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Eljaras kémiai hatéanyagok azonositisira és hatéanyagok az 1-dezoxi-D-xiluléz-
-5-foszfat bioszintézisut gatlasara
KIVONAT

A taldlmany eljaras egy- vagy tobbsejtii parazitdk okozta megbetegedések ke-
zeléscre alkalmas kémiai hatéanyagok megtalaldsara. Az eljaras soran az 1-dezoxi-D-
xiluléz--5-foszfat anyagcseretiton részt vevé proteineket vagy azonos hatasu szirma-
zékaikat a parazitak elleni hatasdra vizsgélni kivant anyagokkal érintkeztetik, majd a
proteineket vagy szdrmazékaikat gatlé anyagokat kivalasztjak. A taldlmany tovabba
az azonositott hatdanyagokra és parazitik okozta fertézd betegségek kezelésére al-
kalmazhatd gyogyaszati készitmények eldallitasahoz valé alkalmazasukra is vonatko-

zik.
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A taldlmany eljaras egy- vagy tobbsejtii parazitak okozta megbetegedések
kezelésére alkalmas hatéanyagok azonositasara. A talalmany alkalmazasi terilete a
gyogyaszat és a gyogyszeripar. A talalmany tovabba proteinekre, proteintoredékekre,
ezeket a proteineket vagy proteintéredékeket kodold6 DNS-szekvenciakra, valamint az
emlitett DNS-szekvencidk, proteinek vagy proteintéredékek egy- vagy tobbsejtii pa-
razitak ellen hatasos anyagok azonositasara valé alkalmazésara, végiil az eziton azo-
nositott hatdanyagokra és azok gyogyszerkészitmények eldallitasara valo alkalmaza-
sara vonatkozik.

A parazitak fogalma egysejtii és tobbsejti parazitakat foglal magéaban, ideért-
ve helmintakat és antropodakat is. Ezek betegségeket okoznak emberben, allatban. A
mazni, azaz egysejtli parazitakon protozoakat értiink.

Parazitdk okozta betegségek elleni készitmények mar nagy szamban ismertek.
Az ismert készitmények azonban a rohamosan fejlodé rezisztencidk miatt gyorsan
hasznavehetetlenné valnak terapias célokra. igy példaul szamos régidban mar olyan
malaria kdrokozo fordul el, amely a szokasos (szabvany) gyogyszerekkel, példaul
klérokinnal szemben rezisztens. Beszamolok vannak arrol, hogy a bilharcidzis ellen
alkalmazott hatéanyag (Praziquantel) ellen rezisztencia fejlodott ki. A rezisztenciak
ezen fejlodése, valamint egyébb tényezok odaig vezettek, hogy a malaria és a
bilharcidzis ma a tropusok leggyakoribb betegségei kozé tartozik. Becslések szerint
300-500 milli6 ember maléariabeteg, és 2-2,5 milli6 ember hal bele a malariaba éven-
te. Ujabb gyodgyszerek (Mefloquin) az el®allitisuk miatt dragak, emellett szamos

mellékhatasuk van. Ezért nagy sziikség van parazitak elleni gyogyszerkészitmények-

re, a humangyogyaszatban és az allatgyogyaszatban egyarant.



5 pes e oo

Mir a miltban szamos tton probaltak kemoterépids anyagokat fejleszteni pa-
razitak ellen, kilonésen a malaria és a bilharciozis kérokozoja ellen. A egyik ut az un.
izoprénoid-bioszintézis gatlasa volt. Az izoprénoidok izoprén-egységekbdl (izopente-
nil-difoszfat) felépiild6 molekulak, amelyeknek a sejtben fontos szerepe van. Ide tar-
toznak szterolok, ubikinonok és egyéb, a parazitik haztartasaban fontos molekulak. A
valasztott méd gombakba és emldssejtekbe juttatott modellen alapult. Gombakban és
emldssejtekben az izopentenil-difoszfat alegység harom acetil-CoA molekula HMG-
CoA-t eredményezd kondenzalasa utjan jon létre. A HMG-CoA-t a HGM-CoA-
reduktaz mevalonatta alakitja, amely mevalonat-foszfaton mint kozbensd terméken
keresztiil izopentenil-difoszfatta alakul (lasd 7. abra). A HGM-CoA-reduktaz enzimet
gatld anyagokat, példaul lovastatint, simvastatint és pravastatint a parazitik noveke-
désének gatlasira alkalmaztik. A malaria esetén sikerilt ugyan lovastatin és
simvastatin igen nagy dozisaval in vitro gatlast elérni, de in vivo az inhibici6 nem
sikeriilt. Sisztoszomaval fert6zott egerek lovastatinnal végzett kezelése a férgek pete-
rakasat gatolta, de igen nagy lovastatin-koncentraciot kellett alkalmazni ahhoz, hogy
a férgek egy része in vivo elpusztult.

Meglepd moédon azt talaltuk, hogy a parazitiknak, killondsen plazmo6-
diumoknak és tripanoszoméaknak ( a maléria és az alomkor korokozoi) legalabb egy
tovabbi anyagcserelitja van izoprénoidok szintézisére. Ez az anyagcsereit glicerin-
aldehid-3-foszfat és piruvat 1-dezoxi-D-xiluloz-5-foszfatot (DOXP) eredményezd
kondenzalasan alapul. A DOXP 2-C-metil-D-eritr6z-4-foszfatta alakul, és az utobbi-
b6l 2-C-metil-eritritol-4-foszfaton mint kozbensd anyagon keresztil izopentenil-
-difoszfat keletkezik. Ebben az anyagcserelancon egyebek kozott a DOXP-szintaz
enzimnek és a DOXP-redukto-izomeraz enzimnek van szerepe (lasd 7. 4bra). Az em-

litett anyagcsereutat mindezideig csak novényeknek, algaknak és néhany baktérium-
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nak tulajdonitottak (Sprenger és mtsai, PNAS, 94 (1997), 12857—62','.és' Kuzuyé'ma és
mtsai, Tetrahedron Letters 39 (1998), 4509-12).

A fent leit DOXP-anyagcsereut, kilonosen a DOXP-szintaz és DOXP-
redukto-izomeraz enzimek szakember szamara ismert technikaval végzett gatlasa
alkalmas egy- vagy tobbsejtii parazitak emberben, allatban okozta fert6zések megeld-
zésére és kezelésére. Tekintettel arra, hogy ez az anyagcsereut emberben nem létezik,
a modszer kivaléan alkalmas parazitak kemoterapias lekiizdésére. A kemoterapia
céljaként kiilonosen alkalmas a dezoxi-xiluloz-5-foszfat-szintaz és dezoxi-xilul6z-5-
-foszfaz-redukto-izomeraz enzim. Kiilonosen mellékhatasmentesnek és alkalmasnak a
malaria dezoxi-xilul6z-5-foszfiz-redukto-izomeraz enzimjének a gatlasa bizonyult,
mert az ember sem a szubsztratumokkal vagy azok el6termékeivel, sem az enzim
termékével vagy magaval az enzimmel nem rendelkezik.

A taldlmany targya eljaras olyan hatéanyagok megtalalasara, amelyek a
DOXP-anyagcsereutat gatoljak. A talilmany a hat6anyagok egy- vagy tobbsejtii para-
zitak okozta fert6zések megeldzésére és kezelésére alkalmas gyégyszerkészitmények
elballitasahoz valé alkalmazasara is vonatkozik.

A talalmany feladata 1j eljaras kidolgozasa volt, amellyel parazitak okozta
betegségek terapiajara alkalmas hatéanyagok azonosithatok. A talalméany tovabbi
feladata olyan gyogyszerkészitmény kifejlesztése volt, amely a korokozot szelektive
elpusztitja, emellett kevés mellékhatasa van.

Ezt a feladatot az 1. igénypont szerinti eljarassal oldottuk meg. A taldlmany
szerinti eljarasra és a talalt hatanyagokra jellemz0, hogy
- az izoprénoid-bioszintézis az un. 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-anyagcsere-

utban lesz gatolva.
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Az itt leirt anyagcsereutak emberben és allatban nem fordﬁ.lfx.al'(. .e‘lé, csak no-
vényekben, algakban, néhany eubaktériumban és parazitakban, igy példaul maléria-
parazitakban; ezért a fenti terapids stratégia nagyon kevés mellékhatassal jar.

A jelen talalmany tovabba az emlitett anyagcsereutban részt vevd enzimekre
és ezen enzimek toredékeire is vonatkozik. Ezek az enzimek a talalmany szerinti elja-
rasban hatéanyagok azonositasira alkalmas proteinek. A talalmany tovabba ezeket az
enzimeket, illetve toredékeiket kodolé6 DNS-szekvenciakra is vonatkozik.

A talalmany az enzimek és toredékeik azonositasara alkalmas eljarasra és an-
titestekre, valamint az enzimek vagy toredékeik rekombinans technoldgiaval térténd '
eléallitasara is vonatkozik.

A talalmany az enzimek vagy toredékeik, vagy ezeket az enzimeket vagy to-
redékeiket kodolo DNS-szekvencidk  egy- vagy tobbsejti korokozé ellen hatasos
anyagok azonositasara t6rténd alkalmazasara is vonatkozik.

A talalmany tovabba a talalmany szerinti enzimek segitségével talalt hato-
anyagokra is vonatkozik.

Az alabbiakban a talalmanyt a csatolt rajzok alapjan kézelebbrol ismertetjik.

Az la. 4abra annak a génnek a nukleotid-szekvenciajat mutatja, amely a
Plasmodium falciparum 1-dezoxi-D-xilul6z-S-foszfat-redukto-izomeraz enzimjét
kodolja,

az 1b. 4bra annak a génnek a nukleotid-szekvenciajat mutatja, amely a
Plasmodium falciparum 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-szintaz enzimjét kodolja,

a 2a. abra annak a génnek a nukleotid-szekvencidjat mutatja, amely a
Plasmodium falciparum 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-redukto-izomeraz enzimjét

kodolja, amegfeleld aminosav-szekvenciival egyiitt,
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a 2b. 4bra annak a génnek a nukleotid-szekvencijat mutatja, amely a
Plasmodium falciparum 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-szintiz enzimjét kodolja, a
megfeleld aminosav-szekvenciaval egyiitt,

a 3a. 4bra a Plasmodium falciparum 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-redukto-
izomeraz enzimjének aminosav-szekvenciajat mutatja,

a 3b. abra a Plasmodium falciparum parazita 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-
szintaz enzimjének aminosav-szekvenciajat abrazolja,

a 4a. abra az 1b. abran mutatott nukleotid-szekvencia egy szakaszat mutatja,

a 4b. abra a 2b. abra szerinti nukleotid-szekvencia egy szakaszat mutatja a
megfeleld aminosav-szekvenciival egyiitt,

a 4c. abra a 3b. abra szerinti aminosav-szekvencia egy szakaszat abrazolja,

az 5. abra az alabbi anyagok 3-3 dozisaval végzett négynapos kezelés utan in
vivo mért parazitémia-értékeket mutat :

Formyl = 3-(N-formil-N-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriumso,
Acetyl = 3-(N-acetil—N-hidroxilamino)—propil-foszfonsav-mononétriumsc’),

a 6a. 4bra P. falciparum novekedésének gatlasait mutatja 3-(N-formil-N-
-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriums6 (ires kérok), illetve 3-(N-acetil-
-N-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriumsé (fekete korok) adagolasa utan,
HB3 torzs esetén,

a 6b. abra P. falciparum novekedésének gatlasat mutatja 3-(N-formil-N-
-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriums6 (iires korok), illetve 3-(N-acetil-
-N-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriumsé (fekete korok) adagolasa utan,
az A2 torzs esetén, és

a 6¢c. 4bra P. falciparum novekedésének gatlasit mutatja 3-(N-formil-N-

-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononatriumso6 (lires ko6rok), illetve 3-(N-acetil-



6  aeee sess o seee

oooooo

-N-hidroxilamino)-propil-foszfonsav-mononétriums() (fekete kérék)'zic.iég'(;léi‘)% dﬁm, a
Dd2 torzs esetén,

a7 ibra a klasszikus acetat/mevalonat-bioszintézisutat és 0sszehasonlitasra az
alternativ DOXP-bioszintézisutat mutatja.

A DOXP-szintaz és a DOXP-redukto-izomeraz enzimeket kodolo géneket
genetikai eljarassal mutattuk ki (1a., 1b., 2a., 2b. dbra). A P. falciparum genomjabol
polimeréz-lz’mcreakciéval feldasult géneket baktériumos plazmidokban kloénoztuk,
majd nukleotid-szekvencidjukat meghataroztuk. A szekvenciak adatai igen nagy
homolégiat mutatnak az algik, novények és baktériumok megfeleld génjeival. Ez a
nagy homolégia azt mutatja, hogy a harom gén P. falciparum DOXP-szintaz enzimjét
&s DOXP-redukto-izomeraz enzimjét kodolja.

Heterolog rendszerekben végzett expresszié utan a rekombinéans proteinként
kapott enzimeket tisztitottuk és az aktivitas tanulméanyozésa célj 4bol sejtmentes rend-
szerekben alkalmaztuk. A DOXP-szintaz aktivitasat glicerin-aldehid-3-foszfat és
piruvat 1-dezoxi-D-xiluléz-5-foszfatot eredményezd reakciojan mértik. A DOXP-
redukto-izomeraz aktivitasat 1-dezoxi-D-xiluloz-5-foszfat NADPH jelenlétében tor-
ténd 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta alakulasan mértiik, amikoris az NADPH-
koncentraci6 valtozasat paraméter-varialassal mértiik; ez az eljaras szakember szama-
ra ismert.

Az enzimek az azokat kodolé DNS-szekvenciakon (1a., 1b,, 2a., 2b. abra) és
az ezekbdl adodd aminosav-szekvenciakon (3a. és 3b. abra) keresztill definialhatok.
Az egyes parazitik enzimjei azonban kiilonbozéek lehetnek. Altalaban
aminosavcserérdl van szo, de lehet kihagyas, inzert vagy hozzaadas is. A talalmany
szerinti enzimek - az exprimalo sejttol és sejttipustol fliggd terjedelemben és modban -

glikozilezettek vagy nem glikozilezettek lehetnek.
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A talalmany szerinti enzimek vagy azok toredékeik a talalmany szerinti DNS
alkalmas expressios rendszerekben, példaul baktériumokban, kilonosen E. coli bakté-
riumban mint prokariota expressios rendszerben, vagy eukariota expressios rendszer-
ben, kiilonosen COS-sejtekben vagy Dictyostelium discoideum-ban végzett
expressiojaval allithatok eld.

A talalmany szerinti nukleinsav-szekvencia segitségével tetszbleges parazita
genomjaban a kodolo géneket vagy varidnsaikat kereshetjilk, azonosithatjuk, majd az
enzimeket kodolé kivant géneket izoldlhatjuk. Az ilyen eljarasok szakember szamara
ismertek.

A rekombinans technologia alkalmazasa lehetove teszi az enzimek vagy tore-
dékeik nagy szami valtozatanak az eldallitasa. Ezek a szarmazékok példaul egy vagy
tobb aminosav vonatkozasaban szubsztitualassal, kivagassal vagy addicionalassal
moédositottak lehetnek. A modositas példaul helyre fajlagos mutagenezis (site directed
mutagenesis) segitségével torténhet. Az ilyen varialast szakember minden tovabbi
nélkiil elvégezheti; csak azt kell biztositani, hogy az enzimek jellemz6 tulajdonsagai
megmaradjanak. Ezért a talalmany tovabbi targya a DOXP-anyagcsereuton részt vevo
enzimek, kilonosen DOXP-szintaz és DOXP-redukto-izomeraz, amelyre jellemzd,
hogy
a) exogén DNS prokariota vagy eukariota expressiojanak terméke,

b) az la,, 1b., 2a. vagy 2b. szerinti szekvencia kddolja, vagy

c) olyan DNS-szekvenciak kédoljak, amelyek az la, 1b., 2a. és 2b. szerinti
szekvenciaval vagy ezeknek a szekvenciaknak fragmenseivel (lasd 4a. és 4b.
rajz) az érett proteint kodolo DNS-tartomanyban hibridizalnak, vagy

d) olyan DNS-szekvenciak kodoljak, amelyek a genetikai kod degeneracidja nél-
kiil a b) és c) alatt definialt szekvenciakkal hibridizalnanak és azonos amino-

sav-szekvenci4ju polipeptidet kodolnak.
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Elényosek az olyan enzimek, amelyeket az la., 1b., 2a. és 2b. abra szerinti
nukleotidek vagy a genetikai kod degeneracioja alapjan azonos aminosav-
szekvenciaju polipeptidet kodolni képes DNS-szekvenciak kodolnak.

A két talalmany szerinti enzim (3a. és 3b. abra szerinti szekvencia) egy- és
tobbsejtli  parazitakra, kiilonosen egysejtl parazitikra fajlagos proteineknek U
prototipusanak tekinthetd.

A talalmany egyik targya nukleinsav-szekvenciak, amelyek az enzimeket ko-
doljak és az alabbi csoportbol vannak kivalasztva:

a) az la, 1b,, 2a. és 2b. abran mutatott DNS-szekvenciak és ezekkel komple-
menter szekvenciak,

b) az a) szerinti szekvenciik egyikével hibridizal6 nukleinsav-szekvencia

c) olyan nukleinsav-szekvencia, amely a genetikai kod degeneracioja nélkil az a)
vagy b) alatt nevezett szekvenciak valamelyikével hibridizalna.

A talalmany tovabba tetszdleges parazitabol szarmaz6 enzimekre is vonatko-
zik, mely enzimek lényegében piruvatot és glicerin-aldehid-3-foszfatot 1-dezoxi-D-
xilul6z-5-foszfattd kondenzalnak (DOXP-szintaz), illetve 1-dezoxi-D-xilul6z-5-fosz-
fatot 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta alakitanak (DOXP-redukto-izomeraz). Ezek az
enzimek a malaria-parazitibol szarmazo enzimekre analogok és ugy nyerhetdk, hogy
malaria-parazita enzimjét kodolo szekvenciat tartalmazé hibridizaciés probaval az
adott parazita cDNS-konyvtarat vagy genom-konyvtarat szakember szamara ismert
médon vizsgéljuk, vagy a maliria-parazita enzimjét kodolo DNS- és protein-
szakvenciat osszehasonlitjuk mas parazita enzimjével.

A nukleinsavak segitségével a taladlméany szerinti enzimek reprodukalhaté mo-
don és nagy mennyiségben nyerhetok. A prokariota vagy eukariota szervezetekben
torténd expressid céljabol a nukleinsavat szakember szamara ismert modon alkalmas

expresszios vektorokba integraljuk. Az expresszios vektor elényosen szabilyozha-
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t6/indukalhaté promotort tartalmaz. Expresszio céljabol a rekombiitans * velaesokat
ismert modon alkalmas gazdasejtbe juttatjuk, majd a transzformalt, transzfektalt, il-
letve transzdukalt gazdasejteket a heterolog gén expressziojat lehet6vé tevd korilmeé-
nyek kozott tenyésztjik. A gazdasejt lehet prokariota sejt, példaul E. coli, vagy
eukariota  sejt, elonydsen  élesztbsejt, um. Saccharomyces  cervisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, rovarsejt (példaul Drosophila
melanogaster egyik sejtvonala, igy S2-sejtek; Spodoptera frugiperda, Trichoplusia
ni), emldssejtvonal, elsdsorban teratokarcinoma-sejtvonal, igy CHO- vagy COS-
sejtek, és novényi sejtvonalak.

A talalmany szerinti enzimek transzgenetikus novényekben és allatokban
(példaul egér, juh, kecske, sertés, tengerimalac) exprimalhatok. Ennek soran az
expresszios rendszert eldnydsen szakember szamara ismert moédon gy alakitjuk ki,
hogy a termelt enzim az allatok tejével egyiitt valasztodjék ki, illetve koénnyén szed-
hetd novényi részekbdl (termés, levél, virag, hajtas- és gyokérrészek) nyerhetd ki.

Emlossejtvonal esetén expresszios vektorként eldnyosen olyan rendszert al-
kalmazunk, amely papilloma-virusbol (példaul SV40), retro-, sindbis-, cytomegalo-
és vakcinia-virusokbol szarmazik. Rovarsejt esetén a bakulo-virus-rendszer, névényi
sejt esetén az Agrobacterium tumefaciens Ti-plazmidjan alapulé rendszerek, valamint
a sejt nukleinsavval bevont részecskékkel végzett bombéazasa az elonyos.

Kiilonleges jelentdsége van a talalmany szerinti enzimek nyalkagombakban,
igy Dictyostelium discoideum, Polysphondylium pallidum és Physarium poly-
cephalum nyalkagombakban torténd expresszidjanak, mert ezek sejtjei nagy mennyi-
ségben egyszerii kozegekben olcsén tenyészthetdk. A Dictyostelium discoideum al-
kalmazasa még azzal az eldnnyel is jar, hogy ez a szervezet hasonlé kodonokkal ko-
dolja az aminosavakat, mint a Plasmodium falciparum parazita, igy a talalmany sze-

rinti enzimek termelddése kiilonosen hatékony. Emellett Dictyostelium discoideum-
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ban alkalmazhaté expressios vektorok szamara (példaul taplalékhiannyal) indukalhaté
promotorok ismertek. Ezzel a rekombinans enzim hozama tovabb novelhet6.

A talilmany szerinti enzimek expressziojahoz kiilonésen olyan gazdasejtek és
szervezetek alkalmasak, amelyekbdl hidnyoznak azok az enzimek, amelyek piruvatot
és glicerin-aldehid-3-foszfatot 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfatta kondenzalnak (DOXP-
szintaz), illetve 1-dezoxi-D-xilulés-5-foszfatot 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta ala-
kitanak (DOXP-redukto-izomeraz). Ez Archebacter, allatok, névények, gombak,
nyalkagombak és néhany eubaktériumok esetén all fenn. Az emlitett enzimaktivitasok
hianya a rekombinans enzimek detektalasat és tisztitdsat lényegesen megkonnyiti.
Emellett csak igy valik lehetdvé a taldlmany szerinti rekombinans enzimek aktivita-
sanak és killonosen az aktivitas gatlasinak kilonb6zd vegyszerekkel és
farmakonokkal a gazdasejtekbdl készitett nyers extraktumban valé mérése.

A talalmany szerinti enzimek expressziojat elonyosen akkor végezzik
eukariota sejtekben, ha transzlaci6 utani modosulas és a polipeptidlanc nativ hajtoga-
tasa a cél. Emellett az expresszios rendszertdl fiiggden genom-DNS-szekvenciak
expresszioja esetén az intronok kiesnek, és az enzim a parazitara jellemzo polipeptid-
szekvenciaval termelddik. Intronokat kodolé szekvencidk rekombinians DNS-
technologia segitségével is eltavolithatok az exprimalni kivant DNS-szekvenciakbol,
illetve beilleszthetok azokba.

A proteinnek a gazdasejtbdl vagy a tenyészet feliliiszojabol torténd elkiiloni-
tése szakember szamara ismert eljarasokkal torténhet. Sziikség lehet az enzimek in
vitro ujraaktivalasara is.

A tisztitas konnyitése céljabol a taladlméany szerinti enzimek vagy azok toredé-
kei killonbozd peptidlancokkal alkotott fuzios proteinként exprimalhatok. Erre kiilo-
nosen alkalmasak oligo-hisztidin-szekvenciak, valamint a glutation-S-transzferazbol,

tioredoxinbol vagy kalmdulin-koté peptidekbél levezetett szekvenciak. Tioredoxinbol
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nyos, mert ez a rekombinans enzim oldhatosagat noveli.

A talalmany szerinti enzimek vagy részszekvenciaik olyan (szakember szima-
ra ismert) peptidlancokkal alkotott fuzids proteinként exprimalhatok, hogy a
rekombinans enzim a sejten kiviili kozegbe vagy a gazdasejt meghatarozott részébe
transzportalédik. Ez mind a tisztitast, mind az enzim biol6giai aktivitdsinak vizsga-
latat megkonnyitheti.

A talalmany szerinti enzimek expreszidja soran elényds lehet, ha egyes
kodonokat megvaltoztatunk A kodold régioban 1évé egyes bazisok kicserélése a pro-
tein optimalis szintézisének biztositasira akkor is célszerli, ha a parazitak altal hasz-
nalt kodonok a heteroldg expresszios rendszer kodonhasznalatatol eltéréek. Emellett
gyakran célszerli nem-transzlatalt 5°-, illetve 3’-szakaszok delecioja, példaul ha a
DNS 3’-tartomanyéban tobb destabilizal6 ATTTA-szekvencia-motivum szerepel. Ez
esetben ezeket az eldnyben részesitett eukariota expresszié esetén deletalni elonyos.
Az ilyen jellegii médositasok, mint delecio, addicié vagy bazisok csere szintén a jelen
talalmany targyahoz tartoznak.

A talalmany szerinti enzimek tovabba szabvanyositott korilmények kozott,
szakember szamara ismert technikikkal in vitro transzlacidval nyerhetok. Erre alkal-
mas rendszerek hazinytl-retikulocitak- és buzacsira-kivonatok. Tovabbé in vitro atirt
mRNS Xenopus-oocitikba transzlatalhat6.

Kémiai szintézis Gtjan olyan oligo- és polipeptidek allithatok el6, amelyek
szekvenciaja a talalmany szerinti enzimek peptid-szekvencigjaban szerepel. A szek-
vencia alkalmas megvalasztasa esetén az ilyen peptid olyan tulajdonsagokkal rendel-
kezik, amelyek a teljes talalmany szerinti enzimre jellemzdek. Az ilyen peptidek nagy
mennyiségben allithatok eld, és alkalmasak arra, hogy az enzimaktivitas kinetikajat és

szabalyozasat, az enzimek hiromdimenzios szerkezetét, az enzimaktivitas kiilonb6z6
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vegyszerek és farmakonok okozta gatlasat, valamint kiilonb6zo ligandumok kétodési
geometriajat a kotodési aktivitasat tanulmanyozzuk rajtuk.

A talalmany szerinti enzimek rekombinans el6allitisara elonyosen az. 1a., 1b,,
2a. és 2b. abra szerinti nukleotid-szekvenciaju DNS-t vagy a 4a. és 4b. abra szerinti
fragmenseket alkalmazzuk.

A taldlmany tovabbi targya eljaras a DOPX-anyagcsereitban részt vevd enzi-
mek, kiilondsen a DOXP-szintaz és a DOXP-redukto-izomeréz enzimek kinyerésére a
parazitakbol valé izolalas utjan. Az enzimek izolalasa parazita-extraktumokbodl kro-
matografias, elektroforetikus és egyéb, szakember szamara ismert modszerek segitsé-
gével torténik. Az enzimeket az adott enzimes aktivitis vagy megfelel6 antitestekkel
valé reaktivitds mérésével hatirozzuk meg.

A rekombinalt enzimeket termeld transzformalt, transzfektalt illetve transzdu-
kalt gazdasejtek kimutatasa, valamint a protein tisztitisa elényosen az enzimekhez
ko6t6dd antitestek segitségével torténik. Ilyen antitestek egyszerii modon, ismert elja-
rasok szerint allithatok el ugy, hogy a taldlmany szerinti enzimeket vagy azok rész-
szekvenciait antigénként vagy immunogénként alkalmazzuk.

A proteinek elleni talalmény szerinti antitestekkel példaul Western-blotting-
elemzéssel mas parazitak homolog, illetve keresztbe reagilé proteinjeit detektalhat-
juk.

A talalmany egy tovabbi targya a DOXP-enzimek, kiilonésen a DOXP-szintaz
és a DOXP-redukto-izomeriz enzimes aktivitisidnak meghatirozasara szolgalé mod-
szerek. A meghatirozas ismert Gtmutatasok szerint torténhet (Sprenger. és mtsai,
PNAS, 94 (1997), 12857-62, és Kuzuyama és mtsai, Tetrahedron Letters 39 (1998),
4509-12). Ennek soran piruvat és gliceraldehid-3-foszfit 1-dezoxi-D-xilul6z-5-
-foszfatot eredményezd kondenzalasit (DOXP-szintaz), illetve 1-dezoxi-D-xilul6z-

5—foszfat 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta torténd atalakulasat (DOXP-redukto-
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alkalmazasa olyan anyagok meghatarozasara, amelyek az adott enzim aktivitasat ga-
toljak.

A rekombinéans technologia alkalmazasa lehetdve teszi az enzimek vagy tore-
dékeik nagy szamu valtozatanak az el6allitasa. Ezek a szarmazékok példaul egy vagy
tobb aminosav vonatkozisiban szubsztitudlassal, kivagassal vagy addicionélassal
modositottak lehetnek. A modositas példaul helyre fajlagos mutagenezis (site directed
mutagenesis) segitségével torténhet. Az ilyen varidlast szakember minden tovabbi
nélkil elvégezheti; csak azt kell biztositani, hogy az enzimek jellemz6 tulajdonsagai
megmaradjanak.

A talalmany szerinti enzimek és homologjaik segitségével parazitak ellen ha-
tasos uj, fajlagos hatdanyagok talalhatok.

A fent leirt detektalasi modszerek teszt-kit formajaban anyagok antiparazita
hatasanak kutatasara killondsen alkalmasak. Ide tartoznak szakember szamara ismert
és a noévény- és allatvilag, novények, algak, baktériumok vagy allatok természetes
anyagai, azok szirmazékai, kémiai konyvtarai, ideértve a kombinatorikus kémia se-
gitségével alkotott konyvtarai sziir6vizsgalatara alkalmas modszerek (Pindur és mtsai,
Pharmazie in unserer Zeit 26 (1997), 24-30; Broach és mtsai, Nature 384 (1997) 14-
16, Lack és mtsai, Chimia 50 (1996) 445-447, Czarnik és Ellmann Accounts of
chemical research 29 (1996); Chemical and engineerings News 74 (1996) 28-73,
Lorin és mtsai, Chemical reviews 96 (1996) 555-600; Weber és mtsai, Nachrichten
aus der Chemie, Technik und Laboratorium 42 (1994), 698-702).

A talalmany proteinek vagy ezek részeinek - enzimes aktivitassal vagy anél-
kiil - alkalmazasara is vonatkozik a protein szerkezetének szakember széméra ismert

technikakkal toérténd meghatirozasara, kiilonésen azoknak a kotési helyeknek a jel-
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lemzésére, amelyek az enzimaktivitasra gitloan hat6 készitményelé'f;jl'eﬁzté:s'ér'é. ;11-
kalmasak.

A talalmany szerinti proteinek segitségével talalt hatdanyagok igen értékesek
a human gyogyaszat és az allatgyogyaszat szamara.

A talalmany szerinti proteinek segitségével talalt hatdanyagok melegvériiekre
kevéssé toxikusak és alkalmasak embernél és az allattartasban, haszon-, tenyész-,
allatkerti, laboratériumi, kisérleti és haziallatok tartisaban tenyésztésében eléfordulo
patogén parazitik lekiizdésére. A hatdanyagok a korokozok egyes vagy osszes fejlo-
dési szakasza ellen, valamint rezisztens és érzékeny parazitak ellen egyarant hataso-
sak. A parazitak lekiizdésével betegségek, elhullas, teljesitménycsokkenés (példaul
hus, tej, gyapja, bor, tojas termelésében) csokkenthetd, igy a hatéanyagok alkalmaza-
sa gazdasagosabb és egyszeriibb allattartast tesz lehetové.

A fenti talalmany szerinti eljarasok és a mar ismert assay-k alkalmazasaval
sikeriilt kimutatni, hogy a DOXP-redukto-izomeraz aktivitasa 3-(N-acetil-N-hidroxi-
amino)-propil-foszfonat és 3-(N-formil-N-hidroxiamino)-propil-foszfonat (fosmido-
micin) alkalmazasaval gitolhat6. A két anyag a acilhidroxilamino-alkilfoszfonsav-
szarmazékok csoportjahoz tartozik. Ezt a vegyiiletcsoportot a miltban baktericid és
herbicid hatasinak irtak le (US 4693742, DE 2733658). Itt a parazitdk ellen hatisos
anyagok megtalalasara kidolgozott rendszer hatékonysaga bebizonyosodott. Az en-
zim-assay eredményeit a malaria-tenyészettel és allatkisérletben is sikerult igazolni
(lasd példik). Az enzim-assay segitségével talalt inhibitorok a malaria-parazitak no-
vekedését in vitro is, in vivo is gatoltak. Allatok 8 napon at folytatott kezelése az él-
latok gyogyulasaval végzddott. Ebben a kisérletben az acetil-szarmazék hatasa ha-
romszorosan felilmulta a formil-szarmazékét. Ez az eredmény igen meglepd, mert
lényegesen nagyobb (x 1000-ig) 3-(N-acetil-N-hidroxi-amino)-propil-foszfonét-

koncentracio sziikséges baktériumok novekedésének gatlasahoz.
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A fentiek alapjan a talalmany szerinti eljaras hatéanyagok dsonositashra és a
talalmany szerinti hatéanyagok alkalmasak parazitak, gombak vagy virusok ember-
ben, allatban okozta betegségek megelozésére és kezelésére. A vegyiiletek az alabbi
betegségek megelozésére és kezelésére alkalmazhatok: malaria, alomkor, chagas-kor,
toxoplazmoézis, amobavérhas, leishmanibzis, trichomoniazis, pneumocisztozis,
balantidiozis, kriptosporididzis, szarkocisztozis, akantoamoboézis, naeglerdzis,
kokcidiozis, giardiozis és lambliozis.

A taldlmany szerinti eljaras és a talalmany szerinti hatéanyagok kiilonosen a
maléria, az lomkor és a leishmaniozis kezelésére alkalmasak.

A talalmany szerinti hatéanyagok baktériumok és novények anyagcsere-
utjinak gatlasara is alkalmazhatok. Ezzel a talailmany szerint a DOXP-anyagcsereut
inhibitoraiként azonositott anyagok herbicidként, valamint ember és allat baktériumos
fertézése ellen is alkalmazhatok.

A kezelésre alkalmas haszon- és tenyészallatok lehetnek eml6sek, példaul
szarvasmarha, 10, juh, sertés, kecske, teve, vizib6lény, szamar, hazinyul; édes- és sos-
vizii halak, példaul pisztrang, ponty és angolna; laboratoriumi és kisérleti allatok, igy
egerek, patkanyok, tengerimalacok, aranyhércsog, kutya, macska. Az alkalmazas le-
het megel5z6 vagy terapias jellegii. Az anyagok kozvetleniil vagy alkalmas, szakem-
ber szamara ismert készitmény, példaul enteralisan, parenteralisan, dermalisan vagy
nazalisan alkalmazhat6 készitmény forméjaban alkalmazhatok.

A taldlmény szerinti hatéanyagok az dsszes ismert fert6zés elleni hatéanyag-
gal kombinalhatok. Ide tartoznak baktériumok, parazitak, virusok vagy gombak ellen
hatasos anyagok. Ezeket a fertdzés ellen hatasos anyagokat a Voroslista és a szakiro-
dalom (Forth és mtsai: Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie, BI-
Wissenschafisverlag, Mannheim 1998; Simon és Stille: Antibiotikatherapie,

Schattauer-Verlag, Stuttgart 1993) részletezi.
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Tekintettel arra, hogy néhany parazita mind a mevalonat-, mind a DOXP-
anyagcsereuttal rendelkezik, a talalmany tovabba a DOXP-anyagcsereut-inhibitorok
és a zsiranyagcsereutat, lipidek szintézisét vagy felszivodasat gatld inhibitorok, kiils-
ndsen a mevalonat-anyagcsereut-inhibitorok kombinacidjara is vonatkozik. Itt kiilo-
nosen a HMG-CoA-szintaz enzim és a HMG-CoA-reduktaz enzim inhibitorait emlit-
juk. A HMG-CoA-reduktaz inhibitoraihoz lovastatin és szarmazékai, mevastatin és
szarmazékai, kompaktin és szarmazékai, simvastatin és szarmazékai, pravastatin és
szarmazékai, atorvastatin és szarmazékai, fluvastatin és szairmazékai és cerivastatin és
szarmazékai.

1. példa

P.  falciparum DOXP-redukto-izomerazt kodold génjének expresszids
kloénozasa

A P. falciparum DOXP-redukto-izomeraz enzimjét kodolé gén klonozasa a
genom-DNS megfeleld szekvenciait matricaként alkalmaz6 PCR-amplifikacioval
tortént. Genom-DNS kinyerésére a P. falciparum HB3 torzset a gyertyafazék-
modszer (Tranger és Jensen (1976) Sciencel93, 673-675) szerint tenyésztettiik. A
kozeg RPMI 1640 volt (HEPES és L-glutamin tartalmi, gyartja: Gibco), 10 % human
szérummal, 0,3 ug/ml gentamicinnel és 0,1 mM hipoxantinnel kiegészitve. A
hematokrit-koncentraciét human eritrocitakkal 5 %-ra allitottuk be. A DNS kinyeré-
sére 15 talcat alkalmaztunk, mindegyikben 35 ml tenyészet, 4 % parazitémia mellett.
A fertdzott ertrocitakat centrifugalassal elvalasztottuk, Trager féle pufferrel (57 mM
NaCl, 58 mM KCl, 1 mM NaH,;PO,, 7 mM K,HPO4, 11 mM NaHCO3, 14 mM gli-
koz) kétszer mossuk. A parazitakat ugy szabaditottuk fel az eritrocitakbol, hogy a
sejtilledéket a tizszeres térfogati 1 %-os szaponin-oldattal (a fenti pufferrel késziilt)
jégen S perc alatt lizaltuk (Kilejian (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 4650-4653

eljarasa, modositva). A szabad parazitakat kétszer 1 % BSA Trager-pufferrel készitett
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oldataval mostuk, majd centrifugéltuk (10 perc, fordulatszam 10 000 perc’, 4°C). A
szabad parazitakbol a DNS-t szabvany jegyzokonyvek szerint nyertiik ki. El6szor a
parazitakat proteindz K enzimmel emésztettiik, majd fenol/kloroformmal 4x extra-
haltuk, a DNS-oldatot egy éjszakan at TE-vel szemben dializaltuk, majd a DNS-t
izopropanollal kicsaptuk.
A PCR-amplifikaciéhoz az alabbi primereket alkalmaztuk:
PfYAEMfor 5’-CTGAATTTCATATTACAAAATTAATAGATG-3’
PfYAEMrev 5’-GTACTATGAAGAATTATGTTTGTTGTATAT-3’.

A PCR-reakcio kozege az alabbi volt:

3 ul 10 x PCR-puffer

2,4 ul 25 mM MgSO4

2,4 ul 2,5 mM dNTP

2 ul matrica-DNS (0,2 pg/ml)

2 ul 1. primer (7,5 pM)

2 pl 2. primer (7,5 uM)

0,2 ul Tag-polimeraz (5 E/ul)

16 ul H,0

Az amplifikaci6 az alabbi profillal tortént:

3 ciklus: 96 °C 1 perc

48 °C 1 perc
72°C 3 perc
32 ciklus: 95°C 40 mp
48°C 1 perc

72°C 3 perc.
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Az utolsé ciklus utan az elegyet az 6sszes termék teljes meg'ﬁbséi?a.biig'sé"cél-
Jabol 72 °C-on még 10 percig inkubaltuk. Négy ilyen elegy PCR-termékét egyesitet-
tuk és 0,7 %-os agardz-gélen tisztitottuk. Az agar6z-tdmbokbol a DNS-t a | Kit for
DNS extraction” (Millipore, Kat. Nr. S 667) segitségével elualtuk. Az elualt DNS-t
etanollal kicsaptuk és 10 pl vizben felvettikk. Ezt kévetden a PCR-terméket a TA-
cloning kit (Invitrogen) segitségével a gyarto eldirasa szerint klonoztuk. Egy ligacios
elegyhez 20 mg inzert-DNS-t alkalmaztunk. A kivant rekombinans plazmidot hordo-
26 baktériumtelepeket analitikus plazmid-preparalassal, majd a plazmidok EcoRI
enzimmel végzett emésztésével azonositottuk. A klénozott PCR-termékeket szabvany
Forward- és Reverse-primerek alkalmazasaval szekvenaltuk; a szekvenciakat a primer
walking technikajaval kiegészitettiik.

A COS-7-sejtekben torténd expresszid céljabol egy, a pCR2.1-vektorban meg-
feleld orientaciéval jelen 1évé PCR-terméket a pBK-CMV expresszios vektorba
(Stratagene) atklonoztunk. Az atklénozas a Notl és BamH]1 restrikcios enzimek va-
gohelyei mentén tortént, mert ezek mindkét vektor polilinkerében el6fordulnak. A
COS-7-sejtek transzfekcidhoz inzertként a PCR-terméket tartalmazé expresszids
vektort anion-csere kromatografias eljarassal (Qiagen) preparativ mennyiségben alli-
tottuk el6. A klonozashoz hasznalt 6sszes modszert J. Sambrook, E.F. Fritsch és T.
Maniatis ,Molecular cloning: a laboratory manual” cimii kényve (2. kiadas, Cold
Spring Habor Laboratory Press, Cold Spring Habor, USA, 1989) részletesen targyalja.

A COS-7-sejteket 10 % FCS-t tartalmaz6 DMEM-kozegben szabvéany kériil-
mények kozott tenyésztettilk. Egy sejttenyésztési iivegre 30 ml kdzeget alkalmaztunk.
A transzfekciéhoz kb. 50 %-os konfluenza mellett el6z6 napon fissen hasitott sejte-
ket alkalmaztunk. A transzfekcids reagens DOTAP (Boehringer) volt. 40 pul DNS-
oldatot (0,5 pg/ml) 110 pl 20 mM HEPES pufferrel (pH 7,4) polisztirolbél all6 reak-

cidedényben dsszekevertiink Utana a DNS-oldatot a DOTAP-oldathoz pipettaltuk és
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az elegyet szobahémérsékleten 15 percen at inkubaltuk. Az elegyffe'z. "nfé:g 20 .;nl te-
nyésztési kozeget adtunk, és az igy kapott eleggyel a COS-7-sejtek kozegét kicserél-
tik. A kovetkezd napon a sejteket friss kozeggel 0j sejttenyésztési ivegekbe vittiik at.
Tovabbi 48 6ras inkubalas utan a transzfektalt sejteket lekapartuk, és assay-pufferben
(100 mM TrisHCI (pH 7,5), 1 mM MnCl,) centrifugalva haromszor mostuk. A sejte-
ket minimalis térfogata assay-pufferben ujbol szuszpendaltuk és folyékony nitrogén-
ben haromszor lefagyasztva, majd felolvasztva feltartuk. A sejtfragmenseket 1,5 ml-
es reakcidedényben centrifugaltuk, a feliluszot kozvetleniil az enzimaktivitas méré-
séhez, illetve az enzim tisztitisahoz hasznaltuk fel.

2. példa

P. falciparum rekombinans DOXP-redukto-izomerazanak tisztitasa

A pontosabb jellemzés érdekében a P. falciparum COS-7-sejtekben exprimalt
rekombinans DOXP-redukto-izomeraz enzimjét kozel homogeénre tisztitottuk. A tisz-
titis egy affinitaskromatografids és egy gélpermeacios kromatografias lépésen at tor-
tént.

Alkalmas affinitaskromatografias oszlop eldallitisara eldszor P. falciparum
rekombinans DOXP-redukto-izomerdz enzimje elleni antitesteket allitottuk el6. E
célbol a DNS-szekvenciabodl levezetett aminosav-szekvenciabol olyan szakaszokat
valasztottunk ki, amelyekre kiilonosen nagy antigén hatas volt josolhato. A megfelel6
peptideket szintetizaltuk és hazinydlak immunizalasara hasznaltuk. A kapott
antiszérumok mindségét mind a szintetikus peptidekkel val6 reaktivitasuk alapjan,
mind Western-blot-elemzéssel igazoltuk. A Western-blot-elemzéshez (BM Western
Blotting Kit, Boehringer) P. falciparum és rekombinians COS-sejtek extraktumait
hasznaltuk.

Az affinitaskromatografids oszlop eldallitisira az antiszérumot a kis

moltémegli részek eltavolitasa céljabal PBS ellen dializaltuk. Utana az antitesteket
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protein-A-szefar6zhoz kotottilk és DMP-vel végzett cross-linking utjan kovalensen
kapcsoltuk (IgG Orientation Kit, Pierce). A proteinkivonatot az 1. példaban leirt mod-
szerrel 55 sejttenyésztési uiveg transzfektalt COS-7-sejtjeibol nyertik és az assay-
pufferrel kiegyenlitett oszlopra felvittikk. Az oszlopot assay-pufferrel igen alaposan
mostuk, majd elualé pufferrel (100 mM glicinHCI (pH 2,8) 0,4 % CHAPS) elualtuk.
Az eluatumot azonnal 1 M TrisHCI (pH 7,5) pufferrel semlegesitettiik. A fofrakciot
Western-blot-elemzéssel azonositottuk. A detektalashoz biotinilezett antitesteket al-
kalmaztunk, hogy az oszloprol esetleg kis mennyiségben elualt antitest zavard hatasat
kikiiszoboljik. A fofrakciokat egyesitettitk, assay-pufferrel szemben dializaltuk és
ultasziiréssel (30 kDa, Amicon) betoményitettiik. A tovabbi tisztitas gélpermeacios
kromatografidsan (Superdex 200, Pharmacia) tortént, start- és elualé pufferként
assay-pufferrel. A fofrakciokat a fent leirtak szerint azonositottuk, egyesitettiik és
betdményitettilk, majd 20 % glicerint adtunk hozza és —70 °C-on befagyasztottuk.
Redukal6 kérilmények kozott SDS-PAGE (12 % akrilamid) és ezustfestés (Gelcode
Copour Silver Stain Kit, Pierce) alkalmazasaval P. falciparum tisztitott DOXP-
redukto-izomeraz enzimjét 54 kDa megjelend egységes savként jelenitettitk meg.

3. példa

A tisztitott enzim aktivitisanak meghatarozasa és sziirévizsgalat inhibitorok
megtalalasa céljabol

A tisztitott enzim DOXP-redukto-izomeraz-aktivitasat in vitro kisérleti rend-
szerben igazoltuk. Tipikus kisérleti elegy: 0,3 mM NADPH-t tartalmaz6 100 pl
assay-puffer, 0,3 mM DOXP és 10 pg rekombinans enzim. A reakciot a komplett
elegyhez DOXP-t adva inditjuk. Az NADPH oxidalasat fotometridsan 340 nm-en,
mikrokvarckiivettaban, 37 °C-on kévettiik. Ezt a kisérleti rendszert azért valasztottuk,

hogy a P. falciparum DOXP-redukto-izomeraz enzimjének kiilonb6z6 anyagok hata-
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sara bekovetkezd gatlasat lehessen kimutatni. A reakcidelegyhez ‘l :ﬁI;/i:ﬁ-(I;\I-.t'gr.mil-
N-hidroxiamino)-propil-foszfonsav-mononatriumsoét és 1 um 3-(N-acetil-N—hidroxi-
amino)-propil-foszfonsav-mononatriumsot adagoltuk, a 340 nm-nél az abszorpcié
nem valtozott. A fenti korilmények kozott P. falciparum DOXP-redukto-izomeraz
enzimje teljesen gatolt.

4. példa

Az anyagok maldria elleni hatékonysaganak in vivo vizsgilata

A kilonbozo6 szarmazékokat a modositott Peter’s teszttel vizsgaltuk. Az anya-
gokat a halalos dozis (LD50) felének egynegyed részét kitevé dozisban alkalmaztuk.
Tiz egeret Plasmodium vinckeii-vel, az egérmalaria kérokozéjaval fertéztiink. Miu-
tan vérvizsgalattal a fert6zés megtorténtérél meggy6zodtink, négy egeret kezeltiink, a
hat kezeletlen egér a kontroll volt. A 1-1000 mg/kg - nap 3-(N-formil-N-hidroxi-
amino)-propil-foszfonsav-mononatriumséval végzett kezelés az egerek vérében a
parazitakat elpusztitotta. A kezelt csoport mar egy nap elteltével él6 parazitaktol
mentes volt. A kontrollcsoport allatai a fert6zés utani 5. napon > 80 %-o0s parazitémia
mellett le kellett 6lni. A kezelt egerek a kezelés utani 8. hétben még mindig mentesek
voltak parazitaktél. Tovabbi kisérletek azt mutattak, hogy 50 mg/kg - nap 3-(N-
-formil-N-hidroxiamino)-propil-foszfonsav-mononatriumsé hatasos 80 % parazitémi-
as egerekben. Ezek az egerek is egy nap elteltével mentesek voltak €16 parazitaktol. A
3-(N-formil-N-hidroxiamino)-propil-foszfonsav-mononatriumséoval és 3-(N-acetil-N-
-hidroxiamino)-propil-foszfonsav-mononatriumséval kapott tovabbi eredményeket az
5. abra mutatja.

5. példa

Malaria elleni védo6hatas fert6zott egerekkel végzett kisérletben

A vegyiiletek malaria elleni in vivo hatékonysagat 20-25 g testtémegii himne-

mi egereken (BALB/c-térzs) vizsgaltuk. A fertézés elott egy nappal négy egérnek
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intraperitonealisan beadtunk 50 mg/kg - nap dozisban 3-(N—formil-'ﬁihiaré';ﬁé‘ri.fino)-
propil-foszfonsav-mononatriumsot. Utana az egereket Plasmodium vinckeii-vel meg-
fertdztiik. A vegyiilettel nem kezelt egerek alkottak a kontrollcsoportot. A kezelt ege-
rekben fertdzés nem volt kimutathatd, mig a kontrollegereket > 80% parazitémiaval
az 5. napon leoltikk. A kezelt egerek a fertdzés utin 8 héttel még mindig mentesek
voltak parazitaktol.

6. példa

Malaria-parazitak novekedésének in vitro gatlasa

Az IC50 (a parazitak vitalitasat a felére csokkent koncentraci6) meghataroza-
sanak elve

Az IC50-értékek meghatarozasara a malaria-parazitakat eldszor egy teljes 48-
oras cikluson at inhibitorok jelenlétében inkubaljuk, a kovetkezd 24 6raban *H]-
-hipoxantin beépiilése alapjan megmérjitk a talélési hanyadot. Mikrotiterlemezen 3-
-(N-formil-N—hidroxiamino)-propil-foszfonsav-mononétriums() higitasi sorat készit-
jiik 10-szeres koncentracidju 20 pl-es feliluszoként. Mindegyik lyukba 180 pl
parazitaszuszpenziot adunk (tenyésztési kozegben szuszpendalt). Kb. 0,4 %
parazitémias, 0,2 % hematokritos aszinkron tenyészeteket alkalmazunk. A
mikrotiterlemezeket 48 éran 4t inkubaljuk. Utana mindegyik lyukba 30 pl PH}—
hipoxantint adunk, majd 24 o6ra elteltével a sejteket elkiilénitjik és az inkorporalt
radioaktivitast mérjiik. A 6a., 6b. és 6¢. abrakon a HB3, A2 illetve Dd2 torzzsel (ezek
a torzsek mas malariagyogyszerekkel szemben rezisztensek) kapott eredményeket
tiintettiik fel. Az IC50-értékek 0,5 uM alatti. A torzsek rezisztenciaja:
Plasmodium falciparum HB3 (Honduras) pirimetaminnal szemben rezisztens.
Plasmodium falciparum Dd2 (Indokina) Cloroquin, Kinin, pirimetamin, cikloguanil és
szulfadoxin ellen rezisztens.

Plasmodium falciparum A2 (Gambia) Cloroquin és cikloguanil ellen rezisztens.
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Malaria elleni gyogyszerekkel keresztrezisztenciat nem talaltunk.
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Szabadalmi igénypontok : -’

1. Eljaras egy- vagy tobbsejtli parazitik okozta megbetegedések kezelésére
alkalmas hatoéanyagok megtalalasara, azzal jellemezve, hogy az 1-dezoxi-D-xilul6z-
-5-foszfat anyagcseretiton részt vevd proteineket vagy azonos hatdsi szirmazékaikat
a parazitak elleni hatasara vizsgalni kivant anyagokkal érintkeztetjilk, majd a protei-
neket vagy szarmazékaikat gatlo anyagokat kivalasztjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a proteinek az alab-
bi a)...i) 1épések legalabb egyikében részt vesznek:
a) glicerinaldehid és piruvat reakcidja 1-dezoxi-D-xilul6zz4,
b) glicerin-aldehid-3-foszfat és piruvat reakci6ja izopentenil-difoszfatta,
c) 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat képzddése,
d) glicerin-aldehid-3-foszfat és piruvat reakcidja 1-dezoxi-D-xiluldz-5-foszfatta,
e) 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat atalakulasa,
f) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat képzodése,
g) 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta alakulasa,
h) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat atalakulasa,
1) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat izopentenil-difoszfatta alakulasa.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a hatoanyag
a részt vevd enzimek vagy részt vevokofaktorok termelését, kiilonosen az 1-dezoxi-
D-xiluléz-5-foszfat-szintiz vagy az 1-dezoxi-D-xiluloz-5-foszfat-redukto-izomeraz
enzimek atalakulasat gatolja vagy a részt vevd enzimek vagy részt vevo kofaktorok
lebontasat eldsegiti.

4. 1-Dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-szintaz aktivitassal rendelkez6 vagy nem ren-
delkezd protein, amely az 1-dezoxi-D-xiluloz-5-foszfat-anyagcesereliton részt vesz és

amelyet a) az 1b. és 2b. abra szerinti DNS-szekvencia kodol vagy b) az 1b. vagy 2b.
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abra szerinti DNS-szekvenciaval vagy e szekvenciak fragmenseivel az é.ret.t’ 'p;(;teint
ko6dolo DNS-tartomanyban hibridizal6 DNS-szekvenciak kédolnak

5. 1-Dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-redukto-izomeraz aktivitassal rendelkezd
vagy nem rendelkezd protein, amely az 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-anyagcseretton
részt vesz és amelyet a) az 1a.vagy 2a. abra szerinti DNS-szekvencia kddol vagy b) az
la. vagy 2a. abra szerinti DNS-szekvenciaval vagy e DNS-szekvencidk fragmenseivel
az érett proteint kodol6 DNS-tartomanyban hibridizal6 DNS-szekvencidk kodolnak.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti protein vagy egyéb, az 1-dezoxi-D-xilul6z-
-5-foszfat-anyagcsereutban részt vevod proteinek, azzal jellemezve, hogy parazitak
feliilliszojabol vagy feltart parazitakbol kromatografias és elektroforetikus technikak-
kal végzett tisztitassal allithatok elo.

7. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti protein, azzal jellemezve,

a) exogén DNS prokariota vagy eukariota expressiojanak terméke,
b) az la,, 1b., 2a. vagy 2b. szerinti szekvencia kédolja, vagy

olyan DNS-szekvenciak kodoljak, amelyek az la., 1b., 2a. és 2b. szerinti

szekvenciaval vagy ezeknek a szekvenciaknak fragmenseivel az érett proteint

k6dold DNS-tartomanyban hibridizalnak, vagy

©) olyan DNS-szekvenciak kodoljak, amelyek a genetikai kod degeneracidja nél-
kiil a b) alatt definialt szekvenciakkal hibridizalnanak és azonos aminosav-
szekvenciaja polipeptidet kodolnak.

8. A 4-8. igénypontok barmelyike szerinti protein, azzal jellemezve, hogy a
2a., 2b., 3a. vagy 3b. szekvencia szerinti aminosavakbol all.

9. A 4-8. igénypontok barmelyike szerinti protein, azzal jellemezve, hogy 1-
-dezoxi-D-xiluléz-5-foszfat-szintaz vagy 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-redukto-izo-

meraz.
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10. Nukleinsavszekvencia, amely a 4-9. igénypontok barmelyike sserinti pro-
teinek valamelyikét kodolja, azzal jellemezve, hogy az alabbi csoportbél vannak ki-

valasztva:

a) az la., 1b, 2a. és 2b. abran mutatott DNS-szekvenciak és ezekkel komple-

menter szekvenciak,

b) az a) szerinti szekvenciaval hibridizalé nukleinsav-szekvencia,
c) olyan nukleinsav-szekvencia, amely a genetikai kod degeneracidja nélkiil az a)

vagy b) alatt nevezett szekvenciak valamelyikével hibridizilna.

11. DNS, azzal jellemezve, hogy szekvencidja az la., 1b., 2a. vagy 2b. abran
mutatott szekvencianak felel meg.

12. Rekombinans expresszids vektor, amely egy, a 4-6. igénypontok barme-
lyike szerinti proteinek valamelyikét kodolo DNS-t tartalmaz és transzformalt mikro-
organizmusban vagy transzformalt eukariota sejtben vagy allatban vagy névényben a
proteint kodolé DNS-t exprimalja.

13. Gazdasejt, kiilonosen prokariota gazdasejt, eukariota gazdasejt, allatok és
novények, amelyek egy, a 4-6. igénypontok barmelyike szerinti proteinek valame-
lyikét kodolé DNS-sel transzformaltak és az emlitett proteint képesek termelni.

14. A 13. igénypont szerinti gazdasejt, amely E. coli vagy emlssejtvonal.

15. A 4-6. igénypontok barmelyike szerinti proteinek valamelyikét kodolo
DNS alkalmazasa prokariota vagy eukariota szervezet transzfektalasara

16. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
proteint parazitakbol vagy parazitatenyészet feliihisz6jabol kromatografias és
elektroforetikus technikakkal végzett tisztitassal allitjuk eld.

17. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a

proteint a 4-9. igénypontok barmelyike szerinti proteinek valamelyikét kodolo DNS
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alkalmas gazdasejtben végzett exprimalasaval allitjuk el6, majd a gazdasejtb6l vagy
annak feliiliszojabol kinyerjiik.

18. A 4-8. igénypontok barmelyike szerinti, az 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat
anyagcsereutban részt vevd protein antigénkénti vagy immunogénkénti alkalmazasa
az emlitett proteinhez k6t6do antitestek el6allitasara.

19. A 4-9. igénypontok barmelyike szerinti, az 1-dezoxi-D-xilul6z-anyag-
csereutban részt vevo protein elleni antitest, eloallithaté in vitro immunizalési techni-
kaval vagy allatnak az el6z6 igénypontok barmelyike szerinti proteinnel végzett im-
munizalasaval és az antitesteknek az immunizalt allat szérumab6l vagy 1épsejtjeibdl
torténd kinyerésével.

20. A 4-9. igénypontok barmelyike szerinti protein alkalmazasa parazitak el-
len hatasos anyag azonositasara.

21. A 19. igénypont szerinti antitest alkalmazasa parazitak ellen hatasos anyag
azonositasara.

22. Eljaras a 4-9. igénypontok barmelyike szerinti proteint kddolé nuklein-
savszekvencia kimutatasara, azzal jellemezve, hogy a vizsgalni kivant mintat olyan
nukleinsavszondaval inkubaljuk, amely az alabbi csoportbdl kivalasztott:

a) az la. és 1b. abran mutatott DNS-szekvencidk vagy az ezekkel komplementer
szekvenciak,

b) az a) alatt megnevezett szekvencidk egyikével hibridizalé nukleinsav-
szekvenciak,

a nukleinsavszondat a minta nukleinsavaval inkubaljuk és a hibridizalast - adott eset-

ben a nukleinsavszonda egy tovabbi kotési partnerén keresztiil - kimutatjuk

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a kimutatni kivant

nukleinsavszekvenciat a kimutatas el6tt amplifikaljuk.
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24. Tesztrendszerek az el6zd igénypontok barmelyike szefiﬁ.ti"p;;ot'e:ih-ﬁl.l(al-
mazasaval, parazitak ellen hatdsos anyag azonositasara.

25. Hatéanyag egy vagy tobbsejtii parazitak okozta fert6z6 betegségek kezelé-
sére alkalmas gyogyszerkészitmény elallitasira, azzal jellemezve, hogy a 24. igény-
pont szerinti tesztrendszerrel lesz azonositva.

26. Hatéanyag herbicid készitmény vagy baktériumok okozta fert6zo betegsé-
gek kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmény el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a
24. igénypont szerinti tesztrendszerrel lesz azonositva.

27. Hatéahyag egy vagy tobbsejtii parazitak okozta fert6z6 betegségek kezelé-
sére alkalmas gydgyszerkészitmény eldéllitasara, azzal jellemezve, hogy az 1-dezoxi-
D-xilul6z-5-foszfat-anyagcserett enzimjeit vagy kofaktorait gitolja.

28. A 25. vagy 27. igénypont szerinti hatdéanyag, azzal jellemezve,

azzal jellemezve, hogy az alabbi a)...i) lépések legalabb egyikét gatolja:

a) glicerinaldehid és piruvat reakcioja 1-dezoxi-D-xilul6zza,

b) glicerin-aldehid-3-foszfat és piruvat reakcidja izopentenil-difoszfatta,

c) 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat képzidése,

d) glicerin-aldehid-3-foszfat és piruvat reakcidja 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfatta,

e) 1-dezoxi-D-xiluloz-5-foszfat atalakulasa,
f) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat képzddése,
g) 1-dezoxi-D-xiluléz-5-foszfat 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfatta alakulasa,
h) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat atalakulésa,
i) 2-C-metil-D-eritritol-4-foszfat izopentenil-difoszfatta alakulésa.
29. A 25, 27. vagy 28. igénypontok barmelyike szerinti hatéanyag, azzal
Jellemezve, hogy a részt vevé enzimek vagy részt vevd kofaktorok termelését, kiils-

ndsen az 1-dezoxi-D-xilul6éz-5-foszfat-szintaz vagy 1-dezoxi-D-xilul6z-5-foszfat-
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redukto-izomeraz enzimeket gitolja vagy a részt vev$ enzimek vagy részt vevé
kofaktorok lebontasat elésegiti.

30. A 25-27. szerinti hatéanyag, azzal jellemezve, hogy 3-(N-acetil-N-
-hidroxiamino)-propil-foszfonat vagy 3-(N-formil-N-hidroxiamino)-propil-foszfonat.

31. A 25., valamint 27-30. igénypontok barmelyike szerinti hatéanyag alkal-
mazasa egy- vagy tobbsejtli parazitdk okozta fert6z6 betegségek, kiillondsen maldria,
alomkor €s leishmani6zis kezelésére alkalmas gyogyszerkészitmény elballitasara.

32. A 31. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a gy6gyszer-
készitmény tovabba a zsiranyagcsereutakat, a koleszterin-szintézist, a koleszterinfel-
szivodast gatlok csoportjabol egy vagy tobb anyagot tartalmaz.

33. A 32. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a
zsiranyagcsereutakat  gatlé anyag HMG-CoA-reduktaz-gatlo vagy HMG-CoA-
szintaz-gatlé, elénydsen lovastatin, mevastatin, kompaktin, simvastatin, pravastatin,

atorvastatin, fluvastatin és/vagy cerivastatin.

A meghatalmazott:
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ATGAAGAAATATATTTATATATATTTTTTCTTCATCACAAT

AACTATTAATGATTTAGTAATAAATAATACATCAARATGTGTTTCCATTG
AAAGAAGAAAAAATAACGCATATATAAATTATGGTATAGGATATAATGGA
CCAGATAATARAATAACAAAGAGTAGAAGATGTAAAAGAATAAAGTTATG
CAAAAAGGATTTAATAGATATTGGTGCAATAAAGAAACCAATTAATGTAG
CAATTTTTGGAAGTACTGGTAGTATAGGTACGAATGCTTTAAATATAATA
AGGGAGTGTRAATAAAATTGAAAATGTTTTTAATGTTARAGCATTGTATGT
GAATAAGAGTGTGAATGAATTATATGAACAAGCTAGAGAATTTTTACCAG
AATATTTGTGTATACATGATAAAAGTGTATATGAAGAATTAAAAGAACTG
GTAAAAAATATAAAAGATTATAAACCTATAATATTGTGTGGTGATGAAGG
GATGAAAGAAATATGTAGTAGTAATAGTATAGATAAAATAGTTATTGGTA
TTGATTCTTTTCAAGGATTATATTCTACTATGTATGCAATTATGAATAAT
AAAATAGTTGCGTTAGCTAATAAAGAATCCATTGTCTCTGCTGGTTTCTT
TTTAAAGAAATTATTAAATATTCATAAAAATGCARAGATAATACCTGTTG
ATTCAGAACATAGTGCTATATTTCAATGTTTAGATAATAATAAGGTATTA
AARAACAARAATGTTTACAAGACAATTTTTCTAAAATTAACAATATAAATAA
AATATTTTTATGTTCATCTGGAGGTCCATTTCAAAATTTAACTATGGACG
AATTAAAARAATGTAACATCAGAAAATGCTTTAAAGCATCCTAAATGGAAA
ATGGGTAAGAAAATAACTATAGATTCTGCAACTATGATGAATAAAGGTTT
AGAGGTTATAGAAACCCATTTTTTATTTGATGTAGATTATAATGATATAG

- AAGTTATAGTACATAAAGAATGCATTATACATTCTTGTGTTGAATTTATA

GACAAATCAGTAATAAGTCAAATGTATTATCCAGATATGCAAATACCCAT
ATTATATTCTTTAACATGGCCTGATAGAATAAAAACAAATTTAARACCTT
TAGATTTGGCTCAGGTTTCAACTCTTACATTTCATAAACCTTCTTTAGAA
CATTTCCCGTGTATTAAATTAGCTTATCAAGCAGGTATAAAAGGAAACTT
TTATCCAACTGTACTAAATGCGTCAAATGAAATAGCTAACAACTTATTTT
TGAATAATAAAATTAAATATTTTGATATTTCCTCTATAATATCGCAAGTT
CTTGAATCTTTCAATTCTCARAAGGTTTCGGAARAAATAGTGAAGATTTAAT
GAAGCAAATTCTACAAATACATTCTTGGGCCAAAGATAAAGCTACCGATA
TATACAACAAACATAATTCTTCATAG

1a. abra
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GGTAATATACGTATAATATATATATAATATATTCTTACGTATGTATCATT
TATGAATCATAATAATATTCTAAATTTACCTTCCGTTTTTGCTCGATCTT
CTCATTTTCGTTTCAGCTTTTATCAATGATTTTTAATTATGTGTTTTTTA
AGAACTTTGTACCAGTTGTTCTATACATTCTCCTTATAATATATATTAAC
TTAAATGGCATGAATAATAAAAATCAAATAAAAACAGAAAAAATTTATAT
AAAGAAATTGAATAGGTTGTCAAGGARAAATTCGTTATGTAGTTCTAARA
ATAAAATAGCATGCTTGTTCGATATAGGAAATGATGATAATAGAAATACG
ACATATGGCTATAATGTGAATGTTAAAAATGATGATATTAATTCCTTACT
AAAAAATAATTATAGTAATAAATTGTACATGGATAAGAGGAAAAATATTA
ATAATGTAATTAGTACTAATAAAATATCTGGGTCCATTTCAAATATTTGT
AGTAGAAATCAAAAAGAAAATGAACAAAANAGAAATAAACAAAGATGTTT
AACTCAATGTCACACTTATAATATGTCACATGAACAGGACAAACTAGCTA
ATGATAATAATAGGAATAATAAAAAGAATTTTAATTTATTATTTATAAAT
TATTTTAATTTGAAACGAATGAAARAATTCTCTTCTAAATAAAGACAATTT
CTTTTACTGTAAAGAAAAAAAATTGTCATTTCTGCATAAGGCCTATAARAA
AAAAAAATTGCACTTTTCAAAATTATAGTTTAAAAAGAAAATCTAATCGT
GATTCACATAAATTGTTTTCTGGAGAATTTGACGATTATACAAATAATAA
TGCTTTATATGAATCCGAAAAAAAAGAATACATTACACTAAATAATAATA
ATAAAAATAATAATAATAAAAATAATGATAATAAAARATAATGATAATAAT
GATTATAATAATAATAATAGT TGTAATAATTTAGGAGAGAGATCCAATCA
TTATGATAAT TATGGTGGAGATAATAATAATCCATGTAATAATAATAATG
ACAAATATGATATAGGAAAATATTTCAAACAGATTAATACCTTTATTAAT
ATTGATGAATATAAAACTATATATGGTGATGAAATATATAAAGAAATATA
TGAACTATATGTAGAAAGAAATATTCCTGAATATTATGAACGAAAATATT
TTTCAGAAGATATTAAAAAGAGTGTCCTATTTGATATAGATAAATATAAT
GATGTCGAATTTGAAAAAGCTATAAAAGAAGAATTTATAAATAATGGAGT
TTATATTAATAATATAGATAATACATATTATAAAAAAGAAAATATTTTAA
TAATGAAAAAGATATTACATTATTTCCCATTATTAAAATTAATTAATAAT
CCATCAGATTTAAAAAAGTTAAAAAAACAATATTTACCTTTATTAGCACA
TGAATTAAAAATATTTTTATTTTTTATTGTAAATATAACAGGAGGTCATT
TTTCCTCTGTTTTAAGCTCTTTAGAAATTCAATTATTATTATTGTATATT
TTTAATCAACCATATGATAATGTTATATATGATATAGGACATCAAGCATA
TGTACATAAGATATTGACCGGAAGAAAACTATTATTTCTATCATTAAGAA
ATAAAAAAGGTATTAGTGGATTCCTAAATATTTTTGAAAGTATTTATGAT
AAATTTGGGGCTGGTCACAGTTCCACTTCATTAAGTGCTATACAAGGATA
TTATGAAGCCGAGTGGCAAGTGAAGAATAAAGAAARAATATGGAAATGGAG
ATATAGAAATAAGTGATAACGCAAATGTCACGAATAATGAAAGGATATTT
CAAAAAGGAATACACAATGATAATAATATTAACAATAATATTAATAATAA
TAATTATATCAATCCTTCAGATGTGGTAGGAAGAGAAAATACGAATGTAC
CAAATGTACGAAATGATAACCATAACGTGGATAAAGTACACATTGCTATT
ATAGGAGATGGTGGTTTAACAGGTGGAATGGCATTAGAAGCGTTAAATTA
TATTTCATTCTTGAATTCTAAAATTTTAATTATTTATAATGATAACGGAC
AAGTTTCTTTACCAACAAATGCCGTAAGTATATCAGGTAATAGACCTATA
GGTTCTATATCAGATCATTTACATTATTTTGTTTCTAATATAGAAGCAAA
TGCTGGTGATAATAAATTATCGAAARAATGCAAAAGAGAATAACATTTTTG
AAAATTTGAATTATGATTATATTGGTGTTGTGAATGGTAATAATACAGAA
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GAGCTCTTTAAAGTATTAAATAATATAAAAGAAAATAAATTAAAAAGAGC
TACTGTTCTTCATGTACGTACAAAAAAATCGAATGATTTTATAAATTCAA
AGAGTCCAATAAGTATATTGCACTCTATAAAGAAAAATGAGATTTTCCCT
TTCGATACCACTATATTAAATGGAAATATTCATAAGGAGAACAAGATAGA
AGAAGAGAAAAATGTGTCTTCATCTACAAAGTATGATGTAAATAATAAGA
ATAATAAAAATAATGATAATAGTGAAATTATAAAATATGAAGATATGTTT
TCARAAGAGACGTTCACAGATATATATACAAATGAAATGTTAAAATATTT
AAAGAAAGATAGAAATATAATATTCCTATCTCCCGCTATGTTAGGAGGAT
CAGGATTGGTTAAAATTAGTGAGCGTTATCCAAATAATGTATATGATGTA
GGTATAGCAGAACAACATTCTGTAACTTTCGCAGCAGCTATGGCAATGAA
TAAGAAATTAAAAATACAATTATGTATATATTCGACCTTTTTACAAAGAG
CATATGATCAAATTATACATGATCTTAATTTACAAAATATACCTTTAAAG
GTTATAATTGGAAGAAGTGGATTAGTAGGAGAGGATGGGGCAACACATCA
AGGTATATATGATTTATCTTATCTTGGGACACTTAACAATGCATATATAA
TATCTCCAAGTAATCAAGTTGATTTGAAAAGAGCTCTTAGGTTTGCTTAT
TTAGATAAGGACCATTCTGTGTATATACGTATACCCAGAATGAACATATT
AAGTGATAAGTACATGAAAGGATATTTGAACATTCATATGAAAAATGAGA
GCARAAATATCGATGTAAACGTGGATATAAACGATGATGTAGATAAATAT
AGTGAAGAATATATGGACGATGATAATTTTATAAAATCGTTTATTGGAAA
ATCTAGAATTATTAAAATGGATAATGAAAATAATAATACAAATGAACATT
ATTCAAGCAGAGGAGATACACAGACAAAAAAAAAAARAGTTTGTATCTTT
AACATGGGTAGTATGCTTTTTAATGTAATTAATGCTATAAAAGAAATTGA
AAAAGAACAATATATTTCACATAATTATTCTTTTTCAATTGTTGATATGA
TATTTTTAAATCCTTTAGATAAARATATGATAGATCATGTAATAAAACAA
AATAAACATCAATATTTAATTACTTATGAAGATAATACTATAGGTGGTTT
TTCTACACATTTCAATAATTATTTAATAGAAAATAATTATATTACAAAAC
ATAACTTATATGTTCATAATATTTATTTATCTAATGAGCCAATTGAACAT
GCATCTTTTAAGGATCAACAAGAAGTCGTCAAAATGGATARATGTAGTCT
TGTCAATAGAATTAAAAATTATCTTAARAATAATCCTACATGATGTAAGA
TAAATATATATTTCTAAAATTATTTTTTTTTTATACTTTAATGTGTACAA
TAAAATATATATCTAAATATATTTTATTTGTACGCTTTTTTTTTTTTTTT
TTTAATTGTTATTTTTGTATAT

1b. abra 2. része
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atgaagaaatatatttatatatattttttcttcatcacaataactattaatgatttagta
M K K Y I v I Y F F P I T I T I N D L V
ataaataatacatcaaaatgtgtttccattgaaagaagaaaaaataacgcatatataaat
I N N T S K ¢ v s I E R R KNNA Y I N
tatggtataggatataatggaccagataataaaataacaaagagtagaagatgtaaaaga
Y G I G Y NG P DN K I T K S R R C K R
ataaagttatgcaaaaaggatttaatagatattggtgcaataaagaaaccaattaatgta
I K L ¢ K K DL I DI G ATI KK P I NV
gcaatttttggaagtactggtagtataggtacgaatgctttaaatataataagggagtgt
A I F G s T G s$ I 6 T N AL NI I R E C
aataaaattgaaaatgtttttaatgttaaagcattgtatgtgaataagagtgtgaatgaa
N K I E NV F NV KA L Y V N K S V N E
ttatatgaacaagctagagaatttttaccagaatatttgtgtatacatgataaaagtgta
L. Y E Q A R E F L P E Y L C I HD K S V
tatgaagaattaaaagaactggtaaaaaatataaaagattataaacctataatattgtgt
Yy E E L K E L vV K N I K D Y K P I I L C
ggtgatgaagggatgaaagaaatatgtagtagtaatagtatagataaaatagttattggt
G D E G M K E I C 8 S N S I DK I V I G
attgattcttttcaaggattatattctactatgtatgcaattatgaataataaaatagtt
1 D S F Q G L Y s T MM Yy A I MNNI KTIV
gcgttagctaataaagaatccattgtctctgctggtttctttttaaagaaattattaaat
A L A N XK E s I vV s A G F F L K K L L N
attcataaaaatgcaaagataatacctgttgattcagaacatagtgctatatttcaatgt
I H K N A K I I P V DS E H S A I F Q C
ttagataataataaggtattaaaaacaaaatgtttacaagacaatttttctaaaattaac
L D NN X VL KT KT CUL QDN F S K I N
aatataaataaaatatttttatgttcatctggaggtccatttcaaaatttaactatggac
N I N K I F L C $ $S G G P F Q N L T M D
gaattaaaaaatgtaacatcagaaaatgctttaaagcatcctaaatggaaaatgggtaag
E L K N V T S E N A L K H P K W K M G K
aaaataactatagattctgcaactatgatgaataaaggtttagaggttatagaaacccat
K I T I b S A T M MNI KGULE V I E T H
tttttatttgatgtagattataatgatatagaagttatagtacataaagaatgcattata
F L F D Vv DY N DI E V I V HUKE C I I
cattcttgtgttgaatttatagacaaatcagtaataagtcaaatgtattatccagatatg
H S ¢ v E F I D K S VI S QMY Y P D M
caaatacccatattatattctttaacatggcctgatagaataaaaacaaatttaaaacct
Q I p I L Y S L T W P DR I K TN L K P
ttagatttggctcaggtttcaactcttacatttcataaaccttctttagaacatttcccg
. D L A Q VvV S T L T VF HIKP S L E H F P
tgtattaaattagcttatcaagcaggtataaaaggaaacttttatccaactgtactaaat
c I K L A Y QA G I K GNUF Y P T V L N
gcgtcaaatgaaatagctaacaacttatttttgaataataaaattaaatattttgatatt
A S N E I A N N L F L N N K I K Y F D I
tcctctataatatcgcaagttcttgaatctttcaattctcaaaaggtttcggaaaatagt
s s I 1 S ¢ v L E S F N S Q K VvV s E N S
gaagatttaatgaagcaaattctacaaatacattcttgggccaaagataaagctaccgat
E D L M K 0 I L ¢ I H S W A K D K A T D
atatacaacaaacataattcttcatag
I Y N K H N S § -
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tcgatcttctcattttcgtttcagcttttatcaatgatttttaattatgtgttttttaag
M I F N Y V F F K
aactttgtaccagttgttctatacattctccttataatatatattaacttaaatggcatg
N F V P V V L Y I L L I I Y I N L N G M
aataataaaaatcaaataaaaacagaaaaaatttatataaagaaattgaataggttgtca
N N K N 0 I K T E K I ¥ I K K L N R L S
aggaaaaattcgttatgtagttctaaaaataaaatagcatgcttgttcgatataggaaat
R K N §$ L C §$S $S K N K I A C L F D I G N
gatgataatagaaatacgacatatggctataatgtgaatgttaaaaatgatgatattaat
D DN RNTT Y G Y N V NV K ND D I N
tccttactaaaaaataattatagtaataaattgtacatggataagaggaaaaatattaat
S L L K NN Y S N K L Y M D K R K N I N
aatgtaattagtactaataaaatatctgggtccatttcaaatatttgtagtagaaatcaa
N v I §$S T N K I S G s I s N I C€C S R N Q
aaagaaaatgaacaaaaaagaaataaacaaagatgtttaactcaatgtcacacttataat
K E N E 0 K R N K Q R C L T @Q CH T Y N
atgtcacatgaacaggacaaactagctaatgataataataggaataataaaaagaatttt
M S H E O DK L A NDINNIRNNIK K N F
aatttattatttataaattattttaatttgaaacgaatgaaaaattctcttctaaataaa
N L L F I N Y F N L K R M KN S L L N K
gacaatttcttttactgtaaagaaaaaaaattgtcatttctgcataaggcctataaaaaa
D N F F Y C K E K KL s F L HKA A Y K K
aaaaattgcacttttcaaaattatagtttaaaaagaaaatctaatcgtgattcacataaa
K N C T F 0 N Y S L K R K S N R D S H K
ttgttttctggagaatttgacgattatacaaataataatgctttatatgaatccgaaaaa
., F $S 6 E F bD DY T NNNWAUL Y E S E K
aaagaatacattacactaaataataataataaaaataataataataaaaataatgataat
K T Y I T L NN N N K N NNN K N N D N
aaaaataatgataataatgattataataataataatagttgtaataatttaggagagaga
K N N D N N D Y N N NN S CNNTL G E R
tccaatcattatgataattatggtggagataataataatccatgtaataataataatgac
S N HY DNVYG G DNNNWUPI CNNNND
aaatatgatataggaaaatatttcaaacagattaatacctttattaatattgatgaatat
K Y DI G K Y F K Q I N T F I N I DE Y
aaaactatatatggtgatgaaatatataaagaaatatatgaactatatgtagaaagaaat
K T I Y G D E I ¥ K E I ¥ E L Y V E R N
attcctgaatattatgaacgaaaatatttttcagaagatattaaaaagagtgtcctattt
I P E Y Y E R K Y F S E DI K K S V L F
gatatagataaatataatgatgtcgaatttgaaaaagctataaaagaagaatttataaat
D I D K Y NDV E F E KA I K EE F I N
aatggagtttatattaataatatagataatacatattataaaaaagaaaatattttaata
N G VY I NN I DNT Y Y KK EN I L I
atgaaaaagatattacattatttcccattattaaaattaattaataatccatcagattta
M K K I L H Y F P L L K L I N N P S D L
aaaaagttaaaaaaacaatatttacctttattagcacatgaattaaaaatatttttattt
K K L K K 9 Y L P L L A HE VL K I F L F
tttattgtaaatataacaggaggtcatttttcctctgttttaagctctttagaaattcaa
F I vV N I T G G H F S §$ V L S S L E I Q

2b. abra 1. része
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ttattattattgtatatttttzatcaaccatatgataatgttatatatgatataggacat
L L L L Y I F N Q P Y D N V I Y D I G H
caagcatatgtacataagatatctgaccggaagaaaactattatttctatcattaagaaat
Q9 A Y V. H K I . T G R K L L F L S L R N
aaaaaaggtattagtggattcctaaatatttttgaaagtatttatgataaatttggggct
K K G I 8§ G F L N I F E S I Y D K F G A
ggtcacagttccacttcattaagtgctatacaaggatattatgaagccgagtggcaagtg
G H s s T s L s A I Q G Y Y E A E W Q V
aagaataaagaaaaatatggazatggagatatagaaataagtgataacgcaaatgtcacg
K N K E K Y G N G DI E I s D N ANV T
aataatgaaaggatatttcaasaaggaatacacaatgataataatattaacaataatatt
N N E R I F Q@ X G I H N D N N I N NN I
aataataataattatatcaatccttcagatgtggtaggaagagaaaatacgaatgtacca
N NN N Y I N P §S$ DV V G R ENTN V P
aatgtacgaaatgataaccatzacgtggataaagtacacattgctattataggagatggt
N V R N D NHN VD KV HIATI I G D G
ggtttaacaggtggaatggcattagaagcgttaaattatatttcattcttgaattctaaa
G L T 6 G M A L EA L NY I S F L N S K
attttaattatttataatgatzacggacaagtttctttaccaacaaatgccgtaagtata
I L I I Y N DN G Q V S L P T N A V S I
tcaggtaatagacctataggtzctatatcagatcatttacattattttgtttctaatata
s G N R P I G S I S D H L H Y F V s N I
gaagcaaatgctggtgataataaattatcgaaaaatgcaaaagagaataacatttttgaa
E A N A G DN X L 8 K N A K E N NI F E
aatttgaattatgattatattcgtgttgtgaatggtaataatacagaagagctctttaaa
N L. N Y DY I 6V vV NG NNTE E L F K
gtattaaataatataaaagaazataaattaaaaagagctactgttcttcatgtacgtaca
v L N N I K E N KL K R AT V L HV R T
aaaaaatcgaatgattttateaattcaaagagtccaataagtatattgcactctataaag
K K S N D F I N S K s p I s I L H § I K
aaaaatgagattttccctttcgataccactatattaaatggaaatattcataaggagaac
K N E I F P P D T T I L N G N I H K E N
aagatagaagaagagaaaaatgtgtcttcatctacaaagtatgatgtaaataataagaat
K I E E E K N VvV § § 8§ T K Y D V N N K N
aataaaaataatgataatagtgaaattataaaatatgaagatatgttttcaaaagagacg
N K N N DN S E I I K Y E DM F S K E T
ttcacagatatatatacaaatgaaatgttaaaatatttaaagaaagatagaaatataata
F T DI ¥ T N E M L K Y L K K D R NI I
ttcctatctcccgectatgttaggaggatcaggattggttaaaattagtgagegttatcca
F L §s P A ML GG S G L Vv K I S E R Y P
aataatgtatatgatgtaggtatagcagaacaacattctgtaactttcgcagcagctatg
N N VvV Y DV G I A E Q H s v T F A A A M
gcaatgaataagaaattaaaaatacaattatgtatatattcgacctttttacaaagagca
A M N K K L K I ¢ L ¢ I Y s T F L Q R A
tatgatcaaattatacatgatcttaatttacaaaatatacctttaaaggttataattgga
Y D 0 I I H DL NL QNI P L K VI I G

2b. abra 2. része
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agaagtggattagtaggagaggatggggcaacacatcaaggtatatatgatttatcttat
R §$ G L v G E D G- ATHOQ G I Y DL S Y
cttgggacacttaacaatgcatatataatatctccaagtaatcaagttgatttgaaaaga
L 6 T L,. NN AY I I $S P S N Q V D L K R
gctcttaggtttgcttatttagataaggaccattctgtgtatatacgtatacccagaatg
A L R FA YL DI KDH s Vv Yy I R I P R M
aacatattaagtgataagtacatgaaaggatatttgaacattcatatgaaaaatgagagc
N I L s D K Y M K G Y L N I H M K N E s
aaaaatatcgatgtaaacgtggatataaacgatgatgtagataaatatagtgaagaatat
K N I DV NV D I ND DV D K Y S E E Y
atggacgatgataattttataaaatcgtttattggaaaatctagaattattaaaatggat
M D D DNPF I K S F I G K S R I IT K M D
aatgaaaataataatacaaatgaacattattcaagcagaggagatacacagacaaaaaaa
N E N NN TN E H Y S S R G D T Q T K K
aaaaaagtttgtatctttaacatgggtagtatgctttttaatgtaattaatgctataaaa
K K v C I F N M G S M L F NV I N A I K
gaaattgaaaaagaacaatatatttcacataattattctttttcaattgttgatatgata
E I E K E Q ¥ I §$ H N Y S F s I VvV D M I
tttttaaatcctttagataaaaatatgatagatcatgtaataaaacaaaataaacatcaa
F L N P L DK NM I D H V I K Q N K H Q
tatttaattacttatgaagataatactataggtggtttttctacacatttcaataattat
Yy L I T Y E DN T I G G F S T H F N N Y
ttaatagaaaataattatattacaaaacataacttatatgttcataatatttatttatct
L I E NN Y I T K H N L Y V HN I Y L S
aatgagccaattgaacatgcatcttttaaggatcaacaagaagtcgtcaaaatggataaa
N E P I B H A S F K D Q 0 E v v K M D K
tgtagtcttgtcaatagaattaaaaattatcttaaaaataatcctacatgatgtaagata
C $S L VvV N R I K N Y L K N N P T -

2b. abra 3. része
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MKKYIYIYFFFITITINDLVINNTSKCVSIERRKNNAYINY
GIGYNGPDNKITKSRRCKRIKLCKKDLIDIGAIKKPINVAIFGSTGSIGTNALNIIRECN
KIENVFNVKALYVNKSVNELYEQAREFLPEYLCIHDKSVYEELKELVKNIKDYKPIILCG
DEGMKEICSSNSIDKIVIGIDSFQGLYSTMYAIMNNKIVALANKESIVSAGFFLKKLLNI
HKNAKIIPVDSEHSAIFQCLDNNKVLKTKCLODNFSKINNINKIFLCSSGGPFONLTMDE
LKNVTSENALKHPKWKMGKKITIDSATMMNKGLEVIETHFLFDVDYNDIEVIVHKECIIH
SCVEFIDKSVISQMYYPDMQIPILYSLTWPDRIKTNLKPLDLAQVSTLTFHKPSLEHFPC
IKLAYQAGIKGNFYPTVLNASNE IANNLFLNNKIKYFDISSIISQVLESFNSQKVSENSE
DLMKQILQIHSWAKDKATDIYNKHNSS

3a. abra
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MIFNYVFFK
NFVPVVLYILLIIYINLNGMNNKNQIKTEKIYIKKLNRLSRKNSLCSSKNKIACLFDIGN

DDNRNTTYGYNVNVKNDDINSLLKNNYSNKLYMDKRKNINNVISTNKISGSISNICSRNQ
KENEQKRNKQRCLTQCHTYNMSHEQDKLANDNNRNNKKNFNLLFINY FNLKRMKNSLLNK
DNFFYCKEKKLSFLHKAYKKKNCTFQNYSLKRKSNRDSHKLFSGEFDDYTNNNALYESEK
KEYITLNNNNKNNNNKNNDNKNNDNNDYNNNNSCNNLGERSNHYDNYGGDNNNPCNNNND
KYDIGKYFKQINTFINIDEYKTIYGDEIYKEIYELYVERNIPEYYERKYFSEDIKKSVLF
DIDKYNDVEFEKAIKEEFINNGVYINNIDNTYYKKENILIMKKILHYFPLLKLINNPSDL
KKLKKQOYLPLLAHELKIFLFFIVNITGGHFSSVLSSLEIQLLLLYIFNQPYDNVIYDIGH
OAYVHKILTGRKLLFLSLRNKKGISGFLNIFESIYDKFGAGHSSTSLSAIQGYYEAEWQV
KNKEKYGNGDIEISDNANVTNNERIFQKGIHNDNNINNNINNNNYINPSDVVGRENTNVP
NVRNDNHNVDKVHIAIIGDGGLTGGMALEALNYISFLNSKILIIYNDNGQVSLPTNAVSI
SGNRPIGSISDHLHYFVSNIEANAGDNKLSKNAKENNIFENLNYDYIGVVNGNNTEELFK
VLNNIKENKLKRATVLHVRTKKSNDFINSKSPISILHSIKKNEIFPFDTTILNGNIHKEN
KIEEEKNVSSSTKYDVNNKNNKNNDNSEI IKYEDMFSKETFTDIYTNEMLKYLKKDRNII
FLSPAMLGGSGLVKISERYPNNVYDVGIAEQHSVTFAAAMAMNKKLKIQLCIYSTFLORA
YDOIIHDLNLQONIPLKVIIGRSGLVGEDGATHQGIYDLSYLGTLNNAYIISPSNQVDLKR
ALRFAYLDKDHSVYIRIPRMNILSDKYMKGYLNIHMKNESKNIDVNVDINDDVDKYSEEY
MDDDNFIKSFIGKSRIIKMDNENNNTNEHYSSRGDTQTKKKKVCIFNMGSMLFNVINAIK
EIEKEQYISHNYSFSIVDMIFLNPLDKNMIDHVIKQONKHQYLITYEDNTIGGFSTHFNNY
LIENNYITKHNLYVHNIYLSNEPIEHASFKDQQEVVKMDKCSLVNRIKNYLKNNPT

3b. abra
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51
101
151
201
251
301
351

401

1251
1301
1351
1401

1451

GATGAAATAT
TGAATATTAT
TATTTGATAT
GAAGAATTTA
TTATAAAAAA
CATTATTAAA
CAR T ATTTAC
TGTAAATATA
TTCAATTATT
TATGATATAG
ACTATTATTT
ATATTTTTGA
TCATTAAGTG
TAAAGAAAAA
TCACGAATAA
ATTAACAATA
AGGAAGAGAA
TGGATAAAGT
ATGGCATTAG
AATTATTTAT
GTATATCAGG
TTTGTTTCTA
TGCAAAAGAG
TTGTGAATGG
AAAGAAAATA
ATCGAATGAT
TAAAGAAAAR
ATTCATAAGG
AAAGTATGAT

TTATAAAATA

ATZAAGAAAT
GAACGAAAAT
AGATAAATAT
TREAATAATGG
GAAAATATTT
ATTAATTAAT
CTTTATTAGC
AC~GGAGGTC
ATTATTGTAT

ACATCAAGC
CTATCATTAA
AAGTATTTAT
CTATACAAGG
TRTCGAAATG
TC~2AGGATA
ATAZTTAATAA
AATACGAATG
ACZZATTGCT
AAGCGTTAAA
AATZATAACG
TA~ATAGACCT
ATATAGAAGC
AAT=ACATTT
TAATAATACA
AATTAAAAAG
TTTATAAATT
TGAGATTTTC
AGAACAAGAT
GTAAATAATA

TGARGATATG

ATATGAACTA

ATTTTTCAGA

AATGATGTCG

AGTTTATATT

TAATAATGAA

AATCCATCAG

ACATGAATTA

ATTTTTCCTC

ATTTTTAATC

ATATGTACAT

GAAATAAAAA

GATAAATTTG

ATATTATGARA

GAGATATAGA

TTTCAAAAAG

TAATAATTAT

TACCAAATGT

ATTATAGGAG

TTATATTTCA

GACAAGTTTC

ATAGGTTCTA

AAATGCTGGT

TTGAAAATTT

GAAGAGCTCT

AGCTACTGTT

CAAAGAGTCC

CCGTTCGATA

AGAAGAAGAG

AGAATAATAA

TTTTCAAAAG
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TATGTAGAAA
AGATATTAAA
AATTTGAARA
AATAATATAG
AAAGATATTA
ATTTAAAAAA
AAAATATTTT
TGTTTTAAGC
AACCATATGA
AAGATATTGA
AGGTATTAGT
GGGCTGGTCA
GCCGAGTGGC
AATAAGTGAT
GAATACACAA
ATCAATCCTT
ACGAAATGAT
ATGGTGGTTT
TTCTTGAATT
TTTACCAACA
TATCAGATCA
GATAATAAAT
GAATTATGAT
TTAAAGTATT
CTTCATGTAC
AATAAGTATA
CCACTATATT
AAAAATGTGT
AAATAATGAT

AGACGTTCAC

GARATATTCC
AAGAGTGTCC
AGCTATARAA
ATAATACATA
CATTATTTCC
GTTAAAAAAA
TATTTTTTAT
TCTTTAGAAA
TAATGTTATA
CCGGAAGRAA
GGATTCCTAA
CAGTTCCACT
AAGTGAAGAA
AACGCAAATG
TGATAATAAT
CAGATGTGGT
AACCATAACG
AACAGGTGGA
CTAAAATTTT
AATGCCGTAA
TTTACATTAT
TATCGAAAAA
TATATTGGTG
AAATAATATA
GTACAAAAAA
TTGCACTCTA
AAATGGAAAT
CTTCATCTAC
AATAGTGAAA

AGATATATAT
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1951

2001
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2151

2201

2251

2301

2351

ACAAATGAAA

ATCTCCCGCT

ATCCARATAA

TTCGCAGCAG

ATATTCGACC

ATTTACAAAA

GGAGAGGATG

GACACTTAAC

AAAGAGCTCT

CGTATACCCA

GAACATTCAT

TAAACGATGA

TTTATAAAAT

AARATAATAAT

AAAAAARRAA

ATTAATGCTA

TTCTTTTTCA

TGATA

TGTTAARAATA

ATGTTAGGAG

TGTATATGAT

CTATGGCAAT

TTTTTACAAA

TATACCTTTA

GGGCARACACA

AATGCATATA

TAGGTTTGCT

GAATGAACAT

ATGAAAAATG

TGTAGATARA

CGTTTATTGG

ACAAATGARC

AGTTTGTATC

TAAAAGAAAT

ATTGTTGATA

TTTAAAGAAA

GATCAGGATT

GTAGGTATAG

GAATAAGAAA

GAGCATATGA

AAGGTTATAA

TCAAGGTATA

TAATATCTCC

TATTTAGATA

ATTAAGTGAT

AGAGCAAAAA

TATAGTGAAG

AAAATCTAGA

ATTATTCAAG

TTTAACATGG

TGAAAAAGAA

TGATATTTTT

GATAGAAATA

GGTTAAAATT

CAGAACAACA

TTAAAAATAC

TCAAATTATA

TTGGAAGAAG

TATGATTTAT

AAGTAATCAA

AGGACCATTC

AAGTACATGA

TATCGATGTA

AATATATGGA

ATTATTAAAA

CAGAGGAGAT

GTAGTATGCT

CAATATATTT

AAATCCTTTA
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TAATATTCCT
AGTGAGCGTT
TTCTGTAACT
AATTATGTAT
CATGATCTTA
TGGATTAGTA
CTTATCTTGG
GTTGATTTGA
TGTGTATATA
AAGGATATTT
AACGTGGATA
CGATGATAAT
TGGATAATGA
ACACAGACAA
TTTTAATGTA
CACATAATTA

GATAAAAATA
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10 30 50
GATGAAATATATAAAGAAATATATGAACTATATGTAGAAAGAAATATTCCTGAATATTAT
D E I Y KZE I v E L Y VvV E R N I P E Y Y

70 90 110
GAACGAAAATATTTTTCAGAAGATATTAAAAAGAGTGTCCTATTTGATATAGATAAATAT
E R K Y F s E p I K K s v . p D I D K vy

130 150 170
AATGATGTCGAATTTGAAAAAGCTATAAAAGAAGAATTTATAAATAATGGAGTTTATATT
N DV E F E K A 1T K EE F I N N G v vy 1

190 210 230
AATAATATAGATAATACATATTATAAAAAAGAAAATATTTTAATAATGAAAAAGATATTA

N NI p N T v v K K E N T L T M K K 1 1,

250 270 290

CATTATTTCCCATTATTAAAATTAATTAATAATCCATCAGATTTAAAAAAGTTAAAAAAA
H Y F P L 1 Kk L I N NP s p 1 K K L K K

310 330 350
CAATATTTACCTTTATTAGCACATGAATTAAAAATATTTTTATTTTTTATTGTAAATATA
Q Y L P L L A H E'L K I F L F f I VvV N 1

370 390 410
ACAGGAGGTCATTTTTCCTCTGTTTTAAGCTCTTTAGAAATTCAATTATTATTATTGTAT
T G G H F 5 s v L S s L E 1 O L L L vy

430 450 470
ATTTTTAATCAACCATATGATAATGTTATATATGATATAGGACATCAAGCATATGTACAT
I F Y Q P v D N v I Y D 1 G H Q A Y v H

490 510 530
AAGATATTGACCGGAAGAAAACTATTATTTCTATCATTAAGAAATAAAAAAGGTATTAGT
K I 2 T 6 r K L L F L S L R N K K G 1 s

550 570 590
GGATTCCTAAATATTTTTGAAAGTATTTATGATAAATTTGGGGCTGGTCACAGTTCCACT
G F Z N I = E g I Y D K F G a ¢ H s s T

el10 630 650

TCATTAAGTGCTATACAAGGATATTATGAAGCCGAGTGGCAAGTGAAGAATAAAGAAAAA
S L s A I Q G Y vy E A E W Q v kK N K E K

670 690 710
TATGGAAATGGAGATATAGAAATAAGTGATAACGCAAATGTCACGAATAATGAAAGGATA
Y G ¥ G D I E I s DN ANV T N N E R I

730 750 770

TTTCAAAAAGGAATACACAATGATAATAATATTAACAATAATATTAATAATAATAATTAT
F Q X G I 4 N D N N I N NN I N N N N Y

790 810 830
ATCAATCCTTCAGATGTGGTAGGAAGAGAAAATACGAATGTACCAAATGTACGAAATGAT
I NP S D VvV v g R E N T N v p N V R N D

550 870 890

AACCATAACGTGGATAAAGTACACATTGCTATTATAGGAGATGGTGGTTTAACAGGTGGA
N H NV D K Vv H 1 A I I G D G G 1L T G G

4b. abra 1. része
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910 930 950
ATGGCATTAGAAGCGTTAAATTATATTTCATTCTTGAATTCTAAAATTTTAATTATTTAT
M A L E A L N Y I S F L N S K I L I I Y

970 990 1010
AATGATAACGGACAAGTTTCTTTACCAACAAATGCCGTAAGTATATCAGGTAATAGACCT
N D NG QV $S$ L P TN AUV S I S G NRP

1030 1050 1070
ATAGGTTCTATATCAGATCATTTACATTATTTTGTTTCTAATATAGAAGCAAATGCTGGT
I 6 35 I §$ D H L HYF VS NTIEA AN A ASG

1090 1110 1130
GATAATAAATTATCGAAAAATGCAAAAGAGAATAACATTTTTGAAAATTTGAATTATGAT
DN X L S X N A KENNTIVFENILNYD

1150 1170 1190
TATATTGGTGT TGTGAATGGTAATAATACAGAAGAGCTCTTTAAAGTATTAAATAATATA
Yy I 3 V VDNGNINTETETLTFI KUVILDNNTI

1210 1230 1250
AAAGAAAATARAATTAAAAAGAGCTACTGTTCTTCATGTACGTACAAAAAAATCGAATGAT
K E N K L K R A TV L HV RT KK S N D

1270 1290 1310
TTTATARATTCAAAGAGTCCAATAAGTATATTGCACTCTATAAAGAAAAATGAGATTTTC
F I N S.K s p I S I L H S I K K N E I F

1330 1350 1370
CCGTTCGATACCACTATATTAAATGGAAATATTCATAAGGAGAACAAGATAGAAGAAGAG
P F D T T I L N G N I H K E N K I E E E

1390 1410 1430
AAAAATGTGTCTTCATCTACAAAGTATGATGTAAATAATAAGAATAATAARAATAATGAT
K N 7 S §$ 8 T K Y DV NN KUNNIKNN D

2450 1470 1490
AATAGTGAAATTATAAAATATGAAGATATGTTTTCAAAAGAGACGTTCACAGATATATAT
N $S = I I X Y EDMU F S K ETFTDTI Y

1510 1530 1550
ACAAATGAAATGTTAAAATATTTAARAGAAAGATAGAAATATAATATTCCTATCTCCCGCT
T N E ML K Y L K KD RNTI I F L S P A

1570 1590 1610
ATGTTAGGAGGATCAGGATTGGTTAAAATTAGTGAGCGTTATCCAAATAATGTATATGAT
M L G G S ¢ L V K I S ER Y P NNV Y D

630 1650 1670
GTAGGTATAGCAGAACAACATTCTGTAACTTTCGCAGCAGCTATGGCAATGAATAAGAAA
V 6 A E Q H sS v T F A A A M A M N K K

1690 1710 1730
TTAAAAATACAATTATGTATATATTCGACCTTTTTACAAAGAGCATATGATCAARATTATA
L K I 0QLCTIJYSTT FTLG QTR RA ATYTDUGQTITI

1750 1770 1790

CATGATCTTAATTTACAAAATATACCTTTAAAGGTTATAATTGGAAGAAGTGGATTAGTA
H D L NL Q N I P L K VITIGUR S G UL V

1810 1830 1850

GGAGAGGATGGGGCAACACATCAAGGTATATATGATTTATCTTATCTTGGGACACTTAAC
G E DGATHIOQGI Y DL S YL G TUL N

4b. abra 2. része
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1870 1890 1910
AATGCATATATAATATCTCCAAGTAATCAAGTTGATTTGAARAGAGCTCTTAGGTTTGCT
N A Y J I S P S NOQVDUILIKUZ RATLIRTFA

1930 1950 1970
TATTTAGATAAGGACCATTCTGTGTATATACGTATACCCAGAATGAACATATTAAGTGAT
Y L D K D H S v Y I R I P RM NI L S D

1990 2010 2030
AAGTACATGAAAGGATATTTGAACATTCATATGAAAAATGAGAGCAAARATATCGATGTA
K vy M K G Y L NI H M KNE S KNI DV

2050 2070 2090
AACGTGGATATARACGATGATGTAGATAAATATAGTGAAGAATATATGGACGATGATAAT
NV DI NDDV DK Y S EE Y M DD D N

2110 2130 2150
TTTATAARATCGTTTATTGGAAAATCTAGAATTATTAAAATGGATAATGAAAATAATAAT
F I X S F I G K §$ R I I K M D N E N N N

2170 2190 2210
ACAAATGAACATTATTCAAGCAGAGGAGATACACAGACAAAAAAAARAAAAGTTTGTATC
T N E H Y S S R G DT Q T K K K K VvV CI

2230 2250 2270

TTTAACATGGGTAGTATGCTTTTTAATGTAATTAATGCTATAAAAGAAATTGARAAAGAA
F N M G S ML F NV I N ATIKE I E K E

2290 2310 2330
CAATATATTTCACATAATTATTCTTTTTCAATTGTTGATATGATATTTTTAAATCCTTTA
Q Y T S HNYSEFSTIUVDMTITFTLNTPL

2350
GATAAAAATATGATA

D K ¥ M I

4b. abra 3. része
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DEIYKEIYEL
EEFINNGVYI
QYLPLLAHEL
YDIGHQAYVH
SLSAIQGYYE
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MALEALNYIS
FVSNIEANAG
KENKLKRATV
IHKENKIEEE
TNEMLKYLKK

FAAAMAMNKK

GEDGATHQGI.

RIPRMNILSD

FIKSFIGKSR

INAIKEIEKE

YVERNIPEYY
NNIDNTYYKK
KIFLFFIVNI
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KSVLFDIDKY
HYFPLLKLIN
SLEIQLLLLY
GFLNIFESIY
NANVTNNERI
NHNVDKVHIA
NAVSISGNRP
YIGVVNGNNT
LHSIKKNEIF
NSEIIKYEDM
SERYPNNVYD
HDLNLQNIPL
VDLKRALRFA
NVDINDDVDK
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NDVEFEKAIK
NPSDLKKLKK
IFNQPYDNVI
DKFGAGHSST
FQKGIHNDNN

IIGDGGLTGG

IGSISDHLHY

EELFKVLNNI
PFDTTILNGN
FSKETFTDIY
VGIAEQHSVT
KVIIGRSGLV
YLDKDHSVYI
YSEEYMDDDN

FNMGSMLFNV
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Parazitémia [%]:

Doézis
[ma/kg]) Formyl Acetyl
300 0.0 0.0
30 0.0 0.0
10 0.0 0.0
5 0.06 +0.17 0.0
2 11.7 £ 16.5 0.86 + 0.44

Kontroll 659+19.1 659+19.1

S. abra
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Klasszikus acetat/mevalonat-
anyagcsereit

[ 1-13 C] glukéz

l

[3-"C] - triozefoszfat

3x [2-7°C] acetil-CoA

é/ﬁ

OH
HOOC 0-SCoA
HMG-CoA
HOOC OH
OH

Mevalonat (MVA)

HOOC OH

2/.

OPP

Mevalonat-5- difoszfat
l
e IPP

3

2

4 1>~OPP

magasabb rendii névények (citoplazmak)

allatok, gombak; eubaktériumok

7. abra

.--o ..qo

b i 20020

Alternativ DOX-P
anyagcsereut

(1-*q) gliikoz

!

[3-°C] sglicerinaldehid-3-foszfit

} |
[3-"C1 ~

piruvat
L DOXP-szintaz
HO— J
—OP

1-dezoxi-xiluloz-5-P
1

DOXP-redukto-izomeraz

— + -

H OP
OH
L_ s) OH

-C-metxl-emoz-4-foszfat

l

oP

OH
OH OH

2-C-metil-eritritol-4-foszfat

- magasabb rendi névények (plasztidok)

zold algak, szamos eubaktérium
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