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KIVONAT

A talalmany targya eljarés a szoveti faktornak a vérerek
Ujbali elzarodasanak (resztenodzis), a vérlemezek felgyti-
lésének gatlasara, ami abbdl 4ll, hogy a betegnek olyan
készitmény terdpias hatdsi mennyiségét juttatjak be,

A leiras terjedelme 20 oldal (ezen beliil 1 lap abra)

mely a katalitikus kozpontjaban legalabb egy olyan moé-
dositassal rendelkez8 VII faktort tartalmaz, mely modo-
sitas lényegében gatolja a VII faktor X vagy IX plazma-
faktorokat aktivalo képességét.
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A jelen taldlmany antikoagulansként alkalmazhaté fe-
heérjékkel foglalkozik. Kozelebbrdl, a jelen talalmany a
VII faktor olyan modositott alakjaival foglalkozik, me-
lyek gatoljék a véralvadast és a szoveti faktort.

A véralvadas kiillonféle vérkomponenseknek vagy
-faktoroknak bonyolult kolcsonhatasabol all6 folyamat,
mely végiil a fibrinalvadék megjelenéséhez vezet. A vér-
komponensek, melyek részt vesznek a koagulicios
,kaszkad -nak nevezett folyamatban, 4ltaliban proenzi-
mek vagy zimogének, olyan enzimoldgiailag inaktiv fe-
hérjék, melyek egy aktivator — mely maga is egy akti-
valt alvadasi faktor — hatéséra proteolitikus enzimekké
alakulnak. Ezen az atalakulason itment faktorokat, me-
lyeket altaldban ,aktiv faktoroknak” neveznek, kis ,,a”
betiivel jelolik (példaul V1la faktor).

Aktivalt X faktor (,,Xa”) sziikkséges ahhoz, hogy a
protrombin trombinné alakuljon, amelyik azutén a fib-
rinogént alakitja 4t fibrinné, ami a fibrinolvadék kelet-
kezésének befejezl 1épése. Az X faktor aktivalasara két
rendszer vagy folyamat szolgal. Az ,intrinsic” folya-
mat azokat a reakciokat jelenti, melyek a trombin kelet-
kezését csak a plazmaban 1évé faktorok felhasznaldsa-
val valdsitjak meg. A protedzok kozvetitette aktivaciok
sorozata végiil a IXa faktort eredményezi, mely a VIlla
faktorral egyiitt a X faktort Xa faktorra hasitja. Hasonld
proteolizissel hat a véralvadés ,extrinsic” folyamata-
ban a VIla faktor és kofaktora, a sz6veti faktor. A szo-
veti faktor membranhoz kotott fehérje, és normalis ko-
riilmények kozott nem taldlhaté meg a plazméban.
A vérér sériilésekor azonban dsszekapcsolodhat a VIla
faktorral, mely komplex Ca++ és foszfolipid jelenlété-
ben katalizilja a X faktor vagy a IX faktor aktivaloda-
sat [Nemerson és Gentry, Biochem., 25:4020-4033
(1986)]. Noha a két koagulacios folyamatnak a viszo-
nyitott jelentdsége a hemosztazisban nem ismert, az
utobbi években megallapitottak, hogy a VII faktornak
és a szoveti faktornak kulcsszerepe van a véralvadas
szabélyozasaban.

A VII faktor olyan nyomokban 1év4 plazma-gliko-
protein, amelyik egyes lancti zimogénként kering a vér-
ben. A zimogén katalitikusan inaktiv [Williams és mun-
katarsai, J. Biol. Chem., 264: 7536-7543 (1989); Rao
és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:
6687-6691 (1988)]. Az egyes lancu VII faktort kettds
lanch Vlla faktorra alakithatja at a Xa, Xlla, IXa faktor
¢és a trombin in vitro. A Xa faktorrol feltételezik, hogy a
VII faktor 6 fizioldgiai aktivatora. Hasonléan a hemo-
sztazisban részt vevl néhany mas plazmaproteinhez, a
VII faktor aktivitasa is K-vitamin-fiiggé, amennyiben a
fehérje aminoterminalisan csoportba rendez3d6 gluta-
minsavak gamma-karboxilacidja K-vitamint igényel.
Ezekre a gamma-karboxilalt glutaminsavakra a VII fak-
tor foszfolipidekkel valé koélcsonhatasinal van sziik-
ség, mely kolcsonhatasban fém vesz részt.

A VII faktor zimogén aktivalt kettGs lanci molekula-
va valo atalakulasa a molekula kozéptdjan elhelyezkedd
egyik belsd peptidkotésének a felhasitasa révén valosul
meg. Az emberi VII faktor aktivalasanak hasitohelye az
Arg;s,—Ile;s; kotésnél van [Hagen és munkatérsai,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83: 2412-2416 (1986);
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Thim és munkatarsai, Biochem., 27: 7785-7793
(1988), mindkét cikk referenciaként beépitett ezen beje-
lentésbe]. A szarvasmarha VII faktor ugyancsak az
Arg,s,—Ile s; kotés hasitasaval aktivalodik [Takeya és
munkatarsai, J. Biol. Chem., 263:14 868-14 877
(1988)]. Szoveti faktor, foszfolipidek és kalciumionok
jelenlétében a kettds lanct Vlla faktor korlatozott pro-
teolizissel gyorsan aktivalja a X és IX faktorokat.

Gyakran sziikséges, hogy a beteg koagulacios kasz-
kadjat szelektiven blokkoljuk. Heparin, kumarin, kuma-
rinszarmazékok, indandionszarmazékok és mas hatd-
anyagok hasznalhatok fel véralvadasgatloként példaul
a vesedializis alatt, a mélyvénas trombozis kezelésére,
a disszeminalt intravaszkularis koagulacio (DIC) keze-
lésére, és mas egészségkarosodisban szenved6knél.
igy példaul dializisnél heparinos vagy — testen kiviil —
citrationos kezelés (4 500 309 szamu amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalom) alkalmazhat6, hogy megaka-
dalyozzuk a dializis alatt a véralvadast. Heparint hasz-
nélnak a mélyvénas trombdzis megeldzésére is a sebé-
szetl beavatkozasnak alavetett betegeknél.

A heparinnal vagy mas antikoagulanssal trténd ke-
zelésnek azonban nem kivant mellékhatdsai lehetnek.
A rendelkezésre allo antikoaguldnsok altaldban az
egész testben hatnak, és nem specidlisan az alvadék he-
lyén. A heparin példaul silyos vérzést okozhat. Tovab-
bd a koriilbeliil 80 perces felezési ideje miatt a heparin
gyorsan eltlinik a vérbdl, gyakori adagolast igényelve.
Minthogy a heparin az antitrombin (AT III) kofaktora-
ként miikodik, és az AT I gyorsan elt(inik a DIC keze-
lésekor, gyakran nehéz fenntartani a kelld heparindo-
zirozast, és folyamatosan mérni kell az AT III és a
ha az AT III szintje extrém modon lecsokken. Tovabba
a hosszabb ideig tartd heparinos kezelés fokozhatja a
vérlemezek aggregaciojat is, csokkentve a vérlemezek
szamat, és kozremikodik a csontritkulds kialakuldsa-
ban. Az indandionszarmazékoknak (igyszintén lehet to-
xikus mellékhatasuk.

A fent roviden ismertetett antikoagulansokon tal, né-
hény természetes fehérjérdl is megallapitottak, hogy vér-
alvadisgatlé hatasuk van. igy példéul Reutelingsperger
(4 736 018 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalom) a szarvasmarha aortajabol €s az emberi k6ldokvé-
néabol, artéridkbol izoldlt véralvadasgatlo fehérjéket.
Maki és munkatarsai emberi méhlepénybdl szarmazd
antikoagulans fehérjéket fedeztek fel (4 732 891 szami
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalom). Ezenkiviil
az AT III-t gyogyaszati céllal antikoagulansként ajanljak
[Schipper és munkatarsai, Lancet, 1 (8069):854-856
(1978); Jordan, 4 386 025 szamu amerikai egyesiilt 4lla-
mokbeli szabadalom; Bock és munkatarsai, 4 517 294
szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalom].

Ateroszklerézisndl az érelvaltozas kialakuldsiban,
az érrekonstrukcid utan vagy mas érsériilésre valo rea-
galasnal fontos esemény a simaizomsejtek osztddéasa a
vérér falaban. gy példaul az ateroszklerozis kezelése
gyakran jelenti a blokkolt ér kiiktatasat érplasztikaval,
endarterektomidval, redukcids aterektomiaval vagy
sont beiiltetésével, vagyis olyan sebészeti eljarasokkal,
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melyeknél az ateroszklerotikus ,,plakkokat” 6sszenyom-
jak vagy katéterezéssel eltavolitjak (érplasztika), bemet-
széssel eltdvolitjdk a vérér falabol (endarterektomia)

vagy természetes vagy szintetikus vezetékkel athidal-
jak. Ezeknél az eljarasoknal eltivolitjdk a vérér endo-
theliumat, megsértik az alatta fekvé érbelhartyaréteget

és elpusztulnak a tunica medidhoz tartozo simaizomszo-
vetek. Az ilyen sériilést a simaizomszovetek szaporoda-
sa, és az érbelhartyaba valod migracio koveti, ami jellem-
z6en bekovetkezik néhany héten beliil, és tarthat a sérii-
lés utdni hatodik honapig, majd ledll, ha a felsé endothe-
lidlis réteg helyreallt. Embernél ezek az elvaltozasok

20% sejtbdl és 80% sejten kiviili allomanybdl allnak.

Az érplasztikaval, endarterektémiaval vagy sont be-
iltetésével kezelt betegeknek korilbeliil 30%-4nal
vagy még nagyobb arinyban a trombézis léphet fel
és/vagy a simaizomsejtek érbelhartyaban valé szaporo-
dasa a vérér ujboli elzarodasat és kovetkezésképpen a
helyreallito mitét sikertelenségét eredményezi. A vérér
mitétet kovetd ilyen elzardédasat nevezik resztenod-
zisnak.

Tovébbra is igény van olyan javitott antikoagulans
készitményekre, melyek viszonylag alacsony dézisban
adhatok, és nem idézik elé azokat a nemkivanatos mel-
lékhatasokat, melyek a hagyomanyos antikoagulans ké-
szitményekkel jarnak. A jelen taldlmany tejesiti ezt az
igényt, olyan véralvadasgatlokat nyvjtva, melyek speci-
fikusan a sériilés helyén hatnak, tovabbi mas elényds tu-
lajdonsagaik is vannak.

A taladlmany tehat olyan 0j készitményekkel szol-
gal, melyek antikoagulans tulajdonsigokkal rendelke-
z6, modositott VII faktort tartalmaznak. A moédositott
VII faktor készitmények a szoveti faktort is gatoljak.
A moddositott VII faktor szekvencigjaban legalabb egy
aminosavmodositas van, ahol a modositast ugy vélaszt-
juk meg, hogy lényegesen csokkenjen az aktivalt VII
faktornak a X vagy XI plazmafaktorok aktivaldsat kata-
lizal6 képessége, és ezaltal képes legyen gatolni az alva-
dast. Az Gj VII faktor aktiv helye legaldbb egy amino-
sav cseréjével modositott, és ez a modositott forma ké-
pes kapcsolodni a szdveti faktorhoz. A médositott VII
faktor készitmény altaldban a 1ényegében tiszta allapot-
ban lév§ anyag.

A talalmény szerinti vegyiiletek kiilondsen alkalma-
sak a kiilénféle betegségben szenveddk kezelésére, ha
gyogyszerkészitmények alakjdban adjuk be a véralva-
dassal kapcsolatos allapotok kezelésére.

A mobdositott VII faktor molekulaknak, mely képe-
sek megkotni a szoveti faktort, de lényegesen csokkent
katalitikus képességiik van mas faktorok aktivéilaséra a
véralvadasi kaszkadban, hosszabb felezési ideje lehet a
plazmaban, és ezaltal hosszabb a véralvadasgétlé hata-
suk, mint més antikoagulansnak. A taldlmény szerinti
vegyiiletek tehat olyan allapotok kezelésére javallottak,
melyeknél rendszerint antikoagulénsokat alkalmaznak,
mint példaul a mélyvénatrombozis, a tiidGembdlia, a hi-
dés, a disszeminalt intravaszkularis koagulacidé (DIC)
és a szivinfarktus. A készitmények felhasznalhatok a
vérér (jboli szlkilésének vagy a vérlemezek lerakoda-
sanak és az emlitettekkel kapcsolatos rendellenességek-
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nek a megakadalyozasara. A koagulaciénak, a vérér Uj-
boli beszilikiilésének vagy a vérlemezek lerakodasanak
a megakadalyozésara szolgalo eljaras példaul abbol all,
hogy a betegnek olyan modositott VII faktort tartalma-
z6 gyogyszerkészitményt adunk be, mely faktor katali-
zist végz6 Sersyy, AsPy,, és His,g; triddjanak legalabb
egyik aminosava kicserélt. A kezeléshez olyan mennyi-
ségli készitményt hasznalunk, mely hatasosan gitolja a
véralvadast, a vérér resztenozisat, illetve a vérlemezek
lerakodésat.

A human célu gyogyszerkészitmények altalaban a
modositott human VII faktort és gyogyaszati szempont-
bél alkalmazhato vivéanyagokat és puffereket tartal-
maznak.

A human és szarvasmarha VII faktor elonydsen az
aktiv hely Sers;,, aminosavéanal modositott oly méodon,
hogy a Ser-t Gly-nel, Met-nal, Thr-nal vagy — legel6-
nydsebben — Ala-nal cseréljiik ki. A csere torténhet ki-
zarblag az emlitett helyen vagy érintheti a katalitikus
tridd — melyhez hozzatartozik még a His o3 és az
Asp,4, is — mas helyét vagy helyeit is.

Egy maésik szempontbdl a taldlmany azokra a poli-
nukleotidmolekuldkra vonatkozik, melyek két miik6dé-
képesen kapcsolodo szekvencidbdl allnak. A két szek-
vencia kodolja a pre-pro-fehérjét és a K-vitamin-fiiggé.
plazmaprotein gla-doménjét, illetve a lag-domén nélkii-
1i VII faktor proteint. Expresszalodaskor a nevezett poli-
nukleotid olyan médositott VII faktor molekulat kodol, .
mely lényegesen nem aktivalja a X és a IX faktorokat,
és képes kapcsolodni a szoveti faktorral. Az emlitett
polinukleotid &ltal expresszalt modositott VII faktor:
molekula biologiailag aktiv antikoaguléns, azaz képes
gatolni a koagulacids kaszkadot és ezéltal a fibrinalva-
dék vagy fibrinrdg kialakulasat. Hogy a moédositott VII
faktort expresszaljuk, a polinukleotidmolekulat emlGs-
sejtvonalba, példaul BHK, BH 570 vagy 293 sejtvona-
lakba transzfektéljuk.

Az ibra a Seryy4 — Ala cserével modositott VII fak-
tor DNS-szekvencidjat hordozé expresszids vektor
felépitését mutatja. A hasznalt jelolések: ,,0-1" az
adenovirus 5 0-1 térképegység szekvencidja; ,,E” az
SV40 enhancer; MLP az adenovirus f6 késdi promotere
(major late promoter), SS a kapcsolohelyek készlete;
pA az SV40-bdl szarmazé poliadenilacios szignal a ké-
s6i orientdcidban.

A jelen talalmany 1j, modositott VII faktorral szol-
gal, melynek antikoagulans aktivitdsa van. A VII faktor
lehet zimogén alakjaban (azaz egyes lanci molekula
formajaban) vagy az aktivacids helyén elhasitott alla-
potban.

A modositott VII faktor készitményei alkalmasak
az emberbe és kiilonb6zé emlésokbe valo bejuttatisra
azzal a céllal, hogy gatoljuk a koaguldcids kaszkadot.
A modositott VII faktor beadhatd a betegeknek mas
antikoagulansok kiséretében vagy azok helyett.

A VII faktor fontos szerepet jatszik a véralvadas
kaszkadjaban, kiilonosen vonatkozik ez az ,.extrinsic”
folyamatra. Ha a keringd plazmaban inaktiv, egyes szé-
14 zimogén fehérjeként 1évo faktor aktivalodik, a Vila
faktor a szoveti faktorral és kalciumionokkal kombina-
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16dva a X faktort Xa faktorra, a IX faktort IXa faktorra
aktivalja, ami végeredményként a fibrinalvadék keletke-
zéséhez vezet.

A jelen taldlmanyban leirtak lehetdséget nyijtanak
arra, hogy a koagulacids kaszkéd eseménysorozatat meg-
gatoljuk, megakadalyozva a IX és X faktorok Vlla fak-
torral valé aktivalasat. A taladlmany szerinti VII faktor
protein katalitikus helye oly médon médositott, hogy ez-
altal csokken a VIIa faktor katalitikus aktivalohatasa,
noha a molekula tovabbra is képes hozzakotédni a sz6-
veti faktorhoz. A modositott VII faktor verseng a VII
faktorral és/vagy a Vlla faktorral a szdveti faktorhoz tor-
tén6 kotGdésért.

A jelen taladlmany egyik kivitelezési moédja, hogy
a katalitikus kozpont vagy tridd kémiai szdrmazék-
képzésével gatoljuk a VII faktor katalitikus aktivitasat.
A szarmazékképzéshez a VII faktort példaul irreverzibi-
lis gatléanyaggal — mint amilyen a szerves foszforve-
gyilet, a szulfonil-fluorid, a peptid-halo-metil-keton
vagy az azapeptid — reagaltatjuk vagy acilezziik. El5-
nyds peptid-halo-metil-keton a PPACK (D-Phe-Pro-
Arg-klor-metil-keton; lasd: 4 318 904 szAmu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalom, mely a talalmanyba
referenciaként beépitett) és a DEGRck (denzil-Glu-
Gly-Arg-klor-metil-keton).

A taldlmény egy masik kivitelezési modjanal a VIla
faktor katalitikus aktivitdsat oly modon gétoljuk, hogy
aminosavakat cseréliink ki, épitiink be vagy ejtiink ki.
Az eldnyos kivitelezési modnal aminosavcsere torténik
a VII faktor katalitikus triddjanak aminosavszekvencia-
jaban. Katalitikus triadnak nevezziik a VIla faktor kata-
litikus helyén kézremikodé aminosavakat tartalmazo
régiot. A katalitikus triddban a helyettesités, beépiilés
vagy deléci6 éltalaban azokat az aminosavakat érinti,
vagy azon aminosavak szomszédsagaban torténik, me-
lyek a katalitikus helyet kialakitjak. A human és szarvas-
marha VII faktor protein katalitikus ,triadjat” képez6
aminosavak: a Sersy,, Asp,y, és a His g3 (az index az
aminosavnak a szekvencidban elfoglalt helyét jelzi).
Mas emldsfajok VII faktoranak katalitikus helye a ren-
delkezésre all6 technikdkkal meghatirozhato, tdbbek
kozott a fehérjeizolalas és az aminosavszekvencia anali-
zise utjan. A katalitikus hely felderithet6 oly médon is,
hogy a szekvencidt mas szeril-protedzok — foként a
kimotripszin — szekvenciaja mellé allitjuk, mely protea-
zok aktiv helyét el6z6leg mar meghataroztuk [Singler
¢és munkatarsai, J. Mol., Biol., 35: 143-164 (1968)].
Az aktiv helyek megallapithatok az analdgidk alapjan.

Az aminosav helyettesitését, beépitését vagy delé-
cidjat Ggy hajtjuk végre, hogy ezzel meggatoljuk vagy
masként megakadalyozzuk a X és/vagy IX faktorok
Vlla faktorral valé aktivalasat. A VII faktort azonban
ugy kell médositani, hogy tovabbra is megtartsa a valo-
di VII és/vagy Vlla faktorral valo versengését a koagu-
lacios kaszkadban a széveti faktorhoz kétGdésért. Ez a
versenyképesség konnyen megallapithatd, példaul az
itt leirt alvadasi vizsgalattal vagy a kompeticios kotédé-
si vizsgilattal, ahol példaul olyan sejtvonalat haszna-
lunk, amelynél a sejtfelszinen szoveti faktor talalhatd.
Ilyen a humén J82 hugyhdlyagkarcindma-sejtvonal [So-
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kai és munkatirsai, J. Biol., Chem., 264: 9980—-9988
(1989); referenciaként beépitve].

A humain és szarvasmarha VII faktor katalitikus he-
lyét képezb Serzqy, Aspyy, €s His g3 aminosavak helyet-
tesithet6k vagy kiejthet6k. A jelen taldlmény szerint
elényos csak egyetlen aminosavat megvaltoztatni, ezél-
tal csokkentjiik annak valoszinlségét, hogy nd a mole-
kula antigén jellege, vagy hogy lehetetlenné tessziik a
szoveti faktorhoz valé kotGdését. Elvégezhetjiik azon-
ban kett6 vagy tobb aminosav megvaltoztatasat is (he-
lyettesitést, hozzaadast vagy deléciot) és kombinalhat-
juk is a helyettesités(eke)t, a hozzdadas(oka)t és delé-
cio(ka)t. Az emberi és szarvasmarha VII faktornal elG-
nyds a Sersyy4 aminosavat Ala aminosavval kicserélni,
de helyettesithetjiikk Gly, Met, Thr vagy mas aminosa-
vakkal is. El6ny6s az Asp-t Glu-val és a His-t Lys-nel
vagy Arg-nal helyettesiteni. Altaldban a helyettesités-
nél az aminosavakat Ggy kell megvalasztani, hogy a fe-
hérje harmadlagos szerkezete a lehetd legkevesebbet
valtozzon. A helyettesitéshez hasznalt aminosavak kiva-
lasztasahoz eligazitist adhat Dayhoff és munkatarsai
modellje (,,Atlas of Protein Structure 1978, Natl. Bio-
med. Res. Found., Washington, D. C.; referenciaként
beépitve). Az ember a szarvasmarha vagy mas faj meg-
felelé VII faktoranak katalitikus helyén elvégezhetjiik a
fent leirt valtoztatasokat, és a nyert fehérjét az itt leirt
modon megvizsgalhatjuk, hogy a kivant mértékben
gatolt-e a katalitikus aktivitasa €s rendelkezik-e anti-
koagulans hatassal. A médositott VII faktor katalitikus
aktivitasa lényeges mértékben gatolt, altalaban gyen-
gébb, mint a megfeleld faj természetes VII faktora akti-
vitasanak 5%-a, de még elénydsebb, ha nem éri el az
1%-4t.

A jelen taldlmany szerinti fehérjék a rekombinans
DNS-technikak alkalmazisaval elgallithatok. Altala-
ban egy klonozott természetes VII faktor DNS-szek-
venciat modositunk oly moédon, hogy a kivént fehérjét
kédolja. Ezt a modositott szekvenciat azutan beépitjiik
egy expresszios vektorba, amivel a gazdasejtet transz-
forméljuk vagy transzfektaljuk. Elonyds gazdasejtek a
magasabb rendii eukariotak sejtjei, kiilondsen a tenyész-
tett emlGssejtek. Az ember VII faktor teljes nukleotid-
¢és aminosavszekvenciaja ismert. Lasd a 4 784 950 sza-
mu amerikai egyesilt llamokbeli szabadalmat (referen-
ciaként a bejelentésbe beépitve), mely leirja a human
VII faktor klénozasat és expresszalasat. A szarvasmar-
ha VII faktor szekvenciajat Takeya és munkatérsai ir-
tak le [J. Biol. Chem., 263: 14 868—14 872 (1988);
referenciaként beépitve].

Az aminosavszekvencia megvalasztasara kiilonféle
eljarasok éllnak rendelkezésiinkre. A DNS-szekvencia
modositasa torténhet helyspecifikus mutagenezissel.
A helyspecifikus mutagenezis technikai jol ismertek a
szakteriileten, erre vonatkozo leirast taldlunk példaul
Zoller és Smith cikkében [DNA; 3: 479-488 (1984)].
Ezek szerint a VII faktor nukleotid- és aminosavszek-
vencidjanak a felhasznaldsaval elvégezhetjiik a valasz-
tott valtoztatas(oka)t.

A talalmény szerinti modositott VII faktor magaban
foglalja azokat a fehérjéket, melyek aminoterminalis ré-
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sze (gla domén) a K-vitamin-fiiggd plazmaprotein IX
faktor, a X faktor, a protrombin, a C protein, S protein
vagy Z protein egyikének gla doménjével helyettesitett.
A K-vitamin-fiiggé plazmaproteinek gla doménjét
gamma-karboxi-glutaminsavak jelenléte jellemzi, és 4l-
taldban 30-40 aminosav hosszusagh, olyan C-ter-
minélissal, ami megfelel az exon-intron hatarok helyé-
nek az illetd génekben. A heterogén gla doménnel ren-
delkezd VII faktor eldallitasara szolgald eljarasokat a
4 784 950 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalom (referenciaként beépitve) irja le.

A jelen talalmanyban felhasznalt DNS-szekvencidk
altalaban egy pre-pro-peptidet kodolnak a VII faktor
protein amino-terminalisanal, hogy a megfelel6 poszt-
transzlacids folyamatot (példaul a glutaminsavak gam-
ma-karboxilalodasat) és a gazdasejtbdl vald kivalaszto-
dast elérjiik. A pre-pro-peptid lehet a VII faktoré vagy
mas K-vitamin-fliggd plazmaproteiné, mint amilyen a
IX faktor, a X faktor, a protrombin, a C protein vagy az
S protein. Amint az a szakemberek el6tt vildgos, a mé-
dositott VII faktor aminosavszekvencidjianak tovabbi
modositasai is elvégezhetdek, amennyiben ezek a val-
toztatasok lényegesen nem rontjak a fehérje véralvadas-
gatl6 hatasat. Igy példaul a katalitikus triddban médosi-
tott VII faktor megvaltoztathatd az aktivacios hasito-
helyen is, hogy ezzel megakadalyozzuk a VII faktor
zimogénjének aktivalt kettds lancu alakba valo atalaku-
lasat. Ilyen eljarast ir le az 5288 629 szami amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalom (referenciaként be-
€pitve).

A jelen taldlményban alkalmazott expresszids vekto-
rok a klénozott gén vagy cDNS transzkripcijét iranyita-
ni képes promotert tartalmaznak. A tenyésztett emléssej-
tek esetében elényosek a viruspromoterek és a sejtpro-
moterek. A viruspromoterekhez tartozik az SV40 pro-
moter [Subramami és munkatarsai, Mol. Cell. Biol, 1:
854—-864 (1981)] és a CMV promoter [Boshart és mun-
katarsai, Cell, 41: 521-530 (1985)]. Kiilonosen el6-
ny0s viruspromoter az adenovirus 2-b6l szarmazo £6 ké-
s61 promoter [Kaufman és Sharp, Mol. Cell. Biol., 2:
1304-1319 (1983)]. A sejtpromoterek kozé tartozik az
egér kappa-gén-promotere [Bergman és munkatérsai,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 70417045 (1983)] és
az egér Vy-promoter [Loh és munkatarsai, Cell., 33:
85-93 (1983)]. Kiilonosen el6nyds sejtpromoter az
egér metallotionein-I promoter [Palmiter és munkatar-
sai, Science, 222: 809-814 (1983)]. Az expresszids
vektorok tartalmazhatnak RNS-illeszkedési helyeket is
a promotertd] lefelé és magatol a VII faktor szekvencia-
janak inszercios helyétdl felfelé. Elonyds RNS-illesz-
kedési helyek nyerhetSk az adenovirus- és/vagy immu-
noglobulin-génekbdl. Ugyancsak tartalmaznak az exp-
resszids vektorok egy poliadenilacios szignélt az inszer-
cids helyt6l lefelé elhelyezkedve. Kiilondsen eldnyos
poliadenilacids szignal az SV40 korai vagy kés6i poli-
adenilacids szignalja (Kaufman és Sharp, lasd fent), az
adenovirus 5 E/b régio poliadenilacids szignélja, a hu-
mén novekedésihormon-gén terminator [DeNoto és
munkatarsai, Nuc. Acids Res., 9: 3719-3730 (1981)]
vagy a human és szarvasmarha VII faktor gén poli-
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adenilacios szignalja. Az expresszios vektorok tartal-
mazhatnak nem kddol6 virusleader-szekvenciat is, mint
amilyen az adenovirus 2 haromrészi leadere, a pro-
moter és az RNS-illeszkedési helyek kozott elhelyez-
kedve; tovabba enhancerszekvenciat, mint amilyen az
SV40 enhancere.

A tenyésztett emldssejtbe a klonozott szekvenciat
példaul kalcium-foszfat kozvetitette transzfekcidval
[Wigler és munkatarsai, Cell, 14: 725-732 (1978);
Corsaro és Pearson, Somatic Cell Genetics, 7: 603—-616
(1981); Graham és Van der Eb, Virology, 52d: 456—467
(1973)] vagy elektroporaciéval [Neumann és munkatar-
sai, EMBO J,, 1: 841-845 (1982)] juttatjuk be. Az exo-
gén DNS-t expresszal6 sejtek azonositasara és szelektala-
séra a kérdéses gének vagy cDNS mellett altalaban bevi-
sziink egy gént, ami egy szelektalhatd fenotipust biztosit
(szelektalomarker). Elonyos szelektalomarkerek kozé tar-
toznak azok a gének, melyek hatdanyagokkal — példaul
neomicin, higromicin és metotrexat — szembeni rezisz-
tenciat nytjtanak. Elényds amplifikalhaté szelektalo-
marker a dididrofolat-reduktaz (DHFR) szekvencidja.
A szelektdlomarkerek attekintését adja Thilly (,Manna-
lian Cell Technology”, Butterwork Publishers, Stane-
ham, MA; referenciaként beépitve). A szelektalomarke-
rek valasztéka jol ismert a szakemberek el6tt.

A szelektalomarkerek bevihetSk a sejtbe a kérdéses-
gén bevitelével egy iddben egy kiilon plazmidon vagy
ugyanazon a plazmidon. Ha ugyanabban a plazmidban
helyezkednek el, a kérdéses gén és a szelektadlomarker
lehet kiilonb6z6 promoter vagy kozds promoter iranyita-
sa alatt, az utobbi elrendezés egy dicisztronos tizenetet
eredményez. Az ilyen tipusok felépitése ismert a szakte-
rilleten [példaul Levinson és Simonsen, 4 713 339 sza-
m amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalom). Ugyan-
csak el6nyos lehet ,carrier-DNS”-ként ismert jarulékos
DNS-t is bejuttatni a sejtekbe.

Miutén a sejtek felvették a DNS-t, megfeleld tapko-
zegben tenyésztjilk ket altalaban 1-2 napig, hogy
megkezd6djon a kérdéses gén expresszidja. A ,,megfe-
leld tapkozeg™ kifejezés olyan kozeget jelent, mely tap-
anyagokat, valamint a sejtek novekedéséhez és a modo-
sitott VII faktor génjének kifejez8déséhez sziikséges
mas alkotorészeket tartalmaz. A kozeg éltalaban szén-
forrast, nitrogénforrast, esszencidlis aminosavakat, fe-
hérjét és novekedési faktorokat tartalmaz. A gamma-
karboxilalt médositott VII faktor eldallitasahoz a kozeg
tartalmaz még K-vitamint, elénydsen 0,1-5 pg/ml kon-
centracioban. Ezutin végezzik el a hatoéanyag-szelek-
ciot, hogy kivalaszthassuk azokat a sejteket, melyek sta-
bil médon expresszaljak a szelekcios markert. Azoknal
a sejteknél, ahol amplifikdl6dé szelekciés markert
transzfektaltunk, novelhetjiik a hatéanyag-koncentra-
ciét, hogy a klénozott szekvencidk példanyszamat meg-
noveljiik, és ezaltal a kifejez8dés mértékét fokozzuk.
A stabilan transzfektalt sejtek klonjait ezutan szlirfvizs-
galatnak vetjiik ald a modositott VII faktor expresszalo-
désa szempontjabol.

A jelen taldlmany szdmaéra elényds emlGssejtvona-
lak: a COS-1 (ATCC CRL 1650), a horcsogujsziilott-
vesesejtvonal (BHK) és a 293 sejtvonal [ATCC CRL
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1573; Graham és munkatarsai, J. Gen. Virol., 36: 59-72
(1977)]. Elényés BHK-sejtvonal a tk—ts13 BHK-sejt-
vonal [Waechter és Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 79:1106-1110 (1982); referenciaként beépitve],
amit a tovabbiakban itt BHK 570 sejtekként emlitiink.
A BHK 570 sejtvonal az American Type Culture
Collectionben (12301 Parklawn Dr., Rockville, MD
20852) van letétbe helyezve ATCC CRL 10314 lajstrom-
szamon. Ezen tilmenGen szdmos mas sejtvonal is fel-
hasznalhaté a taldlmanyhoz, ideértve a Rat Hep 1
(patkanyhepatoma; ATCC CRL 1600), Rat Hep II
(patkanyhepatoma; ATCC CRL 1548), TCMK (ATCC
CCL 139), humén tiidésejt (ATCC HB 8065), NCTC
1469 (ATCC CCL 9.1), CHO (ATCC CCL 61) és a
DUKX sejteket [Urlanb és Chasin, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77: 4216-4220 (1980)).

A jelen talalmény szerint eléallitott modositott VII
faktor anti-VII faktor antitestoszlopon tisztithat6 affini-
taskromatografiaval. Kiilonosen eldnydsek a kalcium-
fliggl monoklonalis antitestek, amint azt Wakabayashi
és munkatarsai [J. Biol Chem., 261: 11 097-11 108
(1986)] és Thim és munkatarsai [Biochem., 27:
7785-7793 (1988)] (mindkettd referenciaként beépit-
ve) leirjak. Tovabbi tisztitds érhetd el a szokdsos ké-
miai tisztitasi eljarasokkal, példaul HPLC-vel. Mas tisz-
titasi eljarasok is ismertek a szakteriileten és felhasznal-
hatdk a modositott VII faktornak tisztitdsara (altalanos
osszefoglald: Scopes, R. ,Protein Purification”, Spin-
ger-Verlag, N. Y., 1982). Gydgyaszati cé€lra elényds
90-95%-0s vagy még elonyosebb 98—99%-os vagy
még homogénebb, lényegében tiszta moédositott VII
faktort hasznalni. Ha a VII faktort részlegesen vagy
kell6 homogenitasig tisztitottuk, felhasznalhat6 te-
rapias célra.

A taldlmény egyik megvalositasi modjanal a VII fak-
tort az aktivacios helyénél hasitjuk, atalakitva a kettés
lanci alakjava. Az aktivalds a szakterilleten ismert mod-
szerrel elvégezhetS, példaul a referenciaként beépitett
alabbi leirasok szerint: Osferud és munkatarsai, Bio-
chemistry, 11: 28532857 (1972); Thomas, 4 456 591
szamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalom;
Hedner és Kisiel, J. Clin. Invest., 71: 1836-1841
(1983); vagy Kiesel és Fujikawa, Behring Inst. Mitt.,
73: 29-42 (1983). A nyert médositott ,,VIIa faktort”
azutan az aldbbiakban leirt médon készitménnyé feldol-
gozzuk és adagoljuk.

A taldlmany szerinti modositott VII vagy Vlla fak-
tor vagy ezek gyogyszerkészitményei kiilonosen alkal-
masak embernél az intravaszkuldris koagulaciéval kap-
csolatos kiilonbozd allapotok kezelésére. fgy példaul,
noha a mélyvénas trombozis és a tiidéembolia a hagyo-
manyos véralvadasgatiokkal kezelhet, az itt ismerte-
tett modositott VII vagy Vlla faktor felhasznalhat6 a
magas rizikofaktorti betegeknél, példaul akik miitéti be-
avatkozason esnek 4t vagy pangasos szivelégtelenség-
ben szenvednek, a trombuszembolids komplikdciok
megel6zésére. Tovabba a médositott VII vagy VIla fak-
tor antagonistaként mikodhet a szoveti faktor altal ki-
valtott koagulaciondl, gatolva a trombin termelddését
és ezaltal a fibrin kivalasat. A médositott VII vagy VIla
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faktor a szoveti faktor aktivitdsanak blokkolasan keresz-
tiil képes megakadalyozni példaul a véralvadast, a trom-
bozist vagy a vérlemezek lerakodasat.

A taldlmany szerinti médositott VII vagy VIla fak-
tor kiilondsen alkalmas az akut érsériilés kovetkeztében
elBallo érbelhartya-tilfejlédés vagy ijboli beszlkiilés
kezelésére. Az akut érsériilés gyorsan (néhany naptol
néhéany hénapig) zajlik le, ellentétben a kronikus érsérii-
1éssel (példaul ateroszklerdzis), ami a beteg élete folya-
man alakul ki. Az akut érsériilést gyakran okozza sebé-
szeti beavatkozas, példaul vérér-rekonstrukcidk, ahol
angioplasztikat, endarterektémiat, aterektdmiat, érbeiil-
tetést vagy hasonl6 technikat alkalmaznak. A szdveti
tilfejlédés (hiperplazia) kialakulhat utolagos valasz-
ként is, példaul vérérbeiiltetésnél vagy szervatiiltetés-
nél. Minthogy a médositott VII faktor specifikusabb,
mint a heparin, altalaban csak ahhoz a széveti faktor-
hoz ké6tédik, mely a sériilés helyén vilik erre kitetté, és
minthogy a modositott VII faktor mas koagulacios fe-
hérjéket nem karosit, hatasa erGsebb, és kisebb a valo-
szinfisége, hogy olyan vérzési komplikicidkat okoz,
mint a heparin, ha a mélyvénas trombézis megel6zd
megakadélyozasara hasznaljuk. Egy 70 kg-os betegnél
a mélyvénas trombozis gatlasara szolgalé napi dozis
50 pg és 25 mg kozott van, elonydsen 1-10 mg. Az
adagolast a sebészeti beavatkozést legalabb 6 oraval
megel6zden kell elkezdeni, és folytatni kell legalabb ad--
dig, amig a megmiitott jarobeteggé nem valik. A resz--
tendzis kezelésére hasznalt médositott VII vagy Vila
faktor d6zisa betegenként valtozik, de altalaban a fent
megadott dozistartomanyba esik.

A koszorhér-betegségek kezelésének jelenlegi torek-
vése a mechanikus beavatkozas felé mutat, amikor is el-
tavolitjak vagy helyettesitik a zavarokat okozo plakk-
anyagot, azzal a céllal, hogy helyreéllitsak a sziikséges
véraramot a szivkoszori-verGérben. A mechanikai be-
avatkozas valtozatos formdi ellenére — ideértve a bal-
lon-érplasztikat, a reduktiv ateroektdmiét, az érszfikiile-
tes szakaszok kicserélését, a lézertechnikat vagy a roto-
blatort — ezek a technikdk hatékonysiga korlatozott,
minthogy a kezelést kovetd 6 honapon beliil az esetek
koriilbeliil 40%-andl ujboli beszikiilés (resztendzis)
1ép fel.

A resztenozisrol ugy vélik, hogy bioldgiai folyama-
tok Osszetett kolcsonhatdsanak az eredménye, ideértve
a vérlemezek leiilepedését és a vérrogképzodést, a ke-
motaxisos és mitogénfaktorok felszabadulasat, a vérér
simaizomsejtjeinek a dilatalt artériaszegmens érbelhar-
tydjaba valé migracidjat és szaporodasat.

A vérlemezek mechanikai sériilés helyén torténd fel-
halmozddasanak gatlasaval korlatozni lehet embernél a
resztenozis mértékét. A GplIb/Illa monoklonalis vér-
lemezantitestek terapids felhasznélasa képes korlatoz-
ni embernél a resztenozis mértékét [Califf és munkatar-
sai, N. Engl. J. Med., 330: 956-961 (1994)]. Az anti-
testek hozzékotGdnek a vérlemezek feliiletén 1évé
Gpllb/Illa receptorokhoz, és eziltal megakadalyozzak
a vérlemezek Osszegyilését. Ezek az adatok arra utal-
nak, hogy ha az emberi szivkoszoru-verdérben a mecha-
nikai sériilés helyén gatoljuk a vérlemezek felhalmozo-
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dasat, az jotékony hatissal van az események végsé ki-
menetelére. Noha az akut érsériilések helyén vérleme-
zek felhalmozoddasa torténik, ezeken a helyeken a trom-
binképzddés lehet a felelds a vérlemezek aktivalodasa-
ért és az ezt kovetd Osszegyllésiikért.

Amint az alabbi példak mutatjak, a jelen talalmany
szerinti modositott Vlla faktor képes hozzakotSdni a sejt-
felszini szoveti faktorhoz. igy példaul a DEGR-VIIa
faktor ugyanolyan vagy még nagyobb affinitissal k6ts-
dik a sejtfelszini szoveti faktorhoz, mint a természetes
VIla faktor. A DEGR-VIIa faktornak azonban nincs
enzimatikus aktivitasa, mégis hozzako6tGdik a szoveti fak-
torhoz, és a természetes VIla faktor kompetitiv antago-
nistdjaként miikodik, ezaltal megakadalyozza a trombin
keletkezéséhez vezet6 koagulacid extrinsic folyamata-
nak tovabbi lépéseit.

A szoveti faktorhoz kot6d6, talalméany szerinti mo-
dositott VIla faktor molekuldk megakadélyozzék az ér-
sériilés helyén a vérlemezek felhalmozodasat, blokkol-
va a trombinképzddést és a fibrin ezt kdvetd keletkezd-
dését.

Annak koszonhetéen, hogy a DEGR~VIIa faktor
az akut érsériilés helyén blokkolja a trombin keletke-
zését és korlatozza vérlemezek leiilepedését, megdrzi
ugyan a szdveti faktorhoz valo kotGdési képességét, de
elveszti a VIIa faktor enzimatikus aktivitasat, felhasz-
nalhatdé a veérér 4jboli beszikiilésének megakadilyo-
zaséra.

A megillapitott mélyvénas trombozisnal és/vagy tii-
d6embolianal a médositott VII faktor feltoltd napi dozi-
sa 50 pg és 25 mg kozott, a fenntarté napi dbzisa pedig
500 pg és 10 mg kozott van a beteg testsulyatol és az al-
lapot sulyossagato]l figgéen. Minthogy a modositott
VII faktor infizi6janal a vérzéssel kapcsolatos kompli-
kacioknak kisebb a valdsziniisége, a trombektomiat
vagy embolektomiat alkalmazd sebészeti beavatkoza-
sok alatt vagy utdn a modositott VII faktor helyettesithe-
ti vagy csokkentheti a heparindozist.

A jelen taldlmény szerinti médositott VII faktor ké-
szitmények ugyancsak felhasznalhatok a szivembolia
megakadalyozasara és a trombozisos rohamok kezelésé-
re. A vérzéses komplikacidk alacsony valoszintisége és
a modositott VII faktor szelektivitdsa miatt a méodosi-
tott VII faktor beadhaté a roham aldozaténak, és meg-
akadalyozhatja az elzarodasos artériatrombusz kiterje-
dését. A modositott VII faktor beadott mennyisége bete-
genként valtozik a roham természetétdl és sulyossaga-
t6l fiiggben, de altalaban az aldbbiakban megadott tarto-
ményba esik.

A modositott VII faktor gyogyszerkészitményei al-
kalmasak az akut miokardidlis infarktus kezelésére,
minthogy a modositott VII faktor in vivo gatolja a koa-
guldciét. A miokardialis infarktus akut fazisa alatt a mo-
dositott VII faktor beadhatd széveti plazminogén akti-
vatorral vagy sztreptokindzzal. Akut miokardialis in-
farktusndl a médositott VII faktor felt61té napi dézisa
legalabb 1-25 mg, a fenntarté napi dézis 500 pg és
10 mg kozott van.

A jelen talalmany szerinti médositott VII faktor al-
kalmas a disszeminalt intravaszkularis koagulacié
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(DIC) kezelésére. A DIC-ben szenved§ betegre jellem-
76, hogy sok hajszaleres vérrog alakul ki és gyakran sa-
lyos vérzési problémak jelentkeznek az esszencidlis al-
vadési faktorok megfogyatkozasa miatt. A szelektivitas-
nak kdszonhet8en a modositott VII faktor nem silyos-
bitja a DIC-cel jard vérzési problémakat, mint azt a ha-
gyomanyos antikoagulansoknal tapasztalhatjuk, sét
csokkenti vagy meggéatolja a tovabbi fibrinalvadékok
keletkezését a hajszalérhalozatban.

A gyobgyszerkészitmény aszerint éllithatd Ossze,
hogy parenteralisan, helyileg vagy lokélisan kivanjuk al-
kalmazni megel6z6 és/vagy gyogykezelési céllal.
A gyogyszerkészitményt elényos parenteralisan bejuttat-
ni, azaz intravénasan, szubkutdn vagy intramuszkulari-
san. Parenteralis bevitelhez a taldlmany szerinti készit-
mény a mddositott VII faktor megfelelé hordozoban,
elénydsen vizes kozegben késziilt oldatabol all. A vizes
kozeg kiilonféle lehet, példaul viz, pufferolt viz,
0,4%-os sooldat, 0,3%-os glicinoldat és hasonlok. A moé-
dositott VII faktort liposzomakészitményként is célba
juttathatjuk a sériilés helyéhez.

A liposzémaprepardtumokat a referenciaként itt be-
épitett 4 837 028, 4 501 728 és 4 975 282 szami ameri-
kai egyesiilt llamokbeli szabadalmak irjak le. A készit-
mények a hagyomanyos, jol ismert technikakkal ste-
rilezhet6k. A nyert vizes oldatot felhasznalasra készen
csomagolhatjuk vagy aszeptikus koriilmények kozott
szirjiik, fagyasztva szaritjuk, és a széritott preparatum-
bol a felhasznélas eldtt steril vizes oldatot készitiink.
A készitmények gyogyaszati szempontbol alkalmazha--
t6 adalékanyagokat tartalmazhatnak, melyek a megfele-
16 fiziologias koriilményeket biztositjak, igy pH-bealli-
t6 €s pufferol6 agenseket, ozmotikus kérilményeket be-
allité agenseket és hasonlokat. Ilyen célra hasznalhat6
példaul a natrium-acetat, natrium-laktat, natrium-klo-
rid, kalium-klorid, kalcium-klorid stb. A médositott VII
faktor koncentricidja ezekben a készitményekben szé-
les hatarok kozott valtozhat, dltalaban kevesebb, mint
0,5%-t0l 15 vagy 20 tomeg%-ig, rendszerint azonban a
koncentréaci6 1% vagy legalabb 1%. A koncentraciot el-
s6sorban a folyadék térfogata, viszkozitdsa stb. hatiroz-
za meg Osszhangban a bevitel valasztott médjaval.

Az intravénds infiiziora szolgald tipikus gyogyszer-
készitmény 250 ml steril Ringer-oldatot és 10 mg modo-
sitott VII faktort tartalmaz. A parenterilisan bevihetd
készitmények elkészitésének tényleges modszerei jol is-
mertek €s nyilvanvaloak a szakteriileten; részletesebb
leirdsuk példaul megtalalhaté a ,,Remington’s Pharma-
ceutical Science” kézikonyvben [16. kiad4s, Mack Pub-
lishing Company, Easton, PA, USA (1982); referen-
ciaként beépitve].

A modositott VII faktort tartalmazé készitmények
alkalmazhatok megel6z6 és/vagy teripids kezelési cél-
lal. Terapias céllal akkor adjuk be a készitményt a keze-
lend6 személynek, ha az a fent nevezett betegségek va-
lamelyikében szenved. Olyan mennyiséget alkalma-
zunk, ami elegendd a gyogyitashoz vagy legalabb a be-
tegség vagy komplikéci6 lefékezéséhez. Azt a mennyi-
séget, mely ezekhez sziikséges ,.terdpiasan hatdsos do-
zisnak” nevezziik. A tényleges mennyiség fiigg a beteg-
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ség vagy sériilés stlyossigatdl, a beteg silyatol és alta-
lanos allapotatdl, de a modositott VII faktor napi dézisa
egy 70 kg testsulyt személynél nagy altaldnossagban
0,5-10 mg. Figyelembe kell azonban venni, hogy a ta-
lalmény szerinti hatdanyagokat sillyos betegségeknél
vagy sériilt allapotokban hasznaljuk. Ilyen esetekben fi-
gyelembe véve azt is, hogy idegen anyagrél van szo,
ami ugyan minimalizilja a mennyiséget, de a méodosi-
tott VII faktor immunogenitsi problémakat embernél
nem okoz, és a kezelGorvos sziikségét érezheti, hogy a
médositott VII faktor készitményét 1ényeges felesleg-
ben adja be.

Megel6zéses alkalmazasnal a modositott VII faktort
tartalmazo készitményeket akkor adjuk be a péciens-
nek, ha hajlamos a betegségre vagy sériilésre vagy
egyéb més okbdl az ilyen veszély fennall. Ezzel fokoz-
zuk a kezelt személy sajat antikoagulativ képességeit.
Az ekkor hasznalt mennyiséget nevezziik ,,megel6z6 ha-
tast dozisnak”. Ennek pontos mennyisége ugyancsak a
paciens egészségi allapotatdl és testtomegétdl fligg, de
egy 70 kg-os embernél a napi adag 0,1-25 mg, legin-
kébb 0,5-10 mg.

A készitményt beadhatjuk egyszeri vagy osztott
adagban, mely beosztist a kezelGorvos szabja meg.
Jarobetegeknél, akik napi szint fenntart4sat igénylik, a
médositott VII faktor beadhat6 folyamatos infiziéval,
példaul egy hordozhaté pumparendszer segitségével.
A mddositott VII vagy VIla faktor lokalis célhoz vivé-
se elvégezhetd példaul perfuzidval, kettds ballonkatéter-
rel vagy més jol bevalt modszerrel. Minden esetben a
gyogyszerkészitménynek a talalmany szerinti modosi-
tott VII faktor olyan mennyiségét kell tartalmaznia,
mely elegendd a beteg hatdsos kezeléséhez.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban pél-
dakat adunk meg. A példak kizardlag szemléltetd célza-
tiak, és a taldlmany oltalmi korét semmi modon nem
korlatozzak.

1. példa
A Seryyy — Alayy, VII faktor expresszalasa

A Seryyy — Alayy, VII faktor aktiv hely muténs
elballitdsihoz az FVII (565+2463)/pDX plazmidot
[4 784 950 szamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szaba-
dalom; lajstromszém ATCC 40205] Xbal és Kpnl enzi-
mekkel emésztjik, és a 0,6 kb nagysagl fragmenst,
mely a szerin;,, régiét tartalmazza, kinyerjik. Ezt a
fragmenst az dbran bemutatott moédon beklénozzuk az
Xbal és Kpnl enzimekkel hasitott M13mp19 vektorba.
Ezt és az aldbbiakban kovetkezé 1épéseket altalaban a
szokasos protokollok szerint hajtjuk végre [példaul Ma-
niatis és munkatarsai, ,Molecular Cloning, A Labora-
tory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y., USA (1982); referenciaként
beépitve].

Az M13 templaton a mutagenezist Zoller és Smith
(Jasd fent) moédszerével hajtjuk végre, mutagén
ZC1656 oligonukleotidot (5’ TGG GCC TCC GGC
CTG CCC CTT 3’) és az ,,univerzalis” ZC87 mésodik
primert (5* TCC CAG TCA CGA CGT 3’) hasznélva.
A reakcidtermékek sz(révizsgalatit kindzzal kezelt
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ZC1656 felhasznalasaval végezziikk. A pozitiv plakko-
kat felvessziik, a templat DNS-t kipreparaljuk, és szek-
venéljuk Pstl 1077 hasitéhelyt6l Kpnl 1213 hasitOhe-
lyig. A mutans klont 1656 jeloléssel lattuk el.

A 1656 klont felhaszndlva, elkészitiink egy exp-
resszios vektort, Az M13 vektorbol kériilbeliil 0,14 kb
nagysagu Pstl/Kpnl fragmensként izolaljuk a mutage-
nizalt szekvenciat. Ezt a fragmenst hozzéligiljuk az
FVII(565+2463)/pDX-bdl szarmazo, 1,7 kb nagysagi
HindlIl/’Xbal fragmenshez, az FVII(565+2463)/pDX-
b6l szdrmazo, 0,5 kb nagysiga Xbal/Pstl fragmenshez
€s az FVII(565+2463)/pDX-bdl szdrmazd, 4,3 kb nagy-
sagt Kpnl/HindIII fragmenshez, amint azt az dbra mu-
tatja. A kivant mutansszekvencia jelenlétének megerdsi-
tésére a muténs és a vad tipusa klénokat Pstl enzimmel,
az M13 muténs VII faktor inzertjét Kpnl és Xbal enzi-
mekkel hasitjuk, a hasitott DNS-nek elkészitjiik a
Southern-blotjait és a siavokat radioaktivan jelzett
ZC1656 probaval detektaljuk.

A 1656 expresszids vektor két izolatumaval (#544
és #545-ként jeloltiik) transzfektaljuk a horcsdgujszii-
16tt BHK 570 vesesejtvonalat (az American Type
Culture Collectionben 1034 lajstromszdmon letéve).
A sejtek elGkészitéséhez egy 10 cm-es tenyészedény-
ben 1év6 BHK 570 sejtekkel osszefiiggben bendtt tenyé-
szetet 1:10 ardnyban higitunk 5 db 10 cm-es tenyész-
edényben 1év6 nem szelektiv tapkdzegben [10% fetalis
borjuszérumot és 1% PSN antibiotikumkeveréket
(Gibco Life Technologies, Gaitherburg, MD, USA) tar-
talmazé Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM)]. 24 6ra elmultaval, amikorra a sejtek bend-
vik a feliilet 20—30%-4at, a sejteket kotranszfektaljuk a
1656 muticiot kodolo expresszios vektor egyik izola-
tumaval, p468 plazmiddal [Osszetétele: Adenovirus
5 ori, SV40 enhancer, Adenovirus 2 6 kés6i promoter,
Adenovirus 2 haromrészes leader, 5’ és 3’ hasitohe-
lyek, a DHFRr ¢cDNS és SV40 poliadenilaci6s szignal
pML-1-ben (Lusky és Botchan, Nature, 293: 79-81
(1981)] és 10 pg karrier DNS-sel (ultrahanggal feltart
lazacsperma-DNS), amint azt az I. tibldzatban mutat-
juk. A DNS-t egy 15 ml-es kémcsGbe vissziik, hozza-
adunk 0,5 ml 2 xHepest (25 g Hepes, 40 g NaCl, 1,8 g
KCl, 0,75 g Na,HPO,.2 H,0, 5 g dextroz, desztillalt viz-
zel feltdltve, 2,5 I-re; kémhatés bedllitva pH=6,95-7,0
értékre), és a csd tartalmat Gsszekeverjiik. 0,5 ml
0,25M CaCl, hozzéadasaval a DNS-t lecsapjuk, mikoz-
ben egy Pasteur-pipettival leveg6t buborékoltatunk 4t
a DNS/Hepes oldaton. A csdvek tartalmit vortexszel
osszekeverjilk, szobahdmérsékleten 15 percen 4t inku-
baljuk, és vortexszel ismét megkevertetjik. A DNS-
keveréket pipettaval cseppenként hozzaadjuk a tenyész-
edényekhez. A tenyészedényeket gyengén megkever-
tetjiik, és 37 °C h6mérsékleten inkubalunk 4-6 6ran
keresztiil. Az inkubalds utdin 2 ml Tris-s6oldatban
(0,375 g KCl, 0,71 g Na,HPO,, 8,1 g NaCl, 3,0 g Tris-
HCI, 0,5 szacharoz, feltoltve 1 l-re, kémbhatas beallitva
pH=7,9 értékre) elkészitett 20%-os glicerinoldatot
adunk minden tenyészedényhez. A tenyészedények tar-
talméat megforgatva megkeverjiik, és szobahdmérsékle-
ten hagyjuk allni 2 percen t. Ezutén a tapkozeget elta-
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volitjuk a tenyészedénybdl, és 2 ml Tris-s6oldattal cse-
réljiik ki. A tenyészedényeket 2 percen 4t szobahdmér-
sékleten hagyjuk 4llni, majd a Tris-séoldatot eltavolit-
juk, és kicseréljiik 10 ml nem szelektiv tapkdzeggel.
A tenyészeteket 37 °C hémérsékleten inkubaljuk 2 na-
pon keresztiil.

I tablazat

Transzfekcio*
A plazmid 544 545
neve 544 345 kontroll | kontroll
# 544 kl6n 15 i - 15l -
# 545 klon - 30 ul - 30 ul
p486 1,5ul 1,5l - -
Hordozé DNS Léul| 16p| 16un| 16u

* az alkalmazott DNS-koncentracidk: # 544 klén: 0,7 pg/ml
# 545 klon: 0,3 pg/mi
P486: 1,49 pg/ml

A kétnapos inkubacid utan a sejteket szelekcids tap-
kozegben (10% dializalt fetlis borjuszérumot, 1% PSN
antibiotikus keveréket és 150 nM methotrexatot tartal-
maz6 DMEM) higitjuk, és 1:100, 1:250 és 1:500 ara-
nyl higitds mellett maxi tenyészedényekbe vissziik.
A tenyészeteket 37 °C hémérsékleten inkubaljuk egy hé-
ten at. Egy hét elmultival a tapkozeget szelekcios ko-
zeggel kicseréljiik, és ellendrizziik a telepképzodést.

Nyolc nappal kés6bb, a telepképzédés utén 12 tele-
pet véletlenszerlien kivalasztunk az #544 és #545 transz-
fekcios tenyészetek 1:500 aranyban higitott edényei-
bdl. Az egyes kl6nokat hatluki lemez egyes lukaiba he-
lyezziik, és szelekcios tapkozegben ndvesztjilk. Hét nap
miulva a tenyészetek Osszefiiggden benévik a feliiletet,
és a klénokat 10 cm-es edényekbe cslisztatjuk 4t szelek-
ciés tapkozegben.

A fent leirt klonokat és kontrollsejteket, melyeket
ugy transzfektaltunk, hogy a vad tipust VII faktort exp-
resszaljak, metabolikuson jel6ljikk 35S-Methionine-Cys-
teine Protein Labeling Mixszel (NEN DuPont Biotech-
nology Systems; Wilmington, DE, USA). A klénokat ki-
novesztjiik, és szelektiv kdzegben a pulzusjeldléses kisér-
letekhez eldkészitjiik. A sejteket foszfattal pufferolt sdol-
datban (Sigma St. Louis, MO, USA) 4toblitjilk, és 4 6ran
4t 20 puCi/ml 35S—Cys—35S—Met jelenlétében pulzusje-
16lésnek tesszilk ki. Négy 6ra elteltével a feliiliszot és a
sejteket elvalasztjuk. A sejteket Lenk és Penman altal le-
irt modszerrel lizaljuk [Cell, 16: 289-302 (1979)], és
minden lizdtumbol 400 pl-t el6tisztitunk 50 pl staph. A-
val (Sigma, St. Louis, MO, USA).

A metabolikuson jel6lt sejtekbGl vett mintakat radio-
immunoprecipiticidval (RIP) lecsapjuk, a mintakat el6-
szOr 4 6ran 4t 6 pl anti-VII faktor poliklonalis antiszé-
rummal inkubélva. Mindegyik mintdhoz hozzdadunk
60 ul mosott Staphylococcus protein A-t, és a mintakat
1,5 6ran 4t, 4 °C hémérsékleten himbalassal kevertet-
Jjik. A mintakat centrifugaljuk, és a feliiliisz6t eltavolit-
Juk. Az iiledéket kétszer mossuk 0,7M RIPA pufferrel
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[10 mM Tris, pH=7.,4; 1% deoxikolsav (Calbiochem
Corp., La Jolla, CA, USA), 1% Triton X-100, 0,1%
nétrium-dodecil-szulfit, 5 mM EDTA, 0,7M NaCl],
egyszer mossuk 0,15M RIPA pufferrel [10 mM Tris,
pH=7,4; 1% deoxikélsav (Calbiochem Corp., La Jolla,
CA, USA), 1% Triton X~100, 0,1 natrium-dodecil-
szulfat, 5 mM EDTA, 0,15M NaCl]. 100 pul 1 x SDS fes-
téket (50 mM Tris-HCI, pH=6,8; 100 mM ditio-treitol,
2% natrium-dodecil-szulfat, 0,1% brém-fenolkék, 10%
glicerin) adunk minden mintahoz, 5 percen at forraljuk
a mintdkat, majd centrifugaldssal eltivolitjuk a protein-
A-t. Mindegyik mintabol 50 pl-t futtatunk 10%-os poli-
akrilamidgélen. Az eredmények azt mutatjik, hogy
10 kl6n koziil 9 termelt modositott faktort.

2. példa
A moédositott VII faktor antikoagulans aktivitisa

A médositott VII faktor alvadéast gatld aktivitasat
egy egylépéses alvadasvizsgalattal mérjiik, vad tipusi
VII faktort hasznalva kontrollként. A rekombinans fe-
hérjéket 1ényegében a fentiekben leirtak szerint készit-
jiik el 5 pg/ml K-vitamint tartalmazé tapkozegben kind-
vesztett tenyészet sejtjeib6l. Kiilonboz6 mennyiségii
modositott VII faktort (a #544 klonbol) vagy rekom-
binans vad tipust VII faktort 100 pl-re higitunk 50 mM
Tris-pufferben, pH=7,5, ami 0,1% BSA-t tartalmaz..
Az elegyet 100 pl VII faktor deficiens plazmaval (Geor-
ge King Bio-Medical Inc., Overland Park, KS, USA) és
200 pl tromboplasztin C-vel (Dade, Miami, Fl, USA;
nytlagytromboplasztint és 11,8 mM Ca?+-t tartalmaz)
inkubaljuk. Az alvadasi vizsgalatot automata koaguls--
cidbmérGvel (MLA Electra 800, Medical Laboratory
Automation Inc., Pleasantville, NY. USA) végezziik,
¢s az alvadasi id6t 4tszamitjuk VII faktor aktivitdsegy-
ségre, egy standard gorbét elkészitve, melyhez a nor-
mal 6sszegylijtott huméan plazmat (feltételezve, hogy
milliliterenként 1 egység VII faktor aktivitéssal rendel-
kezik; elkészitve egészséges donoroktdl szarmazo cit-
rattal kezelt szérum Osszegyijtésével) hasznaljuk, amit
1.5 ardnytdl 1:640 arinyig higitunk. Ezt a vizsgalati
modszert hasznilva, a modositott VII faktor preparatu-
mai nem rendelkeznek kimutathat6 koagulaciés aktivi-
tassal. A II. tdblazatban Gsszefoglaltuk az eredménye-
ket, feltiintetve az alvadasi id6ket, melyeket a kontroll
(nem transzformalt) BHK -sejtek kozegénél (K-vitamin-
nal vagy a nélkiil), a vad tipusti VII faktornal és a médo-
sitott VII faktort expresszalo sejtek két izoladtumanal
mértiink. A VII faktor aktivitisa abban mutatkozik
meg, hogy esetében az alvadasi id6 csékken a kontroll-
mintékhoz viszonyitva.

II. tablazat

Minta Higitds Alvadasi id6
s)
Kontroll, K-vitaminnal 1:5 33,1
1:10 334
Kontroll, K-vitamin nélkiil 1:5 34,3
1:10 33,2
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1I. tablazat (folytatds)

Minta Higitds Alvadasi id6
(s)
1:20 19,0
Vad tipust VII faktor 1:40 21,5
1:80 233
Médositott VII faktor (# 6) 1:1 33,5
Modositott VII faktor (# 10) 1:1 32,5

Hogy meghatirozzuk a médositott VII faktorok a
plazma faktorokra gyakorolt hatésat, a modositott VII
faktor és a rekombinéns vad tipust VII faktor vagy a
természetes VII faktor prepardtumat X vagy IX faktor-
ral inkubéljuk, és az alvadasi vizsgilati eljarasokkal
vagy poliakrilamidgélelektroforézissel meghatirozzuk
az aktivitasukat.

3. példa
A moédositott VII faktor szoveti faktorhoz k6t6d6 képes-
sége

A médositott VII faktornak a vad tipusai VII faktor-
ral szembeni versenyképességét a szoveti faktorért, va-
lamint az alvadést gatlo aktivitasat egylépéses alvadas-
vizsgélattal mérjiik meghatérozott mennyiségdi szoveti
faktor (tromboplasztin) jelenlétében.

Az alvadasi id6t egy egylépéses eljarassal hataroz-
zuk meg, hasonl6an a 2. példiban leirtakhoz. A kisérleti
elegy meghatirozott mennyiség( szoveti faktort, 4lland6o
mennyiségl vad tipusa VII faktort és névekvé mennyisé-
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glt modositott VII faktort tartalmaz. A VII/VIIa faktor
prokoagulans aktivitisanak gatlasat a novekvé mennyisé-
gl VII faktor varianst tartalmazo elegy megnovekedett
alvadasi ideje jelzi.

A vizsgélati mintdban 1év8 VII faktor aktivitasat sza-
zalékosan adjuk meg egy standard gérbéhez viszonyitva,
ami a VII faktor aktivitisat mutatja normal 6sszegytijtott
plazmaban. A standard gorbe felvételéhez foszfatpuffer-
oldatban (PBS) elkészitjiik a normal 8sszegyiijtott plaz-
ma higitasi sorozatat 1:5 higitasi aranyt6l kezdve 1:640
higitdsi aranyig. Feltételezziik, hogy a normal plazma
milliliterenként kériilbeliil 5 ng VII faktort tartalmaz, és
ezt tekintjik az aktivitis egy egységének. Az elegy
100 pl VII faktor hidnyos plazmét, 100 ul higitott plaz-
mat €s 200 pl tromboplasztin-C-t (Dade, Miami, FL,
USA) tartalmaz, az alvadasi id6 mérésére MLA Electra
800 automata miiszer szolgal. A standard gorbe elkészité-
séhez az eredményeket grafikusan dbrézoljuk a szizalé-
kos aktivitdsoknal (1:5 higitést tekintjiik 100%-os aktivi-
tasnak) mésodpercben megadva az alvadasi id6t.

A vizsgilati eljaras megkoveteli, hogy a vad tipusa
VII faktort és a VII faktor varianst tartalmazé kézegben
a szérum 1%-ndl kisebb mennyiségben legyen jelen.
A PBS-ben trtén6 higitast ugy készitjiik el, hogy az al-
vadési id6 a standard gorbére essen. A minimalis higita-
si arny 4ltaldban 1:2. A végsd térfogat 100 pl. A kisér-
letekben két kiilonb6z6 humén Sersy, — Alay,, VII fak-
tor varidnst vizsgaltunk (,#10” és ,#6”). Az eredménye-
ket a III. tdblazatban foglaltuk dssze, melynek adatai
mutatjak: ahogy n6 a VII faktor varidns mennyisége,
ugy csokken a Vlla faktor szazalékos aktivitésa.

11 tablazat
Seryy4 — Ala varianssal kapott eredmények
[100%-nak tekintjiik a 10 ul B4A1 (vad tipus) kozeggel kapott aktivitast)

Seryyy — Ala A variins kozegének A B4A1 kézegének BHK Vlla faktor szizalékos
klon szima mennyisége mennyisége kontroll* aktivitasa
#10 10 pl 10 pl 0 70
#10 20l 10 pl 0 51
#10 30l 10 ul 0 43
#10 40 pl 10 pl 0 34
#10 50 pl 10 pl 0 28
#10 (-K)** 20 pl 10 pl 0 78
#6 10 ul 10 pl 0 74
#6 20 pl 10 ut 0 56
#6 30 pl 10 pl 0 46
#6 40 pl 10 pl 0 41
#6 50 pl 10 pl 0 32
#6 (-K) 20 pl 10 pl 0 85
BHK kontroll 0 10 pl 20 pl 91
BHK kontroll (-K) 0 10 pul 20 pl 107

* nem transzfcktilt BHK- (baby hamster kidney) sejtek kozege

** a VII faktor varinsok expresszélésahoz a sejtcket K-vitamint tartalmazé kbzegben tenyésztjiik, ahol a K-vitamint elhagytuk, a tiblazatban

»—K-val jeléljiik.

10
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A kisérletek azt bizonyitjak, hogy a VII faktor
Seryy, — Ala varidnsa dozisfiiggé modon verseng a ter-
mészetes VII faktorral, és gétolja a nativ VII/VIIa fak-
tor prokoaguléns aktivitasat. Levonhatd tehat a kovet-
keztetés, hogy a human VII faktor Ser;4, — Ala varian-
sa verseng a nativ humén Vlla faktorral, kovetkezéskép-
pen gatolja a huméan plazmaban 1év8 X és/vagy IX fak-
tor aktivalasat.

4. példa
A VII faktor reakcioja PPACK-kal

A rekombinans VII faktort transzfektalt BHK-
(baby hamster kidney) sejtekben készitjiik el. A fehérje
tisztitdsahoz és aktivéldsahoz a modszert leirjak Thim
és munkatérsai [Biochemistry 27: 7785-7793 (1989)],
Brinkous és munkatarsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86: 1382-1386 (1989)], Bjoern és Thim [Res. Discl.
No. 269, 564 (1986)] (az emlitett cikkek referenciaként
beépitve). A sejtkultira kozegét szrjiik, csokkentett
sokoncentricidban higitjuk. A higitott kézeget anion-
cseréld kromatografidval frakciéra bontjuk, eluensként
pufferolt kalcium-klorid-oldatot hasznalva. A VII fak-
tort tartalmazé frakciokat tovabb tisztitjuk immunokro-
matogréafidval kalciumfiiggé anti-VII faktor monoklo-
ndlis antitestet hasznalva. Tovabbi tisztitdst végziink
két anioncserél6 kromatografaldssal, ahol a VII faktort
kalcium-klorid-, illetve natrium-klorid-oldattal elual-
Juk. A végsd eludtumban nyerjitk a VIIa faktort.

1 uM rekombinans VIla faktort inkubalunk 5, 20 és
60 percen 4t 20 pM PPack-kal (D-fenil-alanil-prolil-
arginil-klor-metil-keton; Calbiochem, La Jolla, CA,
USA). Annyi kromogén S2288 szubsztratot (H-D-izo-
leucin-L-prolil-L-arginin-p-nitro-anilid; Kabi Vitrum
AB, Molndal, Svédorszag) tartalmazé puffert adunk a
reakcielegyhez, hogy koriilbeliil 2,5-szeres higitast és
0,3 mM S2288 végkoncentréciot érjiink el. Mérjiik a ke-
letkezett p-nitro-anilint, és a kapott értékeket a kontroll-
ként hasznalt kezeletlen VIla faktorral kapott értékhez
viszonyitjuk. Az eredmények azt mutatjak, hogy az
adott reakciokoriilmények kozott a VIla faktor 60 perc
alatt teljesen inaktivalodik.

5. példa
DEGR VlIa faktor el6allitasa

A 4. példaban leirtak szerint rekombinans VIla fak-
tort készitiink. A rekombinéns VIla faktor 10 mM glicin-
pufferben (pH=28,0) — mely tartalmaz 10 mM kalcium-
kloridot és 50 mM nétrium-kloridot — késziilt oldatat
meghigitjuk, hogy a koncentracidja 1,5 mg/ml legyen.
Desztillalt vizben oldva, tizszeres moléris feleslegben
denzil-L-Glu-Gly-Arg-klor-metil-ketont (DEGRck; Cal-
biochem, La Jolla, CA 92037, USA) adunk a VIIa fak-
torhoz. Kétoras, 37 °C hémérsékleten torténd inkubalds
utén tovabbi DEGRck-t adunk az oldathoz szintén tiz-
szeres molaris feleslegben, és tovabbi 2 6ran 4t inku-
balunk 37 °C hémérsékleten. A VIIa faktorhoz egy har-
madik, tizszeres feleslegben 1év6 DEGREck adagot is
adunk, és 4 °C hémérsékleten inkubalunk 16 6ran
4t. A DEGR-VIIa faktor oldatat kimeritSen dializaljuk
4 °C hdémérsékleten Tris-pufferes séoldattal szemben
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(0,05 M Tris-HCl, 0,1 M NaCl, pH=7,5), hogy eltavolit-
suk a szabad DEGRck-t.

A végsé DEGR-VIla faktor mintat szabad
DEGRck-ra megvizsgaljuk Xa faktor kromogénszubszt-
ratos vizsgalattal. A DEGR~VIla faktor oldatot hozza-
adjuk a tisztitott huméan Xa faktorhoz, mely mellett kro-
mogén §—2222 szubsztrt is van. Ezt a szubsztréitot spe-
cifikusan hasitja a Xa faktor, de nem hasitja a VIIa fak-
tor. Az elegyben 1év3 kétetlen DEGRck képes a Xa fak-
torhoz kotSdni, és ezaltal gitolja a Xa faktor kromo-
génes aktivitdsat. Szabad DEGRck-t adva a Xa faktor
oldatdhoz, elkészithetiink egy standard gorbét, mellyel
a Xa faktor kromogénes aktivitdsdnak gitldsa alapjan
meghatarozhatjuk az oldatban 1évd szabad DEGRck
mennyiségét. A DEGR-VIIa faktor oldatinak analizi-
se azt mutatja, hogy a szabad DEGRck/DEGR-VIIa
faktor ardny a kimerit§ dializis utin kevesebb, mint
0,5%, ami bizonyitja, hogy az alabbiakban leirt kiilén-
b6z6 vizsgdlati rendszerekben a DEGR-VIIa faktor
okozta gatlas nem a szabad DEGRck jelenlétének ko-
vetkezménye.

6. példa
Xa faktor el6allitasa patkany-simaizomsejtekkel

Vaszkuléris simaizomsejteket megvizsgalunk abbol
a szempontbol, hogy felsziniikén van-e szoveti faktor.
Ehhez mérjiik a sejtek X faktort aktivalo képességét,
olyan kromogén szubsztratot felhasznélva, melyre spe-
cifikus a Xa faktor.

Patkényvérér simaizomsejtjeit [Clowes és munkatar-
sai, J. Clin. Invest., 93: 644—651 (1994)] 8000 sejt/luk
koncentraciéban 96 luki (American Scientific Pro-
ducts, Chicago, Il, USA) lemezekre vissziik. A novesz-
t6 tapkozeg Osszetétele:

1V. tablazat

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Gibco—BRL, Gaithersburg, MD)

10% fetalis borjiiszérum (Hyclone, Logan, UT)

ImM nétrium-piruvat (Irvine, Santa Ana, CA)

0,29 mg/ml L-glutamin (Hazelton, Lenexa, KS)

1xPSN (100xPSN-ben: 5 mg/ml penicillin, 5 mg/ml
sztreptomicin, 10 mg/ml neomicin) (Gibco—~BRL, Gai-
thersburg, MD).

48 6ras, 37 °C hémeérsékleten torténé inkubalas
utdn a kézeget szérummentes kozegre cseréljiik, mely-
nek Osszetétele:

V. tablazat

250 ml Dubecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
250 ml Ham’s F-12 Medium (Fred Hutchinson Cancer
Reserch Center, Seattle, WA)

1 mM nétrium-piruvat

0,29 mg/ml L-glutamin

20 mM transzferrin (JRH, Lenexa, KS)

5 uM inzulin (Gibco—BRL)

16 ng szelén (Aldrich, Milwaukee, WI)

1 mg/ml szarvasmarha-szérumalbumin (Sigma, St. Louis,

MO).
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A sejteket 37 °C hémérsékleten inkubdljuk 72 éran
keresztiil. Az inkubéci6 utdn vagy PDGF—BB noveke-
dési faktort (10 ng/ml; platelet-derived growth factor,
homolég B lancokkal) vagy 10% fetalis borjiiszérumot
adunk a sejtekhez, hogy fokozzuk a szoveti faktor exp-
resszalédasat [Taubman és munkatarsai, J. Clin. In-
vest., 91: 547552 (1993)]. Olyan parhuzamos sejtte-
nyészetet is készitiink, mely nem kap sem novekedési
faktort, sem szérumot, hogy azon ellendrizziik a nem
stimulélt sejtek intrinsic aktivitdsat. Hatoras inkubéci6
utan rekombinins human VIla faktort adunk a sejtek-
hez 10 nM végkoncentracioban. A sejttenyészetek egy
része nem kap VIla faktort, ezek a negativ kontrollok.
A sejteket 37 °C hémérsékleten inkubdljuk 2 6ran
at, majd HEPES-pufferral mossuk (10 mM HEPES,
137 mM nétrium-klorid, 4 mM kalium-klorid, 5 mM
kalcium-klorid, 11 mM gliikk6z, 0,1% BSA). Mosas
utdn a sejteket S percig inkubaljuk lukanként 50 pl
200 nM plazmatisztitott human X faktor oldatban, me-
lyet 5 mM kalcium-kloridot tartalmazé Tris-pufferes s6-
oldatban készitiink el. Az egyes lukakhoz hozzaadunk
25 pl 0,5 M EDTA-oldatot és 25 pl 800 uM S—2222
kromogén szubsztratoldatot (Kabi Pharmacia, Franklin,
OH). A lemezeket szobahémérsékleten inkubaljuk
40 percen 4t, majd 405 nm-en mérjiilk THERMO MAX
Microplate Reader (Molecular Devices, Menlo Park,
CA) késziilékkel.

A VII. tablazat adatai mutatjak, hogy a VIla faktor-
ral kezelt lukak abszorbancidja megné a kontrollhoz
(nem kaptak Vlla faktort) viszonyitva. Az abszorbancia
megndvekedése kozvetlen mértéke a lukakban termel6-
dott Xa faktor mennyiségének és az azt kovets, a kromo-
fort felszabaditd szubsztrithasitisnak. Az adatok azt is
bizonyitjak, hogy a novekedési faktorral (PDGF-BB)
vagy a 10%-os fetalis borjuszérummal (FCS) eldkezelt
sejtek kromogénes aktivitdsa magasabb, mint a stimul4-
latlan sejteké.

VI tablizat

Vizsgalati minta OD 5
Kontroll 0,043
Intrinsic aktivitas 0,247
PDGF-BB 0,360
10% FCS 0,342

Ezek az adatok vildgosan bizonyitjak, hogy a pat-
kanyvérér simaizomsejtjeinek a feliiletén a X faktor Xa
faktorra aktivalodik a VIIa faktor hatdsara.

7. példa
Sejtfelszini kromogénes aktivitis gatlaisa DEGR-VIIa
faktorral

A fentiekben leirt médon patkanyvérér-simaizomsej-
teket telepitiink a 96 luka lemezre. A sejteket szérum-
mentes kozegben tenyésztjiik 72 oran 4t a fentiekben le-
irtak szerint, majd 10% fetélis borjiiszérum hozziadasa-
val 6 6ran 4t stimuldljuk a szoveti faktor expresszalo-
dasat. A stimuldcié utin csak puffert (kontroll) vagy
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10 nM Vlla faktort vagy 10 nM Vlla faktort+100 nM

DEGR-VIla faktort adunk az egyes lukakba. A sejteket

37 °C hémérsékleten inkubéljuk 2 6ran at, majd HE-
PES-pufferral mossuk. Mosés utén a sejteket 5 percen 4t

50 ul 200 nM X faktor oldatban inkubdljuk, amit 5 mM

kalcium-kloridot tartalmaz6 Tris-pufferes séoldatban ké-
szitink el. Minden lukhoz hozzdadunk 25 pl 0,5 M

EDTA-oldatot és 25 ul kromogén S—2222 szubsztratol-
datot (800 uM) (Kabi Pharmacia). A sejteket 40 percen

at inkubaljuk szobahSmérsékleten. A kromogénes aktivi-
tast 405 nm-en mérjiik a fentiekben ismertetett madon.

A VII. tablazat adatai mutatjdk, hogy csak a VIla

faktorral kezelt sejteknél tortént meg a kromogénes akti-
vitds stimuldcidja, és a stimulaciét gatolta, ha a VIIa

faktorral egy id6ben DEGR-VIla faktorral is inku-
baltuk a sejteket. Az eredmények bizonyitjak, hogy a

DEGR-VIIa faktor kompetitiv antagonistaként miiko-
dik a VIIa faktor megkotGdésénél, ezaltal gatolja a X

faktor aktivalodasat és azt kévetden az S—2222 kromo-
gén szubsztrat hasitasat.

VII. tablazat

Vizsgalati minta ODyy5
Kontroll 0,035
Vlla faktor 0,342
VIla faktor+ DEGR - VIIa faktor 0,072

8. példa

Sejtfeliileti kromogénes aktivitds dozisfiiggd gatlasa
DEGR-VIIa faktorral patkdny simaizomsejtjén vizs-
gélva

A patkinyvérér simaizomsejtjeib8]l lukanként
4000 sejtet telepitiink a 96 luka tenyésztSlemezre. A no-
veszté tapkozeget kiegészitjiik 1% fetdlis borjiszérum-
mal (mint a IV. tdblazatban, de ott 10% szérum van a ko-
zegben). 5 nap utdn a kozeget eltavolitjuk, és novekvs
koncentraciéji VIla faktor oldatot, illetve 10 nM VIia
faktor mellett névekvé koncentracidban DEGR-VIIa
faktort adunk a sejtekhez. Két 6ran 4t inkubalunk 37 °C
hémérsékleten, majd a sejteket mossuk, és 5 percen 4t
szobah8mérsékleten inkubaljuk 50 pul 200 nM X faktor
oldatban, amit Tris-pufferben készitiink el. Mindegyik
lukhoz hozziadunk 25 pl 0,5 M EDTA-oldatot és 25 ul
800 uM S-2222 szubsztritot (Kabi Pharmacia), majd a
lemezeket szobahémérsékleten inkubéljuk 40 percen .
A kromogénes aktivitast 405 nm-en mérjiik a fentiekben
ismertetett késziiléken.

A VIIL. tablazat eredményei mutatjak azt a dozisfiig-
g6 kromogénes aktivitisnovekedést, ami a lukakhoz
adott VIIa faktor ndvekvé mennyiségével elérhetd. Ha
a 100 nM VIIa faktorral egyiitt DEGR-VIIa faktort is
adunk a sejtekhez, megfigyelhetd a kromogénes aktivi-
tas dozisflggd gatlasa (IX. tablazat). Ha a DEGR-VIIa
faktor/VIla faktor mélaranya 1:1, a kromogénes aktivi-
tas gatlasa koriilbeliil 95%-os. Ezek az adatok arra val-
lanak, hogy a DEGR - VIla faktornak lényegesen maga-
sabb affinitdsa van a sejtfelszinszoveti faktorhoz, mint
a nativ VIIa faktornak. Ha a DEGR—VIIa faktornak és
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a Vlla faktornak azonos affinitisa lenne, akkor abban
az esetben, ha a két molekul4t azonos mélaranyban ad-
juk a sejtekhez, a tapasztalt gitlasi szint nem lehetne
ilyen magas.

VIII. tablazat
VIla faktor koncentracid ODys
0,10 0,005
0,39 0,025
1,56 0,058
6,25 0,111
25,00 0,154
100,00 0,208

A IX. tablazat a Xa faktor kromogénes aktivitasa-
nak dozisfliggl gatlasat mutatja be DEGR - VIla faktor-
ral patkiny simaizomsejtjein. 100 nM VIla faktor mel-
lett a sejteket ndvekvs koncentriciojit DEGR—VIIa fak-
torral egyiitt inkubéljuk, és a Xa faktor kromogénes ak-
tivitdsat S—2222 kromogén szubsztratot hasznélva hata-
rozzuk meg.

IX. tabldazat
DEGR-VlIla faktor
A OD 5
koncentracidja (nM)
0,00 0,208
0,39 0,176
1,56 0,116
6,25 0,073
25,00 0,026
100,00 0,024
9. példa

A Xa faktor keletkezésének gitlasa DEGR-VIIa fak-
torral

A X faktor tisztitott, rekombinans, oldhaté szoveti
faktorral tortén6 Xa faktorra valo atalakitasat kromogé-
nes modszerrel vizsgéljuk. A szoveti faktor expressza-
l4sa és tisztitisa Saccharomyces cerevisiae-bél torténik
[Shigematsu és munkatarsai, J. Biol. Chem., 267
21 329-21 337 (1992)]. Az oldhat szdveti faktor tiszti-
tasat és jellemzését Dr. Walt Kisiel végezte (University
of New Mexico, Albequergue, NM). A reakcidelegy
Osszetétele: 6,5 pl oldhatd szoveti faktor (2,2 uM),
29,0 PCPS (1 mM, Sigma, St. Louis, MO), 29,5 ul hu-
man X faktor (4,1 uM), 2,77 ml Hank-puffer (25 mM
Tris, pH=7,4, 150 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 5§ mM
CaCly, 0,1% BSA). A 96 luki lemez minden egyes
lukaba bemériink 40 pl szoveti faktor/X faktor ele-
gyet, 25 ul TBS-sel (20 mM Tris, pH=7,4, 150 mM
NaCl) higitott VIIa faktort és 25 ul TBS-sel higitott
DEGR-VIla faktort. A kontroll 40 pl szdveti faktor/X
faktor elegyet, 25 pl TBS-sel higitott VIIa faktort és
25 pl csak TBS-t tartalmaz. A lukakban 1év6 reak-
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cioelegyhez hozzdadunk 10 pl S-2222 (4 mM) kro-
mogén szubsztratot, és szobahdmérsékleten inkubalunk
2-10 percen keresztiil. A mérést 405 nm-en végezziik
a fent ismertetett késziilékkel.

A X faktor Vlla faktorral torténd aktivalasanak stan-
dard gorbéjét ugy allapitjuk meg, hogy a VIla faktort
ndvekvé koncentricioban adjuk a DEGR-VIIa faktort
nem tartalmazé reakcidelegyhez. A X. téblazatban
osszefoglalt eredmények azt mutatjak, hogy a kromo-
génes aktivitds dozisfliggSen novekszik, amint egyre
nagyobb mennyiségii VIIa faktort adunk a reakcidelegy-
hez. 100 nM Vlla faktort tartalmaz6 elegyhez névekvd
mennyiségi DEGR-VIIa faktort adva, a kromogénes
aktivitds dozisfiiggéen csokken (XI. tablazat). Ezek az
eredmények bizonyitjak, hogy a DEGR-VIIa faktor
kompetitiv antagonistaként mikadik a nativ Vila fak-
tor oldhat szoveti faktorhoz vald kot3désénél, és ezal-
tal gatolja a Xa faktor keletkezését, amit a kromogén
$-2222 szubsztrattal szembeni csokkend aktivitas alap-
Jjan mérhetiink.

X tablazat

A Xa faktor kromogénes aktivitdsinak fokozasa a
Vlla faktor novekvé koncentracioban térténd hozzdada-
séval. Az optikai slirliség (OD,ys) valtozasat mérjiik
kromogén S—2222 szubsztrit alkalmazaséaval

Vila faktor(:](\)';x)ccntréciéja OD05
0,78 0,168

1,156 0,288

3,12 0,478

6,25 0,694

12,50 0,764

25,00 0,790

50,00 0,738

100,00 0,770

XI tablazat

A Xa faktor kromogénes aktivitdsinak gatlisa
DEGR-VlIIa faktorral. A DEGR - VIla faktort az oldha-
t6 szdveti faktorhoz adjuk hozz4 nativ VIla faktor jelen-
létében. Az optikai siirliség (OD,ys) valtozésat mérjiik
a kromogén S—2222 szubsztrat alkalmazasaval

DEGR -VIIa faktor
koncentracidja (nM) ODaas
0 0,810
50 0,750
100 0,609
200 0,296
400 0,167
800 0,083
1600 0,055
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10. példa
A koagulacio gatlasa DEGR - VIIa faktorral

A DEGR-VIla faktor alvadasi idére gyakorolt hat4-
sdnak standard vizsgilati eljardsa a kovetkez: a nat-
rium-citrattal, mint olvadasgatloval dsszegyiijtott nor-
mal pavidnplazma 100 pl-ét hozzaadjuk a TBS-ben
(20 mM Tris, pH=7,4, 150 mM nétrium-klorid) higitott
DEGR-Vlla faktor véltozé koncentraciéji oldatdhoz.
A mintdkat osszekeverjik, és rovid ideig inkubaljuk
37 °C hémérsékleten. A mintikat Electra 800 Auto-
matic Coagulation Timer (Medicial Laboratories Auto-
mation, Pleasantville, NY.) késziilékbe vissziik. Inku-
bélas utdn 200 pl 25 mM kalcium-kloridot tartalmazd
szovetifaktor-prepardtumot adunk a DEGR-VIIa fak-
tor oldathoz. A szoveti faktor preparatumat frissen lefa-
gyasztott pavidnagybol készitjiik az agyszovetet séoldat-
tal extrahdlva, és a preparatum koaguldcioképességét
pavidnplazméaban megillapitva. Olyan koncentraciéji
szdvetifaktor-prepardtumot hasznéalunk fel, mely 40 mé-
sodperc koriili alvadasi id6t eredményez.

A XII. tablazat bizonyitja, hogy a DEGR—VIla fak-
tor hozziadasaval dézisfiiggen hosszabbodik az alva-
dasi id6. A plazméban 1 pg/ml DEGR-VIIa faktor dé-
zis mér szignifikansan néveli az alvadasi id6t.

XII. tabldzat

Az alvadasi id6 dozisfliggd novekedése DEGR-VIIa
faktor hatdsara

DEGR-VIla faktor (ug/ml Alvadasi id (mp)
plazma)
0 40,7
0,5 46,2
1,0 50,8
2,5 64,5
5,0 108,1
10,0 158,4

11. példa

A vérlemezek felgytlésének géatlisa DEGR-VIia
faktorral

A DEGR-VIIa faktor azon képességét, hogy gitolja
a vérlemezek felgytilését az artériatromboézis helyén, £5-
eml6s6k mechanikusan felsértett artéridjan vizsgaljuk.
Az aortaendarterektomia modellezéséhez pavianokat
hasznélunk, lényegében ahogyan azt Lumsden és mun-
katarsai leirtdk [Blood, 81: 17621770 (1993)]. Eltavo-
litunk egy 1-2 cm hosszi aortaszakaszt, kiforditjuk és
kaparassal eltivolitjuk az artéria-belhartyat és a tunica
medica 50%-at. Az artériat visszaforditjuk az eredeti
helyzetébe, mindkét végén kaniilt helyeziink el, és be-
épitjiik az llat testen kiviil kialakitott sontjébe, ezaltal a
mechanikusan felsértett artériat a sénton keresztiil az 4l-
lat vérdraménak tessziik ki. Miel6tt megnyitnank a son-
tot a vérkeringés el6tt 11In-jelolt antolég vérlemezeket
injektalunk intravénasan az éllatba. A felsértett artéria
helyén t6rténé vérlemez felgytilését valos id6s gamma-
kamera-leképzéssel hatdrozzuk meg.
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A DEGR-VIIa faktor vérlemezek felgyilését gatld
hatasanak mérésére DEGR~VIla béluszt vagy a kontroll-
nél sooldatot injektalunk kozvetleniil a sont megnyitsa
elétt. A felsértett artéridkat 60 percen 4t folyamatosan
mérjiik. 0,005 mg/testsalykilogramm DEGR-VIIa fak-
tor dézisa gétolja a vérlemezek felgyfilését. 1,0 mg/kg
bolusz injektalasndl a vérlemezek felgyiilésének gatlasa
90% koriili egy oréval a hatéanyag beadasa utan.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a DEGR—VIIa fak-
torral torténd szovetifaktor-gatlassal szignifikinsan meg-
akadalyozhat6 a foként vérlemezbdl 4ll6 trombuszok ki-
alakuldsa f6emlGsok akut vérérsériilés-modellje esetében.

A fent elmondottak alapjén megéllapithato, hogy a
katalitikus helyeken modositott VII faktor vagy a médo-
sitott VII faktor készitmények képesek hozzakotddni a
szoveti faktorhoz, de lényegében képtelenek a X és IX
faktorokat aktivalni. Minthogy a médositott VII faktor
specifikusan szakitja meg a koagulacids kaszkadot anél-
kiil, hogy csokkentené és felhasznalna az alvadasi fakto-
rokat, varhat6, hogy a madositott VII faktor készitmé-
nyeinek alkalmazisival kevesebb nemkivénatos mel-
lékhatds fog megjelenni, mint a jelenleg hasznalatos te-
rapiaknal. Tovabba az itt leirt modositott VII faktor
kénnyen elGéllithaté rekombindns technikaval. Ezek
szerint a hatékonysag, a megfelelség és kisebb dozi-
sok gazdasagossaga tovabba a ritkdbb beadis és a toxi-
citds viszonylagos hidnya el6nyéket biztosit a jelen ta-
lalmany szerinti készitmények szdmara.

Noha a jobb megértés céljabol az elmondottakat il-
lusztracidkkal és példékkal részletezve adtuk kézre, nyil-
vanvald, hogy bizonyos véltoztatdsok és modositisok
még elvégezhetdek a mellékelt igénypontok oltalmi ko-
rén beliil.
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(A) Hossza: 2422 bazispar

CCTCCCGACA ATACAGGGGC AGCACTGCAG AGATTTCATC ATG GTC TCC CAG GCC 55
Met Val Ser Gln Ala
-38 -35

CTC AGG CTC CTC TGC CTT CTG CTT GGG CTT CAG GGC TGC CTG GCT GCA 1063
Leu Arg Leu Leu Cys Leu Leu Leu Gly Leu Gln Gly Cys Leu Ala Ala
-30 -25 -20

GTC TTC GTA ACC CAG GAG GAA GCC CAC GGC GTC CTG CAC CGG CGC CGG 151
Val Phe val Thr Gln Glu Glu Ala His Gly Val Leu His Arg Arg Arg
-15 -10 -5

CGC GCC AAC GCG TTC CTG GAG GAG CTG CGG CCG GGC TCC CTG G AGG 199
Arg Ala Asn Ala Phe Leu Glu Glu Leu Arg Pro Gly Ser Leu Glu Arg

GAG TGC AAG GAG GAG CAG TGC TCC TTC GAG GAG GCC CGG GAG ATC TTC 247
Glu Cys Lys Glu Glu Gln Cys Ser Phe Glu Glu Ala Arg Glu Ile Phe
20 25 30

AAG GAC GCG GAG AGG ACG AAG CTG TTC TGG ATT TCT TAC AGT T GGG 295
Lys Asp Ala Glu Arg Thr Lys Leu Phe Trp Ile Ser Tyr Ser Asp Gly
35 40 45

GAC CAG TGT GCC TCA AGT CCA TGC CAG AAT GGG GGC TCC TGC AAG GAC 343
Asp Gln Cys Ala Ser Ser Pro Cys Gln Asn Gly Gly Ser Cys Lys Asp
50 55 60

CAG C CAG TCC TAT ATC TGC TTC TGC CTC CCT GCC TTC GAG GGC CGG 391
Gln Leu Gln Ser Tyr Ile Cys Phe Cys Leu Pro Ala Phe Glu Gly Arg
65 70 75

AAC TGT GAG ACG CAC AAG GAT GAC CAG CTG ATC TGT GTG AAC GAG AAC 439
Asn Cys Glu Thr His Lys Asp Asp Gln Leu Ile Cys Val Asn Glu Asn
80 85 90 95

GGC GGT TGT GAG CAG TAC TGC AGT GAC CAC ACG GGC ACC AAG CGC TCC 487
Gly Gly Cys Glu Gln Tyr Cys Ser Asp His Thr Gly Thr Lys Arg Ser
100 105 110

TGT CGG TGC CAC GAG GGG TAC TCT CTG CTG GCA GAC GGG GTG TCC TGC 535
Cys Arg Cys His Glu Gly Tyr Ser Leu Leu Ala Asp Gly Val Ser Cys

115 120 128

ACA CCC ACA GTT GAA TAT CCA TGT GGA AAA ATA CCT ATT CTA GAA AAA 583
Thr Pro Thr val Glu Tyt Pro Cys Gly Lys Ile Pro Ile Leu Glu Lys
130 135 140

AGA AAT GCC AGC AAA CCC CAA GGC CGA ATT GTG GGG GGC AAG GTS TGC 631

Arg Asn Ala Ser Lys Pro Gln Gly Arg Ile Vval Gly Gly Lys Val Cys
145 150 155
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cce
Pro
160

CAG
Gln

GCC
Ala

CTG
Leu

CGG
Arg

AAC
Asn
240

GAC
Asp

ACG
Thr

CTG
Leu

CGG
Arg

TCC
Ser
320

AGC
Ser

TAC
Tyr

TGC
Cys

ATC
Ile

CTC
Leu
400

Lys

TG
Leu

CAC
His

GGC
Gly

GTG
val
225

CAC
His

CAT
His

CTG
Leu

GAC
Asp

CTG
Leu
305
CCa
Pro

AAG
Lys

CGG
Arg

GCA
Ala

GAG
Glu
385

CTG
Leu

GGG
Gly

TGT
Cys

TGT
Cys

GAG
Glu
210

GCG
Ala

GAC
Asp

GTG
val

GCC
Ala

CGT
290
ATG
Met
AAT

Asn

GAC
Asp

GGC
Gly

ACC
Thr
370

TGG

L)

-

CGA
Arg

GAG TGT
Glu Cys

GGG GGG
Gly Gly

180

TTC GAC
Phe Asp

195

CAC GAC
His Asp

CAG
Gln

ATC
Ile

GTG
Val

TTC
Phe
275

GGC
Gly

ACC
Thr

ATC
Ile

TCC
Ser

ACG
Thr
355

GTG
val

CTG
Leu

GCC
Ala

GTC
val

GCG
Ala

CccC
Pro
260

GTG
val

GCC
Ala

CAG
Gln

ACG
Thr

TGC
Cys
340

TGG
Trp

GGC
Gly

CAA
Gln

cca
Pro

CCA
Pro
165

ACC
Thr

AAR
Lys

cTC
Leu

ATC
Ile

CTG
Leu
245

CTC
Leu

CGC
Arg

ACG
Thr

GAC
Asp

GAG
Glu
325

ARG
Lys

TAC

CAC
His

ARG
Lys

TTT
Phe
405

HU 219682 B

TGG CAG
Trp Gln

CTG ATC
Leu Ile

ATC AAG
Ile Lys

AGC GAG
Sexr Glu
215

ATC CCC
Ile Pro
230

CTC CcGC
Leu Arg

TGC CTG
Cys Leu

TTC TCA
Phe Ser

GCC CTG
Ala Leu
2985

TGC CTG
Cys Leu
310

TAC ATG
Tyr Met

GGG GAC
Gly Asp

CTG ACG
Leu Thr

TTT GGG
Phe Gly
378

CTC ATG
Leu Met
390

GTC
val

AAC
Asn

AAC
AsSn
200

CAC
His

AGC
Ser

CTG
Leu

ccc
Pro

TTG
Leu
280

GAG
Glu

CAG
Gln

TTC
Phe

AGT
Ser

GGC
Gly
360

GTG
val

CGC
ARrg

apy e
Leu

ACC
Thr
185

TGG
Trp

GAC
Asp

ACG
Thr

CAC
His

Glu
265

GTC
Val

CTC
Leu

CAG
Gln

TGT
Cys

GGA
Gly
345

ATC
Ile

TAC
Tyr

TCA
Ser

TTG TTIG
Leu Leu
170

ATC TGG
Ile Trp

AGG AAC
Arg Asn

GGG GAT
Gly Asp

TAC GTC
Tyr Val
235

CAG CCC
Gln Pro
250

CGG ACG
Arg Thr

AGC GGC
Ser Gly

ATG GTC
Met Val

TCA CGG
Ser Arg

315
GCC GGC
Ala Gly
330

GGC cca
Gly Pro

GTC AGC
Val Ser

ACC AGG
Thr Arg

GAG CCa
Glu Pro
395

GTG
val

GTG
Val

CTG
Leu

GAG
Glu
220

CCG
Pro

GTG
val

TTC
Phe

TGG
Trp

cTC
Leu
300

ARG
Lys

TAC
Tyr

CAT
His

TGG
Trp

GTC
val
380

CGC
Arg

AAT
Asn

GTC
Val

ATC
Ile
205

CAG
Gln

GGC
Gly

GTC
Val

TCT
Ser

GGC
Gly
285

AAC
Asn

GTG
val

TCG
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly
365

TCC
Ser

cca
Pro

CCC TAG C CCAGCAGCCC TGGCCTGTGS

Pro

GGA GCT
Gly Ala
175

TCC GCG
Ser Ala
190

GCG GTG
Ala Vval

AGC CGG
Ser Arg

ACC ACC
Thr Thr

CTC ACT
Leu Thr
255

GAG AGG
Glu Arg
270

CAG CTG
Gln Leu

GTG CCC
Val Pro

GGA GAC
Gly Aasp

GAT GGC
Asp Gly
335

ACC CAC
Thr His
350

CAG GGC
Gln Gly

CAG TAC
Gln Tyr

GGA GTC
Gly val

679

727

775

823

871

918

967

1015

1063

1111

1159

1207

12558

1303

1351

1396

AGAGAAAGCC AAGGCTGCGT CGAACTGTCC TGGCACCAAA TCCCATATAT TCTTCTGCAG 1456

TTAATGGGGT AGAGGAGGGC ATGGGAGGGA GGGAGAGGTG GGGAGGGAGA CAGAGACAGA 1516

AACAGAGAGA GACAGAGACA GAGAGAGACT GAGGGAGAGA CTCTGAGGAC ATGGAGAGAG 1576
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ACTCAAAGAG
ATGAGAGGCA
GGAGGCAGAC
GATCTGCTGG
CACACATGGA
GATGCACACA
GATATGCACR
CGCACACATC
GATATGCACA
ACACAGATGC
AAGGCGGTTG
AATTCAGAAG
TCTCCCTTCG
ATAAACGGCT
AAAARA

Met Val

-38

Gly

His
-5

Leu

Gly Ser

Ala Arg

Ser

Gly Ser

60

Ala
75

Cys

Phe

val

Gly Thr

ACTCCAAGAT
GAGGCAGACA
AGCCCAGCTG
CCCTCAGGCT
TGCACACACA
CAGATGGTCA
CACAGATGCA
AGTGCACACG
CACATGGATG
ACACACAGAT
TTTAGCTCTC
CATCACCATG
CTGGGTGCCG
GCGTCTCCTC

HU 219682 B

TCAAAGAGAC
GGCGCTGGAC
AGCCTCCTTA
GCTGCTCTGC
CACACGCCAA
CACAGAGATA
CACACAGATA
GATGCACAGA
AGCACACACA
GCACACACAC
ACTTTTCTGG
CATGGTGGCG
GGCTGCACAG
CGCACACCTG

TAATAGAGAC
AGAGGGGCAG
CCTCCCTTCA
CTTCATTGCT
TGCACACACA
CGCAAACACA
TACACATGGA
GATATGCACA
CACCAAGTGC
CGATGCTGAC
TTCTTATCCA
AATGCCCCCA
ACTATTCCCC
TGGTGCCTQC

(2) AzID NO: 2 szekvencia adatai:
(i) A szekvencia tulajdonsagai
(A) Hossza: 441 aminosav
(B) Tipusa: aminosav
(D) Topoldgiéja: linearis
(ii) A molekula tipusa: fehérje
(xi) A szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 2:

Gln
-35

Ser

Leu Ala

-20

Arg Arg

Leu Glu

Ala

Arg

Arg

val Phe

Val

Ala Leu Arg Leu Leu Trp Leu

-30

Thr Gln

-15

Ala
1

Cys

Arg

Glu

15

Ile
30

Glu

Ser
45

Cys

Asp
Lys
Glu Gly
Glu

Asn

Lys

Phg
Gly
Asp
Arg
Asn

g Ser

Lys Asp

Asp Gln

Gln Leu

65

Asn
80

Gly Gly

Asn

Lys

Ala

Cys

50
Gln
Glu

Cys

Arg Cys

Ala Phe

Glu
20

Glu

Glu
35

Arg

Ala Ser

Ser

Thr His

Glu Gln

100

His Glu

115

17

ACAGAGATGG
GGGAGTGCCA
GCCAAGCCCC
GGAGACAGTA
CAGAGATATG
CCGATGCACA
TGCACGCACA
CACCGATGTG
GCACACACAC
TCCATGTGTG
TTATCATCTT
AACTCTCCCC
ACCTGCTTCC
CACCCAAAAA

Leu Leu

Ala
-10

Glu Glu

Leu Glu Glu

s

Gln Ser

Cys

Thr Lys Leu

Pro

Cys
55
Cys Phe
70
Lys Asp

85

Tyr

Asp

Ser

Gly Tyr Ser

AATAGAAAAG
AGGTTGTCCT
ACCTGCACGT
GAGGCATGAA
CACACACACG
CGCACATAGA
TGCCAATGCA
CGCACACACA

CGATGTACAC
CTGTCCTCTG
CACTTCAGAC
CAAATGTATT
CAGCTTCACA
AAAAAAADAA

Gly Leu

-25

His Gly

Leu Arg

1636
1696
1756
1816
1876

2116
2176
2236
2296
2356
2416

2422

Gln

vVal

Pro

10

Phe Glu

25

Phe Trp

Gln Asn

Leu

Cys

Gln Leu

Asp

105
Leu Leu
120

Glu

Ile

Gly

Pro

His Thr
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Asp Gly Val Ser Cys Thr Pro Thr Vval Glu Tyr Pro Cys Gly Lys Ile
125 130 135

Pro Ile Leu Glu Lys Arg Asn Ala Ser Lys Pro Gln Gly Arg Ile Val
140 145 150

Gly Gly Lys Val Cys Pro Lys Gly Glu Cys Pro Trp Gln Val Leu Leu
155 160 165 170

Leu Val Asn Gly Ala Gln Leu Cys Gly Gly Thr Leu Ile Asn Thr Ile
175 180 185

Trp Val Val Ser Ala Ala His Cys Phe Asp Lys Ile Lys Asn Trp Arg
190 195 200

Asn Leu Ile Ala Val Leu Gly Glu His Asp Leu Ser Glu His Asp Gly
205 210 215

Asp Glu Gln Ser Arg Arg Val Ala Gln Val Ile Ile Pro Ser Thr Tyr
220 225 230

Val Pro Gly Thr Thr Asn His Asp Ile Ala Leu Leu Arg Leu His Gln
235 240 245 250

Pro Val Val Leu Thr Asp His Val val Pro Leu Cys Leu Pro Glu Arg
255 260 265

Thr Phe Ser Glu Arg Thr Leu Ala Phe Val Arg Phe Ser Leu Val Ser
270 275 280

Gly Trp Gly Gln Leu Leu Asp Arg Gly Ala Thr Ala Leu Glu Leu Met
285 290 295

Val Leu Asn Val Pro Arg Leu Met Thr Gln Asp Cys Leu Gln Gln Ser
300 305 310

Arg Lys Val Gly Asp Ser Pro Asn Ile Thr Glu Tyr Met Phe Cys Ala
315 320 325 330

Gly Tyr Ser Asp Gly Ser Lys Asp Ser Cys Lys Gly Asp Ser Gly Gly
335 340 345

Pro His Ala Thr His Tyr Arg Gly Thr Trp Tyr Leu Thr Gly Ile Val
350 355 360

Ser Trp Gly Gln Gly Cys Ala Thr val Gly His Phe Gly Vval Tyr Thr
365 370 375

Arg Val Ser Gln Tyr Ile Glu Trp Leu Gln Lys Leu Met Arg Ser Glu
380 385 390

Pro Arg Pro Gly Val Leu Leu Arg Ala Pro Phe Pro
395 400 405

(2) Az ID NO: 3 szekvencia adatai: 50 (2) AzID NO: 4 szekvencia adatai:
(i) A szekvencia tulajdonsagai (i) A szekvencia tulajdonségai:
(A) Hossza: 21 bazispar (A) Hossza: 15 bazispar

(B) Tipusa: nukleinsav (B) Tipusa: nukleinsav
(C) Szaltipusa: egyszali (C) Szaltipusa: egyszala
(D) Topolégidja: lineéris 55 (D) Topoldgidja: linearis
(ii) A molekula tipusa: cDNS (i1) A molekula tipusa: cDNS
(iii) Feltételezés: N (ii1) Feltételezés: N
(iv) Antiszenzitas: N (iv) Antiszenzitds: N
(xi) A szekvencia leirdsa: SEQ ID NO: 3: (xi) A szekvencia leirasa: SEQ ID NO: 4:
TGGGCCTCCG GCGTCCCCT T 21 60 TCCCAGTCAC GACGT 15
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A VII faktor X vagy IX plazmafaktorokat aktivalo
képességét gatlo legalabb egy modositissal rendelkezd
VII faktor alkalmazasa vérér 0jboli besziikiilésének
(resztenozis) gatlasara alkalmas gyogyaszati készitmény
elGallitasara.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, ahol a mddositas
abbol all, hogy egy szeril-protedz-inhibitorral reagalta-
tott VII faktort alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, ahol a proteaz-
inhibitor egy szerves foszforvegyiilet, szulfonil-fluorid,
peptid-halo-metil-keton vagy egy azapeptid.

4. A 3. igénypont szerinti eljiras, ahol a protedz-
inhibitor az aldbbi peptid-halo-metil-ketonok valamelyi-
ke: D-Phe-Pro-Arg-klér-metil-keton vagy denzil-Glu-
Gly-Arg-klér-metil-keton.

5. A VII faktor X vagy IX plazmafaktorokat akti-
valo képességét gatlé legaldbb egy modositassal ren-

10

15

19

delkezd VII faktor alkalmazésa a vérlemezek felgytilé-
sének gatlasara alkalmas gyogyaszati készitmény el6al-
litasara.

6. Az 5. igénypont szerinti eljarés, ahol a médositas
abbdl 4ll, hogy egy szeril-protedz-inhibitorral reagal-
tatott VII faktort alkalmazunk.

7. A 6. igénypont szerinti eljards, ahol a protedz-
inhibitor egy szerves foszforvegyiilet, szulfonil-fluorid,
peptid-halo-metil-keton vagy egy azapeptid.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, ahol a proteaz-
inhibitor az aldbbi peptid-halo-metil-ketonok valamelyi-
ke: D-Phe-Pro-Arg-klor-metil-keton vagy denzil-Glu-
Gly-Arg-klor-metil-keton.

'9. Az 5. igénypont szerinti eljaras, ahol a VII faktor
modositisa abbol 4ll, hogy legaldbb egy aminosavat ki-
cseréliink, betoldunk vagy kiejtiink a Ser, Asp és His ka-
talitikus triddban.
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