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vagy ennek protazgatld tulajdonségokkal rendelkezd véltozata.
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A taldlmény tdrgya Gj, humdn Kunitz-tipusu protedzgdtld és
vadltozatai; az inhibitort és valtozatait kdédold DNS; eljdras az Uj
inhibitor és valtozatainak elSdllitésédra; és gyodgyszerkészitmé-
nyek, melyek az Uj inhibitort vagy véltozatait tartalmazzik.

A polimorfmagvd leukocitdk (neutrofilek vagy PMN-ek) és a
mononukledlis fagocitdk (monociték) fontos szerepet tdltenek be a
szdvetkdrosodédsndl, fertdzésnél, akut vagy krénikus gyulladdsnédl
és a sebhegedésnél. A sejtek a vérbdl a gyulladds helyéhez vando-
rolnak és - a megfeleld stimuldcidt kdvetve - oxidénsokat (O-,
Oé, Hy04 és HOCl), valamint kUlénféle proteolitikus enzimeket
tartalmazé szemcséket hoznak létre. A kivalasztd szemcsék tdbbek
kézdtt alkalikus foszfatdzt, metaloproteindzokat - példaul zsela-
tindzt és kollagendzt - és szerin-protedzokat - példdul neutrofil
elasztédzt, katepszin G-t és proteindz 3-t tartalmaznak.

Latens metaloproteindzok szabadulnak fel metaloproteindz
szdveti gdtldval (TIMP) egyutt. Az aktivicids mechanizmus nem
teljesen federitett, de valészind, hogy tiolcsoportok oxiddcidja
és/vagy a proteolizis szerepet jétszik a folyamatban. A szabad
metaloproteindz-aktivitds a TIMP inaktivaciétél is fugg.

A leukocitdk azurofil szemcséiben a szerin-protedzok -
neutrofil elasztédz, katepszin G és proteindz-3 - aktiv enzimként
talaldlhatdk glukdz-amino-glikdnokkal komplexet alkotva. Ezek a
komplexek inaktivak, de a szekrécidkor disszocidlnak, és felsza-
badulnak az aktiv enzimek. A protedz aktivitds semlegesitésére
nagy mennyiségd aq-proteindz inhibitor (a(-PI) és aq-kimotrip-

szin inhibitor (ql—ChI) taldlhatd a plazmdban. A polimorfmagvid



leukociték viszont képesek helyileg inaktivdlni az inhibitorokat.
Igy a neutrofil elasztdz legfontosabb inhibitora, az aq-PI
reaktiv centruma (Met-358) érzékeny az aktivdlddott PMN-ek &ltal
termelt metabolitok oxidé&ldé hatésdra. Ez kb. 2000-szeres
mértékben csdkkenti az aq-PI neutrofil elasztazzal szembeni
affinitést.

Az aq1-PI helyi semlegesitése utan az elasztaz mas porteoli-
tikus enzimek szamos gdtldjat képes tdnkretenni. Az elasztéz
hasitja az aq-ChI-t és ezdltal eldsegiti a katepszin G aktivi-
tdsdt. Ugyancsak hasitja a TIMP-t, ami a metaloproteindzok &ltali
szdévetl degraddcidt eredményezi. Tovadbba az elasztdz hasitja az
antitrombin III-t és a heparin kofaktor II-t, valamint a "szdveti
faktor folyamat"gatlét (Tissue factor pathway inhibitor, TFPI),
ami valészinlleg el8segiti a régképzdbdést. Masrészt a neutrofil
elasztdz koaguldcids faktorokat lebontd képessége feltételezhe-
téen ellentétes hatdsd, ugyvhogy az elasztéz teljes hatdsa nem
vildgos. A neutrofil elasztdz fibrinolizisre gyakorolt hatésa
egyértelmibb. A fibrinolitikus aktivitds fokozdédik, amikor az
elasztdz hasitja a plazminogén aktivator-gatlot és az aqy plazmin-
-inhibitort. Ezenkivil, ezen mindkét inhibitort oxiddljdk és
inaktivdljak az Oz-metabolitok.

A PMN-ek nagy mennyiségld szerin-protedzt tartalmaznak, és az
egyes leukocita protedzokbdél 200 mg szabadul fel naponta, hogy
lekdzdjék a szervezetbe behatold dgenseket. Akut gyulladdskor a
felszabaduld enzim mennyisége tébbszdérdsére ndvekszik. Normdlis

kérilmények koézodtt az aq-PI, al—ChI és az aq makroglobulin gé&tldk



nagy mennyisége kell8en alacsony szinten tartja a proteolizist.
Té&bb jel azonban arra mutat, hogy szémos krdénikus betegseéget
patolégids proteolizis okoz, ami a PMN-ek tulstimuldltsagénak
kdvetkezménye. Ezt eredményezi példdul az autoimmun vélasz, a
krénikus fertdzés, a dohanyfist vagy més irritdld tényezd, stb.
Az aprotinin (borjd hasnydlmirigy-tripszin inhibitor) ismert
gdtldja a kulédnféle protedzoknak, ideértve a tripszint, kimotrip-
szint, plazmint és kallikreint, ezért terdpids céllal alkalmazzak
az akut hasnydlmirigy-gyulladéds, a sokk-szindréma kuloénbdzd
dllapotai, hiperfibrinolitikus vérzés és miokardidlis infarktus
kezelésére [példdul J. E. Trapnell és munkatérsai, Brit. J.
surg., 61:177 (1974); J. McMichan és munkatérsai, Circulatory
shock, 9:107 (1982); L. M. Auer és munkatdrsai, Acta Neurochir.,
49:207 (1979); G. Sher, Am. J. Obstet. Gynecol., 129:164 (1977);
és B. Schneider, Artzneim.-Forsch., 26:1606 (1976)]. Az aprotinin
nagy dézist adagoldséaval lényegesen csdkkenthetd a szivmitéteknél
- beleértve a kardio-pulmondris soént kialakitdsdt - jelentkezd
vérveszteség [példdul B.P. Bidstrup és munkatdrsai, J. Thorac.
Cardiovasc. Surg., 97:364-372 (1989); W. van Oeveren és munkatar-
sai, Ann. Thorac. Surg., 44:640-645 (1987)]. Megeléz8leg kimutat-
tédk [példdul H. R. Wenzel és H. Tschesche, Angew. Chem. Internat.
Ed., 20: 295 (1981)], hogy bizonyos aprotinin analdgok, példaul
az aprotinin (1-58, Vall5) viszonylag magas szelektivitéast
mutatnak a granulocita-elasztdzt illetden és gatld hatéast a
kollagendzra, mig az aprotinin (3-58, Argl5, Alal7, Ser42) kivald

plazmakallikreint gdtldé hatassal rendelkezik (lésd; WO 89/10374).



Viszonylag magas aprotinin dézisok ismételt injektalasanal
vesekdrositd hatdst figyeltek meg patkdnyokndl, nyulakndl és
kutyédkndl (Bayer, Trasylol, Inhibitor of proteainase; E. Glaser
és munkatdrsai, in: "Verhandlungen der Deutschen Gesellschaft fur
Innere Medizin, 78. Kongress", Bergmann, Minchen 1972, 1612-1614.
old.). Az aprotinin nefrotoxikus hatédsa (tdbbek kézdétt elvédltoza-
sokként jelenik meg) a hatdanyagnak a vese proximdlis tubulus-
sejtjeiben valé felhalmozdédasédval magyardzhatd, ami az aprotinin
magas pozitiv téltésének az eredménye, minthogy megkdtddik a
tubulusok negativ tdltésd feluletén. Ez a nefrotoxicitas az
aprotinint klinikai felhaszn&lédsra kevésbé alkalmasséd teszi
kuldéndsen ott, ahol az inhibitor nagy dézisban tdrténd adagolé-
sdra van szukség (példadul a kardiopulmondlis sént
kialakitdsdndl). Emellett az aprotinin egy borjuprotein, ami
ezért egy vagy toébb epitopot tartalmazhat, ami nemkivanatos
immunvédlaszt vdlt ki az embernél.

A jelen taldlmdny tehét olyan humdn proteindzinhibitorok-
kal foglalkozik, melyek aprotinin tipustak (azaz Kunitz-tipusua
inhibitorok), hasonldé gédtlédsi profillal, illetve ezek olyan
médosulataival, melyek a kivant gdtlédsi profillal rendelkeznek.

A taldlmdny targya Uj humdn, Kunitz-tipusl proteé&zgatld,
melynek aminosavszekvencié&ja:

Asp Leu Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys
Gln Thr Tyr Met Thr Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys
Glu Leu Phe Ala Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn Phe Leu

Arg Lys Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr (SEQ ID No.l)



vagy ennek protedzgdtld tulajdonsagokkal rendelkezd valtozata.

A taldlmény tovébbi térgya humén, Kunitz-tipusli proteézin-
hibitor valtozata, melynek aminosavszekvencidja:
x! Asn val Cys Ala Phe Pro Met Gu X2 Gly X3 Gys x% x° x® x7 x8
x? Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Leu Phe x10 TYyr
Gly Gly cys Xx'1 x12 x13 ser Asn Asn Phe x14 x15 x16 giu Lys cys
Glu Lys Phe Cys Lys Phe X!7 (SEQ ID No. 2),
ahol x1 jelentése hidrogénatom vagy 1-5 természetes aminosavrész,
kivéve a Cys-t, x2-x16 jelentése egymastél fuggetlenil egy

természetes aminosavrész, kivéve a Cyst és x17

jelentése
hidroxilcsoport vagy 1-5 természetes aminosavrész, kivéve a
Cys-t, azzal a feltétellel, hogy az Xl-x17 aminosavrész kézul
legaldbb egy kiildnbdézik a természetes szekvencidkban 1évd
megfeleld aminosavrésztdl.

A "természetes aminosavrész" kifejezésen a 20 dltaldnosan
el8forduld aminosav - azaz az Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe, Trp,
Met, Gly, Ser, Thr,Cys, Tyr, Asn, Gln, Asp, Glu, Lys, Arg és His
- egyikét értjuk. Az Uj inhibitor DNS szekvencidjét a human
genomidlis DNS kénytdrbdl izoldljuk a homolédégiat felhasznald
polimerdz léncreakcié (PCR) alkalmazéséval. Az ismert humén,
Kunitz-tipusi protedzinhibitor doménjének aminosavszekvenciajéat
az aprotininével &sszevetve két régidt - az I és II - azonosi-
tottunk, ami megfelel az aprotinin aminosavszekvencia 12-16.,
illetve 35-38 aminosavainak. Regenerdlt PCR primereket

terveztlink, amelyek megfeleltek az I, illetve II homoldégrégidnak.

A PCR primerek az 5' végukdn egy restrikcids hasitdhelyet tar-



talmaznak, ami a kldénozds szempontjédbdl fontos, Két primert
alkalmazé PCR reakcidkkal olyan DNS szekvencidt azonositottunk,
ami megfelel az Uj Kunitz-tipusi protedzinhibitor doménnek. Ezt a
DNS szekvencidt haszndljuk fel prdébaként a teljes hosszuisdgu DNS
szekvencia izoldldsdra a humé&n genomidlis kozmid koényvtédr szdrd-
vizsgdlataindl. Az izolacids eljérést részletesen az 1. példéban
ismertetjik, az 1. és 2. &bra segitségével. A tovébbiakban az Gj
inhibitort HKIB9 elnevezéssel szerepeltetjik.

Egy vagy tébb aminosavnak a fentebb emlitett helyeken
tdrténd helyettesitésével lehetdség nyilik a HKIB9 gatléasi
profiljédnak a megvédltoztatdsara oly mdédon, hogy az elsf8dlegesen
gdtolja a neutrofil elasztdzt, a katepszin G-t és/vagy a
proteindz-3-t. Tovdbbd lehetdség van olyan valtozatok
elkészitésére, melyek specifikusan gdtoljék a koagulécidban vagy
fibrinolizisben (példdul plazmin vagy plazma-kallikrein), illetve
a komplement kaszkd&dban résztvevé enzimeket.

A HKIB9-nek egyik eldénye, hogy az 6ssztdltése nulla,
ellentétben az aprotininével, mely - mint fentebb jeleztik - erds
pozitiv téltésd. Olyan taldlmény szerinti véltozatokat készithe-
tink tehdt el, melyeknek t&ltésdsszege az aprotinin tdéltésénél
kevésbé pozitiv, és igy e vadltozatok nagy dézisban vald adagoléd-
sdndl csoékken a vesekdrosodas esélye. A mésik el8nye az aproti-
ninhez képest, hogy ez humédn fehérje (fragmens), 1igy tehat az
emberi szervezetbe vald bevitelénél a nemkivadnatos immunkreakcidk
lényegesen lecsdkkennek.

A HKIBY9 eldnyds varidnsai ko6zll példaként emlitjik azt,



ahol x1 jelentése Asp-Leu-Leo-Pro; vagy ahol X2 jelentése Ala,
Arg,Thr, Asp, Pro, Glu, Lys, Gln, Ser, Ile vagy Val,.kﬁlénésen,
ahol X2 jelentése Thr vagy Lys; vagy ahol x3 jelentése Pro, Thr,
Leu, Arg, Val vagy Ile, kuldéndsen, ahol x3 jelentése Pro vagy
Ile; vagy ahol x4 jelentése Lys, Arg, Val, Thr, Ile, Leu, Phe,
Gly, Ser, Met, Trp, Tyr, Gln, Asn vagy Ala, kuldénésen, ahol X4
jelentése Lys, Val, Leu, Ile, Thr, Met, Gln vagy Arg; vagy ahol
X3 jelentése Ala, Gly, Thr, Arg, Phe, Gln vagy Asp, kiléndsen,
aholx? jelentése Ala, Thr, Asp vagy Gly; vagy ahol x6 jelentése
Arg, Ala, Lys, Leu, Gly, His, Ser, Asp, Gln, Glu, Val, Thr, Tyr,
Phe, Asn, Ile vagy Met, kiuldndsen, ahol x6 jelentése Arg, Phe,
Ala, Leu vagy Tyr; vagy ahol x7 jelentése Ile, Met, Gln, Glu,
Thr, Leu, Val vagy Phe, klUléndsen, ahol x7 jelentése Ile; vagy,
ahol x8 jelentése Ile, Thr, Leu, Asn, Lys, Ser, Gln, Glu, Arg,
Pro vagy Phe, kildndsen, ahol x8 jelentése Ile vagy Thr; vagy
ahol x9° jelentése Arg, Ser, Ala, Gln, Lys vagy Leu, kuldéndsen
ahol x° jelentése Arg; vagy ahol x10 jelentése Gln, Pro, Phe,
Ile, Lys, Trp, Ala, Thr, Leu, Ser, Tyr, His, Asp, Met, Arg vagy
Val, kuléndsen, ahol X10 jelentése Val vagy Ala; vagy ahol Xll
jelentése Gly, Met, Gln, Glu, Leu, Arg, Lys, Pro vagy Asn,
kilénbsen, ahol x11 jelentése Arg vagy Gly; vagy ahol x12
jelentése Ala vagy Gly; vagy ahol x13 jelentése Lys, Asn vagy
Asp, kuldndsen, ahol x13 jelentése Lys vagy Asn; vagy ahol x14
jelentése Val, Tyr, Asp, Glu, Thr, Gly, Leu, Ser, Ile, Gln, His,
Asn, Pro, Phe, Met, Ala, Arg, Trp vagy Lys, kuldbndésen, ahol x14

jelentése Lys vagy Leu; vagy ahol x13 jelentése Arg, Ser vagy



Thr; vagy ahol x16 jelentése Glu, Lys, Gln vagy Ala, kuléndsen
ahol x16 jelentése Lys vagy Ala; vagy ahol x17 jelentése Thr.

El8nyd®s kivitelezési médnal x1 jelentése Asp-Leu-Leu-Pro,
x17 jelentése Thr és x2-x16 jelentései a fentiekben tett
meghatédrozésokkal azonos.

A taldlmény szerinti HKIBY9 varidnsok eldnydsen nem
tartalmaznak Met-t a protedzkdtd régidban (vagyis az x3-x14
aminosavak &ltal reprezentalt szakaszban). Az al-PEI fent leirt
analégidjdra, e helyek béarmelyikén 1évSé Met maradék az
inhibitort érzékennyé tenné a PMN-ek &ltal termelt oxigén-metabo-
litok oxidativ inaktivédld hatédséval szemben és forditva, ha e
helyeken nem szerepel Met maradék, az az inhibitornak nagyobb
stabilitdst biztosit az oxigén-metabolitok jelenlétében.

A taldlmdny szerinti eld8nyds varidns dltaldban az, ahol a
Kunitz-tipust inhibitor protedzkdété-helyén (azaz az x4-x14
aminosavak &altal reprezentdlt helyeken, ami az aprotininnél
megfelel a 13., 15., 16., 17., 18., 19., 20., 34., 39., 40., 41.
és 46. helyeknek) azok az aminosavak szerepelnek, mint a termé-
szetes aprotinin ugyanazon helyein. Ez a védltozat az alabbi
aminosavszekvencidat tartalmazza:

Asp Leu Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys
Lys Ala Arg Ile Ile Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys
Glu Leu Phe Val Tyr Gly Gly Cys Arg Ala Lys Ser Asn Asn Phe Lys
Ser Lys Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr (SEQ ID No. 3).

A taldlmaény tovébbi tdrgya, DNS szerkezet, ami Kunitz-tipusu

inhibitort vagy annak taldlmény szerinti valtozatéat kdédolja. A



taldlmény szerinti DNS szintetikus uUton a szokésos mddszerekkel
elé4dllithaté, példdul S. L. Beaucage és M. H. Caruthers altal
leirt foszfoamidit médszerrel [Tetrahedron Letters, 22:1859-1869
(1981)] vagy Matthes és munkatdrsai médszerével [EMBO Journal,
3:801-805 (1984)]. A foszfoamidit mdédszer szerint oligonukleo-
tidokat szintetiz&lunk, azokat tisztitjuk, hasitjuk, ligdljuk és
megfeleld vektorokban klénozzuk.

Alternativ médon hasznélhatunk genomidlis vagy cDNS-t is a
HKIBY9 kédolésdhoz (azaz, amit a genom kényvtdr szlirévizsgdlata-
val kapunk a fentebb leirtak szerint). A DNS szekvencia médosit-
hatd egy vagy tdbb olyan helyen, ahol a kivant aminosavcserét
akarjuk elvégezni, példdul hely-irdnyitotta mutagenezissel,
amihez a homolég rekombindcid jél ismert eljédrésédban a kivéant
aminosavszekvencidt kéddold szintetikus oligonukleotidokat hasz-
naljuk.

A taldlmdny tovébbi térgya, a taldlmény szerinti DNS
szerkezetet tartalmazd rekombindns expresszids vektor. A
rekombindns expresszids vektor lehet bdrmilyen vektor, ami
elénydsen aldvethetd rekombindns DNS eljérédsoknak. A vektor
kivdlasztédsa gyakran a gazdasejt fuggvénye. fgy a vektor lehet
dnalldan sokszorozddd vektor, azaz amelyik extrakromoszémélisan,
elkuléntlten létezik, replikdcidja fliggetlen a kromoszdémalis
replikdciétdl; ilyen példaul a plazmid. Masrészt a vektor lehet
olyan is, hogy a gazdasejtbe vald bevitel utén beépul a
gazdasejt genomjéba és a kromoszdémé(k)val replikalddik, amelybe

beéplilt. A vektorban a HKIB9-t vagy annak valtozatdt kédold DNS



szekvencidnak mikddd kapcsolatban kell legyen egy alkalmas
promoter szekvencidval. A promoter barmilyen olyan DNS szekvencia
lehet, ami a kivalasztott gazdasejtben transzkripcidés aktivitéast
mutat, és szdrmazhat homoldg vagy heteroldg fehérjéket kddold
génekb8l. fgy példéul eml8s sejtekben az inhibitort kédold DNS
transzkripciéjénak irédnyitédsdra alkalmas az SV promoter
[Subramani és munkatdrsai, Mol. Cell. Biol., 1:854-864 (1981)],
az MT-1 (metalotionein) promoter [Palmiter és munkatérsai,
Science, 222:809-814 (1983)] vagy az adenovirus 2 major késéi
promoter. Elesztd gazdasejtekben alkalmazhaté promoterek lehetnek
az élesztd glikolitikus génjeibdl [(Hitzeman és munkatérsai, J.
Biol. Chem., 255:12073-12080 (1980); Alber és Kawasaki, J. Mol.
Appl. Gen., 1:419-434 (1982)], az alkohol-dehidrogenaz génekbdl
[Young és munkatérsai; in: Genetic Engeineering of Microorga-
nisms for Chemicals, szerk.: Hollaender és munkatarsai, Plenum
Press, New York, 1982) sz&rmazd promoterek vagy a TPI 1

(4 599 311 sza&mu amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalom) vagy
ADH2-4c [Russel és munkatdrsai, Nature 304:652-654 (1983)]
promoterek. Amennyiben a gazdasejt fonalasgomba, alkalmas pro-
moter lehet az ADH3 promoter [McKnight és munkatdrsai, The EMBO
J., 4:2093-2099 (1985)] vagy a tpiA promoter.

A taldlmény szerinti inhibitort kédold DNS szekvencianak egy
alkalmas termindtorhoz is mikodSképesen kell kapcsoldédjon. Ilyen
termindtor lehet a humén noévekedési hormon termindtora (Palmiter
és munkatdrsai, ldsd fent) vagy - ha a gazdasejt gomba - a TPIl

(Alber és Kawasaki, 1lasd fent) vagy az ADH3 (McKnight és munka-



tdrsai, lasd fent) promoterek. A vektor tovdbbi elemeket is tar-
talmazhat, példdul poliadenildcids szigndlt (példdul az SV40-bS1
vagy az adenovirus 5 Elb régidjébdl), transzkripcids enhancer
szekvenciat (példdul SV40 enhancer) és transzlacids enhancer
szekvencidt (példdul VA adenovirus RNS-t kédoléd.

A taldlmdny szerinti rekombindns expresszids vektor tartal-
mazhat még olyan DNS szekvencidt, ami lehetévé teszi a vektor
sz&mdra, hogy az adott gazdasejtben replik&ldédjon. Ilyen szek-
vencidra példa - ha a gazdasejt eml8ssejt - az SV40 replikacids
origéja vagy - ha a gazdasejt éleszt8sejt - a 2 u-os élesztdplaz-
mid REP 1-3 replikdcids gének vagy replikdcidés origd. A vektor
tartalmazhat szelektdcids markert, példdul olyan gént, aminek
terméket kiegésziti a hiédnyos gazdasejtet, ilyen lehet a dihid-
rofoldt-reduktézt (DHFR) kédold gén; vagy amelyik rezisztenciat
biztosit egy adott hatdanyaggal, példdul neomicinnel, higromi-
cinnel vagy metotrexd&ttal szemben; vagy a Schizosaccharomyces
pombe TPJ gént [P. R. Russel, Gene, 40:125-130, (1985)].

Az eljérés, mellyel a taldlmény szerinti inhibitort kdédold
DNS szekvenciéat, a promotert, illetve a termindtort ligdljuk és a
replikdciés informécidkat tartalmazd alkalmas vektorba beépitjuk;
j6l ismert a szakemberek eldtt (lasd példdul: Sambrook és munka-
tdrsai, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, New York, 1989).

A gazdasejt, amelybe a taldlmdny szerinti expresszids
vektort bevisszik, barmilyen sejt lehet, ami a taldlmény szerin-

ti inhibitort termelni képes, ez eldnydsen egy eukaridta sejt,



példédul emll8s-, élesztd- vagy gombasejt.

A gazdasejtként alkalmazhatd élesztdsejt bérmilyen olyan
éleszt8gomba lehet, ami a tenyésztése alatt nagy mennyiségd
taldlmany szerinti inhibitort termel. Példaként emlithetd alkal-
mas élesztdgombdk a Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
kluyveri, Schizosaccharomyces pombe vagy a Saccharomyces uvarum
tdrzsei. Az éleszt8sejt transzformdldsa tdérténhet protoplaszt-
képzéssel, amit természetesen az ismert médon végzett transzfor-
mécid kébvet.

Alkalmas emlds sejtvonalakra példaként emlitjuk a COS (ATCC
CRL 1650), a BHK (ATCC CRL 1632, ATCC CCL 10) vagy a CHO (ATCC
CCL 61) sejtvonalakat. Az eml8ssejtek transzfektdldsdra és a
sejtekbe bevitt DNS szekvencidk kifejezésére szolgdld mddszereket
irjédk le az aldbbi munk&k: Kaufman és Sharp, J. Mol. Bio.,
159:601-621 (1982); Southern és Berg, J. Mol. Appl. Genet.,
1:327-341 (1982); Loyter és munkatdrsai, Proc. Natl. Acad. Sci,
USA, 79:422-426 (1982); Wigler és munkatdrsai, Cell, 14:725
(1978); Corsaro és Pearson, Somatic Cell Genetics, 7:603 (1981);
Graham és van der Eb, Virology, 52:456 (1973); Neumann és munka-
tdrsai, EMBO J., 1:841-845 (1982).

Gazdasejtként alkalmazhatunk gombasejteket is. Alkalmasak a
fonalasgombdk sejtjei, példdul az Aspergillus vagy Neurospora
fajok, kuléndsen az Aspergillus oryzae vagy az Aspergillus niger
torzsek. Aspergillus faj fehérjék kifejezésére vald felhasznala-
sat irja le példdul az EP 238023 szabadalom.

A taldlmany tovébbi tdrgya, eljdréds a taldlmény szerinti



inhibitor eldallitésédra, mely eljards a fenti sejtek olyan
korulmények kdzdtt tédrténd tenyésztésébdl, mely a talalmany
szerinti inhibitor kifejez&déséhez vezet, valamint a nyert
inhibitor tenyészlébd8l vald kinyerésébdl all.

A sejtek tenyésztéséhez haszndlt tépkdzeg barmely olyan
tdptalaj lehet, mely alkalmas az emléssejtek vagy a gombak
(beleértve az élesztdket) tenyésztésére. A gazdasejt az inhi-
bitort kivalasztja a tépkdzegbe, ahonnan az a szokésos mddsze-
rekkel kinyerhetd. Ehhez elvélasztjuk a sejteket a kbézegtdl
centrifugdldssal vagy szlréssel, a fellluszdébdl vagy a szur-
letbdl sdéval - példdul amménium-szulféttal - lecsapjuk a
fehérjeszerd alkotdrészeket, majd kuloénféle kromatografias
eljardssal - példaul ioncserés kromatografdlédssal vagy affi-
nitds-kromatografdldssal, stb. - tisztitunk.

A taldlmény tovabbi tdrgya gydgyszerkészitmény, mely HKI
B9-et vagy annak taldlmdny szerinti valtozatdt tartalmazza
gydgydszati szempontbdl alkalmazhatd vivéanyagok vagy kdzegul
szolgéld anyagok kiséretében. A taldlmény szerinti készitmény
barmely ismert médszerrel formuldzhatéd, erre példdkat taldlunk a
Reminton's Pharmaceutical Sciences (1985) munkdban. A készitmény
tipikus formé&jéban alkalmas a szisztémds injekcidra vagy
infuziéra és ehhez steril vizben, izoténids sdoldatban vagy
glikdézoldatban készllt oldatot haszndélunk.

HKIB9 vagy annak taldlmény szerinti vdltozata tehat
eldnydsen alkalmazhaté gydgyaszati célra ott, ahol nativ apro-

tinin vagy més gdtlasi profild aprotinin analdég javasolt, Kku-



14ndsen abban az esetben, ha nagy aprotinin dézisok adagolédsa
szikséges. A taldlmadny szerinti valtozat alkalmazhatdséga annak
kdszdnhetd, hogy gdtolni képes a humdn szerin-protedzokat, példaul
a tripszint, plazmint, kallikreint, elasztézt, katepszin G-t,
proteinéz-3-at. Olyan betegségek kezelésére alkalmas, ahol fel-
tételezhetd, hogy azok oka az aktiv PMN-ekbdl felszabaduld elasz-
tdz, katepszin G és proteindz-3 &ltal kivaltott patoldgids pro-
teolizis. Ide tartozik (de nem korldtozddva csak ezekre) az akut
hasnydlmirigy-gyulladéds, gyulladdsok, trombocitopénia, vérlemez-
funkcié védelem, szervvédelem, sebhegesedés, sokk (beleértve a
tid8sokkot) hiperfibrinolitikus vérzés, emfiszéma, reumatoid
izlileti gyulladéds, feln8ttkori 1légzési nehézségek, krdénikus
gyulladdsos bélartalmak és pikkelysomér.

A fenti gyégydszati alkalmazdson kivil a HKIBY vagy val-
tozata felhaszndlhatd olyan természetes anyagok humdn eredetd
forrasokbdl vald izoldlésdra, melyek kdzvetlenul vagy kbdzvetve a
TFPI Kunitz-tipusti domén-II-hdéz koétédnek. Ezek lehetnek példaul
protedzok vagy receptorok. Az emlitett tulajdonsdg felhaszndl-
haté szlrévizsgdlatokndl vagy affinitds kromatografia alkalmaza-
sakor.

Az elmodottakhoz a szok&sos DNS technikat alkalmazzuk
(Sambrock J., Fritsch E. F. és Maniatis T., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N. Y. 1989). A szintetikus oligonukleotidokat
automata DNS-szintetizdtoron (380B, Applied Biosystems) készit-

jik el a foszforamidit eljarédssal, ellendrzdtt pdrusi uveghor-



dozdén [Beaucage S. L. és Caruthers M. H., Tetrahedron Letters,
22:1859-1869 (1981)]1. A DNS szekvencidt dideoxi-lénctermindcids
technikédval hatdrozzuk meg [Sanger F., Micklen S. és Coulson A.
R., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-5467 (1977)]. A poli-
merdz lancreakcidkat (PCR) egy DNS Thermal Cycler készlUléken
(Perkin Elmer Cetus) hajtjuk végre.

Aminosavanalizishez a vizsgédlandd mintdt vékuumban lefor-
rasztott csévekben 6M sbésavban 110°C hémérsékleten 24 Sran
keresztiil hidrolizéljuk. Az analizist mikrokaliberd mivelethez
médositott Beckman 121 MB automata aminosavanalizdatoron végez-
zik. Az N-termindlis aminosavszekvencidt egy, az Edman lebontéast
alkalmazd, automata Applied Biosystems 470A gézfézisl szekvena-
toron kapjuk meg. Az egyes ciklusokbdl szérmazd felszabadult PTH-
-aminosavak detektdldsdt és mennyiségi meghatdrozédsat on-line
forditott fdzisd HPLC-vel hajtjuk végre.

A molekulastly meghatédrozds BIO-ION 20 plazmadeszorpcids
tomegspektrométeren (PDMS) toérténik, ami egy kKb. 15 cm-es repitd-
csével van elldatva és pozitiv médban mikédik. 5 pl-es mintédkat
analizdlunk felgyorsuld fesziultségtartomdnyndl 15 kv-ig és az
ionokat 5 millid hasitédsi eseménybdl gydjtjuk Ossze. A moleku-
laion meghatdrozédsi pontossdga jo6l definidlt cstcsnal 0,1 %-os,
kUlénben valamivel alacsonyabb.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban példékat adunk
meg. A példdk kizardlag szemléltetd célzatlak és a talalmany

oltalmi kérét nem korlatozzadk.



1. példa
Humdn Kunitz-tipust protedzinhibitor HKIB9 domén klénozésa
A) PCR klénozés

A 18 PCR reakcid mindegyikénél templdtként 1 ug human
placenta genomid&lis DNS-t haszndlunk (Clontech, Palo Alto, CA,
USA, kat.sz.: 6550-2) 100 pmél "jobb"™ A, B, C, E, F vagy H
primerrel és 100 pmdél "bal" X, Y vagy Z primerrel (2. &bra). A
PCR reakcidkat 100 pl térfogatban hajtjuk végre kereskedelmi
készletet (GeneAmp, PerkinElmer Cetus) haszndlva. A reakcid-
elegyet 95°C hémérsékleten melegitjik 4 percen &t, majd az aldébbi
kezelési ciklusnak vetjuk ald: 95°C 1 percen at, 50°C 1 percen at
és 72°C 1 percen &t. 30 ciklus utédn a befejez8dSd ciklus 72°C-os
lépése 10 percen keresztll tart.

A reakcidelegyet 2 %-os agardzgélen elektroforizédljuk és a
0,1 kb DNS fragmenseket izold&ljuk. Az EcoRI és Xbal emésztés utén
a pTZ19R plazmid 2,8 kb-U EcoRI és Xbal fragmenséhez [Pharmacia
LKB, Uppsala, Svédorszag, kdédszém: 27-4986-01; Mead D.A.,
Szczensna-Skorupa E. és Kemper B., Prot. Engin., 1:67-74 (1986)]
ligdlunk. A ligaciés eleggyel kompetens E.coli tdérzset (r~, m+)
transzformdlunk, és ampicillin rezisztenciédra szelektdlunk. A
nyert telepekbdl izoldlt plazmidokat EcoRI és XbaIl enzimekkel
emésztjlk, majd 2 %-os agardzgélen elektroforizélunk. A plazmi-
dokon DNS szekvendlédst végzunk kb. 91 bp inszertekkel.

A humdn Kunitz-tipusu protedzgdtld-doméneket a

TG (T/C)NNNNNNTT (T/C)NNN jellemzd DNS szekvencidval azonositjuk,



ami megfelel a konstans Cys 30 és Phe 33 (aprotinin szamozas, az
1. &brén csillaggal jeldlve) kodonjat tartalmazd, az alkalmazott
két PCR primertdl helyes tévolsdgra 1lévé régidnak.

Az ismert humé&n Kunitz-tipusi protedzinhibitor-doméneken és
az azokkal nem rokon szekvencidkon kivil egy Uj, a B és Y
primereket felhaszndld PCR reakcidbdl szérmazd DNS szekvencidt
azonositottunk, ami megfelel a HKIB9 humé&n Kunitz-tipusl protedz-
inhibitor doménnek. A HKIBY9 két PCR primerje koézdtti DNS
szekvencia és a megfeleld aminosavszekvencia a koévetkezd.
T Y M T R W F F N F E T G E C E L FA
AACCTACATCGACGCGATGGTTTTTCAACTTTGAAACTGGTGAATGTGAGTTATTTGCT

A fentebb emlitett jellemzd DNS szekvencia ald van hdzva.
B) Kényvtdr szlird8vizsgdlat

A humdn genomidlis DNS kozmid kényvtdrat az alédbbiak szerint
4ll1itjuk Ossze. A humé&n genomidlis DNS-t emberi teljes vérbsl
izoldljuk. A DNS részleges Sau3A emésztése utdn a pWE1S5 kozmid
vektor (Stratagene, La Jolla, CA, USA) BamHI helyére ligdlunk.
Kb. 420000 telepet vizsgdlunk &t a
5' CAAATAACTCACATTCACCAGTTTCAAAGTTGAAAAACCATCGCGTCATGTAGGT 3'
szekvencidjli oligonukleotid préba-4280-at hasznalva, mely az 5'
végen 32p_vel jelzett. A szlr8ket egy éjszakdn &t hibridi- z&ljuk
65°C hémérsékleten 5xSSC, 5xDenhardt 0,1 % SDS reagensekben.
Ezutdn a szdrdt 65°C hémérsékleten 1 éré&n &t 1xSSC, 0,1 % SDS
reagensekben mossuk és filmre expondlunk. A pozitiv kozmidokat
azonositjuk, 3,5 kb-u PstI fragmenseket izoldlunk és pUC18

plazmidba szubklénozunk, a pMb-106 plazmidot nyerve. A pMb-106



DNS szekvencidjat a SEQ ID No.4 mutatja be.

2. példa

HKIBY humdn Kunitz-tipusd protedzinhibitor-domén termelése
KFN-1830 élesztétdrzzsel

1 pug humdn placenta genomidlis DNS-t (Clontech, Palo Alto,
CA, USA, kat. sz.: 6550-2) hasznd&lunk templétként a PCR reakcid-
hoz, 100 pmél N-1 primert
(CCGTTTCTAGATTAGGTGAACTTGCAGAATTTCTC) és 100 pmdél N-2 primert
(GCTGAGAGATTGGAGAAGAGAGATCTCCTCCC-AAATGT) alkalmazva. Az N-1
Osszeill® a 3. &bra HKIBY9 genomidlis DNS szekvencidjénak
346-367. bazisaival, és olyan 5' véget hordoz, ami transzlécids
stopkodont tartalmaz, amit egy Xbal hasitdéhely kévet. Az N-2
3'-termindlis 17 bédzisa azconos a HKIB9 genomidlis DNS szekven-
cidjénak 187-207. bdzisaival a SEQ ID No.4-ben, az 5'-termindlis
21 bézisa azonos az aldbbiakban leirt pKFN-1000 plazmidbdl
szdrmazd szintetikus leader szekvencia (SEQ ID No.5) 215-235.
bazisaival.

A PCR reakcidét 100 pl térfogatban hajtjuk végre kereske-
delmi készletet haszndlva (GeneAmp, Perkin Elmer Cetus) A ciklus:
94°C hémérsékleten 20 mp, 50°C hémérsékleten 20 mp és 72°C hémér-
sékleten 30 mp. 19 ciklus utdn a végsd ciklus 72°C hémérsékletd
lépése 10 percen keresztll tart. A PCR terméket - egy 215 bp
fragmens - 2 %-os agardzlemezen elektroforézissel izolaljuk.

Szigndl-leader: a PCR reakcidban 100 pmdél NOR-1478

primert (GTAAAACGACGGCCAGT) és 100 pmdél NOR-2523 primert



(TCTCTTCTCCAATCTCTCAGC) haszndlunk, és templatként az aldbbiakban
leirt pKFN-1000 plazmidbdél szérmazé O,7 kb Pvull fragmens O,1
pg-jat alkalmazzuk. A NOR-1478 a SEQ ID No.6 EcoRI helyétdl
kdzvetlenlil felfelé elhelyezked3 szekvencidkhoz illeszkedik. A
NOR-2523 &sszeill® a pKFN-1000 szintetikus leader génjének 17
3'-termindlis bazisaval; lésd: SEQ ID. No.6. A PCR reakcidt a
fentiekben leirtak szerint hajtjuk végre, 257 bp fragmenst nyerve.

A pKFN-1000 plazmid a pTZ19R plazmid [Mead D.A., Szczesna-
-Skorupa E. és Kemper B., Prot., Engin., 1:67-74 (1986)]
szadrmazéka, egy szintetikus élesztd szigndl-leader peptidet
k6doldé DNS-t tartalmaz. A pKFN-1000 plazmidot a WO 90/10075 szamd
szabadalom irja le.

A PKFN-1000 EcoRI helyét8l lefelé elhelyezkedS 235 bp DNS
szekvencidjat és a szintetikus élesztd szigndl-leader kdédolta
aminosavszekvencidt a SEQ ID No.6 adja meg.

Szigndl-leader-HKIB9: a fentebb leirt két PCR fragmensbdl
0,1-0,1 pug-t &sszekeveruk. A PCR reakcid elvégzéséhez 100 pmdl
NOR-1478 primert és 100 pmél N-1 primert hasznélunk a koévetkezd
ciklus teljesitésével: 94°C 1 percen &at, 50°C 2 percen at és 71°C
3 percen &t. 16 ciklus utédn a végsd ciklus 72°C hémérsékletd
lépését 10 percen &t folytatjuk.

A nyert 451 bp-U fragmenst elektroforézissel tisztitjuk 1
%$-o0s agardzgélen, majd EcoRI és Xbal enzimekkel hasitjuk. Az igy
kapott 418 bp-u fragmenst a pTZ19R plazmidbdl szdrmazd 2,8 kb-u
EcoRI-Xbal fragmenshez ligdljuk. A ligacids keveréket haszndljuk

*) transzformélésara,

fel a kompetens E.coli tdrzs (r , m



ampicillin-rezisztencidra szelektdlva. A DNS szekvendldas azt
mutatja, hogy a kapott telepekbdl szédrmazd plazmidok tartalmaz-
z4k a HKIBY9 DNS szekvencidjdt, helyesen kapcsoldédva a szinteti-
kus élesztd szigndl-leader génhez. Egy pKFN-1826 plazmidot sze-
lektdlunk tovéabbi felhasznédlashoz.

A PKFN-1826 plazmidbdl szarmazd 418 bp-U EcoRI-Xbal frag-
menst a pMT636-bdl szdarmazd, 9,5 kb nagysdgl NcoI-XbaIl frag-
menshez és a pMT636-bdél szarmazd, 5,4 kb nagysdgl NcoI-EcoRI
fragmenshez ligdljuk, a pKFN-1827 plazmidot nyerve.

A pMT636 plazmidot a PCT/DK88/00138 szdmi Nemzetkédzi
Szabadalom irja le. A pMT636 egy E.coli - S.cerevisiae shuttle
vektor, ami a Schizosaccharomyces pombe TPI gént (POT) [Russel P.
R., Gene, 40:125-130 (1985)], a S.cerevisiae tridézfoszfat-
izomerdz promotert és termindtort, TPIp és TPIp-t [Albert T. és
Kawasaki G., J. Mol. Appl. Gen., 1:419-434 (1982)] tartalmazza.

A pPKFN-1827 plazmid expresszids kazettdja az alédbbi
szekvencidt tartalmazza:

TPIp - KFN1000 szignal-leader - HKIBS-TPIg.

A PpKFN-1827 plazmid konstrukcidéjadt a 3. é&bra szemlélteti.

A DKFN-1827-b81l szdrmazd, 424 kb nagysdgli EcoRI-Xbal
fragmens DNS szekvencidjdt a SEQ ID No.8.mutatja.

Eleszt8 transzformdlds: S.cerevisiae MT663 tdrzset (E2-7B
XE11-36, a/a, Atpi/Atpi, pep 4-3/pep 4-3) YPGal tapkdzegben (1 %
Bacto éleszt8kivonat, 2 % Bacto pepton, 2 % galaktdz, 1 % laktat)
tenyésztink, amig el nem éri az 0.D 600 nm:0,6 értéket.

100 ml tenyészlevet centrifugdlunk, az lledéket 10 ml vizzel



mossuk, Ujra centrifugdlunk és az Uledéket 10 ml alédbbi Osszeté-
teld oldatban szuszpendaljuk: 1,2M szorbitol, 25mM Na,EDTA, pH =
8,0 és 6,7 mg/ml ditiotreitol. A szuszpenzidt 30°C hémérsékleten
inkubd&ljuk 15 percen at, centrifugdljuk és a sejteket 10 ml
aldbbi &sszetételd oldatban szuszpendaljuk: 1,2M szorbitol, 10mM
Na,EDTA, 0, 1M né&trium-citrat, pH = 5,8 és 2 mg Novozyﬂ§§34. A
szuszpenzidt 30°C hémérsékleten inkubdljuk 30 percen &t, a
sejteket centrifugdldssal &sszegydjtjuk, 10 ml 1,2M szorbitol-
oldattal és 10 ml CAS oldattal(l,2M szorbitol, 10mM kalcium-
klorid, 10mM Trisz.HCl, Trisz = trisz(hidroxi-metil)-amino-etén,
PH = 7,5) mossuk és 2 ml CAS oldatban szuszpenddljuk. A transzfor-
mdcidhoz 0,1 ml CAS-ban szuszpendédlt sejtet 6sszekeverlink 1 ug
PKFN-1827 plazmiddal, és a szuszpenzidt szobahbmérsékleten
hagyjuk &llni 15 percen &t. 1 ml aldbbi O6sszetételd oldatot adunk
hozz&: 20 % polietilén-glikol 4000, 20mM kalcium-klorid, 10mM
kalcium-klorid, 10mM Trisz.HCl, pH = 7,5 és a szuszpenzidt 30
percen &t szobahdémérsékleten hagyjuk &llni. A szuszpenzidt cent-
rifugdljuk, az uUledéket 0,1 ml SOS-ben (1,2M szorbitol, 33 térf.%
YPD, 6,7mM kaclium-klorid, 14 pg/ml leucin) szuszpendédljuk és
30°C hémérsékleten inkubdlunk 2 éran &t. A szuszpenzidt centri-
fugdljuk, az Uledéket 0,5 ml 1,2M szorbitol oldatban szuszpenddl-
juk, majd 6 ml 52°C hémérsékletd top agart (Sherman és munkatdr-
sainak SC k&ézege - Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory (1982) - ami 1,2M szorbitolt és 2,5 % agart tartalmaz)
adunk hozzd, és a szuszpenzidt ugyanennyi agart és szorbitolt

tartalmazd lemez tetejére &6ntjlk.



A transzformdlt telepeket 3 napos 30°C hémérsékletd
inkubaléds utédn izolaljuk és felhaszndljuk a folyékony tenyésze-
tekhez. Egy KFN-1830 transzformdnst szelektdlunk a tovabbi
jellemzéshez.

Fermentdcid: a KFN-1830 élesztdtdrzset YPD kdzegben (1 % élesz-
t8kivonat, 2 % pepton (Difco) és 3 % glukédz) tenyésztjuk. 200 ml
térfogatd tenyészetet 30°C hémérsékleten rézatunk, amig az OD
650 nm érték eléri a 24 értéket. Centrifugdlds utén a feluluszot
izoldljuk.

A felliluszé kémhatdsdt 5 %-os ecetsavval és foszforsavval
pH = 3,0 értékre &llitjuk be és S-Sepharose Fast Flow oszlopra
(Pharmacia) visszik, amit 50mM hangyasav-oldattal, pH = 3,7
ekvilibrdltunk. Miutédn ekvilibrécidés pufferral mostuk az
oszlopot, a HKI-domént 1M né&trium-klorid oldattal elualjuk. A
sémentesitést Sephadex G-25 oszlopon (Pharmacia) végezzik, amit
ekvilibrdlunk és 0,1 % amménium-hidrogén-karbonat oldattal,
pH = 7,9 eludlunk. Vakuumcentrifugdcidéval vald betéményités utan
a kémhatdst pH = 3,0 értékre 4llitjuk be, és a tovdbbi tisztitast
Mono S oszlopon (Pharmacia) végezzuk, amit 50mM hangyasav-
-oldattal, pH = 3,7, ekvilibrédltunk. Az ekvilibrécidés pufferrel
valé mosds utdn, gréadiens eludlést alkalmazunk, ahol az ekvilib-
raciés pufferben a natrium-klorid koncentréciéjét 0-rél 1M-ra
emeljlk. A végsd tisztitdst Vydac C4 forditott fézisG HPLC
oszlopon végezzik (The Separation Group, CA, USA) a gréadiens
ellicidhoz 0,1 % TFA mellett az acetonitril koncentracidjat 5 %-

rél 55 %-ra emelve. A tisztitott terméket fagyasztva szdaritjuk és



vizben oldjuk.

A kivett mintéakat témeg PD-témeg spektrometridval analizdl-
juk (taldlt mélsuly: 6853,5, szamitott mélsuly 6853,8). A mdlsuly
és az N-termindlis aminosav szekvendlds (45 Edman degraddcids
ciklus) megerdsiti a HKIB9 domén primer szerkezetét.

3. példa
HKIBY9 tdbbszdrds mutdcidja a 16 és 16-os helyen

0,1 pug, a pKFN-1827 plazmidbdl szérmazd HKIB9-t kdédold, 1,3
kb nagységi SphI-BamHI fragmenst haszndlunk templdtnak két PCR
reakcidhoz. Az els® PCR reakcidban 100 pmél NOR-2022 primert
(GGAGTTTAGTGAACTTGC) és 100 pmdél M-752 primert
(GAAAAACCATCGCGTCATGTAGS8C/G)C
(C/G)A)A/C)ACAAGGGC) alkalmazunk. A mé&sodik reakcidhoz 100 pmdl
NOR-1495 (TAAGTGGCTCAGAATGA) és 100 pmdél M-751 primert
(GCCCTTGT(T/G)T(C/G)G(C/G)CTACATGACGCGATGGTTTTTC) hasznalunk. A
NOR-2022 az SphI hasitéhelytdél lefelé a 94. bp helyen kezd. Az
M-752 dsszeill® a SEQ ID 8. 276-310. HKIBY9 DNS-szekvenciajaval,
Ot eltérés kivételével. A NOR-1495 a BamHI hasitdhelytSl felfelé
az 561. bp helyen kezd. Az M-751 &ésszeilld az M-752-vel.

A PCR reakcidt 100 ul térfogatban végezzik kereskedelmi
készlet felhaszndlésédval (GeneAmp, Perkin Elmer Cetus) és az
aldbbi ciklusban: 95°C 1 percen a&t, 50°C 1 percen at és 72°C 2
percen at. 24 ciklus uté&n a végsd ciklus 72°C hémérsékletd lépése
10 perces. A PCR termékeket - 449 bp nagysagu fragmens az elsd

PCR reakcidbdl és 279 bp nagysédgu fragmens a masodikbdl - 2 %-o0s
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agardzgélen izoldljuk elektroforézissel.

Mindkét fenti fragmensbdl kb. 0,1 ug mennyiségeket &sszekeve-
rink. PCR reakcidét végzink 100 pmdél NOR-2022 primert és 100 pmdédl
NOR-1495 primert haszndlva, a ciklus: 95°C 1 percen &t, 50°C 2
percen At és 72°C 3 percen at. 22 ciklus utén a befejezd ciklus
72°C hémérsékletd lépése 10 perces.

A nyert 693 bp nagysdgu fragmenst 1 %-os agardzgélen
elektroforézissel tisztitjuk, majd EcoRI és Xbal enzimekkel
hasitjuk. A kapott 418 bp nagysdgu fragmenst a pTZ19R plazmid 2,8
kb nagysigl EcoRI-Xbal fragmenséhez ligdaljuk [Mead D.A.,
Szczesna-Skoapura E. és Kemper B., Prot. Engin. 1:67-74 (1986)].

A ligécids elegyet haszndljuk fel a kompetens E.coli tdérzs
(r~, m*) transzformdlédséhoz, ampicillinrezisztenciéra
szelektdlva. DNS szekvendlédssal az aldbbi 6t olyan plazmid

azonosithatd, mely a jelzett HKIB9 analdgokat kdédolja hozzdkdtve

a szintetikus élesztd szigndl-leader génhez:

plazmid analég

PKFN-1852 [Q15V, T16G]-HKIB9
PKFN-1916 [Q15V, T16A]-HKIB9
PKFN-1909S [Q15F, T16G]-HKIB9
PKFN-1912 [Q15F, T16A]-HKIB9
PKFN-1913 [Q15L, T16A]-HKIBS

Ezekbdl az plazmidokbdl a 418 bp nagysdgl EcoRI-Xbal

fragmenseket haszndljuk fel a 2. példédban leirt expresszids



plazmidok &sszedllitdséhoz.
Az MT-663 élesztétdrzs transzformdaldsa, amint azt a

2. példaban leirtuk az aldbbi élesztétdrzset eredményezte:

élesztd torzs analdg

KFN-1902 [015V, T16G]-HKIB9
KFN-1930 [Q15V, T16A]-HKIBS
KFN-1932 [Q15F, T16G] -HKIBS
KFN-1965 [Q15F, T16A]-HKIBY
KFN-1966 [Q15L, T16A]-HKIBS

A transzformdlt élesztétdrzsek YDP kdzegben tdédrténd
tenyésztése a 2. példdban leirtak szerint tdrténik.
4. példa
[Q15K] -HKIBY9 és [Q15K, T16A]-HKIB9] termelése KFN-1974 és
KFN-1975 élesztétodrzsekkel

0,1 ug, a pKFN-1827 plazmid HKIB9-t kdédold 1,3 kb-u
SphI-BamHI fragmensét haszndljuk templatként két PCR
reakcidhoz.Az els® reakcidban 100 pmél NOR-2022
(GGAGTTTAGTGAACTTGC) primert és 100 pmdél M-755
(GCGTCATGTAGG (C/T) TTTACAAGGGC) primert haszndlunk. A NOR-2022
az Sphl helytd8l lefelé a 94. bp helyen indit. Az M-755 Ossze-
1118 a SEQ ID No.8. 276-299 HKIB9 DNS szekvencidval, két eltéreést
kivéve. A NOR-1495 a BamHI helyt&l felfelé az 561. bp helynél

indit. Az M-759 &sszeilld az M-755-tel.



A PCR reakciét 100 pl térfogatban hajtjuk végre kereskedelmi
készletet haszndlva (GenAmp, Perkin Elmer Cetus), a ciklus: 95°C
1 percen at, 50°C 1 percen &t és 72°C 2 percen at. 24 ciklus utan
a végsd ciklus 72°C hémérsékletld lépése 10 perces. A PCR terméket
- 438 bp fragmens az elsd és 279 bp fragmens a masodik PCR
reakcidbdl - elektroforézissel nyerjuk ki 2 %-os agardzgélen.

A fenti két PCR fragmensekbdl kb. 0,1-0,1 ug mennyiséget
dsszekeverlink. A PCR reakcidét 100 pmdél NOR-2022 és 100 pmdél NOR-
1495 felhaszndldésaval hajtjuk végre, a ciklus: 95°C 1 percen at,
50°C 2 percen &t és 72°C 3 percen &t. 22 ciklus utdn a végsé
ciklus 72°C hémérsékletd lépése 10 perces.

A nyert 693 bp nagysa&gl fragmenst 1 %-os agardzgélen
elektroforézissel tisztitjuk, majd EcoRI és Xbal enzimekkel
hasitjuk. A nyert 418 bp nagysdgu fragmenst a pTZ19R plazmid 2,8
kb-U EcoRI-XbaIl fragmenséhez [Mead D.A., Szczesna-Skopura E. és
Kemper B., Prot. Engin., 1:67-74 (1986)] ligaljuk.

A ligédcidés elegyet haszndljuk a kompetens E.coli térzs
(r~, m') transzformaldsédra, ampicillinrezisztencidra szelektdlva.
DNS szekvendlédssal az aldbbi két olyan plazmidot azonositottuk,
melyek a jelzett HKIBY9 analdgokat kédoljék a szintetikus élesztd
szignél-leader génhez kapcsolva:
plazmid analdg

PKFN-1919 [Q15K] -HKIBS

PKFN-1921 [Q15K, T16A]-HKIBS
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E plazmidok 418 bp nagysé&gu EcoRI-XbaI fragmenseit
haszndljuk a 2. pédlédban leirt expresszids plazmidok 6sszedl-
litésara.

Az MI-663 éleszt8tdrzs 2. példdban leirt transzformacidjaval

az aldbbi torzsekhez Jjutottunk:

élesztdtdrzs analdg
KNF-1974 [Q15K] -HKIB9
KFN-1975 [Q15K, T16A]-HKIB9

A transzformélt élesztltdrzset a 2. példdban leirtak szerint

tenyésztjuk YPD tépkdzegben.
5. példa
Szerin-proteindz gdtlasa HKIB9 KFN1902 és 1930 variédnsokkal

A Kunitz domén varidnsokat a tenyészlébdl izolaljuk a 2.
példédban leirt eljéréssal.

A koncentrécidjukat 214 nm-nél mért elnyelés alapjén
hatdrozzuk meg, 6sszehasonlitdé anyagnak aprotinint hasznalva. A
sertéstripszint a Novo Nordisk A/S cégtél, a borjukimotripszint
(TLCK kezelt) a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) cégtél
szereztlik be. A humdn neutrofil katepszin G-t és az elasztazt
PMN-extraktumbdl izoladljuk Bangh és Travis mddszerével
[Biochemistry 15:836-843 (1976)].

A peptidil-nitro-anilid szubsztrat S2251-et és S2586-ot a

Kabi-tél (Stockholm, Svédorszdag), az S7388-at és M4765-6t a Sigma



Chemical Co.-tél1l kaptuk.

A KFN 1902 és a KFN 1930 gatolja a neutrofil elasztazt (Kq =
140 nM, illetve 64 nM), gyengén gatolja a kimotripszint (5 %) 1
uM-nal, de ilyen koérulmények koézdtt nem gatolja a tripszint és a
katepszin G-t.

A kisérletek azt mutatjdk, hogy lehetdség van arra, hogy
ismert gé&tldsi funkcidéval nem rendelkezd Kunitz domént egy elasz-

tdzinhibitorrd &talakitsuk.



SZEKVENCIA LISTA

1) INFORMACIOK:
i) Bejelentd:
a) név: Novo Nordisk A/S
b) utca: Novo Alle
c) varos: Bagsvaerd
e) orszag: D&nia
f) postai irényitdszam: DK-2880
g) telefon: +45 4444 8888
h) telefax: +45 4449 3256
i) telex: 37304
ii) A bejelentés cime: Humdn Kunitz-tipusl protedzgdtld és val-
tozatai
iii) A szekvenciék széma: 9
iv) szamitégéppel olvashatd forma
a) adathordozdé tipusa Floppy disk
b) szé&mitdgép: IBM PC compatibilis
c) operdcidés rendszer: PC-DOS/MS-DOS
d) Softwer: PatentIn Release #1.0, Version #1,25 (EPO)
2} Adatok a SEQ ID No.l-hez:
i) a szekvencia jellemzdi:
a) hossza: 60 aminosav
b) tipusa; aminosav
d) szerkezete: lineéris

ii) a molekula tipusa: fehérje



vi) eredete
a) organizzmus: Homo sapiens

xi) a szekvcencia leirdsa SEQ ID No.1l:

Asp Ieu Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys
1 5 10 15

Gln Thr Tyr Met Thr Arxrg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys
20 25 30

Glu ILeu Phe Ala Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn Phe leu
35 40 45

Arg Lys Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr
50 55 60

2) Adatok a SEQ ID No.2-hdéz:
i) A szekvencia jellemz8i:
a) szekvencia hossza: 57 aminosav
b) tipusa: aminosav
d) szerkezete: lineéris
ii) a molekula tipusa: fehérje
vi) eredete
a) organizmus: szintetikus
xi) a szekcvencia leirdsa SEQ ID No.2:

Xaa Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Xaa Gly Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Leu Phe
20 25 30

Xaa Tyr Gly Gly Cys Xaa Xaa Xaa Ser Asn Asn Phe Xga Xaa Xaa Glu
35 40 4

Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Xaa
50 55

Adatok a SEQ ID No. 3-hoz:

i) A szekvencia jellemz&i:



a) hossza: 60 aminosav

b) tipusa: aminosav

d) szerkezete: linaris
ii) a molekula tipusa: fehérije
vi) eredete

a) crganizmus: szintetikus
Xil) a szekvencia leirdsa SEQ I

Asp Leu leu Pro Asn Val Cys Ala Phe

1 5

Lys Ala Arg Ile Ile Arg Trp Phe

20

32

D No.3:

Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys
10 15

Ph

e Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys
25

30

Glu Ieu Phe Val Tyr Gly Gly Cys Arg Ala Lys Ser Asn Asn Phe Lys

35

Ser Lys Glu Lys Cys Glu Lys
50 55

Adatok a SEQ ID No.4-hez:

1) A szekvencia jellemz8i:

a) hossza: 502 bazispar

b) tipusa: nuklinsav

c) szadltipus: egyszalud

d) szerkezete: linedris
ii) a molekula tipusa: DNS
vi) eredete:

a) organizmus: Homo sapiens
ix) azonositd jegye

a) név/jel: CDS

b) elhelyezkedés: 187...366

xi)

40 45

Phe Cys Lys Phe Thr
60

(genomidlis)

a szekvencia leirédsa SEQ ID No.4:



i)

ii)

xXi)

AAATGTCAAC ’I’I‘CIGIGI?AG ACAGATCAGA CCATAGCTGG GTAGAAAGAG GTACAGAGCA
CAGCCATTGT GGATGGCCTC ACAATTGIGC CCAGGGCIGT CACAGCOCCT GGCATATGAG
GCAAACAAGG AGAAGGTGAT GGGITTGGIC TCCTTCAACC ACTTTCTCIC TTCAGACACT
ATCAAG GAT CTC CTC CCA AAT GTA TGC GCT TIT CCT ATG GAA AAG GGC

Asp Ieu Ieu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly
1 5 ’ 10

Pro Cys Gln Thr Tyr Met Thr Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly
: 20 25 30
GAA'IGI‘GAG'ITA’ITI‘GCI‘TACGGAGGC'IGCGGAGGCAACAGCAACAAC
Glu Cys Glu Leu Phe Ala Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn
35 40 45
TIT TIG AGG AAA GAA AAA TGT GAG AAA TIC TGC AAG TTIC ACC
FPhe Ieu Arg Lys Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr
50 55 60
TGATTTTCTA ACAAGAACAC AGCCCTCCAT GGATTOGGGA TTGCTCTGAG GGCCATAGAA
GGCKPITGCEIGIGIGIGICTGIGICIGFGTGAACAAGAGGIMTICCTCIACCCCCA

CATTTATTCT CCCIGA

Adatok a SEQ ID No.5-hoz:
A szekvencia jellemz8i:
a) hossza: 60 aminosav
b) tipusa: aminosav
d) szerkezete: linedris
a molekula tipusa: fehérje

a szekvencia leiradsa SEQ ID No.5:

60

120

130

228

276

324

366

426

486

502



34 -

Asp Leu Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys

1 5

10 15

Gln Thr Tyr Met Thr Arg Trp Fhe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys

20

25 30

Glu Leu Phe Ala Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn Phe Leu

35 40

45

Arg Lys Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr

50 55

2) Adatok a SEQ ID No.6-hoz:
i) A szekvencia Jjellemzdi:

a) hossza: 235 bazispéar
b) tipusa: nuklinsav
c) szdltipusa: egyszdlu
d) szerkezete: linedris
ii) molekulatipus: cDNS
vi) eredete
a) organizmus: szintetikus
ix) azonositd jegye

a) név/jel: CDS

b) elhelyezkedés: 77..235

xi)

60

a szekvencia leirésa SEQ ID No.6:



2)

i)

GAATTCCATT CAAGAATAGT TCAAACAAGA AGATTACAAA CTATCAATTT CATACACAAT

ATAAACQGACC AAAAGA ATG AAG GCT GIT TIC TIG GIT TIG TCC TIG ATC
Met Lys Ala Val Phe Leu Val leu Ser Leu Ile

1 5 10
GGA TIC TGC TGG GCC CAA CCA GIC ACT GGC GAT GAA TCA TCT GIT GAG
Gly Phe Cys Trp Ala Gln Pro Val Thr Gly Asp Glu Ser Ser Val Glu
15 20 25
ATT COG GAA GAG TCT CIG ATC ATC GCT GAA AAC ACC ACT TTG GCT AAC
Ile Pro Glu Glu Ser Ieu Ile Ile Ala Glu Asn Thr Thr Leu Ala Asn
30 35 40
GIC GCC ATG GCT GAG AGA TIG GAG AAG AGA

val Ala Met Ala Glu Arg Leu Glu Lys Arg
45 50

Adatok a SEQ ID No.7-hez:
A szekvencia jellemzdi:
a) hossza: 53 aminosav

b) tipusa: aminosav

d) szerkezete: linedris

ii) a molekula tipusa: fehérje

xi) a szekvencia leirdsa SEQ ID No.7:

Met Lys Ala Val Phe Leu Val Leu Ser Ieu Ile Gly Phe Cys Trp Ala
1 5 10 15

Gln Pro Val Thr Gly Asp Glu Ser Ser Val Glu Ile Pro Glu Glu Ser
20 25 30

I1eu Ile Ile Ala Glu Asn Thr'Thr Ieu Ala Asn Val Ala Met Ala Glu
35 40 45

Arg Ieu Glu Lys Arg
50

60

109

157

205

235



2)

i)

ii)

vi)

ix)

ix)

ix)

Adatok a SEQ ID No. 8-hoz:
A szekvencia jellemzdbi:

a) hossza: 427 bdzispér

b) tipusa: nuklinsav
c) széltipusa: egyszalu
d) szerkezete: linedris

a molekula tipusa: cDNS
eredete

a) organizmus: szintetikus/humé&n
azonositd jegye

a) névjel: szigndlpeptid
b) elhelyezkedés: 77...235
azonositd jegye

a) név/jel: érett peptid

b) elhelyezkedés: 236...415

a szekvencia leirédsa SEQ ID No.
a) jellege: CDS

b) helye: 77..415

8:

GAATTCCATT CAAGAATAGT TCAAACAAGA AGATTACAAA CTATCAATTT CATACACAAT

ATAAACGACC AAAAGA ATG AAG GCT GIT TIC TIG GIT TIG TCC TIG ATC
Met Lys Ala Val Phe Ieu Val Ieu Ser Leu Ile

=53 -50

-45

GGA TTC TGC TGG GCC CAA CCA GIC ACT GGC GAT GAA TCA TCT GIT GAG
Gly Phe Cys Trp Ala Gln Pro Val Thr Gly Asp Glu Ser Ser Val Glu
-40 -35 ’ =30

ATT COG>GAA GAG TCT CIG ATC ATC GCT GAA AAC ACC ACT TIG GCT" AAC
Ile Pro Glu Glu Ser Ieu Ile Ile Ala Glu Asn Thr Thr Leu Ala Asn
=25 =20 -15

60

109

157

205



GIC GCC ATG GCT GAG AGA TIG GAG AAG AGA GAT CIC CIC CCA AAT GTA
Val Ala Met Ala Glu Arg Leu Glu Lys Arg Asp Leu leu
-10 -5 1

TGC GCT TIT CCT ATG GAA AAG GGC CCT TGT CAA ACC
Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys Gln Thr
10 15

5 B
3 B
7
b K8

TGG TTT TTC AAC TIT GAA ACT GGT GAA TGT GAG TTA TIT GCT TAC
Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Ieu Phe Ala Tyr Gly
25 . 30 35
GGC TGC GGA GGC AAC AGC AAC AAC TIT TIG AGG AAA GAA AAA TGT GAG
Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn Phe leu Arg Lys Glu Lys Cys Glu
40 45 - 50
AAA TTC TGC AAG TTC ACC TAATCTAGA

Lys Phe Cys Lys Phe Thr
55 60

2) Adatok a SEQ ID No. 9-hez:
i) A szekvencia jellemzdi:

a) hossza: 113 aminosav

b) tipusa: aminosav

d) szerkezete: lindris
ii) a molekula tipusa: fehérje

xi) a szekvencia leirésa:

253

301

349

397

424



Met Lys

=53

Gln Pro

Ieu Ile

=20

Arg Ieu

-5

Glu Lys

Glu Thr

Ser Asn

60

45

Ala vVal Phe Ieu Val
=50

Val Thr Gly Asp Glu
=35

Ile Ala Glu Asn Thr
-15

Glu Lys Arg Asp leu
1
Gly Pro Cys Gln Thr
15

Gly Glu Cys Glu Ieu
30

Asn Phe Leu Arg Lys
50

Ieu Ser Ieu Ile Gly Phe
-45

Ser Ser Val Glu Ile Pro
-30 =25

Thr ILeu Ala Asn Val Ala
-~10

Ieu Pro Asn Val Cys Ala
5

Tyr Met Thr Arg Trp Phe
20

Phe Ala Tyr Gly Gly Cys

35 40

Glu Lys Cys Glu Lys Phe
55

Cys Trp Ala
—-40

Glu Glu Ser

Met Ala Glu

Phe Pro Met
10

Phe Asn Phe
25

Gly Gly Asn

Cys Lys Phe



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Humdn, Kunitz-tipusu protedzinhibitor, azzal
jellemez Vv e, hogy aminosavszekvencidja:
Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys Gln Thr
Tyr Met Thr Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Leu
Phe Ala Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ser Asn Asn Phe Leu Arg Lys
Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr (SEQ ID No. 1)

vagy ennek protdzgatld tulajdonsédgokkal rendelkezd valtozata.

2. A humén, Kunitz-tipusu protedzinhibitor 1. igénypont
szerinti véltozata, ahol az aminosavszekvencia:
x1 Asn val Cys Ala Phe Pro Met Glu X2 Gly X3 cys x* x> x6 x7 x8
x9 Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Leu Phe x10 Tyr
Gly Gly Cys X11 x12 x13 Ser Asn Asn Phe x14 Arg Lys Glu Lys Cys
Glu Lys Phe Cys Lys Phe X15 (SEQ ID No. 2)
melyen belll x1 jelentése hidrogénatom vagy 1-5 természetes ami-
nosavrész, a Cys kivételével, x2-x14 jelentése egymastdl
fliggetlenll természetes aminosavrész, x15 jelentése hidroxil-
csoport vagy 1-5 természetes aminosavrész, a Cys kivételével,
azzal a feltétellel, hogy az x1-x15 aminosavrész legalé&bb

egyike kiloénbézik a nativ szekvencia megfeleld aminosavrész-

tol.

3. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol x1 jelentése Leu-

-Pro.



4, A 2. 1génypont szerinti valtozat, ahol X2

jelentése

Arg, Thr, Asp, Pro, Glu, Lys, Gln, Ser, Ile vagy Val.

5. A 4. igénypont szerinti védltozat, ahol X2

vagy Lys.

6. A 2. ilgénypont szerinti vé&ltozat, ahol x3

Thr, Leu, Arg, Val vagy Ile.

7. A 6. igénypont szerinti véltozat, ahol x3

vagy Ile.

8. A 2. igénypont szerinti véaltozat, ahol x4
Arg, val, Thr, Ile, Leu, Phe, Gly, Ser, Met, Trp,

vagy Ala.

9. A 8. igénypont szerinti valtozat, ahol x4

val, Leu, Ile, Thr, Met, Gln vagy Arg.

jelentése

jelentése

jelentése

jelentése

Tyr, Gln,

jelentése

Ala,

Thr

Pro,

Pro

Lys,

Asn

Lys,

10. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol X jelentése Ala,

Gly, Thr, Arg, Phe, Gln vagy Asp.

11. A 10. igénypont szerinti véltozat, ahol X jelentése

Ala, Thr, Asp vagy Gly.

12. A 2. igénypont szerinti véltozat, ahol x6 jelentése Arg,



Ala,

Asn,

Arg,

Met,

Ile.

Thr,

vagy

Ser,

Arg.

Gln,

Lys, Leu, Gly, His, Ser, Asp, Gln, Glu, Val, Thr, Tyr, Phe,

Ile vagy Met.

13. A 12. igénypont szerinti véltozat, ahol x6 jelentése

Phe, Ala, Leu vagy Tyr.

14. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol x7 jelentése Ile,

Gln, Glu, Thr, Leu, Val vagy Phe.

15. A 14. igénypont szerinti valtozat, ahol x7 jelentése

16. A 2. igénypont szerinti v&ltozat, ahol x8 jelentése Ile,

Leu, Asn, Lys, Ser, Gln, Glu, Arg, Pro vagy Phe.

17. A 16. igénypont szerinti védltozat, ahol x8 jelentése Ile

Thr.

18. A 2. igénypont szerinti véltozat, ahol X9 jelentése Arg,

Ala, Gln, Lys vagy Leu.

19. A 18. igénypont szerinti véltozat, ahol x2 jelentése

20. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol x10 jelentése

Pro, Phe, Ile, Lys, Trp, Ala, Thr, Leu, Ser, Tyr, His, Asp,



Met, Arg vagy Val.

21. A 20. igénypont szerinti véltozat, ahol X10 jelentése

Val vagy Ala.

22. A 2. igénypont szerinti véAltozat, ahol x11 jelentése

Gly, Met, Gln, Glu, Leu, Arg, Lys, Pro vagy Asn.

23. A 22. igénypont szerinti valtozat, ahol x11 jelentése

Arg vagy Gly.

24. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol x12 jelentése Ala

vagy Gly.

25. A 2. ilgénypont szerinti valtozat, ahol x13 jelentése

Lys, Asn vagy Asp.

26. A 25. igénypont szerinti valtozat, ahol x13 jelentése

Lys vagy Asn.

27. A 2. igénypont szerinti va@ltozat, ahol x14 jelentése
val, Tyr, Asp, Glu, Thr, Gly, Leu, Ser, Ile, Gln, His, Asn, Pro,

Phe, Met, Ala, Arg, Trp vagy Lys.

28. A 27. igénypont szerinti vadltozat, ahol x14 jelentése

Lys vagy Leu.



29. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol X1 jelentése Thr.

30. A 2. igénypont szerinti valtozat, ahol x1 jelentése
Leu-Pro és X1° jelentése Thr.

31. A 2. igénypont szerinti vdltozat, ahol az
aminosavszekvencia:
Leu Pro Asn Val Cys Ala Phe Pro Met Glu Lys Gly Pro Cys Lys Ala
Arg Ile Ile Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Leu
Phe Val Tyr Gly Gly Cys Arg Ala Lys Ser Asn Asn Phe Leu Arg Lys
Glu Lys Cys Glu Lys Phe Cys Lys Phe Thr (SEQ ID No. 3).

32. DNS szerkezet, azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont

szerinti humdén,

Kunitz-tipusi protédzinhibitort vagy a 2-31.

igénypontok barmelyike szerinti vdltozatdt kédolja.

33.

a 32.

34. A 32.

Rekombindns expresszids vektor,

azzal jellemezve,

hogy

igénypont szerinti DNS szerkezetet tartalmazza.

igénypont szerinti DNS szerkezetet vagy a 33.

igénypont szerinti expresszids vektort tartalmazd sejt.

35. Eljérés az

proteédzinhibitor vagy a 2-31.

vdltozatédnak el8&dllitésara,

1.

azzal jellemezve,

igénypont szerinti humén, Kunitz-tipusu
igénypont bdrmelyike szerinti

hogy a 34.

igénypont szerinti sejtet olyan kérulmények kdézdtt tenyésztjuk,



mely a protein kifejez8dését eredményezi, és a kapott fehérjét

kinyerjlik a tenyészlébdl.

36. Gydégyszerkészitmény, azzal jellemezve, hogy az 1.
igénypont szerinti humdn, Kunitz-tipusu protedzinhibitort vagy
annak 2-31. igénypontok barmelyike szerinti valtozatédt
tartalmazza gydgydszati szempontbdl alkalmazhatdé vivdanyvag vagy

ko6zegként szolgdld anyag kiséretében.

Lo

A meghatalmazott




Moz

KOZZLTETEL! B A
FELDANY

%

}. abra

Humén Kunitz-tipusd protedzinhibitor-domének

KEDSCQLGYSAGPCMGMTSRYFYNGTSMACETFQYGGCMGNGNNFVTEKECLQTCRTV
TVAACNLPIVRGPCRAFIQLWAFDAVKGKCVLFPYGGCQGNGNKFYSEKECREYCGVP
VREVCSEQAETGPCRAMISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSA
MHSFCAFKADDGPCKAIMKRFFFNIFTRQCEEFIYGGCEGNQNRFESLEECKKMCTRD
KPDFCFLEEDPGICRGYITRYFYNNQTKQCERFKYGGCLGNMNNFETLEECKNICEDG
GPSWCLTPADRGLCRANENRFYYNSVIGKCRPFKYSGCGGNENNFTSKQECLRACKKG
ETDICKLPKDEGTCRDFILKWYYDPNTKSCARFWYGGCGGNENKFGSQKECEKVCAPV

RPDFCLEPPYTG?CKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA
I * % II

ITI-1(2): Inter alfa tripszin inhibitor KPI-domén 1(2)

APPI:

TFPI 1(2,3):

Alzheimer kér amiloid protein eldnyag KPI domén

vgz8veti faktor pathway" inhibitor KPI-domén 1(2,3)

alfa 3-VI: VI tipusd kollagén alfa 3 14nc C-terminédlis KPI doménje

APROT:

Bazikus borjﬁhalnyélmirigy—tipusﬁ inhibitor,

BPTI vagy aprotinii
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2. abra

Kunitz domén PCR pfimerek

GTTGGAATTCGGNCCNTG (T/C)AA(A/G)G 37 23-mer
GTTGGAATTCGGNCCNTG(T/C)CG 3’ 21l-mer
GTTGGAATTCGGNNT (T/C)TG(T/C)AA(A/G)G 37 23-mer
GTTGGAATTCGGNNT (A/G)TG(T/C)AA(A/G)G 3 23-mer
GTTGGAATTCGGNNT (T/C)TG(T/C)CG 37 2l-mer

GTTGGAATTCGGNNT (A/G)TG(T/C)CG 37 2l-mer

GGTTTCTAGA (A/G)CANCC(A/G)CC(A/G)TA 37 22-mer
GGTTTCTAGA (A/G)CANCC(T/C)CC(A/G)TA 37 22-mer

GG’I‘TTCTAGA(A/G)CANCC(A/G)CT(A/G)TA 37 22-mer
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3. abra
pKFN-1000 :
Humdn genomidlis DNS
Pvu II
EcoRI HKIBS
NOR—1478——,  Leader . N-2~— —
— 13 . L — N-—1
~—— NOR-2523
PCR : PCR
EcoRI
H—T— Xbal
e e
PCRl T
EcoRI Xbal
—— —H
EcoRI +
ECORI XbOI \(bOI ECORI
Leod
EcoRl + HKIB9 Xbal
Xbal
X% .| pKFN-1826
EcoRI +
Xbal
Nco I
. RI
g TPINO\ 6
ori Leader—
189\
pKFN-1827 Xbal

TP,/
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