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KIVONAT

A Theraphosidae aphonopelma pdk mérgébdl izolalt po-
lipeptidek kiilénb5z8 organizmusok sejtjeiben kalciumcsator-
na gatld hatassal birnak, alkalmasak ©Jnmagukban sejtben
kalciumcsatorna gatlasra, valamint kalciumcsatorna altal
kdzvetitett betegségek és allapotok kezelésére, tovabba ge-
rinctelen rovarok szabadlyozasdra. A taladlmdny targyat a
fenti, és azzal lényegében azonos aminosavszekvenciaval és
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lényegében azonos aktivitdssal biré polipeptidek'képezik.
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A taldlmdny targyat a Theraphosidae aphonopelma pdk
mérgében talalhatd polipeptidek képezik, valamint olyan po-
lipeptidek, amelyek ezzel 1lényegében azonos aminosavszek-
venciaval birnak, és lényegében ezzel azonos aktivitéasaGak.
Ezek a polipeptidek é&s gybégyaszati szempontbdl megfeleld
s6ik kalciumcsatorna g&atld hatassal birnak sejtekben, koz-
tilk kiildnbdz8 szervezetek, koztik gerincesek és gerincte-
lenek ideg- és izomsejtjeiben. A taladlmény targyat képezi
ezen polipeptidek és s6ik alkalmazasa sejtekben, példaul
egy szervezet ideg- és izomsejtjeiben kalciumcsatorna gat-
lasara, és kalciumcsatornaval kapcsolatos betegségek és al-
lapotok kezelésére eml8sokben. Tovéabba, a taldlmany targyat
képezik a fenti polipeptideket és sbéikat tartalmazdé készit-
mények is.

A kalcium antagonista vegyliletek szamos felhasznala-
si teriilettel birnak. Kalcium antagonistédk klinikai alkal-
mazasra keriilhetnek olyan &llapotok kezelésében, mint pél-
daul az angina, magas vérnyomds, kardiomiopatia, szupraven-
tikularis arritmia, nyeldcsd zardizomgdrcs, korasziilés és
Raynaud-féle betegség. Lasd a W. G. Nayler, Calcium Antago-
nists, Academic Press, Harcourt Brace Jovanovich Pub-
lishers, New york, NY 1988 szakirodalmi helyet, amelyet
leirasunkba referenciaként épitiink be. Tovabba, ezek a ve-
gyililetek alkalmasak a sejtek, példaul ideg- és izomsejtek
fiziolégiajanak tanulmanyozasara.

A taldlmadny a Theraphosidae aphonopelma p&ék mérgében
talalhatdé polipeptidekre vonatkozik. A taldlmany szerinti

polipeptidek, és azok a frakcidék, amelyekben ezek a taldl-
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many szerint jelen vannak, a kdvetkezdk:

Az Aphonopelma 6-6 peptid aminosavszekvencidja: 1. szekven-
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cia azonositasi széam,

6-8 peptid aminosavszekvencidja: 2. szekven-

cia azonositasi szanm,

7-6.1 peptid aminosavszekvencidja: 3. szekven-

7-13.1 peptid
7-13.2 peptid
7-15.2 peptid
7-17.1 peptid
7—1?.3 peptid

7-17.4 peptid

cia azonositasi széam,
aminosavszekvenciaja: 4. szekven-
cia azonositasi szém,
aminosavszekvenciaja: 5. szekven-
cia azonositasi szém,
aminosavszekvencidja: 6. szekven-
cia azonositasi széam,
aminosavszekvencidja: 7. szekven-
cia azonositasi szém,
aminosavszekvencidja: 8. szekven-
cia azonositasi szam,
aminosavszekvenciaja: 9. szekven-

cia azonositasi szanm.

A talalmany szerinti polipeptidek sejtekben kalcium-

csatorna gatld hatassal birnak. Ennek megfelelden ezek a

polipeptidek

onmaguk

sejtekben kalciumcsatorna gatléasra

hasznalhaték. Haszndlhaték ezek a polipeptidek tovabba ge-

rinctelen rovarok szabalyozasara, valamint eml&sdkben sej-

tek kalciumcsatorna funkciéja &ltal k&zvetitett betegségek

és allapotok kezelésére.

A talalmany korébe tartoznak azok a polipeptidek is,

amelyek aminosavszekvencidja és kalciumcsatorna gatld hata-



sa lényegében azonos az el&zdekben leirt peptidekével.

A talalmany targyat képezik tovabba a .fenti polipep-
tidek, és ezen polipeptidek adagolaséara szolgald eljaras.

Az aldbbiakban a taldlminyt részletesen ismertetjiik.

Theraphosidae aphonopelma poékbél mérget nyeriink
szakember szamAra ismert, szokdsos eljarassal, elektromos
ingerléssel végzett fejtés révén. Eldnyds, ha olyan elja-
rast alkalmazunk, amely védelmet nydjt a teljes méregnek
hasi visszadramlids révén vagy vér-nyirokkal valdé szennye-
z8dés ellen. Az ilyen eljarasok szakember szamdra jo6l is-
mertek. Az igy nyert teljes mérget -78 °C hdmérsékleten fa-
gyasztott &llapotban téaroljuk az alébbiakban ismertetésre
keriild tisztitds megkezdéséig. A teljes méregbdl az Ossze-
tevdk tisztitasat forditott fazisd nagynyomasiG folyadékkro-
matografids eljarassal (HPLC) végezziik kiilonféle preparativ
és szemipreparativ oszlopokon, példaul C-4 és C-18 vydacR
oszlopokon (Rainin Instrument Co., Inc., Woburn, Massachu-
setts, USA). A cslcs-detektdlast monokromatikusan végezzik
220-230 nm-nél. A frakcidk tovabbi elemzését példaul Waters
990 dibédas detektor (Millipore Corporation, Waters Chroma-
tography Division, Milford, Massachusetts, USA) révén nyert
polikrém UV adatokkal végezhetjiik. Az oszloprél lejdvd
frakcidkat ismert médon, példdul egy ISCO/"FOXY" frakcid
kollektor alkalmazasaval gyQGjtjiik, é&és ISCO 2159 cslcsdetek-
tor (ISCO, 4700 Superior, Lincoln, Nebraska, USA) alkalma-
zasaval detektaljuk. A frakcidkat megfeleld méretd edény-
ben, példaul steril polietilén laboratériumi eszkdzodkben

gydjtjlik. Ezt kdvetden a frakcidk besliritését liofilezéssel
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végezziik az eluensbdl, majd ezt ko6vetden vizbdl
liofiliz&ljuk. A kapott Osszetevé-frakcidk tisztasagat kro-
matografids elemzéssel hatdrozzuk meg gradiens tipusa
analitikai oszlop alkalmaz&sdval, amely izokratikusabb,
mint a frakcibk végsd tisztitédsara alkalmazott rendszer.

A taldlmany szerinti polipeptideket ismert mddon
szekvendlhatjuk. A primer szerkezet meghatdrozasanak alta-
lanos stratégidja magdban foglalja példaul a kdévetkezd lé-
péseket. 1) A diszulfid-hidakat tartalmazd cisztein egysé-
gek redukdlasa és S-piridilezése a szubsztrat enzimes ha-
tasnak valé érzékenyebbé tételére. 2) A peptidnek egy egy-
lépéses vagy tdbblépéses enzimes emésztéssel valdé hasitéasa.
3) A peptid fragmentumok izoldlasa és tisztitasa forditott
fazisG nagynyomdsi folyadékkromatografias eljarassal. 4) A
peptid fragmentumok jellemzése N-termindlis szekvendlassal
és ion-szérasos tomegspektrometrids eljaréassal.

A vizsgalt polipeptidek cisztein egységeinek S-piri-
dil-etilalasa végrehajthaté példaul oldatban a polipeptid
aminosavszekvenalasat kévetden. Egy ilyen S-piridil-etila-
1asi eljaras végrehajtasat irjuk le az alabbiakban.

Mintegy 1-10 ug polipeptidet oldunk vagy higitunk 50
pl-re egy olyan pufferben, amelyet egyrészt 1 mél/l-es, pH
= 8,5, 4 mmél/1l EDTA-tartalmd trisz-HCl puffer és harom
rész 8 mdél/l-es guanidin/HCl elegyitésével allitunk elS. Az
elegyhez 2,5 ul 10 %-os vizes 2-merkapto-etanolt adunk, és
szobahdmérsékleten, sététben, argongdz atmoszférdban 2 oran
4t inkub&aljuk. Az inkubalast kévetden 2 pul 4-vinil-piridint

(a friss reagenst argongdz atmoszféraban taroljuk =20 °C
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hdmérsékleten) adunk hozz&, é&s az elegyet tovabbi 2 6réan &t
inkub&ljuk szobahdmérsékleten, sotétben, argongéz atmoszfé-
rdban. Az elegyet ezutdn sémentesitjiik, ezt eldnydsen ro-
vid, forditott fazisG oszlopon valé kromatografalassal vé-
gezziik. A kapott alkilat polipeptidet ezutadn ismert elja-
rassal szekvenaljuk.

Azoknak az ismereteknek koészdnhetden, amelyeket a
Theraphosidae aphonopelma méreg a 6-6, 6-8, 7-6.1, 7-13.1,
7-13.2, 7-15.2, 7-17.1, 7-17.3 és 7-17.4 frakcidiban talal-
haté peptidekrdl itt leirunk, lehetdvé valik ezen peptidek
kigydméregbdl vald izolalas/tisztitastol eltérd mas mddsze-
rekkel vald nyerése is. A taladlmany szerinti polipeptidek
eldallithaték rekombindns DNS eljarasokkal az emlitett po-
lipeptidek vagy egy résziik kdédoldé szekvencidjanak klénoza-
sdval. Példaul a fenti polipeptidek aminosav szekvencidjara
vonatkozd informaciék felhasznildsdval ismert mdédon hibri-
diz&cidés prébakat végezhetiink a teljes polipeptidet kdédold
szekvencia klénozasara. Haszndlhatjuk tovabba a rekombinéns
DNS eljarasok és az in vitro proteinszintézis kombinacidjat
a talalmany szerinti polipeptidek eldallitasdra. Az ilyen
in vitro proteinszintézis eljaréasok korébe tartoznak tobbek
k&6z6tt példaul az ABI 430A szilard fazish peptid szinteti-
z&tor (Applied Biosystems, Inc., Foster City, California,
USA) alkalmazasaval, Merrifield szerinti vagy mas szilard
fazisG, szakember sz&mara jél ismert eljarasok alkalmazdsa-
val végzett szintézisek.

Szakember szamara j6l1 ismert, hogy a polipeptidekben

bizonyos aminosav-helyettesitések végrehajthaték anélkiil,



hogy az adott polipeptid funkciéjat befolyadsolndk vagy lé-
nyegesen befolydsolnak. A lehetséges helyettesitések poli-
peptidrdl polipeptidre valtoznak. A lehetséges helyettesi-
tések meghatarozdsa szakember szémdra ismert médon elvégez-
hetd. Igy azok a polipeptidek, amelyeknek aminosav szekven-
cidaja lényegében a fentivel azonos, és kalciumcsatorna gat-
16 hatasuk lényegében a taldlmény szerintivel azonos, a ta-
1almany oltalmi k&érébe tartoznak.

A talalmidny szerinti polipeptidek gerincesek és ge-
rinctelenek kiilénféle sejtjeiben, példaul ideg- és izom-
sejtjeiben gatoljék a kalciumcsatornat.

A talalmdny szerinti polipeptidek kalciumcsatorna
gatldé képességét az aldbbi eljarassal mutattuk ki. 8 napos
patkanyok kisagydbél kisagyi granulasejteket készitiink
(Wilkin é&s munkatarsai, Brain Res., 115, 181-199 (1976)].
Aclar (Proplastics Inc., Wall, NJ, USA) négyzeteket (1 cm2-
esek) poli-(L-lizin)-nel vonunk be, és 1 ml Eagle-féle
alaptdpot tartalmazé 12 lyukd talakba helyezziik. A sejtek
disszocidltak, és az Aclar négyzeteket tartalmazd lyukak
mindegyikébe 6,25 x 106 sejtet tartalmazdé alikvotot adunk.
Szélesztést kdvetBen 24 o6raval 10 umdl/1 végkoncentracidig
citozin-B-D-arabinofuranozidot adagolunk. A sejteket fura2
analizisre a tenyésztés 6., 7. és 8. napjan haszndljuk. Az
Aclar négyzetekhez tapadt sejteket 1 ml HEPES pufferben
(amely 0,01 % marha szérum—-albumint, 0,01 % dextrdzt tar-
talmaz, pH = 7,4, magnéziummentes) 1évd 2 umbél/l-es fu-
ra2/AM (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) tartalmd 12

lyukG lemezre vissziik at. A sejteket 40 percig 37 °C hdmér-



sékleten inkub&ljuk, majd a fura2/AM tartalmi puffert elta-
volitjuk, és olyan pufferrel helyettesitj@k, amely fu-
ra2/AM-t nem tartalmaz, egyébként az eldzvel azonos.
Kvarckiivettdba 2,0 ml 37 °C~ra eldmelegitett puffert adunk.
Az Aclaron l1évd sejteket a kiivettdba vissziik, és a kiivettat
egy 37 °C hdmérsékleten termosztalt, mdgneses keverdvel el-
latott tartéba helyezziik, és a fluoreszcencidt fluoreszcens
spektrofotométerrel (Biomedical Instrument Group, Universi-
ty of Pennsylvania, USA) mérjiik. A fluoreszcencia jelet
mintegy 2 percig hagyjuk stabiliz&lédni. Ezutan a vizsga-
landé vegyiilet tdérzsoldatabdl foszfattal pufferolt sdoldat-
tal (PBS, pH = 7,4) megfeleld koncentraciéra higitott 5-20
gl mintat adjuk a kiivettaba. Minden egyes vizsgdlat kiegé-
szitéseként ismert mdédon elvégezzilk a fluoreszcens szigna-
lok kalibrilasat és a fura2/AM veszteség korrekcidéit [Ne-

meth és munkatarsai, J. Biol., Chem., 262, 5188 (1987)]. A

maximdlis fluoreszcencia értéket (Fpayx) 35 umél/1l ionomicin
hozz&adasaval hatadrozzuk meg, a fluoreszcencia minimum ér-
ték (Fpin) meghatarozasara ezt kovetden 12 mmél/1 EGTA-t
adunk a kalcium kelattd alakitasara. Az eldbbi eljaras al-
kalmazasakor egy adott polipeptid kalciumcsatorna gatld ha-
tasa Ggy nyilvanul meg, hogy a polipeptid adagolasakor a
fluoreszcencia csdkken. A taldlmédny szerinti polipeptidek
alacsony ICgg értékekkel birnak, ez az érték 200 nmdl/l
alatti a fenti vizsgdlat szerinti kalciumcsatorna gatlas
alkalmazasaval. Osszehasonlitasul két Kkereskedelmi forga-
lomban 1évd ismert kalciumcsatorna antagonista, a Nifedipi-

ne és a Verapamil ICgqg értékei 33 nmél/1, illetve 4800



nmél/1.

A talalminy szerinti polipeptidek 6nmagukban hasznos
kalciumcsatorna g&tlék sejtekben. Ugyancsak ~onmagukban
hasznosak ezek a polipeptidek gerinctelen rovarok szabdlyo-
z4sara, valamint emldsdk olyan betegségeinek és 41lapotai-
nak kezelésében, amelyet a sejtekben valamely kalciumcsa-
torna funkcid kozvetit, példaul angina, magas vérnyomas,
kardiomiop&tia, szupraventikularis arritmia, nyeldcs8 2z4ro-
gdrcs, korasziilés és Raynaud-féle betegség kezelésére. To-
vabba, hasznosak ezek a polipeptidek sejtek, koztik tobbek
kSzott idegsejtek, izomsejtek és a kardiovaszkuléris rend-
szer fizioldgidjanak tanulmanyozasara.

A talalmany kdrébe tartoznak a tal&lmany szerinti
polipeptidek gyégyaszati szempontbél elfogadhaté s6i is.
Ezek a s6k szakember szamara j61 ismert eljardssal &llitha-
ték eld. E18allithaték példaul szokasos mdédon ezen polipep-
tidek savakkal alkotott séi.

Ha egy taladlmény szerinti polipeptidet egy emldsnek
adagolunk, beadhatjuk ezt a polipeptidet &nmagaban Vvagy
gybgyaszati szempontbél elfogadhatd hordozbé- vagy higitd-
anyagokkal kombindltan gydgyaszati készitmény formajaban a
szokadsos gydgyszerészeti gyakorlatnak megfelelSen. A poli-
peptidek adagolhatdék ordlisan vagy parenterélisan, eldnyods
a parenterdlis adagolas. A parenterflis adagolas korébe
tartozik az intravénas, intramuszkuléris, intraperitonea-
1is, szubkutan és helyi adagolas.

Oralis adagolss céljara a tal&lmény szerinti poli-

peptideket példaul tablették, kapszulék, vizes oldatok vagy
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szuszpenzidék formadjadban alkalmazzuk. Oralis adagoléasra
szolgald tablettak esetén példaul szokasosan hasznalt hor-
dozdanyagokat, kdztilik laktdzt és kukoricakeményitdt és
cslUsztatészereket, példaul magnézium-sztearatot alkalma-
zunk. A kapszula formaban toérténd oralis adagolas esetén
megfeleld higitdéanyagok példaul a laktdz és a szaritott ku-
koricakeményitd. Ha ordlis adagolasra vizes szuszpenziodkat
alkalmazunk, a hatdéanyagot emulgealdszerrel ées szuszpenda-
16szerrel elegyitjiik. Kivant esetben adagolhatunk édesits-
és/vagy izesitdszereket is.

Intramuszkuladris, intraperltonedlis, szubkutan és
intravénas felhasznalasra a hatdanyagbdl &ltalaban steril
oldatokat készitiink, és az oldatok pH-jat megfelelden beal-
1itjuk, az oldatokat pufferoljuk. Intravénas alkalmazasra a
készitmény oldott anyag ossz-koncentraciéjat az oldat 1zo-
ténias voltanak biztositédsara szabalyozzuk.

Ha egy talalmany szerinti polipeptidet vagy sojat
embernek adagoljuk, a napi ddézist szokasosan a kezelBorvos
hatarozza meg. A dézis az adott személy koratdl, testtome-
gétdl és a gyodgyszerre adott valaszatol fliggden, ezen kivil
a beteg tiineteinek sulyossagatol figgden és az adott eset-
pen alkalmazott vegyiilet hatasossagatol fliggden valtozo.

Ha egy taladlmany szerinti polipeptidet vagy sdjat
gerinctelen rovarok szabalyozasara hasznaljuk, ezt a poli-
peptidet kdzvetleniil a gerinctelenre vagy kdrnyezetére
vissziik ki. Példaul egy taldlmany szerinti vegylilet Kiper-
metezhetd oldat formajaban a gerinctelenre. A vegyliletnek

az a mennyisége, amely gerinctelenek szabalyozasara sziiksé-
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ges, a gerinctelentdl magatél, valamint a kdrnyezeti koril-
ményektdl fliggden valtozo, az alkalmazandd® mennyiséget a
vegyiiletet felhasznald személy hatarozza meg.

Ha egy talalmadny szerinti polipeptidet vagy sdjat
sejtek fiziolégiajanak vizsgalatara alkalmazzuk, a polipep-
tidet a sejtbe szakember szamara ismert ndédon adagoljuk.
Adagolhatjuk példaul a polipeptidet a sejtbe megfeleld fi-
zioldégias pufferben. A talalmany szerinti polipeptidek meg-
feleld koncentraciéja ilyen vizsgalatokban 200 uml/1L.
Azonban a polipeptid koncentracid ezekben a vizsgdlatokban
a 200 pumdl/1l értéknél kisebb vagy nagyobb 1s lehet. A poli-
peptid sziikséges mennyiségét szakember a szakteriileten is-
mert eljarasokkal képes meghatarozni.

Az alabbiakban a talalmanyt példakban mutatjuk be a

¥orlatozas szandéka nélkul.

Nyers Aphonopelma Venom méreq frakcionalasa

Mintegy 40 pl nyers Theraphosidae aphonopelma mérget
forditott fazist HPLC oszlopra (VydacR, c-18, 300 g, 22 x
250 mm) viszlink, és a kromatografalast bifazisos linearis
gradiens program szerint végezzilk 30 percen at 95 % A és &

[

% B eluens elegytdl 80 % A és 20 % B eluens elegyig valtozo
lineadris gradiens, majd 25 percen at 80 % A és 20 % B
eluens elegytdl 30 % A és 70 % B eluens elegyig terjedd
gradiens program szerint [A = 0,1 % trifluor-ecetsav (TFA),
B = acetonitril], a detektalast 220 nm-nél végezzik 15

ml/perc A4ramlési sebesség mellett. A frakcidkat az 1.

tablazatban bemutatott médon szedjiik.
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1. tablazat

6. frakciod 35,9-37,3 perc
7. frakcid 37,3-39,5 perc
8. frakcid 39,5-40,1 perc
9. frakcid 40,1-40,9 perc
10. frakcid 40,9-41,8 perc.

T8bb futtatasbdl Osszegyldjtott azonos frakcidkat be-
parolunk, és liofilizalunk. A tovabbi frakciondlast a Kko-
vetkezdkben mutatjuk be.

IT. lépés

Az I. lépés frakcidinak tovabbi frakciondlasa

A) A 6. frakcidé tovabbi frakcionalasa

A fenti, I. 1lépéshdl szarmazd 6. frakcid anyagat,
amely mintegy 60 ul nyers méregbdl szarmazik, forditott fa-
zisa HPLC oszlopra visszlik (Baker WP C-18, 4,6 x 250 mm) ,

és 85

o\®

A és 15 % B olddszerelegytdl 65 % A és 35 % B oldo-
szerelegyig terjedd gradienst alkalmazunk 45 percen at (A =
0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél vé-
gezzik 1,0 ml/perc aramlasi sebesség mellet. A frakcidkat a
2. tablazatban bemutatott rend szerint szedjuk.

2. tablazat

6-6. frakcid 24,0-24,8 perc
6-7. frakcid 25,0-25,4 perc
6-8. frakcid 25,6-26,5 perc
6-9. frakcid 27,0-28,7 perc
6-13. frakciod 33,5-34,3 perc

6-14. frakcid 34,4-35,4 perc.



T8bb futtatdsbdl szarmazd azonos frakcidkat egymas-
sal egyesitve liofilezéssel slritink be.

BY A 7. frakcié tovabbi frakciondlésa

A fenti I. lépésben kapott, mintegy 60 gl nyers mé-
regb8l szarmazé 7. frakcidét erds kationcseréld oszlopra
[szulfoetil-aszpartamid (The Nest Group, Southborough, MA,
USA)] vissziik, és 45 percen at 100 % A és 0O % B eluens

elegytdl 0 % A és 100 % B eluens elegyig terjedd linedris

gradiens programot alkalmazunk (A = 5 mmol/l H3P04/20 3%
acetonitril, B = 5 mmdl/1 H3PO4, 1,0 mol/1 NaCl/ 20 % ace-
tonitril), a detektalast 230 nm-nél vegezzuk, 1,0 ml/perc

aramlasi sebességet alkalmazva. A frakcidkat a 3. tablazat-

ban bemutatott rend szerint gydjtjik.

7-6. frakciod 21,9-22,3 perc
7-9. frakcid 24,8-25,5 perc
7-11. frakcid 26,1-26,7 perc
7-12. frakcid 27,1-27,6 perc
7-13. frakcid 27,6-28,9 perc
7-14. frakcid 29,7-30,8 perc
7-15. frakciod 31,0-32,3 perc
7-16. frakcid 32,5-33,1 perc
7-17. frakcid 34,2-36,0 perc.

A t3bb futtatasbdl Osszegyldjtdtt egyes frakciodkat
liofilezéssel sUritjik be.

C) A 8. frakcié tovabbi frakcionalasa

Az I. lépés szerint kapott, mintegy 100 pl nyers mé-

regbdl szarmazdé 8. frakcidét forditott fazisd HPLC oszlopra

.......



(VydacR, c-18, 300 A, 10 x 250 mm) vissziik, és 80 % A és 20
% B eluens elegytdl 71 % A és 29 % B eluens elegyilg tartd
lineadris gradiens programot alkalmazunk 35 percen at, majd

71 % A és 29 % B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at (A

o

= 0,1 TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél veé-
gezziik, az aramlasi sebesség 6,0 ml/perc. A frakcidkat a 4.

tablazatban bemutatott rend szerint szedjilk.

4. tablazat

8-5. frakcib 19,2-21,2 perc
8-6. frakcio 21,3-22,5 perc
8-7. frakcib 25,9-26,5 perc
8-8. frakcio 27,4-28,3 perc.

Tokk futtatasbol szarmazo egyesitett azonos frakcio-
kat liofilezéssel s{ritink be.
III. lépés

A II. lépés frakcidinak tovabbi frakcionalasa

A) A 7-6. frakcidé tovabbi frakcionalasa

A II-B lépés szerint kapott, mintegy 70 gl nyers mé-
reghdl szarmazd 7-6. frakciot forditott fazisd HPLC oszlop-
ra (VydacR, c-18, 300 g, 10 x 250 mm) visszuk, €s 90 % A és
10 ¥ B eluens elegy linearis gradiens programot alkalmazunk
10 percen at, majd 90 % A és 10 % B eluens elegytdl 60 % A
és 40 % B eluens elegyig tartd linearis gradienst alkalma-
zunk 40 percen at (A = 0,1 % TFA, B = acetonitril), a de-
tektalast 220 nm-nél végezzilk, az aramlasi sebesség 3,5

ml/perc. A frakcidkat az 5. téblazatban bemutatott rend

szerint szedjik.

.......



5. tablazat

7-6.1 frakcid 32,2-34,3 perc
7-6.2 frakcio 35,5-36,2 perc.

Tobb futtatasbdl szarmazd egyesitett azonos frakcio-
kat liofilezéssel sUritilink be.

B) A 7-9. frakcid tovabbi frakcionaléasa

A II-B lépés szerint kapott, mintegy 300 pl nyers
méregb&1 szarmazo 7-9. frakcioét forditott fazisa HPLC osz-

Q
lopra (VydacR, Cc-18, 300 A, 10 x 250 mm) visszik, és 90

o\°

A

és 10 ¢ B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at, majd 90

o\°

A és 10 % B eluens elegytdl 65 % A és 35 % B eluens ele-
gyig tartd linedris gradiens programot alkalmazunk 40 per-
cen at (A = 0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220
nm-nél végezzik, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A /-9.1
frakciékat tobb futtatasbdél szedjuk, és gyldjtjik a 33. és
35. perc kozotti eldcids iddben.

C) A 7-11. frakcido tovabbi frakcionalasa

A II-B lépésben kapott, mintegy 600 ul nyers méreg-
bd1l szarmazé 7-11. frakciét forditott fazisa HPLC oszlopra
(vydacR, c-18, 300 X, 10 x 250 mm) visszik, és 10 percig 90
$ A és 10 % B eluens elegyet alkalmazunk, majd 90 % A és 10
$ B eluens elegytdl 65 % A és 35 % B eluens elegyig tartd
linearis gradiens programot alkalmazunk 60 percen at (A =
0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél vé-
gezziik, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A 7-11.1 frakcid-
kat tobb futtatasbdél szedjik, és gydjtjik a 34,2 és 35,5

perc kdzdtti elicids iddben.



D) A 7-12. frakcid tovabbi frakcionalasa

A II-B lépésben kapott, mintegy 600 ul nyers méreg-
p51 szarmazd 7-12. frakcidt forditott fazisG HPLC oszlopra
(vydacR, c-18, 300 3, 10 x 250 mm) vissziik, és 90 % A és 10
% B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at, majd 90 % A és
10 % B eluens elegytdl 65 % A és 35 % B eluens elegyig
tarté linearis gradiens programot alkalmazunk 60 percen at,
(A = 0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-neéel
végezzik, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A frakciokat az

eldzGekben leirt rend szerint szedjuk.

6. tablazat

7-12.1 frakcid 28,0-29,1 perc
7-12.2 frakcid 38,4-39,6 perc.

E) A 7-13. frakcio tovabbi frakciondléasa

A 11-B lépésben kapott, mintegy 200 gl nyers méreg-
bd1 szarmazd 7-13. frakcidét forditott fazist HPLC cszlopra
(vydackR, c-18, 300 Z, 10 x 250 mm) visszik, és 90 % A és 10
% B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at, majd 90 % A és
10 % B eluens elegytdl 60 % A és 40 % B eluens elegyig tar-
t6& lineadris gradiens programnct alkalmzzunk 40 percen at, (A
= 0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél veé-

gezzik, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A frakcidkat a 7.

tablazatban bemutatott rend szerint szedjik.

7. tablazat

7-13.1 frakcid 33,0-34,5 perc
7-13.2 frakciéd 35,1-36,5 perc.



Tébb futtatasbol szarmazd egyesitett azonos frakcid-
kat liofilezéssel sUritink be.

F) A 7-15. frakcid tovabbi frakcionalasa

A II-B lépésben kapott, mintegy 200 ul nyers méreg-
b&1l szarmazd 7-15. frakcioét forditott fazisa HPLC oszlopra

(vydacR, c-18, 300 A, 10 x 250 mm) visszik, és 90 % A és 10

o\

$ B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen At, maid 90 % A és
10 & B eluens elegytdl 60 % A és 40 % B eluens elegyig

tarté linedris gradiens programot alkalmazunk 40 percen at,

(A = 0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél

o\

végezziik, az aramlasil sebesseg 3,5 ml/perc. A frakcidkat az

el8z8ekben leirt rend szerint szedjuk.

8. tablazat

7-15.1 frakcid 33,1-33,6 perc
7-15.2 frakcid 34,5-36,2 perc.
7-15%.3 frakcio 37,7-39,1 perc.

Tébb futtatasbdl szarmazd egyesitett azonos frakcio-
kat liofilezéssel sUritiunk be.

Gy A s-le. rrarkcid tovabkl frakcionalass

A II-B lépesben kapott, mintegy 600 gl nyers meéreg-
b&1 szarmazd 7-16. frakciét forditott fazisa HPLC oszlopra
(VydacR, C-18, 300 A, 10 x 250 mm) vissziik, és 90 % A és 10
$ B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at, majd 90 % A és

10 & B eluens elegytdl 65 % A és 35 % B eluens elegyig

tarté linedris gradiens programot alkalmazunk 60 percen at,

o\

(A = 0,1 TFA, B = acetonitril), a detektalast 220 nm-nél

végezzilk, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A 7-16.1 frak-

+ aee
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ciét, amelynek elicids ideje 31,8-33,0 perc, tobb futtatas-

bdl szedjik, és gyljtjik.

H) A 7-17. frakcid tovabbi frakcionalasa

A TI-B. lépésben kapott, mintegy 25 pl nyers méreg-

b3l szarmazd 7-17. frakciét forditott fazisd HPLC oszlopra

o
(VydacR, c-1g, 300 A, 10 x 250 mm) visszik, és 90 % A és 10

Q

B eluens elegyet alkalmazunk 10 percen at, majd 90 % A és

o\°

10 ¢ B eluens elegytdl 60 % A és 40 % B eluens elegyig
tartd linearis gradiens programot alkalmazunk 40 percen at,
(A = 0,1 % TFA, B = acetonitril), a detektaliast 220 nm-nél
végezzilk, az aramlasi sebesség 3,5 ml/perc. A frakciodokat az

eldz8ekben leirt rend szerint szedjik.

7-17.1 frakcid 15,6-18,4 perc
7-17.2 frakcid 18,5-19,4 perc.
7-17.3 frakcid 27,1-28,6 perc.
7-17.4 frakcio 28,6-30,1 perc.
7-17.5 frakciéd 30,1-31,9 perc.
7-17.6 frakcid 31,9-33,5 perc.

Tobb futtataspbol szarmazd egyesitett azonos Lrakcio-
kat liofilezéssel sUritink be.
1. példa

Aphonopelma 6-6 peptid

A TI-A lépés szerint eldallitott 6-6 peptid szerke-
setét az alabbi médon hataroztuk meg és igazoltuk. 1-10

nmél1 mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos készitésével, Waters



Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-analizist
végziink. N-termindlis szekvenalast végzink mind a nativ,
mind a redukélt/piridil-etilalt peptiden impulzus-folyadék-
-szekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SCI-EX APIL
III ionszdérasos tdmegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 6-6 peptid aldbbi szerketét erdsi-
tik meqg.
Szekvencia azonositasi szam: 1., 39 egység, 6 ciszteln, 3
diszulfid kotés.
Szamitott tomeg = 4382,3,
Eszlelt tomeg = 4382,16 + 0,54 (lonszdrasos tomegspektro-
grafiaval).

-

2. példa

Aphonopelma 6-8 peptid

A 1I-A lépés szerint eldallitott 6-8 peptid szerke-
zetét az alabbi modon hataroztuk meg és igazoltuk. 1-10
nmél mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos készitésével, Waters
Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-analizist
végziink. N-terminalis szekvenalast végziink mind a nativ,
mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-folyadék-
-czekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SC1-EX AFIL
11T ionszérasos tdmegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 6-6 peptid alabbi szerketét erdsi-
tik meg.
Szekvencia azonositasi szam: 2., 39 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid kotes.
Szamitott tomeg = 4369,2,

fszlelt tomeg =  4368,26 * 0,27 (ionszbéradsos tomegspektro-
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grafiaval).
3. példa

Aphonopelma 7-6.1 peptid

A III-A lépés szerint eldallitott 7-6.1 peptid szer-
kezetét az alabbi mdédon hataroztuk meg és igazoltuk. 1~10
nmdél mennyiségd mintdkon, 3 parhuzamos készitésével, Waters
Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-analizist
végzlink. N-terminalis szekvenalast végziink mind a nativ,
mind a redukalt/piridil-etildlt peptiden impulzus-folyadék-
-szekvenatoron (ABI). Toémegspektrum-analizist SCI-EX APIT
I11 ionszdrasos tomegspektrométeren végzlink.

A kapott adatok a 7-6.1 peptid alabbi szerketét
erdsitik meq.

Szekvencia azonositasi szam: 3., 33 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid kotes.

Szamitott tomeg = 3786,2,

Eszlelt tomeg = 3784 ,54 (ionszorasos tomegspektrografia-
val).
4. példa

Aphonopelma 7-13.1 peptid

A III-E lépés szerint eldallitott 7-13.1 peptid
szerkezetét az alabbi médon hataroztuk meg és igazoltuk.
1-10 nmdél mennyiségld mintakon, 3 parhuzamos készitésével,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazdsaval PTC aminosav-anali-
zist végzink. N-termindlis szekvenalast végzink mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SCI-EX

API III ionszOrdsos tomegspektrométeren végzink.
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A kapott adatok a 7-13.1 peptid alabbi szerketét

erdsitik meg.

Szekvencia azonositasi szam: 4., 34 cgység, 6 cisztein, 3
diszulfid koteés.
Szamitott tomeg = 3814,32
Eszlelt tomeg = 3813,67 + 0,27 (ionszOrdsos tomegspektro-
grafiaval).

5. példa

Aphonopelma 7-13.2 peptid

A III-FE 1lépés szerint elGallitott 7-13.2 peptid
szerkezetét az alabbi médon hataroztuk meg és igazoltuk. 1-
10 nmél mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos Kkészitéseével,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-anali-
zist végziink. N-terminalis szekvenalast végziink mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SCI-EX
API I1I ionszdérasos todmegspektrométeren végzlnk.

A kapott adatok a 7-13.2 peptid alabbi szerketeét
erGsitik meg.

Szekvencia azonositasi szam: 5., 42 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid kotes.

Szamitott tomeg = 4844,45

Eszlelt tomeg = 4844,66 (ionszdérasos tomegspektrogravia-
val) .
6. példa

Aphonopelma 7-15.2 peptid

A III-F lépés szerint eldallitott 7-15.2 peptid

szerkezetét az alabbi mdédon hatdroztuk meg és igazoltuk. 1-
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10 nmdl mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos készitésével,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazdsaval PTC aminosav-anali-
zist végzilink. N-termindlis szekvendldst végelnk mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilédlt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SCI-EX
API III ionszérasos tomegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 7-15.2 peptid alabbi szerketet
erdsitik meg.
Szekvencia azonositdsi szam: 6., 39 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid koteés.
Szamitott tomeg = 4342,19
Eszlelt tdmeg = 4341,84 + 0,33 (lonszbrasos tomegspektro-
grafiaval).

7. példa

Aphonopelma 7-17.1 peptid

A III-H 1lépés szerint eldallitott 7-17.1 peptid
szerkezetét az alabbi médon hataroztuk meg és igazoltuk.
1-10 nmél mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos készitesevel,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-anali-
zist végzink. N-terminalis szekvenalast végzlink mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). Témegspektrum-analizist SCI-EX
API III ionszoérasos tOmegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 7-17.1 peptid alabbl szerketét
er8sitik meg.

Szekvencia azonositasi szam: 7., 39 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid kotés.

Szamitott tomeg = 4383,28,



.......

Eszlelt tomeg = 4382,33 * 0,52 (ionszdrasos tomegspektro-
grafiaval).
8. példa

Aphonopelma 7-17.3 peptid

A III-H 1lépés szerint eldallitott 7-17.3 peptid
szerkezetét az alabbi mdédon hataroztuk meg és igazoltuk.
1-10 nmél mennyiségd mintdkon, 3 parhuzamos készitésével,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-anali-
zist végziink. N-terminalis szekvendlast végziink mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). Tomegspektrum-analizist SCI-EX
API III ionszérasos tomegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 7-17.3 peptid alabbi szerketét
erdsitik meg.

Szekvencia azonositasi szam: 8.
Eszlelt tomeg = 4368,23 * 0,47 (lonszorasos tomegspektro-
grafiaval).

9. példa

Aphonopelma 7-17.4 peptid

A III-H 1lépés szerint eldallitott 7-17.4 peptid
szerkezetét az alabbi médon hataroztuk meg és 1gazoltuk.
1-10 nmdl mennyiségd mintakon, 3 parhuzamos készitesével,
Waters Pico-Tag rendszer alkalmazasaval PTC aminosav-anall-
zist végziink. N-terminalis szekvendldst végzlink mind a na-
tiv, mind a redukalt/piridil-etilalt peptiden impulzus-fo-
lyadék-szekvenatoron (ABI). TOmegspektrum-analizist SCI-EX
API III ionszérasos tomegspektrométeren végzink.

A kapott adatok a 7-17.4 peptid aladbbi szerketét

.......



erdsitik meg.
Szekvencia azonositasi szam: 9., 39 egység, 6 cisztein, 3
diszulfid kotés.
Szamitott tomeg = 4383,23,
Eszlelt tomeg = 4382,19 *+ 0,38 (ionszbrésos tdmegspektro-
grafiaval).

A k&vetkezdkben dsszefoglaldan a 9 szekvencia jel-
lemzd adatait ismertetjik.
A szekvenciak szama: 9

Az 1. azonositasi szaml szekvencia adatal

(1) A scekvencia jellemzOi:
(A) Hossza: 39 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) Szal: egyszala

(D) Topoloégia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Anti-szenz: nem
(vi) Eredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma
(F) Szovet tipus: méreg
(xi) A szekvencia leirasa:
Leu Phe Glu Cys Val Leu Ser Cys Asp Ile Lys Lys Asn Gly Lys Pro
1 5 10 15
Cys Lys Pro Lys Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Trp Arg Cys Lys
20 25 30
Ile Asn Phe Cys Leu Lys Val

35

-------



A 2. azonositasi szami szekvencia adatai

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 39 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) szal: egyszala

(D) Topoldgia: linearis
(1i) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Anti-szenz: nem
(vi) Eredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma
(F) Szovet tipus: méreg
(xi) A szekvencia leirasa:
Leu Phe Glu Cys Ala Leu Ser Cys Asp Ile Lys Lys Asn
1 5 10
Cys Lys Pro Lys Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Trp
20 25
Ile Asn Phe Cys Leu Lys Ile
35

A 3. azonositasi szamd szekvencia adatai

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 33 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) szal: egyszalua

(D) Topoldgia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem

(iv) Anti-szenz: nem

Gly Lys Pro
15
Arg Cys Lys

30



(vi)

(x1)

Eredeti forrasa:

(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma

(F) Szdvet tipus: méreg

A szekvencia leiréasa:
Cys Ala Glu Phe Gln Ser Lys Cys Lys Lys Asp Ser Glu Cys Cys Gly
1 5 10 15
Thr Leu Glu Cys Ser Pro The Trp Lys Trp Cys Val Tyr Pro Ser Pro

20 25 30

Phe

. azonositasi szamd szekvencia adatai

(1)

(ii)
(iii)
(iv)

(vi)

(x1)

A szekvencia jellemz&i:

(A) Hossza: 34 aminosav

(B) Tipusa: aminosav

(C) Sszal: egyszalua

(D) Topolégia: linearis

Molekula tipus: peptid

Hipotetikus: nem

Anti-szenz: nem

Eredeti forrasa:

(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma

(F) Szovet tipus: méreg

A szekvencia leirasa:
Ser Cys Gly His Val Gly Thr Pro Cys Glu Lys Asn Trp Asp Cys Cys
1 5 10 15
Lys Gly Lys Val Cys Ser Pro Arg Trp Lys Leu Cys Ala Tyr Glu Ser

20 25 30

Pro Phe



Az 5. azonositasi szamd szekvencia adatai

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 42 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) Szal: egyszala

(D) Topolégia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Anti-szenz: nem
(vi) FEredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma
(F) Szovet tipus: méreg
(xi) A szekvencla leirasa:
Cys Leu Gly Glu Asn Val Pro Cys Asp Lys Asp Arg Pro Asn Cys Cys
1 5 10 15
Ser Lys Tyr Glu Cys Leu Glu Pro Thr Gly Tyr Gly Arg Cys Tyr Aala
20 25 30
Ser Tyr Tyr Ser Tyr Lys Lys Lys Thr Leu
35 40

A 6. azonositasi szami szekvencia adatai

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 39 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) Szal: egyszala

(D) Topoldgia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem

(iv) Anti-szenz: nem



(vi) Eredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma
(F) Szdvet tipus: méreg
(xi) A szekvencia leirasa:
Leu Ile Glu Cys Ala Phe Ser Cys Asp Ile Thr Lys Asn Gly Lys Pro
1 5 10 15
Cys Lys Pro Lys Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Trp Arg Cys Lys
20 25 30
Ile Asn Phe Cys Leu Lys Ile
35

A 7. azonositasi szamu szekvencia adatail

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 39 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) Sszal: egyszala

(D) Topoldgia: linearis
(ii) Molekula tipus: peptid
(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Anti-szenz: nem
(vi) Eredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphoncpelna
(F) Szodvet tipus: méreg
(xi) A szekvencia leirasa:
Leu Phe Glu Cys Val Leu Ser Cys Asp Ile Lys Lys Asn Gly Lys Pro
1 5 10 15
Cys Lys Pro Lys Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Trp Arg Cys Lys

20 25 30



Ile Asn Phe Cys Leu Lys Val
35

A 8. azonositasi szamid szekvencia adatai

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossza: 35 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(Y SzA%- eayszalua

(D) Topoldgia: linearis

(ii) Molekula tipus: peptid

(iii1) Hipotetikus: nem

(iv) Anti-szenz: nem

(vi) Eredeti forrasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelna
(F) Szovet tipus: méreg

(xi) A szekvencia leirasa:

e
®
[

Phe Glu Cys Ala Leu Ser Cys Asp Ile Lys Lys Asn Gly Lys Pro

1 5 10 15

Cys Lys Pro Xaa Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Xaa Arg Xaa Xaa
20 25 30

Ile Asn Phe

35

A 9. azonositasi szamQG szekvencia adatai

(1) A szekvencia jellemz&i:
(A) Hossza: 39 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(C) Szal: egyszalu

(D) Topoldégia: linearis

(ii) Molekula tipus: peptid



(iii) Hipotetikus: nem
(iv) Anti-szenz: nem
(vi) Eredeti forréasa:
(A) Organizmus: Theraphosidae aphonopelma
(F) Szovet tipus: méreg
(xi) A szekvencia leirasa:
Leu Phe Glu Cys Val Leu Ser Cys Asp Ile Lys Lys Asn Gly Lys Pro
1 5 10 15
Cys Lys Pro Lys Gly Glu Lys Lys Cys Ser Gly Gly Trp Arg Cys Lys
20 25 30
lie Asn Phe Cys Leu Lys Val

35



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy lényegében tiszta polipeptid, amely az 1.,
2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. és 9. azonositasi szaml szekven-
cidkat tartalmazza vagy egy ezzel lényegében azonos amino-
savszekvenciaval bird és lényegében azonos kalciumcsatorna
gatldé aktivitasu polipeptid vagy gydgyaszati szempontbdl
elfogadhatd soja.

2. Az 1. igénypont szerinti lényegében tiszta poli-
peptid, a z z a1l j el lemezvVv e, hogy az 1., 2.,
3., 4., 5., 6., 7., 8. és 9. azonositasi szami aminosav
szekvenciakat tartalmazza, vagy ezen vegyiilet gydgyaszati
szempontjabdl elfogadhatd sdbi.

3. Eljaras egy sejtben kalciumcsatorna gatléasara,
azzal jellemez Vv e, hogy a sejtbe az 1. igény-
pont szerinti polipeptid kalciumcsatornat gatld mennyiségét
adagoljuk.

4., A 3. 1igénypont szerinti eljaras, a z 2z a 1
jellemezvVve, hogy a sejt egy emlds idegrendszerének

része.

A meghatalmazott:
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