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Rekombinans vérlemezke Glikoprotein-VI kollagén-

receptor és gydgyaszati alkalmazasa
KIVONAT

A taladlmany téargyat Glikoprotein-VI (GPVI), annak izo-
lalasa, tisztitésa és rekombinans el&allitasi eljarasai ké-
pezik. Kozelebbr6l a taldlmany targya GPVI, eldénydsen
rekombindns GPVI alkalmazasa véralvadadsi rendellenességek-
kel, mint példaul trombdézisos vagy kardiovaszkularis beteg-
ségekkel kozvetleniil vagy kdzvetve korreldld betegségek
vagy patoldégiads események kezelésére. Az extracelluléaris
rekombinadns fehérje alkalmazhatdé lehet membrankotott GPVI
potencidlis inhibitorainak megtaldlasdra szolgald szkrineld
vizsgidlati eljarasok 1létrehozasara 1is, a trombocitak és
vérlemezkék kollagénhez vald kotddésének gatldsa érdekében.
A GPVI szintjének valtozasai alkalmazhatdék lehetnek a
vérlemezkék koranak és trombbdzisos vagy kardiovaszkularis

betegségeknek vald kitettségnek a kévetésére.
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Rekombinans vérlemezke Glikoprotein-VI kollagén-

receptor és gybégyaszati alkalmazasa

A talalmany targyat Glikoprotein-VI (GPVI), annak izo-
lalasa, tisztitasa és rekombinans eldallitasi eljaréasai ké-
pezik. Kozelebbrdl a talalmany targya GPVI, eldnydsen
rekombindns GPVI alkalmazasa véralvadasi rendellenességek-
kel, mint példaul trombotikus vagy kardiovaszkuléaris beteg-
ségekkel k&zvetleniil vagy kozvetve korrelalé betegségek
vagy patolégias események kezelésére. Az extracellularis
rekombinadns fehérje alkalmazhatdé lehet membrankotott GPVI
potencidlis inhibitorainak megtalalasara szolgald szkrineld
vizsgalati eljarasok létrehozasara is, a vérlemezkék kolla-
génhez valé kot8désének gatlasa érdekében. A vérlemezkék
felszinén 1lévé GPVI médosul a vérlemezke élettartama alatt
in vivo, és ezaltal alkalmazhaté a vérlemezkék korprofilja-
nak markereként.

A glikoprotein-VI egy 62/65 kDa (sorrendben nem redu-
kalt és redukdlt) molekulatbmegi vérlemezke membranfehérje,
amely komplexet alkot az Fcy ko6z6s alegységével. A GPVI-
alegység tartalmazza a kollagén kotdhelyet, és az Fcy-
alegység felelds a jeltovabbitasért. A komplex alkotja az
egyik f& kollagénreceport a vérlemezke felszinén, ami kri-
tikus a vérlemezke kollagénre valaszként adott aktivalasa-
ért. A kollagén felismerési szekvencidja (GlyProHyp), szek-

venciakb6é6l &ll. Japanbdél ismertek olyan betegek, akiknek
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genetikus GPVI-hidnya van. Enyhe vérzékenységi problémaik
vannak, és a vérlemezkéik csak gyengén reagalnak a kolla-
génre, feltehetSen mas receptorokon keresztiil. Sokat meg-
tudtunk a GPVI-t&l indulé jeltovabbitasi kaszkadrél, amely
nagyon hasonlit az immunreceptoroktdl, beleértve T-sejt-
receptoroktdl, B-sejt-receptoroktdl és természetes Ol8sej-
tektdl induldékra. Ezen kaszkadok src-csaladba tartozd
tirozin-kinazokat, mint példaul Fyn és Lyn, valamint p72°%%
és sok mas tirozin-kinazt és foszfatazt és adaptorfehérjeée-
ket, mint példaul LAT-ot tartalmaznak. Ezen kaszkadok f£6
célpontja a foszfolipaz-Cy2 aktivalasa, amely fosdzfolipi-
deket hasit, diacilglicerol és IP; masodlagos hirvivdket
eredményezve. A GPVI-rél azt tartjak, hogy a vérlemezke
a2Bl-integrinjének aktivalasaban vesz részt, amelynek fé
szerepe van a vérlemezke tapadasaban a sérliilt érfalhoz. Az
Fcy-alegységet hatastalanitva tartalmazé (,knocked-out”)
egereknek olyan vérlemezkéik vannak, amelyek még mindig mu-
tatjak a kollagénre adott valaszt, célozva arra, hogy az
o2pl nyugalmi &llapotat szintén a GPVI/Fcy komplex szaba-
lyozza.

A vérlemezke GPVI kollagénreceptora kozeli rokona a
természetes Oldésejtek p58KAR-csalddba tartozdé aktivald re-
ceptorainak, valamint FcaR-nek.

A nyugalmi, keringésben 1évé vérlemezkék tapadasa és
aktivalasa az érsériilés helyén az els6 lépés a vérrog ki-
alakulidsahoz vezetd folyamatban, amely vérzéseldllitd dugd-
va alakul. A kollagén a vérfal vérlemezke-aktivalasért fe-

lelds egyik f& komponense. Sokféle tipusu kollagén létezik,
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és ezek koziil hét taldlhatd az endotélium alatti rétegek-
ben. Szamos kiilénbdz& kollagénreceptort azonositottak a
vérlemezkék felszinén, de a jelenleg az o2fl-integrint és a
nem integrin GPVI-t tartjak a f& receptoroknak. Habar az
a2pl j61 jellemzett, és mindkét alegységét kldnoztak és
szekvenaltak tobb évvel ezelStt, a GPVI szerkezete meghata-
rozatlan maradt, habar szamos jellemz&jét azonositottak.
Korilbeliil 20 évvel ezeldtt meghatédroztédk, hogy a GPVI egy
f& vérlemezke-fehérje 60-65 kDa tartomanyba esé molekulato-
meggel és savas pl-vel. Feltételezett kollagénreceptorkent
vald szerepét azutan allapitottak meg, hogy Japanban azono-
sitottak egy beteget enyhe vérzési rendellenességgel, aki-
nek a vérlemezkéi specifikus hibat mutattak a kollegénre
adott valaszban, és nem volt ilyen receptoruk. Ez a beteg
auto-ellenanyagokat is termelt a hidnyz6 receptor ellen, és
ezeket alkalmaztdk a molekula tovadbbi jellemzésére. Nem
olyan régen megallapitottak, hogy a GPVI nem kovalensen
kapcsolédik a k6zos Fcy-alegységhez, amely a komplex jelto-
vabbitdé részeként midkodik. Azt is demonstraltak, hogy a
GPVI kollagénen 1lévé felismerési szekvenciaja 1ismétléds
Glt-Pro-Hyp triplett a kollagén tripla-hélix szerkezetén
belil, és hogy az ezen a szerkezeten alapuldé szintetikus
peptidek alkalmazhatdk specifikus, GPVI elleni antagonis-
takként. A GPVI/Fcy-komplexrél kimutattdk, hogy immunrecep-
tor-szerd mechanizmussal tovabbit jeleket a vérlemezke bel-

25YK  aktivalasa, és ki-

sejébe, amiben 1részt vesz a p7
naz/foszfatadz/adaptorfehérje kolcsonhatdsok kaszkddja révén

PLCy2 aktivaladsadhoz vezet, és ezadltal granulumok felszaba-



- 4 - ‘ees o0 .EE.'

dulasahoz és a vérlemezkék aggregaciéjadhoz. A molekula jel-
lemzésének egy tovabbi lépése volt annak a demonstralasa,
hogy a trépusi Crotalus durissus terrificus kigyébdl széar-
maz6 C-tipusu lektin, a convulxin, képes volt aktivalni a
vérlemezkéket, a GPVI multimer k&lcsdnhatas révén toérténd
csoportositasaval. A convulxinrél kimutattak, hogy specifi-
kusan a GPVI-hez kotddik, ezaltal fennalld megkdzelitési
médokkal egyiittesen moédot nyujt a receptor tisztitasara.

Ily médon nyilvanvald a technika allasa alapjan, hogy
a GPVI nagyon érdekes vegyliletnek tidnik szamos terépias te-
rileten, mindenekfelett kollagén-vérlemezke k&lcsdnhatasok-
t6l fuggd véralvadasi eseményekkel kodzvetlenul vagy kozvet-—
ve kapcsolatos alkalmazasokkal kapcsolétban. A talalmany
célja az volt tehat, hogy rekombinadns GPVI-t biztositsunk,
és megmutassuk annak hatasossagat kodzvetlen terapias cel-
anyagként vagy olyan roévid vegyiiletekre, kiiléndésen kémiai-
lag szintetizalt vagy szintetizalhaté vegylletekre toérténd
szkrinelés eszkozeként, amelyek a természetes vérlemezke-
kollagén kolcsdnhatas inhibiciéjanak vagy gatlasanak képes-
ségével rendelkeznek.

A taldlmany targyat képezik tovabba a GPVI-fehérje ré-
szei vagy fragmensei, amelyek megdérizték bioldgiai aktivi-
tasukat, ami a kollagénhez vald kotddés.

A taldlmdny sikerrel 3jart elegendd mennyiségi GPVI
megtisztitasdban, elbzetes Jjellemzésére és peptidszekvena-
lasra. A szekvenciadkat PCR-lancinditdék tervezésére alkal-
maztuk, ily médon pozitiv szekvenciakat azonositottunk DNS-

kényvtarban. Azutdn ezt a DNS-szekvenciat alkalmaztuk proéo-
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baként majdnem teljes cDNS-szekvencia izoldlédsara a konyv-
tarbdl, és a hiadnyzd 5’ szekvenciat RACE eljarads alkalmaza-
saval kaptuk meg vérlemezke cDNS-konyvtarbdol.

A talidlmany szintén sikerrel jart a rekombinadns GPVI
terdpidsan alkalmazhatd vegylletként torténd alkalmazasanak
kimutatésaban, amely képes példaul sériilt erekkel rendelke-
z6 betegnek beadva kollagénhez koétédni, ezdltal megakada-
lyozva membran-kotott GPVI-t tartalmazé vérlemezkék kolla-
génhez vald kotéddését. A GPVI rekombinadns oldhatdé extra-
cellularis doménja tartalmazza a kollagén kotdhelyet, és
megakadalyozhatja a vérlemezke kollagén &ltali aktivalasat.
Tehéat alkalmas lehet megndvekedett kollagén altali
vérlemezke aktivdlassal jard betegségek, mint példaul ate-
roszklerotikus vérlemezke-repedés, nem stabil angina keze-
lésére, vagy mitéti kezelés, mint példaul Perkutadn Transz-
luminaris Koronaér-Angioplasztia (PTCA) soran, ahol az ar-
téridkat ujra megnyitjak ballon-katéter felfujasa révén,
ami jelentékeny sériilést és vérlemezke-aktivalast okoz az
érfalban, és gyakran eredményezi az ér késébbi Ujraelzaré-
dasat. A rekombinans GPVI-fragmensek eldnye a jelenlegi ke-
zelési eljarasokhoz viszonyitva az, hogy korabbi stadiumban
hatnak a vérlemezke-aktivalas megel&zése vagy csdkkentése
révén, semmint az események vérlemezke—-aktivalas utani
szupresszalasaval, mint példaul GPIIb-IIa-antagonistak &l-
tali aggregacidval. Ily mdébdon kisebb mennyiségl vérlemez-
kegranulum-tartalom szabadul fel, beleértve ndvekedési fak-
torokat és kemokineket, amelyek nemcsak a sériilés kijavita-

saban, hanem az érfal ujrakialakit&sdban is részt vesznek,
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simaizom-vandorlas és a fagocitald sejtek - mint példaul az
ateroszklerdzishoz kialakulasdhoz ismert médon hozzajaruléd
monociték - odavonzasa révén. GPVI elleni emberiesitett
egér monoklonalis ellenanyagok Fab-fragmensei alkalmazhatdk
hasonlé hatassal a vérlemezke felszinén 1évé GPVI gatlasara
a fentiekhez hasonld alkalmazasokban.

A taldlmany szerinti rekombindns GPVI alkalmazhatd
kollagénkotési vizsgdlati eljarédsokban is, ezen kdlcsédnha-
tds gatlésdra képes kismolekuldk (példaul kombinatorikus
konyvtarakban) szkrinelésére, és amelyek alkalmazhaték kol-
lagén-vérlemezke ko6zotti kolcsonhatast gatld terapids ve-
gyuletek kifejlesztésére. Megfeleld szarmaztatassal ezen
vegyliletek oralisan beadhatdékkd tehetdk. Még egyszer, a f&
cél GPVI-kollagén koézoétti koélcsdnhatast, és ennélfogva
vérlemezke-aktivalast olyan szituacidkban csdkkentd vegyii-
letek elballitasa, ahol a vérlemezkék érintkezésbe keriilnek
kollagénnel. A taldlmény szerint alkalmazott szkrinelési
technoldégia, mint olyan, jél megalapozott a technika &allasa
szerint. Ilyen szkrinelési vizsgdlati eljarasok révén a ta-
lalmany lehetdévé teszi Uj célanyagok megtaldlasat és kifej-
lesztését, amelyek gatolhatjak a vérlemezke felszinén 1lévd,
természetesen membrankstsétt GPVI kollagén-inhibitorként wva-
16 mikodését. Az ilyen célanyagok, amelyek kismolekuldk le-
hetnek, tovabbi taldlmanyok alapjdul szolgalhatnak.

GPVI és GPVI specifikus doménjait felismerd reagensek
masik f& alkalmazadsa vérlemezke koranak és mikodéképességé-
nek markereként vald alkalmazas. A fiatal vérlemezkékrdl

altalaban azt tartjak, hogy aktivabbak és mikodéképesebbek,



-7 - Ry

ese
se0

mint az oregebbek. A fiatal vérlemezkék koétddnek a GPVI-re
specifikus C-tipusu lektinhez, a convulxinhoz, és aktiva-
lédnak altala, és ahogy Oregednek, mind a k6t8dés, mind az
aktivaldédas mértéke csokken. Ez vagy proteolitikus vagy
konformaciés valtozéasok, vagy az Fcy-alegységhez t&rténd
kapcsolbédasa miatti vérlemezke-aktivalédas, vagy a kerin-
gésben bekovetkezd sériilés kovetkezménye lehet. Ez hasznos
paraméter lehet vérlemezkék kor- és mikodési profiljanak
mérésére betegekben, valamint norméalis személyekben orvosi
ellenSrzések soran. A vérlemezkék korprofilja sok csontve-
16t vagy immunrendszert érinté betegségben megvaltozik, és
fontos diagnosztikus kritérium lehet, ha rendelkezésre all-
nak jobb eljarasok a meghatarozasara. Példaul megnbvekedett
vérlemezke atalakulasi sebességgel jaréd betegségben szenve-
dé betegek tobb fiatal vérlemezkét mutathatnak, mig kemote-
rapian vagy sugarkezelésen 1évé betegek folyamatosan id&so-
dé populaciét mutathatnak. Ezaltal egy ilyen korprofil al-
kalmazhaté kezelés pontos kdvetésére. Normalis egészséges
populacidban nagyon keveset tudunk a korprofil-eloszlasrél
és annak szerepérdl az egészségi allapotban bekdvetkezd
valtozasok joéslasdban. Nem ismert, hogy vajon a GPVI valto-
zdsal a vérlemezkék vérzéseldllitasi eseményekben valéd
részleges részvételének kbévetkezményei-e, és vajon a valto-
zasok kifejezettebbekké valnak-e kiterjedt kardiovaszkuléa-
ris betegségben szenved$ betegekben. Jelenleg tiazolnaran-
csot alkalmaznak fiatal, mRNS-t tartalmazé halés vérlemez-
kék detektdldsdra. Ez az mRNS hamarosan lebomlik, csak a

legfiatalabb vérlemezkékre korlatozva az eljarast. Ilyen
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vizsgadlati eljarasokban alkalmazhatdé reagensek kozé tartoz-
hatnadnak GPVI-specifikus kigydéméreg-fehérjék, mint példiul
convulxin, vagy a GPVI N-termindlis régi6éjat felismerd mo-
noklonalis vagy poliklonadlis -ellenanyagok, vagy az N-
termindlis domén proteolizis révén felfedett 1uj helyeit
vagy konformadcidéit felismerd monoklonalis ellenanyagok,
vagy akadr az intakt molekuladn és nem az éretten, akar for-
ditva Jjelen 1évé specifikus konformacidkat felismerd
monoklonadlis ellenanyagok, vagy kisméretdi kémiai vegyiile-
tek, amelyeket intakt GPVI vagy médositott formainak speci-
fikus felismerésére szelektdltak. Ezen reagenseket fluo-
reszcens Jjelzdkkel jelolhetnénk, vagy fluoreszcensen je-
161t mésodlagos ellenanyaggal vagy affinitdsi reagenssel
egyltt Adramlasi citometriaban alkalmazhatnank a vérlemezkék
kotési profiljénak mérésére. Késbbbi stadiumban mas megol-
dasként kevésbé munkaigényes, a vérlemezkeprofilok automa-
tikus mérésén alapuld mérési mbdszereket adoptalhatunk.
Aramlasi citometria vagy magneses gydngydk révén torténd
sejtvdlogatas alkalmazédsaval lehetséges lenne a fiatal és
dreg vérlemezkék izoldlédsa, és ily mdédon az dreg vérlemez-
kék keringésbél torténd eltavolitasdban részt vevd faktorok
vizsgdlata. GPVI specifikus formadit felismerd reagensek
lennének az ilyen vizsgalatok kulcsai.

Tehat a taldlmany célja Glikoprotein-VI-ot vagy annak
bioldégiailag aktiv fragmensét kdédold DNS, kiilonésen a 2.

4bradn bemutatott szekvencia biztositéasa.
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A talalmany célja tovabbad az la és 1b abakon bemuta-
tott aminosav-szekvenciat tartalmazdé glikoprotein-VI-ot ko-
doldé DNS biztositasa.

A talalmany egy masik célja rekombinans glikoprotein-
VI-ot gydégyaszatilag elfogadhaté hordozéval vagy kotbanyag-
gal egylitt tartalmazé gydégyaszati készitmény biztositéasa,
és annak alkalmazasa vérlemezke-kollagén kolcsonhatésokkal
kapcsolatos trombotikus és kardiovaszkularis események és
rendellenességek terapias terililetén alkalmazhaté gydgyszer
gyartasara.

A talalmadny egy masik célja rekombinans glikoprotein-
VI alkalmazasa vérlemezke-kollagén kolcsdnhatasok specifi-
kus inhibitorainak detektalasra szolgdld szkrineld mdébdszer-
ben.

A taladlmadny egy masik célja glikoprotein-VI alkalmaza-
sa vérlemezkék koranak és kardiovaszkuldris betegség kocka-
zatanak markerként.

Lehetséges orvosi indikacidk és alkalmazasok példaul
nem stabil angina pectoris, PTCA, feszitdk alkalmazasa ezen
a szakteriileten, koronaér-mitétek, &altaldnos mitétek vér-
ereken, olyan mitétek, amelyek megsérthetnek nagyobb vér-
ereket, mint példaul medenceiziilet-mitétek. Ezenfelil az
6sszes olyan indikacié ide értendds, amelyek az érfal és a
koagulaciés rendszer kélcsonhatadsa altal okozott, vérrog-
kialakulas és erek elzarddasanak nagy kockazataval 3jard

tromboembolikus eseményekkel kapcsolatosak.
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Mint ahogyan fent Jjeleztiik, GPVI-fehérje és annak
fragmensei a taldlmany szerint alkalmasak gyogyaszati hatd-
anyagként gyogyaszati készitményekben és kombinacidkban.

A talalmany szerinti gyégyaszati készitmények opciona-
lisan tartalmazhatnak tovabbi hatdanyagokat 1is, példaul
antikoagulansokat, mint példaul hirudint vagy heparint,
vagy trombolitikus reagenseket, mint példaul plazminogén-
aktivatort vagy hementint, vagy egyéb vérlemezke-receptorok
antagonistait, mint példaul GPIIa-IIb-antagonistakat, pél-
daul abciximabot vagy eptifibatidot, vagy ADP-receptor-
antagonistakat, mint példaul clopidogrelt.

A fehérje és annak bioldgiailag aktiv fragmensei a ta-
lalmany szerint gyodgyaszatilag elfogadhatd sét kepezhetnek
barmilyen nem toxikus, szerves vagy szervetlen savval.
Szervetlen savak példaul sésav, brdémsav, kénsav vagy fosz-
forsav, és savas fémsdk, mint példadul natrium-monohidrogén-
ortofoszfat és kalium-hidrogén-szulfat. Szerves savak pél-
ddi mono-, di- és trikarboxilsavak, mint példaul ecetsav,
glikolsav, tejsav, piroszélésav, malonsav, borostyankdésav,
glutarsav, fumarsav, almasav, borkésav, citromsav, aszkor-
binsav, maleinsav, hidroximaleinsav, benzoesav, hidroxiben-
zoesav, fenilecetsav, fahéjsav, szalicilsav, és szulfonsa-
vak, mint példaul meténszulfonsav. A Kkarboxil-terminalis
aminosav-oldallancdnak séi kozé tartoznak a nem toxikus
karboxilsav-sék barmilyen megfeleld szervetlen vagy szerves
bazissal. Ezek k&zé tartoznak példaul alkalifémek, mint
példaul natrium és kalium, alkalifoldfémek, mint példaul

kalcium és magnézium, IIIA csoportba tartozé koénnylifémek,
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k6ztitk aluminium, és szerves primer, szekunder és tercier
aminok, mint példaul trialkilaminok, kd&ztik trietilamin,
prokain, dibenzilamin, 1l-eténamine, N,N’-dibenziletilén-
diamin, dihidroabietilamin és N-alkilpiperidin.

A leirads szerinti értelemben a ,gybdgydszatilag elfo-
gadhaté hordozd” kifejezés alatt inert, nem toxikus szilard
vagy folyékony toltdanyagot, olddszert vagy burkoldanyagot
értiink, amely nem reagal hatranyosan a hatdbanyaggal vagy a
beteggel. Megfeleld, -elénydsen folyékony hordozdék 3jol is-
mertek a technika &lldsa szerint, mint példaul steril viz,
s6éoldat, dextrbdz vizes oldata, cukoroldatok, etanol, gliko-
lok és olajok, koztik petroleum, allati, novényi vagy szin-
tetikus eredetiliek, példaul foldimogyord-olaj, szdbjaolaj és
asvanyi olaj.

A taldlmany szerinti kiszerelést hagyomanyos, nem to-
xikus gybégyaszatilag elfogadhaté hordozdkat, olddészereket,
adjuvansokat és hordozbdeszkodzoket tartalmazd egységddzisok-
ban adhatjuk be, amelyek tipikusak parenteralis beadas ese-
tén.

A ,parenteradlis” kifejezés a leiras szerinti értelem-
ben szubkutan, intravénéds, intraartikularis és intratrache-
alis injekcidés és inflzidés médszereket tartalmaz. Egyéb be-
adidsi médok, mint példaul oralis és helyi beadas is megfe-
leld. Parenteralis készitmények és kombindcidk legeldényd-
sebben intravénasan adhaték be bdlusz alakban, vagy allandd
infuziéval, ismert eljarasok szerint. Ordlis beadasra szol-
gald tablettak és kapszulak hagyomanyos kétdéanyagokat tar-

talmaznak, mint példaul kotéreagenseket, toltdanyagokat,



oldbészereket, tablettazdé reagenseket, kendanyagokat, bom-
lasztdészereket, és nedvesitédszereket. A tablettdkat be is
vonhatjuk a szakirodalomban jél ismert eljardsok szerint.

Oralis folyadékkészitmények vizes vagy olajos szusz-
penzidk, oldatok, emulzidk, szirupok vagy elixirek lehet-
nek, vagy szaraz termékek, vizzel vagy mas megfeleld anyag-
gal hasznédlat eldtti feloldas céljara. Az ilyen folyadékké-
szitmények hagyomanyos adalékanyagokat tartalmazhatnak,
példaul szuszpendald reagenseket, emulgedldszereket, nemvi-
zes hordozdékat és tartdsitdszereket.

Helyileg beadott kiszerelések lehetnek vizes vagy ola-
jos szuszpenzidk, emulzidk, zselék vagy eldénydsen emulzids
ken6csok.

A talalmany szerinti egységdézisok tartalmazhatjak a
talalmany szerinti fehérje napi sziikséges mennyiségét, vagy
annak tortrészeit a kivant doézis eléréséhez. Az optimalis
terdpiasan elfogadhaté dézis és dozirozas egy adott beteg
(emlés, koztik ember) esetén szamos tényezdétdl filigg, mint
példadul az alkalmazott specifikus hatdanyag aktivitasatédl,
kortél, testtomegtdl, altalédnos egészségi Aallapottdl, nem-
t6l, étrendtdl, beadéds idejétdl és utjatdl, kiuriilés sebes-
ségétsl, a kezelés céljatdl (azaz terapia vagy profilaxis),
és a kezelendS trombotikus betegség természetétdl (vérle-
mezke elleni vagy antikoaguléans aktivitas).

Tehdt kezelt Dbetegben (1In vivo) antitrombotikumként
alkalmas készitményekben és kombinacidkban a taldlmany sze-
rinti peptidek hatédsos napi gyégyédszati dbézisa kérilbeliil

0,01 és 100 mg/testtomeg kg kozott van, eldnydsen 0,1 és 10



mg/testtomeg kg kozott. A beaddsi alak szerint egyetlen do-
zis 0,5 és 10 mg kozotti kollagén-inhibitort tartalmazhat.
Testen kiviili wvérben antikoaguldns hatéds eléréséhez a ta-
lalmany szerinti peptidek gydgyaszatilag hatidsos mennyisége
0,2 és 150 mg/l kozdtt van, eldnydsen 1 és 20 mg/l kdzott.

Az alébbiakban roéviden ismertetijik a leirashoz tartozéd
abrakat:

Az 1. abran a GPVI fehérjeszekvencidjat mutatjuk be
(egybetlis kéddal). Az la abradn a vezetdszekvencidt, az 1b

adbran az érett fehérjét mutatjuk be:

Nyilt leolvasasi fazis (ORF): 339 aminosav

Csillag: glikozilacidés hely
Kettds alahuzas: transzmembran domén
Aldhuzas: szekvenalt peptidek

A 2. abran a GPVI nukleinsav-szekvenciadjat mutatjuk
be, amely az 1017 bazispar hosszisagi nyilt leolvasasi fa-
zist és a 3’ és 5’ régidkat tartalmazza, Osszesen 1249 bp-
t.

Ketté darab, a genetikai kédban legkisebb degeneralt-
sadgot mutatd, 7 aminosav hosszusagu szekvenciat valasztot-
tunk ki DNS-lancinditdk szintézisére annak érdekében, hogy
a GPVI-cDNS egy részét PCR-rel amplifikaljuk. Mivel mindkét
peptid elhelyezkedése teljesen ismeretlen volt a fehérjé-
ben, mindegyikre két degeneralt lancinditét, egy szensz és
egy antiszensz lancinditdét allitottunk eld. Ezeket a lanc-
inditékat alkalmaztuk emberi csontvelé-konyvtdr amplifika-
lasdra. A PAMKRSL-szekvenciat kdédold, szensz 5’ TYA THC CNG

CNA TGA ARMG 3’ lancinditénak a DQFALYK-szekvencianak meg-
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feleld antiszensz 5’ TTR TAN ARN GCR AAY TGR TC 3’ lancin-
ditéval torténd kombindcidjaval egy 221 bazispar hosszusagu
fragmenst amplifikaltunk. A kivalasztott peptidek mellett
az amplifikalt DNS a DQLELVATGVFAKPSLSAQPGPAVSS-szekvencia-
ju LysC/AspN-peptidet kdédolta, egyértelmien kapcsolatba
hozva a szekvenciadt a GPVI-cDNS-ével.

600000 pfu szkrinelése a csontvelé-kényvtarbdl ezzel a
221 Dbéazispar hosszusagl DNS-fragmenssel 4 pozitiv pfu-t
eredményezett. Haromban 1350 bazispar hosszusagl inzert
volt a Sal I vagy Eco RI restrikcidés enzimek valamelyikével
hasitva, és az IgG-szupercsaladba tartoztak. A negyedikben
egy 4,6 kb hosszusagu inzert volt Sal I enzimes emésztés-
sel, és Eco RI-kezeléssel két, sorrendben 2300 illetve 1300
bazispar hosszusagu fragmens keletkezett. A DNS-e kbédolta a
GPVI aminosav-szekvendldsdbél szdrmazdé 10 peptidet, de nem
tartalmazta az amino-termindlist. Nem taldltunk inditdé me-
tionint vagy szignalszekvenciat, de tobb mint 2000 bazispar
hosszusagu, Alu-szekvencidban végzéds, kordbban szekvendlt,
nem olvasasi fazisban 1év6é DNS volt jelen. Az 5’ RACE-PCR
kisérletet vérlemezke-poliA RNS-sel hajtottuk végre, a
GPVI-szekvencia olyan részén 1lévé lancinditdk alkalmazasa-
val, amelyeket a peptidek szekvencidi megerdsitettek. Azt
taladltuk, hogy a 348 bazispdr hosszusagu fragmens, amely a
negyedik klénbdl 278 bp-nyi szekvenciat és az 1987. bazis-
partdl 70, 14 aminosavnak, koztik az elsé metioninnak meg-
feleld uj bazispart tartalmazott, visszatér a mar meglévd
GPVI-szekvencidhoz. Ezaltal megszekvenalhattunk egy olyan

1249 bazispar hosszusdgu cDNS-t, amely a kezdd kodontdl le-
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olvasassal ellentétes iranyban 1évé 25 bp-t, 1017 bazispar
hosszusagu, 339 aminovsavnyl nyilt leolvasasi fazist, bele-
értve a vezet&szekvencidt is, és 207 bp-nyi 3’ régidt, be-
leértve a stop kodont is tartalmazott.

A vérlemezke GPVI-t kbédold cDNS-t emberi csontveld-
kdnyvtarbdl kldénoztuk és szekvenaltuk, RACE‘alkalmazéséval,
vérlemezke mRNS-sel poétolva a hidnyzd 5’ szekvenciat. Az
1017 bazispar hosszusagu nyilt leolvasasi fazis 339 amino-
savat és nem transzlaldédd 3’ régidt kédol. Az aminosav-
szekvencia hidrofébitasi elemzése feltarta két feltétele-
zett transzmembran domén, egy 20 aminosav hosszisagu felté-
telezett szignalszekvencia, és egy 19 aminosav hosszusagu
domén Jjelenlétét az érett fehérje 247. és 265. oldalléncai
kozdtt. A szekvenciat és annak aminosav-transzlacidéjat a 2.
és 1. abrakon mutatjuk be. GeneBank keresésben talalt leg-
hasonldédbb molekuldk aminosav-szekvenciakkal vald oOsszeha-
sonlitads egyértelmlien feltarja, hogy az immunglobulin-szu-
percsaladba tartozik, és az extracellularis domén két, két
diszulfid-hid &ltal alkotott Ig C2-domén hurkot tartalmaz.
Membranon atérd fehérjék elsd osztalyaba tartozé molekula,
az N-termindlissal a kiils6 oldalon, és egyszer keresztezi a
membrant. A legk&zelebbi rokon molekuldk a természetes 616-
sejt-receptorok olyan osztalyaba tartoznak, amelyek mind
inhibitor, mind aktivadtor tipusokat tartalmaznak. A GPVI
egyértelmiien az aktivator-alosztalyba tartozik, nemcsak a
funkciéja révén, hanem azért is, mert ellentétben az inhi-
bitor-alosztéallyal, nem tartalmaz ITIM-szekvenciakat a

citoplazmatikus doménjaban. Nem tartalmaz tirozin-oldalléan-
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cokat sem, amelyek foszforilAcidban wvehetnének részt. Van
néhany treonin és szerin oldallanc ebben a doménben, de
azok nem felelnek meg semmilyen kindz konszenzus szekvencia
kritériumanak. Mint az NK-receptorok aktivator-alosztalyéba
tartozé fehérjék, a GPVI ‘arginin-oldallancot tartalmaz 3.
aminosavként a membrant keresztezé régidban, ami az Fcy-
alegységgel vald komplex-képzésben vesz részt. A citoplaz-
matikus domén 51 aminosavat tartalmaz, csak kis hasonlésa-
got mutatva (rogtén a membran alatt 1évé régidban) ezen
csaldd mas tagjainak citoplazmatikus doménjeivel. Ez azt
sugallja, hogy ez a domén a GPVI-ben mas tipusd citoplazma-
tikus molekuldkkal &llhat kapcsolatban, mint a tobbi csa-
ladtag. A GPVI csak egyetlen feltételezett N-glikozilacids
helyet tartalmaz a 69. aszparaginnal. Azonban a roégtdn a
membran felett 1év8 domén az Ig-domének béta-reddi utéan
gazdag treonin és szerin oldallancokban, amelyek O-glikozi-
laciés helyeket biztosithatnak, mint amilyeneket a GPIbo-
ban és GPV-ben talalunk. Ezen O-glikozilacidé £6 funkcidja
ugy tilnik az, hogy a vérlemezke felszinétdl eltavolitva
prezentédlja a receptor-szerkezeteket, ily médon eldsegitse
a kolcsdnhatidsukat a nagy terjedelmd ligandumaikkal. Mivel
a GPVI-t korédbban szialoglikoproteinnek irtadk le, az elmé-
leti molekulatomeg (37 kDa) és a gélelektroforézissel meg-
hatarozott molekulatomeg (65 kDa redukaltan) kozotti ki-
1l6nbség ezen glikoziléacidé miatt kell, hogy legyen.

A két doménnel rendelkezdé tipusba tartozd természetes
blésejt-receptorok szerkezetét rontgen-krisztallografias

vizsgalatokkal &llapitottak meg, és megmutattak, hogy a két
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domén hegyesszdget zAar be a koényock kiilsé oldalan fekvd,
peptidet hordozé HLA-antigének receptorhelyével. A HLA-
peptid kotéhelye és a kollagén koétShelye szerkezetének koz-
vetlen o©sszehasonlitasa azonnal sugallja azt, hogy miért
k6z6s ezeknek a receptoroknak az eredete; azért, mert a
HLA-k6tShely tobbszords alha-helikalis szerkezetei és az
4ltala tartalmazott peptid nagyon hasonlit a kollagén
tripl-hélix szerkezetére. A természetes o6ld8sejt-receptorok-
rél feltételezik, hogy dimerizacidés mechanizmussal mikod-
nek, két receptor két kulonbdzd HLA-helyet ismer fel a ter-
mészetes 6l8sejt altal vizsgalt sejten. Lehetséges, hogy ez
a dimerizacidé része az aktivalasi vagy deaktivalasi mecha-
nizmusnak, a receptor alosztalyatdél fliggéen. A GPVI eseté-
ben lehetséges az 1is, hogy két GPVI kapcsolédjon egy Fcy-
alegységgel, mivel az Fcy-dimer mindegyik monomerének van
eqgy felismerési szekvencidja. Azonban a sztdchiometria meg
nem ismert, és a kollagének, és a GPVI és convulxin révén
haté kollagén-szerd peptidek szerkezete alapjan valdészinid-
nek latszik, hogy a Jjel er&ssége az egybecsoportosuld
GPVI/Fcy-komplexek szamaval kapcsolatos. Méas, ebbe az Ig-
csaladba tartozé vérlemezke-receptorok kozé tartozik az
ICAM-2 (CD-102) és PECAM (CD31).

Az Osszes, leirasban emlitett és az igényelt talal-
mannyal nem kbzveﬁlenul kapcsolatos mikroorganizmus, sejt-
vonal, expressziés rendszer, expressziés gazda, plazmid,
prométer, rezisztencia-marker, replikacidés origd, restrik-
ciés hely vagy egyéb fragmens vagy vektorrész kereskedelmi

forgalomban kaphatdé vagy mas médon altalanosan hozzaférhe-
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t5é. Amennyiben mas utmutatast nem adunk, azokat csak példa-
ként alkalmazzuk, és nem lényegesek a taldlmadny szempontja-
bb6l, és helyettesithet8k mas megfeleld eszkézbkkel és bio-
légiai anyagokkal.

A talalmaény szerint lényeges moddszereket részletesen
feltarjuk alabb és fent. Egyéb modszerek, amelyeket nem ta-
runk fel részletesen, a szakember szamara j6l ismert szoka-
sos eljarasoknak felelnek meg, vagy részletesebben fel van-
nak tarva az idézett hivatkozasokban és szabadalmi bejelen-
tésekben, és a szokasos szakirodalomban ([példaul Sambrook
és mtsai., ,Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2. ki-
adas, kiad.: Cold Spring Harbor (1989); ([Harlow és Lane,
,Antibodies: A Laboratory Manual”, kiad.: Cold Spring
Harbor (1988)].

1. példa: Anyagok

A Protein-A-Sepharose, peroxidadzzal konjugalt kecske
anti-egér és anti-nyul ellenanyagok, marhaszérum-albumin,
Crotalus durissus terrificus méreg, buzacsira-agglutinin
(WGA), N-hidroxiszukcinimidil-cloroformattal aktivalt, ke-
resztkotott 4%-os agardz-gydngy és Triton X-114 a Sigma
Chemicals Co.-tél1 (St. Louis, MO) szarmazott, az oktanoil-
N-metil-glukamid (ONMG) és nonanoil-N-metil-glukamid (NNMG)
az Oxyl Chemie-t8l1 (Bobingen, Germany) szarmazott.

2. példa: GPVI izoldldsa vérlemezkékbdl

A membran-glikoproteineket kordbbi leirasok szerint
izolaltuk vérlemezkékbdl. Roviden, a vérlemezkéket (40
felhartyabsél, ,buffy coat”) mostuk, és 2% Triton X-1l4-gyel

lizdltuk protedz-inhibitorok jelenlétében. A Triton X-114
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és vizes fazist elvalasztottuk, és a detergens-fazist
Sepharose 4B-hez kotott buzacsira-agglutininnel (WGA) tol-
tott oszlopra vittik fel. A vérlemezke—glikoprotéineket 10
mM Tris HCl, pH 7,4, 30 mM NaCl, 0,2% oktanoil-N-glukanamid
(ONMG) és 2% N-acetilgliikézamin pufferrel elualtuk. Diali-
zis és toményités utdn a glikoproteinek oldatat N-hidroxi-
szukcinimidil-cloroformattal aktivalt, keresztkotott 4%-os
agar6z-gyongyre kotott convulxinnel toltott oszlopra vittik
fel (1 mg/ml). Az oszlopot 4 térfogatnyi 10 mM Tris HCl, pH
7,4, 30 mM NaCl, 0,2% nonanoil-N-glukanamid (NNMG) puffer-
rel mostuk, majd 4 térfogatnyi 10 mM Tris HCl1l, pH 7,4, 30
mM NaCl, 2% NNMG pufferrel. A GPVI-t 0,08% SDS-t tartalmazd
10 mM Tris HCl, pH 7,4, pufferrel elualtuk. Az oldatot to-
ményitettiik, és 8,5%-os preparativ poliakrialmid-gélre vit-
tiik fel (Model 491 Prep Cell, BioRad, CA). Preparativ
elektroforézist hajtottunk végre nem redukald korilmények
kdzott a gyartd utasitasait koévetve. A GPVI-t egyetlen 65
kDa-os csikként eludltuk. A frakcidkat Osszeontottik, tomé-
nyitettik Centricon-30 (Amicon, Beverly, MA) eszkozzel, és
ujra-felszuszpendaltuk 10 mM Tris HCl, pH 7,4, 0,2% NNMG
pufferrel.

3. példa: GPVI aminosav-elemzése

A GPVI-t LysC- és AspN-endoproteinazzal (Boehringer
Mannheim, Germany) emésztettiik. A kapott 10 peptidet fordi-
tott fazisu HPLC-vel valasztottuk el, és Applied Biosystem
477A pulzalé-folyadékfazisu fehérje-szekvenatorral szekve-

naltuk model 120A-as online fenitiohidantoin aminosav-

elemzdével.
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4. példa: Egy 221 bdzispdr hossziusdgu, GPVI egy részét
kédolé fragmens amplifikdldsa Agtll cDNS-kényvtdrbdl

Emberi csontveldé-konyvtarbdl (Clonetech, Palo Alto,
CA) szarmazé mintat (10 pfu, tarfolt alkotd egység,
,plaque forming unit”) amplifikaltunk 4 degeneralt lancin-
dité 2 kombinacibéjaval. A lancinditdék végkoncentracidja 2
uM, a dNTP koncentracié 200 uM volt, és 2 U/100 pl Amplitaq
Gold polimerazt (Perkin elmer, Rotkreuz, Switzerland) al-
kalmaztunk. A PCR korilményei az aldbbiak voltak: 5 ciklus
37°C-on, majd 30 ciklus 44°C-on. A szensz
5’ TYATHCCNGCNATGAARMG 3’ 19-mer lancinditéval és az
antiszensz 5’ TTRTANARNGCRAAYTGRTC 3’ 20-mer lancinditédval
egy 221 bazispar hosszusagu fragmenst amplifikaltunk, ame-
lyet Bluescript KS® (Stratagene, La Jolla, CA) plazmidba
szubklénoztuk, és T7 Sequenase kit-tel (Amersham,
Switzerland) szekvenaltuk.

5. példa: Agtll cDNS-kényvtdr szkrinelése a 221 bdzis-
pdr hosszusdgui GPVI-prdbdval

A 221 bazispar hosszuisagu fragmenst kivagtuk a plaz-
midbél, megtisztitottuk, o’’P-ATP-vel Jjelsltuk (20 MBg/S50
pl, Hartmann Analytik, Braunschweig, Germany) a High Prime
labelling kit (Boehringer Mannheim, Switzerland) alkalmaza-
saval. Az emberi csontvelé-konyvtarat a gyartd utasitasai-
nak kovetésével szkrineltiik. A pozitiv fagokat tenyésztet-
tiik, a DNS-iiket izolaltuk, és BlueScript-be szubklbénoztuk
akdr Eco RI, akar Sal I restrikcidés helyek alkalmazasaval,
és szekvenaltuk. A szekvendlast az ABS-rendszerrel végez-

tiik. A RACE vérlemezke poliA-RNS-t korabban 1leirt mddon
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[Power és mtsai., Cytokine 7, 479-482. old. (1995)] &lli-
tottuk eld. A reverz transzkripciét (30 pl) 5 ng poliA-RNS
alkalmazasaval végeztiltk az 5’ TGAATGAGACGGTCAGTTCAGC 3’
lancinditéval (20 uM), dNTP-vel (1 mM), RNazinnal (40 U),
1x AMV-pufferrel és 20 U AMV reverz transzkriptazzal, 20
percen keresztiil 45°C-on, majd 20 percen keresztil 52°C-on.
A reakciéelegyet 2 pl 6N NAOH-val kezeltiik 65°C-on 30 pe-
rig, 2 nl 6N ecetsavval semlegesitettik, és Centricon-30
(Amicon) eszkdzzel toményitettiitk. A horgonyszekvenciat
hozzaligaltuk az elsd DNS-szalhoz Aptes és Siebert
[BioTechniques 15, 890-893. old. (1993)] protokollja kove-
tésével. Egymasba agyazott PCR-t hajtottunk végre a hor-
gonyszekvenciaval komplementer lancinditd és az
5’ TTGTACAGAGCAAATTGGTC 3’ (35 cklus, 55°C), majd az
5’ GACCAGAGGCTTCCGTTCTG 3’ léancindité (30 cklus, 53°C) al-
kalmazasaval. A legmagasabb fragmenst (350 bp) elvalasztot-
tuk agaréz-gélelektroforézissel az alacsonyabban 1évéktél,
BlueScript-be szubklénoztuk, és szekvenaltuk.

6. példa: Anti-GPVI Fab és F(ab’)2 elddllitdsa

Emberi GPVI elleni poliklonalis antiszérumokat készi-
tettiink nyulakban. Az anti-GPVI antiszérumbdl IgG-t tiszti-
tottunk leirt médon. Az IgG immobilizalt papainnal (Pierce)
t5rténd emésztését Fab-fragmensek eldallitadsdra a szallitd
szokasos protokollja szerint végeztik. Az Fab-fragmenseket
immobilizalt Protein A oszlopon (Sigma) valasztottuk el az
emésztetlen IgG-t8l és Fc-fragmensekt&Sl. Az atfolydt diali-
ziscsébe vittiik at, szilard polietilén-glikol 20000-rel be-

toményitettilk, alaposan dializaltuk 20 mM Hepes, 140 mM
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NaCl, 4 mM KCl, pH 7,4 pufferrel szemben, és 4°C-on tarol-
tuk felhasznalasig. Az F(ab’).-fragmenseket IgG peszines
emésztésével allitottuk eld, 1:50 enzim:szubsztrat arany
(Ww/w) mellett, 0,5 M acetat, pH 4,0 pufferben, 37°C-on 18
6ran keresztiil. A pH-t 7,4-re &littottuk &t higitott NaOH-
val, és a mintat 20 mM foszfat, pH 7,4 pufferrel szemben
dializaltuk. Az Fab-fragmenseket immobilizalt Protein A
kromatografiaval valasztottuk el az emésztetlen IgG-tdl és
Fc-fragmensekt8l. Az atfolyét dializiscsd&be vittiuk at, szi-
lard polietilén-glikol 20000-rel betéményitettiik, intenzi-
ven dializaltuk 20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 4 mM KC1l, pH 7,4
pufferrel szemben, és -20°C-on taroltuk alikvotokban. Mo-
sott vérlemezkéket Triton X-114-gyel lizaltunk, és fazisel-
valasztast hajtottunk végre az oldhaté anyagon, mielétt a
Triton X-114-fazisban taldlhaté membran-glikoproteinek
Sepharose 4B-hez kotott buzacsira-agglutinines (WGA) affi-
nitasi kromatografival izolaltuk, mint ahogyan koréabban le-
irtuk. Mivel a GPVI a vérlemezke membran-glikoproteinjeinek
nagyon kicsi részét képezi, a kigydébdl szarmazd C-tipusu
lektin, a convulxin specifitédsat alkalmaztuk a receptor
izolalasara. A Sepharose 4B-hez kotott convulxinon toérténd
affinitasi kromatografia fé termékként egy 65 kDa-os fehér-
jét eredményezett. Azonban mind magasabb, mind alacsonyabb
molekulatomegdi, nem jellemzett anyag is egyiitt elualdédott a
GPVI-vel, és nem volt eltavolithaté az oszlop alapos mosa-
saval sem. A tisztitds végsd lépéseként preparativ gél-
elektroforézist alkalmaztunk 8,5%-os poliakrilamid-gélen. A

GPVI-t tartalmazé frakcidkat Osszeontottik, és egyetlen
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csikot adtak az uUjraelemzés soran. A tisztitott GPVI-t
teszteltilk a vérlemezkék kollagén altali aggregacidéjat gat-
16 képességére. Enyhe gatld hatast figyeltiink meg, amikor a
GPVI-oldat alikvotjait hozzadadtuk a vérlemezke-szuszpenzid-
hoz. Azonban a GPVI kollagénnel torténd eldSinkubacidjaval -
a vérlemezke-szuszpenzidhoz vald hozzidadadst megelbzéen -
dbozisfliggé médon gatolhattuk az aggregacidt. Ezen vérlemez-
kék még mindig aggregaldédtak, amikor friss kollagént adtunk
hozzajuk. Nem redukald koriilmények kozott az izolalt feher-
je molekulatémege 62 kDa, enyhe elmozdulassal magasabb mo-
lekulatomeg (65 kda) felé redukadldé koriilmények koézott. Mi-
vel a GPVI amino-terminalisarél azt talaltuk, hogy blok-
kolt, a fehérjét LysC és LysC/AspN enzimekkel emésztettik,
amelyek sorrendben 4 és 6 peptidet eredményeztek, amelyek-
bs1 szekvenciat nyertink. A peptideket C4-oszlopon fordi-
tott fazisu HPLC-vel elvalasztottuk, és Edman-eljarassal
szekvenaltuk. Ezen peptidek aminosav-szekvenciajat alahuz-

tuk a transzlalt cDNS-szekvenciadban (1. abra).
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Szabadalmi igénypontok

1. DNS, amely Glikoprotein-VI-ot vagy annak bioldégiai-
lag aktiv fragmensét kdédolja.

2. Az 1. igénypont szerinti DNS, amely a 2. abra szek-
venciajat részben vagy egészében tartalmazza.

3. DNS, amelynek szekvencidja a 2. abrdn bemutatott
szekvenciaval azonos.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti DNS, amely
az la és 1b &bra aminosav-szekvenciajat tartalmazé Gliko-
protein-VI-ot kdédol.

5. Rekombinadns emberi Glikoprotein-VI mint gydégyszer,
amely az lb &bra aminosav-szekvenciajat tartalmazza.

6. Gybgyadszati készitmény, amely az 5. igénypont sze-
rinti fehérjét és annak gydgyaszatilag elfogadhatd oldo-
szerét, hordozdéjat vagy kotbSanyagat tartalmazza.

7. Gybgyaszati készitmény, amely gydgyadszati hatdanya-
got is tartalmaz.

8. Rekombinans GPVI alkalmazasa vérlemezke-kollagén
k6lcsdnhatads specifikus inhibitorainak detektalaséara szol-
gadld szkrineld eszkdzben.

9. Rekombinadns GPVI alkalmazasa vérlemezke-kollagén
kélcsodnhatasokkal kapcsolatos trombotikus és kardiovaszku-

laris események és rendellenességek terdpias teriiletén al-

kalmazhaté gydgyszer gyartasaban.



10. GPVI szintjében bedlld valtozadsok alkalmazasa vér-
lemezkék koranak, és vérlemezkék trombotikus és kardiovasz-

kularis &allapotoknak vagy eseményeknek vald kitettségének

markerként.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

Lendj;l Zsolt

szabadalmi Ggyvivéjelolt
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PCT/EP00/03683

(la)
1
MSPSPTALFC LGLCLGRVPA

(1b)
1

QSGPLPKPSL QALPSSLVPL

AVLFIPAMKR SLAGRYRCSY

GPAVSSGGDV TLQCQTRYGF

TAAHSGTYRC YSFSSRDPYL

e
see

1/2

20

EKPVTLRCQG PPGVDLYRLE KLSSSRYQDQ (50)

QN*GSLWSLPS DQLELVATGV FAKPSLSAQP (100)

DQFALYKEGD PAPYKNPERW YRASFPIITV (150)

WSAPSDPLEL VVTGTSVTPS RLPTEPPSSV (200)

AEFSEATAEL TVSFTNKVET

VRICLGAVIL IILAGFLAED

SHGGQDGGRQ DVHSRGLCS

TETSRSITTS PKESDSPAGP ARQYYTKGN; (250)

WHSRRKRLRH RGRAVQRPLP PLPPLPQTRK (300)

(319)

1. abra



GAGCTCAGGA
TCTGTCTTGG
CCCAAGCCCT
GCCAGTGACC
TGGAGAAGCT
CCGGCCATGA
CGGAAGCCTC
GAGTTTTTGC
TCAGGAGGGG
ATTTGCTCTG
GATGGTACCG
GGAACCTACC
GGCCCCCAGC
CCAGCCGGTT
GCCACCGCTG
GACTTCTAGG
GTCCTGCCCG
GGGGCTGTGA
CAGCCGGAGG
TTCCGCCCCT
GATGGAGGCC
GAACCCCAGG
ACTCAAAGAC
AGCTGTGGAA

CCGTTCGGCC

PCT/EP00/03683

CAGGGCTGAG

GCTGTGTCTG

CCCZTCCAGGC

CTCCGGTGCC

GAGTTCCAGC

AGAGAAGTCT

TGGTCCCTGC

CAAACCCTCG

ACGTAACCCT

TACAAGGAAG

GGCTAGTTTC

GATGCTACAG

GACCCCCTGG

ACCAACAGAA

AACTGACCGT

AGTATCACCA

CCAGTACTAC

TCCTAATAAT

AAGCGCCTGC

GCCGCCCCTC

GACAGGATGT

CACGGTCGTA

TGGCGTGTGT

ACGAGGCCAT

AGTGTCTGTC

GAACCATGTC
GGGCGTGTGC
TCTGCCCAGC
AGGGACCTCC
AGGTACCAGG
GGCTGGACGC
CCAGCGACCA
CTCTCAGCCC
ACAGTGTCAG
GGGACCCTGC
CCCATCATCA
CTTCTCCAGC
AGCTTGTGGT
CCACCTTCCT
CTCATTCACA
CCAGTCCAAA
ACCAAGGGCA
CCTGGCGGGG
GGCACAGGGG
CCGCAGACCC
TCACAGCCGC
TCCAAGGGAG
GGAGCGTGGA
GCTGCCTCCT

TGTCTGTCTG

2. abra

TCCATCCCCG

CAGCGCAGAG

TCCCTGGTGC

GGGCGTGGAC

ATCAGGCAGT

TACCGCTGCT

GCTGGAGCTC

AGCCCGGCCC

ACTCGGTATG

GCCCTACAAG

CGGTGACCGC

AGGGACCCAT

CACAGGAACC

CGGTAGCAGA

AACAAAGTCT

GGAGTCAGAC

ACCTGGTCCG

TTTCTGGCAG

CAGGGCTGTG

GGAAATCACA

GGGTTATGTT

GGATCATGGC

AGCAGGAGGG

CCTGGTGTTC

CCTCTCTGTC

ACCGCCCTCT

TGGACCGCTC

CCCTGGAGAA

CTGTACCGCC

CCTCTTCATC

CCTACCAGAA

GTTGCCACGG

GGCGGTGTCG

GCTTTGACCA

AATCCCGAGA

CGCCCACAGC

ACCTGTGGTC

TCTGTGACCC

ATTCTCAGAA

TCACAACTGA

TCTCCAGCTG

GATATGCCTC

AGGACTGGCA

CAGAGGCCGC

CGGGGGTCAG

CATGACCGCT

ATGGGAGGCG

CAGAGGCTAC

CATCAGGGAG
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