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(57) Abstract

The description relates to a novel thrombin inhibiting protein from reduvii with a molecular weight of some 12000 Dalton
and the N-terminus Glu-Gly-Gly-Glu-Pro-Cys-Ala-Cys-Pro-His-Ala-Leu-His-Arg-Val-Cys-Gly-Ser-Asp. The protein is useful in

combatting diseases.

(57) Zusammenfassung

Es wird ein neues thrombininhibitorisches Protein aus Raubwanzen mit einem Molekulargewicht von etwa 12000 Dalton
und dem N-Terminus Glu-Gly-Gly-Glu-Pro-Cys-Ala-Cys-Pro-His-Ala-Leu-His-Arg-Val-Cys-Gly-Ser-Asp beschrieben. Das Pro-

tein eignet sich zur Bekdimpfung von Krankheiten.
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Neues thrombininhibitorisches Protein aus Raubwanzen

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues thrombininhibi-
torisches Protein aus Raubwanzen sowie Verfahren zu dessen

Herstellung.

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

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

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

Bisher wurde jedoch noch kein Protein mit thrombininhibito-
rischer Wirkung gefunden, das als Arzneimittel hinsichtlich
hoher Wirksamkeit, fehlender Antigenizitét, langer biologi-
scher Halbwertzeit, geringer Nebenwirkung wie z.B. Blutungs-
neigung, vorteilhaft geeignet ist.

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, neue Thrombin-
Inhibitoren zur Verfiigung zu stellen, die als Arzneimittel

h1n51chtllch der oben genannten Eigenschaften geeignet sind.

DemgemdB wurde ein neues thrombininhibitorisches Protein aus

- Raubwanzen isoliert.

Das neue Protein besitzt folgende physikochemischen Eigen-
schaften. Durch Molekularsiebchromatographie wird ihm ein
Molekulargewicht von 20000 - 24000 Dalton zugeordnet. In

”eingmrSDS—Polyacrylamidgel wird ein Molekulargewicht von
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12000 + 2000 Dalton bestimmt. Die Bestimmung des isoelektri-

schen Punktes ergibt einen pH-Wert zwischen 3,7 und 4,7.

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

einem in-vitro Enzymtest.

Folgende N-terminale Aminosduresequenz wurde von dem Protein

bestimmt (SEQ ID NO: 1):
Glu—Gly—Gly—Glu—Pro—Cys—Ala-Cys—Pro-His—Ala—Leu—His—Arg—Val~
Cys—-Gly-Ser—Asp

Das erfindungsgemdfe Protein enthilt eine Aminosduresequenz

von 103 Aminosduren, die im Sequenzprotokoll-SEQ ID NO: 3

angegeben ist.

Die fiir diese 103 Aminosduren lange Proteinsequenz codieren=-
de DNA ist im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 2 aufgefiihrt.

gemiBe Protein kann dariiber hinaus am C-Termi-

Das erfindungs
o kann das Pro-

nus noch weitere Aminosduren enthalten. Ebens
tein am N-Terminus noch weitere Aminosduresequenzen wie na-
tiirliche oder heterologe Leadersequenzen oder zusitzliche

Aminosduren wie Methionin enthalten.

aus der im Sequenzprotokoll SEQ ID NO: 3 angegebenen Amino-
siuresequenz lassen sich zwei Domidnen in diesem Molekiil vor-

hersagen. Die erste Domine ist im wesentlichen durch die Cy-

steinreste an den Positionen 6 und 48, die zweite Domdne
durch die Cysteinreste an den Positionen 57 und 101 be-

grenzt.

Weiterhin sind Gegenstand der Erfindung DNA-Sequenzen, die
fiir Proteine mit thrombininhibitorischer Wirkung codieren,

und die aus der Gruppe, die von

a) DNA-Sequenzen mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 und

SEQ ID NO: 14 beschriebenen Struktur, und
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b) DNA-Sequenzen, die unter Standardbedingungen mit DNA Se-
quenzen a) hybridisieren, gebildet wird,

ausgewdhlt sind. Hierbei handelt es sich um DNA-Sequenzen
5 fiir Thrombininhibitoren mit bis zu sechs Domdnen.

Auch kleinere Proteine, die nur eine dieser beiden Domédnen

enthalten sind Gegenstand der Erfindung. Weiterhin sind als

erfindungsgemife Proteine auch solche zu verstehen, die meh-
10 rere, bevorzugt bis zu 10, solcher Domdnen enthalten.

Dabei sind die Mindestanforderungen fiir eine aktive Einzel-

domine die Aminosduren (aus SEQ ID NO: 7) ab Position 6 bis

48, 57 bis 101 oder 119 bis 160 oder die Aminosduren aus SEQ
15 ID NO: 17 ab Position 6 bis 48, 57 bis 101, 120 bis 161, 190
" bis 232, 241 bis 285 oder 303 bis 344,

N-terminale und C-terminale Extensionen stdren die thrombi-

ninhibierende Aktivit#t nicht. Solche Verlingerungen kénnen
20 z.B. Sequenzen beinhalten wie die Aminosduren aus

SEQ ID NO: 7: 1 bis 5, 49 bis 56, 102 bis 118, 161 bis 170

oder aus SEQ ID NO: 17: 1 bis 5, 49 bis 56, 102 bis 119, 162

‘bis 189, 233 bis 240, 286 bis 302 oder 345 bis 354.

25 Diese Aminosiduresequenzen, die sich durch hohe Flexibilitét
und Hydrophilie auszeichnen, kénnen als Abstandhalter zwi-
schen den einzelnen Domdnen eingesetzt werden. Solche Multi-
dominen-Proteine zeigen eine verlangerte Halbwertszeit, ohne
daB die Aktivitdt der Einzeldomdne wesentlich sinkt.

30
Durch die Insensitivitdt des neuen Proteins und seiner Ein-
zeldominen gegeniiber Verldngerungen am N-Terminus und C-Ter-
minus ist es auch méglich, den neuen Thrombininhibitor hete-
riolog mit anderen Proteinen zu verbinden. Solche Proteine

35 sind zum Beispiel Gewebe-Plasminogen-Aktivatoren, Streptoki-
nase, Urokinase, Anti-Thrombin III und aktiviertes Pro-
tein C. Ein wichtiges Protein fiir die Lysetherapie ist tPA,
seine Muteine und Derivate. Der Vorteil solcher Fusionspro-
teine ist eine erhdéhte Thrombusspezifitdt bei gleichzeitiger

40 Verringerung der Wiederverschlufrate.
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iuresequenz des Gewebeplasmi-

Beispielsweise wird die Aminos
hen Position 1 und 527 mit

nogenaktivators (EP 93619) zwisc
den Aminosduren 1 bis 104 des doppelkdpfigen Thrombininhibi-
tors verldngert, indem hinter die fiir tPA 1 bis 157 kodie-
rende Nukleotid—-Sequenz die entsprechende Nukleotidsequenz
SEQ ID NO: 2 iber geeignete Restriktionsstellen ver-

aus
kniipft wird.

um Beispiel die Nukleo-

Umgekehrt ist es aber auch méglich, 2z
elkopfinhibitors mit

tidsequenz ab Aminossure 104 des Dopp
der Sequenz fiir den Gewebeplasminogenaktivator zu verldn-
gern, indem die Aminosdure 1 des tPA zur Aminosdure 105 des

heterotrimeren Proteins wird.

solche Kombinationsproteine wird eine hohere Gerinn-
hrombininhibitor selektiv

Thrombin bindet und sei-

Duzrch
selspezifitat erreicht, da der T

das in den Thrombus eingeschlossene
nen Fusionspartnér so an das Gerinnsel heranfiihrt.

Eine alternative Strategie ist das oben beschriebene Fusion-
sprotein mit einer durch Proteasen spaltbaren Sequenz (z.B.
einer Faktor Xa—-Schnittstelle (ILE—GLU—GLY—ARG—X)) zu verse-
hen, wodurch nach einer Aktivierung des Gerinnungssystems
die Fusionspartner freigesetzt werden, um z.B. ihre fibrino-
lytische und antikoagulatorische Wirkung auszuiiben. Es kén-
nen mehrere, bevorzugt 2 bis 10 Fusionspartner so zusammen=

gestellt werden.

Solche Proteine, die mehrere dieser Domdnen enthalten, wer-
den zweckmiBigerweise durch gentechnische Verfahren herge-
stellt. Man verkniipft beispielsweise die DNA-Sequenzen die
£iir die Dominen codieren, nach bekannten Verfahren zu einem

synthetischen,'Multidoménen—Gen’ und exprimiert dieses Gen
in an sich bekannter Weise.

Das neue Protein 1&dBt sich aus Raubwanzen der Gattung Rhod-
nius isolieren. Hierzu werden die Raubwanzen zweckmdfiger-
weise in einem Puffer bei pH 6 bis 9, vorzugsweise pH 7 bis
8 aufgenommen und mit einem Homogenisator, vorzugsweise ei-
nem Mixer, homogenisiert. AnschlieBend werden die unldsli-
chen Bestandteile abgetrennt, bevorzugt abzentrifugiert.
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Die weitere Reinigung des Proteins kann lber chromatographi-
sche Methoden, bevorzugt Tonenaustauschchromatographie und/
oder Affinitidtschromatographie erfolgen. Besonders bevorzugt
ist ein Reinigungsschritt iber Thrombin-Affinitdtschromato-

graphie.

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

Besonders geeignef, zur Herstellung des erfindungsgemédfien
Proteins sind gentechnische Verfahren.

‘Hierzu wird in an sich bekannter Weise eine cDNA-Genbank aus

der Raubwanze angelegt. Aus dieser Genbank kann das fir das
erfindungsgemife Protein kodierende Gen isoliert werden, in-
dem man beispielsweise eine DNA-Probe herstellt, deren Se-

quenz von der oben beschriebenen N-terminalen Aminosdurese-

_ quenz durch Riickilbersetzung gemdh dem genetischen Code

erhalten wird. Durch Hybridisierung mit dieser DNA-Probe
148t sich das entsprechende Gen auffinden und isolieren.

Fiir die Herstellung des entsprechenden Gens kann aber auch
die Polymerase-Chain-Reaction (PCR)—Technik eingesetzt wer-
den. Beispielsweise 1#Rt sich mit Hilfe eines Primers, des-
sen Sequenz durch Riickilbersetzung aus der oben beschriebenen

N-terminalen Aminosduresequenz erhalten wurde, und eines

zweiten Primers, dessen Sequenz komplementdr zum 3'-Ende des
cDNA-Genfragments ist, bevorzugt mit der Sequenz Poly(dT),
das cDNA-Genfragment fiir das erfindungsgemidfRe Protein durch
PCR-Technik herstellen. Das entsprechende Gen 188t sich auch
isolieren, indem man eine Expressionsgenbank von Raubwanzen
anlegt und diese mit einem Antikdrper der gegen das erfin-

dungsgemdBe Protein gerichtet ist, absucht.

Nachdem das entsprechende Gen isoliert worden ist, kann es
durch gentechnische Verfahren in Organismen, z.B. in Bakte-
rien, Hefen und anderen eukaryontischen Zellen, mit Hilfe
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eines Expressionsvektors in an sich bekannter Weise expri-

miert werden.

Bevorzugt wird in Prokaryonten, wie z.B. E. coli und mit
Hilfe stark exprimierender Vektoren, z.B. unter der Kon-
trolle des induzierbaren tac-Promotors, wie z.B. in Plasmid
pMal—pZ (Protein Fusion and purification System, "GeneEx-
labs) vorhanden, gearbeitet. Dabei
kommt es zur periplasmatischen Expression eines Fusionspro-
teins aus dem Maltose—Bindungsprotein und dem beschriebenen
Thrombininhibitor. Der Fusionspartner kann nach Reinigung

enzymatisch entfernt werden.

press”, New England Bio

Die generelle Vorgehensweise zur gentechnischen Herstellung
eines neuen Protejins bei bekannter Aminosiurepartialsequenz

ist in Lehrbiichern der Gentechnologie, beispielsweise

E.L. Winnacker, Gene und Klone, Verlag Chemie, Weinheim,

1984, beschrieben. Die experimentellen Bedingungen fiir die
einzelnen Verfahren wie beispielsweise Anlegen einer Gen-
bank, Hybridisierung, Expression eines Gens sind bei

T. Maniatis, “Molecular Cloning”, Cold Spring Harbor Labora-

tory, 1990, beschrieben.

Unter Standardbedingungen sind beispielsweise Temperaturen

zwischen 42 und 58°C in einer waBrigen Pufferldsung mit

einer Konzentration swischen 0,1 und 1 X ssc (1 x Ssc: 0,15M

NaCl, 15nM Natriumcitrat pH 7,2) zu verstehen.

pas erfindungsgemdfe Protein wird bevorzugt in Form seiner
pharmazeutisch annehmbaren Salze verwendet.

Das neue Protein besitzt blutgerinnungshemmende Eigenschaf-
ten. Es kann beispielsweise zur Prophylaxe von Thrombosen
oder arteriellen Reokklusionen, zur Behandlung von Thrombo-
sen, zur Konservierung von Blut oder bei der extrakorporalen

Zirkulation verwendet werden.

Die neuen Proteine sind wirksame Thrombininhibitoren. Sie
kénnen allein oder auch zusammen mit bekannter gerinnungs-

hemmenden Faktoren als Arzneimittel verwendet werden. Als
n werden bevorzugt Thrombininhibi-

gerinnungshemmende Faktore
Faktor Xa-Inhibitoren, bei-

toren, beispielsweise Hirudin,
spielsweise TAP (Waxman et al., Science 248, 1990,
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Seite 593-596) oder Plidttchen-Aggregationshemmer, beispiels-
weise Kistrin (Dennis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
87, 1989, Seite 2471-2475) eingesetzt.

5 Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter ver-

anschaulicht.
Beispiel 1

10 Reinigung des thrombininhibitorischen Proteins aus Raubwan-

zen

Eine Laborkultur der Raubwanzen (Rhodnius prolixus) wurde
bei 280C und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. In
15 30-tigigen Absténden wurden die Raubwanzen dadurch gefiit-
tert, daB sie an Kaninchen saugen konnten. Die Raubwanzen
wurden nach Erreichen des letzten Entwicklungsstadiums bei

-20°C eingefroren.

20 25 g Raubwanzen wurden mit 75 ml 20 mM Natriumphosphatpuf-
fer, 150 mM NaCl (pH 7,5) homogenisiert. Das Homogenat wurde
60 Minuten bei 20000 U/min (Sorvall RC-3B, Rotor SS-34) zen-
trifugiert. Der Niederschlag wurde verworfen.

25 Die Proteinldsung (Uberstand) wurde auf eine Q-Sepharose
Siule® (Pharmacia) aufgetragen (60 ml/h), die in 20 mM Na-
triumphosphatpuffer pH 8,0 &quilibriert worden war (Durch-
messer 2,5 cm, Volumen 50 ml).

30 Es wurde mit 10 S3ulenvolumen Aquilibrierungspuffer gewa-
schen.

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

Aktive Fraktionen (gemessen durch Thrombininhibition) wurden
gesammelt.

40
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Die vereinigten aktiven Fraktionen wurden auf eine Affini-
tdtssdule mit immobilisiertem Thrombin aufgetragen (Durch-

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

Die S#ule wurde gemdh Beispiel 3 hergestellt.

Siule wurde mit 20 mM Natriumphosphat pHE 7,5 dquili-

Die
ung wurde die Sdule mit

briert. Nach Auftragen der Proteinlds
10 Sdulenvolumen iquilibrierungspuffer gewaschen, bis die

Absorption bei 280 nm auf Null zuriickging.

de mit 0,5 M NaCl, 20 mM Natriumphosphatpuffer

Danach wur
Material wurde

pH 7,5 gewaschen. Unspezifisch adsorbiertes
so entfernt.

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

stellt.

Die einzelnen Fraktionen wurden mit 0,1 M NaOH neutralisiert

und auf ihre inhibitorische Wirkung gegen Thrombin unter-

sucht.

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

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

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

(FluB 0,5 ml/min).
Thrombin hemmende Fraktionen wurden gesamme_t.

Die gesammelten Fraktionen wurden an einer RP 318® (Biorad)
HPLC-Chromatographiesdule weiter gereinigt. Die Sdule wurde
dquilibriert mit 0,1 Gew.% Trifluoressigsdure (TFA) in dest.
Wasser. Die vereinigten aktiven Fraktionen wurden auf die

«?



| WO 93{ 09232 PCT/EP92/02450

Siule aufgetragen. Mit einem Gradienten nach 0,1 Gew.-% TFA,
100 % Acetonitril wdhrend einer Stunde und einer Flubrate
von 1 ml/min wurde die Sdule eluiert. Die Absorption wurde
bei 280 nm bestimmt. Es wurden 0,5 ml Fraktionen gesammelt.

5 Die gesammelten Fraktionen wurden zur Trockene einkonzen-—
triert und in Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS) (0,8 g/l
NaCl; 0,2 g/1 HCl; 0,144 g/1 Natriumphosphat; 0,2 g/l Kali-
umphosphat, pH 7,5) aufgenommen sowie die inhibitorische Rk-
tivitdt bestimmt.

10
Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Vorschrift von Brad-

ford (Anal. Biochem., 72, 248-254 (1976)) . Als Standardpro-
tein diente Rinderserumalbumin (Boehringer Mannheim).

15 Beispiel 2

Bestimmung der Hemmung von Thrombin durch den Inhibitor

Thrombin (Boehringer Mannheim) wurde zu einer Endkonzentra-
20 tion von 25 mU/ml in Phosphat gepufferter Salzldsung (PBS)-

(0,8 g/1 NaCl; 0,2 g/1 HCl; 0,144 g/1 Natriumphosphat;

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

Chromozym TH (Boehringer Mannheim) wurde in 20 ml HpO/Fla-
25 sche geldst.

50 pl Thrombinl&sung und 100 pl Chromozym sowie 25 Wl Pro-

be oder Puffer wurden in die N&pfe einer Mikrotiterplatte

gegeben. Sofort danach wurde zur Zeit 0 und nach 30 Minuten
30 Dbei 37°C die Absorption bei 405 nm gemessen.

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

'35 Durch die Aktivit#dt des Thrombins wird aus dem chromogenen
Farbsubstrat ein bei 405 nm absorbierender Farbstoff freige-
setzt. Die Hemmung des Thrombins durch einen Thrombininhibi-
tor ist an einer geringeren Absorptionszunahme bei 405 nm
erkennbar und wurde mit Hilfe einer Eichkurve quantifie-

40 =ziert.
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Beispiel 3

Herstellung einer Affinitdtssdule mit Thrombin als Ligand

a) Kopplung:

2 g CNBr aktivierte Sepharose (Pharmacia) wurden mit -
200 ml 1 mM HCl auf einer Nutsche gewaschen. Das Gel
wurde in 100 mM NaHCOs3, 500 mM NaCl pH 8,3 aufgenommen
und sofort mit 10000 Units Thrombin (Sigma) in 100 mM
NaHCO;, 500 mM NaCl, pH 8,3 gemischt.

Die Ldsung wurde 24 Stunden bei 4°C vorsichtig ge-
schiittelt.

b) Blockierung:

Das Gelmaterial wurde nach Absetzen mit 100 mM NaHCO3,
500 mM NaCl, pH 8,3 gewaschen. Die Sepharose wurde dann
mit 100 mM NaHCO3, 500 mM NaCl, 1 M Ethanolamin pH 8,3
fiir 2 Stunden inkubiert.

¢c) Vorbereitung:

gur Entfernung des ungebundenen Thrombin wird das Gel-
material vor Gebrauch noch einmal in der Sdule mit
20 Siulenvolumen PBS pH 7,4 gewaschen.

Beispiel 4

Bestimmung des Molekulargewichts durch Molekularsieb-
chromatographie.

einer FluBgeschwindigkeit von 1 ml/min wurde durch Mono-

Bei
al in 20 mM Natrium-

0® —Chromatographie gereinigtes Materi
phosphat, 150 mM NaCl, pH 7,5 auf einer Molekularsiebsdule

des Typs TSK® (Pharmacia, Spherogel TSK 3000® SW, 7,5 mm
Durchmesser, 60 cm H8he) getrennt.

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

MW 25000 Da).
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Der Logarithmus des Molekulargewichts der Eichproteine wurde
gegen deren Elutionszeit in einem Diagramm aufgetragen.

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

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

Durch diese Bestimmung wurde ein Molekulargewicht zwischen

20000 und 24000 Dalton bestimmt.

Beispiel 5
Bestimmung des Molekulargewichts durch Tricine-SDS-Poly-
acrylamid Gel Elektrophorese.

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

Die Gelelektrophorese wurde entsprechend der Literaturvor-
schrift bei 20 mA und 1400 V, 30 Watt, durchgefiihrt.

Das nach dieser Methode bestimmte Molekulargewicht betrug
12000 + 2000 Dalton.

Als Eichproteine dienten (Intaktes Myoglobin 17,2 kDa, Brom-

- cyanpeptid Myoglobin I+II 14,6 kDa, Bromcyanpeptid Myoglobin

I 8,2 kDa, Bromcyanpeptid Myoglobin II 6,4 kDa, Bromcyanpep-
tid Myoglobin III 2,6 kDa, Myoglobin 1-14)

Beispiel 6

Seéuenzbestimmung des Inhibitors
Reduktion und Carboxymethylierung.

2,8 ml Proteinlésung (0,029 mg/ml) wurden mit 0,28 ml Puffer
(1 M Tris/HCl, 0,5 M Guanidinhydrochlorid, pH 8,6) gemischt.

Danach wurden 0,116 ml Dithiothreitol (DTT, 10 mg/ml) zuge-

geben und 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde nach

PCT/EP92/02450
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Zugabe von 0,185 ml Jodacetamid (10 mg/ml) fiir 90 Minuten
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 0,073 ml DTT wie

oben beendet.

Das Protein wurde durch erneute reversed phase HPLC an

RP 318® gereinigt. Das Gemisch wurde auf eine Endkonzentra-
tion von 0,1 Gew.% Trifluoressigsdure (TFA) eingestellt und
in einem HPLC System von Hewlett Packard (HP 1090 Liquid
Chromatograph) getrennt. Mit Lésungsmittel A (0,1 Gew.-%
TFA, 100 % Hp0) wurde 5 Minuten gewaschen. Dann wurde der
Anteil von Ldsungsmittel B (90 % Acetonitril, 10 % H20,

0,1 Gew.% TFA) im Verlauf von 120 Minuten auf 50 % angeh-
oben. Die Absorption des Eluats bei 214 und 280 nm wurde ge-
messen. Absorbierende Fraktionen wurden gesammelt. Das Pro-
tein wurde durch §pS-Gelelektrophorese identifiziert und

enzanalyse auf einem Applied Biosystems 477 A Pro-

einer Sequ
erstellers unter-

tein Sequencer nach Vorschrift des Gerdteh

worfen.

Folgende aminoterminale Sequenz wurde erhalten (SEQ
ID NO: 1):

Glu—Gly-Gly—Glu—Pro-Cys—Ala—Cys—Pro—His-Ala-Leu—His-Arg—Val—

Cys—-Gly-Ser—Asp

Beispiel 7

Bestimmung des isoelektrischen Punktes durch isoelektrische

Fokussierung

Die Bestimmung wurde mit einem LKB Multiphor 2117 (Horizon-
talsystem) und einem LKB powersupply 2103 durchgefiihrt. Es

wurden Fertiggele eingesetzt (Pharmacia Ampholine PAGplate

pH 3,5 - 9,5). Als Standardproteine wurden Amyloglucosidase
pH 3,5; Soyabean Trypsin Inhibitor, pH 4,55; P-Lactoglobu-
lin A, pH 5,2:; Bovine carbonic anhydratase, pH 5,85; Human

carbonic anhydratase, pH 6,55; Horse myoglobin, pH 6,85 und
7,35; Lentil Lectin, pH 8,15, 8,45, 8,65 und Trypsinogen,

pH 9,3 eingesetzt.
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Die Bedingungen der Fokussierung: 1500 Volt, 30 Watt.
Puffer: Anode 1M Phosphorsédure
Kathode 1M Natronlauge

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

pH 3,5 und niedrig®r. Der neue Inhibitor hatte einen iso-

" elektrischen Punkt von pH 4,2 £ 0,5.

Beispiel 8

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

"'a) 1Isolierung von RNA und Herstellung einer cDNA-Bank

Gesamt-RNA aus ganzen Tieren der Spezies Rhodnius prolixus
wurde durch Aufschluf in Guanidiniumthiocyanat gewonnen. Da-
bei wurde mit Materialien und nach Anleitung des “RNA Isola-
tion Kit” der Firma Stratagene, La Jolla, CA, USA (Catalog
Nr. 200345) gearbeitet. Die polyadenylierte messenger RNA
wurde aus der o.a. Gesamt—RNA durch oligo(dT)-Affinitdtsse-
paration selektiert. Dieses Verfahren wurde mit Materialien
und nach Anleitung des ”“PolyATtract mRNA Isolation System”

- der Firma Promega, Madison, WI, USA (Catalog Nr. Z5200)

durchgefiihrt.

Aus polyadenylierter messenger RNA wurde mit Materialien und
nach Anleitung des “ZAP-cDNA Synthesis Kit” der Firma Stra-
tagene, La Jolla, CA, USA (Catalog Nr. 200400) cDNA synthe-
tisiert, die dann mit Materialien und nach Anleitung des
"Uni-ZAP XR GigapackII Cloning Kit” der Firma Stratagene,

PCT/EP92/02450
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La Jolla, CA, USA (Catalog Nr. 237611) in Lambda Phagen ver=

packt wurde.

b) Herstellung von Oligonukleotidproben fiir die PCR

zur Klonierung von cDNA-Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR, S. »Molecular Coning”, 2nd edition
(1989) , Sambrook, J. et al., CSH-Press, Seite 14.1 £f£.)
wurde von Peptiden der in Beispiel 6 beschriebenen aminoter-—

10 minalen Sequenz (SEQ ID NO: 1) ausgegangen.
Unter Zugrundelegung des genetischen Codes 1ldBt sich aus der
Peptidsequenz SEQ ID NO: 18:

15 NH,-Glu Gly Gly Gly Pro Cys Ala Cys Pro His Ala (Pos. 1-11)

die Nukleinsduresequenz SEQ ID NO: 19:

5/- GAA GGT GGT GAA CCN TGY GCN TGY CCN CAY GC -3'
20
des kodierenden DNA-Strages herleiten. Wegen der bekannten
Degeneration des genetischen Codes sind an manchen Positio-
nen mehrere Nukleotide (N: A, C, G, T: ¥: C, T;) einsetzbar.
Damit ergibt sich wihrend der Oligonukleotid—Synthese eine
25 Komplexitdt von 512 verschiedenen Oligonukleotiden.
]

Die Synthesen wurden mit einem Applied Biosystems Typ 360A
Die Oligonukleotide wurden

DNA-Synthesizer durchgefiihrt.
jelektrophoretisch fiber

nach Entfernung der Schutzgruppen ge
30 ein Acrylamid/Harnstoff—Gel gereinigt.

c) Herstellung'von.DNA—templates fiir die PCR

5 pg Gesamt-RNA oder 1 pg Poly(A)*-RNA aus der unter a) auf-
35 gefiihrten RNA-Priparation wurden mit dem Oligonukleotid A-

B-T;s, (SEQ ID NO: 20):

5'-CGAGGGGGATGGTCGACGGAAGCGACCTIIITTTTTIITIl£TT—3'

40 und mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in einzel-
stringige cDNA (1°cDNA) iibersetzt. Dabei wurde mit Materia-
lien und nach Anleitung des 7SuperScript Preamplification
System” der Firma Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland (Cata-
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log Nr. 8089SA) gearbeitet. Nach Beendigung der Reaktion
wurden die niedermolekularen Bestandteile iiber Biospin-—
30-Siulen der Firma BioRad, Richmond, CA, USA (Catalog
Nr. 732-6006) abgetrennt.

d) PCR und Klonierung

Die Polymerase—Kettenreaktion wurde nach bekannten Protokol-
" len durchgefithrt (s. “Molekular Cloning”, 2nd edition
10 (1989), Sambrook, J. et al., CSH-Press, Seite 14.1 ff.).
Dazu wurde ein “DNA Thermal Cycler” der Firma Perkin Elmer
benutzt. Dabei wurde das Prinzip der “yerschachtelten
Primer” nach Frohmann, M.A. et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA (1988) 85, 8998-9002) modifiziert angewendet.

15
" Im einzelnen wurdewdie 1°cDNA aus c) mit den Oligonukleoti-
den SEQ ID NO: 19, s.o. und SEQ ID NO: 21 (aus A-B-Tig):
5’ -CGAGGGGGATGGTCGACGG-3'
20

amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und gréBenfraktioniert. Separierte Agarose-
~_scheibchen mit DNA-Fragmenten steigender Molmasse wurden
_ " dann in eine zweite PCR mit Oligonukleotid SEQ ID NO: 19,
25 s.o. und SEQ ID NO: 22 (aus A-B-Tig):

57 ~GATGGTCGACGGAAGCGACC-3'

eingesetzt. Die solchermafen selektierten PCR-Produkte wur-

30 den ebenfalls gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach
Standardmethoden eluiert. Nach Subklonierung in die EcCORV-
Schnittstelle des Vektors pBluescriptKS und Vermehrung des
Plasmides in E. coli DH5alpha ergab die Sequenzanalyse eines

.. Klones mit der SEQ ID NO: 2 ein offenes Leseraster von 103

35 Aminosiuren mit der SEQ ID NO: 3, das das in SEQ ID NO: 1
beschriebene Peptid beinhaltet. Der Klon wurde daraufhin
pRPTI genannt.

¢) Screening der cDNA-Bank

40
1x106 rekombinante Phagen der Rhodnius prolixus cDNA-Bank
wurden einem Screening mit einer SEQ ID NO: 2 entsprechenden
Probe unterzogen. Dabei wurde nach bekannten Protokollen ge-
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arbeitet (s. "Molekular Cloning”, 2nd edition (1989), Sam-
brook, J. et al., CSH-Press). Die position Klone wurden se-
quenzanalysiert und sind als SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16 aufgefihrt.

f) Heterologe Expression des Thrombininhibitors .

gur Herstellung des rekombinanten Throminhibitors wurde zu-

nichst die cDNA Sequenz SEQ ID NO: 2 kodierend fiir die Ami-

nosiuresequenz SEQ ID NO: 3 von Position 1 bis 103 mit Hilfe
beschriebener Methoden PCR-amplifiziert und mit passenden

Enden in die XmnT und BamHI Schnittstelle des bakteriellen
MAL-p2 (Protein Fusion and Purification

Expressionsvektors p
System, GeneExpress. New England Biolabs Nr. 800) kloniert.
Diese Klonierung filhrt zu einer Fusion des bakteriellen

Maltose-Bindungsproteins mit dem beschriebenen Thrombinin-
hibitor im gleichen Leseraster. E. coli DHS5alpha Zellen
wurden mit dem entstandenen Plasmid transformiert und das
rekombinante Fusionsprotein wurde nach Angaben des Her-
stellers exprimiert und gereinigt. Unter Ausnutzung einer
Faktor Xa—-Schnittstelle an der Fusionsstelle kann der Throm-
bininhibitor vom Fusionspartner enzymatisch getrennt werden.
Die Ausbeute des in E. coli periplasmatisch exprimierten
Thrombininhibitors liegt bei 6000 Units/L Kultur (Standard:

National Institute of Health).
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SEQUENCE LISTING

(1) GENERAL INFORMATION:

(1) APPLICANT:
(A) NAME: BASF Aktiengesellschaft
(B) STREET: Carl-Bosch-Strasse 38
(C) CITY: Ludwigshafen
(E) COUNTRY: Bundesrepublik Deutschland
(F) POSTAL CODE (ZIP): D-6700
(G) TELEPHONE: 0621/6048526
(H) TELEFAX: 0621/6043123
(I) TELEX: 1762175170

(ii) TITLE OF INVENTION: Neue thrombininhibitorische Proteine
aus Raubwanzen

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 22

(iv) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)

(v) CURRENT APPLICATION DATA:
APPLICATION NUMBER:

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(1ii) HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

(v) FRAGMENT TYPE: N-terminal

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Peptide
(B) LOCATION: 1..19

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:
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Glu Gly Gly Glu Pro Cys Ala

1

Gly Ser Asp

18

5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

(ii1)

(vii)

(1)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 350 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii)

(iv)

(vi}

MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
HYPOTHETICAL: NO

ANTI-SENSE: NO

L=

ORIGINAL SOURCE:

(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

IMMEDIATE SOURCE:

(B) CLONE: pBSKS—-/RPTI#5. 6

(ix) FEATURE:

(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

Cbs
1..308

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:2:

GGT GGT GAA CCG
Gly Gly Glu Pro
5

TCT GAT GGT GAA
Ser Asp Gly Glu
20

TTC AAT GGA AAG
Phe Asn Gly Lys
35

CCG GAT GAG GAT
Pro Asp Glu Asp
50

AAA CCA GTT TGC
Lys Pro Val Cys

TGC GCT TGC CCC CAC GCT
Cys Ala Cys Pro His Ala
10

ACT TAT AGC AAC CCT TGT
Thr Tyr Ser Asn Pro Cys
25

CCA GAA CTT GTA AAA GIC
Pro Glu Leu Val Lys Val
40

GAA GAT GTT TGC CAA GAA
Glu Asp Val Cys Gln Glu
55

GGA TCT GAC GAC ATA ACT
Gly Ser Asp Asp Ile Thr
70 75

CTG
Leu

ACG
Thr

CAT
His

TGT
Cys

60
TAC
Tyr

PCT/EP92/02450

Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys

15

CAT AGA GTT TGC
His Arg Val Cys
15

CTG AAC TGT GCT
Leu Asn Cys Ala
30

GAT GGT CCT TGC
Asp Gly Pro Cys
45

GAT GGT GAT GAA
Asp Gly Asp Glu

GAT AAC AAC TGT
Asp Asn Asn Cys
80

48

96

144

192

240
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CGA CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA 288
Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys
85 90 95
CAT GAA GGA CCT TGT AGA ACC GAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AGGTCGCTTC 339
His Glu Gly Pro Cys Arg Thr
100
CGTCGACCAT C 350

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 103 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:

Glu Gly Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys
1 5 10 15

Gly Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala
20 25 30

Lys Phe Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys
35 40 45

Glu Pro'Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu
’ 50 55 60

Tyr Lys Pro Val Cys Gly Ser Asp Asp Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys
65 70 75 80

Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys
85 90 95

His Glu Gly Pro Cys Arg Thr
100

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 447 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA

(iii) HYPOTHETICAL: NO
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(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
() LIBRARY: R.prolixus uriZAP/XR

(B) CLONE: uniZAP#3

{(ix) FEATURE:
() NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..275

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 3'UTR
(B) LOCATION: 276..447

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:

PCT/EP92/02450

AA ACT TAT AGC AAC CCT TGT ACG CTG AAC TGT GCT AAA CAC AAT GGA
Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys His Asn Gly

1 5 , 10

AAG CCA GGT CTT GTA AAA GTC CAT GAT GGT CCT

Lys Pro Gly Leu Val lLys val His Asp Gly Pro
20 25

GAT GAA GAT GTT TGC CAA GAA TGT GAT GAT GTC
Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Asp Val
35 40

TGT GGA ACT GAC GAC ARA ACT TAC GAT AAC AAC
Cys Gly Thr Asp Asp Lys Thr Tyr Asp Asn Asn
50 55

GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA CTT GAA CTG
Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Leu Glu Leu
65 70

TGT CTA CCC CAT TTG GAT PTT CCC GAC CCA GIT
Cys Leu Pro His Leu AsSp Phe Pro Asp Pro Val
80 85 90

AAATGCACTA TAGCAGAGTT ATATCACGGT TTATTGTAAA
CATAATATCA ATAAAATAGC TTATTTTAAA AATATTGAAC
TGTATATGTA AATAAATTTA AAAAAAAAAA AAAAA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:

15

TGC GAA CCG GAT GAG
Cys Glu Pro Asp Glu
30

GAT TAC GAA CCA GIT
Asp Tyr Glu Pro val
45

TGT CGA CTA GAG TGT
Cys Arg Leu Glu Cys
60

AAG CAC ACA GGA AAA
Lys His Thr Gly Lys
75

TAAAGCTTGC ACATAACGGA

AAAAGATTAT ATGAATTTAT

CAATTTAAAT TTTCAACATA

47

95

143

191

239

292

352°
412

447
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(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 90 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

5 10

5:

Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys His

Asn

Pro Gly Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro Asp

20 25

30

Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Asp Val Asp Tyr Glu Pro

Gly Thr
50

Ser Ile
65

Leu Pro

35 40

=55

70 75

His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val

85 90

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:

(i)

(vii)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 732 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
HYPOTHETICAL: NO
ANTI-SENSE: NO

ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

IMMEDIATE SOURCE:
{A) LIBRARY: R.prolixus uniZAP/XR
(B) CLONE: uniZAP#3.2

FEATURE :
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..557

45

Asp Asp Lys Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu

60

Ser Ser Ser Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr

Glu

Gly

PCT/EP92/02450

Gly Lys
15

Glu Asp

Val Cys

Cys Ala

Lys Cys
80
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(ix) FEATURE:

() NAME/KEY: sig_peptide
(B} LOCATION: 3..44

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: mat_peptide
(B) LOCATION: 45..557

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 3'UTR
(B) LOCATION: 55&..732

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:

AG CGT CTA CTG TTG TTA CIC GGA TTG GCT GCA CTC GTT GCA GCT GAA 47
Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu val Ala Ala Glu
-14 -10 -5 1

GGG GGG GAA CCA TGC GCA TGT CCA CAT GCT CTG CAT AGA GTT TGC GGC 95

Gly Gly Glu Pro Cys Ala Tys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys Gly
5 10 15

TCT GAT GGT GAA ACT TAT.AGC AAC CCT TGT ACG CTG AAC TGT GCT AAA 143

Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys
20 25 30
PTC AAT GGC AAG CCA GAA CTT GTA AAA GTC CAT GAT GGT CCT TGC GRA 191
Phe Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys val His Asp Gly Pro Cys Glu
35 40 45

CCG GAT GAG GAT GAA GAT GTT TGC CAA GAA TGT GAT GGT GAT GAA TAC 239
Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu Tyr

50 55 60 65
AAA CCA GTT TGC GGA TCT GAC GGC ATA ACT TAC GAT AAC AAC TGT CGA 287
Lys Pro Val Cys Gly Ser Asp Gly Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg

70 75 80

CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA CAT 335

Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His
85 90 95

GAA GGG ATA TGT AGA AAG GAG GARA AAG AAA CTT CCT AAA AGA TCT GTIG 383

Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val
10690 105 110
GGA TTG GAA CAT ACA TGC GTIC TGT CCT TAT AAT TAT TTC CCG GTT TGC 431
Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro val Cys
115 120 125

GGA ACA GAT GGG GAA ACC TAT CCC AAC TTG TGC GCC CTC CAA TGT CGT 479

Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg
130 135 140 145
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ATG AGA GAA GTT CCA GGA CTT GAA CTG AAG CAC ACA GGA AAA TGT CTA 527
Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu
150 155 160

CCC CAT TTG GAT TTT CCC GAC CCA GTT TAAAGCTTGC ACATAACGGA 574
Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val

165 170
AAATGCACTA TAGCAGAGTT ATATCACGGT TTATTGTAAA AAAAGATTAT ATGAATTTAT 634
CATAATATCA ATAAAATAGC TTATTTTAAA AATATTGAAC CAATTTAAAT TTTCAACATA 694
TGTATATGTA AATAAATTTA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 732

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 184 amino acids
(B) TYPE: amino acid ,
(D) TOPOLOGY¥: linear '

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu Val Ala Ala Glu Gly
-14 -10 -5 1

- Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys Gly Ser

Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys Phe
: 20 25 30

Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro
35 40 45 50

Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu Tyr Lys
55 60 65

Pro Val Cys Gly Ser Asp Gly Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu
: - - 70 75 80

Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu
) 85 30 95

Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val Gly
100 105 110

Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro val Cys Gly
115 120 125 130

Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met
135 140 145
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Arg Glu Vai Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro
.50 - 155 160

His Leu &: Phe Pro Asp Pro val
135 170

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(2) LENGTH: 677 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(A) LIBRARY: R.prolixus uniZAP/XR

(B) CLONE: uniZAP#5

(ix) FEATURE:
(A) NAME/REY: CDS
(B) LOCATION: 1..561

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 3'UTR
(B) LOCATION: 562..677

(ix) FEATURE:
() NAME/KEY: sig_peptide
(B) LOCATION: 1..48

(ix) FEATURE:
() NAME/KEY: mat_peptide
(B) LOCATION: 49, .561

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:

ATG AAG CGT CTA CTG TTIG TTA CTC GGA TTG GCT GCA CTC GTT GCA GCT
Met Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu val Ala Ala

-16 -15 -10 -5

48
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GAA GGG GGG GAA CCA TGC GCA TGT CCA CAT GCT CTG CAT AGA GTT TGC 96
Glu Gly Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys
1 5 10 15
GGC TCT GAT GGT GAA ACT TAT AGC AAC CCT TGT ACG CTG AAC TGT GCT 144
Gly Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala
20 25 30
AAA TTT AAT GGA AAG CCA GAA CTT GTA AAA GTC CAT GAT GGT CCT TGC 1192
Lys Phe Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys
35 40 45
GAA CCG GAT GAG GAT GAA GAT GTT TGC CAA GAA TGT GAT GGT GAT GAA 240
Glu Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu
50 55 60
TAC AAA CCA GTT TGC GGA TCT GAC GGC ATA ACT TAC GAT AAC AAC TGT 288
Tyr Lys Pro Val Cys Gly Ser Asp Gly Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys
65 70 . 75 80
CGA CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA 336
Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys
' 85 ' 90 95
CAT GAA GGG ATA TGT AGA AAG GAG GAA AAG AAA CTT CCT AAA AGA TCT 384
His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser
100 105 110
VGTG GGA TTG GAA CAT ACA TGC GTC TGT CCT TAT AAT TAT TTC CCG GTT 432
VVal Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro Val
115 120 125
TGC GGA ACA GAT GGG GAA ACC TAT CCC AAC TTG TGC GCC CTC CAA TGT 480
Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys
130 135 140
CGT ATG AGA GAA GTT CCA GGA CTT GAA CTG AAG CAC ACA GGA AAA TGT 528
Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys
145 150 155 160
CTA CCC CAT TTG GAT TTT CCC GAC CCA GTT TAAAGCTTGC ACATAACGGA 578
Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val
' 165 170
AAATGCACTA TAGCAGAGTT ATATCACGGT TTATTGTAAA AAAAGGATTA TATGAATTTA 638
TCATAATATC AATAAAATAG CTTATTTTAA AAATATTGA 677

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 186 amino acids
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(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi)} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9:

Met Lys Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu val Ala Ala

-16 -15 -10 -5

Glu Gly Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys.
1 5 10 15

Gly Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala
20 25 30

Lys Phe Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys
35 40 45

Glu Pro Asp Glu Asp Glu &sp val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu
50 55 60

Tyr Lys Pro Val Cys Gly Ser Asp Gly Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys
65 70 . 75 80

Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys
85 90 95

His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser
100 105 110

val Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro Val
115 120 125

Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys
130 135 140

Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys
145 150 155 160

Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro val
165 170

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 566 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA

(iii) HYPOTHETICAL: NO
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(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(A) LIBRARY: R.prolixus uniZAP/XR
(B) CLONE: uniZAP#8

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 2..391

{ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 3'UTR
(B) LOCATION: 392..566

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:

A AAA GTC CAT GAT GGT CCT TGC GAA CCG GAT GAG GAT GAA GAT GTT 46
Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro Asp Glu Asp Glu Asp val

1 5 10 15
TGC CAA GAA TGT GAT GAT GTC GAT TAC GAA CCA GTT TGT GGA ACT GAC 94
Cys Gln Glu Cys Asp Asp Val Asp Tyr Glu Pro Val Cys Gly Thr Asp

20 25 30
GAC AAA ACT TAC GAT AAC AAC TGT CGA CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT 142
Asp Lys Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser
35 40 45

TCC AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA CAT GAA GGG ATA TGT AGA AAG GAG 190
Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu

' 50 55 60
GAA AAG AAA CTT CCT AAA AGA TCT GTG GGA TTG GAA CAT ACA TGC GTC 238
Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val Gly Leu Glu His Thr Cys val

65 70 75
TGT CCT TAT AAT TAT TTC CCG GTT TGC GGA ACA GAT GGG GAA ACC TAT 286
Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro Val Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr

80 85 90 95
CCC AAC TTG TGC GCC CTC CAA TGT CGT ATG AGA GAA GTT CCA GGA CTT 334
Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu
100 105 110

GAA CTG AAG CAC ACA GGA AAA TGT CTA CCC CAT TTG GAT TTT CCC GAC 382

Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp
' 115 120 125
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CCA GTT TAAAGCTTGC ACATAACGGA AAATGCACTA TAGCAGAGGT ATATCACGGT 438
pro Val
130
TTATTGTAAA AAAAGGTTAT ATGAATTTAT CATAATATCA ATTAAAATAG CTTATTTTAA 498
AAATATTGCC CATTTAAATT TTCAACATAT GTATATGTAA ATAAATTTAA AAAAAAAAAA 558
AAAAAAAA . 566

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 129 amino acids

(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11:

Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys
1 5 10 15

Gln Glu Cys Asp Asp Val Asp Tyr Glu Pro val Cys Gly Thr Asp Asp
20 25 30

Lys Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser
35 40 ’ 45

Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu
50 55 60

Lys Lys Leu Pro Lys Arg ger Val Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys
65 70 15 80

Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro val Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro
85 90 95

Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met Arg Glu val Pro Gly Leu Glu
100 105 110 -

Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Fro Asp Pro
115 120 125

val

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:12:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 327 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
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(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(A) LIBRARY: R.prolixus uniZAP/XR
(B) CLONE: uniZAP#11

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 1..327

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:

GTC GAT TAC GAA CCA GTT TGT GGA ACT GAC GAC AAA ACT TAC GAT AAC 48
Val Asp Tyr Glu Pro Val Cys Gly Thr Asp Asp Lys Thr Tyr Asp Asn
1 _ 5 10 15

AAC TGT CGA CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA GTT GAA 96
Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu
20 25 30

CTG AAA CAT GAA GGG ATA TGT AGA AAG GAG GAA AAG AAA CTT CCT AAA 144
. Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys
35 40 45

AGA TCT GTG GGA TTG GAA CAT .ACA TGC GTC TGT CCT TAT AAT TAT TTC 192
Arg Ser Val Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe
50 55 60

CCG GTT TGC GGA ACA GAT GGG GAA ACC TAT CCC AAC TTG TGC GGC CTC 240
Pro Val Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Gly Leu
65 ' 70 75 80

CAA TGT CGT ATG AGA GAA GTT CCA GGA CTT GAA CTG AAG CAC ACA GGA 288
Gln_Cys Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly
: 85 90 95

AARA TGT CTA CCC CAT TTG GAT TTT CCC GAC CCA GTT TA 327
Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val
100 105

(2) INFOR.MATION FOR SEQ ID NO:13:
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 108 amino acids
(B) TYPE: amino acid -
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:

Val Asp Tyr Glu Pro val Cys Gly Thr Asp Asp Lys Thr Tyr Asp Asn
1 5 10 15 .

Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Vval Glu
20 25 30

Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys
35 40 45

Arg Ser Val Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe
50 <55 60

Pro vVal Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Gly Leu
65 70 75 80

Gln Cys Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly
85 90 95

Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val
100 105

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14: '

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 616 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO
(iv) ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(A) LIBRARY: R.prolixus uniZzaP/XR
(B) CLONE: uniZAP#12



WO 93/09232

(ix)

(ix)

(ix)

FEATURE:
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

FEATURE:
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

FEATURE:
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

FEATURE:

CDS

31

2..556

3'UTR

557.

.616

sig_peptide
2..43

PCT/EP92/02450

(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

mat_peptide
44, .556

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:14:

G CGT CTA CTG TTG TTA CTC GGA TTG GCT GCA CTC GTT GCA GCT GAA 46
Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu Val Ala Ala Glu

~-14 -10 -5 1

GTT 94
val

15

TGC
Cys

GGC
Gly

AGA
Arg

CTG CAT
Leu His

GGG
Gly

GGG GAA
Gly Glu

CCA TGC GCA TGT CCA CAT GCT
Pro Cys Ala Cys Pro His Ala
5 10

GCT 142

Ala

AAC
Asn
30

GAT TGT
Asp

ACG
Thr

CTG
Leu

TCT
Ser

GGT
Gly
20

GAA
Glu

ACT
Thr

TAT
Tyr

AGC
Ser

AAC
Asn
25

CCT
Pro

TGT

Cys Lys

CCT 190

Pro

TGC
Cys

GAA
Glu

AAG
Lys

GAT
Asp
45

GGT
Gly

TTC
Phe

AAT

Asn
35

GGA
Gly

cca
Pro

CTT
Leu
40

GTA
val

GTC
val

CAT

Glu Lys His

GTC 238

val

GAT
Asp

TAC
TYyr
65

GAT
Asp

CCG
Pro

50

GAT
Asp

GAG
Glu

GAT
Asp

GAA
Glu

GAT
Asp
55

GTT
val

TGC
Cys

CAA
Gln

GAA
Glu

TGT
Cys
60

GAT
Asp

AAC 286

Asn

AAC
Asn

TGT
Cys
80

CGA
Arg

TAC
Tyr

GAT
Asp

GTT
val

TGT
Cys

GGA
Gly
70

ACT
Thr

GAC
Asp

GAC
Asp

ACT
Thr
75

GAA
Glu

cca

Pro Lys

GAA 334

Glu

CTG
Leu
95

CAT
His

TCT
Ser

TCC
Ser

AGC
Ser
90

GGA
Gly

GTT
val

CTA
Leu

GAG
Glu

TGT
Cys

GCC
Ala
85

TCT
Ser

ATC
Ile

CcCa

Pro Lys

AGA 382

Arg

TCT
Ser

GTG
val

TGT GAA
Glu

105

AAG
Lys

CTT
Leu

CCT
Pro

GAA
Glu

GGG
Gly

ATA
Ile
100

AGA
Arg

AAG
Lys

GAG
Glu Lys

110

Lys

TTC 430

Phe

GTT
Val

CCT TAT TGC

Pro Tyr

CCG
Pro

CAT
His

ACA TGC
Thr Cys

GTC
val
120

TGT
Cys

AAT
Asn

TAT
Tyr
125

GGA
Gly

TTG
Leu
115

GAA
Glu
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GGA ACA GAT GGG
Gly Thr Asp Gly

130

ATG AGA GAA GTIT

Met Arg Glu Val

CCC CAT TTG GAT
Pro His Leu Asp

165
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GAA ACC TAT CCC AAC TTG TGC GCC CTC CAA TGT CGT
Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg
135 140 145

CCA GGA CTT GAA CTG AAG CAC ACA GGA AAA TGT CTA
Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu
150 155 160

TTT CCC GAC CCA GTT TAAAGCTTGC ACATAACGGA

Phe Pro Asp Pro Val
170

AAATGCACTA TAGCAGAGTT ATATCACGGT TTATTGTAAA AAA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:15:

-14

Gly

Asp

Asn

35

Asp

Pro

Glu

Gly

Leu

115

Thr

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 184 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:15:

Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu Val Ala Ala Glu Gly

Glu

Gly

20

Gly

Glu

val

Cys

Ile

100

Glu

Asp

Pro

5

Glu

Lys

Asp

Cys

Ala

85

His

Gly

Cys

Thr

Pro

Glu

Gly

70

Ser

Arg

Thr

Glu

-10 -5 1

ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys Gly Ser
10 15

Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys Phe
25 30

Glu Leu Val Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro
40 45 50

Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Asp val Asp Tyr Glu
55 60 65

Thr Asp Asp Lys Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu
75 80

Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu
90 95

Lys Glu Glu Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val Gly
105 110

Cys Val Cys Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro Val Cys Gly
120 125 130

Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met
135 140 145

478

526

" 573

616
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Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro
150 155 160

His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val
165 170

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:16:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1282 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

~{ii) MOLECULE TYPE: cDNA to mRNA
(iii) HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

wn,

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole agnimals

(vii) IMMEDIATE SOURCE:
(A) LIBRARY: R.prolixus uniZAP/XR
~(B) CLONE: uniZAP#9

- (ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 3..1109

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: sig_peptide
(B) LOCATION: 3..44

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: mat_peptide
(B) LOCATION: 45..1109

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: 3'UTR
-(B) LOCATION: 1110..1282

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:16:

AG CGT CTA CTG TTG TTA CTC GGA TTG GCT GCA CTC GTT GCA GCT GAA
Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu Val Ala Ala Glu
-14 -10 -5 1

47
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GGG GGG GAA CCA TGC GCA TGT CCa CAT GCT CTG CAT AGA GTT TGC GGC 95’
Gly Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys Gly
5 10 15

TCT GAT GGT GAA ACT TAT AGC AAC CCT TGT ACG CTG AAC TGT GCT AAA 143
Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys
20 25 30

PTC AAT GGA AAG CCA GAA CTT GTA AAA GTC CAT GAT GGT CCT TGC GAA T 191
Phe Asn Gly Lys Pro Glu Leu Val Lys vVal His Asp Gly Pro Cys Glu'
35 40 45

CCG GAT GAG GAT GAA GAT GTT TGC CAA GAA TGT GAT GGT GAT GAA TAC 239
Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu Tyr
50 - 55 60 65

AAA CCA GTT TGC GGA TCT GAC GAC ATA ACT TAC GAT AAC AAC TGT CGA 287

Lys Pro Val Cys Gly Ser Asp Asp Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg
70 75 80

CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA CAT 335
Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His
85 ’ 90 95 '

GAA GGA CCT TGT AGA ACC GAG GAA AAG AAA ATT CTT ARA AGA TCT GAT ' 383
Glu Gly Pro Cys Arg Thr Glu Glu Lys Lys Ile Leu Lys Arg Ser Asp
100 105 110

GAA TTC GAA ATG TAT AGA TGC GCA TGT CCG AAA ATA TAT TAT CCG GTIT 431
Glu Phe Glu Met Tyr Arg Cys Ala Cys Pro Lys Ile Tyr Tyr Pro Val
115 120 125

TGC GGA ACA GAT GGT GAA ACC TAT CCC AAC TTG TGC GTC CTC GAA TGT 479
Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Val Leu Glu Cys
130 135 140 145

CAT ATG AGA ATG AAT CCA GGA CTT CAA TTG CAC CAT TAT GGA CAT TGT 527
His Met Arg Met Asn Pro Gly Leu Gln Leu His His Tyr Gly His Cys
150 155 160

~ CAA CAT CAT CAT CAC CAT CAT CCT CCT CCT CAT CAC CAT CAT CAT CAT 575
Gln His His His His His His Pro Pro Pro His His His His His His
165 170 175

CAT CCT CAT CAC ACC ACT GAG AAA CCA GTA GAA CCA TGC GCA TGT CCA 623
His Pro His His Thr Thr Glu Lys Pro Val Glu Pro Cys Ala Cys Pro
180 185 190

CAT GCT CTG CAT AGA GTT TGC GGC TCT GAT GGT GAA ACT TAT AGC AAC 671
His Ala Leu His Arg Val Cys Gly Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn
195 200 205
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CCT TGT ACG CTG AAC TGT GCT AAA CAC AAT GGA AAG CCA GGT CTT GTA 719
Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys His Asn Gly Lys Pro Gly Leu Val
210 215 220 225
AAA GTC CAT GAT GGT CCT TGC GAA CCG GAT GAG GAT GAA GAT GTT TGC 767
Lys Val -His Asp Gly Pro Cys Glu Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys
230 235 240
CAA GAA TGT GAT GAT GTC GAT TAC GAA CCA GTT TGT GGA ACT GAC GAC 815
Gln Glu Cys Asp Asp Val Asp Tyr Glu Pro Val Cys Gly Thr Asp Asp
245 250 255 )
AAA ACT TAC GAT AAC AAC TGT CGA CTA GAG TGT GCC TCT ATC TCT TCC 863
Lys Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser
260 265 270
AGC CCA GGA GTT GAA CTG AAA CAT GAA GGG ATA TGT AGA AAG GAG GAA 911
Ser Pro Gly val Glu Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu
275 280 285
AAG AAA CTT CCT AAA AGA TCT GTG GGA TTG GAA CAT ACA TGC GTC TGT 959
Lys Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val Gly Leu Glu His Thr Cys val Cys
290 295 300 305
CCT TAT AAT TAT TTC CCG GTT TGC GGA ACA GAT GGG GAA ACC TAT CCC 1007
Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro Val Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro
310 315 320
AAC TTG TGC GCC CTC CAA TGC CGT ATG AGA GAA GTT CCA GGA CTT GAA 1055
Asn Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met Arg Glu Val Pro Gly Leu Glu
325 33C 335
" CTG AAG CAC ACA GGA AAA TGT CTA CCC CAT TTG GAT TTT CCC GAC CCA 1103
Leu Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro
340 345 350
GTT TAAAGCTTGC ACATAACGGA AAATGCACTA TAGCAGAGTT ATATCACGGT 1156
Val
355

TTATTéTAAA>AAAAGATTAT ATGAATTTAT CATAATATCA ATAAAATAGC TTATTTTAAA 1216
AATATTGAAC CAATTTAAAT TTTCAACATA TGTATATGTA AATAAATTTA AAAAAAAAAA 1276
AAAAAA.V | 1282
-(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 368 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: protein

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:

Arg Leu Leu Leu Leu Leu Gly.Leu Ala Ala Leu val Ala Ala Glu Gly
-14 -10 -5 1

Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala Leu His Arg Val Cys Gly Ser
5 10 15

Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys Phe.
20 25 30

Asn Gly Lys Pro Glu Leu val Lys Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro
35 40 45 50

Asp Glu Asp Glu Asp val Cys Gln Glu Cys Asp Gly Asp Glu Tyr Lys
55 60 65

Pro Val Cys Gly Ser Asp asp Ile Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu
70 75 : 80

Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu
85 ' 90 95

Gly Pro Cys Arg Thr Glu Glu Lys Lys Ile Leu Lys Arg Ser Asp Glu
100 105 110

phe Glu Met Tyr Arg Cys Ala Cys Pro Lys Ile Tyr Tyr Pro Val Cys
115 7 120 125 130

Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn Leu Cys Val Leu Glu Cys His
135 140 145

Met Arg Met Asn Pro Gly Leu Gln Leu His His Tyr Gly His Cys Gln
150 155 160

His His His His His His Pro Pro Pro His His His His His His His
165 170 175

Pro His His Thr Thr Glu Lys Pro Val Glu Pro Cys Ala Cys Pro His
180 185 190

Ala Leu His Arg Val Cys Gly Ser Asp Gly Glu Thr Tyr Ser Asn Pro
195 200 205 210

Cys Thr Leu Asn Cys Ala Lys His Asn Gly Lys Pro Gly Leu val Lys
215 220 225

Val His Asp Gly Pro Cys Glu Pro Asp Glu Asp Glu Asp Val Cys Gln
230 235 240

Glu Cys Asp Asp Val Asp Tyr Glu Pro Val Cys Gly Thr Asp Asp Lys
245 250 255
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Thr Tyr Asp Asn Asn Cys Arg Leu Glu Cys Ala Ser Ile Ser Ser Ser
260 265 270

Pro Gly Val Glu Leu Lys His Glu Gly Ile Cys Arg Lys Glu Glu Lys
275 280 285 290

Lys Leu Pro Lys Arg Ser Val Gly Leu Glu His Thr Cys Val Cys Pro
295 300 305

Tyr Asn Tyr Phe Pro Val Cys Gly Thr Asp Gly Glu Thr Tyr Pro Asn
310 315 320

‘Leu Cys Ala Leu Gln Cys Arg Met Arg Glu val Pro Gly Leu Glu Leu
325 330 335

Lys His Thr Gly Lys Cys Leu Pro His Leu Asp Phe Pro Asp Pro Val
340 345 350

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:18:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 11 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(1ii) HYPOTHETICAL: NO

(iv) ANTI-SENSE: NO

(v) FRAGMENT TYPE: N-terminal

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus
(D) DEVELOPMENTAL STAGE: adult
(F) TISSUE TYPE: whole animals

(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: Peptide
(B) LOCATION: 1..11

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:18:

Glu Gly Gly Glu Pro Cys Ala Cys Pro His Ala
1 5 10

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 32 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
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(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(iii) HYPOTHETICAL: YES
(iv)} ANTI-SENSE: NO

(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Rhodnius prolixus

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:19:
GAAGGTGGTG AACCNTGYGC NTGYCCNCAY GC
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:20:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 45 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: Jinear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: YES
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:
CGAGGGGGAT GGTCGACGGA AGCGACCTTT TTTTTTTTTT TTTTT
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:21:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(iii) HYPOTHETICAL: YES
(iv) ANTI-SENSE: NO
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:21:
CGAGGGGGAT GGTCGACGG
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:22:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 20 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
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(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(iii) HYPOTHETICAL: YES

(iv) ANTi—SENSE: NO

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:22:

GATGGTCGAC GGAAGCGACC

PCT/EP92/02450
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Patentanspriiche

1.

Protein mit thrombininhibitorischer Wirkung aus Raubwan-—
zen der Gattung Rhodnius, mit einer Aminosduresequenz,
die aus der Gruppe, die von SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID No: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO; 13
und SEQ ID NO: 15 gebildet wird, ausgewdhlt ist.

Protein mit thrombininhibitorischer Wirkung, enthaltend
eine oder mehrere Domdnen mit der in SEQ ID NO: 3 ange-

gebenen Aminosduresequenz.

DNA-Sequenzen, die fiir ein Protein gemdl Anspruch 1 co-

dieren. P

DNA-Sequenzen, die fir Proteine mit thrombininhibitori-
scher Wirkung codieren, und die aus der Gruppe, die von

a) DNA-Sequenzen mit der in SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12 und SEQ ID NO: 14 beschriebenen

Struktur, und

b) DNA-Sequenzen, die unter Standardbedingungen mit
DNA Sequenzen a) hybridisieren, gebildet wird,

ausgewshlt sind.

Expressionsvektor, der eine DNA-Sequenz gemdf Anspruch 3
oder 4 enthdlt.

Verwendung eines Proteins gem#f Anspruch 1 oder 2 zur
Bekdmpfung von Krankheiten.

Arzneimittel, enthaltend ein oder mehrere Proteine, die
von DNA-Sequenzen gemdf Anspruch 4 codiert werden, und
einen weiteren gerinnungshemmenden Faktor.
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