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Polypeptid izolovany z H. medicinalis majici molekulovi
hmotnost’ priblizne 12 000 + 1 kD s biologickou aktivitou
inhibitora od kolagénu zavislej adhézie krvnych dosticiek,
ktory vykazuje v celej dizke aspoii z 80 % identitu s ami-
nokyselinovou sekvenciou SEQ.ID.NO.2. Izolovany poly-
nukleotid so sekvenciou DNA SEQ.ID.NO.1 kédujuci tento
polypeptid, expresny vektor obsahujici tito sekvenciu
DNA, hostitel'ska bunka obsahujuca tento expresny vektor
a expresny systém obsahujuci tato hostitel'ski bunku. Spd-
sob pripravy tohto polypeptidu kultiviciou uvedeného ex-
presného systému a izolaciou vzniknutého polypeptidu.
Protitatka imuno$pecifickd pre polypeptid so sekvenciou
SEQ.ID.NO.2. Farmaceuticky prostriedok, ktory obsahuje
uvedeny polypeptid. Pouzitie tohto polypeptidu na vyrobu
lie¢iva na lieéenie tromboembolickych ochoreni a ex vivo
aplikacie, ako si potahovanie umelych povrchov, modifi-
kacia vnuatrooénych $oSoviek, kovalentné zositenie materia-
lu $oSovky. PouZitie uvedenej protilatky a polypeptidu pri
jeho priprave alebo u lie€eného subjektu.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka polypeptid z H. medicinalis na blokovanie adhézie krvnych dosti¢iek, spésobu jeho pri-
pravy a pouZitia, farmaceutického prostriedku obsahujiiceho tento polypeptid, prislusného polynukleotidu,
expresného vektora, hostiteI'skej bunky, protilatky a jej pouzitia.

Doterajsi stav techniky

Pri hemostaze alebo trombdze sa krvné dosticky priliepajii na vonkajsiu bunkovii matricu poskodenej cie-
vy alebo pokryvaji povrch poskodenej oblasti. Preventivne zabranit tomuto vyznamnému pociatodnému
stupni patogenézy trombézy a uzatvorenia tepien by malo mat terapeuticku vyhodu pri usili o prevenciu
trombotickych ochoreni. Kolagén sa povaZuje za najviac trombogénnu povrchovi zlozku a ukazalo sa, Ze je
silny podporovatel’ adhézie dosticiek, zraZania a uvoltiovania ich granil vedici k navodeniu (Ruggeri, Z. M.
a kol.: Seminars in Hematology, 31, str. 229 a% 239, 1994) pridavnych dogticiek do takej oblasti na vytvéra-
nie zrazenin a trombu. Pociato¢ny kontakt dosti¢iek s povrchom cievy je sprostredkovavany kolagénom via-
zanym von Willebrandovym faktorom (vWF) a $pecifickym receptorom vWF na dosticky, glykoproteinovym
komplexom Ib-V-IX. Okrem toho ADP, epinefrin a cirkulujiice zraZacie faktory podporuji d’alsiu aktivaciu
dostiCiek, pricom sii¢asné narastanie trombinovej aktivity prispieva k vytvaraniu zositenej fibrinovej zrazeni-
ny. Vzijomna agregécia dogtiCiek podporuje tento proces a je hlavne podporovana fibrinogénom ako spro-
stredkovatel'om, ktory premostiuje bunky prostrednictvom receptora glykoproteinu ITb/IIIa.

Tato normalna fyziologicka reakcia je dost’ kriticka v priebehu patologického procesu, ked’ sa dosticky
priliepaju na kolagénoch obnaZenych v sklerotickych poraneniach (Van der Rest M. a kol, FASEB Journal S,
str. 2814 az 2823, 1991) a zadinaju vytvérat okluzie. V zavislosti od umiestnenia a od rozsahu mézu mat
oklizie vaZne désledky, ako je infarkt myokardu, mrtvica, zépal alebo embélia pluc.

Ako priamo pdsobiace protitrombické ¢inidlo blokuje heparin aktivitu trombinu a tak zabraiiuje tvoreniu
trombov bohatych na fibrin a je v si¢asnosti beZne najznamejsou drogou pouzivanou v protitrombickych za-
krokoch. Heparin sa pouZiva v §irokej miere viade tam, kde ide o nestabilni anginu a akutny infarkt myokar-
du. Ale cez Siroké pouZitie, zostavaju dosial' nevyrieSené niektoré zavazné problémy, ako je intravendzna ap-
likécia, potreba anti-trombinu-III ako kofaktoru, zniZena afinita pre trombin viazany na zhluky, jeho inakti-
vacia niektorymi plazmovymi proteinmi, pripadné vyvolanie trombocytopénie a biologicka réznorodost’.
V désledku toho neboli dosial’ prekonané désledky pouZivania heparinu v klinickej praxe.

Posledny vyvoj heparinu s nizkou molekulovou hmotnostou prispel k moznosti subkutannej aplikacie, ale
terapeutickd vyhodnost’ oproti Standardnému heparinu je mierna. To rovnaké plati i o inych priamo posobia-
cich antitrombinoch, ako je Hirudin, Hirulog a Warfarin. Ako jeden z hlavnych problémov sa zd4 zvySena
produkcia trombinu pri antitrombotickom lie¢eni (Rao, A. K. a kol., Circulation 94, str. 389 a 2395, 1996).

Iné nové pristupy sa preto zameriavali na proces protrombinove;j aktivacie, ktora je podporovana fakto-
rom Xa. Vyskum sa zameral na konstrukciu vhodnych inhibitorov zameranych na tento faktor. Celkovo je
nutné konStatovat, Ze plny terapeuticky potencial intervencie tohto typu nebol dosial realizovany.

Ina skupina terapeutik je reprezentovana trombolytickymi reZimami a vyvoj sa zameriava na stafylokina-
zy, streptokinazy, urokinazy typu plazminogénového aktivatoru, tkaniva typu plazminogénového aktivatora a
na anizoylovany plazminogénstreptokinazovy aktivatorovy komplex. Rozdiely v ¢ase, potrebnom na vyvola-
nie reperfiizie, sa vyznamne lisia pri kazdom z tychto trombolytickych ¢inidiel, ale pokrok vyjadreny zniZe-
nim celkovej imrtnosti je rovnaky pri vietkych tychto produktoch. Okrem toho st &astymi komplikéciami
reokliizia alebo prediZené krvicanie. To méZe byt spdsobené pomerne nizkou 3pecifickostou pre fibrin a
kratkym pol¢asom tychto zli¢enin v plazme. BeZne sa testuju rozne aplikaéné reZimy a kombinacie réznych
fibrinolytickych principov na prekonanie niektorych beznych nedostatkov v trombolytickej terapii. Odakava-
né zlepSenia st vSak skor malé.

V poslednom ¢ase sa objavila nova skupina pacientov s problémami, ako je akitna tromboticka oklizia a
neskora restenoza, spésobenymi zakrokmi, ako je angioplastia, aterotémia, arterialne §tepovanie alebo sten-
tovanie cievnej steny. MoZné terapeutické zakroky zahriiajui protidostickové, antitrombotické a trombolytické
stratégie. R6zne iné ¢inidla, ako je ticlopdin, pdsobiace ako ADP antagonista alebo ionofor vapnika A-23187,
a predovSetkym aspirin maji priamy vplyv na funkciu dosti¢iek a boli navrhované alebo pouzivané na pre-
venciu alebo na minimaliziciu zhlukovania dosti¢iek. Nova latka proti adhézii dosti¢iek podla vynalezu by
mohla takisto pomoct’ prekonévat’ tieto klinické komplikacie, ked je aplikovana pocas chirurgického zékro-
ku.

Ina komplikacia tykajica sa tohto problému nastiva, ked’ sa dostanit umelé povrchy do styku s krvou.
Maju potom vzrastajicu tendenciu vyvolavat’ trombotické prihody aktivaciou dosti¢iek a/alebo vyvolavanim
zraZania. Tieto javy m6Zu sposobovat’ poruchu cievnych §tepov, srdcovych chlopni, stentov, katétrov alebo
akéhokol'vek iného zariadenia alebo materidlu prichidzajuiceho do styku s krvou. Schopnost proteinu podla
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vynélezu vytvarat netrombogenické povrchy mbZe byt preto vyuZitd imobilizciou tohto proteinu na mate-
ridloch a uvedenych zariadeniach. Také spracovanie by malo takym materidlom a zariadeniam dodat’ bio-
kompatibilitu a urobit ich tromborezistentné.

Vzhladom na obmedzenia suvisiace s dostupnymi antitrombotickymi ¢inidlami existuje aktudlna potreba
novych alternativnych stratégii a lie€ebnych postupov.

K dalsiemu zlepSovaniu lietby kardiovaskularnych porich mézu prispiet’ pristupy podla vynalezu, ktoré
priamo naru$uju adhéziu dosticiek vyvolani kolagénom a/alebo vWF faktorom. Niektorymi novymi inhibi-
tormi, ktoré brania adhézii dogti¢iek, si monoklonalne protilatky zamerané na vWF. UZ je zname, Ze glykop-
roteinové inhibitory IIb/Illa méZu byt vhodné na inhibiciu adhézie dosticiek. Niektoré z tychto inhibitorov,
ako monoklonalne Ab ¢7E3 boli uZ klinicky testované, zatial' &o ostatné, ako inhibitory KGD a RGDF sa sta-
le $tuduji. Ale $pecifickost va&siny tychto novych inhibitorov nie je prili§ dobre preStudovana, takZe spek-
trum vedFajsich uéinkov, ktoré budii vyvolané pouZitim tychto inhibitorov je stale otvorené a vyZaduje sta-
rostlivé preskumanie.

Bohatym zdrojom na testovanie novych zluéenin, ktoré interferuji s kolagénom vyvolanou adhéziou do-
§ticiek, je priroda prostrednictvom Zivogichov sajucich krv. Z literatury je zname, Ze bolo izolovanych nie-
kolko prirodnych inhibitorov: protein A 65 kD nazyvany calin, izolovany z Hirudo medicinalis (americky
patentovy spis ¢islo 5 587360, svetovy patentovy spis ¢islo WO 92/07005) (Munro R. a kol,, Blood Coagula-
tion and Fibrinolysis 2, str. 179 az 184, 1991) a protein 16kD (LAPP) izolovany zo slinnych Zliaz pijavice
Haementeria officinalis (americky patentovy spis islo 5 324715). Obidva proteiny boli opisané ako inhibito-
ry agregicie podla testov statickym skiimanim adhézie dostiCiek spdsobovane;j kolagénom.

Napriek tispe$nym dékazom in vitro, zlyhalo pdsobenie LAPP v niekolkych dobre zavedenych modeloch
in vivo (Schaffer L.W. a kol., Arterioscler. Thromb. 13, str. 1593 az 1601, 1993; a Connolly T. M. a kol,,
Thromb. Haemostas. 69, str. 589, 1993). Mikky kliest: Ornithodoros moubata takisto obsahuje protidostic-
kovy protein (moubatin), ktory pdsobi v prevencii kolagénom spdsobovanej agregacie dosti¢iek (Waxman L.
a kol., J. Biol. Chem. 268, str. 5445 az 5449, 1993). Iny inhibitor agregacie dosti¢iek pri krv sajucej Stenici
objavili Noeske-Jungblut C. a kol. (svetovy patentovy spis ¢islo WO 9309137). Smith a kol. izoloval protein
50 kDA z hadieho jedu a protein 19 kDa bol izolovany zo slin krv sajiicej Stenice Triatoma pallidipennis.
Zistilo sa, Ze protein obsahuje faktor, ktory $pecificky inhibuje kolagénom spdsobovanu agregaciu dosticiek.
Protein 19 kDa, nazyvany pallidipin, inhibuje kolagénom spdsobovant agregaciu dostiiek v plazme. Nezis-
tila sa Ziadna inhibicia agregacie stimulovani inymi ¢inidlami (ADP, trombin, tromboxan A2 mimeticky
U46619, forbolester). Pallidipin nemal Ziadny u¢inok na adhézii dosti¢iek kolagénom, inhiboval vSak uvol-
fiovanie ATP z dosticiek. Bol v opaénej interakcii s dostiCkami a mohol sa spojit’ s kolagénom v ich spoloc-
nom cieli. Presny mechanizmus pdsobenia a terapeuticky zisk z tohto proteinu sa prave skuma. Gan a kol.
opisujii eschistatin ako inhibitor viaZuci receptor fibrinogénu GPIl2/IIIb (J. Biol. Chem. 283, str. 19827 az
32, 1988).

Napriek tomuto intenzivnemu vyvoju, pokraduje snaha vyvinit, d’aliie protizraZavé a protitrombinoveé
prostriedky, ktoré maji vdSiu ucinnost, pri inhibicii tvorenia zhlukov, aktivacii dosti¢iek vyvolanej vWF
alebo aktivacii endotelovych buniek a ktoré by boli pouZiteIné farmaceuticky a ktoré by sa mohli vyrabat’ v
priemyselne uskuto¢niteInych mnoZstvach. PretoZe Ziadny zo znamych dosial opisanych proteinov nebol do-
sial’ vyvinuty do podoby zlu¢eniny s idealnym terapeutickym profilom, zameral sa vynalez na tento problém.

Podstata vynalezu

Prvym aspektom predmetu vynalezu je polypeptid izolovany z H. medicinalis majuci molekulovi hmot-
nost’ priblizne 12 000 = 1 kD s biologickou aktivitou inhibitoru od kolagénu zavislej adhézie krvnych dosti-
&iek, ktory vykazuje v celej dizke aspoii z 80 % identitu s aminokyselinovou sekvenciou SEQ.ID.NO.2.

Prednostmé uskuto&nenia tohto aspektu vynalezu zahfiiaji polypeptid definovany
- s izoelektrickym bodom pH 3,7 £+ 0,5;

- s $iestimi cysteinovymi molekulami schopnymi vytvarat’ S-S mostiky;
- s aminokyselinovou sekvenciou SEQ.ID.NO.2.

Druhym aspektom predmetu vynalezu je izolovany polynukleotid kédujiici uvedeny polypeptid.

Prednostné uskutonenia tohto aspektu vynalezu zahfmiaju
- izolovany polynukleotid obsahujuici sekvenciu DNA SEQ.ID.NO.1 alebo sekvenciu DNA komplementarnu
k sekvencii DNA kodujicej uvedeny polypeptid;

- polynukleotid obsahujiici sekvenciu DNA, ktora vykazuje v celej diZke aspoti 80 % identitu so sekvenciou
SEQ.ID.NO.1.

Tretim aspektom predmetu vynalezu je expresny vektor obsahujiici sekvenciu DNA uveden¢ho polynuk-
leotidu.

Stvrtym aspektom predmetu vynalezu je hostiteI'ska bunka obsahujiica takyto expresny vektor.
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Piatym aspektom predmetu vynélezu je expresny systém obsahujiici takito hostitel'ski bunku.

Siestym aspektom predmetu vynalezu je spdsob pripravy polypeptidu definovaného skér, pri ktorom sa
uvedeny expresny systém kultivuje za podmienok postacujiicich na produkciu polypeptidu a polypeptid sa
izoluje zo supernatantu kultiry alebo z bunkového zvysku.

Siedmym aspektom predmetu vynalezu je protilatka imunoSpecifickd pre polypeptid so sekvenciou
SEQ.ID.NO.2.

Osmym aspektom predmetu vynalezu je farmaceuticky prostriedok, ktory obsahuje definovany polypep-
tid a farmaceuticky prijatelny nosi¢ alebo jeho excipient. Tento farmaceuticky prostriedok méze obsahovat
pridavné lieCiva zvolené z aspirinu, heparinu alebo streptokinazy alebo ich kombinécie.

Deviatym aspektom predmetu vynalezu je farmaceuticky prostriedok definovany skér na pouzitie
na lieCenie tromboembolickych procesov.

Desiatym aspektom predmetu vynalezu je pouZitie polypeptidu definovaného skér na vyrobu liediva na
lieenie tromboembolickych ochoreni.

Jedenastym aspektom predmetu vynalezu je pouZitie definovaného polypeptidu na ex vivo aplikicie za-
hriiajice potahovanie umelych povrchov, modifikdciu vmitrooénych $o3oviek na zmiernenie trombogenic-
kosti materialu SoSovky, kontaktovanie povrchu $oSovky a kovalentné zositenie na modifikaciu materialu $o-
Sovky.

Dvanastym aspektom predmetu vynalezu je pouZitie uvedenych protilatok a uvedeného polypeptidu na ex
vivo meranie tohto polypeptidu produkovaného uvedenym sposobom, alebo u lie¢eného subjektu.

Inhibitor izolovany z H. medicinalis posobi priamo na interakciu kolagén-dosti¢ky, takZe inhibuje aktiva-
ciu dosti¢iek a Casnu interakciu dogticky-dosticky.

Dosial sa v literatire nevyskytol pozitivny priklad, ktory by naznaéil, Ze pouzitim skriningu by sa vylagili
inhibitory agregacie rovnako ako lytické proteiny zo zdrojov prirodne sa vyskytujicich zlidenin, ktoré by
identifikovali nové antiadhezivne mechanizmy alebo zli¢eniny. Tento pristup sa viak vyuzil v tomto vynale-
ze. Pretoze je znamych najmene;j Sest’ roznych dostickovych povrchovych glykoproteinov, ktoré sa podielaju
na kolagénovej adhézii a pridavanie niekolkych zli¢enin odvodenych z dosticiek, ako je Willebrandov fak-
tor, fibronektin a trombospondin, sa ukazalo ako nepriame sprostredkovanie adhézie kolagén-dosticky, bolo
len malo optimizmu v 1sili za€at', identifikovat, nové inhibitory adhézie.

Napriek tomu, bol tento pristup pouzity na skrining slin Hirudo medicinalis, pri¢om sa vedelo, Ze nie
vietky dokumentované alebo neznime inhibitory odvodené z vWF rovnako ako zlideniny posobiace priamo
na receptory dosti¢iek by mohli byt vylicené. Preto bol vysledok skriningu prekvapenim: novy protein na-
zvany Saratin s protiadhezivnou aktivitou pre dosti¢ky, ktory je mozné izolovat z tkaniv a sekrétov dobre
preskimane;j pijavice druhu Hirudo medicinalis.

Vynilez sa tyka aktivneho polypeptidu Saratinu izolovaného z pijaviek Hirudo medicinalis. Protein bol
izolovany zo slin kombinaciou tlakovanej dialyzy a aspofi jedného chromatografického kroku podobného
anexovej chromatografii a aspofi jedného kroku vysoko vykonnej reverznej fazovej chromatografie (RP-
HPLC). Ukézalo sa, Ze tlakové dialyza je absolutne rozhodujiica pocas ziskavania Saratinu zo slin, pretoZe
silna koncentracia slin napomohla k prekonaniu inak vyraznej straty bioaktivneho Saratinu. Izolovany Saratin
sa viaZe silno na niekol’ko kolagénov a blokuje adhézii dosti¢iek ku kolagénu potiahnutému takymi povrchmi
sposobom zavislym od davky.

Na optimalizaciu bola vyvinuta testovacia kaskada suc¢asne dostupnych technik na rozlidenie adhézie do-
StiCiek a agregécie doStiCiek: zistuje sa schopnost’ dosticiek spomalovat’ alebo zastavit prietok vlaknami,
prispevok dostiCiek k vytvaraniu zhlukov in vitro, adhézie na sklenenych gul'éckach, alebo prietoky pIné krvi
cez filter a adhézia dostiCick antikoagulovanej plazmy bohatej na dosticky na filtroch skladajucich sa zo
sklenenych vlaken alebo z kolagénu pod regulovanym tlakovym gradientom.

Protein (pomenovany Saratin) je charakterizovany sekvenciami aminokyselin vyznaenymi v sekvencii
(SEQ.ID.NO.2) a sklada sa zo 103 aminokyselin, ktoré zaujimaju teoretickii relativnu molekulovii hmotnost
priblizne 12068 daltonov + 1 kDa. Protein vykazuje jedineéni primarnu $truktiiru bez vyznamnej podobnosti
s inymi skor objavenymi sekvenciami. Protein je bohaty na asparagovu a glutimovi kyselinu, ktoré prispie-
vaju k nizkej izoelektrickej hodnote pH 3,7 + 0,5 molekuly, merané IEF-PAGE.

Analyza SDS-PAGE preukazala silny posun mobility po redukcii proteinu elektroforézou, naznaéujici
posttranslatné modifikdcie. Sekvenovanie polypeptidu ukazalo Sest’ cysteinovych molekiil, ktoré by mohli
tvorit’ posttranslacné modifikacie proteinu. Hmotova spektrometria Saratinu elektronovym li¢om ukazala ak-
tudlnu molekulovi hmotnost’ 12061, ¢o naznaluje, Ze vo formovani sekundarej $truktiry nativnej formy
proteinu sa zucastiiuju aZ tri disulfidické vdzby. Inhibitor adhézie podl'a vyndlezu je novy, pretoZe sa lisi od
znamych inhibitorov agregicie izolovanych z pijavic, najmé z Calin alebo LAPP molekulovou hmotnostou,
izoelektrickym bodom, sekvenciou aminokyselin a biologickymi aktivitami.

Vynalez sa tyka rovnako izolovanej DNA zaujimajicej polynukleotid kodujuci inhibitor adhézie dosti-
¢iek odvodeny z pijavic, majucej sekvencie aminokyselin, ako je ukdzané pre protein. Sekvencie nukleotidov
predstavujuce klon cDNA je v SEQ.ID.NO.1. Poloha 1 aZ 63 sekvencie nukleotidov reprezentuje domnelu
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vodcovski sekvenciu 21 aminokyselin a poloha 64 aZ 372 obsahuje otvoreny ¢&itaci ramec kodujuci polypep-
tid zvyskov 103 aminokyselin a sekvenciu aminokyselin uvedent pre prirodny protein v SEQ.ID.NO.2.

Vynilez sa tyka tieZ rekombinantnych vektorov, ktoré obsahuji synteticky gén kédujuci inhibitor adhézie
dogti¢iek odvodeny z pijavic podla vynalezu a hostiteI'skych buniek, obsahujicich rekombinantné vektory.
Sposoby ziskavania a izolovania expresovanych proteinov boli zaloZené na technolégiach znacenia alebo boli
prevzaté z &istiacej schémy vyvinutej pre prirodne sa vyskytujuci Saratin. V zavislosti od individualnych pro-
tokolov pouzivanych na extraceluldrnu a intracelularnu expresiu v bunkach kvasinkovych, hmyzich, oblicko-
vych, v bunkach mladat chrékov a v bunkéch E. coli transformovanych vhodnymi vektormi, je potrebné
upravit’ kroky ziskavania rekombinantného proteinu zo supernatantu alebo zo sedimentov spdsobmi znamy-
mi pracovnikom v odbore. Vyborna expresia bola najdend v E. coli ako hostitelovi, kde periplazmaticka ex-
presia prispela za¢lenenim vodcovskej sekvencie pelB. Bolo dosiahnuté ziskavanie produktov z Escherichia
coli (E. coli) (priblizne 5 mg/l) po osmolyze a odstredeni. V sibeznom experimente bolo pouZité Saccharo-
myces cerevisiae (S. cerevisiae) (kultivaény kupel' >10 mg/l) s alternativnym, z kvasiniek prevzatym vekto-
rom, v paralelnom pokuse. Sekretovany material bol izolovany odstredenim. Cistenie bolo dosiahnuté prie¢-
nou filtraciou a ionexovou chromatografiou. Pri ostatnych expresiach pouZivajucich buniek bud’ COS alebo
CHO bola expresia priblizne 750 ng/ml. Elektroforetickou a chromatografickou analyzou bolo preukazané,
e vytisteny rekombinantny material je ¢isty a homogénny a identicky so Saratinom odvodenymi zo slin, ak
doklada sekvenovanie aminokyselin a stanovenie molekulovej hmotnosti.

Vynalez sa tyka tieZ spdsobu izolacie aktivneho proteinu zo surovych slin pijavic a merania jeho aktivity
proti dostickam statickymi a dynamickymi skiSobnymi spésobmi, rovnako ako pouZitie tychto spésobov na
izolovanie rekombinantného proteinu.

Spdsoby vyroby Saratinu objastiuju priklady 6, 7, 8 a 13, ale pouZité spdsoby expresie nie su obmedzené
na tieto priklady. Na expresovanie Saratinu mdZu byt' rovnako pouZité napriklad transgénne mysi alebo iné
organizmy vratane inych cicavcov.

Proteiny podl'a vynilezu zahfiaju varianty, ktoré konzervuju aktivity objavenych sekvencii vratane frag-
mentov alebo subjednotiek, prirodne sa vyskytujucich variantov, alelovych variantov, nahodilo generovanych
umelych mutantov a zamernych variantov sekvencii, ako je adicia, ktoré konzervuje aktivitu. Fragmenty ale-
bo subjednotky sa tykaju ktorejkol'vek asti sekvencie, ktora obsahuje menej aminokyselin ako uplny protein,
napriklad sekvencie vyrad’ujiicej ¢asti N- alebo C-zakoncenia tiplného proteinu.

Dalej sa vynilez tyka tiez hybridnych proteinov, ako su fizne proteiny alebo proteiny pochadzajuce z ex-
presie mnoZstva génov v expresnom vektore a mozu zahfiiat’ polypeptid majuci Specificku aktivitu objavené-
ho proteinu riaden peptidovymi vizbami na druhy polypeptid. Menovito vynéilez zahrfia varianty proteinov,
predovietkym v3etky varianty, ktoré sa lisia od izolovaného proteinu iba konzervativnou substiticiou amino-
kyseliny. Také konzervativne substitiicie aminokyselin definoval Taylor a kol. (J. Mol. Biol. str. 188 aZ 233,
1986).

Zahrnuté su takisto spdsoby pouZivania proteinov na prevenciu alebo oneskorenie aktivacie doSti¢iek in-
hibiciou interakcii kolagén/dosti¢ky. Protein sa hodi na prevenciu, na profylaxiu, na terapiu a na lieCenie
trombotickych chordb. Na rozdiel od tychto skér opisanych proteinov, ktoré pdsobia na rézne povrchové pro-
teiny na dosticke, ma protein podl'a vynalezu jedine¢ny mechanizmus pdsobenia. ViaZe sa pevne na povrch
kolagénu a jeden z jeho mechanizmov pdsobenia je dany pokrytim Specifickych stran kolagénu, ktoré uZ nie
su k dispozicii pre interakcie a viazanie dosti¢iek. Typ nového mechanizmu ma vel'ku prednost v tom, Ze po-
&as aplikacie proteinu zostanu dosticky funkéne nedotknuté, takZe z tohto oSetrovania je moZné ocakavat
velmi malé alebo dokonca Ziadne krvacanie.

Inou velkou oblastou pouZitia je oSetrovanie rdznych povrchov proteinom, aby sa stali neadhezivne
pre dosti¢ky a tym vytvaraju zariadenia kompatibilné s krvou.

Ako bolo uvedené, hodia sa polypeptidy podl'a vynilezu ako farmaceuticky uc¢inné zliCeniny pre farma-
ceutické prostriedky a kombindcie.

Farmaceutické prostriedky podl'a vynalezu méZu pripadne obsahovat’ pridavné aktivne prisady, ako je as-
pirin, protizraZavé prostriedky, ako je hirudin alebo heparin alebo trombolytické ¢inidla, ako je plazminoge-
novy aktivator alebo streptokinaza.

Nové polypeptidy podla vynalezu mézu vytvéarat' farmaceuticky prijatelné soli s vSetkymi netoxickymi,
organickymi alebo anorganickymi kyselinami. Ako priklady anorganickych kyselin sa uvadzaju kyselina
chlorovodikova, bromovodikova, sirova, alebo fosforedna a kovové soli ako natriummonohydrogenortofosfat
a kaliumhydrogensulfit. Ako organické kyseliny sa prikladne uvadzaju kyseliny mohokarboxylové, dikarbo-
xylové a trikarboxylové, ako je kyselina octova, glykolova, mlieéna, pyrohroznova, malénova, jantarova,
glutarova, fumarova, jabléna, vinna, citrénova, askorbova, maleinova, hyroxymaleinova, benzoova, hydroxy-
benzoova, fenyloctova, Skoricova, salicylova a sulfénové kyseliny, ako kyselina metansulfénova. Soli ami-
nokyseliny s karboxylovym zakon&enim zahfiiaju netoxické karboxylové kyseliny vytvorené s akoukol'vek
anorganickou alebo organickou zasadou. Tieto soli zahfiiaju napriklad soli alkalickych kovov, ako je sodik a
draslik, kovov alkalickych zemin, ako je vapnik a horéik, l'ahkych kovov skupiny IIIA vratane hlinika a or-
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ganickych primarnych, sekundarnych a tercidrnych aminov, ako s trialkylaminy vratane trietylaminu, proka-
inu, dibenzylaminu, 1-etenaminu, N,N'-dibenzyletyléndiaminu, dihydroabietylaminu a N-alkylpiperidinu.

Pojmom ,,farmaceuticky prijatelny nosi¢* sa tu rozumie inertné netoxické alebo tekuté plnidlo, riedidlo
alebo zapuzdrovaci material, nereagujici nepriaznivo s i¢innou zlieninou alebo s pacientom. Vhodné, vy-
hodne kvapalné nosice su v odbore dobre zndme, ako sterilna voda, solanka, vodna dextréza, cukrové rozto-
ky, etanol, glykol a oleje vratane mineréalneho, Zivocisneho, rastlinného alebo syntetického povodu, napriklad
podzemnicového, séjového a mineralneho oleja.

Prostriedky podla vynalezu sa méZu podavat’ v jednotkovych davkach obsahujiicich bezné netoxické
farmaceuticky prijatené nosice, riedidla, pomocné €inidla a spojiva, ktoré si typické na parenteralne poda-
vanie.

Pojem ,parenteralny“ zahffia subkutanne, intravendzne, intraartikuldrne a intratrachealne injekéné a in-
fuzne techniku. Vhodné st tiez iné spdsoby podavania, ako oralne a topické. Parenteralne prostriedky a kom-
binécie st najvyhodnejie podavané intravenézne, bud v bolusovej forme alebo ako konstantné fiizie podrla
znamych sposobov.

Tablety a kapsuly na ordlne podavanie obsahuju konvenéné excipienty, ako su spojiva, plnivé, riedidla,
tabletovacie Cinidld, mazadla, dezintegraéné ¢inidla a namagadla. Tablety mézu byt potiahnuté v odbore
znamym spdsobom. Oralne kvapalné prostriedky méZu byt vo forme vodnych alebo olejovych suspenzii,
roztokov, emulzii, sirupov a vodiciek, alebo méZu byt podavané ako suchy produkt na zmiesanie s vodou
alebo s inym vhodnym nosi¢om pred pouZitim. Také tekuté prostriedky mézu obsahovat’ obvyklé prisady,
ako suspenzacné ¢inidla, emulgatory, nevodné nosice a konzerva¢né ¢inidla. Topické prostriedky mézu byt
vo forme vodnych alebo olejovych suspenzii, roztokov, emulzii, Zelé a vyhodne emulznych masti.

Jednotkové davky podla vynalezu méZu obsahovat' denné potrebné mnozstva proteinu podlPa vynalezu,
alebo jeho podiely na vytvorenie poZzadovanej davky. Optimalna terapeuticky prijatelna dévka a rychlost’ pre
daného pacienta (cicavca vratane l'udi) zavisi od mmohych &initelov, ako st u¢innost’ $pecifickej pouzitej
ucinnej latky, materidl, vek, telesnd hmotnost,, celkovy zdravotny stav, pohlavie, diéta, Gas a cesta podavania,
rychlost’ vylu€ovania, aktivita enzymu (jednotiek/mg proteinu), el o$etrovania, to znamena terapia alebo
profylaxia a povaha trombotickej oSetrovanej choroby, poZadovana protidosti¢kova alebo antikoagula¢na ak-
tivita.

Preto v prostriedkoch a kombindciach pre lie¢eného pacienta (in vivo) je farmaceuticky u¢inng denné
davka proteinu podl'a vynéalezu priblizne 0,01 az 100 mg/kg telesnej hmotnosti vyhodne 0,1 aZ 10 mg/kg te-
lesnej hmotnosti. Podl'a formy podania méZe jedna samotna davka obsahovat 0,5 aZ 10 mg trombinového in-
hibitoru. Na dosiahnutie antikoagulaéného u¢inku v mimotelovej krvi je farmaceuticky t¢inné mnoZstvo pep-
tidu podl'a vyndlezu 0,2 az 150 mg/l, vyhodne 1 az 20 mg/l mimotovej krvi.

Vynélez sa tiez tyka implantovateInych alebo mimotelovych medicinalnych zariadeni na pouZitie v styku
s telesnymi kvapalinami, pricom povrchom tychto zariadeni je dodana tromborezistencia potiahnutim imobi-
lizovanym polypeptidom podl'a vynalezu. Polypeptid podl'a vynalezu sa imobilizuje na medicindlnom zaria-
deni tak, aby bol povrch biokompatibilny a tromborezistentny. Také zariadenie méa niekedy povrchové vlast-
nosti, ktoré navodzuji agregaciu dotiCiek, o je nevyhodné pri zamere ich pouZitia pre implantovatel'né ale-
bo mimotelové medicindlne zariadenia, ktoré maji prichadzat’ do styku s krvou alebo s inou l'udskou kvapa-
linou. Ako priklady takych zariadeni, ktoré sa spravidla vyrabaju z plastov, sa uvadzaji protézy, umelé orga-
ny, oéné Sodovky, sutury, umelé cievne segmenty, katétre, dialyzatory, rurky a cievy na vedenie krvi.

Posteriére zakalenie puzdra (,,posterior capsule opacification =PCO) je beZnou komplikaciou po ex-
trakcii kataraktu cez moderné chirurgické spdsoby a SoSovky, ktoré sa na tieto ucely pouzivaju. PCO je spo-
sobené proliferaciou a migraciou SoSovkovych epitelovych buniek posteriornym puzdrom, &im sa zniZuje
zrakova ostrost. Fyzikalne oetrenia, ako tiez chemicky modifikované $oSovky boli navrhnuté na zniZenie
PCO. Na zniZenie PCO boli navrhnuté heparinové povlaky Sosoviek alebo topické heparinové o&né kvapky,
¢o naznacuje, Ze trombogénne mechanizmy sa podielaju na vytvaraniu PCO.

Ukazalo sa, Ze Saratin mé4 vyznamné prednosti oproti heparinu v prevencii a blokovani trombogenickosti.
Vynalez sa preto dalej tyka povlaku obsahujiiceho Saratin, ktory zniZi trombogeneckost’ materialu $ofoviek,
pouZivaného na refrakéné anteridrme alebo posteriérne puzdro oénych implantitov, ktoré sa méZu chirurgic-
ky implantovat’ do oka. Tento novy typ povlaku &eli problémom so stimulovanym rastom buniek. V kombi-
nacii s ostatnymi lie¢ivami, ktoré napriklad spdsobuji smrt’ buniek, pomaha Saratinovy povlak k tplnému
predchadzanin PCO.

PrehPad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 Separacia zloZiek slin. Elicia Saratinu je vyznacena *.
a) Separacny profil slin po DEAE anexovej vymene. Frakcie Saratinu sa zberaju z piku 3. (priklad 2)
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Na osi X je mnoZstvo v ml, na osi y st jednotky AU. Tlmivé roztoky: A) 20 mM Tris, B) tlmivy roztok A,
1M NaCl. Prietokova rychlost’ 10 ml/min.

b) Rechromatografia zhromaZdenych frakcii na Mono Q HR5/5. Vzorky sa zhromaZd'uju z poslednej Casti
hlavného piku, ako je naznadené &iarou (prikiad 2)

Na osi X je mnoZstvo v ml, na osi y je absorbancia 280 nm. Tlmivé roztoky: A) 20 mM Tris, B) tlmivy roztok
A, 1M NaCl. Prietokova rychlost’ 1 ml/min.

¢) Posledny chromatograficky krok semi-preparativna analyticki RP-HPCL pozitivnych frakeii Saratinu
zhromazdenych z Mono Q HR5/5 (priklad 2). Aktivny Saratin je ziskany z hlavného piku (pik 3).

Na osi x je &as v min., na osi y st jednotky AU. TImivé roztoky: A: H,0.0,1 % TFA B: CH;CN.0,1TFA.

Obr. 2 SDS-PAGE zhromaZzdenych frakcii z RP-HPLC. Pozitivne frakcie Saratinu sii oznacené * (prikla-
dy 2 a3).

Obr. 3 Expresny vektor E. coli pre Saratin (priklad 7).

Obr. 4 Baculo donorovy plazmid pre Saratin (priklad 8).

Obr. 5 Plna krv bola vystavena umelému kolagénovému povrchu a adhézia dostiCiek sa zviditelnila vy-
farbenim. Saratin sa pouZil ako inhibitor (protein #607) priklad 9. Rychlost’ $myku: 1300 s”'. Pudska krv. Ko-
lagén typu III z T'udskej placenty. 30 ul/sklicko na prekrytie mikroskopickej vzorky (i na obr. 6 a 7 so sklic-
kom rozumie skli¢ko na prekrytie mikroskopickej vzorky). Prvy obrazec sa tyka kontroly, druhy proteinu #
607.

Obr. 6 Inhibicia adhézie dosticiek na sklicko potiahnuté kolagénom typu III za Smykovych podmienok.
Porovnanie slin a Saratinu. Priklad 9.

Kolagén typu III z l'udskej placenty.

Sliny # 616 0,11 mg/ml: 30 pl na sklicko n=4

Protein # 607 0,11 mg/ml: 30 pl na sklicko n=2

Na osi x st: v prvom stipci kontroly, v druhom stlpc1 roztok, v tretom stipci sliny # 616, v §tvrtom stipci pro-
tein # 607. Percentualny tdaj v tretom a tvrtom stipci udava percento inhibicie.

Na osi y je pokryta plocha (%).

Obr. 7 Saratin objasiiuje od davky zavisli inhibiciu vizbovej adhézie dosti¢iek na skli¢kach potiahnutych
kolagénom typu III za $mykovych podmienok. (Priklad 9). Protein # 607. Kolagén typ III z udskej placenty
Prvy stipec sa tyka roztoku.

Na osi x je koncentracia [ug/ml], na osi y je % inhibicia.
Obr. 8 Kvasinkovy expresny vektor pre Saratin (priklad 13). Vodcovsky a-faktor Saratinu.
Vynalez bliZSie objasiiuju, nijak viak neobmedzuji nasledujuce priklady praktického uskuto¢nenia.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priklad 1
Skrining inhibitorov adhézie

Funkénym zédkladom na skrining $tyroch zlozZiek slin je adhézia dostiCiek na kolagéne. Styri pridavné tes-
ty st vhodné na posudenie rézneho pdsobenia antitrombotickych drog, ako je skiska AZOCOLL, skiska ak-
tivity amidazy, von Willebrandov test viazania a skugka agregacie dosti¢iek, na vylicenie funkénych vlast-
nosti, ktoré by idealne neboli viazané na inhibitor adhézie. PretoZe vicSina tu pouZitych testov si Standardné
skugky, je potrebné skusku adhézie dostiCiek modifikovat, aby vyhovovala Specifickym potrebam Studie.
Podstata testu: ,,Horm* kolagénom (Nycomed) sa potiahnu 96-jamkové dosticky (Nunc) pri pouZiti okysle-
ného kolagénu v koncentracii 20 pg/ml a dodti€ky sa inkubuju cez noc. Po premyti dosticiek trikrat PBS sa
blokuje zostavajuci povrch jamiek 1 % BSA. Dosticky izolované Cerstvo z T'udskej citronylovanej krvi sa
pridaju sicasne s frakciami odvodenymi z jednotlivych stipcovych stuptiov. Pripadne sa vykona predbezna
aktivacia do&ti¢iek ich inkubaciou pred pouzitim TBS v pritomnosti hore¢natych iénov. Na porovnanie inhi-
bi¢nej aktivity sa pouZije ako $tandard surové sliny, §tandardizované na celkovii koncentraciu proteinu 200
pg/ml. Ukazalo sa, Ze test inhibicie dosti¢iek je vel'mi chilostivy na zmeny tlmivého roztoku a zvySené kon-
centracie soli. Hoci boli vietky vzorky spracované ionexovou chromatografiou, ukazalo sa, Ze priame testo-
vanie frakcii v skuske inhibicie je komplikované a nespolahlivé. Preto boli vietky testované vzorky apliko-
vané na koncentra¢ny stupen na Centrikonovej baze, ktory suéasne zniZuje iénovou silu a podporuje koncen-
traciu pred meranim.

Priklad 2
Cistenie prirodného inhibitora

Vynélez pouziva sliny zhromazdené od H. medicinalis, o ktorych je zname, Ze obsahujui rad bioaktivnych
proteinov, ako je hirudin, elastazové inhibitory, kolagendzy a inhibitory agregacie dosticiek, ako je calin
(Munro, R. a kol., Blood Coagulation and Fibrinolysis 2, str. 179 az 184, 1991) a LAPP (Schaffer L. W. a
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kol., Arterioskler. Thromb. 13, str. 1593 az 1601, 1993). Popri tychto charakterizovanych proteinoch zostava
stale neznidma vicSina pribliZzne 80 proteinov zistitePnych SDS-PAGE. Podla vynalezu si pouZité v priklade
1 opisané frakcionované sliny a skriningové stratégie pre nové proteiny, ktoré priamo interferuji s interak-
ciou dosti¢iek a kolagénu.

Ukazalo sa, Ze kritickou tilohou je oddelenie aktivity inhibitora adhézie od surovych slin, hlavne pre ne-
ndvratny stratu va¢3iny inhibi¢nej aktivity v prvom chromatografickom stupni. Munro R. a kol. odpori¢a adi-
tivum ako 12 % etanol a dvojmocné katiény, ¢o situaciu nezlep3uje. Ale vysoka koncentracia soli slin v kom-
binacii s celkovo nizkou koncentriciou proteinu (190 az 250 pg/ml) si vyZaduje pociatoént koncentraciu a
stupeil vymeny tlmivého roztoku. Preto sa skiimali rozne stratégie na obohatenie, koncentricie alebo vymeny
timivého roztoku. Tradiéna dialyza viedla k uplnej strate aktivity. VicSina ostatnych Standardnych technik,
ako s iénomenice, afinitné stipce vylucujiice velkosti (strata bola nezodpovedajiica Zivici stipca) zlyhali ne-
zavisle od povahy separacnej technolégie alebo tlmivého roztoku a pouzitych aditiv. S prekvapenim sa uka-
zalo, Ze tlakova dialyza 500 m! slin bola tspesnou metédou na skoncentrovanie proteinov slin (priblizne (30
az 40 krat), ktoré sa sucasne zbavili neziaducich zloZiek tlmivého roztoku. Neoéakavane sa stal surovy mate-
ridl slin, spracovany tymto spdsobom, idedlnym vychodiskovym materidlom na d’alsie &istenie a vytaZenie
bioaktivity antiadhéznych zloZiek zo slin uz nebolo nad’alej redlnym problémom. PretoZe sa ukézalo, Ze ka-
texy a afinitné stipce su nedostatoénym stuptiom Cistenia, pouZili sa slabé anexy ako DEAE-Fastflow alebo
EMD-DEAE-Fraktogel. Vyskusal sa 12 % etanol a dvojmocné katiény, ale vysledky boli podobné s tymito
aditivami i bez nich. Dal3ia optimalizacia chromatografickych operacii viedla k sekvencii stipca DEAE, Mo-
no Q-stipca a ako koneény krok k stipci reverznej fazy RP18. Optimalizacia chromatografickych podmienok
sa vykondvala chromatografickym systémom BiaCore pouzivajicim analytické stipce (obchodny produkt
spolo¢nosti Pharmacia). Gradienty na ovladanie stipca DEAE, Mono-Q-stipce a stipcov RP18, sii uvedené na
obr. la, b, c. Separécia zalozena na BiaCore bola vyvaZena pouZitim techniky FPLC. Optimalizované bezné
podmienky boli priamo prevedené na poloprevadzkové meradlo separacie podl'a instrukcii vyrobcu s vynim-
kou stuptia so stipcom RP18, ktory bol zachovany technikou Biacore na minimalizéciu strat vyc€isteného ma-
teridlu. VytaZok vyCisteného proteinu z posledného chromatografického stupiia RP sa vykonal rychlym vé-
kuovym odstredenim. Vzorky, spojené z posledného stupiia RP, sa zhromazdili a analyzovali pomocou SDS-
PAGE (obr. 2). Potom sa vzorky resuspendovali v PBS a pouzili na vykonanie analytickych i funkénych tes-
tov. Spravidla sa ziskalo priblizne 750 pg/l. Saratinu z nespracovanych slin.

Priklad 3
Biochemicka charakteristika

Cistenie Saratinu podra prikladu 1, viedlo v podstate k ¢istému proteinu so zdanlivou molekulovou hmot-
nostou priblizne 21 kDa, ak je uskutotnené za redukénych podmienok v SDS-PAGE (obr. 2). Kompletna
aminokyselinova sekvencia sa ziskala priamym sekvenovanim prvych 48 aminokyselin vy&isteného proteinu
a bola doplnené sekvenovanim niekol’kych vnutornych peptidov pochédzajucich z enzymatickej degradacie.
Uplna sekvencia proteinov je uvedena v SEQ.ID.NO.2.

Protein sa sklada zo 103 aminokyselin s vyratanou molekulovou hmotnostou 12067,9 a s aktualnou mo-
lekulovou hmotnostou 12061,9, ako bolo doloZené hmotovou spektrometriou ES1-Mass spectrometri. Tieto
rozdiely teoretickej a nameranej molekulovej hmotnosti naznaduju, Ze vietkych Sest’ cysteinov, identifikova-
nych v Saratine, sa podiel'ajii na tvorbe mostikov S-S. Tento poznatok je podporovany pozorovanou silnou
zmenou mobility proteinu, ked’ je podrobeny chromatografii v SDS-PAGE za redukénych alebo nereduké-
nych podmienok. Protein je okrem toho obohateny kyslymi kyselinami, ako je Glu a Asp. Izoelektrické zaos-
trenie technikou IEF-PAGE (Immobilin) ukazalo izoelektricky bod pH 3,7 + 0,5. V porovnavacej $tidii sa
ako referen¢ny pouzil vyCisteny pijavicovy protein a porovnaval sa s fyzikalne-chemickymi vlastnostami re-
kombinovaného Saratinu, odvodeného z expresie baculo, kvasiniek a E.coli. Ukézalo sa, Ze vietky tri protei-
ny su v svojich vlastnostiach identické. Charakterizacia proteinu pomocou SDS-PAGE, zviditeI'nené Coo-
massi (obr. 2), alebo striebornym zafarbenim a/alebo analyzou Western blot ukéazala, Ze protein je homogén-
ny a v neglykolyzovanej forme.

Priklad 4
Priprava mRNA a syntéza cDNA

Pripravi sa RNA z lekarskych pijavic Hirudo medicinalis pri pouziti guanidintiokyanatového spésobu.
mRNA sa ¢isti od RNA ako celku pri pouZiti supravy ,,Oligotex mRNA kit“ (QIAGEN). Syntetizuje sa
cDNA pri pouZiti sipravy ,,Marathon cDNA Amplification kit“ (CLONTECH). Sekvencia DNA kddujica
Saratin sa napred zosilni pouZitim oligonukletidovych prajmerov PCR podla odporuéania vyrobcu. Po synté-
ze cDNA sa k obidvom koncom cDNA pripoji univerzalny adaptor. Sekvencie univerzalneho adaptora a uni-
verzalnych prajmerov AP1 alebo AP2 sa volia podl'a instrukcii dodavatel’a sapravy.
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Priklad 5
Zosilnenie a izolovanie Saratinového génu pomocou PCR

Na bezprostrednom konci N-zakonéenia reverznej translatovanej aminokyselinovej sekvencie Saratinu sa
syntetizujii degenerované prajmery. Tieto prajmery 01 a 02 boli skonstruované na hybridizaciu Specificky
na 5'-zakon&eni cDNA Saratinu. Konstrukcia prajmeru je zaloZena na reverzne translatovanej sekvencii ami-
nokyselin experimentalne uréenych ésmimi aminokyselinami N-zakon¢enia vycisteného proteinu Saratinu.
Obidva prajmery, 01 a 02, sa syntetizuju pri pokial mozZné nizkej degeneracii a na dodanie prajmerom na kri-
tickom 3'-zakonéeni roztiahnutia 8 parov baz perfektne suhlasiacich so sekvenciou cDNA Saratinu na zaiste-
nie G¢inného a $pecifického zosilnenia matrice cDNA. Podla DNA degenerovana abeceda (IUPAC code)
R=A alebo G; M=A alebo C, Y=C alebo T a N=A alebo G alebo C alebo T. Reakcia 3'-RACE PCR sa vyko-
na pri pouziti zmesi prajmeru 01 a prajmeru 02 a univerzalneho prajmeru AP1 alebo AP2. Produkty PCR sa
klonuju do TA klonovacieho vektoru pCR2.1 alebo pCR Skript SK(+) vektor a sekvenuji sa. Ked' sa po sek-
venovani ziska niekol’ko fragmentov 3'-RACE PCR, ziska sa sekvencia génu Saratinu, s vynimkou 5' netran-
slatovanej oblasti, signélnej peptidovej sekvencie a sekvencie kodujiicej prvych osem aminokyselin z N-
-zakondenia zrelého proteinu. Na ziskanie tejto chybajucej Saratinovej cDNA sekvencovej informacie sa
uskutoéni experiment 5'-RACE pouZitim gén 3pecifického prajmeru zo stredu Saratinovej cDNA a jedného
z univerzalnych prajmerov AP1 alebo AP2. Po sekvenovani niekolkych z vyslednych fragmentov 5-RACE
PCR sa ziska uplna sekvencia génov Saratinu. Zosilnenim génov Saratinu PCR pomocou gén- spec1ﬁckych
nedegenerovanych prajmerov z obidvoch 3'-zakonéeni a 5'-zakonéeni génov Saratinu sa ziska plna dizka gé-
nu Saratinu.

Sekvenovanie DNA sa vykona s viac ako 15 réznymi klonmi PCR. Zistila sa vSak iba jedna vyznamna
zmena, ktora spdsobila zmenu aminokyselinovej sekvencie len v jednom klone. Je vel'mi pravdepodobné, Ze
tito zmenu spdsobila PCR. Zistilo sa inych pat’ tichych zmien, ktoré nesposobuji zmenu aminokyselinovej
sekvencie. Nie je teda pravdepodobné, Ze boli tieto zmeny spdsobené PCR, pretoZe rovnaké zmeny boli ndj-
dené v odli$nych klonoch.

Gén Saratinu ORF je 37 2bp a obsahuje 21 aminokyselinovii signalnu sekvenciu a 103 aminokyselinovi
sekvenciu koédujticu zrely protein. Zistilo sa, ze aminokyselinova sekvencia, odvodena z klonu PCR, je totoz-
n4 so sekvenciou ziskanou sekvenovanim proteinu, odvodeného z prirodnych slin.

Prikiad 6
Expresia v bunkach COS a detekcia expresovaného proteinu

Na expresovanie génu Saratinu do cicavéich buniek ako COS alebo CHO, sa gén Saratinu odstrihne
z vektora pCR Skript SK(+) pomocou Xhol+Xbal a klonuje sa do expresného vektora cicavéej bunky pCl
neo (Promega). Zvolena bola pCl-neo, pretoZe obsahuje promotor T7 a T3 na expresiu in vivo a neomycinu
odolavajici gén na selekciu G418 a mbzZe byt pouzita tak v bunkach COS, ako i CHO. Pridavne k signalnej
sekvencii a k sekvencii zrelého proteinu obsahuje inzert sekvenciu Koz na 5'-zakon¢eni na u¢innu translaciu
a his-koniec (,,his-tag*) MRGS(H)s na 3'-zakonéeni (C-terminal) na detekciu expresie proteinu, vyCistenie a
koncentraciu. Plazmidovy kon$trukt ma nazov pNC-31. PouzZije sa pNC-31 plazmidu DNA na transfekciu
buniek COS. Bunky COS, rastice na dlhej faze, sa premyju dvakrat PBS a rozpustia sa v PBS v koncentracii
1x107/ml. Prid4 sa 12 pg plazmidu DNA (menej ako 50 pl vo vode alebo TE-tlmivy roztoku) do 0,7 az
0,8 ml suspenzie buniek COS a mie$a sa v elektroporacnej kyvete. Elektroporacia sa vykonava 10 mimit pri
1,9 kV a zmes sa prenesie na 90 mm-do§ti¢ku. Po pridani 8 ml média DMEM obsahujiceho 10 % FCS a an-
tibiotika sa bunky nechaju rast 3 dni. Supernatanty a bunky sa pouZiju na d’alsiu izolaciu proteinu a na detek-
ciu. Expresovany protein sa detekuje metédou western blottingu pomocou protilatky anti-MRGS(H)6. Ciste-
nie sa vykona chelatmi, ako je NTA alebo imidooctova kyselina imobilizovana na matrici stipca a modifikuje
sa kovovymi i6nmi, napriklad kobaltu, niklu alebo medi.

Priklad 7
Konstrukcia expresného vektora E. coli a expresia

I ked je pouzitie variabilného kodénu v roéznych biologickych systémoch, niektoré kodény sa pouZivaju
velmi zriedkakedy v E. coli. Na umoZnenie expresie optimalizovanej verzie v E. coli sa gén previedol na
E. coli kodén znamymi sposobmi.

Expresia E. coli sa uskuto¢iiuje pomocou modifikovanej verzie plazmidu pASK75, ktory nesie tet promo-
torovi oblast’. (Skerra A. a kol., Gene 151, str. 131 az 135, 1994). V podstate sa modifikicia vykona klono-
vanim nového spojovnika medzi miestami Xbal a Hind III (obr. 3). Novy spojovnik obsahuje vedicu sekven-
ciu ompA, iné nasobné klonovacie miesto a 6xHis-koniec miesto strep-konca.

Na konstrukciu expresného vektora pre Saratin bolo nutné zaviest’ reStrikéné miesta 5'Cla I a 3'Eco47III
spésobom PCR. Preto sa pouZil 5'-prajmer03 a 3'-prajmer04. Produkt PCR sa napred klonuje do vektorového
systému PCR II (Invitrogen) a sekvenuje sa. V druhom kroku sa gén Saratinu klonuje do modifikovaného
vektora pASK75 pomocou restrikénych miest 5'Clal a 3'Hind III
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Po expresovani a preukdzani aktivity tohto rekombinantného Saratinu v druhej reakcii PCR sa His-
-koniec vyberie a $tartovaci kodén Saratinového génu sa priamo fiizuje do vodcovskej sekvencie omp A.
Prajmery 5'-prajmer05 a 3'-prajmer06 na tito reakciu PCR st v zozname sekvencii.

Ako priklad na expresiu v E. coli sa expresny vektor pRG72 (obr. 3), ktory obsahuje $truktarny gén Sara-
tinu fizovany do vodcovskej sekvencie ompA transformuje do kompetentnych buniek W3110. Bunky sa in-
dukuji po raste do fazy midlog. Po jednej hodine je mozné zretelne zistovat rekombinantny Saratin.

Priklad 8
Konstrukcia Baculo donorového plazmidu a expresia

Na expresiu Saratinu v expresnom systéme Baculo virusu sa pouZije expresny systém Bac-To-Bac™ Ba-
culo Expression System (spolo¢nost’ Gibco Life Technologies). Na ziskanie selekéného systému bola fuzo-
vand vodcovska sekvencia véelicho melitinu do génu Saratinu a na zavedenie restrikénych miest 5'BamHI a
3'Kpnl sa vykona jedina reakcia PCR pomocou prajmerov 5'prajmer(7 a 3'prajmer08. Zodpovedajuci produkt
PCR sa klonuje do vektora PCRII (Invitrogen) a sekvenuje sa. Potom sa klonuje fiizia Melitin-Saratin do
vektora pFastBac pomocou restrikénych miest 5'BamHI a 3'Kpnl a vysledkom je pTD13 (obr. 4). Generacia
rekombinantnych baculovirusov a expresia Saratinu sa vykona systémom Bac-To-Bac Expression System.
Donorovy plazmid pTD13 sa transformuje do kompetentnych buniek DHIOBac, ktoré obsahujii bacmid s
ciel'ovym miestom mini-attTn7 a pomocny plazmid. Element mini-Tn7 na donorovom plazmide ca sa pre-
miestni do ciel'ového miesta mini-attTn7 na bacmide v pritomnosti transpozicnych proteinov poskytnutych
pomocnym plazmidom. Kolénie, obsahujiice rekombinantny bacmid, sa identifikuju dizrupciou lacZ génu.
Vysokomolekuldrna mini-prep DNA sa pripravi zo selektovanych E. coli klonov obsahujiicich bacmid a tato
DNA sa potom pouZije na transfektovanie hmyzich buniek. Podrobné navody si v in§trukenej prirucke ex-
presnej supravy.

Priklad 9
Adhézia dosti¢iek ku kolagénu za prietokovych podmienok (dynamické skuska)

Pri skuske adhézie dosticiek sa necha prechadzat’ uplna Pudskéa krv komérkou s paralelnym prietokom na
skimanie adhéznej aktivity dosti¢iek na kolagénom potiahnuté sklicka na prekrytie mikroskopickej vzorky
(dalej sa vyrazom skli¢ka rozumeju sklicka na prekrytie mikroskopickej vzorky) pri prietoku s velkym $my-
kom, (simulé4cia tepnovych podmienok in vivo), ktort opisali Sakariassen a kol. (Meth. Enz. 169, str. 37 az
70, 1988). Na vycistené skli¢ka (18x18 mm) sa retuSovacou vzduchovou kefkou nanesie Pudsky placentovy
kolagén typu III (Sigma) rozpusteny v 50 mmol/1 octovej kyseliny. Skli¢ka sa ulozia v PBS pri teplote 4 °C
cez noc.

Cerstva predhriata Pudska krv (opatrend antikolagénnym heparinom s nizkou molekulovou hmotnostou,
20 U/ml) sa predhreje po¢as 10 minut na teplotu 37 °C pred pouZitim. Pipetou sa na skli¢ka nanest proteino-
vé prostriedky podla vynalezu (30 pl na sklicko) a inkubuju sa 10 minut vo vlhkej komérke pri teplote
miestnosti nez sa vloZia do perfiiznej komoérky. Krv sa necha prechddzat’, komérkou (pri teplote 37 °C 5 mi-
nut $mykovou rychlostou 1 300/s).

Potom sa sklicka zloZia, oplachnu sa PBS a fixuju sa 30 minuit v 0,25 % gluteraldehydu, potom sa vyfar-
bia farbivom May-Griinwald Giemse. Obr. 9 je typickym prikladom. Extenzivne potiahnutie vyfarbenymi
dostickami je zrejmé na neoSetrenom kontrolnom povrchu. Porovnavaci povrch predbeZne spracovany Sara-
tinom ukazuje dramaticky zniZzen (o 80 %) vizbu na dosti¢ky.

Adhézia dostiCiek sa kvantifikuje svetelnym mikroskopom, ako je zrejmé na obr. 5 (pri 1000-nisobnom
zviacseni), pripojenym na pocitacovy analyzator obrazu (Leica). Vysledky su vyjadrené percentom povrchu
pokrytého dostickami a dostiCkovymi agregatmi.

Inhibi¢né posobenie slin je porovnané s vy¢istenym proteinom (obr. 6). Adhézia dosti¢iek na dosti¢kach
potiahnutych kolagénom typu III pri rychlosti $myku 1300/s so surovymi slinami (#616) vytvara inhibiciu
priblizne 48 % v porovnani s kontrolou. Vy¢isteny protein (#607); Saratin) doklada zniZenie usady dostigiek
pribliZzne o 81 % pri Standardizovanych koncentraciach proteinu. Inhibicia vyvolana Saratinom sa zvy3uje v
zavislosti od davky s vy§§imi koncentriciami ¢isteného proteinu (obr. 7).

Priklad 10
Imunizacia a protilatky

S prvou partiou vysoko vy¢isteného prirodného proteinu, ktora bola k dispozicii, sa hned’ zapocalo s imu-
nizaciou zvierat. Imunizacné séra sa zvysili pri kralikoch a na d’ali skrining boli k dispozicii vysoko titrova-
né reakéné ¢inidla. Dostupné sa stali d'aliie antiséra, ked' boli k dispozicii peptidové sekvencie tplného pro-
teinu a syntetizovali sa tri syntetické peptidy (sekvencie aminokyselin 83-103, 13-30, 58-69) pripojené ku
KLH $tandardnym vizbovym postupom a pouZili sa na imunizaciu. Ustavili sa tri séra zamerané na segment
N-zakoncenia peptidu a dve séra Specifické pre C-koncové peptidy. S vysoko titrovanymi imunitnymi séra-
mi, ktoré boli k dispozicii, bolo moZné zaviest’ a pouZit' technoldgie Elisa na sledovanie a kvantifikovanie
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vy&istenia prirodne isteného, rovnako ako rekombinantného proteinu. Tak mohla byt' Casovo naro¢na a dost’
naméhava skuska intenzivnej inhibicie dosti¢iek nahradena len potvrdenim inhibi¢ného potencialu konecne
vydisteného proteinu.

Priklad 11
Imunitné skusky na stanovenie vizby Saratinu

Na potiahnutie 96-jamkovych mikrotitraénych dostitiek (Nunc) sa pouzije 50 pl okyslen¢ho Horm-
kolagénu (Nycomed) a cez noc sa potiahnu roztokom kolagénu (20 pg/ml). Pred skuskou sa dosticky premy-
ju trikrat PBS a inkubuju sa s roztokom BSA (1 %), aby sa zabranilo neSpecifickej adhézii. V sérii zriedeni sa
prida 50 ul Saratinu a inkubuje sa 1 hodinu. Pred pouZitim sa do3ticky omyji trikrat protilatkou anti-Saratinu
na detekciu. Po d’aliej jednohodinovej inkubacii sa prebyto¢na protilatka odstrani a sekunddrnym biotinom
znadend protilatka sa pouZije na detekciu. Kone&ny zaver sa vykona cestou farebnej reakcie streptavidinom
katalyzovanym POD so substratmi, ako s tablety ODB (Dako) meranymi pri 490 nm.

Priklad 12
Konkurenéna skuska na skrining inhibitorov

Rekombinantny taggovany Saratin (His-tag) pripraveny podl'a prikladu 7 sa porovnava s nativnym netag-
govanym Saratinom z hl'adiska viizby ku kolagénu. Sposobom opisanym v priklade 11 sa pripravia dosticky
potiahnuté okyslenym Horm-kolagénom (Nycomed). Detekcia sa vykona protilitkami kraliCieho anti-
Saratinu. Taggovany a netaggovany Saratin vykazuje totozné vizbové vlastnosti. Alternativne sa netaggova-
na verzia Saratinu modifikuje biotinylaciou (Pierce, biotinylaény kit) a porovna s nemodifikovanym Sarati-
nom. Vizbové vlastnosti na kolagén su totozné. Dalej boli uskutognené pokusy pri pouZiti biotinylovaného
Saratinu s konkurenénym nemodifikovanym Saratinom, peptidov, Saratinu odvodeného zo slin, tiplnych slin
alebo protilatok zameranych na Saratin. Vizba réznych , konkurentov ku kolagénu bola testovana stanove-
nim vizby biotinylovaného Saratinu pomocou konjugatu streptavidin-POD a ODB-substratu reakciou k de-
tekcii. Tato skuska s biotinylovanym Saratinom sa pouZiva spravidla na stanovenie koncentracie Saratinu
v slinach (750 pg/1), epitopového mapovania na Saratin zamerenych protilatok, vyhodnocovanie bioaktivne-
ho Saratinu, mutovaného Saratinu. Na preskumanie potencialu testu blokovania a neblokovania sa pouzivaju
anti-Saratinové protilatky obohatené $pecifickymi peptidmi Saratinu.

Priklad 13
Kvasinkovy expresny vektor a expresia

Ako typicky priklad expresie kvasiniek sa pouZiva pichia multi copy expresny systém (Invitrogenu). Kon-
$trukcia kvasinkového expresného vektoru je znazornena na obr. 8. Na vytvorenie expresného vektoru pre
Saratin sa pouZije zosiliiovacia metdda na generovanie restrikénych zakonéeni (5'EcoR I, 3'Not I) kompati-
bilnych s vizbou do prisluiného vektora PePIC9K). Nasleduje 5'prajmer09 a 3'-prajmer10.

Pred transformovanim sféroplastov Pichia sa expresny vektor linearizuje so Sal L. Testuje sa koldnia pre
His* Mut*-pozitivne mutanty na zaruenie integracie Saratinového génu. Typickymi podmienkami rastu su:
teplota 28 az 30 °C aZ do optickej hustoty OD 2-6. Zavedenie expresie sa uskuto¢tiuje po resuspendovani od-
stredenych buniek v médiu a pridani metanolu aZ do konecnej koncentracie 0,5 % a uchovanie tychto pod-
mienok dlh§i &as, ktorym je spravidla 24 hodin. Po typickej Sestdennej fermenticii sa produkt ziska zo su-
pernatantu a analyzuje sa sposobmi SDS-PAGE a ELISA.

Priemyselna vyuZitePnost’

Peptid pdsobiaci proti zraZaniu krvi vhodny na vyrobu farmaceutickych prostriedkov na oSetrovanie
tromboembolickych ochoreni.

Sekvenény protokol

<110> Merck Patent GmbH

<120> Protein na blokovanie adhézie dosti¢iek
<130> Sekvencia saratinu

<140>

<141>

<160> 12

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210>1

<211> 375

11
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<212>DNA
<213> Hirudo medicinalis

<220>

<221>CDS

<222> (64) .. (372)
<400> 1

atgaagtatt tcttgatttc cttceetttgce ctcgcaagct tgctgatcte aactacttct 60

tca gaa gaa cgt gaa gat tgt tgg acg ttt tac gcg aac aga
Glu Glu Arg Glu Asp Cys Trp Thr Phe Tyr Ala Asn Arg
1 S 10

aca gac ttc gat aaa tct ttt aag aag tcc tct gat ctt gac
Thr Asp Phe Asp Lys Ser Phe Lys Lys Ser Ser Asp Leu Asp
20 25

aaa aaa aca tgt ttc aag acg gag tac tgc tac atc gttt ttt
Lys Lys Thr Cys Phe Lys Thr Glu Tyr Cys Tyr Ile Val Phe
35 40 45

acg gtc aac aag gaa tgt tac tac aat gtc gtt gat ggt gaa
Thr Val Asn Lys Glu Cys Tyr Tyr Asn Val Val Asp Gly Glu
S0 $5 60

gac caa gaa aaa ttt gtt gtc gac gaa aac ttc acg gaa aat
Asp Gln Glu Lys Phe Val Val Asp Glu Asn Phe Thr Glu Asn
65 70 5

aca gac tgc gag ggt aaa gat gca ggt aat gcg gca ggt aca
Thr Asp Cys Glu Gly Lys Asp Ala Gly Asn Ala Ala Gly Thr
80 85 90

gag tca gat gaa gtt gat gaa gat taa
Glu Ser Asp Glu Val Asp Glu Asp

100
<210>2
<211>103
<212>PRT
<213> Hirudo medicinalis
<400>2
Glu Glu Arg Glu Asp Cys Trp Thr Phe Tyr Ala Asn Arxrg
1 5 10
Asp Phe Asp Lys Ser Phe Lys Lys Ser Ser Asp Leu Asp
20 25

Lys Thr Cys Phe Lys Thr Glu Tyr Cys Tyr ITle Val Phe

35 40 45
Val Asn Lys Glu Cys Tyr Tyr Asn Val Val Asp Gly Glu

50 55 60
Gln Glu Lys Phe Val Val Asp Glu Asn Phe Thr Glu Asn
65 70 75
Asp Cys Glu Gly Lys Asap Ala Gly Asn Ala Ala Gly Thr
85 90
Ser Asp Glu Val Asp Glu Asp
100

<210>3
<211>23
<212>DNA

<213> Umel4 sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: degenerovany primér01

12

aaa
Lys

gaa
Glu
30

gaa
Glu

gag
Glu

tat
Tyr

ggt
Gly

Lys
Glu

30
Glu
Glu

Tyrxr

Gly

tat
Tyr

15
tgc
Cys

gac
Asp

tta
Leu

ttg
Leu

gac
Asp
95

Tyvr

15
Cys
Asp
Leu

Leu

Asp
95

108

156

204

252

3c0

348

375

Thxr

Lys

Thx

Asp

Thx

Glu
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<400>3

gargarmgng argaytgttg gac

<210>4

<211>23

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: degenerovany primér(02
<400> 4

gargarmgng argaytgctg gac

<210>5

<211>24

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér03
<400> 5

gcatcgatgg aagaacgtga agac

<210>6

<211>23

<212>DNA
<213>Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér04
<400> 6

tagegctttt gacgtcgtcg tca

<210>7

<211>26

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér05
<400>7

gaagaatgca aggatgagga ttattg

<210> 8

<211>25

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: primér06
<400> 8

aagcttctag tcttcgtcaa cttcg

<210>9
<211>94

23

23

24

23

26

25
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<212>DNA
<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér07
<400>9

cggatccatg aaattcttag tcaacgttge ccttgttitt atggtcgtat acatttctta 60
catctatgcg gaagaacgtg aagattgttg gact 94

<210> 10

<211>24

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér08
<400> 10

ggtacctcac atatcttcat caac 24

<210>11

<211>30

<212>DNA
<213>Umela sekvencia

<220> Opis umelej sekvencie: primér09
<223>
<400> 11

geatgeggcec gectaatctt catcaactte 30

<210>12

<211>27

<212>DNA

<213> Umela sekvencia

<220> Opis umelej sekvencie: primér10
<223>
<400> 12

gcatgaattc gaagaacgtg aagattg 27

PATENTOVE NAROKY

1. Polypeptid izolovany z H. medicinalis majici molekulovii hmotnost, priblizne 12 000 + 1 kD s biolo-
gickou aktivitou inhibitoru od kolagénu zavislej adhézie krvnych dosticiek, ktory vykazuje v celej dizke as-
poti z 80 % identitu s aminokyselinovou sekvenciou SEQ.ID.NO.2.

2. Polypeptid podl'a naroku 1 s izoelektrickym bodom pH 3, 7 + 0,5.

3. Polypeptid podl'a naroku 1 alebo 2 s $iestimi cysteinovymi molekulami schopnymi vytvarat' S-S mos-
tiky.

4. Polypeptid podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 az 3, s aminokyselinovou sekvenciou SEQ.ID.NO.2.

5. Izolovany polynukleotid kodujici polypeptid podla ktoréhokol'vek z narokov naroku 1 aZ 4.

6. Izolovany polynukleotid obsahujiici sekvenciu DNA SEQ. ID.NO.1 alebo sekvenciu DNA komple-
mentarnu k sekvencii DNA kodujucej polypeptid podla ktoréhokol'vek z narokov naroku 1 aZ 4.

7. Polynukleotid obsahujtci sekvenciu DNA, ktora vykazuje v celej dizke aspoti 80 % identitu so sekven-
ciou SEQ.ID.NO.1.

8. Expresny vektor obsahujici sekvenciu DNA podl'a naroku 6 alebo 7.

9. Hostitel'ska bunka obsahujiica expresny vektor podl'a naroku 8.
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10. Expresny systém obsahujtici hostitel'sku bunku podl'a nroku 9.

11. Spdsob pripravy polypeptidu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZz 4, vyzna ¢ujuci sa
t ¥ m, Ze sa expresny systém podl'a naroku 10 kultivuje za podmienok postadujicich na produkciu polypep-
tidu a polypeptid sa izoluje zo supernatantu kultury alebo z bunkového zvysku.

12. Protilatka imuno$pecificka pre polypeptid so sekvenciou SEQ.ID.NO.2.

13. Farmaceuticky prostriedok, vyzna&ujaci sa tym,Ze obsahuje polypeptid podla ktorého-
kol'vek z narokov 1 az 4 a farmaceuticky prijatelny nosi¢ alebo jeho excipient.

14. Farmaceuticky prostriedok podl'a naroku 13 na pouZitie na lieenie tromboembolickych procesov.

15. Farmaceuticky prostriedok podl'a naroku 13 alebo 14, vyzna&ujuci sa tym, Ze obsahuje
pridavné lie¢iva zvolené z aspirinu, heparinu alebo streptokinazy alebo ich kombinacie.

16. Pouzitie polypeptidu podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na vyrobu lieCiva na lieCenie tromboem-
bolickych ochoreni.

17. Pouzitie polypeptidu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na ex vivo potahovanie umelych po-
vrchov.

18. Pouzitie polypeptidu podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na ex vivo modifikaciu vaitrooénych So-
$oviek na zmiernenie trombogenickosti materialu SoSovky.

19. Pouzitie polypeptidu podl'a ktoréhokoI'vek z nirokov 1 az 4 na ex vivo kontaktovanie povrchu SoSov-
ky.

20. Pouzitie polypeptidu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na ex vivo kovalentné zosietenie na mo-
difikiciu materialu SoSovky.

21. Pouzitie protilatok podl'a naroku 12 a polypeptidu podla ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 4 na ex vivo
meranie polypeptidu produkovaného spdsobom podl'a niroku 11 alebo u lie¢eného subjektu.

9 vykresov
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