .Ci Na!25I-dal (New England Nuclear,

- Boston, MA) €s 5 pl 0,045% Nal hordozéval egy mii-

anyag kémcsdben és a mintat jégbe hiitjiik be. A reak-
ci6 meginditdsihoz a mintat 4tvissziik egy lehitott
kémcsdbe, amelyet 100 pg jodogénnel vontunk be és
jégfiirddben 1 6ran it lassan keverjiik. A radioj6doz4-
si reakcid ledllitdsira a fehérje-oldatot egy miianyag
kémcsdbe dekantéljuk, annak érdekében, hogy a jodo-
gént elkiilonitsiik a reagensektdl. Ezutdn 5 mg BSA-t
adunk a mintdhoz és az oldatot 0,5 x 12 ml-es BioGel
P-2 oszlopon frakciondljuk — amelyet 0,05 mél Tris-
HC1 + 0,1 mdl NaCl-ot tartalmazé pH 7,9 pufferrel
ekvxhbraltunk -, az esetleg visszamaradt szabad 1251
ésa 1291-dal jelzett flbrmogen szétvilasztasira. A faj-
lagosradioaktivitds 1,9 x 108 dpm/mg. -
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A fibrinogenolitikus vizsgdlat a kromatografids
frakciokban jelenlevd hementin azon képességén ala-
pul /SM. Malinoconico- et al,, JLab,ClinMed. 103,
44-58 (1984)/, hogy a 12SI-dzall jelzettfibrinogén trik-
16r-ecetsavban-oldhaté 1251-dal jelzett flbrmogennel
inkubalunk 227 pl 50 mmé! Tris-HCl-t és 0,1 mdl

NaCl-t tartalmaz6 pH 7,9 oldatban. A minta CaClz'

koncentricidjit 10 mmél-ra dllitjuk be, majd egy éjje-
len 4t 37 “C-on inkubéljuk. Ezutin hozzdadunk 100 pl
BSA-t (3 mg/ml az inkubéldshoz hasznilt pufferben
oldva), majd 427 pl jéghidég 20%-os triklér-ecetsavat
(TCA). A mintakat 2 oréra jégbe tessziik, centrifugal-
juk és gamma-szdmlalassal meghatarozzuk a pel]etek
és a feliiliszok radioaktivitisat.

A fibrinogenolitikus aktivitast Ggy fejezzuk kl, mint
a TCA-ban oldhaté frakcid szdmlalasi eredménye és a

TCA-ban oldhatatlan frakei6 szimléldsi eredménye.

aranyat (TCA sol/TCA ppt).

A nydimirigy-kivonat elédllitdsa :

AH gluhanu nyélmirigyeit, olyan mennylsegben,
amely 50 egység hementin-aktivitdsnak - 49 egy-
ség/mg fehérje — felel meg /SM. Malinconico et al.,
JLab.ClinMed. 103, 44-58 (1984)/ ivegbottal eldér-
zsBljiik egy 3 ml-es Reacti-fioldban (Pierce Chemical
Co.), amely 2 mipH 7,8 20 mmél HEPES-t (extrakcids
puffer) tartalmaz. A fiolat jégre helyezziik és tartal-
méat mikrokémesdnek megfeleld heggyel elldtott ultra-
hang-berendezéssel (Branson Sonic Power Supply) ke~
zeljiik (négy, 3 energia-szintli 30 masodperces energi-
asokk, a ciklus 30%-os kapacitis-kihasznéldsaval). A
fioldt 5 percen 4t centrifugdljuk 3750 ford./perc se-
bességgel; a feliiliszot Ssszegytjtjiik, majd 8500
ford/percsebességgel Eppendorf-f. asztali centrifuga-
val Qijra centrifugiljuk. Az els§ centrifugaldsi 1épés-
ben kapott pelleteket 2 ml extrakcids pufferben Gjra
szuszpendéljuk és megismételjiik az el6bbi eljarast, A
két ultrahangos extrakciobdl szdrmazd feliiliszot
egyesitjiik és azonnal felhasznal juk a tisztitasi 1épés-
ben.

Az X, faktort gatlé hatdsd, antikoaguldns anyag
tlsztltasa :

A nyélmirigy-kivonatot, amely 4 mg oldhat6 fehér-
jét tartalmaz 4 ml extrakcids pufferben, felvissziik egy
DEAE-5PW (Waters Associates) anioncseréls oszlop-

ra (0,46 x 7,5 cm), amelyet 20 mmé! HEPES-sel (4 -

puffer, pH 7,8) hoztunk egyensiilyba. A fehérjéket li-
nedris NaCl gradiens alkalmazisival eludljuk, amely
60 perc alatt 100% A puffertd] (kiinduldsi koriilmé-
nyek) 100% B pufferig (0,5 mél NaCl-ot is tartalmaz6
A puffer) terjed. Az dramlasi sebesség 1 ml/perc. A
0,1-0,2 mél NaCl koncentracié kozott elualt frakcid-
kat, amelyek antikoagulans és X, faktort gatlé aktivi-
tdsl anyagokat egyardnt tartalmaznak, egyesitjiik (2.
ébra) A pufferrel 10 mS/cm vezetokepessegxg higitjuk
és felvissziik egy 0,5 x 5 cm-es heparin-agaréz oszlop-
ra (Bethesda Research Laboratorues Life Technologi-
eslic.) ,

"A 2. abra-az oldhatd protein extrakt DEAF anion-

cseréld gyantin végzett kromatografids vizsgilati-

eredményeit mutatja. A 30~35 frakciék tartalmazzik
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az antikoagulns és X, faktort gitl hatasd anyagot
0,1-0,16 mélos NaCl-dal eludlva (A rész). A 37-44,

frakciék pedig a fibrinogenolitikus aktivitésd és b
faktort gatlo aktivitds nélkiili anyagot tartalmazzik
0,20 mélosnil tdményebb NaCl-dal eludlva (B rész).

Ez az anyag elésegiti a fibrin-lizist, degradilja az 1125
fibrinogént (2. dbra, B rész) tovabba a tisztitott fibri-
nogén o, 3 és+ylaricot is degradalja (nincs jelezve), En-
nek a frakciénak a fibrinogenolitikus miikddése a he-
mentinnek tulajdonithatd. Az X, faktort gtl6 aktivi-
tassal rendelkez6 frakciék nem rendelkeznek fibrino-
genolitikus aktivitdssal. Az 1. és 2. dbra szerint a-0,1-
0,16 mélos NaCl-dal eluélt inhibitor sem a Hirudome-
dicinalis-bél szdrmazé hirudin (J. Dodt, et al., Bio
Chem.” Hoppe-Syler 366, 379-385 (1985)), sem 4 he-
mentin, amely a Heamenteria ghilianii fibrinogenoli-
tikus komponense (S.M. Malmcomco, et al, J. Lab,

Clin. Med. 103, 44-58 (1984)). A gorbén csficsot mu-
tatd frakcidk 25 p-e meghosszabblt_]a a protrombin
idét 16 masodperccel és teljesen gétolja 17 ng X, fak-
tort gatlé hatsi anyag miikddését az amidolitikus
vizsgilatban. A DEAE frakcionalt extrakcios vizsgd-
latok alapjin az X, faktort gatl6 hatési anyag tekmt-
hetéafé aktlkoagulans anyagnak. :

Heparin affinitds kromatogrdfia

A DEAE frakci6k tovabbi tisztitdsat, az antikoagu-
lans hatdsi anyag disitdséra, heparin-agarézon a 3.
dbrdn mutatjuk be. Az oszlopot alaposan mossuk A
pufferrel, majd linedris s6-gradienssel eludljuk, A gra-
diens 100% A puffertdl 75 perc alatt 100% B pufferig
(A puffer + 1 m6l NaCl)y terjed Az aramlasx sebesseg
1 ml/pere.

A DEAE oszloprél nyert, X, faktort gatl.aktivitds-
sal rendelkezd, antxkoagulans frakciokat egyesitjiik,
majd a frakcibkat heparin-agarézon kromatografal—
juk (3.4bra), Azantikoaguldns és X, faktort gatlé ami-
dolitikus hatési anyagok 0,45-0, 55 moélos NaCl-dal
koelulédnak. A gérbén csficsot mutatd, antikoagu-
lans aktivitds( frakcidk 25 pl-e- meghosszabbltja a
protrombin iddt 17 msodperccel és 16 ng tisztitott X,
faktort gatlo hatdsd anyaga kromogen szubsztrat hld- :
rolizisét teljesen gitolja.

FX, affinitds kromatogréafia

Egyes foganatosiitdsi médok esetében azX,, faktort
gatl6 aktivitasi anyagot igy nyerjiik ki, hogy a fehér-
jéket szarvasmarha-X_-faktor-Affi-Gel-15-6t tartal-
maz6 oszlopon frakcionéljuk (4. dbra). A nyers nyal-
mirigy-kivonatot vagy barmely, a tisztitasi folyamat
sordn nyert, antikoagulins aktivitdssal rendelkezd
kromatograﬁas frakei6t 0,1% Tween-20 toménységre
allitjuk be és affinitds-kromatografidval frakcional-
juk egy oszlopon, amely 2 ml 4gy-térfogati, szarvas-
marha-X, faktor-Affi-Gel-15-6t tartalmaz. Az oszlo-
pot alaposan mossuk 0,1% Tween-20-at tartalmazd
0,05 mélos HEPES-sel, amely 0,1 mél NaCl-ot is tar-
talmaz (pH 7,5), majd a fehérjét 0,1% Tween-20-at és
0,1 mél benzamidot tartalmaz6 0,05 mélos HEPES-sel
(pH 7.5) 4 ml/6ra dramldsi sebességgel eludljuk. Az
alvadési és az amidolitikus meghatarozdsokat az dsz-
szegyljtott frakcidk 1/500-szeres higitdsaival végez-
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ziik.

A szarvarmarha X, faktort Gigy kapcsoljuk az Affi-
Gel-15-hdz, hogy 2 ml tisztitott enzimet 2 ml 4-mor-
folino-propan-szulfonsavban (MOPS) (PH 7,4; kap-
csol6 puffer) 2,5mlgyantdval egy éjen 4t4 °C-on inku-
bélunk. A gySngydket alaposan mossuk, majd 3 ml
kapcsol6 pufferben jra szuszpenddljuk. A gydngys-
ketezutin 0,3 ml I mélos (pH 8,0) etanol-aminnal rea-
géltatjuk 4 “C-on egy éjjen 4t, majd alaposan mossuk
0,1% Tween-20-at tartalmaz6 0,05 mélos HEPES-sel,
mely 0,1 m6lNaCl-ot is tartalmaz (pH 7,5).

Azantikoaguldns/X, faktort gatld aktivitdsd anyag-
nak FX, -Affi-Gel-15 oszlopon, affinitds kromatogra-
fidval végezett frakciondldsit a 4. ibra mutatja, Az
antikoaguldns és X, faktort gitlé aktivitisd anyag az
oszloprdl egyiitt eluathatd, ha az eludldsndl 0,1 mol
benzamidint tartalmazo eludl6szert alkalmazunk.

Revers fdzisi HPLC

A végsd frakeionaldst,.ami az antikoaguldns és az
amidolitikus aktivitds elkiilonitését illet, egy
2,1x30 mm-es Aguapore RP-300, C-18 forditott fizi-
st oszlopon végezziik (Applied Biosystems 130., fe-
hérje/peptid elvalasztisra szolgdls rendszer), A fehér-
jéket linedris acetonitril gridienssel eludljuk, a gridi-
ens 100% A puffertdl (0,1% trifluor-ecetsav vizben)
100% B pufferig (0,07% trifluor-ecetsav/70% aceto-
nitril/29,93% H,0) terjed, 40 perc alatt. A fehérjét

tartalmazo6 frakcidkat (5. dbra) egy éjjelen 4t a Savant.

speed vac rendszerben sziritjuk. A mintdkat 0,1%-o0s
vizes trifluor-ecetsavban dijra feloldjuk és kiilénbszé
mennyiségii mintikat elemzésnek vetiink ald (SDS po-
liakrilamid gél-elektroforézis, gazfazisi szekvencia-
meghatirozas mikroméretben, aminosav-meghatéro-
ziis, azantikoaguldns és azamidolitikus aktivitds meg-
hatirozisa).

Az inhibitort mikrobor reverz fzisd HPLC-vel to-
vabb frakcioniljuk, melynek eredményét a kis 5. dbra
mutatja A gorbén tobbek kozbtt két £8 és 4 kisebb
csfics lathat6, Ujbdli frakciondlds utin hat (Po-Ps)
diszkrét cslics1ithaté, melyek koziil aP4esP5 mutatja
afd, miga P1~P a kisebb antikoagulans és X, faktort
gatlo aktivitast. APo-nal nem tapasztaltunk aktlvxtast

Szekvencia analizis

Az 50,65-53,65 perc kozotti, Ps aktivitési csicsot
mutatd eludtum frakeidt piridil-etilezziik és sémente-
sitjiik mikrobor (mickrobore, kisszemesés 7 p.-os szili-
kagél, gyirtja az Apphed Biosystem-hez tartozd
Brownlee) nagynyomésii folyadékkromatografids
médszer alkalmazdsaval. A piridil-etilezett anyag ter-
mindlis aminocsoportjit piroglutamét-aminopepti-

dézzal blokkoljuk oly médon, hogy az enzim/peptid -

ardny 1:10. Az emésztést 10 mmél EDTA-t, 5 mmdl
ditiotreitolt és 5% glicerint tartalmazé 0,1 mélos
Na,HPO -ban (pH 8,0), 24 6rén 4t, szobahGmérsékle-
ten végezziik. A szekvencia-analizis eltt a polipepti-
det ezutdn mikrobor nagynyomdsi folyadékkroma-
tografids médszerrel sémentesitjiik.

Az automatizilt Edman-lebontisokat az Apphed
Biosystems, Inc. 470A fehérje-peptid szekvencia vizs-
gil6 berendezésével hatdrozzuk meg azokkal a reagen-
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sekkel és azon utasitisok és standard programok sze-
rint, amelyeket a gyartd bocsat rendelkezésre. A.fenil-
tio-hidantoin szirmazékki 4talakitott aminosavak
mindegyik ciklusban az Applied Biosystems, Inc. 120
PTH elemzdberendezésével hatirozzuk meg, amely
kozvetlen on-line kapcsolatban ll a 470A gazfazisi
szekvencia-meghatirozd berendezéssel.

A kvantitativ aminosav analizist Hewlett Packard
Aminosav analizitorra (Hewlett Packard, Palo Alto,
CA)végezziik.

A vizsgalt fehérje - meret ghilanten-nek nevezunk
~szekvenciija a kbvetkezd:

pyr-EGPFGPGCEE AGCPEGSACN HOTDRCTIC-
PE VRCRVYCSHG FQRSRYGCEV CRCRTEPM-
KA TCDISECPEG MMCSRLTNKC DCKIDINCRK
TCPNGLKRDK LGCEYCECKP KRKLVPRLS
(119),

pyr-E JeIenteseplroglutammsav :

Andlitikai  poliakrilamid  gél-elektroforézis

8x8 cm méretii, 1 mm vastagsagi poliakrilamid gél
lemezeket 20% és 12% akrilamidban, 3% tomorit gél
alkalmazasa mellett (Heefer Sci. Co.) és 10 mA/gel in-
tenzitds egyendram hatdsinak tessziik ezeket ki, A
gélek 0,25 mdl Tris-HCI-t és 0,1% natrium-dodecil-
szulfitot tartalmaznak (SDS), pH 9,0. Az elektroforé-
zist 25 mmél Tris-HCl-t, 0,2 mél glicint és 0,1% SDS-t
tartalmaz6 pH 8,4 oldattal végezziik, A sziritott min-
tdkat 35 pl pH 6,8 oldatban oldjuk, amely a kévetke-
z&ket tarfalmazza: 10 mmél Tris-HCI, 1% SDS, 20%
szachar6z, 1 mmoél EDTA, 6 mél karbamid, 1% 2-mer-
kapto-etanol! és 0,03% brémfenolkék, Az elektroforé-
zis el6tt a mintékat 15 percen it 60 °C-on tartjuk. A
géleket Merrill et al. eziist festékes eljardsaval rogzit-
jiik és kimutatjuk a fehérjéket (Anal, Biochem, 105,
361, 1980). A fehérjék litszélagos molekulasily4t
extrapoldlassal hatdrozzuk meg egy standard gorbé-
bdl, amely a molekulastilyoklogaritmusit standard fe-
hérjék elektroforetikus mozgékonysigéval szemben
tiinteti fel. A standard fehérjék a kdvetkezdk: foszfo-
rilit N (94,000), szarvasmarha-szérumalbumin
(67,000), ovalbumin (43,000), szénsav-anhidriz
(30,000), alfa-kimotripszinogén (35,700), szbjabab-
tripszininhibitor ~ (20,000)  béta-laktoglobulin
(18,400), alfa-laktalbumin (14,400), lizozim (14,300),
szarvasmarha-tripszininhibitor (6,200) és inzulin
(3,000).

Aminosav-elemzés

A hidrolizishez felhaszndlt mikro-ampulldkat
(Hewlett Packard automatikus mintavevs) metanol-
ban ultrahang-kezelésnek vetjiik ald, majd 4 6rén 4t
egy kemencéhez 500 "C-on tartjuk. A peptideket giz-
fazisban hidroliziljuk egy Picetag Workatation-ban
(Waters Associates) 105 °C-on, 20 orén 4t, 200 pl 4l-
landé forrdsban levé HCl-lel (Pierce Chemical Co.),
amely néhdny mikroliter cseppfolydsitott fenolt
(MCB) tartalmaz. A hidrolizilt mintikat speed vac
cencentrator-ban (Savant) szirazra paroljuk, majd a
maradékot kistérfogatd (altaliban 15~30 w) 0,1 mél
HCl-ban oldjuk és bevissziik egy Hewlett Packard
1090 HPLC automatikus mintavevdjébe. Az amino-
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sav-elemzést igy végezziik, hogy a Hewlett Packard
cég Aminoquant elemz8berendezését hasznaljuk, a
nagyérzékenységli izemmaédban (fluoreszcencids ki-

mutatds). Az aminosavakat olyan kériilmények kézott

hangyasav-9-fluorenil-metilészterrel (PMOC) a sze-
kunder aminesavak dtdlakitasira. A szarmazékka ala-
kitott aminesavakat forditott- fazisi HPLC-vel vi-
lasztjuk szét, a gyértd -dltal-rendelkezésre bocsatott

hatérozzuk meg, hogy az oszlopra valé felvitelt meg- 5 oszlopokkal, reagensekkel és miiveleti utasftasokkal.

elézéen szarmazékképzést hajtunk végre eldszor 0- Ez a rendszer.alkalmas 1-500 pmél mennyiségii ami-

ftalaldehiddel (OPA)a primer aminosavak, majd klér- no-acil- csoport pontos meghatarozasara
TABLA'ZAT

- A.H. ghilianii ny4lmirigy-kivonataibol mikropérusﬁ .
- HPLC:vel kapott P-Ps frakci6 aminosavelemzési eredményei? .

-l !
> ¢

Aminosav  Pe P, P, P, Py
Asx 17 18 14 16 17 1t
Gix S22 24 19 19 20 14
Ser 9 10 7 8 8 7
His - = 2 2 2 2 2 2
Gy 14 18 13 13 .14 10 -
Thr 9 10 10 10 11 7
Ala 6 6 6 6" 6 -6
Arg 18 20 18 19 21 13
Tyr 6 6 6 6 6 5
Val 7 7. 5 7 7 4.
Met 5 5 5 5 5 = 3
Ile . 8 8 1 7 8 5
Phe 4 4 3 4 4 3
Leu 9 9 10 11 1 9 .
Lys 12 14 T 5 6. 4
Pro 17 16 6 6 6 3

4”"Maradék/mél feher je” értékben kifejezve. Az ériékeket 6 maradék/mol Ala—tartalomra normahzaltuk.

Azl1.4bra azX, faktorellenes aktivitist mutatja bea
H. ghilianii nyers nyalmirigy kivonataiban.
Az aktiv anyag egyarant gitolja az emberi
(1. a kiilon bemutatott kis abrat) és a szar-
vasmarha X, faktort, de nem gétolja azem-
beri és a szarvasmarha trombint (ezeket az
adatokat nem mutatjuk be).

4 mg oldhatd fehérjekivonat anioncseréls
kromatografiajit - DEAE-n ~ mutatja be,
Az antikoaguléns és az X, faktort gitl6 ak-
tivitas egyiitt eludlédik, 0,1-0,16 mél NaCl
-toménység kozdtt (2/A 4bra), a 30-35.
frakeib kozott. A fibronogenolitikus akti-
vitds - az X, faktor elleni aktivitds nélkiil~
0,20 mol NaCl felett eludlddik (2/B 4bra), a
37-44, frakcié kozott (vonalkdzott terii-

. let). Ez az anyag el()se%ltl az olvadék (fib-

" rin) lizisét, elbontja a 143I-dal jelzett fibri-
nogént (2. dbra, B részibra) és kimutattuk,
hogy elbontja a tisztitott fibrinogén alfa-,
beta- és gamma-lancit SDS-PAGE elem-
zés soran (ezeket az adatokat nem koz8l-
jiik). Ennek a frakcidnak a fibrinogenoliti-

. . kusaktivitdsa a hementinnek tulajdonitha-

t0. Az X, faktor elleni aktivitdssal rendel-
kez§ frakcidk npemi mutatnak - fib-
rin/ogen/olitikus aktivitist. Az 1.ésa 2, 4b-
ra eredményei alapjén Ggy tiinik, hogy a

A2, 4bra
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0,1-0,16 mdl NaCl koz6tt elualéds inhibi-
tor nem fligg dssze a Hirude medicinalis hi-
rudinjaval (J. Dodt et al., Biol.Chem. Hop-
pe-Seyler 366, 379-385, 1985) vagy a he-
mentinnel, a Haementeria ghilianii fib-
rin/ogen/olitikus - komponensével (SM.
Malinconico et al,, J.Lab.ClinMad. 103,
44-58, 1984). Mint a 2, brin-bemutatjuk,
acslics-aktivitast frakeiokbdl 25 pl 16 ma-
sodperccel hosszabbitja meg a protromin
id6t és-teljesen gétol 17 ng X, faktort az
amidolitikus vizsgilatban. A - DEAE-n
frakcionalt kivonatokkal végzett vizsgala-
tok alapjan azt 4llithatjuk, hogy az X, fak-
tort gatld hatis teszi ki az alvadasgatlo ak-
tivitas zomét,

A DEAE oszloprél kapott, X, faktor ellenes aktivi-
tassal rendelkezd antlkoagluans frakciokat egyesit-
jiik, majd heparin agaréz kromatografidval frakcio-
néljuk (3. abra). Az alvadisgitld és az X, faktor-elleni
ill. amidolitikus aktivitas egyiitt elualédik 0,45-0,55
mél NaCl kdzott. A eslics-alvaddsgatld aktivitdst mu-
tat6 frakcidkbél 25 pl a protrombin-idét 17 masod-
perccel hosszabbitja meg és teljesen meggitolja 16 ng
tisztitott X, faktornak a kromogén szubsztrat hidroli-
zisére klfejtett hatdsat.

Az alvaddsgdtl és az X, faktor ellenl aktlvxtas X
faktor-Affi-Gel-15-6n veg_zett afflmtas-kromdtogra-

7
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fidval valé szétvilasztisit a 4. dbran mutatjuk be.
Mintl4thatd, azalvadisgdtlé és az X, faktor elleni ak-
tivitas egyiitt eludlhatd az oszloprdl 0,1 mél benzami-
dinnel, egy reverzibilis aktiv helyii szerin-protedz-in-
hibitorral. , .

Az inhibitor tovabbi frakcionalisit — mikrobar for-
ditottfizisd HPLC-vel —az 5.4brdn mutatjuk be. Mint
lithato, 4 kisebb és 2 nagyobb csiics rezolvalasa ered-
ményeként az alvadasgatld aktivitds szdmos csiics k-
zott oszlik meg. Az Gjra-frakcionalds 6 elkiiloniilt, P -
P, jelii csticsot eredményez (1. a beiktatott kis 4brat),
Ezek koziil a P ésa P g cslics mutatja a nagyobb alva-
désgdtl6 és X, faktor elleni aktivitdst és a P,-P; csiics
valamivel kisebb aktivitast. Nem mutathato ki aktivi-
tisa P cslicsban.

A PoPs frakci6 SDS PAGE elemzése (20% akrila-
mid) arra mutat, hogy ezek a fehérjék hasonld mozgé-
konysaghiak és virtualis molekulastlyuk 18,000 (nem
mutatjuk be). A 6. dbra a.P5 kromatografids profiljt
mutatja be mikropdrusi forditott fazisG HPLC-vel, A.
kis dbra a P5 12% akrilamiddal végzett SDS PAGE
elemzéseeredményeit mutatja be. Enneka tiszta kom-
ponensnek a virtudlis molekulasiilya 18,000, azaz a
tisztitott X, faktor inhibitor ltszélagos molekulasd-
lya nem valtozik jelentdsen a poliakrilamid gél kon-
centraci 12 és 20% kozotti valtozisval, Ez arra mu-
tat, hogy nem nagy mértékben glikozilezett,

A 7. dbra a Ps-nek az X, faktorra kifejtett dzis-
fiigg0gatlo hatdsit mutatja be. APs-nek aza koncent-
ricidja, amely a maximalis gatlds felét eredményezi,
60 pmol.

A 27. oldalon levd tablazat a PyPs frakcié amino-
sav-Gsszetételét mutatja be. A P;-P5 komponens ami-
nosav-tartalma a legtobb maradék tekintetében na-
gyon hasonld, azzal azeltéréssel, hogy a P 4652 P5Asx
és Glx tartalma valamivel magasabb és Lys és Pro tar-
talma joval magasabb. A P jelentdsen kiilonbozik a
P,-Pg frakci6tol, ami az Asx, Glx, Thr, Arg, Val, Met,
Ite, Lys és Pro tartalmat illet. A Py, P, és P cstkkent
aktivitdsa feltehetden a jelentGsen cstkkent Lys és
Pro tartalommal fiigg Gssze. Az Gsszetétel 4ltalinos
hasonlésdga, a Lys és a Pro tartalomtél eltekintve, ar-
ramutat, hogya P, -Pshasonld szekvencidjii fehérje.

Az dbrdk részletesebb magyardzata
l.dbra  AzX, faktor gitlisa a Haementeria ghilia-

' nii nydlmirigye nyers kivonatéval.

Kb. 11 pg nyalmirigy-kivonatot (oldhaté fehérje)
hozzéadunk 16 ng tisztitott X, faktorhoz. A mintét 10
percen dt szobahSmérsékleten inkubiljuk és meghata-
rozzuk az amidolitikus aktivitist, miutin metoxikar-
bonil-D-ciklohexil-glicil-glicil-arginin-p-nitroanilid
-acetdtot adagoltunk. A p-nitroanilid képz&dését
spektrofotometridsan kovetjiik; 1 perces id6kdzon-
ként végziink leolvasast 405 nm-en. Felss gorbe: szar-
vasmarha X, faktor és kromogén szubsztrat; als6 gor-
be: szarvasmarha X, faktor, nydlmirigy-kivonat és
kromogén szubsztrat. Kis dbra;
~ felsG gbrbe: emberi faktor és kromogén szubsztrat;
- als6 gorbe: emberi X, faktor, nyélmirigy-kivonat és

kromogén szubsztrat.
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A H. ghilianii nyalmirigy-kivonata nem gatolja a H-
D-hexahidrotirozil-L-alanil-L-arginin-p-nitroanilid
-acetédt szarvasmarha és emberi trombin hatdsdra vég-
bemend hidrolizisét (ezeketazadatokat nem mutatjuk
be). .
2. dbra. A nyers nyalmirigy-kivonat (4 mg oldhaté
fehérje) frakciondldsa egy 0,46 x 7,5 cm-es DEAE ani-
oncseréld oszlopon. .

A fehérjéket linedris NaCl gradienssel — 20 mM
HEPES-ben, pH 7,8 - eludljuk (a részletek tekinteté-
ben 1. az eljirast). Az dramldsi sebesség 1 ml/perc; 1
ml-es frakcidkat fogunk fel. :

A. részdbra:

Az antikoagulans aktivitist (kérok) egyfazist alva-
dési kisérletben hatdrozzuk meg, mint a protrombin-
id6 meghosszabbodésat. Az X, faktort gatlé hatdst
405 nm-en mérjiik, a p-nitroanilid képzddés gitlasa-
ként (négyzetek). Kromogén szubsztritként metoxi-
karbonil-D-ciklohexil-glicil-glicil-arginin-p-nitroani
lid-acetatot alkalmazunk,

B. részdbra:

Ez az 4bra a H. ghilianii fehérje-eluciés gorbéjét
mutatja be, amelyet 280 nm-en mérhetd abszorpeié-
val kdvetiink. A fibrinogenolitikus aktivitist a vonal-
kazott teriilet mutatja be. Ez az aktivitis nem elul6-
dik egyiitt az X, faktor elleni vagy nagyobb mértékii
alvadésgatlo aktivitdssal.

3. dbra: A részlegesen tisztitott X, faktor inhibitor

frakciondldsa heparin agardz kromatografidval.

A DEAE-r6l levélt frakciokat —amelyek az egyiitt
eludlédo alvaddsgatlé és X, faktor elleni aktivitast tar-
talmazzak — egyesitjiik és felvissziik egy heparin aga-
rézt tartalmaz6 0,5 x 5 cm-es oszlopra. A fehérjéket 1
mdl-ig terjedd linedris NaCl gradienssel - 20 mél pH
7,8 HEPES-ben - eluéljuk. Az eluitumot folyamato-
san atvezetjiik egy olyan miiszeren, amelyhez egy re-
gisziralo berendezés csatlakozik. A miiszer 405 nm-
nél az oldat fényelnyelését regisztralja, ami az dbrin a
folyamatos vonallal van jelive. A fényelnyelési ardny
a jobboldali ordinitan olvashat6 le (dimenzi6 nélkiili
szim). Az eludtum ezutdn a frakcidgyiijtébe keriil,
ahol 1 ml-es frakcitkat szeriink, Az alvaddsgitl6 akti-
vitast (lires korok) egyfazisa alvadasi kisérlettel hatd-
rozzuk meg, a protrombin-id6 meghosszabbitisaként.
AzX, faktor gatlisit 405 nm-en mérjiik, a p-nitroani-
lid-képzddés.(iires négyzetek) gitldsa alapjan; kromo-

. gén szubsztritként metoxi-D-ciklohexil-glicil-glicil-

arginin-p-nitroanilid-acetatot alkalmazva.

4. dbra. Az X, faktor inhibitor frakcionélisa szar-
vasmarha-X, faktor-Affi-Gel-15-6n végzett affini-
taskromatografia segitségével

A fehérjéket 0,1 m6l benzamidin-oldattal eludljuk
az oszloprol, Az dramlasi sebesség 4 ml/6ra; 1,2 ml-es
frakcidkat szediink. A kromatogréfids frakcidk 1/500-
szoros higitésat haszniljuk fel az alvaddsgatl6 (iires
korok) és az X, faktort gatld (fekete korok) aktivitds-
nak a leirt médon valé meghatdrozisara.

3. dbra. A H. ghilianii X;, faktort gitl6 komponen-
se(i) tisztitdsa forditott fazisG HPLC-vel.

Az alvadésgitl6 és X, faktort gatld aktivitis szem-
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pontjabél kivalasztott cslics-frakcidkat mikropbrusi
forditott fazisi HPLC-vel frakciondljuk egy 2,1 x
30 mm-es Aquapore RP-300 oszlopon. Az arnyékolt
teriilet arra mutat, hogy az antikoaguldns aktivitds
megoszlik a esiics-frakeidok kzott. A kis dbra a kiindu-
lasi forditott fazisd szétvdlasztassal kapott frakciok
ugyanezen oszlopon vald {jra-kromatografildsinak
eredményeit mutatja be. Az Gjra-kromatograflassal
elkiiloniilt, nem-atfedd cslicsokat kapunk. Az X, fak-
tort gatld aktivitds zomét a P4 és a P frakcidban taldl-
Juk (sotétebb szin); aktivitds mutathaté kia Py ésa Py,
valamint a P, frakcidban is (viligosabb szin), Nem tar-
talmaz aktiv anyagot a Py frakcié (szintelen),

6. dbra. A P frakci6 mikrop6rusi forditott fazisi
HPLC-bel val6 vizsgilata.

‘A h. ghilianii-bdl elkiilonitett P fehérje frakcid ab-
szorpcibjit 214 nm-en kivetjiik. A kis 4bra a mikro-
porusi forditott fazist HPLC-vel elkiilonitett Ps SDS
PAGE (12% akrilamid) elemzési eredményeit mutatja
be, Az a) sdv a standard molekulasilyd fehérjéket, a b)
sév pediga tisztitott Ps frakci6t mutatja be. A fehérjé-
ket az eziist-festéses modszerrel mutatjuk ki, Merrill
etal.fentidézett eljirdsaszerint,

7. dbra,

AzX, faktor (0,15ng) dozis-fiiggd gatlasat tisztitott
P, frakci6 alkalmazasival a feltiintetett koncentrici-
Okban vizsgéljuk a metoxikarbonil-D-ciklohexil-gli-
cil-glicil-arginin-p-nitroanilid-acetdt hidrolizisének
gétlasa alapjin, A p-nitroanilid-képzédést 405 nm-en
kovetjiik.

SZABADALMIIGENYPONTOK

1. Eljérds X, faktort gtlé hatdsd fehérjeszerti
anyagnak Haementeria ghilianii pi6ca nyalabol vagy
nyélmirigyeibdl t6rténd izolldsira és tisztitasira,

azzal jellemezve, hogy

1) anyalmirigyet - célszer(ien elddrzsoléssel és azezt
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kovetd ultrahangos kezeléssel - 20 mmélos,

7,8 pH-jir 4-92-hidroxi-etil)-1-piperazin-etin-

szulfonsavval extrahaljuk, ,

akapott extraktumot vagy a nyalat egy DEAE cel-

lul6z anioncseréld gyantin kromatograféljuk, elu-
ensként 0,1-0,2 mélos NaCl-oldatot hasznilva,

a kapott X, faktort gitlé hatdsd fehérjeszerdi

anyagot tartalmazo frakciét affinitdskromatogra-

fianak vetjiik ala,

i) FX,-Affi-Gél-15 alkalmazisdval, eluensként 0,05
moélos  4~(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etin-szul-
fonsavat hasznilva, mely 0,1 mél NaCl-ot, 0,1%
Tween-20-at és 0,1 mol benzamidint tartalmaz, és
amelynek pH-ja 7,5, és/vagy S
heparin-agaréz alkalmazasaval, eluensként 0,45-
0,55 mdlos NaCl oldatot hasznélva, majd
a kapott eludtumot egyszer vagy tGbbsz6r nagy-
nyomdsl folyadékkromatografidnak vetjiik alg,
egy C-18 tipusi gyantit tartalmazd, reverz fazisi
oszlop alkalmazéséval és elkiildnitjiik az

X, faktort gitld hatasi fehérjeszerd anyagot tartal-

maz6 eludtum frakcidkat,

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréas tiszta, X, faktort
gitlohatasi
pyr-EGPFGPGCEE AGCPEGSACN LITDRCIC-

PE VRCRVYCSHG FQRSRYGCEV CRCRTEPM-

KA TCDISECPEG MMCSRLTNKC DCKIDINCRK

TCPNGLKRDK LGCEYCECKPKRKLCPRLS

aminosavszekvencidji fehérjének - mely 60 pM

koncentracidban az X, faktort gitl6 hatds maximuma-
nak felét fejti ki, és:amelynek 12%-os SDS-poliakrila-
mid gél-elektroforézissel mért molekulatdmege
15.000-20.000 dalton - eléallitisira, azzal jellemez-
ve, hogy a 4) eljarslépésben a masodik nagynyomast
folyadékkromatogrifids elvélasztas sordn kapott Pg
aktivitasi csiicsot mutatd eludtum frakeidt elkiilonit-
jiik. '

2)

3)

4
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