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Fibrinolyticky aktivni metaloproteindzovy peptid (nazyvany
"novy aktivni trombolyticky peptid" NAT), ktery je G&inny pfi
in vivo lyze krevnich sraZenin, jsou zde popsany metody a
materialy potfebné k jeho vyrob& pomoci rekombinantni
exprese.




FIBRINOLYTICKY AKTIVNI POLYPEPTID

Oblast techniky

Tento vynalez se vztahuje k fibrinolyticky aktivni
metaloproteindze, kterd md v p¥irodé se nevyskytujici sekvenci, k

metodam jeji vyroby a k jejimu pouzZiti v 1é&bé& trombdéz in vivo.

Dosavadni stav techniky

Fibrolaza je enzymaticky aktivni polypeptid (konkrétné
metaloproteinaza), tvofeny 203 aminokyselinami, ktery byl poprvé
izolovan purifikaci z jedu hada Southern Copperhead (Patent USA ¢.
4, 610,879, vydany 9.zari 1986 (Markland et al.); a Guan et. Al.,
Archives of Biochemistry and Biophysics, svazek 289, &islo 2, strany
197-207 (1991). Enzym vykazuje pfimou fibrinolytickou aktivitu se
slabou nebo Zadnou hemoragickou aktivitou. Rozpousti krevni
sraZeniny tvofené z fibrinogenu nebo z plné krve.

Aminokyselinov& sekvence fibroldzy byla urcena a také byly
popsany metody pro rekombinantni produkci v kvasinkdch a pouZiti pro
Upravu tromboembolickych podminek in vivo. Randolph et al., Protein
Science, Cambridge University Press (1992), strany 590-600 a
Evropsk& patentovd Zadost &. 0 323 722 (Valenzuela et al.),

publikovand 12. &ervence 1989.

Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje fibrinolytickou metaloproteinazu o
aminokyselinové sekvenci, kterd se bé&Zné v prirodé€ nevyskytuje
(popsana viz. SEQ ID NO:1 a také popisovana zde jako “novel acting
thrombolytic” (NAT). Také jsou poskytnuty sekvence nukleové kyseliny
jako nap¥. SEQ ID NO: 2 a jeji varianty, které kéduji NAT.




Termin ,zraly” je pouZivan v jeho konvencnim smyslu-oznacuje
biologicky aktivni polypeptid, ktery byl enzymaticky zpracovan in
situ v hostitelské bufice, vy3tépenim z”prepro” oblasti.

vzhledem k fibrinolytické aktivité je NAT pouZitelny in vivo
jako lyza&ni &inidlo krevnich sraZenin pfi lé&eni trombdz u savcu
(véetné krys, prasat a <&lovéka).

NAT polypeptid v tomto vyndlezu jako lécebné Cinidlo poskytuje
vyhody oproti v p¥irodé se vyskytujici fibrolaze
(napf.fibrinolyticky polypeptid nalezeny v hadim jedu). U nativni
fibroldzy je popsano né&kolik alternativnich N-koncl: QQRFP, EQRFP a
ERFP (kde E znadi cyklicky glutamin nebo kyselinu pyreglutamovou) .
Presn&ji, molekula fibrolazy, kterd zadinid na N-konci sekvenci
QQORFP, je degradovana na 2 izoformy, které maji N-konce EQRFP a

ERFP. Rekombinantni fibrolaza vyrab&nd v kvasinkach je smés vsech

t&chto 3 forem a tudiZ neni homogenni. Viz. Loayza et al, Journal of

Chromatography, B 662, strany 227-243 (1994).

A navic cyklicky glutamin blokuje N-konec a znemozniuje tak
sekvenovani.

Ve srovnani s tim rekombinantni NAT (popisovany v tomto
vynédlezu) poskytuje jednu formu: pouze jeden N-konec je typicky
vyrabén. Vysledkem je vé&tSi homogenita koncového produktu ve
srovnani s rekombinantni fibrolézou, coZ je vyhodné, kdyZ jako

kone&né upotfebeni jsou zamy$leny lékaiské aplikace.

Struény prehled obrézkl na vykresech

Obrézek 1 zobrazuje v linedrnim tvaru celou aminokyselinovou
sekvenci NATu (Seq ID NO:3), skladajici se z , prepo" oblasti
(podtrzend), kterd obsahuje ,Signalni“ peptid, a zraly polypeptid

(nepodtrZeny) .

Podrobny pfehled obrazkd na vykresech

NAT miZe byt vyrdbén rekombinantni expresi molekuly nukleové

kyseliny o SEQ ID NO:4, kterd koéduje kompletni aminokyselinovou




sekvenci NATu (SEQ ID NO:3), vcetné ,prepo™ oblasti (nukleotidy 1-
173) a zralého polypeptidu (nukleotidy 784-1386), ve vhodném
hostiteli. N&sledné po expresi, je prepo oblast v hostitelské burtice
enzymaticky odS8tépena a poskytuje zraly aktivni polypeptid (SEQ ID
NO:1).

NAT je vyrdbén v kvasinkdch, jak bude vysvétleno detailnéji
nize.

Zraly polypeptid (SEQ ID NO: 1), ktery je takto vyrédbén miZe
mit a také nemusi jako koncovou aminokyselinu- methionin a to
v zavislosti na zpusobu pfipravy. Typicky je methionin, jako koncové
aminokyselina p¥itomen, kdyZ je polypeptid vyrabén rekombinantné v
nesekretujicim bakteridlnim druhu (napf. E.coli) jako hostiteli.

Kromé& toho, molekula nukleové kyseliny o SEQ ID NO: 2, je také
pouZitelnd, protoZe je to degenerovand sekvence a kdédduje stejny
polypeptid. Tento vyn&lez zahrnuje také molekuly nukleové kyseliny,
které mohou kdédovat dal3i aminokyseliny hranicici na 5 nebo 3 konci
s oblasti kterd kéduje zraly polypeptid, stejné jako sekvence
kédujici alternativni pre/pro oblasti (napf. sekvence zodpovédné za
sekreci polypeptidu pfes buné&né membrany) v misté nativni pre/pro
oblasti. (nap¥. nalezené v prirodé vyskytujici se fibrolaze). Dalsi
sekvence mohou také byt nekdéddujici sekvence, véetné regulacdnich
oblasti jako promotor transkripce nebo translace, v zavislosti na
hostitelské bunce.

NAT miZe byt p¥ipraven pomoci dobfe zndmych rekombinantnich
technik, které jsou popsany bliZe v Sambrook et al., Molecular
cloning: Labeoratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY (1989) a/nebo v Aqusubel et al., editors,
Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishers Inc. and
Wiley and Sons, New York (1994).

DNA molekula kédujici polypeptid nebo jeho zkracend verze, miiZe
byt ziskéna napfiklad pomoci metody: "screening“ genomové nebo cDNA
knihovny, nebo pomoci PCR amplifikace. Nasleduje nahrazeni kodénu,
ktery kéduje N-koncové aminokyseliny QQR, koddénem pro serin (S).

Alternativné, miZe byt molekula kédujici NAT pripravena
chemickou syntézou, pomoci metod, které jsou dobre znamé zkuSenym
chemik@m. Popsany byly Engelsem et al. v Angew. Chem. Intl. Ed.,
Volume 28, strany 716-734 (1989). DNA je nékolik stovek nukleotidh




dlouhd. Nukleové kyseliny deldi neZ jedno sto nukleotidd mohou byt
syntetizovany stejnymi metodami jako nékolik fragmentd a nasledné
tyto fragmenty mohou byt ligovany k sobé&, tak aby vytvorily
nukleotidovou sekvenci o Zadané délce.

DNA molekula je vloZena do prislu3ného expresniho vektoru pro
expresi ve vhodné hostitelské bunice.

Vektor je vybran, tak aby fungoval v dané hostitelské burice
(napt. vektor je kompatibilni s hostitelskym bun&cnym aparatem, tak
?e dochdzi k expresi DNA).

T¥ebaZe polypeptid miZe byt exprimovan v prokaryotické,
kvasinkové, hmyzi (bakulovirovy systém) nebo eukaryotické
hostitelské bunice, kvasinka je upfednostnéna, jak bude déle
podrobnéji vysvétleno.

Vektory pouZivané k expresi NAT v jakékoliv hostitelské bulice
mohou . také obsahovat 5° hranidici oblast (zminiovand jako ,promoter™)
a dal3i regula&ni prvky prakticky pfipojené k DNA tak, aby byly
exprimovany. Jsou to enhancery, zacdtek replikac¢niho elementu, cela
sekvence intronu, obsahujici donorové a akceptorové vyst¥fihovaci
misto, signdlni peptidovad sekvence, sekvence pro vazbu ribozomu a
polyadenyla&ni sekvence, polylinkerovd oblast pro inzerci nukleové
kyseliny kédujici NAT a selekCni marker.

KaZdy z té&chto elementl je diskutovan dale.

Ne nutné, mbZe vektor také obsahovat ,tag" sekvenci, napft.
oligonukleotidovou sekvenci lokalizovanou na 5°nebo 3"konci
polypetid-kédujici sekvence, kterd kéduje poly His (jako hexaHis)
nebo kratké imunogenni sekvence ( jako c-myc nebo hemaglutininovy
epiptop, pro které jsou protilétky, vcetné monoklondlnich
protiladtek, komer&né& dostupné. Tento tag je exprimovan spolecné
s NAT a miZe slouZit jako afinitni tag pro purifikaci tohoto
polypeptidu z hostitelské buiiky. Néasledné miZe byt tag odstranén
z purifikovaného polypeptidu rlznymi zpusoby, napfiklad pouZitim
selektivni peptidéazy.

5° hraniéni sekvence miZe byt v pfirodé se vyskytujici
sekvence, nebo miZe byt homologni (napf¥. ze stejného druh nebo rodu
jako hostitelska burika), heterogenni (napf. z jiného druhu nebo
rodu, ne? je hostitelska bufika), hybridni (napf. kombinace

5°'hraniéni sekvence z vice neZ jednoho druhu) nebo synteticka.
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zdrojem miZe byt jakykoliv prokaryoticky nebo eukaryoticky
organismus, nebo jakdkoliv rostlina, za predpokladu, Ze 5’ hranicni
sekvence je funké&éni, a miZe byt aktivovan systémem hostitelské
bunky.

zalatek replikace je v&t3inou soucasti prokaryotickych
expresnich vektor®, které jsou komer&né dostupné, a napomdha
replikaci vektoru v hostitelské bufice. Amplifikace vektoru v urcitém
po&tu kopii, miZe byt v n&kterych pfipadech dileZitd pro optimdlni
expresi ,NATu“. JestliZe vybrany vektor neobsahuije zadatek
replikace, miZe byt na zakladé zndmé sekvence chemicky syntetizovéan
a nésledné vloZen do vektoru.

Prvek konce transkripce je typicky lokalizovén na 3 konci
polypeptidové kdédujici sekvence a slouii k ukonéeni transkripce
mRNA. Terminaéni prvek v prokaryotickych bunkédch je vé&tsinou G-C
bohaty fragment nasledovany polyT sekvenci. Tento prvek je snadno
klonovatelny z knihovny nebo komeréné& dostupny jako soulast vektoru,
a také miiZe byt pripraven metodami syntézy nukleovych kyselin.

Gen pro selek&ni marker kéduje protein nezbytny pro pteiiti a
rast hostitelské bunky na selektivnim kultivaénim médiu. Typicky
selekéni markerovy gen kéduje proteiny, které (a) propijcuji
resistenci na antibiotika nebo na jiné toxiny, napfiklad, ampicilin,
tetracyklin nebo kanamycin v prokaryotickych hostitelskych buinikach,
zeocin v kvasinkdch a neomycin v sav&ich hostitelskych bunkach; (b)
doplnék auxotrofické deficience buné&k; nebo (c) doplnék kritickych
?ivin nedostupnych z komplexniho média. Preferované selekéni markery
pouzivané p¥i prokaryotické expresi jsou geny pro rezistenci na
kanamycin, ampicilin a tetracyklin.

Ribozomdlni vazebny prvek, béiné& nazyvany ,Shine-Dalgarno™
sekvence (u prokaryotid) nebo ,Kozak" sekvence (pro eukaryoty), je
nezbytny pro iniciaci translace mRNA. Tento prvek je typicky
lokalizovan na 3° konci od promotoru a na 5 konci od kédujici
sekvence polypeptidu, ktery je syntetizovan.

,Shine-Dalgarno“ sekvence je variabilni, ale typicky obsahuje
polypurin (napf. vysoky obsah A-G). Mnoho »Shine-Dalgarno“ sekvenci
bylo identifikovéno, kaZda miZe byt snadno syntetizovana pomoci

metod, které byly popsany a pouzZita v prokaryotickém vektoru.
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~Kozak"™ sekvence zahrnuje sekvence bezprostfedné pred a za
iniciad¢nim kodénem.

Preferovand ,Kozak" sekvence je ta, kterd je asociovana
s vysokou uc¢innosti s iniciaci translace v AUG start koddnu.

V téch pripadech, kdy je Zadouci aby NAT polypeptid byl
sekretovan z hostitelské bunky, miZe byt signdlni sekvence pouZita
k nasm&rovani polypeptidu ven z bunky, ve které byl syntetizovéan.

Signdlni sekvence je umisténa v kdédujici oblasti sekvence
nukleové kyseliny, nebo p¥imo na 5° konci kédujici oblasti. Mnoho
signdlnich sekvenci bylo identifikovéno a jakykoli z nich funguje ve
vybrané hostitelské buiice a miZe zde byt pouZit. TudiZ, signalni
sekvence mtiZe byt homologni nebo heterologni s polypeptidem.

Navic signalni sekvence mlZe byt chemicky syntetizovéna za
pouziti metod popsanych vyse.

KdyZ je vektor zkonstruovan a nukleovd kyselina byla vloZena do
spravného mista ve vektoru, cely vektor mbZe byt vloZen do vhodné
hostitelské buiky a dale amplifikovén a/nebo polypeptid exprimovén.

Jak jiZ bylo zminéno, hostitelské bunky mohou byt prokaryotické
(jako E.coli) nebo eukaryotické (jako kvasinkové bunky, nebo hmyzi
nebo bufiky obratlovci). Hostitelskd bunika, at jiZz je to kvasinka
nebo jiny hostitel, za vhodnych podminek miZe syntetizovat NAT,
ktery miZe byt pozdéji sbiradn z kultivaéniho média (jestliZe je
hostitelskou buiikou sekretovan do média), nebo primo z hostitelskych
bunék, které ho produkuji (jestliZe neni sekretovén). Po sbéru NAT
polypeptidu miZe byt purifikovan pouZitim metod, jako je molekularni
sitova chromatografie, afinitni chromatografie a podobné.

Vybér hostitelské bunky bude z velké miry zaviset na zpusobu,
jakym je butika schopna sbalit NAT do jeho nativni sekundérni a
tercidlni struktury (nap¥. sprdvnd orientace di-sulfidickych mastki,
apod.), tak aby byl biologicky aktivni. P¥esto, dokonce kdyZ
hostitelskad bufika nesyntetizuje biologicky aktivni materidl, mlZe
bYtA”sbalen“ po syntéze za pouziti vhodnych chemickych podminek,
takovych, které jsou znamy zkuSenym chemikim. V tomtec pripadé, mize
byt spravné ,sbaleni“ odvozeno z faktu, ze materidl je biologicky
aktivni,

Vhodné hostitelské buriky, nebo tkatové kultury mohou byt saviéi

bunky, jako naptiklad buniky z vajeéniku Cinského kfecka (CHO-Chinese
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hamster ovary cells) nebo 3T3 bunky. Vhodné sav&i hostitelské burky
a metody transformace, kultivace, mnoZeni, screeningu, a vyroby
produktu a jeho purifikace jsou obecné znamé.

Dals$i vhodné savcéi bunécné kultury jsou opicd¢i C0OS-1 a COS-7
bunééné linie a CV-1 bunéc¢nd linie. Dal$i pfipadné savii hostitelské
bufiky jsou bunécné linie primdtl a hlodavcl, vietné transformovanych
bunéénych 1linii. Vhodné jsou také normdlni diploidni buiniky, bunécéné
druhy odvozené od in vitro kultivovanych primé&rnich tkéanovych linii,
stejné jako primdrni explantaty. Kandidatni bunky by mé&ly byt
genotypové deficitni v selekénim genu, nebo by mély obsahovat
dominantné pisobici selekéni gen.

Avsak i dals3i sav¢i bunééné linie je moZné pouZit, Hela, mysi
L-929 buriky, 3T3 bunky odvozené od Swiss, Balb-c nebo NIH my$ich,
BHK nebo HaK bunééné linie z kfeclka.

UZite¢né jsou také bakterie jako hostitelské buriky. Napfriklad
rizné druhy E.Coli (napf. HB101l, DH5a, DH10 a MC1061) jsou dobte
zndmé jako hostitelské buitky pouZivané v biotechnologii.

RUzné druhy B.subtilis, Pseudomonas druhy, jiné druhy Bacillus,
Streptomyces a jim podobné mohou byt také pouZity. Navic mnoho druht
kvasinkovych bunék je také pouZitelnych jako hostitelské bunky pro
expresi polypeptidu prezentovaného v tomto vyndlezu. Také hmyzi
butiky mohou byt pouZity jako hostitelské buniky. Popséno napfiklad v
» Miller et al., Genetic Engineering, Volume 8, strany 277-298
(1986) .

Inzerce (také nazyvand jako transformace nebo transfekce)
vektoru do vybrané hostitelské buiiky miZe byt provedena pomoci
kalcium fosfatu, elektroporaci, mikroinjekci, lipofekci nebo DEAE-
dextranem.

Vybrand metoda musi funk&né korelovat s pouZitou hostitelskou
bufikou. Tyto a jiné vhodné metody jsou zn&mé zkuSenym chemikim a
popsany leckde (napf. v Sambrook et al.)

Hostitelské bﬁﬁky obsahujici vektor mohou byt kultivovany ve
standardnim médiu. Médium vétSinou obsahuje vSechny nezbytné Ziviny
pro rust a preziti bunék.

Vhodna média pro kultivaci E.coli jsou naptfiklad Luria Broth
(LB) a/nebo Terrific Broth (TB). Vhodnd média pro kultivaci
eukaryotickych bunék jsou RPMI 1640, MEM, DMEM a v3echny které mohou
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byt doplnény sérem a/nebo rlistovymi faktory, které jsou nezbytné pro
kultivaci dané bunééné linie. Vhodné médium pro kultivaci hmyzich
bunék je Graceovo médium doplnéné, je-li to nezbytné, yestolatem,
hydrolyzdtem laktoalbuminu a/nebo fetdlnim telecim sérem.

Antibiotika nebo jiné slouéeniny pouzZivané pro selektivni rist
transformovanych bunék mohou byt pfidana jako doplnék do média.
Slou&enina, kterd je pouZita pro selekci, je vybrédna podle
selek&niho markeru, ktery je pfitomen v plasmidu, kterym byla
hostitelskd burika transformovéna. Naptriklad, kdyz je selekéni
marker rezistence na kanamycin, tak se kanamycin ptid4va do
kultivac¢niho média.

Mnozstvi NATu vyprodukovaného hostitelskou bunkou se
vyhodnocuje metodami béZné zndmymi.

Jsou to metody jako Western blot , SDS-polyakrylamidovéd gelova
elektroforéza, nedenaturujici gelovd elektroforéza, HPLC,
imunoprecipitace, a/nebo stanoveni aktivity jako stanoveni gelového
vazebného DNA posunu.

Je-1i NAT sekretovédn z hostitelskych bunék (vyjma gram
negativnich bakterii), vét3ina proteinu se nachazi v médiu. Je-1i
NAT sekretovidn z gram-negativnich bakterii, urlitd &ast se nalezne
v periplasmé.

Neni-1i NAT sekretovan naché&zi se v cytoplasmé.

V pfipadé intraceluldrniho NATu se bunky mechanicky rozbiji.
Je-1i NAT lokalizovan v periplasmé, mechanické rozbiti nebo
osmoticka uprava mohou byt pouZity k uvolnéni periplasmatického
obsahu do pufrovaného roztoku. NAT je potom izolovan pifimo
z roztoku. Vlastni izolace z roztoku miZe byt provedena ridznymi
technikami. Je-1li NAT syntetizovan, tak obsahuje tzn. TAG , napft.
hexa-histidin, nebo jiny maly peptid bud karboxyl nebo amino konec,
v podstaté mbZe byt purifikovan v jednom kroku pfes afinitni
kolonovou chromatografii, kde ndpln kolony je vysoce afinitni k
+TAGUY nebo primo k polypeptidu (napf¥. monoklondlni protiléatka).

Napfiklad poly-histidin se vaZe s vysokou afinitou a specificky
k niklové afinitni koloné (napf. Qiagen niklova kolona), kterd miZe
byt pouZita k purifikaci. (napfiklad v Ausubel et al., editors,

current Protocols in Molecular Biology) .




Na druhé strané, i kdyZ polypeptid nema ,TAG"“, nebo neni vhodna
protildtka, jiné dobfe znamé metody purifikace mohou byt pouZity.
Jsou to iontoménicovd chromatografie, fazové reverzni
chromatografie, HPLC, nativni gelovd elektroforéza v kombinaci
s eluci z gelu a preparativni isoelektrické& fokusace (,Iscprime™
ptistroj/technika, Hoefer Scientific). V nékterych p¥ipadech dvé
nebo 1 vice téchto technik mtZe byt zkombinovano aby se docililo
vy3si c&istoty.

Pro produkci NATu se s vyhodou pouZivaji kvasinky,
nejvyhodnéjs8i je druh Pichia (napf. Pichia pastoris), kvdli jejich
vy83i aéinnosti pf¥i sbalovani polypeptidu do ptvodni struktury, ve
srovndni s bakteridlnimi butikami, napf. E.coli. Vhodné rekombinantni
metody pro expresi v kvasinkach jsou popsdny v Patentu Spojenych
Stata 4, 855, 231, (Stroman et al.), 4, 812, 405 (Lair et al.), 4,
818, 700 (Cregg et al.), 4, 885, 242 (Cregg), 4, 837, 148 (Cregqg),
které jsou zacdlenéné uvnit¥ referenci.

Pichia bunky mohou byt také pouzZzity na expresi fibroldzy =z DNA
molekul, které kéduji tuto metaloproteindzu se stejnou efektivitou a
takovato metoda predstavuje dalsSi hledisko pfedkladdaného vynélezu.

Fibrolaza je znamd metaloproteindza, kterd byla popséna ve
védecké a patentové litetarufe, viz. Randolph et al., a Evropska
patentovd Zadost ¢. 0 323 722, citovana vySe. Vét3inou je
exprimovana fibroldza o SEQ ID NO: 5, kterd je kdédovana cDNA
molekulou SEQ ID NO: 6 (nebo variantami, které kdéduji stejnou
aminokyselinovou sekvenci). Exprese fibroldzy v takovém to systému
v&t3inou navic, kromé& maturovaného polypeptidu (nukleotidy 784-
1392), zahrnuje DNA molekulu o SEQ ID NO: 7, které kdéduje ,prepo™
sekvenci (nukleotidy 1-783).

Chemicky modifikované varianty NATu, ve kterych je polypeptid
navadzan na polymer nebo jinou molekulu, aby vytvoril derivat, proto
aby modifikoval vlastnosti, jsou také zahrnuty v rémci tohoto
predkladaného vyndlezu.

Vyhodné, hlavné pro lidské lécebné ucely, je derivatizovat NAT
tak, Ze je pripojena jedna nebo vice chemickych molekul na molekulu
polypeptidu. Tyto molekuly mohou byt rizné ve vodé rozpustné
polymery. Polymer musi byt ve vodé rozpustny, protoZe NAT, ke

kterému je ptipojen ve vodé , jakozito ve fyziologickém prostfedi




rozpustny. Ve vodé rozpustné polymery mohou byt vybrany ze skupin
sestavajici se, naptiklad, z polyethylen-glykolu, kopolymert
ethylen-glycol/propylen-glykol, karboxy-methyl-celulosa, dextran,
polyvinyl~-alkohol, polyvinyl pyrolidon, poly-1,3-dioxalan, poly-
1,3,6-trioxan, ethylen/anhydrid kyseliny maleinové kopolymer
polyamino kyseliny (bud homopolymery, nebo ndhodné ¢i nendhodné
kopolymery (viz.dale u fiznich molekul) a dextran nebo poly (n-
vinylpyrolidon)polyethylen-glykol, homcpolymery polypropylen-
glykolu, kopolymery polypropylenu oxid/ethylen oxid, polyoxy-
ethylované polyoly, polystyren-maleat a polyvinyl-alkohol.

Polyethylen-glykol-propion-aldehyd je vhodny pro primyslovou
vyrobu diky své stabilité ve vodé.

Polymer miZe mit jakoukoliv molekuldrni hmotnost a miZe byt
rozvétveny nebo nerozvétveny. Pro polyethylen glykol je preferovana
molekuldrni hmotnost mezi 2 kilodaltony (kDa) a okolo 100 kDa
(termin ,okolo"™ znamend, Ze pfi ptipravé polyethylenglykolu nékteré
molekuly v&Zi vice, jiné o néco méné nei je stanovena molekularni
hmotnost), coZ usnadni zachdzeni a prumyslovou vyrobu. Jiné
velikosti mohou byt pouZity v zavislosti na Z&daném terapeutickém
profilu (nap?¥. poZadovand délka doby uvolrnovéani, uc¢inky na
biologickou aktivitu, jsou-1li néjaké, usnadnéni manipulace, stupei,
nebo nedostatek antigenicity nebo jinych znamych efektd
polyethylenglykolu na terapeuticky protein.

Podet pripojenych molekul polymeru miZe byt ruzny a zkuSeny
chemik je schopny zjistit d&inek na funkci. MaZe byt pouiZita
derivatizace, jak mono-, tak i di-, tri-, tetra- nebo i kombinovana,
se stejnou nebo jinou chemickou molekulou (napf. polymerem o jiné
molekulové hmotnosti, neZ je polyethylenglykol).

Pomér molekul polymeru a molekul NAT polypeptidu koliséa, stejné
jako kolisd jejich koncentrace v reak¢ni smé€si. Obecné, je optimalni
pomér (ve smyslu efektivity reakce zde neni prebytek nezreagovaného
polypeptidu nebo polymeru) urcéen faktory jako je poZadovany stupen
derivatizace (nap#¥. mono-, di-, tri-, atd.), molekularni hmotnost
vybraného polymeru, je-li polymer rozvétveny ¢i nikoliv a reakéni
podminky.

Chemické skupiny by mély byt pripojeny k NAT s ohledem na

jejich u&inek na funkci nebo antigenni domény polypeptidu. Existuje
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velky pocet metod pro vytvoreni vazby, nap¥iklad viz, E- 0401 384
(spojeni PEG k G-CSF) a Malik et al., Experimental Hematology,
Volume 20, strany 1028-1035 (1992) (popisujici ,pegylaci GM-CSF
pomoci chloridu tresylového). Pro ilustraci, polyethylenglykol maZe
byt kovalentné navazan pres reaktivni skupiny aminokyselinovych
zbytkll, jako volnd amino nebo karboxylovad skupina. Reaktivni skupiny
jsou ty, ke kterym se aktivovand molekula polyethylenglykolu (nebo
jiné chemické skupiny) mlzZe vazat.

Aminokyselinové zbytky, které maji volné aminoskupiny mohou
obsahovat lyzinové zbytky a N-koncovy aminokyselinovy zbytek.

Ty které maji volné karboxylové skupiny, mohou obsahovat
zbytky kyseliny asparagové a glutamové a C-koncovy aminokyselinovy
zbytek. Sulfohydrylové skupiny mohou byt také pouzity jako
reaktivni skupiny pro vazbu molekuly polyethylen-glykolu nebo jinych
chemickych skupin. V primyslové vyrobé je preferovand vazba
aminokyseliny jako je N-konec nebo lyzinové skupina.

Je potteba se vyvarovat vazby na reaktivni skupiny, které jsou
dlilezité pro vazbu receptoru, je~li navdzédni na receptor poZadovano.
N-koncovad chemicky modifikovand derivatizace mizZe byt také

poZadovéna. Pro ilustraci, rdzné molekuly polyethylenglykolu
mohou byt vybrdny (podle molekulové hmotnosti, rozvétveni, atd.),
rizny pomér molekul polyethylenglykolu s molekul polypeptidu

v reak&ni smési, typy ,pegylace“ a metody pro ziskdni vybraného N-
koncového pegylatovaného NATu.

Metodou k ziskdni pegylatovaného N-konce (napf. je-li nezbytné
oddé&leni téchto sloucdenin od jinych monopegylatovanych molekul)
miZe byt purifikace N-koncové pegylatovaného materidlu z populace
pegylatovanych NAT molekul. Selektivni N-koncova chemické
modifikace miZe byt dosaZena pomoci redukujici alkylace, ktera
vyuzivad rozdilné reaktivity rdznych typl primdrnich amino skupin
(lyzin versus N-konec), které jsou k dispozici pro derivatizaci. Viz
PCT Z&dost WO 96/11953, publikovéano 25. srpna 1996.

Za vhodnych reakénich podminek je dosaZena podstatné selektivni
derivatizace NATu na N-konci s karboxylovou skupinou, kterd obsahuje
polymer. Napfiklad se mbZe pouZit selektivni N-koncova pegylace NATu
pfi pH, které pak zvyhodhuje rozdily mezi g-amino skupiny lysinovych

zbytkl a oa-amino skupiny N-konce polypeptidu. Diky této selektivni
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derivatizaci je pripojeni polymeru k polypeptidu kontrolovano:
konjugace s polymerem probihd& prevdZné na N-konci polypeptidu a
nevyskytuje se Zadnd vyznamnd modifikace jinych reaktivnich skupin,
jako je postranni fetézec amino skupin lyzinu. Pfi pouZiti
redukujici alkylace miZe byt pouZit jakykoliv z polymerd popsany
vy$e, a mé&l by mit jedinou reaktivni aldehydovou skupinu pro spojeni
s polypeptidem.

Polyethylenglykol propionaldehyd, obsahujici jediny reaktivni
aldehyd, miZe byt pouzZit.

NAT nebo chemicky modifikované derivdty v souhlasu s vyndlezem
mohou byt navrZeny k in vivo aplikaci, nejlépe pfes intratrombus.
(nap¥. pfes lokalizované podani pf¥imo na misto sraZeniny v cévé,
naptf. ptes katetr). Systémové podavani neni béZné preferovano, kvali
pravd&podobnosti, #Ze pfirozeny a2 makroglobulin v celkovém krevnim
ob&hu miZe vytvofit komplex s NAT, a tak zabrani interakci
s fibrinem nebo fibrinogenem a sniZi rozpudténi sraZeniny. Ackoliv
mohou byt pfipady, kdy vét3i mnoZistvi NATu mGZe byt aplikovano, coZ
prevysi krevni hladiny a2 makroglobulinu, a tudiZ umoZni systémové
podavéani.

Obecné&, v ramci vyndlezu farmaceutickd sloucenina zahrnuje
efektivni mnoZstvi NATu spolelné s farmaceuticky pfijatelnymi
fedidly, konzervacnimi &inidly, rbzpouétédly, emulgdtory, adjuvans,
a/nebo nosic¢i. ,Efektivnim mnoZstvim“™ je miné&no mnoZstvi dostatecné
k produkci mé&f¥itelného biologického vlivu (napf. trombolyticky
efektivni mnoZstvi, které zplsobi rozpusténi krevni sraZeniny nebo
vznikajici sraZeniny léci).

Typicky, NAT je ve vysoce purifikované formé a jakakoliv
farmaceutickd sloudenina, kterd bude pouzita jako pojidlo, bude ptred
pouzitim norm&ln& sterilizovéna, napt¥. filtraci pfes sterilni
filtraéni membrény.

zkuSeny farmaceut bude schopny zjistit efektivni davky
podéﬁénim a pozorovanim poZadovaného terapeutického vlivu. Urcité
vlivy davek budou zdviset na dané nemoci nebo stavu, ktery bude
léden, stejné& jako na véku a celkovém zdravotnim stavu pfijemce, a
ktery miZe byt uréen standardnimi klinickymi postupy.

Kde je to moZné, bude vhodné stanovit kfivku farmaceutického

slozeni odezvy na davku, nejprve in vitro -jako bio-test a potom
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ve vhodném zvitecim modelu (in vivo), pred tim, neZ se zacne s
testovadnim na lidech. ZkuSeny prakticky léka¥, po zvaZeni lécebnych
souvislosti, typu lédené nemoci a jinych vhodnych faktord bude
schopny zjistit sprdvné davkovani bez prilidného usili. Typicky,
prakticky lékat bude podavat sloudeninu NAT dokud nebude dosaZeno
davky, kterd zplUsobi pozadovany efekt (napf¥. rozpusténi krevni
srazeniny). Slouc¢enina miZe byt podédvana jako jednordzovad davka,
nebo ve dvou a vice davkach (které mohou ale nemusi obsahovat stejné
mnoZstvi polypeptidu) v urcitych <¢asech, nebo kontinuélné.

NAT miZe byt také pouzit pro pripravu protildtek podle
standardnich metod. Protildtky mohou byt polykloné&lni, monoklonélni,
rekombinantni, chimérické, jedno-fetézcové a/nebo bi-specifické,
apod. Aby se vylep$ila pravdépodobnost produkce imunitni odpovédi,
aminokyselinova sekvence NATu miZe byt analyzovédna, aby se urcila
gast molekuly, kterd by mohla byt spojena se zvy3enou imunogenitou.
Naptriklad, aminokyselinovd sekvence muZe byt podrobena poc¢itacové
analyze, aby se urc¢ily povrchové epitopy, podle metod Hopa a Wooda,
v Proceedings of the National Academy of Science USA, Volume 78,
strany 3824-3828 (1981).

Rizné znamé postupy mohou byt pouZity pro produkci
polyklondlnich protilétek, které rozeznaji epitopy NATu. Jako
hostitel na produkci protildtky mohou byt imunizovéna rtznéd zvirata
(bez omezeni krdlici, my8i, krysy, atd.)

Rizn& adjuvans mohou byt pouzZita ke zvy3eni imunologické
odpové&di, v zavislosti na hostitelském druhu, vletné a bez omezeni
Freundovo adjuvans, minerdlni gely jako je hydroxid hlinity, (alum),
povrchové aktivni latky, jako je lysolecitin, pluronové polyoly,
polyanionty, peptidy, olejové emulse, hemocyanin z pfilipky,
dinitrofenol a potenciondlné uzitedné lidské adjuvans, jako je
Bacilus Calmette-Guerin a Corynebacterium parvum.

Pro pripravu monoklondlnich protildtek u¢innych na NAT miZe byt
pouzita jakdkoli technika, kterad umoZhuje pfipravu molekul
protilatky v buné&né linii. Naptiklad, hybridomova metoda, puvodné
vyvinuta Kohlerm a Milsteinem, kterd je popsdna v Nature, Volume
256, strany 495-497 (1975), stejné jako trioma technika, metodika
hybridomi lidskych B-bunék popsand Kozborem et al., v Immunology

Today, Volume 4, strana 72 (1983) a EBV-hybridomova metodika
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produkce monoklondlnich protilatek popsana Coleem et al. v
»Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy"“, Alan R. Liss, Inc.,
strany 77-96 (1985).VSechny tyto metody jsou pouZitelné pro pfipravu
monoklondlnich protildtek v souladu s timto vyndlezem.

Protildtky tohoto vyndlezu mohou byt pouzZity k lécebnym ucelum,
jako je vazba a tim neutralizace nebo inhibice pfebyte&ného mnoiZstvi
NATu in vivo po poddni. Protildtky mohou byt dédle pouzZity
k diagnostickym ucellm, jako tfeba ve znadené formé k detekci
pritomnosti NATu v télnich tekutinach, vzorcich tkané nebo jinych

extraktech, v souhlasu se zndmymi diagnostickymi metodami.

Priklady provedeni vyndlezu

Didle je vyndlez ilustrovan néasledujicimi priklady.

P¥iklad 1

Odvozeni sekvence NATu

Efektivni zplsob vyroby fibrolidzy je exprimovat ji jako
prefibrolazu, kterd je 3tépena protedzou kex-2 na ,prepo™ a
,maturovanou“ ¢ast. (Zisk& se biologicky aktivni materidl
(,maturovand“ fibroléaza)).

V tomto usporaddidni, vede syntéza a procesovani prefibrolazy
k sekreci maturované fibrolazy do kultiva¢niho média. Skutecné
sekvence v Stépeném misté je (..TKRJQQRF..).

Kex-2 je endoprotedza kterd Stépi za dvémi sousednimi basickymi
aminokyselinami, v tomto pfipadé lysinem (K)-argininem (R). Zraléa
fibroladza exprimovand z DNA ma, jiZ vySe zminény, N-koncovy
glutaminu (Q), ktery byl pozmé&nén deaminaci a cyklizaci na
pyroglutamovou kyselinu (E). Tato chemickd modifikace byla
povaZovana za nezadouci, protoZie peptidy s N-koncovym cyklickym
glutaminem (pyroglutamovd kyselina) selhavaly pfi reakci v Edmanové
odbouravani-aminokyselinovém sekvenovani. TudiZ byly oba glutaminy
(Q) na N-konci v sekvenci zralé fibroldzy odstranény, a N-koncem se
stal arginin (R). ProtoZe kex-2 $tépi po dvou sousednich bazickych
aminokyselinach, jak bylo zminéno, ocekavalo se, Ze sekvence

(..KRRF..) , ukdZe nejednoznac¢né misto pro Stépeni kex-2.
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Proto byl N-koncovy arginin (R ) (podtrZeny) nahrazen serinem

(S) s vyslednou sekvenci (..KRSF..).Serin byl vybrén na zakladé
potteby vloZeni aminokyseliny, kterd usnadni Stépeni kex-2, kdyZ se
vyskytne na C-konci mista hydrolyzi. Rholam et al., European Journal
of biochemistry, Volume 227, strany 707-714 (1995).

DNA sekvence preprofibroldzy byla modifikovéna metodou cilené
mutageneze na N-konci kédujici sekvence maturované fibrolazy, tak
aby se nahradil kodén pro ,QQR“ kodénem pro ,S“, pouZitim
standardniho PCR protokolu. Vysledkem je prepoNAT o aminokyselinové
sekvenci SEQ ID NO:3. Oligonukleotidy pouzité jako primery pro PCR
reakce jsou sepsany déle a jejich homologie s cilovou sekvenci je
také naznadena. Na zalatku byly provedeny 2 PCR reakce za pouzZiti
oligonukleotidd 1 a 4 v jednom padru a oligonukleotidy 2 a 3 v druhém
paru primerd. Templatem byla DNA. PCR produkty té&chto reakci (601 a
815 nukleotidd dlouhé) byly néasledné pfeclistény pomoci agarozové
gelové elektroforézy a dale slouzily jako templat pro druheé kolo PCR
za pouziti oligonukleotidd 1 a 2 jako primeru. Tento konelny PCR
produkt (1372 nukleotidd dlouhy) byl Stépen restrikénimi
endonukledzami XhoI a NotI. Roz3tépend smés byla zbavena proteinu
pomoci fenol/chloroformu a DNA vysraZena. Cast této znovu ziskané
DNA byla vloZena do plazmidu pPICZo (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Katalogové &. VI95-20), ktery byl shodné& naStépen restrikCnimi
endonukleazami XhoI a NotI, enzymaticky defosforylovan a zbaven
proteinu fenol/chloroformem.

VSechny dalsi kroky byly provadény podle pfirulky Expresniho
Kitu- Invitrogen Pichia (Invitrogen Corp., katalogové ¢&. K1710-01).
Produkty liga&ni reakce byly transformovany do E.coli pomoci
elektroporace a ty selektovany na pevném médiu s zeocinem. Plasmid
byl vyizolovan a sekvence prefibrolazy byla ovéfena DNA
sekvenovanim. Plasmid byl linearizovan &tépenim restrikéni
endonukledzou PmeI a dale transformovadn do Pichia pastoris
GS115his+. Rod GS115 je bé&Zné his-, his+ genotyp byl obnoven
transformaci DNA, kterad kéduje divokou (wild-type) verzi genu hisd.
Alternativné maZe byt his+ druh ziskadn komer&né od Invitrogenu (X-33
tkafnovd kultura, katalogové &. C180-00). Usp&3né integrované
komplexy byly selektovany jako kolonie rezistentni na zeocin.

Kandidatni klony byly indukovany kultivaénim médiem, které
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obsahovali methanol a kultura byla testovéna na produkci NATu na 4-

20 %

X

¥ PAGE, barvenim Coomassie.

Pro cilenou PCR mutagenezu byly pouzity nadsleduijici

oligonukleotidy:
Oligo 1 5" ~TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3~ (SEQ ID NO: 8)
Oligo 2 5" -GCAAATGGCATTCTGACATCC-3" (SEQ ID NO: 9)
Oligo 3 (SEQ ID NO: 10)

5" -TCCAATTAAACTTGACTAAGAGTCTTCCCACAAAGATACGTAC-3"

Oligo 4 (SEQ ID NO: 11)
5’ -GTACGTATCTTTGTGGGAAAGATCTCTTAGTCAAGTTTAATTGG-3"

Umisté&ni té&chto oligonukleotid® je naznaceno niZe na
dvouvlaknové sekvenci DNA (SEQ ID NO: 12 kédujici nebo-1li sens
vldkno, SEQ ID NO: 13, komplementdrni nebo-1li antisens vléakno) a
korespondujici aminokyselinovad sekvence (SEQ ID NO:14) fibrolazy
(v@etnd& prepo useku). N-koncové a C-koncové oblasti maturované
fibrolazy jsou oznacleny podtrZenim koncové aminokyselinové sekvence
(QQRF a LNKP). N-koncova oblast (QQRF) je modifikovdna (nahrazeni
S za QQF). V oligonukleotidech 3 a 4, znaci vloZené pomllky misto,
kde byly vyneché&ny koddény kédujici aminokyseliny QQ na N-konci

fibrolazy.
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ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT
-------- B et T ittt
TACTCTAAA@GAAGTTAAAAATGACGACAAAATAAGCGTCGTAGGAGGCGTAAICGACGA

M R F P § I FTA VL F A A S S AL 2 A

CCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
--------- PO UL SR DRSSPI S P S
GGTCAGTTCTGATGTTGTCTTCTACTTTGCCGTGTTTAAGGCCGACTTCGACAGTAGCCA

P VNTTTE P ETAQTIPATZEA AVTIG
TACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAAT

--------- f———— + - + b —————
ATGAGTCTAAATCTTCCCCTAAAGCTACAACGACAAAACGGTAAAAGGTTGTCGTGTTTA

Y s PL EGDVFDVAVYVLZPFSN § TN

Oligo 1 5 ¢ PACTATTGCCAGCATTGCTGC-3 '
AACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGARGGGGTA
--------- o e h e e e e e e

TMGCCCAATAACAAATATTTATGATGATAACGGTCGTARCGACGATTTCTTCTTCCCCAT

N G L L F INTTUIASTIA AR ATIKTETESG A
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[
TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGC TTCTTCTATTATC T TCGAATCTGGTAACGTTAAC
————————— o e b e e e e ey
AGAGAGCTCTTTTCTCTCCGACTTCGAAGAAGATAATAGAACCTTAGACCATTGCAATTG

S L E X REAZEAS S I I UL ESGUNU VN

GATTACGAAGTTGTTTATCCAAGAAAGGTCACTCCAGTTCCTAGGGGTGCTGTTCAACCA
--------- e e e e e b e e e e

CTAATGCTTCAACAAATAGGTTCTTTCCAGTGAGGTCAAGGATCCCCACGACAAGTTGGT
DY EV VY PRI KUVTUPVUPIRGA AVO QTP

AAGTACGAAGATGCCATGCAATACGAATTCAAGGTTAACAGTGAACCAGTIGTCTTGCAC
------- 1'-‘+"‘-'-"-.""--+--"----_-""--"---"-—""'“----_-+—-”--“""—+
TTCATGCTTCTACGGTACGTTATGCTTAAGTTCCAATTGTCACTTGGTCAACAGAACGTG

K Y ED A M QY E F K VN S E.P V V L H

TTGGAAAAAAACAAAGGTTTGTTCTCTGAACATTACTCTGAAACTCATTACTCCCCAGAT
--------- Fom e e e e b e b —————
AACCTTTTTTTGTTTCCAAACAAGAGACTTCTAATGAGACTITGAGTAATGAGGGGTCTA
L E X N K GL F §$ ED Y S ETH Y S P D

GGTAGAGAAATTACTACTTACCCATTGGGTGAAGATCACTGTTAGTACCATGGTAGAATC
--------- e e T T ——y
CCATCTCTTTAATGATGAATGGGTAACCCACTTCTAGTGACAATGATGGTACCATCTTAG
G R E I T T Y P LL,b, G EDHCY VY HGU RI

GAAAACGATGCTGACTCCACTGCTTCT%TCTCTGCTf&TAACGGTTTGAAGGGTCAETTC
--------- B e S T S S
CTTTTGCTACGACTGAGGTGACGAAGATAGAGACGAACATTGCCAAACTTCCCAGTAAAG
E ND A D S TA S I S A CDNUGLIKGHTF

AAGTTGCAAGGTGAAATGTACTTGATTGAACCATTGGAATTGTCCGACTCTGAAGCCCAT
--------- B e b L s T s 3

TTCAACGTTCCACTTTACATGAACTAACTTGGTAACCTTAACAGGCTGAGACTTCGGGTA

XK L Q 6 EM Y L I EPLEL S D S E A H
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GCTGTCTACAAGTACGAAAACGTCGAARAGGAAGATGAAGCCCCAAAGATGTGTCGTGTT

--------- e e et e s P AU

CGACAGATGTTCATGCTTTTGCAGCTTTTCCTTCTACTTCGGGGTTTCTACACACCACAA

AV Y K Y ENVEI KETUDTEU AWTZPIEXKMMTECG GGV

Oligo 3 5‘-TCCAATTAAACTTGACTAAG
ACCCAAAACTGGGAATCATATGAACCAATCAAGAAGGCCTTCCAATTAAACTTGACTAAG

--------- R it D T SR S
TGGGTTTTGACCCTTAGTATACTTGGTTAGTTCTTCCGGAAGETTAATTTGAACTGATTC
Oligo 4 3'-GGTTAATTTGAACTGATTC

T Q N W E S Y E P I XK KATF QULNILTTEK
AGA—--7-—TCTTTCCCACAAAGATACGTAC—3’

AGACAACAAAGATTCCCACAAAGATACGTACAGCTGGTTATCGTTGCTGACCACCGTATG
————————— g ratatat Sl S o S SIS

TCTGrTGmCTMG_GGTGTrTCTATGCATGTCGACCAATAGC):ACGACTGGTGGCATAC
R O O RF PQRYVQLVTIVADTEHTE RHM
AACACTAAATACAACGGTGACTCTGACAARATCCGTCAATGGGTGCACCARATCGTCAAC
TTGTGATTTATGTTGCCACTGAGACTGTTTTAGGCAGTTACCCACGTGGTTTAGCAGTTS
N T KYNGDSDEKTIROQWYVUHQTIUVN
ACCATTAACGAAATCTACAGACCACTGAACATCCAATTCACTTTGGTTGGTTTGGAAATC

————————— s T T R A e T
TGGTAATfGCTTTAGATGTCTGGTGACTTGTAQGTT@AGTGAAACCAACCAAACCTTTAG

T I N E I YRPULNIGQVPFTULUVGEGLEST:I
TGGTCCAACCAAGATTTGATCACCGTTACTTCTGTATCCCACGACACTCTGGCATCCTTC
————————— ittt dommm————— tmmm—————— bmmmmm——— b ————— +

ACCAGGTTGGTTCTAAACTAGTGGCAATGAAGACATAGGGTGCTGTGAGACCGTAGGAAG

W $§$ N Q DL I TV TS VS HUDTULAS F
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GGTAACTGGCGTGAAACCGACCTGCTGCGTCGCCAACGTCATGATAACGCTCAACTGCTG
————————— et D U U O F S e
CCATTGACCGCACTTTGGCTGGACGACGCAGCGGTTGCAGTACTATTGCGAGTTGACGAC

G N WRETDULULRROQIRUHDN AU QUL L

>ACCGCTATCGACTTCGACGGTGATACTGTTGGTCTGGCTTACGTTGGTGGCATGTGTCAA
BT L e dommm—— e Fmmm e Fmm—————— S +
TGGCGATAGCTGAAGCTGCCACTATGACAACCAGACCGAATGCAACCACCGTACACAGTT

T A I DF D GD T V GL A Y V G G M C Q

CTGAAACATTCTACTGGTGTTATCCAGGACCACTCCGCTATTAACCTGCTGGTTGCTCTG
--------- T S T S RO WU
GACTTTGTAAGATGACCACAATAGGTCCTGGTGAGGCGATAATTGGACGACCAACGAGAC

L K H S TGV I Q DHSATINILTLUVA AL

ACCATGGCACACGAACTGGGTCATAACCTGGGTATGAACCACGATGGCAACCAGTGTCAC
--------- T T T s St T
TGGTACCGTGTGCTTGACCCAGTATTGGACCCATACTTGGTGCTACCGTTGGTCACAGTG

T M AHELGHNILGMNUBHDGNGO QCH

TGCGGTGCAAACTCCTGTGTTATGGCTGCTATGCTGTCCGATCAACCATCCAAACTGTTC
--------- T e e T e S et
ACGCCACGTTTGAGGACACAATACCGACGATACGACAGGCTAGTTGGTAGGTTTGACAAG

C GANSCVMAANMLSDAOQPSZ KTELTF

TCCGACTGCTCTAAGARAAGACTACCAGACCTTCCTGACCGTTAACAACCCGCAGTGTATC
--------- Frmmm e ————————— e ——— ———t ——

S DC S K KDJY QTP FLTUVNNTZPQGQCI

.NotI

CTGAACAAACCGTAAGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACARAAACTCATCTCAGAAGAGGAT
--------- et ——————f o e ————t e m s e e
GACTTGTTTGGCATTCGCCGGCGGTCGAAAGATC TTGTTTTTGAGTAGAGTCTTCTCCTA
LN XK P * AAASTFILEG QKTLTISETEHD
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CTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATI‘GAG’ITTGTAGCCTTAGACATGAC
————————— e e e Lt T Ot S WS

GACTTATCGCGGCAGCTGGTAGTAGTAGTAGTAGTAACTCAAACATCGGAATCTGTACTG
L NS AV D HHHMHUHHEHT®* V C SL RHD

TGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAG
--------- B i D e I SR
ACAAGGAGTCAAGTTCAACCCGTGAATGCTCTTCTGGCCAGAACGATCTAAGATTAGTTC

cC §$ S VQ VG HILR REIUDT R ST C™* I L I K

AGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATT
———————— o ——— Frm————— o e ————— dmmm——— e +
TCCTACAGTCTTACGGTAAACGGACTCTCTACGTCCGAAGTAAAAACTATGAAAAAATAA
CCTACAGTCTTACGGTAAACG-5 Oligo 2

R M §s EC HL P EQR CURIULUBHUPF * Y F F I
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Priklad 2

Exprese NATu v Pichia pastoris

Pti pokusech exprimovat DNA NATu v E.coli, velmi slabé sbaleni
do sekunddrni struktury a poZadavek na zredéné podminky snizZily
efektivitu purifikace. Tyto a jiné dUvahy vedly k pouZiti druhu
kvasinek Pichia pastoris jako hostitelské bunky. Kultura
selektovanych bun&énych klond Pichia pastoris, které byly
transfekovany cDNA prepo NATu (SEQ ID NO: 4) byla inokulovéana do 500
ml inokula&niho rdstového média, popsaného zde:

Na 1 litr média

Kvasnicény extrakt 30,0 g
Fosfore&nan draselny dihydréat 17,2 g
Glukéza 20,0 g
Biotin 0,004 g
Voda do 1 litru

Fosforedénad kyselina, 85% upravit pH na 6,00
Transfekované P.pastoris byly inkubovény ve 30°C ve tfepacce po

dobu 30-32 hodin. P¥ibliZné 1% (hmotnostni) vysledné kultury bylo
pouzito jako inokulum do 10-ti litrového fermentoru. Fermentor
obsahoval sterilni zakladni soli a glukézu (niZe). Dvandct mililitrd
na litr PTM4 soli (PTM4 je roztok stopovych kovd obsahujici siran
mé&dny pentahydrat, jodid sodny, siran hofelnaty monohydrat, molybdan
sodny dihydrat, kyselina boritéa, chlorid kobaltnaty hexahydrat,
siran Zeleznaty heptahydrat, d-biotin,

chlorid zinedénaty, kyselina

sirovd a purifikovand voda) bylo pfiddno do litrové davky média po
sterilizaci fermentoru. Ristovad teplota ve fermentoru byla 30°C. pH
ve fermentoru bylo regulovano hydroxidem amonnym a kyselinou
fosfored&nou na hodnotu 6.00. Zinek ze zine&natych soli, které byly
pfidany do média byly inkorporovany do NATu jako soulast struktury
metaloproteindzy.

7édkladni soli na litrovou davku média

Fosforeénéd kyselina, 85% 26,7 ml
Siran vapenaty 0,93 g
Siran draselny 18,2 g
Siran hofecnaty-7 H;0 14,9 g
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Hydroxid draselny 4,13 g
Glukéza 30,0 g
Voda do 1 litru

Kultura se nechd rust, dokud neni ves$kerd glukdza spotfebovana
(17 aZ 20 hodin). Potom se zaéne se ,sytici™ fazi. ,Sytici™ médium
je tvoreno glukdézou a 12 ml PTM4 soli na 1 litr. Indukce syceni se
sestdva z glukdzy, 25% metanolu, a 12 ml PTM4 soli ha 1 litr. Pri
indukci je teplota reaktoru 20°C. Indukéni féze trva 60 aZ 75 hodin.

Upravend média byla sklizena a buné&cné zbytky byly vyhozeny.

Ptiklad 3

Purifikace NATu z Pichia pastoris

Kvasinkova Zivnd plda z P¥ikladu 2 byla vy¢isténa a upraveno pH
na 6,5 a vodivost 10-20mS/ cm. Zivna puda byla nalita na
imobilizovanou kovovou afinitni pryskyfici, kterd byla naplnéna médi
a ekvilibrovéna fosfatovym pufrem (PBS). Prysky¥fice byla opléchnuta
v PBS a vymyvana gradientem imidazolu (0-100 mM) v PBS. Frakce,
které obsahovaly maturovany NAT (SEQ ID No:1l) byly dany dohromady a
tedény dokud vodivost nebyla niZ3i neZ 1,5 mS/cm, pH 6,4. Red&ny
vzorek byl nalit na SP Sefardzovou pryskyfici (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc., Piscataway, NJ), kterd byla ekvilibrovana 10 mM 2-(N-
morfolino)ethan-sirovou kyselinou (MES). Kolona byla omyta pomoci
MES a eluovana a vymyta pomoci gradientu NaCl (0-500mM) v MES.
Frakce, které obsahovaly NAT byly dany dohromady a uschovany.

Priklad 4

Trombolyza v akutni trombdze v krysi krkavici, porovnani NATu s
Urokinazou

Aby se prokadzala biologickd aktivita a funkéni jednoznac¢nost
maturovaného NATu (SEQ ID NO:1) byly provedeny farmakologické studie
na krysach. Anodovym proudem bylo vytvofeno ohniskové poskozeni na
jedné krkavici. Toto poSkozeni vyvolalo do 15 minut vytvoreni
okluzivni krevni sraZeniny. Po vytvofeni trombu, byla tepna jedté po
30 minut pozorovana, zda je okluze krkavice stabilni. Poté byl
aplikovan intravenézné heparin a aspirin, aby se predeslo Sifeni

trombu. Zvirata byla lécena pomoci intra-arterié&lnich infuzi
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testované latky. Byl sledovan prOtok krve krkavici béhem podavéani
testovaného materidlu, takZe Uspésné rozpusténi krevni sraZeniny
mohlo byt detekovdno a také mohl byt zaznamendn Cas lyzy. Procenta
pokus®, kdy byla sraZenina rozpuSténa byly zaznamendny a vypoCitén
primé&r pouze u té&ch, kde byla sraZenina Gsp&3né& rozpulténa. ProtoZe
je mé&fen hemoragicky potencidl testované latky, vSechna krev ktera
byla vylouena z operalniho mista byla sbiradna gazovymi tampdny.
Tampény byly umistény do roztoku detergentu, aby se rozpustily
Zervené krvinky a mnoZstvi uvolnéného hemoglobinu bylo poté meéfeno
spektrofotometricky.

Podle mnozstvi vysudeného hemoglobinu byly vypo&itany ztraty

krve. Data ziskand v testech jsou uvedena v tabulce dale.

Table 1
Vyskyt lyzy krevni sraZeniny, &as za ktery doSlo k rozpuSténi

srazeniny a operad&ni ztraty krve (primér + standardni odchylka)

VYSKYT LYZY Cas KREVNI ZTRATY
(%) (min) (ml)

FYZIOLOGICKY 0% NEMERENO 0,10 £0,23
ROZTOK (n=6) ( 0 ze o)

Urokinaza 33% 55,3 + 15,9 1,06 + 1,59
25 U/ min (5 z 15)

(n=15)

Urokindza 86 % 33,5 + 15,3 1,43 + 1,45
250 U/ml (13 z 15)

(n=15)

NAT 2mg 78% 6,3 £ 5,8 0,96 + 0,77
(n=14) (11 z 14)

Tyto studie prokazuji, Ze NAT je biologicky aktivni na zvifecim
modelu v in vive lyze krevni srazZeniny.

Dale, rozpusténi krevni sraZeniny bylo dosaZeno ve znacCneé
krat8im case a s mendimi ztratami krve z operaéniho mista, v
porovnani s urokindzou. Tak profil aktivity NATu mizZe byt odliSen od

t¥idy plasminogen-aktivatorud trombolytickych ¢initeln
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(reprezentovanych urokindzou), tak Ze rozpud3téni krevni srazZeniny
NATem probéhne rychleji a se sniZenymi hemoragickymi komplikacemi.
Fibrinolyticka aktivita NATu je srovnatelnd s firoldzou. A
navic, jak bylo zminéno vys$e, stabilita N-konce NATu vede k vét3i
homogenité& koncového produktu pf¥i rekombinantni expresi, coZ je
nesporna vyhoda (napf¥. N-konec se v ¢ase nemé&ni na smé&s rdznych

forem, coZ vytvari stabilnéjsi polypeptid).
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<120> Fybrinolyticky aktivni polypeptid
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<141> 1999-10-01

<160> 20

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1

<211> 201

«<?12> PRT
<213> Um&la sekvence

<220> :
<223> Popis umé&lé sekvence: NAT (analog fibrolazy z Agkistrodon
contortrix)
<400> 1
Ser Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile Val Ala Asp His Arg
1 S 10 15

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln Trp Val
20 25 30

His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu Asn Ile
35 40 45

Gln Phe Thr Leu Val Gly Leu Glu Ile Trp Ser Asn Gln Asp Leu Ile
Thr Val Thr Sexr Val Ser His Asp Thr Leu Ala Ser Phe Gly Asn Trp
65 70 : 75 80

Arg Glu Thr Asp Leu Leu Arg Arg Gln Arg His Asp Asn Ala Gln Leu
85 90 95

.Leu Thr Ala Ile Asp Phe Asp Gly Asp Thr Val Gly Leu Ala Tyr Val
100 105 110

Gly Gly Met Cys Gln Leu Lys His Ser Thr Gly Val Ile Gln Asp His
115 120 125

Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met Ala His Glu Leu Gly
130 135 140

His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln Cys His Cys Gly Ala
145 150 155 160
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Asn Ser Cys Val

165

170

Met Ala Ala Met Leu Ser Asp Gln Pro Ser Lys Leu

175

Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr Gln Thr Phe Leu Thr Val Asn
190

180

185

Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro

195

<210> 2
<211> 603
<212> DNA

<213> ym@la sekvence

<220>
<223>

<400> 2
tctttcecac
tacaacggtg
gaaatctaca
caagatttga
cgtgaaaccg
gacttcgacyg
tctactggtg
cacgaactgg
aactcctgtg
tctaagaaag
ccg

<210>
<211>
<212>
<213>

3
462
PRT

<220>
<223>

<400> 3

Met Arg Phe Pro

1

Ala Leu Ala Ala

Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu

aaagatacgt
actctgacaa
gaccactgaa
tcaccgttac
acctgetgey
gtgatactgt
ttatccagga
gtcataacct
ttatggctgce
actaccagac

S

20

35

Asp Val Ala Vval

50

200

acagctggtt
aatccgtcaa
catccaattc
ttctgtatce
tcgecaacgt
tggtctgget
ccactccget
gggtatgaac
tatgctgtee
cttcetgace

Umé&lé sekvence

40

55

28

atcgttgetg
tgggtgcace
actttggttg
cacgacactc
catgataacg
tacgttggtyg
attaacctge
cacgatggca
gatcaaccat
gttaacaacc

-‘Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala

10

.Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu

25

Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn

accaccgtat
aaatcgtcaa
gtttggaaat
tggcatcett
ctcaactgct
gcatgtgtca
tggttgctct
accagtgtca
ccaaactgtt
cgcagtgtat

gaacactaaa
caccattaac
ctggtccaac
cggtaactgg
gaccgctate
actgaaacat
gaccatggca
ctgcggtgeca
ctcegactge
cctgaacaaa

Ala Ser Ser

15

Thr Ala Gln

30

45

60

Gly Asp Phe

Gly Leu Leu

Popis umélé sekvence: kédujici NAT (analog fibrolazy)

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
603

Popis um&lé sekvence: Nativni pro-NAT (analog fibrolazy)




Phe Ile

65

Sexr
Gly
val
Glu
Lys
145
Gly
His
Cys
Ile

225

Thr

val

Ile

Arg
305

Leu

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

Leu

Ala

290

Pro

Gln

Phe

Asn

Asn
Glu
val
Arxrg
115
Lys
Leu
Glu
Arg
Gly
195
Pro
Asn
Asn
Thr
275
Gln
Leu
Asp

Gly

Ala
355

Thr
Lys
Asn
100
Gly
val
Phe
Ile
Ile
180
Leu
Leu
val
Trp
Lys

260

His

Asn
Leu
Asn

340

Gln

Thr
Arg

85
Asp
Ala
Asn
Ser
Thr
165
dlu
Lys
Glu
Glu
Glu
245
Arg
Arg
val

Ile

Ile
325

Trp

Leu

Ile

70

Glu

Tyr

val

Ser

Glu

150

Thr

Asn

Gly

Leu

Lys

230

Ser

Ser

Met

His

Gln

310

Thr

Arg

Leu

Ala

Ala

Glu

Gln

Glu

135

Asp

Asp
His
Ser

215

Glu

Phe

Asn

Gln

295

Phe

val

Glu

Thr

Ser
Glu
Vval
Pro

120

Pro

Pro
Ala
Phe
200
Asp
Asp
Glu
Pro
Thr
280

Ile

Thr

Th

Thr

Ala
360

29

Ile
Ala
val
105
Lys
val
Ser
Leu
Asp
185
Lys
Sexr
Glu
Pro
Gln
265

Lys

val

Ser

Asp
345

Ile

Ala Ala
75

Ser Ser
90

Tyr Pro

Tyr Glu

Val Leu
Glu Thr
155

Gly Glu
170

Ser Thr
Leu Gln
Glu Ala

Ala Pro
235

Ile Lys
250

Arg Tyr

Asn Thr
val Gly
315

Val Ser
330

Leu Leu

Asp Phe

Lys
Ile
Arg
Asp
His
140
His

Asp

Gly
His
220

Lys

Lys

val

Gly
Ile
300
Leu

His

Axg

Glu

Ile

Lys

Ala

125

Leu

His

Ser

Glu

205

Ala

Met

Ala

Gln

285

Asn

Glu

Arg

Gly
365

Glu

Leu

val

110

Met

Glu

Ser

Ile

190

Met

val

Cys

Phe

Leu

270

Ser

Glu

Ile

Thr

Gln

350

Asp

Gly

Glu

95

Thr

Gln

Lys

Pro

Tyxr
175

Serxr

Gly

Gln

255

val

Asp

Ile

Trp

Leu

335

Arg

Thr

val

80

Ser

Pro

Asn
Asp
160
Ala
Leu
Lys
val
240
Leu

Ile

Lys

Ser
320
Ala

His

val




Gly Leu Ala Tyr Val Gly

370
Val Ile
385

Ala His

Cys His

Gln Pro

435
Phe Leu
450

<210> 4
<211>
<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

Popis umé&lé sekvence:

<400> 4

atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctegaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatyg
aagttgcaag
getgtetaca
acccaaaact
agatctttee
aaatacaacyg
aacgaaatct
aaccaagatt
tggcgtgaaa
atcgacttcg
cattctactg
gcacacgaac
gcaaactcct
tgctctaaga
aaaccg

Glu Leu

Cys Gly

Ser Lys

Thr val

Gln Asp His Ser

37s

Ala

390

405

420

1386

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttgtttatce
atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta
agtacgaaaa
gggaatcata
cacaaagata
gtgactctga
acagaccact
tgatcaccgt
ccgacctget
acggtgatac
gtgttatcca
tgggtcataa
gtgttatggc
aagactacca

Gly His

Ala Asn

Leu Phe

Asn Asn

Asn Leu

Ser

Ser Asp

440
Pro Gln
455

Um&l4 sekvence

tactgctgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagcttct
aagaaaggtc
atacgaatte
gttctcetgaa
cccattgggt
tgcttctate
cttgattgaa
cgtcgaaaag
tgaaccaatce
cgtacagetg
caaaatccgt
gaacatccaa
tacttctgta
gcgtcgccaa
tgttggtctg
ggaccactcce
cctgggtatg
tgctatgctg
gaccttcectg

30

Gly Met Cys Gln
Ile Asn Leu
Gly Met
Val Met
425

Cys Ser

Cys Ile

Leu

Leu
395

Asn
410

Ala

Lys

Leu

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
tctattatct
actccagtte
aaggttaaca
gattactctg
gaagatcact
tctgettgta
ccattggaat
gaagatgaag
aagaaggcct
gttatcgttg
caatgggtgc
ttcactttgg
tceccacgaca
cgtcatgata
gcttacgttg
gctattaacc
aaccacgatg
tccgatcaac
accgttaaca

Lys
380
'val

His

Ala

His Ser Thr Gly

Ala Leu Thr Met

400

Asp Gly Asn Gln

415

Met Leu Ser Asp

430

Lys
445

Asn
460

catcctecge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctgg
ctaggggtge
gtgaaccagt
.aaactcatta
gttactacca
acggtttgaa
tgtccgacte
ccccaaagat
tccaattaaa
ctgaccaccyg
accaaatcgt
ttggtttgga
ctectggcate
acgctcaact
gtggcatgtg
tgctggttge
gcaaccagtg
catccaaact
accegcagtg

Asp Tyr Gln Thr

Lys Pro

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtecttgcac
ctceccagat
tggtagaatc
gggtcattte
tgaagcccat
gtgtggtgtt
cttgactaag
tatgaacact
caacaccatt
aatctggtce
ctteggtaac
gctgaccgct
tcaactgaaa
tctgaccatg
tcactgcggt
gttctecgac
tatcctgaac

kdébduje pro-NAT (analog fibrolazy)

60
120
ls0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386



<210> §

<211>
<212>

203
PRT

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<223> Nativni fibrolaza z Agkistrodon contortrix

<400> S

Gln
1

His

Trp

Leu
65

Gln

Leu
145
Gly

Lys

Vval

Gln

Arg

val

Ile

50

Ile

Trp

Leu

val

His

130

Gly

Ala

Leu

Asn

<210> 6
<211> 609
<212> DNA
<213> Agkistrodon contortrix

<220> : ’ .
<223> Kbéduje nativni fibroldzu z Agkistrodon contortrix

Arg

Met.

His

35

Gln

Thr

Arg

Leu

Gly

11s

Ser

His

Asn

Phe

Asn
195

Phe

Asn

20

Gln

Phe

vVal

Glu

100

Gly

Ala

Ser

Sex
180

Pro

Pro Gln Arg

5

Thr

Ile

Thr

Thr

Thr

85

Ala

Met

Ile

Leu

Cys
165

Asp

Gln

Lys
val
Leu

-

Ser
70
Asp

Ile

Cys

Gly
150

val

Cys

Cys

Tyr

Asn
Val

S5
Val
Leg
Asp
Gln
Leu
135
Met
Met

Ser

Ile

Tyr Val Gln Leu Val Ile val

Asn

Thr

40

Gly

Ser

Leu

Phe

Leu

120

Leu

Asn

Ala

Lys

Leu
200

31

Gly

25
Ile
Leu
His
Arg
Asp
105
Lys
val
His
Ala

Lys

185

Asn

10

Asp

Asn

Glu

Asp

Arg

90

Gly

His

Ala

Asp

Met

170

Asp

Lys

Ser

Glu

Ile

Thr

75

Gln

Asp

Ser

Leu

Gly

Asp Lys
Ile Tyr
45

Trp Ser
60

Leu Ala

Arg His

Thr Vval
Thr Gly
125

Thr Met
140

Asn Gln

155

Leu

Tyr

Pro

Ser Asp

Gln Thr

Ile

30

Arg

Asn

Ser

Asp

Gly

110

Val

Ala

Cys

Gln

Phe
190

Ala Asp
15

Arg Gln

Pro Leu

Gln Asp

Phe Gly
80

Asn Ala
95

Leu Ala

Ile Gln

His Glu

His Cys
160

Pro Ser
175

Leu Thr



<400> 6

caacaaagat
actaaataca
attaacgaaa
tccaaccaag
aactggegtg
gctatcgact
aaacattcta
atggcacacg
ggtgcaaact
gactgctcta
aacaaaccg

<210>
<211>
<212>
<213>

7
1392
DNA

<220>
<223>

tcccacaaag
acggtgactce
tctacagacce
atttgatcac
aaaccgacct
tcgacggtga
ctggtgttat
aactgggtca
cctgtgttat
agaaagacta

atacgtacag
tgacaaaatc
actgaacatc
cgttacttct
gctgegtcge
tactgttggt
ccaggaccac
taacctgggt
ggctgctatg
ccagaccttc

Agkistrodon contortrix

ctggttatcg
cgtcaatggg
caattcactt
gtatcccacg
caacgtcatg
ctggcttacg
tecegetatta
atgaaccacg
ctgtecgate
ctgaccgtta

z Agkistrodon contortrix

<400> 7

atgagatttce
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctcgaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatg
aagttgcaag
gctgtctaca
acccaaaact
agacaacaaa
aacactaaat
accattaacg
tggtccaacc
ggtaactgge
accgctatcg,
ctgaaacatt
accatggcac
tgcggtgcaa
tcecgactgee
ctgaacaaac

<210> 8
<211> 21
<212> DNA

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttgtttatce
atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta
agtacgaaaa
gggaatcata
gattcccaca
acaacggtga
aaatctacag
aagatttgat
gtgaaaccga
acttcgacgg
ctactggtgt
acgaactggg
actcctgtgt
ctaagaaaga
cg

tactgetgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagcttct
aagaaaggtce
atacgaattc
gttctcetgaa
cccattgggt
tgcttctate
cttgattgaa
cgtcgaaaag
tgaaccaatc
aagatacgta
ctctgacaaa
accactgaac
caccgttact
cctgctgegt
tgatactgtt
tatccaggac
tcataacctg
tatggetget
ctaccagace

<213> ypela sekvence

32

ttattcgcag
gcacaaattc
gectgttttge
gccagcattg
tctattatct
actccagttce
aaggttaaca
gattactctg
gaagatcact
tctgettgta
ccattggaat
gaagatgaag
aagaaggcect
cagctggtta
atccgtcaat
atccaattca
tctgtateee
cgccaacgte
ggtctggett
cactccgcta
ggtatgaacc
atgetgtecg
ttcctgaccg

ttgctgacca
tgcaccaaat
tggttggttt
acactctggce
ataacgctca

.ttggtggcat

acctgetggt
atggcaacca
aaccatccaa
acaacccgca

Kédujici sekvence nativni pro-fibroléazy

catcctecge
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctgg
ctaggggtge
gtgaaccagt
aaactcatta
gttactacca
acggtttgaa
tgtccgactc
ccccaaagat
tccaattaaa
tcgttgetga
gggtgcacca
ctttggttgg
acgacactcet
atgataacgc
acgttggtgg
ttaacctgct
acgatggcaa
atcaaccatce
ttaacaaccc

ccgtatgaac
cgtcaacacc
ggaaatctgg
atcctteggt
actgctgacc
gtgtcaactg
tgctctgace
gtgtcactge
actgttctec
gtgtatcctg

attagctgcet
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtcttgcac
ctcecccagat
tggtagaatc
gggtcatttc
tgaagcccat
gtgtggtgtt
cttgactaag
ccaccgtatg
aatcgtcaac
tttggaaatc
ggcatccettce
tcaactgctg
catgtgtcaa
ggttgectcetg
ccagtgtcac
caaactgttc
gcagtgtate

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
609

60
120
180"
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392




<220>
<223> popis um8lé sekvence: Oligonukleotid

<400> 8
tactattgcc agcattgctg c

<210> 9
<211> 21
<212> DNA

<213> ym&la sekvence

<220>

<223> popis um&lé sekvence: Oligonukleotid

<400> 9
cctacagtct tacggtaaac g

<210> 10
<211> 45
<212> DNA

<213> ym&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: Oligonukleotid

<400> 10
tccaattaaa cttgactaag agatctttcc cacaaagata cgtac

<210> 11
<211> 44
<212> DNA
$213> Umé&la sekvence
<220>

<223> popis um&lé sekvence: Oligonukleotid

<400> 11 ;
ggttaatttg aactgattct ctagaaaggg tgtttctatg catg

<210> 12

<211> 1620

<212> DNA

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<221> misc_feature

<222> gomplement ((1)..(1620))

33




<225> Koyplementérni (sens
(viz SEQ ID NO:13)

<220>

<223> Kédujici sekvence nativni pro-fibrolazy
z Agkistrodon contortrix

<400> 12

atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctcgaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatg
aagttgcaag
gctgtctaca
acccaaaact
agacaacaaa
aacactaaat
accattaacg
tggtccaace
ggtaactggce
accgctateg
ctgaaacatt
accatggcac
tgcggtgcaa
tcecgactget
ctgaacaaac
ctgaatagcg
tgttcctcag
aggatgtcag

<210>
<211>
<212>
<213>

13
1620
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttgtttatce
atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta
agtacgaaaa
gggaatcata
gattcccaca
acaacggtga
aaatctacag
aagatttgat
gtgaaaccga
acttcgacgg
ctactggtgt
acgaactggg
actcctgtgt
ctaagaaaga
cgtaagegge
ccgtegacca
ttcaagttgg
aatgccattt

misc_feature
Complement{(1)..(1620}) L .
Komplement&rni (antisens) Ffeté&zec k sens retdzci

tactgctgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
tgaagcttcet
aagaaaggtc
atacgaattc
gttctctgaa
cccattgggt
tgcttctate
cttgattgaa
Lgtcgaaaag
tgaaccaatc
aagatacgta
ctctgacaaa
accactgaac
Caccgttact
cctgectgegt
tgatactgtt
tatccaggac
tcataacctg
tatggctget
ctaccagacce
cgeccagettt
tcatcatcat
gcacttacga
gcctgagaga

Agkistrodon contortrix

(viz SEQ ID No:12)

<220>
<223>

ttattcgecag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
tctattatet
actccagttc
aaggttaaca
gattactctg
gaagatcact
tctgcttgta
ccattggaat
gaagatgaag
aagaaggcct
cagctggtta
atccgtcaat
atccaattca
tctgtatece
cgccaacgtc
ggtctggett
cactcecgcta
ggtatgaacc
atgctgtccg
ttcetgaceg
ctagaacaaa
catcattgag
gaagaccggt
tgcaggctte

z Agkistrodon contortrix

<400> 13

catcctecge
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctgg
ctaggggtgce
gtgaaccagt
aaactcatta
gttactacca
acggtttgaa
tgtccgacte
ccccaaagat
tccaattaaa
tcgttgetga
gggtgcacca
ctttggttgg
acgacactct
atgataacgc
acgttggtgg
ttaacctget
acgatggcaa
atcaaccatc
ttaacaaccc
aactcatcte
tttgtagect
cttgctagat
atttttgata

attagctget
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtcttgcac
ctccccagat
tggtagaatc
gggtcattte
tgaagccecat
gtgtggtgtt
cttgactaag
ccaccgtacg
aatcgtcaac
tttggaaatc
ggcatccttc
tcaactgctg
catgtgtcaa
ggttgctctg
ccagtgtcac
caaactgttce
gcagtgtatc
agaagaggat
tagacatgac
tctaatcaag
cttttttate

Anti-kédujici sekvence nativni pro-fibroléazy

) fet&zec k antisensovému Tetézci

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900"
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

aataaaaaag tatcaaaaat gaagcectgca tctctcagge aaatggcatt ctgacatcct 60
cttgattaga atctagcaag accggtcttc tcgtaagtge ccaacttgaa ctgaggaaca 120
gtcatgtcta aggctacaaa ctcaatgatg atgatgatga tggtcgacgg cgctattcag 180

34



-

atcctcttet
gatacactge
gaacagtttg
gtgacactgg
cagagcaacc
ttgacacatg
cagcagttga
gaaggatgcece
gatttccaaa
gttgacgatt
catacggtgg
cttagtcaag
aacaccacac
atgggcttca
gaaatgaccc
gattctacca
atctggggag
gtgcaagaca
tggttgaaca
gttaacgtta
taccccttct
atttgtgetg
accgatgaca
agcagctaat

<210> 14
<211> 540
<212> PRT

gagatgagtt
gggttgttaa
gatggttgat
ttgccatcgt
agcaggttaa
ccaccaacgt
gcgttatcat
agagtgtcgt
Cccaaccaaag
tggtgcaccce
tcagcaacga
tttaattgga
atctttgggg
gagtcggaca
ttcaaaccgt
tggtagtaac
taatgagttt
actggttcac
gcacccctag
ccagattcca
tctttagcag
ttggaaaatyg
gcttcageceg
gcggaggatg

tttgttctag
cggtcaggaa
cggacagcat
ggttcatacc
tagcggagtyg
aagccagacc
gacgttggeg
gggatacaga
tgaattggat
attgacggat
taaccagctg
aggccttctt
cttcatctte
attccaatgg
tacaagcaga
agtgatctte
cagagtaatc
tgttaacctt
gaactggagt
agataataga
caatgctggc
gcaaaacagce
gaatttgtgc
ctgcgaataa

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<223>

<220>
<223>

<400> 14

Met Arg Phe

1

Ala Leu Ala

Ile Pro aAla

5

20

35

Asp Val Ala

S0

Phe Ile Asn

65

Ser Leu Glu

85

Ala Pro Val
Glu Ala Val
Val Leu Pro
Thr Thr Ile

70

Lys Arg Glu

40

55

35

aaagctggceg
ggtctggtag
agcagccata
caggttatga
gtcctggata
aacagtatca
acgcagcagg
agtaacggtg
gttcagtggt
tttgtcagag
tacgtatctt
gattggttca
cttttcgacg
ttcaatcaag
gatagaagca
acccaatggg
ttcagagaac
gaattcgtat
gacctttett
agaagcttca
aatagtagta
aacatcgaaa
cgtttcatct
aacagcagta

Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe

i0

Asn Thr Thr Thr Glu Asp

25

Ile Gly Tyr Ser Asp

Phe Ser Asn Ser Thr

Ala Ser Ile Ala Ala

75

Ala Glu Ala Ser Ser

30

gcegettacg
tctettcttag
acacaggagt
cccagttcgt
acaccagtag
ccgtegaagt
teggtttcac
atcaaatctt
ctgtagattt
tcaccgttgt
tgtgggaatce
tatgattccce
ttttcgtace
tacatttcac
gtggagtcag
taagtagtaa
aaacctttgt
tgcatggcat
ggataaacaa
gectetettt
tttataaaca
tccecttcta
tctgttgtag
aaaattgaag

Glu

Thr Ala

gtttgttcag
agcagtcgga
ttgcaccgca
gtgccatggt
aatgtttcag
cgatagcggt
gccagttacce
ggttggacca
cgttaatggt
atttagtgtt
tttgttgtct
agttttgggt
tgtagacagce
cttgcaactt
catcgtttte
tttctetace
ttttttccaa
cttcgtactt
cttcgtaate
tctcgagaga
ataacccegtt
aatctgagta
tgttgactgg
gaaatctcat

Nativni pro-fibrolaza z Agkistrodon contortrix

Ala Ala Ser Ser

15

Gln

30

Leu Glu

45

Asn
60

Asn
Lys Glu

Ile Ile

Gly Asp

Gly Leu

Phe

Leu

Glu Gly val

80

Leu Glu Ser

95

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

Xaa na pozicich 465, 493, 516 a 536 znaldi stop kodény.



Gly
val
Glu
Lys
145

Gly

His

Ile

225

Thr

val

Ile
305

Trp

Leu

Thr

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

Leu

Ile

Lys

290

Ser

Ala

His

val
370

Val
Arg
115
Lys
Leu
Glu
Arg
Gly
195
Pro

Asn

Asn

Val
275
Ile
Arg
Asn
Ser
Asp

355

Gly

Asn

100

Gly

val

Phe

Ile

Ile

180

Leu

Leu

val

Trp

Lys

260

Ala

Arg

Pro

Gln

Phe

340

Asn

Leu

Asp

Ala

Asn

Ser

Thr

165

Glu

Lys

Glu

Glu

Glu

245

Arg

Asp

Gln

325

Gly

Ala

Ala

Tyr

val

Ser

Glu

150

Thr

Asn

Gly

Leu

Lys

230

Ser

Gln

His

Trp

Asn

310

Leu

Gln

Tyx

Glu
Gln
Glu
135
Asp
Tyr
asp
His
Ser

215

Glu

Gln
Arg
val
295
Ile
Ile
Txp

Leu

val
375

val
Pro
120

Pro

Pro

Ala

Phe

200

Asp

Asp

Glu

Arg

Met

280

His

Gln

Arg

Leu
360

Gly

36

Val Tyr
105

Lys Tyr

Val val

Ser Glu

Leu Gly

170

Asp Ser
185

Lys Leu

Ser Glu

Glu Ala

Pro Ile

250
Phe Pro
265
Asn Thr

Gln Ile

Phe Thr

val Thr’

330

Glu Thr
345

Thr Ala

Gly Met

Pro

Glu

Leu

Thr

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Pro
235

Lys

Gln

Lys

val

Leu

315

Ser

Asp

Ile

Cys

e
»
s4w e

ovse
o080

v . .o

Arg Lys Val
110

ASp Ala Met
125

His Leu Glu
140

His Tyx Ser
Asp His Cys
Ala Ser Ile

130

Gly Glu Met
205

His Ala val
220

Lys Met Cys
Lys Ala pPhe
Arg Tyr Val

270

Tyr Asn Gly
- 285

Asn Thr Ile
300

Val Gly Leu
Val Ser His
Leu Leu Arg

350

Asp Phe Asp
365

Gln Leu Lys
380

Thr

Gln

Lys

Pro

175

Ser

Gly

Gln

255

Gln

Asp

Asn

Glu

Asp

335

Arg

Gly

His

009
.
.

Pro

Asn
Asp
160

Tyr

Ala

Lys

val

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Xle

320

Thr

Gln

Asp

Ser

(XA R]
R X2 )
. L ]
o® o0



Thr Gly Val Ile Gln AsSp His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu
385 390 395 400

Thr Met Ala His Glu Leu Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly
405 410 415

Asn Gln Cys His Cys Gly Ala Asn Ser Cys Val Met Ala Ala Met Leu
420 425 430

Ser Asp Gln Pro Ser Lys Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr
435 440 445

Gln Thr Phe Leu Thr Val Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro
450 455 460

Xaa Ala Ala Ala Ser Phe Leu Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp
465 470 475 480

Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His Xaa val Cys ser
485 450 495

Leu Arg His Asp Cys Ser Ser Val Gln Val Gly His Leu Arg Glu Asp
500 505 510

Arg Ser Cys Xaa Ile Leu Ile Lys Arg Met Ser Glu Cys His Leu Pro
515 520 525

Glu Arg Cys Arg Leu His Phe Xaa Tyr Phe Phe Ile
530 535 540

<210> 15

<211> 203

<212> PRT

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<223> Nativni fibrolaza z Agkistrodon contortrix

<220>
<223> Xaa na pozici 1 zastupuje chemickou slou&eninu

—kyselinu pyroglutamovou. Tato chemicka slou&enina

je ozna&ovana v sSeznamu pismenem“E“.

<400> 15
Xaa Gln Arg Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gin Leu Val Ile Val Ala asp
1 -85 10 15

His Arg Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln
20 25 30 :

Trp Val His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu
35 40 45

37




Leu
65

Gln

Leu
145
Gly

Lys

val

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile

50
Ile
Trp
Leu
val
His
130
Gly
Ala

Leu

Asn

<220>

<223>

<220>
<223>

Gln
Thr
Arg
Leu
Gly
115
Ser
His
Asn

Phe

Asn
195

16

202
PRT
Agkistrodon contortrix

Phe
Val
Glu
Thr
100
Gly
Ala
Asn
Ser
Ser

180

Pro

Thr

Thr

85

Ala

Met

Ile

Leu

Cys
165

Asp

Gln

Leu

Ser

70

Asp

Ile

Cys

Asn

Gly

150
~

val

Cys

Cys

vVal Gly
55

Val Ser
Leu Leu
Asp P?e
Gln Leu

120

Leu Leu
135

Met Asn
Met Ala

Ser Lys

Ile Leu
200

Leu

His

Arg

Asp

105

Lys

Val

His

Ala

Lys

185

Asn

Glu

Asp

Arg

90

Gly

His

Ala

Asp

Met

170

Asp

Lys

Ile

Thr

5

Gln

Asp

Ser

Leu

Gly
155

Leu

Trp

60
Leu
Arg
Thr
Thr
Thr
140

Asn

Ser

Ser

Ala

His

Val

Gly

125

Met

Gln

Asp

Tyr Gln Thr

Pro

Asn Gln

Ser Phe

Asp Asn

95

Gly Leu
110

vVal Ile

Ala His

Cys His

Gln Pro

175

Phe Leu
190

Nativni fibrolaza z Agkistrodon contortrix

Asp

Gly

80

Ala

Ala

Gln

Glu

Cys
160

Ser

Thr

Xaa na pozici 1 zastupuje chemickou slouceninu '
-kyselinu pyroglutamovou. Tato chemicka sloucenina
je oznaCovand v seznamu pismenem“E".

<400> 16
Xaa Arg Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile Val Ala Asp His

1

5

10

15

Arg Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln Trp

20

25

30

Val His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu Asn

35

40

38

45




Ile G

ln Phe
S0

Ile Thr val

65

Trp Arxrg Glu

Leu Leu Thr

val Gly Gly

115

His Ser Ala
130

Gly His Asn

145

Ala Asn Ser

L.eu Phe Ser

Asn Asn Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

195

17
538
PRT

Thr

Thr
Ala
100

Met

Ile

Cys

Asp
180

Gln

Leu
Ser
Asp

85

Ile

Cys

Asn

Gly

Val
165

Cys

Cys

val
Val

70
Leu
Asp
Gln
Leu
Met
150

Es

Met
Ser

Ile

Uméléd sekvence

Gly

55
Ser
Leu
Phe
Leu
Leu
135
Asn
Ala

Lyé

Leu

Leu

His

Asp

Lys

120

Val

His

Ala

Lys

Asn
200

Glu

Asp

Arg

Gly

105

His

Ala

Asp

Met

Asp

185

Lys

Ilg
Thr
Gln

90
Asp
Ser
Leu
Gly
Leu

170

Pro

Popis umé€lé sekvence: analog
z Agkistrodon contortrix

<400> 17

Met Arg Phe

1

Ala Leu Ala
Ile Pro Ala
35

Asp Val Ala

Phe Ile Asn

65

50

Pro Ser Ile Phe Thr Ala val

5

Ala Pro Val Asn

20

Glu Ala val Ile

Val Leu Pro Phe

Thr Thr Ile Ala
70

55

10

Thr Thr Tﬁf

25

Gly Tyr Ser

40

Ser Asn Ser

Ser Ile Ala

39

Trp

Leu

75

Arg

Thr

Thx

Thr

Asn

155

Ser

Gln

Ser Asn Gln Asp Leu

60

Ala

His

val

Gly

Met

140

Gln

Asp

Thr

Ser Phe
Asp Asn
Gly Leu

110

Val Ile
125

Ala His

Cys His

Gln Pro

Phe Leu
190

Gly Asn
80

Ala Gln
95

Ala Tyxr

Gln Asp
Glu Leu
Cys Gly

160

Ser Lys
178

Thr val

nativni pro-fibrolazy

Leu Phe Ala Ala Ser Ser

15

Glu Asp Glu Thr Ala Gln

30

Asp Leu Glu Gly Asp Phe

45

Thr Asn Asn Gly Leu Leu

60

Ala Lys Glu Glu Gly Val

75

80



Ser

Gly

val

Glu

Lys

145

Gly

His

Cys

Ile

225

Thr

val

Ile

Arg
305

Ser

Gly

Leu

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

Leu

Ala

Arg

290

Pro

Gln

Phe

Asn

Leu
370

Glu Lys Arg Glu

Val asn
100

Arg Gly
115

Lys Val
Leu Phe
Glu Ile
Arg Ile

180

ély Leu
195

Pro Leu
Asn Val
Asn Trp

Thr Lys
260

Asp His
275

Gln Trp
Leu Asn
Asp Leu

Gly Asn
340

Ala Gln
355

Ala Tyr

85

Asp
Ala
Asn
'Ser
Thr
165

Glu

iys

Glu

Glu
Glu
245

Axrg

val

Ile

Ile

325

Leu

val

Tyx

val
Ser
Glu
150
Thr
Asn
Gly
Leu
Lys
230
Ser
Ser
Met
His
Gln

310

Thr

Leu

Gly

Ala Glu Ala

Glu
Gln
Glu

135

Asp

Asp
His
Ser

215

Glu

Phe
Asn
Gln
295
Phe
val
Glu

Thr

Gly
375

Val
Pro
120

Pro

Tyr

Pro

Ala

Phe
200

Asp

Asp

qu

Thr
280
Ile
Thr
Thr
Thr
Ala

360

Met

40

Val

105

Lys

vVal

Ser

Leu

Asp

185

Lys

Ser

Glu

Pro

Gln

265

Lys

val

Ser
Asp
345

Ile

Cys

Sér
90

Tyr

val
Glu
Gly
170
Ser
Leu
Glu

Ala

Ile
250

Asn

val

Ser

Pro

Glu

Leu

Thr

155

Glu

Thr

Gln

Ala

Pro

235

Lys

Tyr

Asn

Thr

Gly

7315

Val
330

Leu

Asp

Gln

Ser

Leu

Ile
Arg
Asp
His
140
His
Asp
Ala
Gly
H%s
220
Lys
Lys
Val

Gly

Ile

300

Leu

His

Arg

Ile
Lys
Ala

125

Leu

His

Ser

Glu

205

Ala

Met

Ala

Gln

Asp

285

Asn

Glu

Asp

Arg

Phe Asp Gly

Leu

Lys
380

365

His

Leu

Val

110

Met

Glu

Ser

Cys

Ile

130

Met

val

Cys

Phe

Leu

270

Ser

Glu

Ile

Thx

Gln

350

Asp

Ser

Glu

95

Thr

Gln

Lys

Pro

175

Ser

Gly
Gln
255
val

Asp

Ile

Leu
335
Arg

Thr

Thy

Sef
Pro
Tyr
Asn

Asp
160

Lys
Val
240
Leu

Ile

Lys

Ser
320
Ala
His

Val

Gly



val
385

Ile Gln

Ala His Glu

His

Cys

Gln Ser

435

Prxo

Phe Leu Thr

450

Ala
465

Ala Ser

Ser Ala Vval

Asp

Ile
$15

Xaa

Cys Arg Leu

530

<210>
<211>
<212>
<213>

18
602
DNA

<220>
<223>

<400> 18
tactattgce
agcttettet
aaaggtcact
cgaattcaag
ctctgaagat
attgggtgaa
ttctatctet
gattgaacca
cgaaaaggaa
accaatcaag
ac

<210> 19
<211> 816

Cys.

Asp His

Ser Ala

Ile

390

Leu Gly

405
Gly Ala
420

Lys Leu

val

Asn

Phe Leu

His

Asn

Phe

Asn

Glu

Asn Leu

Ser Cys

Ser Asp

440
Pro Gln
455

Gln Lys

470

His
485

Asp

Ser Ser

500

Leu Ile

His Phe

agcattgety
attatcttgg
ccagttecta
gttaacagtg
tactctgaaa
gatcactgtt
gcttgtaacy
ttggaattgt
gatgaagccce
aaggccttee

His

val

Lys

Xaa

His His

Gln val

Asn

Gly

val
425

Cys

Cys

Leu

His

Gly

Leu
385

Leu

Met
410

Asn

Met Ala

Ser Lys

Ile Leu

Ile Ser

475
His Xaa
490

His Leu

505

Met
520

Phe
535

Agkistrodon contortrix

ctaaagaaga
aatctggtaa
ggggtgcetgt
aaccagttgt
ctcattacte
actaccatgg
gtttgaaggg
ccgactcectga
caaagatgtg
aattaaactt

41

Ser

Phe

Glu Cys

Ile

Fragment fibrol&zy z Agkistrodon

aggggtatct
cgttaacgat
tcaaccaaag
cttgcacttg
cccagatggt
tagaatcgaa
tcatttcaag
agcccatget
tggtgttacce
gactaagaga

Val Ala
His

Asp

Ala Met

Leu

Gly

Leu

Thr Met

400
Asn Gln
415

Ser Asp

430

Lys Asp

445

Asn
460

Lys
Glu Glu
Val Cys
Arg G

Leu
525

His

Tyr

Pro

Asp

Ser

Asp

510

Pro

Gln Thr

Xaa Ala

Leu Asn

480

Leu
495

Arg
Arg

Ser

Glu Arg

contortrix

ctcgagaaaa
tacgaagttyg
tacgaagatg
gaaaaaaaca
agagaaatta
aacgatgctg
ttgcaaggtg
gtctacaagt
caaaactggg
tctttceccac

gagaggctga
tttatccaag
ccatgcaata
aaggtttgtt
ctacttacec
actccactge
aaatgtactt
acgaaaacgt
aatcatatga
aaagatacgt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
602



<212> DNA

<213> Agkistrodon contortrix

<220>

<223> Fragment fibroldzy z Agkistrodon contortrix

<400> 19

tccaattaaa
ctgaccaccyg
accaaatcgt
ttggtttgga
ctctggcatc
acgctcaact
gtggcatgtg
tgctggttge
gcaaccagtg
catccaaact
acccgcagtg
tctcagaaga
gccttagaca
agattctaat

<210>
<211>
<212>
<213>

20
1373
DNA

<220>
<223>

<400> 20

tactattgcc
agcttcttct
aaaggtcact
cgaattcaag
ctctgaagat
attgggtgaa
ttctatctct
gattgaacca
cgaaaaggaa
accaatcaag
acagcetggtt
aatccgtcaa
catccaattc
ttectgtatcec
tcgeccaacgt
tggtctgget
ccactccget
gggtatgaac
tatgetgtece
cttcctgace
tctagaacaa
tcatcattga
agaagaccgg

cttgactaag
tatgaacact
caacaccatt
aatctggtce
cttcggtaac
gctgaccget
tcaactgaaa
tctgaccatg
tcactgcggt
gttctecegac
tatcctgaac
ggatctgaat
tgactgttcee
caagaggatg

agcattgctg
attatcttgg
ccagttccta
gttaacagtg
tactctgaaa
gatcactgtt
gcttgtaacg
ttggaattgt
gatgaagcce
aaggccttcee
atcgttgetg
tgggtgcacc
actttggttg
cacgacacte
catgataacg
tacgttggtg
attaacctgce
cacgatggca
gatcaaccat
gttaacaacc
aaactcatct
gtttgtagee
tcttgctaga

agatctttcc
aaatacaacg
aacgaaatct
aaccaagatt
tggcgtgaaa
atcgacttcg
cattctactg
gcacacgaac
gcaaactcct
tgctctaaga
aaaccgtaag
agcgeegtceg
tcagttcaag
tcagaatgcec

Agkistrodon contortrix

ctaaagaaga
aatctggtaa
ggggtgctgt
aaccagttgt
ctcattactc
actaccatgg
gtttgaaggg
ccgactctga
caaagatgtg
aattaaactt
accaccgtat
aaatcgtcaa
gtttggaaat
tggcatcctt
ctcaactget
gcatgtgtca
tggttgctet
accagtgtca
ccaaactgtt
cgcagtgtat
cagaagagga
ttagacatga
ttctaatcaa

42

cacaaagata
gtgactctga
acagaccact
tgatcaccgt
ccgacctget
acggtgatac
gtgttatcca
tgggtcataa
gtgttatgge
aagactacca
cggceccgecag
accatcatca
ttgggcactt
atttgce

aggggtatct
cgttaacgat
tcaaccaaag
cttgcacttg
cccagatgge
tagaatcgaa
tcatttcaag
agcccatget
tggtgttacc
gactaagaga
gaacactaaa
caccattaac
ctggtccaac
cggtaactgg
gaccgctate
actgaaacat
gaccatggca
ctgeggtgea
ctecgactge
cctgaacaaa
tctgaatage
ctgttecctca
gaggatgtca

cgtacagcetg
caaaatccgt
gaacatccaa
tacttctgta
gcgtegecaa
tgttggtctg
ggaccactcce
cctgggtatg
tgctatgcetg
gaccttecetg
ctttctagaa
tcatcatcat
acgagaagac

ctcgagaaaa
tacgaagttg
tacgaagatg
gaaaaaaaca
agagaaatta
aacgatgctg
ttgcaaggtg
gtctacaagt
caaaactggg
tcttteccac
tacaacggtyg
gaaatctaca
caagatttga
cgtgaaaccyg
gacttcgacg
tctactggtg
cacgaactgg
aactcctgtg
tctaagaaag
ccgtaagegg
gcecgtcegacce
gttcaagttg
gaatgccatt

gttatcgttg
caatgggtgce
ttcactttgg
tcccacgaca
cgtcatgaca
gcttacgtetg
gctattaacc
aaccacgatg
tccgatcaac
accgttaaca
caaaaactca
tgagtttgta
cggtcttget

Fragment fibrolazy z Agkistrodon contortrix

gagaggctga
tttatccaag
ccatgcaata
aaggtttgtt
ctacttacce
actccactgce
aaatgtactt
acgaaaacgt
aatcatatga
aaagatacgt
actctgacaa
gaccactgaa
tcaccgttac
acctgctgceg
gtgatactgt
ttatccagga
gtcataacct
ttatggectge
actaccagac
ccgecagett
atcatcatca
ggcacttacg
tgc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
816

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1373
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PATENTOVE NAROKY

1. Fibrinolyticky aktivni polypeptid m& aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID NO:1.

2. Polypeptid z nédroku 1, ktery byl vyroben rekombinantni

expresi v kvasinké&ch.

3. Molekula nukleové kyseliny kdéduje polypeptid o sekvenci
SEQ ID NO:1.

4, Molekula nukleové kyseliny z nédroku 3 kterd md sekvenci

SEQ ID NO :4.

5. Expresni vektor obsahuje expresni regulac¢ni prvky, které

jsou uéinné pripojeny k molekule nukleové kyseliny podle naroku 3.

6. Expresni vektor podle ndroku 5 ve kterém je molekula

nukleové kyseliny mad nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:4.

7. Hostitelskd bunika transformovand nebo transfekovand

molekulou nukleové kyseliny podle naroku 3.

8. Transformovand nebo transfekovand hostitelskd butika podle

naroku 7, kterd je prokaryotick& nebo eukaryoticka.

9. Transformovand nebo transfekovand prokaryotické& bunka

podle naroku 8, kterd je kvasinkova bufika.

10. Transformovand nebo transfekovand kvasinkova bunka podle

naroku 9, kterd je Pichia pastoris.

11. Metoda produkce NATu, zahrnujici kultivaci hostitelskych

bunék obsahujicich DNA molekulu kédujici uvedenou metaloproteindzu ,
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G&inné pripojenou k reguladénim prvkim které stimuluji expresi za
podminek, Ze je DNA molekula exprimovana a izolace exprimované

metaloproteindzy z kultury hostitelskych bunék.

12. Metoda z naroku 11, kde DNA molekula je SEQ ID NO:4.

13. Metoda z naroku 11, ve které jsou hostitelské bunky
kvasinky.
14. Metoda z naroku 13, ve kterém jsou kvasinkové bunky

Pichia pastoris.

15. Metoda produkce metalaloproteindzy-fybrinolytického agens
vybraného ze skupiny sestédvajici se z fibroldzy NATu, obsahujici
kultivaci Pichia hostitelskych bunék, které obsahuji DNA molekulu
kédujici zminénou metaloproteindzu, U¢inné pripojenou k regulacnim
prvkim pro stimulaci exprese za podminek kdy je DNA molekula
exprimovéna a izolace exprimované metaloproteinazy z kultury

hostitelskych bunék.

16. Metoda z naroku 15, kde Pichia hostitelskd bunka je

Pichia pastoris.

17. Metoda 1é&by trombdzy u savcld zahrnujici podavani

trombolyticky efektivniho mnoZstvi NATu savcim.

18. Protildtku proti polypeptidu z naroku 1.

19. Protiladtka z naroku 17 kterd je monoklonadlni protilétka.
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