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A Hirudinaria manillensis-bél szarmazd fg::
—
hialuronidaz; izolalasa, tisztitasa és rekombinans

eldallitasi mbédszere
KIVONAT

A talalmany targyat egy Uj, a Hirudinaria manillensis
trépusi pidcabdl szarmazd hialuronidaz (a ,manilléaz”) izo-
lalasa, tisztitasa és Jjellemzése képezi. A taldlmany tar-
gyat képezi tovabbad a manillaz rekombinins eldallitasi el-
jarasa, amely magdba foglalja a DNS és aminosav szekvenci-
ak, expresszids vektorok és gazdarendszerek feltarasat.

A talalmany targyat képezi a manillaz terdpids célokra tor-
ténd alkalmazasa is, példaul miokardialis betegségek, trom-

b6zisos esetek és tumorok kezelésére.
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A Hirudinaria manillensis-bdl szarmazéd
hialuronidaz; izolalasa, tisztitasa és rekombinans

eldallitasi médszere

A taldlmény targyat egy Uj, a Hirudinaria manillensis
trépusi pidécabdl szarmazd hialuronidaz izolalasa, tisztita-
sa és Jjellemzése képezi. A leirds soran az Uj enzimre a
»~manillaz” névvel hivatkozunk. A taldlmany targyat képezi
tovabba a manillaz rekombindns el8allitasi eljaréasa, amely
magaba foglalja a DNS és aminosav szekvencidk, expresszids
vektorok és gazdarendszerek feltarasat. A taldlmany targyat
képezi a manillaz terapias célokra torténd alkalmazasa is,
példaul miokardialis betegségek, trombdézisos esetek és tu-
morok kezelésére.

A hialuronsav vagy hialurondn (HA) egy linearis, elaga-
zas nélkili nagy molekulatémegd (2-6 x 10°) glikoz-
aminoglikan, amelyet a GlcNAc(f1-4)GlcUA ismétldds disza-
charid szerkezet alkot. Ennek karboxil csoportjai teljes
mértékben ionizaltak az extracellularis folyadékok uralkodéd
pH tartomanydban, akdr normdl akar patolégids esetekben. A
HA a kondroitin szulfatokkal, keratdn szulfatokkal és hepa-
rinokkal egylitt a gliikéz-aminoglikénok csoportjéba tartozik
[Jeanloz: Arth. Rheum. 3 233 (1960)]. M&s médositatlan glii-
kéz-aminoglikanokkal (GAG) szemben ez nem rendelkezik szul-
fat szubsztiticidéval vagy kovalensen kapcsolt peptiddel, és

lanchossza, valamint molekulatdmege rendszerint sokkal na-
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gyobb. A HA mindeniitt megtaldlhatdé a kotészdvetekben és a
test csaknem az Osszes részében megtaldltdk a javitott fi-
xalasi modszer [Hellstr6m és mtsai.: Histochem. J. 22 677
(1990)] és a hialuronan-koté peptideket (HABP) alkalmazd
specifikus hisztokémiai mdédszer bevezetése éta. Ugyancsak
megtalalhatdé a neuro-ektodermalis eredetidi szdvetekben a
fejlédés soran és érett allapotban.

A hialuronidaz kifejezés alatt altaldnossagban és a le-
irads soran olyan enzimet értiink, amely hialuronsav szub-
sztraton mikodik, az egyéb szubsztratokkal szemben mutatott
aktivitastdél fiiggetleniil.

A hialuronidézt elészdr mikroorganizmusokbél izolaltak
és késS6bb emlés herébdl, amely manapsdg a f& forréasa
[Meyer: In: The Enzyme, 307. oldal, (1971)]. A reakcié-me-
chanizmusnak megfelelden a hialuronidazokat harom f& cso-
portba soroljuk.

Az elsd csoportba azokat a mikrobidlis enzimeket sorol-
juk, amelyek a szubsztratjukon P-eliminaciét hoznak létre,
A-4,5 telitetlen diszacharidokat eredményezve. Az enzimeket
ezért tehat hialuronat 1lidzoknak kell nevezniink, EC
4.2.99.1.

A masodik csoportot hialuron-gliikézaminidazok vagy he-
re-tipusu hialuronidazok képezik (EC 3.2.1.35) amelyek mint
endo-N-acetil-B-D-hexézaminidaz miikédnek, a HA-t kisebb
fragmensekké lebontva, az elsé lépésben tetraszacharidda,
amelyben a hexbzamin részegyséqg a szabad redukaldé végen ta-
lalhaté. A here eredetl hialuroniddzhoz hasonld tulajdonséa-

gokkal rendelkez$ enzimeket nyertek ki ebihalakbél, kigyéd-



méregb$l, méhméregbdl, szamos allati szovetbdl, humdn szé-
rumb6l és mas forrasokbdl. Jo61 ismert, hogy a herébdl szar-
mazd hialuronidaz transzglikozildz aktivitassal is rendel-
kezik [Weissmann és mtsai.: J. Biol. Chem. 208 417 (1954)].
A hialuronidazok ezen csoportjdhoz tartozd enzimek nem csak
a hialuronat irényéaban fejtenek ki enzimaktivitéast, hanem a
kondroitin-4-szulfat, kondroitin-6-szulfat, kondroitin és
dermatan szulfat iranyéban is.

A  harmadik csoportot hialuron-glikuronidazok (EC
3.2.1.36) alkotjak, amelyek mint endo-B-gliikuronidazok mi-
kédnek. Ezt az enzimet a Hirudo medicinalis pibcakbdl izo-
laltak [Yuki és Fishman: J. Biol. Chem. 238 1877 (1963)] és
tokéletesen specifikus HA-ra. A kondroitin szulfat, derma-
tdn és heparin nem szubsztratjai ennek a hialuronidéaznak.
Ez csak a hialuronsavat bontja le tetraszacharidda, amely-
ben a glikuronsav a szabad redukaldé végen taldlhatd [Linker
és mtsai.: J. Biol. Chem. 235 924 (1960)]. Az emlés eredetd
endo-B-gliikbz-amidindzokkal ellentétben, a heparinnak nincs
hatidsa ezen pibca eredetli hialuronidaz aktivitdsira. Ennek
kovetkeztében egy paciensnek a véralvadds gatld anyagként
kiterjedten alkalmazott heparinnal és szarmazékaival egyiitt
is beadhaté. Egy korilbelul 28,5 kDa molekulatomegd

hialuronsav specifikus endo-béta gliikuronidaz (elnevezése

~Orgelase”) a bivaly pidécak Hirudinariinae alcsaladjanak
(ez magaba foglalja a Hirudinaria, Illebdella,
Poecilobdella, Sangulsoga nemzetségeket) fajaibél

(Poecilobdella granulosa) leirdsra keriilt az EP 0 193330

azonositészami eurdpai szabadalomban.



A hialuronidédzoknak sok gyakorlati in vivo és in vitro
alkalmazasuk van. Hialuronidaz intravénds beadasat javasol-
tdk miokardialis infarktus kezelésére [Kloner és mtsai.:
Circulation 58 220 (1978); Wolf és mtsai.: Am. J. Cardiol.
53 941 (1984); Taira és mtsai.: Angiology 41 1029 (1990)].
A miokardidlis infarktus a nem~-mechanikus eredetil sériilések
egy koz6s formajat képviseli; nevezetesen sulyos sejtkaro-
sodas és sejthalal, amelyet ebben az esetben a sejtes
hipoxia hirtelen fellépése okoz. Patkanyokban eldidézett
kisérletes miokardidlis infarktus esetében [Waldenstrém és
mtsai.: J. Clin. Invest. 88 1622 (1991)] a sérilt (infark-
tus érte teriilet) szivizom HA tartalma 24 6ran beliil meg-
emelkedett, hogy 3 nappal késébb a normdl szint csaknem héa-
romszorosat érje el és ehhez intersticialis odéma tarsult.
Az infarktus érte terililetek relativ viztartalma ugyancsak
progressziv médon megemelkedett, a 3. napra maximum értéket
elérve és nagymértékben korrelacidét mutatott a HA felhalmo-
z6dadssal. A megnovekedett HA tartalom és az 6déma hasonléd
kapcsolddasat figyelték meg kisérletes sziv és vese
transzplantdtum kilokédés soran [Hallgren és mtsai.: J.
Clin. Invest. 85 668 (1990); Hallgren és mtsai.: J. Exp.
Med. 171 2063 (1990)], human vese transzplantatumok kiloks-
dése soran ([Wells és mtsai.: Transplantation 50 240
(1990) ], tidé betegségekben [Bjermer és mtsai.: Brit. Med.
J. 295 801 (1987)] és idiopatias intersticialis fibrézisban
[Bjermer és mtsai.: Thorax 44 126 (1989)]. Az osszes ilyen
tanulmadny nem csak bizonyitékot szolgaltat a megnovekedd HA

szintre akut gyulladas esetében, de bizonyitja szerepét a



szbveti duzzadasért elsésorban felelds és a sziv mechanikai
és elektro-fizioldgiai funkcidbit befolyasold lokalis folya-
dék visszatartasban is.

Ezek az eredmények megmagyarazhatjak a klinikai kisér-
letekben alkalmazott hialuroniddzok mikédési mechanizmusat.
Beszamoltak arrél, hogy a hialuronidaz kezelés korlatozta a
sejtkarosodast miokardialis iszkémia soran patkanyokban,
kutydkban és emberben [Maclean és mtsai.: Science 194 199
(1976)]. A HA lebomlésa kovethet8 a szoveti viztartalom
felgylilemlésének csokkenésével, a szdveti nyomdsban beko-
vetkezd csokkenéssel és végiil a jobb perfuziédval.

Kimutattak, hogy a hialuroniddzok és hasonléképpen a

hialuronidazt tartalmazé pidca extraktumok alkalmazhatodk

tovabbi terapiads célokra is. Igy a hiaz terapia - dnmaga-
ban, vagy ciklosporinnal kombindlva - meghosszabbodott
graft tulélést eredményezett [Johnsson és mtsai.:

Transplant Inter., nyomdaban]. A hidzok (szétterjedést biz-
tositdé faktor, ,spreading factor”) a legszélesebb értelme-
zés szerint alkalmazhaték a szovetek Aatjarhatédsaganak
(permeabilitas) novelésére, hogy ezzel megndveljilk mas far-
makolégiai agensek (mint példaul citosztatikumokkal egyiitt
alkalmazva rakos tumorok kezelésében) diffuzidjat. Tovabba
az 1is kimutathatdé, hogy a hialuroniddzok 3j6l1 alkalmazhatdk
tumor terapia sordn angiogenezis inhibitorként mikédve és
mint segédanyagok a tumorok kezelése soran a lokalis haté-
anyag bejuttatas segitésében, a glaukéma és mas szem rend-
ellenességek kezelésében és mint mds terdpias &gensek ki-

egészitdéje, mint példaul a helyi fajdalomcsillapitdk és an-



tibiotikumok alkalmazédsa soradn. A terapids alkalmazasra és
hatadsossagra &altalanos &ttekintés taldlhatd Farr és munka-
tarsai Osszefoglald cikkében (Farr és mtsai.: Wiener
Medizinische Wochenschrift 15 347 (1997)] valamint az ebben
idézett irodalomban. Ezért tehat sziikség van olyan aktiv
vegytliletre, mint a hialuronidaz. Azonban az ismert és ren-
delkezésre 4116 hialuronidadzok vagy nem stabilak - mint
példdul a Hirudo medicinalis-bél szarmazé hialuronidaz
[Linker és mtsai.: J. Biol. Chem. 235 924 (1960); Yuki és
Fischman: J. Biol. Chem. 238 1877 (1963)] - vagy meglehetd-
sen alacsony specifikus aktivitdst mutatnak [EP 0 193 330
lajstromszami eurdpai szabadalom; Budds és mtsai.: Comp.
Biochem. Physiol. 87B(3) 497 (1987)]). Tovdbba az ismert
hialuroniddzok egyike sem hozzaférhetd rekombindns forma-
ban, amely létfontossagu kovetelmény az intenziv kereske-
delmi alkalmazashoz.

A taldlményi leirdsban els8 alkalommal keriil leirasra
egy Uj hialuronidéz, amelyet Hirudinaria manillensis-bd1l
izolaltunk és tisztitottunk és ugyanakkor az enzim rekombi-
nans valtozatat is el&allitottuk biotechnoldégiai médszerek
segitségével.

fgy a talalmany  targyat képezi a Hirudinaria
manillensis pi6éca fajbdél izoldlt tisztitott fehérje, amely
olyan hialuronidaz bioldgiai aktivitasat mutatja, amelynek
aktivitasat nem befolyasolja heparin és azzal jellemezhetd,
hogy molekulatdmege a glikozilécidétdl fiiggden 53-60 kDa k-
z6tt valtozik. Az Uj fehérje - amelyet manilldznak neveziink

- természetes formdjaban glikozildlt, molekulatdmege koériil-



beliil 58 kDa (* 2 kDa) és négy glikoformdban létezik. Azon-
ban a nem-glikozilalt fehérje éppugy a taldlmany targyat
képezi, amely elSadllithaté a cukor részegységek enzimes
vagy kémiai hasitasaval, standard moédszerek alkalmazaséaval.
A taldlmany szerinti nem-glikoziléalt enzim molekulatdmege

korilbelil 54 * 2 kDa, ahogyan ez SDS-PAGE segitségével

meghatarozhaté.

Kozvetlen Osszehasonlitasok azt mutatjéak, hogy az EP 0
193 330 lajstromszamu eurdpai szabadalomban lek&z6lt hialu-
ronidaz (,orgeldz”) azonos korilmények kozott koriilbelill 28
kDa molekulattmeggel rendelkezik és sok szennyezdt tartal-
maz, mint példaul hemoglobint.

A taldlmany szerinti természetes eredetd manillaz pH
optimuma 6,0-7,0; izoelektromos pontja 7,2-8,0 értékek ko-
z6tt taldlhatdé és aminosav szekvenciadja a 7. Abran ismerte-
tett szekvencia.

Meglepd médon a preparativ tisztitdsi folyamat (lasd
aladbb) soran nyert manillaz kiilonosen magas specifikus ak-
tivitdst mutat - 100-150 - elénydsen 110-140 (WHO) kU/mg
fehérje, mig az orgelaz specifikus aktivitasa koriilbeliil
csupadn 1,2 kU/mg. Tovabbad az orgeldz pH optimuma alacso-
nyabb (5,2-6,0) a manillazzal o6sszehasonlitva. A manillézra
nincs hatassal a heparin, ugyanugy mint az orgeldaz eseté-
ben.

Tovdbba a talédlmény targyat képezi egy manillaz izola-
lasara és tisztitédsédra szolgdld eljaras, amelynek soran az

aladbbi lépéseket hajtjuk végre:



(i) a Hirudinaria manillensis fajba tartozdé6 pidcak fej-
részeit savas pufferben homogenizaljuk és lecentrifugdljuk;

(ii) az (i) lépésben kapott feliluszét ammd4nium szul fat
segitségével precipitaljuk;

(iii) kationcseréldé kromatografiat végziink;

(iv) konkanavalin-A affinitas kromatografiat végziink;

(v) hidroféb kolcsodnhatas kromatogréafiat végzink;

(vi) affinitéas kromatografiat végziink hialuronsav frag-
mensekkel bevont matrixon;

(vii) gél permeacidés kromatografiat végzink; és kivant
esetben

(viii) a tisztitott fehérjét enzimesen vagy kémiai uton
deglikozilaljuk.

A fentebb leirt folyamat 1lépések biztositjak, hogy a
talalmany szerinti fehérjét ilyen magas bioldgiai enzimak-
tivitassal lehet eldallitani. Ezért tehat a taldlmany tar-
gyat képezi tovabba egy olyan fehérje, amely aktivitasaban
heparinnal nem befolyasolt hialuronidaz bioldégiai aktivita-
saval rendelkezik és molekulatdmege a glikozilaciétél fiug-
g8en 53-60 kDa kozott valtozik; és ez a fehérje a fentebb
leirt valamint az igénypontokban ismertetett folyamat 1lépé-
seivel 4llithatdé eld és amelynek specifikus enzimaktivitéasa
elénydsen nagyobb mint 100 kU/mg fehérje. A leiras soran az
,eqgység” kifejezés alatt nemzetkdzi egységeket (IU) értiunk.

A taladalmany targyat képezi egy eljaras rekombinans ma-
nilladz eldallitasara, amelynek soran megfeleld DNS moleku-
lakat, vektorokat és transzformalt gazdasejteket alkalma-

zunk. Ennek kovetkeztében a talédlmany targyat képezi a ter-



mészetes eredetli manillaz tulajdonsadgaival rendelkezd fe-
hérjét koédold DNS szekvencia.

Az is kimutathatd, hogy legaldbb harom tovabbi, kismér-
tékben eltérd DNS szekvenciaju klén valaszthatd ki, amelyek
manilldz (hialuronidaz) tulajdonsagokkal rendelkezd fehér-
jéket kobédolnak, amelyek aminosav szekvencidi kismértékben
eltérdk.

A specifikalt klénok a 8., 9. és 10. &abrakban bemuta-
tott DNS szekvencidkkal rendelkeznek (felsd szekvencidk),
és ezen DNS szekvencidk éppugy a taldlmény targyat képezik,
mint az ezen szekvencidkat tartalmazdé expresszids vektorok
és az ezen vektorokkal transzformalt gazdasejtek.

Tovabba a talalmany targyat képezi a hialuronidaz bio-
l6giai aktivitasaval rendelkezd rekombindns fehérje, amely-
nek molekulattmege a glikozilacidétdl fliggéen 55-59 kDa ko-
zott valtozik és a 8., 9. és 10. abrakban bemutatott amino-
sav szekvencidk (alsdé szekvenciak) barmelyikével rendelke-
zik, vagy az ezen szekvencidkkal legaldbb 80% homoldbgiat
mutatd szekvencidval rendelkezik. A leiradas soradn a
.manillaz” kifejezés alatt értjik mindazon fehérjéket, ame-
lyek a fentebb meghatarozott tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A természetes eredetd és hasonldképpen a rekombinans
fehérjék alkalmazhatdék gydgyszerként, amely a pacienseknek
kbzvetlenlil vagy gybégyhatasu készitmények formadjaban alkal-
mazhaték. fgy a taldlmany targyat képezi tovadbbad a leiréas
szerinti rekombinans vagy természetes eredetd fehérje amely
alkalmazhaté gydgyszerként, valamint alkalmazhatdé a fehér-

jét és egy gydbgyszerészetileg elfogadhatdé higitdt, hordozédt



vagy excipienst tartalmazé megfelel8 gyégyhatasu készit-
ményben.

A talalmany szerinti gyégyhatasd készitmény tovabba
tartalmazhatja mas, aktiv gydégyhatasu vegyiiletek széles ko-
rét. Eldnybsen alkalmazhatdk azon véralvadasgatlok, amelyek
nem gatoljak vagy befolyasoljédk a taldlmany szerinti fehér-
je bioldégiai és farmakolégiai aktivitasat. Ilyen véralva-
dasgatldék lehetnek példaul a kdvetkezd8k: heparin, hirudin
vagy dikumarin, eldnySsen heparin. Igy tehat a taldlmany
targyat képezi olyan gybégyhatasi készitmény, amely tovabbi
farmakoldégiailag aktiv vegyliletet, elSnydsen heparint tar-
talmaz.

A human vagy az 4llatgydégyaszatban torténd alkalmazas-
sal kapcsolatban a talalmdny szerinti fehérje eldnydsen
mint szétterjedést eldésegitd 4agens (terjedési faktor,
~Spreading factor”) midkédik, vagy eldsegiti az &tjutast a
szbveten és a bdrsdn keresztiil. fgy a manillaz alkalmazhatéo,
mint tovabbi anyagok (mint példaul helyi érzéstelenitd) ki-
egészitbje, példaul a tumorok kemoterapidja teriiletén, akut
miokardialis iszkémiaval vagy infarktussal kapcsolatos
rendellenességek és betegségek kezelésében, glaukdma és mas
szem rendellenességek kezelésében - példaul a fizioldgiai
folyadékok keringésének javitadsadban a szemben - bdr és szd-
vet graftok kezelésében, hogy megsziintessiik a vértoluldso-
kat és Javitsuk a keringést; mint hatdanyag bejuttatasi
rendszer a bérodn, membranokon, tovabbi széveteken keresz-
til; az egyes patogén mikroorganizmusokat vagy bizonyos tu-

morokat és rakos szoveteket kériilvevé hialuronsav kapszula



eltavolitéasara; valamint az angiogenezis inhibitoraként,
amely alkalmazhaté mint trombdzis elleni és anti-tumor
agens.

Ezért tehat a talalmany targyat képezi a manillaz le-
iras szerinti alkalmazasa, kozelebbr&l meghatarozva miokar-
dialis, kardiovaszkularis és trombdzisos rendellenességek

és tumorok kezelésére alkalmas gydgyszerek eldallitasa so-

ran.

A leiras szerint a ,gydgyszerészetileqg elfogadhatd hor-
dozd” kifejezés alatt ko6zoémbds, nem toxikus szilard vagy
folyékony toltéanyagot, higitét vagy kapszulazéd anyagot ér-
tink, amely nem reagal hatranyos mdédon az aktiv vegyiilettel
vagy a paciensben. Megfelels, eldénydsen alkalmazhaté folyé-
kony hordozdék a technika allasa szerint jél1 ismertnek téte-
lezheték fel, mint példaul steril viz, fiziolbégids sbdoldat,
vizes dextrdz, cukor oldatok, etanol, glikolok és olajok,
beleértve kdéolaj, allati, novényi vagy szintetikus eredeti
olajokat, mint példaul foéldimogyoré olaj, szdjaolaj és as-
vanyi olaj.

A talalmany szerinti formuldzadsok bejuttathaték mint
egység dbézisok, amelyek olyan hagyomdnyos nem-toxikus
gyoégyszerészetileg elfogadhatdé hordozékat, higitékat, adju-
vansokat és vehikulumokat tartalmaznak, amelyek tipikusan
alkalmazasra kerlilnek parenterdlis bejuttatas esetén.

A leiras soran a ,parenteralis” kifejezés alatt egya-
rant értink szubkutédn, intravénds, intra-artikularis és
intratrachealis injekcidkat és infuzidés médszereket. Ugya-

nakkor tovabbi bejuttatasi médok - mint példaul oralis be-



juttatas és helyi alkalmazds - is megfeleldk. A parentera-
lis készitmények és kombindcidk legeldédnydsebben intravéna-
san adhaték be, akar bolus formajédban, akar folyamatos in-
fuzid soran, az ismert eljarasoknak megfelelS8en. Az oralis
bejuttatasra szant tablettdk és kapszuldk tartalmazhatnak
hagyomanyos excipienseket, mint példaul koété agensek, tol-
téanyagok, higitdk, tablettazdé anyagok, kendanyagok, szét-
esést biztositd anyagok és nedvesit8szerek. A tablettiak be-
vonhaték a technika allasa szerint ismert médszereknek meg-
felelében.

Oralis bejuttatédsra szant folyékony készitmények lehet-
nek vizes vagy olajos szuszpenzidk, oldatok, emulziodk, szi-
rupok vagy elixirek formajadban, vagy el&adllithatdék mint
szaraz termékek, amelyek az alkalmazast megeléz8en vizzel
vagy mas megfeleld hordozéval kiegészithetd8k. Az ilyen fo-
lyékony készitmények tartalmazhatnak hagyomanyos kiséré-
anyagokat, mint példaul szuszpendild szereket, emulgeald
szereket, nem-vizes hordozdékat és tartédésitdszereket. A he-
lyi alkalmazasra szant készitmények lehetnek vizes vagy
olajos szuszpenzidk, oldatok, emulziék, zselék vagy eldényo-
sen emulzidés kendcsok formajaban.

A talalmény szerinti egység dézisok tartalmazhatjak a
talalmany szerinti fehérje napi sziikséges mennyiségeit vagy
annak leosztott dbzisait, amelybdl a kivant dbézis Osszeal-
lithatdé. Az optimédlis terapidsan elfogadhatdé adagolas és
dbézis mennyiség adott paciens esetében (emldsdk, beleértve
embereket) kilonbdz6 faktoroktdl flgg, mint példaul az al-

kalmazott specifikus aktiv anyag aktivitasatdl, kortédl,



testtomegtdl, 4&ltaldnos egészségi allapottdl, nemtdl, ét-
rendt6l, a beadas idejétél és moédjatdl, a kiliriilés sebessé-
gétdl, enzimaktivitadstdl (egység/mg fehérje), a kezelés
céljatdl - azaz példaul terdpia vagy megeldzés - és a keze-
lendd betegség természetétdsl.

Ezért tehat olyan készitmények és kombinidcidk esetében,
mint heparin-szerl véralvadas gatldkkal kezelt paciens ese-
tében (in vivo) a talalmadny szerinti fehérje (manillaz)
gydgyszerészetileg hatékony napi dbézisa a kériilbeliil 0,01
és 100 mg/kg testtomeg kozotti tartomanyba esik (100 kU/mg
specifikus aktivitas alapjan szamolva), eldénydsen 0,1 és 10
mg/kg testtomeg kozotti tartoményba esik. A bejuttatas médd-
ja szerint egyetlen dézis 0,5 és 10 mg ko6zdtti mennyiségu
manillézt tartalmazhat.

A heparin koncentraciéja példadul amikor manillazzal
egyltt kerul beadasra, tipikus esetben 500-4000 egység (IU)
egy napra, azonban kivant esetben ndvelhetd vagy csoékkent-
hetd.

A talalmany szerinti manilléz tisztitdsat a példakban
részletesen leirt médon végeztiik. Az 1. tdblazat a manillaz
preparativ tisztitasi wvazlatat mutatja be. A 2. tablazat
mutatja be a taldlmany szerinti fehérje feldusitasanak fo-
lyamatat és a 3. tablazat mutatja be a manilliaz 6sszehason-
litasat ismert pidca eredetd hialuronidazokkal.

Egy hialuronsavat hasité manillaz elnevezésii enzimet
izoldltunk Hirudinaria manillensis pibécak fejrészéb8l és
homogenitdsig tisztitottuk. Ezt a hialuronidazt savas

extrakci6é, amménium-szulfatos kicsapads segitségével tiszti-
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tottuk, amelyet ezutidn kationcseréld, Concanavalin-A-
Sepharose, Propyl-Fractogel, hialurondn-fragmens-Sepharose
és Diol-LiChorosphere oszlopokon végzett kromatografia ko&-
vetett. A hialurondan fragmenseket a természetes eredetd
hialuronadn hasitasaval allitottuk el$, marha here hialuro-
nidazt alkalmazva. A fragmensek tisztitidsa és jellemzése
utdn az affinitds matrixok elSadllitasat az aldbb leirtak
szerint végeztik. Ez az elsé eset, hogy ilyen affinitéasi
matrixokat alkalmaztak a hialuronidaz tisztitasara. Ez a
nagy hatékonysagu kromatografia a hialurondn koté fehérjék
gyors és hatékony tisztitasénak egyik eszkéze. Az enzim ak-
tivitas visszanyerése a tisztitéas egyes lépései utan meg-
lehetésen magas volt. A harom filiggetlen preparativ tiszti-
tas eredményei Osszevethetdk voltak. Ezek sordn magas akti-
vitasi mintdkat kaptunk, amelyek 20-160 kU/mg kozdtti spe-
cifikus aktivitast mutattak, a tisztitds fokatdl fiiggden.
Osszehasonlité kisérletek soran ismert hialuronidazokat
izolaltunk a technika &allasa szerint ismert médokon és tu-
lajdonsagaikat &sszehasonlitottuk a taldlmany szerinti fe-
hérje tulajdonsagaival (3. tabléazat).

Az 1. tablazatban bemutatott vazlat szerint tisztitott
hialuronidaz kilénbdzik a mas szerzék altal leirt tobbi pi-
6ca hialuronidaztél. Hasonld molekulatdmeget kaptunk nem
disszocidltatdé korulmények sordn (semmi P-merkaptoetanol),
ami arra utal, hogy a manillaz egyetlen alegységbdl &llé
enzim, ami kozos az emlés forrasokbdl szarmazdé hialuronidaz
készitmények széles skalajaban. Ez a végsd készitmény egy

egyetlen alegységb&él &4ll6 enzim (1. &bra), amelynek MALDI



segitségével meghatarozott latszélagos molekulatémege 58 +

2 kDa és izoelektromos pontja 7,2-8,0 kodzétt van.

1. téblazat: Manilléz preparativ tisztitasa

a kiindulasi anyaq el8készitése
pidcak Bangladeshbdél, kb. 15 kg
{
az él6 allatok kivalogatasa

ezek lefagyasztasa

{

a fejrészek elBkészitése
2

kb. 1 kg pidca fejrész
$

homogenizalas és extrakcid *
savas kicsapéas
centrifugalas **

I. fazis - mintavétel
a feluluszék precipitilédsa 36% amménium szulfattal
centrifugdlas, dializis **
ITI. fazis - mintavétel
{
kationcsere EMD (SO037) *
kromatogréafia
dializis ***

A



1

Propyl-Fractogel kromatografia *
dializis ****
{
hialuronsav fragmensek (HA) affinitéas kromatografia

dializis ****

)
Diol-LiChrospher — 140.000 WHO
kromatogrédfia ***x egyséqg

N2

forditott fazisu kromatografia

analitikai ****x*
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A csillagok a té&blazatokban (* - *****) az aktivitas

meghatarozasarbl és a biokémiai jellemzesrdl adnak informa-

ciot.

Az aktivitas meghatdrozasédnak és a biokémiai jellemzés-

nek az alkalmazott médszerei a manillaz koncentraciéjatdl

fiiggnek az analizalt mintakban. Ennek k&vetkeztében ezeket

egymast kovetSen a megfeleld modszerekkel egészitettik ki a

tisztitads egymast kovetd lépéseiben.

*

* * %

* % k%

- aktivitéds meghatdrozas - turbiditas csodkkentési
vizsgalat

- aktivitas meghatArozds - turbiditas csokkentési
vizsgalat

- fehérje tartalom meghatarozas (Ezso, Pierce BCA
mbédszer)

- SDS-PAGE (SDS - poliakrilamid gél
elektroforézis

- hemoglobin meghatérozas

- aktivitds meghatarozads - turbiditds csdkkentési
vizsgalat

- fehérje tartalom meghatarozas (Ezs, Pierce BCA
mbédszer)

- SDS-PAGE - Western blott (anti-human hemoglobin
antitest)

- aktivitas meghatarozds - turbiditas csdkkentési
vizsgalat

- fehérje tartalom meghatdrozas (E;s, Pierce BCA
médszer)

- SDS-PAGE - Western blott anti-human hemoglobin
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antitest

- SDS-PAGE - Western blott anti-Con-A antitest
- SDS-PAGE - Western blott - anti-peptid antites-
tek

N - MALDI
- fehérje tartalom meghatédrozéds (Pierce BCA mod-
szer)
- SDS-PAGE - Western blott - anti-peptid antites-

tek

A manillaz konkanavalin-A-hoz térténé kotd8dése azt mu-
tatja, hogy ez a hialuronidadz egy glikoprotein, amelynek
cukor komponenseit o-D-mannopiranozil vagy a-D-gliikopirano-
zil és ezzel sztérikusan rokon molekularészlet zarja le. A
manillaz-aktivitassal rendelkezd mintdk SDS-PAGE analizis-
ben két savot mutattak, csaknem azonos RF értékekkel.
Hosszabb SDS-PAGE gélt és eltér$ futasi korilményeket al-
kalmaztunk a savok Jjobb elvidlasztisa érdekében. Ezekben a
kisérletekben két tovabbi, gyengébb sav volt kimutathaté
(2. 4&bra). Mindegyik esetében az N-termindlis részt (30
aminosav) egyenként szekvendltuk és ismét nem taldltunk el-
térést az N-terminalison. Endo-F-glikoziddzzal (PNGase)
végzett deglikozilacidét kovetden azt figyeltik meg, hogy
mind a négy sav egyetlen savot adott, amelyben a molekula-
témeg csdkkenés 3 kDa volt. Ennek kovetkeztében nagyon va-
l6szind, hogy az elektroforetikus mozgékonysagban megfi-
gyelt kiilénbségek a manillaz molekuldk eltéré glikozilaciéds

mintadzatdnak kodszoénhetdék. A neuraminiddz, O-endo-glikozidaz
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és neuraminiddz plusz O-glikozidaz kezeléseknek nem volt
hatdsa a tisztitott enzim molekulat®megére (3. &abra). Ezek
az eredmények azt mutattak, hogy a manilladz legaldbb egy N-
kapcsolt oligoszacharid 1lancot tartalmaz. Az O-kapcsolt
szénhidrat lancok nem mutathaték ki az alkalmazott médszer-
rel.

Bezard tisztitasi lépésként az RP-kromatografiat végez-
tik el. BAr az enzimaktivitdst tovadbb mar nem lehetett ki-
mutatni, a sékat és a peptid protedz inhibitorokat el lehe-
tett tavolitani (4. abra). A fehérjét tartalmazdé frakcidkat
tovabb jellemeztiik MALDI segitségével. A MALDI segitségével
meghatarozott manillaz molekulatémeg 58,3 kDa volt.

A heparinnak nincs hatasa ezen hialuronidaz aktivitasa-
ra (5. &bra). A manilladz sokszorosan stabilabb, mint a
Hirudo medicinalis hialuronidaz (6. &bra). Tovabba, a rész-
legesen tisztitott manillaz mintdk nagyon magas stabilitast
mutattak kutya és patkany plazmdban a -20 °C és +37 °C tar-
tomanyban.

A HA-affinitads matrixok elkészitése az irodalomban mar
k6zlésre keriilt [Tengblad: Biochim. Biophys. Acta 578 281
(1979)). Ezt a HA-madtrixot alkalmaztuk a k&tészoveti
hialuronat kot8 fehérjék vagy az ugyanezen forrasbdél szar-
mazd proteoglikén fehérje-keratan szulfadt mag tisztitasaban
[Christner: Anal. Biochem. 90 22 (1978)]. Az ezen affinita-
si matrix segitségével tisztitott HA-koté fehérjét (HABP) a
tovabbiakban hisztokémiai tanulmédnyok sordn alkalmaztuk,
amelyek a hialuronat receptorok [Green és mtsai.: J. Cell

Science 89 145 (1988); Chan és mtsai.: J. Cell. Biol. 107
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289 (1997)] vagy a hialurondn ([Waldenstréom és mtsai.: J.
Clin. Invest. 88 1622 (1991); Waldenstrdm és mtsai.: Eur.
J. Clin. Invest. 23 277 (1993)] eloszléasara iranyultak a
szovetekben.

Azonban ezen gél laboratériumunkban kifejlesztett elké-
szitési moédszere lehetévé teszi, hogy pontosan meghataro-
zott HA-fragmens koncentracidéiju géleket allitsunk el (1 és
15 mg/ml kozott). Ez viszont lehetévé teszi, hogy ilyen gé-
leket ne csak a hialuronan-koté fehérjék tisztitdsara hasz-
naljunk fel, hanem ezek elvalasztdsara 1is, ezek eltérés
hialuronannal szemben megnyilvanuldé affinitisat kihasznal-
va. Ez a szelektiv elvadlasztds szabalyozhatd kiiloénbozd
hosszusagu HA-fragmensek alkalmazdsaval. Az ilyen elvalasz-
tads lehetdévé teszi, hogy sok bioldégiai fontossagl receptort
(példadul az onkoldégidban) jobban tudjunk jellemezni.

Az itt leirt mddszer szerint eldallitott HA-matrixok a
kovetkez6 esetekben alkalmazhatdk:

(1) ismert HA-kOtd6 fehérjék tisztitéasa;

(2) ismeretlen HA-ko6té fehérjék tisztitasa:

(3) uj HA-koté fehérjék azonositasa;

(4) hialuronidazok tisztitasa.

A talalmany szerinti eljaras segitségével kapott HA-
fragmensek jellemezhetdk modern analitikai médszerek alkal-
mazasaval (NMR, MALDI-MS) és alkalmazhatdék a fehérje-fehér-
je kolcsonhatasok kutatasaban. Tovabba, ezek a fragmensek

alkalmazhatdék az angiogenezis és a neo-vaszkularizacidés fo-

lyamatok kutatadsa soréan.
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1. &bra: A fehérje standard, manilldz minta (Diol-

LiChrospher kromatografia utén) SDS-poliakrilamid gél

elektroforézise (SDS-PAGE - CBB festés).

1 - széles tartomanyd fehérje standard;

2 — manillaz, 4 ug;

3 - orgeléaz, 6 ug;

4 - hemoglobin, 40 ug.

A 2. &bra: (a) SDS-PAGE (CBB festés) és
(b) SDS-PAGE - Western blott négy manillaz-aktiv
mintan (3-6 savok) HA-affinitds kromatografia utan.
Nyul P3-2A poliklondlis peptid-elleni antitestet
alkalmaztunk ebben a kisérletben.

A 3. abra: SDS-PAGE (CBB) a kovetkezdé mintakbél:

1 - LW-MM - alacsony méltomegli marker (BioRad);

2 — manillaz;

3 - N-glikozidéz F (PNGase F);

4 - manillaz PNGase F kezelés utan;

5 — manillaz O-glikozid4z kezelés utan;

6 — manilldz O-glikozid&z és neuraminidéz kezelés utan;

7 - O—glikozidéz és neuraminidéaz;

8 - molekulatbmeg marker (MWM-eldére festett, BioRad).

A 4. abra: Forditott fAzisu kromatografia a kodvetkezd

mintékkal:

(a) ribonukleaz standard;

(b) manillaz minta (specifikus aktivitas 140 kU/mg).

Az 5. 4&bra: Heparin hatasa a manillaz ( - o - )

hialuronididz aktivitadsidra és a marha here hialuronidaz ak-

tivitasara ( — e - ).
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X-tengely: IU heparin; Y-tengely: visszamaradd % akti-
vitéas.

A 6. abra: Hialuronidazok stabilitds mérése pufferben
és plazmaban:

(a) manillaz (4 °C);

(b) manillaz (-20 °C);

(c) manilléaz (37 °C);

(d) marha here hialuronidaz (Y) és Hirudo medicinalis
hialuronidaz (A).

X-tengely: inkubalas napokban; Y-tengely: WHO (IU) egy-
ségek.

A 7. abra: Természetes eredetl manillaz aminosav szek-
venciaja, amelyet a talalmany szerinti, Hirudinaria
manillensis-b6l izolalt és tisztitott fehérje szekvendlasa-
val kaptunk (megfelel az 1. azonositasi sza&m szerinti szek-
vencianak) .

A 8. é&bra: Egy rekombindns manillédz klén (21. klén)
nukleotid (felsd vonalak) és aminosav szekvenciaja (megfe-
lel a 2. és 3. azonositasi szam szerinti szekvencidaknak).

A 9. é&bra: Egy rekombindns manillaz klén (31. kldn)
nukleotid (felsé vonalak) és aminosav szekvenciaja (megfe-
lel a 4. és 5. azonositasi szam szerinti szekvenciaknak).

A 10. &bra: Egy rekombindns manill&z klén (31. klbén)
nukleotid (felsé vonalak) és aminosav szekvenciaja (megfe-
lel a 6. és 7. azonositasi szam szerinti szekvenciaknak).

A 11. abra: E. coll expresszibés vektor manilléazhoz.

A 12. abra: Bakulo donor plazmid manilléazhoz.

A 13. 4bra: Elesztd expresszidés vektor manillazhoz.
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A taladlmanyt az alabb kovetkezd példak segitségével
részleteiben is bemutatjuk. Azonban felhivjuk a figyelmet
arra, hogy ezek a példadk csupan a taldlmany jobb megérthe-
t6ségét szolgaljak és nem korlatozzak a talalmanyt a bemu-
tatott &altalanos anyagokra, moédszerekre, fizikai paraméte-
rekre, vegyuletekre, bioldgiai anyagokra, expresszids vek-
torokra, gazdaszervezetekre, stb., amelyeket a kisérletek
soran alkalmaztunk és a példadkban jeleztiink. Amennyiben
masként nem jelezziik, a technika 4llasa szerint jél ismert-
nek feltételezhetd standard médszereket és az 4&ltalaban
hozzaférhetd anyagokat alkalmaztuk.

1. példa

Altalanos megjegyzések

Szadmos elbzetes kisérlet végeztiink el Hirudinaria

manillensis nyers extraktumokat felhaszndlva, annak érdeké-
ben, hogy megalapozzuk a tisztitdsi folyamatot. A kovetkezd
mdédszereket valasztottuk ki és ellendriztiik: amménium-
szulfatos kicsapasi eljaras, kation- és anioncserés kroma-
tografia, affinitas kromatografia Heparin-Fractogel, Con-A-
Sepharose alkalmazasaval, hidroféb kolcsdnhatason alapuld
kromatogréafia (HIC) Octyl-Sepharose, Propyl-, Phenyl-,
Butyl-Fractogel alkalmazasaval, preparativ izoelektromos
féokuszalas és preparativ elektroforézis.

Az eredmények azt mutattdak, hogy savas és ammdénium-
szulfatos kicsapas, kationcserés, Con-A-Sepharose, Propyl-
Fractogel HIC és Diol-LiChrospher, wvalamint hialuronsav
fragmens - Sepharose (HA-Sepharose) kromatografia alkalmas

a manillaz tisztitdsara. A laboratdriumunkban elkészitett
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HA-Sepharose matrixot sikeresen tudtuk felhasznalni ezen
glikoziddz tisztitasaban.

Az Osszes miveletet hidegen végeztiik, amennyiben mas-
ként nem jelezziik. A tisztitast a fentebb bemutatott vazlat
alapjan végeztik (1. tablazat).

2. példa

A kiindulasi anyag eldkészitése a tisztitashoz; pidca

fejrészek eldbkészitése

Bangladeshben gylijtétt Hirudinaria manillensis pibdcéakat
azonnal és pillanatszerden lefagyasztottunk és utana -40 °C
és —-80 °C kozott taroltuk. A pidcak fejrészét fagyasztott
dllapotban levagtuk, a fejrészek tomege a testtémeg koriil-
beliil 5 szdzalékat tette ki.

3. példa

Manillaz extrakcidés eljaras a pibdca fejrészekbdl kiin-

dulva

Egy példaként szolgald tisztitds soran 1 kg fagyasztott
pidca fejrészt homogenizaltunk Waring Blender segitségével
2500 ml hideg 0,1 M ecetsav pufferben (pH 4,0), amely
0,025% timerozalt és 17 mg/ml trehaldzt (Merck KGaA, kat.
szam: 1.08216) tartalmazott. A homogenatumot &évatosan ke-

vertettiik és a kovetkezd protedz inhibitorokat adtuk hozza

azonnal:
1. PMSF 1,7 mg/ml 10,0 mM
2. Leupeptin 10,0 pg/ml 20,0 uM
3. Pepstatin-A 0,7 pg/ml 1 uM
4. EGTA 380,35 png/ml 1,0 mM

5. p-APMSF 40,0 pg/ml 20,0 uM
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A keverést 4 o6ran keresztil végeztiik hidegen majd le-
centrifugaltuk (4900 ford/perc, 20 percig). A feliiluszdé ol-
datot (feliiliszbé6-I) Osszegyldjtottik és Osszedntottik a fe-
1ii1luszb6-I1 oldattal, amelyet az elsé centrifugalas utan a
szbveti csapadék extrakcidéjabdél kaptunk.

Az Osszedntott feliluszdék képezik az 1. fazis anyagat.

Az eljarast az alédbbi vazlat foglalja Ossze:

kiindulas anyag
- pibca fejrészek -
1
homogenizalas
!
extrakcidb-I*

savas kicsapas

2
centrifugalas
feliiluszo-1* csapadék
dializis* J

(sébmentesités)
extrakcidbé-II*
savas kicsapas

{

centrifugalés

Y\

felilusz6-1I1* csapadék

(kidobva)



~ o -

* A mintdk aktivitdsdnak meghatdrozasat és biokémiai
jellemzését aktivitas meghatarozé6 - turbiditds csokkenési
vizsgadlat valamint fehérje tartalom meghatirozas segitségé-
vel végeztik (E;so, Pierce BCA mbédszer, SDS-PAGE).

Nem volt lehetséges az enzim aktivitds meghatarozasa a
piéca homogenizatumban a hemoglobinok nagyon nagy mennyisé-
ge (amelyet a Merck KGaA 13851 kataldgus sza&mi hemoglobin
meghatdrozasi reagenskészlet segitségével mértiink) és mas
fehérjék miatt. Tovabba a hialuroniddz aktivitas nem mérhe-
té meg a savas kicsapast megeléz6 fazisban. A végsS speci-
fikus aktivitasok (aktivitads per mg fehérje) ezen extraktu-
mokban korilbeliil 10-30 WHO egységet adtak. Az SDS-PAGE
szerint a nyers extraktum nagymennyiségii kiilénb6z8 fehérjét
tartalmazott, ezek ko&zil a fontosabbak molekulatdmege ko-
rilbelul 120, 55-60, 45, 31, 28, 22, 15 és 14-10 kDa volt.

4. példa

Amménium szulfat precipitacidés eljards az I. fazisu

anyaggal

Ezt kovetden az amménium-szulfat precipitédcidés eljaréast
valasztottuk ki, mint elsd lépést a manilldz tisztitasa so-
ran és ez koriilbeliil 5-sz6r6s dusitasdt eredményezte ennek
az enzimnek.

Az enzimesen k&zO0mbds anyagot az I. fazisu nyers ext-
raktumbdél szildrd amménium-szulfat (Merck KGaA) fokozatos
hozzadadasaval - 36% koncentraciéig (tomeg/térfogat) - pre-
cipitdltuk 4 °C-on. Ezt a keveréket 1 6ran keresztiil kever-
tettik és lecentrifugaltuk. A csapadékot eldobtuk. A feliil-

Uszét folyd ionmentesitett vizzel szemben dializaltuk éj-



szakan at, majd 24 oOran keresztiil 20 mM foszfat pufferrel
(pH 6) szemben. Ezen extraktumok végsd specifikus aktivita-
sai koriilbelil 40-150 WHO egység kozott voltak. SDS-PAGE
szerint a II. fazisd extraktumok nagy mennyiségi kiilénbszs
fehérjét tartalmaznak.

5. példa

Kationcserés kromatografia

A kationcserélét szakaszos adszorpciés médban alkalmaz-
tuk. Egy enzim-gazdag dializalt mintat (II. fazis) inkub&l-
tunk éjszakan a4t 1 1 Fractogel EMD SO;~ 650 (S) kationcse-
rélével (Merck KGaA, kat. szam: 16882). Miutadn az inkuba-
last centrifugalassal befejeztiik, a kationcserélét a puf-
ferrel mostuk, ujra lecentrifugdltuk és a géllel HPLC-
Superformance oszlopot toltottiink meg. Miutdn az oszlopot
20 mM foszfat pufferrel (pH 4,9) mostuk, a kététt fehérjé-
ket az oszloprdél ugyanezen natrium-foszfat pufferrel (pH
6,0) elualtuk, a puffer 0-1 M NaCl koncentracid kézott 1i-
nedris gradienst tartalmazott. Frakcidkat gydjtottink min-
den 3 percben (9 ml) és az abszorbanciat 280 nm hullam-
hossznal koévettik. A manilléaz 0,15-0,18 M NaCl koncentraci-
6nal elualdédott. Megmértik az Osszes frakcid aktivitasat és
fehérje tartalmat, majd a frakcidkat Osszedntottik és éj-
szakan at dializaltuk 20 mM foszfadt pufferrel (pH 6,0)
szemben, a puffer tartalmazott még natrium-azidot és 17
mg/ml trehalédzt.

Meghatdroztuk a fehérjék koncentracidéjat, az osszedn-
tott frakcidk specifikus aktivitidsait és SDS-PAGE analizist

végeztink. A nagyon jé kitermelések (aktivitads) és a nagy-



po2n Lun - 31 R
CLu ol Treeromem oo

fokdl specifikus aktivitas ellenére (WHO aktivitads egységek
per mg fehérje, megfelel az IU-nak) még mindig sok fehérjé-
b6l alld keverék volt kimutathaté a mintak SDS-PAGE anali-
zisének eredményei alapjan. A Fractogel EMD SO;~ 650 (S)®
(Merck KGaA, Németorszag) segitségével végzett kationcserés
kromatografia kériilbeliil 10-50-szeres k&éz6tti, nagyon magas
tisztitasi faktort eredményezett. Ez a lépés nagyon haté-
kony a hemoglobin szennyezddések csékkentésében. Tovabba
azt talaltuk, hogy a szakaszos mdédszer nagyon hasznos kez-
d6lépés volt a II. fazisu feliiluszd nagy térfogatainak (5-
16 1) kezelésében.
6. példa

Concanavalin-A Sepharose affinitas kromatografia

A kationcseréldé utadn az enzimben gazdag egyesitett
frakcidék tovabbi tisztitdsat Con-A lektin affinitas kroma-
tografia segitségével végeztiik. A kereskedelemben beszerez-
hetd Con-A-Sepharose-t (® Pharmacia Biotech, kat. szam: 17-
0440-01) ecetsavas pufferrel mostuk (0,1 M + 0,5 M NaCl pH
8,0; 0,1 M boérsav + 0,1% Triton-X 100 pH 6,0) és végil 0,1
M ecetsavas pufferrel pH 6,0, amely tartalmazott még 0,5 M
NaCl-t 1is. A mintat éjszakdn &t dializaltuk a kovetkezd
pufferrel szemben: 20 mM ecetsavas puffer + 0,5 M NaCl + 1
mM CaCl, + 1 mM MgCl; + 1 mM MnCl,, pH 6,0, majd szobahémér-
sékleten 1000 ml térfogati Con-A oszlopra vittiik és 2 &ran
keresztil elualtuk a kovetkezd oldattal: 510 ml 100 mM

ecetsav puffer + 0,5 M NaCl + 1 mM CaCl, + 1 mM MgCl, + 1

mM MnCl,, pH 6,0.



Ezt deszorpcidé kovette, ugyanezen pufferben alkalmazott
0,5 M metil-a-D-mannopiranozid segitségével. Az elucidét fo-
lyamatosan nyomon kovettik 280 nm hullamhossznal. A gyij-
tott 3 ml-es frakcidkat hialuronidaz aktivitasra vizsgal-
tuk. Az aktiv frakcidkat Osszedntottik és éjszakidn At
dializaltuk 20 mM foszfat pufferrel (pH 6,0) szemben, amely
tartalmazott még natrium-azidot és 17 mg/ml trehalézt. Vég-
rehajtottuk az Osszedntott frakcidk fehérje koncentraciso és
specifikus aktivitas meghatdrozdsat valamint SDS-PAGE ana-
lizist végeztiink. Ez a lépés nagyon hatékony volt a hemog-
lobin maradékanak az eltavolitdsara. A Con-A kromatografia
4-10 kozotti tisztitasi faktort eredményezett. Ez a faktor
a kiindulasi anyag minéségének fiiggvényében valtozott.

7. példa

Propyl Fractogel hidroféb kélcsénhatason alapuld kroma-

tografia

A hialuronidédz aktiv Con-A &sszedntdtt frakcidkhoz am-
ménium-szulfatot adtunk 2 M végsé koncentracidéig. A minta-
kat ezutédn 1 6rédn keresztiil inkubdltuk szobahdmérsékleten
150 ml Propyl-Fractogellel (EMD Propyl 650 (S)® Merck KGaA,
Németorszag, kat. szam: 1.10085), amelyet 2 M ammdénium-
szulfatot tartalmazé 0,1 M foszfat pufferrel (pH 7,0) hoz-
tunk egyensulyba. Az inkubdlads befejezése utédn a gélt két-—
szer mostuk ugyanezen pufferrel és elkészitettiik a 2,6 x 60
cm HPLC-Superformance oszlopot. A kotott fehérjéket 0,1 M
foszfat pufferrel (pH 7,0) eludltuk. 6 ml-es frakcidkat
gydjtottink minden 3 percben, koézvetleniil dializaltuk ion-

mentesitett vizzel szemben (2-3 6éra) majd ezt kdvetden 20
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mM foszfat pufferrel (6,0) szemben. A frakcidékat hialuro-
nidaz aktivitasra vizsgdltuk. Az aktiv frakcidkat OSsszedn-
tottik és éjszakdn &t dializaltuk 20 mM foszfat pufferrel
(6,0) szemben, amely tartalmazott még natrium-azidot és 17
mg/ml trehaldzt is. Elvégeztik az 6sszeéntodtt frakcidk fe-
hérje és aktivitads meghatarozasat.

Ebben a kromatografias lépésben a tisztitasi faktor ko-
rilbelil 3-5 volt. A megeldzd lépésben a hordozérdl felsza-
badult kismennyiségd Con-A-t a tobbi fehérje szennyezdvel
egylitt eltavolitottuk.

8. példa

Hialuronsav oligoszacharid affinitids oszlop elkészitése

(a) Hialuronan (HA) hidrolizise marha here hialuronidaz
segitségével:

7 g hialuronsavat oldottunk fel 1,25 1 0,1 M natrium-
acetat pufferben, amely még a kovetkezd8ket tartalmazta:
0,15 M NaCl és 0,5 mM EDTA (pH 5,2), éjszakan at torténd
keveréssel 4 °C-on toluol jelenlétében. Ezt kovetden a HA-t
tartalmazé oldat pH értékét 5,2-re &llitottuk és 37 °C-ra
melegitettik, majd marha here hialuroniddzt (Merck KGaa,
700 WHO egység/mg) adtunk hozza&. 7 g HA-hoz 210 mg enzimet
hasznaltuk fel, amelyet kézVetlenul a felhaszndlas eldétt
oldottuk fel 50 ml fenti pufferben. A hidrolizist 30 percig
végeztiik 37 °C-on folyamatos keverés kdzben és a ledllitas-
hoz a keveréket 5 percig melegitettiik 100 °C-on forrasban
levé vizfirddben. A reakcibelegyet centrifugalas segitségé-
vel tisztitottuk (30 perc, 10.000 g), a denaturalt fehérjét

tartalmazd itledéket eldobtuk és a feliiliszét 0,2 pym filte-
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ren szlrtik keresztiil, amelyre livegszalas el&8szdrdt helyez-
tink. A HA oligoszacharidokat (HAOS) tartalmazé tisztitott
oldatot szirés segitségével frakciondltuk kiildnbdz4 moleku-
latémeg levagasi értékkel rendelkezdé harom Diaflo ultraszii-
ré membranon keresztiil (Amicon) az alabbiak szerint.

(b) HAOS frakcionédldsa ultrasziirés segitségével:

Az elbzd 1lépésbdl szarmazé HAOS-t tartalmazé oldatot
30YM Diaflo wultraszird membrédnon szlrtilk keresztiil. A
visszatartott oldatot félretettitk tovabbi kisérletekhez,
mig a szlrletet egy masodik ultraszlirésnek vetettiik ala
10YM Diaflo ultrasziré membranon keresztiil. A visszatartott
oldatot ismét félretettiik tovabbi kisérletekhez, mig a 10YM
membranon atjutott oldatot az utolsé ultraszlrésnek vetet-
tuk ala 3YM Diaflo ultraszdrd membranon keresztiil. Ezt k&-
vetden a HAOS-t tartalmazd visszatartott oldatot - az oldat
kérilbeltil 10 millilitere - tovabbi tisztitasokra hasznal-
tuk fel. Ezt a frakciét - HAOS 3-10 - az alabb kévetkezdk
szerint tisztitottuk és a tovabbiakban a Sepharose-hoz tér-
ténd kapcsolasra hasznaltuk fel.

(c) HAOS 3-10 tisztitéasa:

A HAOS 3-10 frakcidét Biogel-P2® oszlopon tisztitottuk
(sOmentesitettiik) . Ezt az oszlopot (4 cm x 100 cm) Biogel-2
Medium® 200-400 mesh (BioRad) matrix-szal toltdttiik meg és
5> oszlopterfogat vizzel mostuk (Milli-Q, Millipore). A meg-
el6z6 lépésben kapott HAOS 3-10 frakcidét (15 ml, 1,5 g
oligoszacharid) vittilk fel erre az oszlopra. Az oszlopot
vizzel elualtuk, 15 ml-es frakcidkat gyiljtdttiink és a HA

oligoszacharidok 3jelenlétére analizaltuk. Az oligoszacha-
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ridot tartalmazdé frakcidk a sdék eldtt elualddtak (ez utdb-
biakat AgNO; segitségével mutattuk ki), ezeket &sszedntdt-
tik és ismét 3YM Diaflo membranon koncentraltuk.

(d) HAOS 3-10 analizise:

A Sepharose kapcsolasi hatékonysdganak meghatarozasara
a gélt (azonos sarzs) mostuk és vizben felszuszpendaltuk,
hogy 50 szazalékos zagyot kapjunk. A Sepharose-HAOS 3-10
konjugatumbél és a kontrollként alkalmazott Sepharose-bél
100 pl-es kisebb részleteket vettink ki harom parhuzamosban
és 2,5 ml 2,2 N trifluor-ecetsavhoz (TFA, Merck KGaA) adtuk
hozza teflon csavaros tetejd csében. A hidrolizishez a ke-
veréket argonnal oblitettik és 100 °C-on inkubdltuk 16 &ran
keresztil. A hidrolizis végén a mintdkat nitrogén alatt
szaritottuk, vizben ujra-szuszpendaltuk és gliikézamin vala-
mint uronsav meghatdrozdsdra hasznaltuk fel. Az uronsav és
a glikdézamin lebomlés mértékének meghatarozasihoz az egyes
hidrolizisek esetében ismert mennyiségd UA-t vagy GlcNAc-t
tartalmazé kontroll mintdkat is hozzavettiink és azonos k&-
rilmények ko6zott inkubaltuk.

A fentebb leirt koriilmények kézé6tt 5, 8, 9, 11 és 15 mg
HAOS 3-10 mennyiségeket kapcsoltunk 1 ml lecsurgatott
Sepharose géllel két egymastédl figgetlen kisérletben. Az
eredmények az UA és glikézamin vizsgalati eljarasokon ala-
pulnak.

(e) Alkalmazott vizsgalati eljéaras:

Az uronsav tartalmat az analizdlt mintdkban Bitter és
Muir eljarédsa szerint hataroztuk meg [Bitter és Muir: Anal.

Biochem. 4 330 (1962)].



A hexbézamin mennyiségeket Rondle és Morgan médszere se-
gitségével analizaltuk [(Rondle és Morgan: Biochem. J. 61
586 (1955)].

9. példa

Hialuronsav fragmensek Sepharose kromatografia (HA-

Sepharose kromatografia)

A 8-10 mg/ml anyagot tartalmazé kromatografids matrixo-
kat készitettilk el a fentebb leirtak szerint. Az enzimet
tartalmazé mintat 0,15 M NaCl tartalmi 20 mM ecetsavas puf-
ferrel (pH 4,0) szemben dializaltuk és a 25 ml térfogatu
HA-Sepharose oszlopra felvittiik. Ugyanezen pufferrel torté-
né mosas utan az eluciét a 20 mM koncentracidéju ecetsavas
pufferrel végeztiik, 0,15-1 M NaCl gradiens segitségével.

Az 1 ml térfogatu frakcidkat a hialuronidaz aktivitas
meghatdrozdsdra szolgaldé rendszerrel vizsgaltuk, Osszedn-
tottuk és éjszakdn &t dializaltuk natrium-azidot és 17
mg/ml trehalézt tartalmazé 20 mM foszfat pufferrel (pH 6,0)
szemben. Elvégeztilk az Osszedntott frakcidk fehérje és ak-
tivitas meghatarozasait. Ezen kromatogradfiads lépés tiszti-
tasi faktora korilbelil 3 volt.

10. példa

Diol-LiChrospher kromatografia

Milli-Q wvizzel szemben dializadlt 20 ml aktiv mintéat
vittink fel a Diol-LiChrospher oszlopra. Az oszlopot ezutan
15 ml Milli-Q vizzel hoztuk egyensulyba és 5 percig mostuk
2 ml vizzel. Az aktiv minta eltciéjat 15 percen a4t végeztiik
20 mM ecetsavas pufferrel (pH 5,9, 0-5 mM NaCl gradiens

elicid) és 35 percen Kkeresztil 20-100 mM ecetsavas puffer
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gradienssel (pH 5,5) amely tartalmazott még 5 mM NaCl-t is.
A frakcidkat hialuronidaz aktivitdsra vizsgaltuk. Az aktiv
frakcidkat Osszedntdttiik és éjszakdn a4t dializaltuk 20 mM
foszfat pufferrel (pH 6,0) szemben, a puffer tartalmazott
még natrium-azidot és 17 mg/ml trehalézt. Elvégeztiik az
egyesitett frakcidk fehérje és aktivitads meghatarozasat. A
tisztitasi faktor ebben a lépésben 3 volt.
11. példa

RP 18e kromatografia

Ez a tisztitdsi 1épés csak mint az utolsd lépés alkal-
mazhaté és arra iranyul, hogy a mintat sé és mas fehérje
szennyez8kt8l (azaz példaul peptid protedz inhibitorok)
mentesen allitsuk elé. A hialuronidaz aktivitas teljes mér-
tékben elveszett, mert a manilldz nem képes ellendllni az
ezen lépésben alkalmazott szerves olddészereknek. Manillaz
mintat vittink fel az RP 18e oszlopra. Az elvalasztas soran
0,25 ml/perc frakcidkat gylijtéttiink. Az elucidét 0,1% TFA
jelenlétében végeztik és 0-99% acetonitril vizben gradienst
alkalmaztunk. Az RP-tisztitott mintdkat k&zvetleniil fel-
hasznalhatjuk aminosav szekvendlashoz, MALDI méréshez,
szénhidridt szerkezet meghatdrozdshoz és standardként a
manillaz tovabbi sarzsainak tisztitasahoz.

12. példa

Aktivitas meghatarozas - turbiditas csoékkenés vizsgala-

ti eljaras

A hialuronidédz aktivitds meghatarozast a turbiditéas
csbkkenéses mérésekkel végeztiik. Hialurondn kereskedelemben

hozzaférheté készitményeit (kilonbozd allati szovetekbdl és



folyadékokb6él izolalva, mint példaul emberi k61dokzsindérbdl
és kakastaréjbdl) és hialuronidazokat (endo-PB-gliikdz-
aminidadzok marha herébél, sertés herébdl, méhméregbdl; lia-
zok Streptomyces hyalurolyticus-bdél) alkalmaztunk megfeleld
aktivitads vizsgalati koriilmények létrehozadsdra. A Hirudo
medicinalis-bdl szarmazé endo-f-glikézaminidaz részleges
tisztitasat sajat laborunkban végeztiik.

Hialuronan toérzsoldatot (koncentraciéja 2 mg/ml) készi-
tettiink oly médon, hogy a HA-t 0,3 M foszfat pufferben (pH
5,3) oldottuk fel. Ezt az oldatot ugyanezen pufferrel higi-
tottuk 0,2 mg/ml koncentracidéra koézvetleniil a vizsgilatot
megelSzSen. Az enzimet tartalmazd frakcidkat megfeleld en-
zim tartalomig higitottuk (0,5-5 WHO egység) 20 mM foszfat
pufferrel, amely tartalmazott még 0,01% marha albumint és
77 mM NaCl-t (enzim higité puffer). Ezen mintdk 0,1 milli-
literéhez 0,1 ml hialuronan oldatot (0,2 mg/ml) adtunk,
Osszekevertiik és 45 percig inkubaltuk 37 °C-on. A vizsgala-
tot két parhuzamosban végeztiik. A reakcid ledllitdsidhoz az
elegyet 1,0 ml albumin reagenssel higitottuk (0,1% albumint
oldottunk fel 80 mM ecetsav és 40 mM natrium-acetat puffer
keverékében, pH 3,75). Szobahdémérsékleten vagy 37 °C-on
végzett 10 perc inkubalas utan leolvastuk az optikai denzi-
tds értékét 600 nm hullémhosszndl és az aktivitadst stan-
darddal 0&sszehasonlitva (SLT-program) WHO (IU) egységekben
fejeztik ki. Marha here eredetd hialuronidadz WHO készitmé-
nyét hasznaltuk fel [Humphrey: Bull. World Health Org. 16

291 (1957)] standardként.
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13. példa

Fehérje becslés

Az oszlop eluatumok fehérje tartalmét az oldatok ultra-
ibolya abszorbanciajanak mérésével hatdroztuk meg 280 nm
hullamhossznal. Az Osszedntott frakcidk fehérje tartalmat
Pierce mikromédszer segitségével hataroztuk meg. Referencia
fehérjeként a BSA oldatot alkalmaztuk.

14. példa

SDS-PAGE elektroforézis

Az elektroforézist Laemmli eljarasa szerint végeztiik
[Laemmli és mtsai.: Nature 227 680 (1970)]. A kdvetkezd gé-
leket hasznaltuk: 4-20% gradiens vagy 12,5% elvalasztd gél
és 4% gyljtdégél. A mintakkal natrium-dodecil-szulfat és B-
merkapto—etanol jelenlétében végeztiik az elektroforézist. A
fehérjéket Coomassie Brilliant Blue és/vagy eziist festés (a
Pharmacia eldirdasoknak megfelelden) segitségével tettiik
lathatoéva.

15. példa

Izoelektromos fdkuszalas

Annak érdekében, hogy izoelektromos fékuszalast tanul-
manyozzunk a manillaz készitményen, a gyartdé (Pharmacia)
altal biztositott eljarast vettiik 4t. A fékuszilast kovetd-—

en a gélt fixdltuk és ezist festést végeztiink (a Pharmacia

eljaras szerint).



16. példa

Immunglobulin eldallitasa nyulak immunszérumabdél (anti-

ConA, anti-hemoglobin és anti-peptid nyudl antitestek)

A nyul szérumot a kévetkezd immunogének segitségével
termeltettiik: konkanavalin-A lektin, hemoglobinok keveréke
és peptid-KLH konjugatumok. A peptid szekvencia azonos volt
a manilladz N-termindlis részét alkoté 14 aminosav szekven-
cidjaval (KEIAVTIDDKNVIA).

A szérumot a Protein-A Sepharose (Pharmacia, kat. szam:
17-0780-01) oszlopon tisztitottuk a standard Pharmacia el&-
irasoknak megfelelSen. Az IgG mintadk tisztasagat SDS-PAGE
és ELISA vizsgalati eljaras segitségével ellendriztiik.

17. példa

Western immunblott vizsgalati eljaras

A mintdk megfeleld kisebb részegységeit és ismert mole-
kulatomegli eldre megfestett molekula markereket vittiink
SDS-PAGE analizisre a fentebb leirtak szerint. Elére meg-
festett BioRad molekulatdmeg markert alkalmaztunk. A fehér-
jét elektroforetikusan vittik 4at poliakrilamid gélekrdl
(0,8 mA/cm?) Immobilon polivinil-difluorid (PVDF) membra-
nokra transzfer puffer jelenlétében 100 percen keresztiil. A
PVDF membrant blokkoldé oldattal inkubaltuk (PBS, pH 7,5 +
2% zsirmentes tej) 1 é6ran keresztil szobahémérsékleten. Ezt
kovetSen a membrant 2 6ran keresztil inkubaltuk szobahdémér-
sékleten az antitesttel, amit megfeleld ardnyban a blokkolé
oldatban higitottunk ki. A membrant TBS + 0,05% Tween-20
eleggyel (pH 7,5) mostuk és 2 6ran keresztiil inkubdltuk

szobahémérsékleten a méasodik antitesttel, kecske eredetii



anti-nyal ldgos foszfatdz konjugatummal (BioRad). A memb-
rant kétszer mostuk TBS + Tween-20 eleggyel és 10 percig
inkubaltuk BCIP lugos foszfatdz szubsztrat oldattal. A le-
allité puffer hozzaadésaval fejeztiik be a reakciot.

18. példa

Aminosav szekvenalas

A manillaz 33 N-termindlis aminosav szekvencidjat Edman
lebontas segitségével kaptuk meg. A manillaz mintak SDS-
PAGE elvalasztésa utdn a savokat PVDF membranra vittiik at,
Coomassie Blue alkalmazdsaval festettiik, kivagtuk és
szekvendltuk. Ugyanezt az aminosav szekvenciat kaptuk meg
az RP-oszlop kromatografia segitségével végzett utolsd
tisztitdsi 1lépés soran kapott minta esetében.

19. példa

Az enzim aktivitas pH fiuggése (Hirudinaria manillensis

és Hirudo medicinalis pibéca fejrészekb8l izolalt hialuroni-

daz esetében)

Az ezen kisérletben felhaszndlt hialuronidiaz mintakat
vagy Hirudinaria manillensis vagy Hirudo medicinalis pibca
fejrészekb8l extrahaltuk és amménium-szulfatos precipitaci-
6val valamint kationcserés kromatografiaval részlegesen
megtisztitottuk. Minden egyes 500 WHO egység/ml mennyiséget
tartalmazé mintat 20 °C, +4 °C és 37 °C hémérsékleten
inkubaltuk 2,6 és 9,0 k6zotti pH tartomanyban (20 mM ecet-
sav pH 2,6 és 5 k&ézott; 20 mM foszfat puffer pH 5 és 9 ko-
z26tt) . Az enzim aktivitast 1, 2 valamint 7 napos inkubacids
periddus utan mértik le. A pH tartomanynak mind a savas és

ligos széls8 értékeinél ugyanolyan foku aktivitas gatlast




figyeltink meg mindkét hialuronidadz esetében. Azonban a
hosszabb inkubaciés id6tartamok esetében a manillaz stabi-
labb volt mint a Hirudo medicinalis hialuronidaz; azaz pél-
daul 7 nap inkubalas utan pH 7,0 értéknél +4 °C-on és 37
°C-on a manilldz - sorrendben megfeleltetve - kiinduld ak-
tivitasanak 75 illetve 60 szazalékat tartotta meg. Az ugya-
nilyen koériilmények ko6zétt inkubalt Hirudo medicinalis hia-
luronidéz médr egy nap eltelte utdn inaktiv volt.
20. példa

Hialuronidazok stabilitds mérése kutya szérum jelenlét-

ében (Hirudinaria manillensis és Hirudo medicinalis pibéca

fejrészekbdl izolalt hialuronidaz esetében)

A manillaz, Hirudo medicinalis hialuronidiaz és marha
here hialuronidaz 5 kU/ml mintait kutya vagy patkadny erede-
td, citrattal kezelt plazmaval higitottuk 250 U/ml végsd
koncentracidéig. Utana ezeket az oldatokat -20 °C, +4 °C és
37 °C hémérsékleten inkub&ltuk 0-7 nap idétartomanyban.
Ugyanezeket a hialuronidazokat tartalmazé, pufferben higi-
tott kontrollokat is bevettiink ebbe a kisérletbe. Végil le-
mértik a hialuroniddz aktivitast.

21. példa

Szennyezd enzim aktivitasok

A pibca eredetd hialuronidéz tisztitasi folyamatanak
minden egyes lépésében ellendriztiltk a készitményt mas, fe-
hérjét lebontani képes enzimekre univerzalis proteaz
szubsztrat segitségével (Boehringer Mannheim, kat. szam:

1080 733) Twining médszere szerint [Twining: Anal. Biochem.

143 30 (1984)].
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22. példa

Heparin hatasa a hialuronidaz aktivitasra

A hialuronadn hialuronidazokkal t&rténd hasitasa reduka-
16 cukrok felszabaduldsat eredményezi. A felszabaditott
cukrok mennyiségét kolorimetridsan mértiik Park és Johnson
médositott eljardsa szerint [Park és Johnson: J. Biol.
Chem. 181 149 (1949)]. A heparin manillaz és marha here
hialuroniddz aktivitasra gyakorolt hatasanak mérésére két
aktivitas meghatarozast végeztiink, egyet heparin jelenlét-
ében, a masodikat heparin nélkiil. 25 Ml térfogatu (3,2 WHO
egység) hialuroniddz mintdkat inkubaltunk 30 percig 37 °C-
on 25 ul heparin (Liquemin, Fa. Hoffman LaRoche) oldattal,
ami 0-24 egység heparint tartalmazott. Ezt k&évetden 50 pl
hialuronadnt (2,5 mg/ml) adtunk hozza és az inkubdlast 30
percig folytattuk 37 °C-on. A reakciét melegitéssel &lli-
tottuk le, 2 percig tartottuk 100 °C-on. Ezt koévetden 100
KUl karbonat-cianid oldatot és 100 pl kalium-ferricianid ol-
datot adtunk hozzd az inaktivalt emésztett elegyhez. A min-
tdkat forrasban levéd vizfiirddn melegitettiik 15 percig és
utan jégfirdében lehdtsttiik. Azutan 0,75 Ul vasIII-ammbd-
nium-szulfat oldatot adtunk a reakcidelegyekhez. 15 perc
inkubdlds utan szobahd&mérsékleten a kifejlédstt szint 690
nm hullamhossznal mértik le Shimadzu spekrofotométer segit-
ségével. Megfeleld vakokat és enzimet nem tartalmazd kont-
rollokat is bevettiink az egyes vizsgalatokba. Az analizis-
nek alavetett minta tipusa szerint varhatdé redukald cukrot

(glukuronsav vagy N-acetil-gliikézamin, 1-15 ng) alkalmaztuk

standardként.



23. példa

A manillaz deglikozilalasa

A manilléz mintdkat PNGase F enzim (BioLabs kat. szam:
701L) segitségével deglikozilaltuk a gyartd utasitasai sze-
rint. A deglikozildl&st denaturaldé és természetes k&Sriilmé-
nyek kézott végeztik. Az O-glikandz, neuraminidaz és neura-
miniddz + O-glikanaz kezeléseket a Boehringer Mannheim
standard eldirasoknak megfelelden végeztik. Az &sszes min-
tat SDS-PAGE segitségével és aktivitéas meghatdrozasi vizs-
galattal jellemeztiik.

24. példa

Az E. coli expresszids vektor megszerkesztése (11. &Ab-

ra)

E. coli-ban tdrténd expresszidéhoz a pASK75 plazmid eqgy
médositott valtozatat alkalmaztuk, amely hordozza a tet
prométer régidt [Skerra: Gene 151 131 (1994)]. A médositast
mi készitettik el oly médon, hogy egy Uj linkert klénoztunk
az Xbal és HindIII helyek k6zé. Az uj linker tartalmazza az
ompA vezetd szekvenciat, egy masik tobbszérds klénozd he-
lyet és egy 6xHis-jelolét a strep-jelsld helyett.

Az alabbiakban bemutatjuk a linker szekvenciat, amelyet

a pASK75 plazmidba klénoztunk.

Xba |

118 CTAGATAACS AGGGCAAAAA ATGAAMMAGA CAGCTATCGC GATTGCAGT
TATTGC TCCOGTTTTT TACTTTTTCT GTCGATAGLS CTAACGTGAG m

1"MetLysLysT hralallea alleAlaval AlaLeuAlaG

CAMGCGATG GCATCGOGTC CG TA GCT ACT TAA
14> IyPheAl aTh rValAlaGin Al a &CT CGA GCC ATG & cc

Xhol Sl Pl Eco4 7111

286 TCACTAATAGA
AGTGATTATCTTCGA

10 sHise-e---



A manillaz expresszidés vektor létrehozasahoz szikséges
volt 5" Clal és 3’ Ecod47III restrikciés helyek bejuttatéasa
PCR médszer segitségével. Ezért tehat az alabbi két primert
alkalmaztuk:

5’ -ATC GAT AAA GAG ATT GCC GTG AC valamint

3'"-GTT GTT TCC GAT GCT AAA GCG CT

A PCR terméket elészér a PCR II vektor rendszerbe
(Invitrogen) klénoztuk és szekvenaltuk.

Egy masodik 1lépésben a manillaz gént a médositott
PASK75 vektorba kldénoztuk az 5’ Clal és 3’ Ecod47I1I rest-
rikciés helyeket felhasznéalva.

Miutan ezt a rekombindns manillazt expresszaltuk és ak-
tivitasat bebizonyitottuk, egy masodik PCR reakcidban a
His-jel6ldt eltavolitottuk és a manillaz gén start kodonjat
kézvetleniil az ompA vezetd szekvencidhoz fuziondltuk. Ehhez
a PCR reakcibhoz a kovetkezd primereket alkalmaztuk:

5’ -ACC GTA GCG CAG GCC AAA GAG ATT GCC GTG valamint

3’=-CAC GGC AAT CTC TTT GGC CTG CGC TAC GGT

25. példa

A bakulo donor plazmid megszerkesztése (12. abra)

Manillaz expresszi6jdhoz a Baculo virus expressziés
rendszerben a Bac-To-Bac™ bakulovirus expressziés rendszert
hasznaltuk fel a Gibco Life Technologies cégtél. Ahhoz,
hogy szekcids rendszert allitsunk el8 a mézeld méh melittin
vezetd szekvenciat fuziondltuk a manillaz génhez és az 5’
BamHI és 3’ Kpnl restrikciés helyek bejuttatasahoz egyetlen

PCR reakcidét hajtottunk végre.
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5’ primer:

CGG ATC CAT GAA ATT CTT AGT CAA CGT TGC CCT TGT TTT TAT
GGT CGT ATA CAT TTC TTA CAT CTA TGC GAA AGA GAT TGC CGT GAC

3’ primer:

AAT GTT GAA GCA TAA GGT ACC

A PCR terméket a PCR II vektorba (Invitrogen) klénoztuk
és szekvenaltuk. Ezutdn a melittin-manillaz fuzidét a
pFastBac vektorba kloénoztuk az 5’ BamHI és 3’ Kpnl restrik-
cibés helyeket felhasznalva (12. &bra).

26. példa

Az élesztd expresszids vektor megszerkesztése (13. ab-

ra)

Eleszt8ben tdrténd expresszidhoz a Pichia t&bbszdrés
képia expressziés rendszert alkalmaztuk (Invitrogen). A ma-
nillaz expresszibés vektor megszerkesztéséhez a manillaz gén
PCR amplifikalasos médszerét hasznaltuk fel oly médon, hogy
illeszkedS restrikcidés végek (5’ EcoRI, 3’ NotlI) jéjjenek
létre a megfeleld vektorba torténd 1ligalashoz (pPICOK) .
Ezért tehadt az aldbbi primereket alkalmaztuk:

5'-GTA GAA TTC AAA GAG ATT GCC GTG ACA

3'-GAT GCT AAT GTT GAA GCA TAA TGA GCG GCC GC

A Pichia szferoplasztok transzformalasat megelézéen az
expresszibds vektort linearizdlni kell Sall restrikcids en-
zim segitségével.

27. példa

Expresszibé E. coli-ban

A pPRG72 expresszidés vektort - amely az ompA vezetd

szekvenciahoz fuziondlt formdban tartalmazza a sarastatin
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struktirgént - W3110 kompetens sejtekbe transzformaltuk. A
sejteket a log fazis kOzepéig novesztettiik és ezutan a
prométert 200 pg aTC/I hozzdadadsaval indukaltuk. Egy éraval
ezt kovetden a rekombindns manillaz egyértelmiien kimutatha-
té volt.

28. példa

Rekombinans bakulovirusok létrehozasa és manillaz ex-

presszidé a Bac-To-Bac expresszidés rendszerrel

A pTD13 donor plazmidot DH10Bac kompetens sejtekbe
transzformaltuk, amelyek tartalmaztdk a bacmidot egy mini-
attTn7 target hellyel és a helper plazmidot. A mini-Tn7
elem a donor plazmidon transzponalédik a mini-attTn7 target
helyre a bacmidon a helper plazmid A&ltal biztositott
transzpoziciés fehérjék jelenlétében. Rekombinadns bacmido-
kat tartalmazé telepeket azonositottunk a lacZ gén megsza-
kitasaval. Nagy molekulatomegli mini-prep DNS-t allitottunk
elé a rekombinans bacmidot tartalmazdé kivalasztott E. coli
klénokbdl és ezt kovetden ezeket rovarsejtek fertdzésére
hasznaltuk fel.

A médszer részletes leirasa megtaldlhatdé a reagens
készlet haszndlati utasitésaban.

29. példa

Expresszid élesztdében

Annak ellendérzésére, hogy a manillaz gént sikeriilt be-
épiteni, a telepeket szkrinelni kellett erre a His* Mut*
mutansokra.

Egyetlen telepet felhaszndlva 100 ml (i) téaptalajt ol-

tottunk be 1 literes palackban. A tenyésztési kérilmények a
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kovetkezd8k voltak: 28-30 °C, 250 ford/perc, fel egészen OD
2-6 értékig. Az expresszid indukdladsdhoz a tenyészetet eld-
sz0r lecentrifugaljuk, a fellluszét ledntjik és a sejtile-
déket friss taptalajban felszuszpenddljuk az eredeti te-
nyésztési térfogat 1/5 mennyiségét véve. 100% metanolt
adunk hozza 0,5% végsd koncentriciéig minden 24 éraban az
indukcié fenntartasdhoz. Maximum 6 nap eltelte utdn a fe-
lilusz6t SDS-PAGE és az aktivitasi vizsgalati eljaras se-

gitségével analizaljuk.
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<223> Xaa = Tyr vagdy Asn
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Lys

cac
His

aaa
Lys

tcg
Ser
210

gga
Gly

caa
Gln

gcc
Ala

gtt
Val

aca
Thr
290

gtt
Val

aat
Asn

ctc
Leu

cat
His

gcc
Ala

tgg
Trp

ggt
Gly

acc
Thr

gca
Ala
195

ctc
Leu

ttg
Leu

tat
Tyr

aca
Thr

ttg
Leu
275

agt
Ser

tca
Ser

gta
Val

ctt
Leu

gtt
val
355

gaa
Glu

gat
Asp

tac
Tyr

tca
Ser
180

ctg
Leu

gtt
val

gca
Ala

tat
Tyr

tac
Tyr
260

aaa
Lys

tct
Ser

gga
Gly

aag
Lys

gac
Asp
340

cat
His

gtg
Val

tca
Ser

gga
Gly
165

gct
Ala

cat
His

ggt
Gly

gac
Asp

ttc
Phe
245

ttt
Phe

gat
Asp

gga
Gly

ttt
Phe

gtt
vVal
325

daa

Lys

aat
Asn

agqg
Arg

tcg
Ser
150

gac
Asp

cac
His

aaa
Lys

cca
Pro

gag
Glu
230

gat
Asp

aag
Lys

tct
Ser

tac
Tyr

cta
Leu
310

gtt
Val

aac
Asn

tct
Ser

act
Thr
135

gag
Glu

aat
Asn

aat
Asn

gtt
Val

gat
Asp
215

gcr
Xaa

gga
Gly

aag
Lys

cca
Pro

aac
Asn
295

aca
Thr

ata
Ile

act
Thr

ttg
Leu

ggt
Gly

gct
Ala

atc
Ile

tta
Leu

cta
Leu
200

gta
Val

ggt
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

cat
His
280

agc
Ser

tta
Leu

aga
Arg

tta
Leu

gtc
Val
360

tat
Tyr

gaa
Glu

gat
Asp

act
Thr
185

gag
Glu

999
Gly

gac
Asp

acy
Xaa

caa
Gln
265

aaa
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

cag
Gln

gag
Glu
345

gga
Gly

52

gaa
Glu

aag
Lys

tgg
Trp
170

gaa
Glu

aaa
Lys

tgg
Trp

cat
His

tct
Ser
250

caa
Gln

gac
Asp

aca
Thr

aag
Lys

aca
Thr
330

ccg

Pro

aat
Asn

att
Ile

tta
Leu
155

gaa
Glu

aag
Lys

tat
Tyr

atg
Met

gta
Val
235

gat
Asp

cta
Leu

gaa
Glu

gaa
Glu

ttg
Leu
315

ata
Ile

aat
Asn

aca
Thr

gga
Gly
140

ttt
Phe

ctt
Leu

cag
Gln

cca
Pro

ggc
Gly
220

ack
Xaa

gta
Val

ttt
Phe

cca
Pro

gat
Asp
300

ggt
Gly

tac
Tyr

ccg
Pro

gtt
Val

aag
Lys

aaa
Lys

gga
Gly

gtt
Val

act
Thr
205

gtc
Val

gct
Ala

tca
Ser

gat
Asp

tta
Leu
285

gta
Val

ctc
Leu

aat
Asn

gat
Asp

ttt
Phe
365

aag
Lys

tat
Tyr

aat
Asn

gga
Gly
190

ctt
Leu

agt
Ser

ttt
Phe

ata
Ile

aaa
Lys
270

tgg
Trp

tcc
Ser

agt
Ser

gga
Gly

tac
Tyr
350

aaa
Lys

atg
Met

tgt
Cys

gaa
Glu
175

gaa
Glu

aac
Asn

wac
Xaa

aca
Thr

tat
Tyxr
255

gtg
vVal

ctt
Leu

gat
Asp

gca
Ala

tat
Tyr
335

tgg
Trp

gtt
Val

aca
Thr

gtg
vVal
160

ccg
Pro

gat
Asp

aag
Lys

gtc
Val

ctc
Leu
240

ctt
Leu

aaa
Lys

gga
Gly

cga
Arg

gcc
Ala
320

tat
Tyr

tta
Leu

gac
Asp

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104



gtt agt gat

cca act aat aaa gca aga

Val Ser Asp Pro Thr Asn Lys Ala Arg

370 375

aca aat agc aaa cat act caa agc aga

Thr Asn Ser
385 390

Lys His Thr Gln Ser Arg

atc ttt gca ctt aat gtt gga gat gga
Ile Phe Ala Leu Asn Val Gly Asp Gly

405

caa tac agc
Gln Tyr Ser Gly Lys
420

gga caa ctt aca tca cag aaa

ggt aaa aaa att tat tca
Lys Ile Tyr Ser

425

gtt ctc

Gly Gln Leu Thr Ser Gln Lys Val Leu
435 440

tta gtg tct gat cag tta cca gaa
Leu Val Ser Asp Gln Leu Pro Glu

450 455

tct ttc acc tta tecc cca aag aca
Ser Phe Thr Leu Ser Pro Lys Thr

465 470

gct aat gtt gaa gca tgy aar aar
Ala Asn Val Glu Ala Cys Lys Llys

485

<210> 3
<211> 488
<212> PRT
<213> pibca

<400> 3

53

gtt
Val

tat
Tyr

gat
Asp
410

tac

Tyr

ttg
Leu

tac
Tyr

tac
Tyr
395

gta
Val

att
Ile

aat
Asn

cta aat gca
Leu Asn Ala

ttt ggt ttt

gcg
Ala
380

aag

Lys

acg
Thr

ctg
Leu

gga
Gly

caa
Gln

ggc
Gly

tta
Leu

aca
Thr

aag
Lys
445

460

475

tgt
Cys

tct
Ser

aag
Lys

cct
Pro
430

gaa
Glu

acc aaa
Thr Lys

ttg aca
Leu Thr
400

atc ggt
Ile Gly
415

gaa gga
Glu Gly

ttg aac
Leu Asn

gat gaa tcc aaa aca
Asp Glu Ser Lys Thr -

ttt gtt gtt tcc gat
Phe Gly Phe Phe Val Val Ser Asp

480

Lys Glu Ile Ala Val Thr Ile Asp Asp Lys Asn Val Ile Ala Ser RAla

1 5

Ser Gly Ser Phe Leu Gly Val
20

Lys Gly Leu Trp Ser Phe Val
' 35

Leu Leu Glu Gly Leu Ser Pro
50 55

Ala Asn Trp Leu Phe Phe Asp
65 70

10

15

Ala Phe Asp Ala Ser Leu Phe Ser Pro
25

30

Asp Ile Thr Ser Pro Lys Leu Phe Lys
- 45

40

Gly Tyr Phe Arg Val Gly Gly Thr Phe.

60

Leu Asp Glu Asn Asn Lys Trp Lys Asp

75

80

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1464



Tyr Trp

Arg Trp

Asn Leu

Leu Asn

Ala

Leu

val

Phe

Phe

100

115

130

Ser Thr

145

Ser Lys

Asp His

Phe Lys

Gly Ser

Ala

Trp

Gly

Thr

Ala

Lys

Glu

Asp

Tyr

Ser

Lys

Arg

Leu

val

Ser

Gly

85

Asp

Lys

Thr

Arg

Ser

150

165

180

195

210

Lys Gly

225

His

Asp

Glu

Tyr

305

Asn

Gly

Met

vVal

Thr

385.

Gln

Ala

val

Thxr

290

val

Asn

Leu

His

Ser

370

Asn

Leu

Leu

Tyr
Thr
Leu
275
Ser
Ser
val
Leu
val
355

Asp

Ser

Leu

val

Ala Asp

Tyr

Tyr

260

Lys

Ser

Gly

Lys

Asp

340

His

Pro

Lys

Ala

His

Gly

His

Pro

Glu

Asp

Lys

Lys Thr Pro

Gln

Lys

Thr

135

Glu

Asn

Asn

val

Asp

215

230

Phe

245

Phe

Asp

Gly

Phe

vVal

325

Lys

Asn

Thr

His

Asp

Lys

Ser

Tyr

Leu

310

val

Asn

Ser

Asn

Thr
390

Xaa

Gly

Lys

Pro

Asn

295

Thr

Ile

Thr

Leu

Lys

375

Gln

Asn

Gly
120
Gly
Ala
Ile
Leu
Leu
200

Val

Gly

Asn

Leu

His

280

Ser

Leu

Arg

Leu

vVal

360

Ala

Ser

Asn
105

Ser

Tyr

Glu

Asp

Thr

185

Glu

Gly

Asp

Xaa

Gln

265

Lys

Gly

Asp

Gln

Glu

345

Gly

Arg

Arg

54

Glu

90
Leu
Lys
Glu
Lys
Trp
170
Glu
Lys

Trp

His

Ser
250
Gln
Asp
Thr
Lys
Thr
330
Pro
Asn
Val

Tyr

Thr Ala Thr

Lys

Met

Ile

Leu

Lys

Arg

Gly

140

Phe

155 -

Glu

Lys

Tyr

Met

val
235

Asp

Leu

Glu

Glu

Leu

315

Ile

Asn

Thr

Tyr

Tyr
395

Leu

Gln

Pro

Gly

220

Xaa

Val

Phe

Pro

Asp

300

Gly

Tyr

Pro

vVal

Ala

380

Lys

Glu

Leu

125

Lys

Lys

Gly

Val

Thr

205

val

Ala

Ser

Asp

Leu

285

Val

Leu

Asn

Phe
365

Gln

Gly

Ile

Thr

110

Leu

Lys

Tyr

Asn

Gly

190

Leu

Ser

Phe

Tle

Lys

270

Trp

Ser

Ser

Gly

Tyr

350

Lys

Cys

Ser

95

Phe

Phe

Met

Cys

Glu

175

Glu

Asn

Xaa

Thr

Tyr

255

Val

Leu

Asp

Ala

Tyr

335

Trp

vVal

Thr

Leu

Asp

Asp

Thr

Val

160

Pro

Asp

Lys

Val

Leu
240

Leu

Lys

Gly

Arg

Ala

320

Tyr

Leu

Asp

Lys

Thr
400



Ile Phe Ala Leu Asn Val Gly Asp Gly Asp Val Thr Leu Lys Ile Gly

Gln Tyr Ser Gly Lys Lys Ile Tyxr Ser Tyr Ile
420

Gly Gln Leu Thr Ser

435

Leu Val Ser Asp Gln

450

Ser Phe Thr Leu Ser

465 -~

405

440

455

470

Ala Asn Val Glu Ala Cys Lys Lys

<210> 4
<211> 1464
<212> DNS
<213> pibca
<220>

<221> CDS

485

<222> (1)...(1464)

<220>

<221> variaciéd

<222> (1348)...(1350)

<223> Xaa =

<400> 4

aaa gag att gcc
Lys Glu Ile Ala

1

agt gag tct ttc
ser Glu Ser Phe
20

aag ggt ctt tgg

Lys Gly Leu Trp
35

Val vagy Met

gtg aca att gac gat
val Thr Ile Asp Asp

cat gga gtt gcc ttt
His Gly Val Ala Phe
25

agc ttt gtt gat att
Ser Phe Val Asp Ile
40

Gln Lys Val Leu Leu Asn

Leu Pro Glu Leu Asn Ala

Pro Lys Thr Phe Gly Phe

410

425

415

430

445

460

475

aag aat gtg
Lys Asn Val
10

gat gcg tct
Asp RAla Ser

acc tct cca
Thr Ser Pro

att
Ile

cta
Leu

aaa
Lys
45

gca
Ala

ttt
Phe
30

ttg
Leu

tct gcc
Ser Ala
15

tcg ccc

Ser Pro

ttc aaa
Phe Lys

Leu Thr Pro Glu Gly

Gly Lys Glu Leu Asn

Asp Glu Ser Lys Thr

Phe Val Val Ser Asp
480

48

96

144



ttg
Leu

gcc
Ala
65

tat
Tyr

aga
Arg

aat
Asn

ttg
Leu

tcc
Ser
145

tca
Ser

gac
Asp

ttt
Phe

gga
Gly

aag
Lys
225

cac
His

gat
Asp

gat
Asp

ctg
Leu
S0

aat
Asn

tgg
Trp

tag
Trp

tta
Leu

aat
Asn
130

act
Thr

aaa
Lys

cac
His

aaa
Lys

tcg
Ser
210

gga
Gly

caa
Gln

gcc
Ala

gtt
val

gaa gga
Glu Gly

cgg ctg
Arg Leu

gct ttt
Ala Phe

ctg ttc
Leu Phe
100

gtg aaa
Val Lys
115

gcc gaa
Ala Glu

tgg gat
Trp Asp

ggt tac
Gly Tyr

acc tca
Thr Ser
180

gca ctg
Ala Leu
195

ctc gtt
Leu Val

ttg gca
Leu Ala

tat tat
Tyr Tyr

aca tac

Thr Tyr
260

ttg aaa

Leu Lys Asp

275

ctt
Leu

ttt
Phe

aaa
Lys
85

aga
Arg

cta
Leu

gtg
val

tca
Ser

gga
Gly
165

gct
Ala

cat
His

ggt
Gly

gac
Asp

ttc
Phe
245

ttt
Phe

gat

tct
Ser

ttt
Phe
70

gac
Asp

aaa
Lys

aca
Thr

agg
Arg

tcg
Ser
150

gac
Asp

cac
His

aaa
Lys

cca
Pro

gag
Glu
230

gat
Asp

aag
Lys

tct
Ser

cct
Pro
55

gac
Asp

aaa
Lys

caa
Gln

aag
Lys

act
Thr
135

gag
Glu

aat
Asn

aat
Asn

gtt
vVal

gat
Asp
215

gca
Ala

gga
Gly

aag
Lys

cca
Pro

gga
Gly

ttg
Leu

acc
Thr

aat
Asn

gga
Gly
120

ggt
Gly

gct
Ala

atc
Ile

tta
Leu

cta
Leu
200

gta
Val

ggt
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

cat
His
280

tac
Tyr

gac
Asp

ccc
Pro

aat
Asn
105

agc
Ser

tat
Tyr

gaa
Glu

gat
Asp

act
Thr
185

gag
Glu

gg9g9
Gly

gac
Asp

acc
Thr

caa
Gln
265

aaa
Lys

56

ttc
Phe

gaa
Glu

gaa
Glu
90

ctg
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

aag
Lys

tgg
Trp
170

gaa
Glu

aaa
Lys

tgg
Trp

cat
His

tct
Ser
250

caa
Gln

gac
Asp

agg

aat
Asn
75

act
Thr

aaa
Lys

atg
Met

att
Ile

tta
Leu
155

gaa

Glu

aag
Lys

tat
Tyr

atg
Met

gta
Val
235

gat

gtt
vVal
60

aat
Asn

gcg
Ala

aag
Lys

aga
Arg

gga
Gly
140

ttt
Phe

ctt
Leu

cag
Gln

cca
Pro

ggc
Gly
220

act
Thr

ggc

gga

acg

Gly Gly Thr

aag
Lys

aca
Thr

gag

Glu

ttg
Leu
125

aag
Lys

aaa
Lys

999
Gly

gtt
Val

act
Thr
205

gtc
Val

gct
Ala

tgg
Trp

ata
Ile

act
Thr
110

tta
Leu

aag
Lys

tat
Tyr

aat
Asn

gga
Gly
190

ctt

Leu

agt
Ser

ttt
Phe

aar
Lys

aca
Thr
95

ttt
Phe

ttc
Phe

atg
Met

tgt
Cys

gga
Gly
175

gaa
Glu

aac
Asn

tac
Tyr

aca
Thr

ttt
Phe

gat
Asp
80

agg
Arg

gac
Asp

gat
Asp

aca
Thr

gtg
Val
160

ccg
Pro

gat
Asp

&

aag
Lys

gtc
val

ctc
Leu
240

gta tca ata tat ctt
Asp Val Ser Ile Tyr Leu
255

cta ttt gat aaa gtg aaa
Leu Phe Asp Lys Val Lys

270

aaa cca tta tgg ctt gga
Lys Pro Leu Trp Leu Gly

285

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864



gaa
Glu

tat
Tyx
305

aac
Asn

ggt
Gly

atg
Met

gtt
Val

aca
Thr
385

atc
Iie

caa
Gln

gga
Gly

tta
Leu

tct
Ser
465

gct
Ala

aca
Thr
290

gtt
Val

aat
Asn

ccc
Pro.

cat
His

agt
Ser
370

aat
Asn

ttt
Phe

tac
Tyr

caa
Gin

rtg
Xaa
450

ttc
Phe

aat
Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

agt
Ser

tca
Ser

gta
Val

ctt
Leu

gtt
vVal
355

gat
Asp

agc
Ser

gca
Ala

agce
Ser

ctt
Leu
435

tct
Ser

acc
Thr

gtt
Val

488

tct
Ser

gga
Gly

aag
Lys

gac
Asp
340

cat
His

cca
Pro

aaa
Lys

ctt
Leu

ggt
Gly
420

aca

Thr

gat
Asp

tta
Leu

gaa
Glu

PRT

piéca

gga
Gly

ttt
Phe

gtt
Val
325

aaa
Lys

aat
Asn

act
Thr

cat
His

aat
Asn
405

aaa
Lys

tca
Ser

cag
Gln

tcc
Ser

gca
Ala
485

tac
Tyr

cta
Leu
310

gtt
Val

aac
Asn

tct
Ser

aat
Asn

act
Thr
380

gtt
val

aaa
Lys

cag
Gln

tta
Leu

cca
Pro
470

tgy
Cys

aac
Asn
295

aca
Thr

ata
Ile

act
Thr

ttg
Leu

aaa
Lys
375

caa
Gln

gga
Gly

att
Ile

aaa
Lys

cca
Pro
455

aag
Lys

aar
Lys

agc
Ser

tta
Leu

aga
Arg

tta
Leu

gtc
Val
360

gca
Ala

agc
Ser

gat
Asp

tat
Tyr

gtt
Val
440

caa
Gln

aca
Thr

aar
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

cag
Gln

gag
Glu
345

gga
Gly

aga

aga
Arg

gaa
Glu

tca
Ser
425

ctc
Leu

cta
Leu

Tttt
Phe

57

aca
Thr

aag
Lys

aca
Thr
330

cca
Pro

aat
Asn

gtt
vVal

tat
Tvyr

gat
Asp
410

tac

Tyr

ttg
Leu

aat
Asn

ggt
Gly

gaa
Glu

ttg
Leu
315

ata
Ile

aat
Asn

aca
Thr

tac
Tyr

tac
Tyr
395

gta
Val

att
Ile

aat
Asn

gca
Ala

ttt
Phe
475

gat
Asp
300

ggt
Gly

tac
Tyr

ccg
Pro

gtt
Val

gcg
Ale
380

aag
Lys

acg
Thr

ctg
Leu

gga
Gly

gat
Asp
460

ttt
Phe

gta
Val

ctc
Leu

agt
Ser

gat
Asp

ttt
Phe
365

caa
Gln

gagc
Gly

tta
Leu

aca
Thr

aag
Lys
445

gaa

Glu

gtt
Val

tcc
Ser

agt
Ser

gga
Gly

tac
Tyr
350

aaa
Lys

tgt
Cys

tct
Ser

aag
Lys

cct
Pro
430

gaa

Glu

tcc
Ser

gtt
Val

gat
Asp

gca
Ala

tat
Tyr
335

tgg
Trp

gtt
Val

acc
Thr

ttg
Leu

atc
Ile
415

gaa
Glu

ttg
Leu

aaa
Lys

tcc
Ser

cga
Arg

gcc
Ala
320

tat
Tyr

tta
Leu

gac
Asp

aaa
Lys

aca
Thr
400

ggt
Gly

gga
Gly

aac
Asn

aca
Thr

gat
Asp
480

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1464



<400> 5

L-ys

1
Ser
Lys
Leu
Ala

65

Tyr

Asn

Ley

Ser

145

Ser

Asp

Phe

Gly

Lys

225

His

Asp

Asp

Glu

Glu

Glu
Gly
Leu

50

Asn

Trp

Lau

Asn

130

Thr

Lys

His

Lys

Ser

210

Gly

Gln

Ala

val

Thr
290

Ile

Leu
35
Glu
Arg
Ala
Leu
val
115
Ala
Trp
Gly
Thr
Ala
195
Leﬁ
Leu
Tyr
Thr
Leu

275

Ser

Ala
Phe
20
Trp
Gly
Leu
Phe
Phe
100
Lys
Glu
Asp
Tyr
Ser
180
Leu
Val
Ala
Tyr
Tyr
260

Lys

Ser

Val

Ser

Leu

Phe

Lys

85

Arg

Leu

Val

Ser

Gly

165

Ala

His

Gly

Asp

Phe

245

Phe

Asp

Gly

Thr

Gly

Phe

Ser

Phe

70

Asp

Lys

Thr

Arg

Ser

150

Asp

His

Lys

Pro

Glu

230

Asp

Lys

Ser

Tyr

Ile

Val

Val

Pro
55

Asp

Lys

Gln

Lys

Thr

135

Glu

Asn

Asn

vVal

Asp

215

Ala

Gly

Lys

Pro

Asn
295

Asp
Ala
Asp

40

Gly

Leu

Thr

Asn

Gly

120

Gly

Ala

Ile

Leu

Leu

200

Val

Gly

Asn

Leu

His

280

Ser

Asp

Phe

25

Ile

Tyr

Asp

Pro

Asn

105

Ser

Tyr

Glu

Asp

Thr

185

Glu

Gly

Asp

Thr

Gln
265

Gly

58

Lys

10

Asp

Thr

Phe

Glu

Glu

90

Leu

Lys

Glu

Lys

170

Glu

Lys

Trp

His

Ser

250

Gln

Asp

Thr

Asn

Ala

Ser

Arg

Asn

75

Thr

Lys

Met

Ile

Leu

155

Glu

Lys

Tyr

Met

Val

235

Asp

Leu

Lys

Glu

Pro

Val

60

Asn

Ala

Lys

Arg

Gly

140
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Trp
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vVal

160

Pro

Lys

vVal

Leu

240

Leu

Lys

Gly

Arg



Tyr
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Met
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Leu

Ser

Asp

Phe

365

Gln

Gly

Leu

Thx

Lys

445

Glu
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agt
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Leu
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ggt
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tta
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ggt
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aag
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gat gcc
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gat gtt
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ggt ctc
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atcgataaag agattgccgt gac

<210> 9

<211> 23

<212> DNS

<213> mesterséges szekvencia

<220>

<223> mesterséges szekvencia leiréasa:

<400> 9

gttgtttccg atgctaaagc gct

<210> 10
<211> 30
<212> DNS

<213> mesterséges szekvencia

<220>

<223> mesterséges szekvencia leirésa:

<400> 10

accgtagcgc aggccaaaga gattgccgtg

<210> 11

<211> 30
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<213> mesterséges szekvencia

<220>
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<400> 11

cacggcaatc tctttggcct gcgctacggt 30

<210> 12

<211> 87

<212> DNS

<213> mesterséges szekvencia
<220>

<223> mesterséges szekvencia leirasa: 5' - primer

<400> 12

cggatccatg aaattcttag tcaacgttgc ccttgttttt atggtcgtat

acatttctta catctatgcg aaagagattg ccgtgac 87
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<400> 13
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<213> mesterséges szekvencia
<220>

<223> mesterséges szekvencia leirdsa: 5' - primer
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gtagaattca aagagattgc cgtgaca 27

<210> 15

<211> 32

<212> DNS

<213> mesterséges szekvencia
<220>

<223> mesterséges szekvencia leirésa: 3' - primer

<400> 15

gatgctaatg ttgaagcata atgagcggcc gc 32



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Hirudinaria manillensis pibécafajbdl izolalt tiszti-
tott fehérje, amely aktivitdsdban heparin &ltal nem befo-
lyadsolt hialuronidaz bioldgiai aktivitassal rendelkezik és
molekulatdmege glikozilacidétdl fliggd médon 53-60 kDa.

2. Az 1. igénypont szerinti glikozildlt fehérje, amely-
nek molekulattémege 58 (x 2) kDa.

3. Az 1. igénypont szerinti nem glikozilalt fehérje,
amelynek molekulatdmege 54 (+ 2) kDa.

4. Az 1-3. 1igénypontok barmelyike szerinti fehérje,
amelynek izoelektromos pontja 7,2-8,0.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti fehérje,
amelynek aminosav szekvenciaja a 7. abran és az 1. azonosi-
tdsi szadm szerinti szekvencidban feltiintetett aminosav
szekvencia.

6. Az 1-5. 1igénypontok béarmelyike szerinti fehérje,
amelynek specifikus enzim aktivitadsa nagyobb, mint 100
kU/mg fehérje.

7. Eljards az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti fe-
hérje izolalaséara és tisztitésara, azzal jellemezve, hogy:

(i) a Hirudinaria manillensis fajba tartozdé pidcak fej-
részeit savas pufferben homogenizaljuk és lecentrifugaljuk;

(1i) az (i) lépésben kapott feliiluszdét amménium szulfat
segitségével precipitaljuk;

(iii) kationcseréld kromatografiat végzink;

(iv) konkanavalin-A affinitéds kromatografiat végziink;

(v) hidrofdéb kélcsodnhatas kromatografiat végziink;



(vi) affinitas kromatografiat végziink hialuronsav frag-
mensekkel bevont matrixon;

(vii) gél permeacids kromatografidt végziink; és adott
esetben

(viii) a tisztitott fehérjét enzimesen vagy kémiai uton
deglikozilaljuk.

8. Aktivitédsédban heparinnal nem befolyadsolt hialuroni-
daz bioldégiai aktivitassal rendelkezd fehérje, amelynek mo-
lekulatomege glikozilacidétdl fliggé mdédon 53-60 kDa és a 7.
igénypont szerinti eljarassal allithaté eléd.

9. A 8. igénypont szerinti fehérje, amelynek specifikus
enzim aktivitdsa nagyobb, mint 100 kU/mg fehérje.

10. DNS szekvencia, amely 1. vagy 9. igénypont szerinti
fehérjét koédol.

11. DNS szekvencia, amely 8. igénypont szerinti fehér-
jét koédol és szekvencidja tartalmazza a 8. &brdn (2. azono-
sitdsi szam szerinti szekvencia), 9. abradn (4. azonositasi
szadm szerinti szekvencia) és 10. abran (6. azonositéasi szam
szerinti szekvencia) feltintetett nukleotid szekvenciak
barmelyikét.

12. Hialuronidaz bioldégiai aktivitdsaval rendelkezd re-
kombinadns fehérje, amelyet a 11. igénypont szerinti DNS
szekvencidk barmelyike kédol.

13. Hialuronidaz bioldgiai aktivitdsaval rendelkezd re-
kombindns fehérje, amelynek molekulattmege glikozilacidtdl
figgé médon 55-59 kDa és szekvenciaja a 8., 9. vagy 10. ab-
ran (3., 5. vagy 7. azonositasi sza&m szerinti szekvencidak)

feltintetett aminosav szekvencidk vagy az ezen szekvenciak-



kal legaldbb 80% homoldgiat mutatd szekvencidk barmelyike.

14. Expresszids vektor, amely 10. vagy 11. igénypont
szerinti DNS szekvenciat tartalmaz.

15. A 12. vagy 13. igénypont szerinti fehérje expresz-
szidéjara alkalmas gazdasejt, amelyet 14. igénypont szerinti
vektorral transzformaltunk.

l6. Az 1-6., 8., 9., 12. vagy 13. igénypontok barmelyi-
ke szerinti fehérje alkalmazasa gydgyszerként.

17. Gydbgyhatasu készitmény, amely 16. igénypont szerin-
ti fehérjét és gydgyszerészetileg elfogadhatdé higitét, hor-
dozdét vagy excipienst tartalmaz.

18. Gyodgyhatasu készitmény, amely farmakoldégiailag ak-
tiv vegyiletet 1is tartalmaz.

19. A 18. igénypont szerinti gydgyhatasi készitmény,

amely farmakoldégiailag aktiv vegyliletként heparint tartal-

maz.
20. Az 1-6., 8., 9., 12. vagy 13. igénypontok barmelyi-
ke szerinti fehérje alkalmazasa miokardidlis, kardiovaszku-

laris és trombdézisos rendellenességek és tumorok kezelésére

alkalmas gybégyszer el6allitésara.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Peths Arpad

jQOOJGTf%{P'

6 V=25 = 9 el p

szabadalmi iigyvivd
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TTC AAA GCA CTG CAT AAA GTT TTA GAG AARA TAT CCA
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