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Fibrinolyticky aktivny polypeptid

Je opisany fibrinolyticky aktivny metaloproteinazovy pep-
tid (nazyvany ,,novy aktivny trombolyticky peptit* (NAT)),
ktory je a&inny pri in vivo lyze krvnych zrazenin, tiez si
opisané metody a materialy potrebné na jeho vyrobu po-
mocou rekombinantnej expresie.
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FIBRINOLYTICKY AKTIVNY POLYPEPTID

Oblast techniky

Tento vynédlez sa vztahuje k - fibrinolyticky aktivne]j
metaloproteinaze, ktord md4 v prirode sa nevyskytujicu
sekvenciu, k metdédam jej vyroby a k jej pouZitiu v liecbe

trombbdz in vivo.

Doteraj3i stav techniky

Fibroladza je enzymaticky aktivny polypeptid (konkrétne
metaloproteinaza), tvoreny 203 aminokyselinami, ktory bol prvy
raz izolovany purifikdciou z jedu hada Southern Coppérhead
(Patent USA &. 4, 610,879, vydany 9. septembra 1986 (Markland
et al.); a Guan et. Al., Archives of Biochemistry ‘and
Biophysics, zvazok 289, &islo 2, strany 197-207 (1991). Enzym
vykazuje priamu fibrinolyticka aktivitu so slabou alebo
Jiadnou hemoragickou aktivitou. RozpuSta krvné =zrazeniny

tvorené z fibrinogénu alebo z plnej krvi.

Aminokyselinova sekvencia fibroldzy bola urlend a tieZ
boli popisané metédy pre rekombinantni produkciu v kvasinkach
a pouZitie pre upravu tromboembolickych podmienok in wvivo.
Randolph et al., Protein Science, Cambridge University Press
(1992), strany 590-600 a Eurdépska patentové Ziadost &. 0 323
722 (Valenzuela et al.), publikovand 12. jula 1989.
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Podstata vynalezu

Tento vynalez poskytuje fibrinolyticki metaloproteindzu o
aminokyselinovej sekvencii, ktoré sa beZne v  prirode
nevyskytuje (popisand vid. SEQ ID NO:1 a tieZ popisované tu
ako "novel acting thrombolytic" (NAT). TieZ su- poskytnuté
sekvencie nukleovej kyseliny ako napr. SEQ ID NO: 2 a jej

variénty, ktoré kéduju NAT.

Termin "zrely" je pouZivany v jeho konven&nom zmysle -
oznaCuje biologicky aktivny polypeptid, ktory bol enzymaticky
spracovany In situ v hostitelskej bunke, vyStiepenim z

"prepro" oblasti.

Vzhladom k fibrinolytickej aktivite je NAT pdﬁiitelny in
vivo ako lyza&né &€inidlo krvnych zrazenin pri lie&eni trombédz

u cicavcov (vréatane krys, prasiat a &loveka).

NAT polypeptid v tomto vynadleze ako /lieéebné ¢inidlo
poskytuje VYhody' oproti v prirode sa vyskytujﬁcej fibroléaze
(napr. fibrinolyticky polypeptid najdeny v hadom 3jede). U
nativnej fibroldzy je popisané niekolko alternativnych N-
koncov: QQRFP, EQRFP a ERFP (kde E zna&i cyklicky glutamin
alebo kyselinu pyroglutémovi). Presnej3ie, molekula fibrolazy,
ktord zalina na N-konci sekvenciou QQRFP, je degradovanid na 2
izoformy, ktoré maji N-konce EQRFP‘ a ERFP. Rekombinantné
fibrolaza vyradband v kvasinkdach je zmes v3etkych tychto 3
foriem a teda nie je homogénna. Vid. Loayza et al, Journal of
Chromatography, B 662, strany 227-243 (1994).

A naviac cyklicky glutamin blokuje N-koniec a znemoZiiuje

tak sekvenovanie.
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V zrovnani s tym rekombinantny NAT (popisovany v tomto
vynaleze) poskytuje jednu formu: iba jeden N-koniec je typicky
vyrdbany. Vysledkom je vac¢Sia homogenita koncového produktu v
zrovnani s rekombinantnou fibroldzou, ¢&o je vyhodné, ked ako

kone&né upotrebenie su zamy$lané lekdrske aplikéacie.

Struény prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 zobrazuje v linedrnom tvare cell aminokyselinova
sekvenciu NATu (Seq ID NO:3), skladajucu sa z " prepo" oblasti
(pod&iarknutd), ktord obsahuje "signalny" peptid, a zrely

polypeptid (nepod&iarknuty).

Podrobny prehlad obrdzkov na vykresoch

NAT moZe byt vyrabany rekombinantnou expresiou molekuly
nukleovej kyseliny o SEQ ID NO:4, ktord kéduje kompletnu
aminokyselinovi sekvenciu NATu (SEQ ID NO:3), vratane "prepo"
oblasti ( nukleotidy 1173) a zrelého polypeptidu (nukleotidy
784-1386), vo vhodnom hostitelovi. N&sledne po expresii, je
prepo oblast v hostitelskej bunke enzymaticky odStiepena a

poskytuje zrely aktivny polypeptid (SEQ ID NO:1).

NAT je vyrédbany v kvasinkdch, ako bude vysvetlené

detailnej§ie niZsie.

Zrely polypeptid (SEQ ID NO: 1), ktory je takto vyrabany
méZe mat a tieZ nemusi ako koncovi aminokyselinu - metionin
a to v zavislosti od spdsobu pripravy. Typicky je metionin,
ako koncova aminokyselina pritomny, ked je polypeptid vyrébany
rekombinantne Vv nesekretujticom bakteriidlnom druhu (napr.

E.coli) ako hostitelovi.
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Okrem toho, molekula nukleovej kyseliny o SEQ ID NO: 2, je
tieZ pouZitelna, pretoZe je to degenerovani sekvencia a kéduje
rovnaky polypeptid. Tento vyndlez =zahrnuje tieZ molekuly
nukleovej kyseliny, ktoré mdéZu kédovat daldie aminokyseliny
hrani¢iace na 5’alebo 3° konci s oblastou, ktora kéduje zrely
polypeptid, rovnako ako sekvencie kédujlice alternativne
pre/pro oblasti (napr. sekvencie zodpovedné za sekréciu
polypeptidu cez bunkové membrany) v mieste nativnej pre/pro
oblasti. (napr. nédjdené v prirode vyskytujlcej sa fibrolaze).
DalSie sekvencie méZu tieZ byt nekédujﬁce sekvencie, vratane
regulaénych oblasti ako prométor transkripcie alebo

translacie, v za&vislosti od hostitelskej bunky.

NAT méZe byt pripraveny pomocou dobre zndmych
rekombinantnych technik, ktoré st popisané bliZ&ie v Sambrook
et al., Molecular cloning: Laboratory manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989) a/alebo
v Aqusubel et al., editors, Current Protocols in Moleéular
Biology, Green Publishers Inc. and Wiley and Sons, New York
(1994) .

DNA molekula kédujica polypeptid alebo jeho skratena
verzia, mbéZe byt ziskand napriklad pomocou metddy: "screening"
genémove]j alebo cDNA kniZnice, alebo pomocou PCR amplifikécie.
Nasleduje nahradenie kodénu, ktory kéduje N-koncové

aminokyseliny QQR, kodénom pre serin (S).

Alternativne, méZe byt molekula kdédujuca NAT pripravena
chemickou syntézou, pomocou metéd, ktoré su dobre zname
skisenym chemikom. Popisané boli Engelsom et al. v Angew.
Chem. Intl. Ed., Volume 28, strany 716-734 (1989). DNA je
niekolko stoviek nukleotidov dlha. Nukleové kyseliny dlhS&ie
ako jedno sto nukleotidov mdéZu byt syntetizované rovnakymi

metédami ako niekolko fragmentov a nésledne tieto fragmenty
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méZu byt ligované k sebe, tak aby vytvorili nukleotidovu

sekvenciu o Ziadanej dizke.

DNA molekula je vloZend do prisludSného expresného vektora

pre expresiu vo vhodnej hostitelske]j bunke.

Vektor je vybrany, tak aby fungoval v danej hostitelskej
bunke (napr. vektor je kompatibilny s hostitelskym bunkovym

apardtom, tak Ze dochadza k expresii DNA).

Aj ked polypeptid méZe byt exprimovany v prokaryotickej,
kvasinkovej, = hmyzej (bakulovirusovy systém) alebo
eukaryotickej hostitelskej bunke, kvasinka je uprednostnena,

ako bude dalej podrobnejSie vysvetlené.

Vektory pouZivané k expresii NAT v akejkolvek hostitelske]
bunke méZu tieZ obsahovat 5° hrani¢iacu oblast (spominana ako
"prométor") a daldie regulacné prvky prakticky pripojené k DNA
tak, aby Dboli exprimované. Su to enhancery, zaCiatok
replika&ného elementu, celd sekvencia intrénu, obsahujica
donorové a akceptorové vystrihovacie miesto, signalna
peptidova sekvencia, sekvencia  pre vazbu ribozému a
polyadenyla&né sekvencia, polylinkérova oblast pre inzerciu

nukleovej kyseliny kédujucej NAT a selek&iny marker.
KaZdy z tychto elementov je diskutovany dalej.

Nie nutne, méZe vektor tieZ obsahovat "tag" sekvenciu,
napr. oligonukleotidovd sekvenciu lokalizovani na 5"alebo
3°koncu polypetid- kédujuici sekvenciu, ktord kdéduje poly His
(ako hexaHis) alebo kratke imunogénne sekvencie ( ako c-myc
alebo hemaglutininovy epiptop, pre ktoré st protilatky,
vratane monoklondlnych protildtok, komeréne dostupné. Tento

tag je exprimovany spoloZne s NAT a mdZe sluZit ako afinitny
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tag pre purifikdciu tohto polypeptidu z hostitelskej bunky.
Nasledne mbéZe byt tag odstréneny z purifikovaného polypeptidu

réznymi spdsobmi, napriklad pouZitim selektivnej peptidazy.

5" hrani¢néd sekvencia mdéZe byt v prirode sa vyskytujtca
sekvencia, alebo mdéZe byt homoldégna (napr. 2z rovnakého druhu
alebo rodu ako hostitelskd bunka), heterogénna (napr. z iného
druhu alebo rodu, ako je hostitelskd bunka), hybridna (napr.
kombinacia 5° hrani&nd sekvencia z viacej ako jedného druhu)

alebo synteticki.

Zdrojom méZe byt akykolvek prokaryoticky alebo
eukaryoticky organizmus, alebo akdkolvek rastlina, za
predpokladu, Ze 5° hraniénd sekvencia je funk&nd, a moZe byt

aktivovany systémom hostitelskej bunky.

ZaCiatok replikdcie je va&3inou sudastou prokaryotickych
expresnych vektorov, ktoré su komer&ne dostupné, a napdméha
replikacii vektora v hostitelskej bunke. Amplifikacia vektora
v urCitom poltu képii, mdéZe byt v niektorych pripadoch
dbleZitd pre optimdlnu expresiu "NATu". Akonahle vybrany
vektor neobsahuje zaCiatok replikidcie, mdZe byt na zaklade
znamej sekvencie chemicky syntetizovany a nasledne vloZeny do

vektora.

Prvok konca transkripcie Jje typicky lokalizovany na
3"konci polypeptidovej kédujlicej sekvencie a slufi k ukon&eniu
transkripcie mRNA. Terminaény prvok v prokaryotickych bunkach
je vacsinou G-C bohaty fragment nasledovany polyT sekvenciou.
Tento prvok Jje Iahko klonovatelny 2z kniZnice alebo komerd&ne
dostupny ako suUCast vektora, a tieZ moéZe byt pripraveny

metddami syntézy nukleovych kyselin.
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Gén pre selekény markér kéduje protein nezbytny pre
preZitie a rast hostitelskej bunky na selektivnom kultivacnom
médiu. Typicky selek&ény markérovy gén kbéduje proteiny, ktoré
(a) prepoziciavaju 'rezistenciu na antibiotikd alebo na iné
toxiny, napriklad, ampicilin, tetracyklin alebo kanamycin v
prokaryotickych hostitelskych bunkach, zeocin v kvasinkadch a
neomycin v cicavCéich hostitelskych bunkéach; (b) doplnok
auxotrofickej deficiencie buniek; alebo (c) doplnok kritickych
Zivin nedostupnych 2z komplexného média. Preferované selekéné
markéry pouZivané pri prokaryotickej expresii su gény pre

rezistenciu na kanamycin, ampicilin a tetracyklin.

Ribozomdlny vazobny prvok, beZne nazyvany "Shine-Dalgarno”
sekvencia (u prokaryotov) alebo "Kozak" sekvencia (pre
eukaryoty), je nezbytny pre inicidciu translacie mRNA. Tento
prvok je typicky lokalizovany na 3° konci od prombétora a na
5"konci od kédujuce] sekvencie polypeptidu, ktory je

syntetizovany.

"Shine-Dalgarno" sekvencia je variabilnd, ale typicky
obsahuje polypurin (napr. vysoky obsah A—é). Mnoho "Shine-
Dalgarno" sekvencii bélo identifikované, kaZda mbéZe byt Ilahko
syntetizovand pomocou metdd, ktoré boli popisané a pouzité v

prokaryotickom vektore.

"Kozak" sekvencia zahrnuje sekvencie bezprostredne pred a

za iniciaénym koddénom.

Preferovand "Kozak" sekvencia je té4, ktoréd je asociovana s

vysokou u¢innostou s inicidciou transléacie v AUG Start koddne.

V tych pripadoch, kedy je Ziaduice, aby NAT polypeptid bol
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sekretovany z hostitelskej bunky, mbéZe byt signadlna sekvencia
pouZita k nasmerovaniu polypeptidu von z bunky, v ktorej bol
syntetizovany. Signélna sekvencia je umiestnend v kédujtce]
oblasti sekvencie nukleovej kyseliny, alebo priamo na 5° konci
kéduijice] oblasti. Vela signdlnych sekvencii bolo
identifikované a akdkolvek =z nich funguje vo vybranej
hostitelskej bunke a mbéZu tu byt pouZité. Teda, signalna

sekvencia méZe byt homolégna alebo heterolégna s polypeptidom.

Naviac signadlna sekvencia mdéZe byt chemicky syntetizovana

za pouZitia metdd popisanych vy3sie.

Ked je vektor skonStruovany a nukleovd kyselina bola
vloZend do spravneho miesta vo vektore, cely vektor mézZe byt
vloZeny do vhodnej hostitelskej bunky a dalej amplifikovany
a/alebo polypeptid exprimovany.

Ako uZ bolo spominané, hostitelské bunky mdéZu byt
prokaryotické (ako E.coli) alebo eukaryotické (ako kvasinkové
bunky, alebo hmyzie alebo bunky stavovcov). Hostitelska bunka,
nech uZ je to kvasinka alebo iny hostitel, za vhodnych
podmienok mbZe syntetizovat NAT, ktory mbéZe byt neskorSie
pozbierany =z kultiva¢ného média (ako nahle je hostitelskou
bunkou sekretovany do média), alebo priamo z hostitelskych
buniek, ktoré ho produkuji (pokial nie je sekretovany). Po
“zberu NAT polypeptidu mbéZe byt purifikovany pouZitim metdd,
ako je molekularna sietova chromatogréfia, afinitna

chromatografia a podobné.

Vyber hostitelskej bunky bude z velkej miery zavisiet od
spbsobu, akym je bunka schopnd zbalit NAT do jeho nativnej
sekundadrnej a tercidlnej &truktuiry (napr. spravna orientacia
di-sulfidickych mostikov, apod.), tak aby bol biologicky

aktivny. Napriek tomu, dokonca ked hostitelska bunka
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nesyntetizuje biologicky aktivny materidl, mdZe byt "zbaleny"
po syntéze za pouZitia vhodnych chemickych podmienok, takych,
ktoré su zndme skusenym chemikom. V tomto pripéde, mbdZe byt
spravne "zbalenie" odvodené z faktu, Ze material je biologicky

aktivny.

Vhodné hostitelské bunky, alebo tkanivové kultury mdéZu byt
cicavéie bunky, ako napriklad bunky =z vaje&nika <&inskeho
SkreGka (CHO-Chinese hamster ovary cells) alebo 3T3 bunky.
Vhodné cicav&ie hostitelské bunky a metddy transformacie,
kultivacie, mnoZenia, screeningu, a vyroby produktu a jeho

purifikdcie sU obecne zname.

Dal3ie vhodné cicav&ie bunkové kultury su opié&ie COS-1 a
COS-7 bunkové linie a CV-1 bunkovid linia. Dal3ie pripadné
cicav&ie hostitelské Dbunky s bunkovd linia primatov a
hlodavcov, vratane transformovanych bunkovych linii. Vhodné su
tieZ normalne diploidné bunky, bunkové druhy odvodenéhbd in
vitro kultivovanych primdrnych tkanivovych 1linii, rovnako ako
primarne explantaty. Kandiddtne bunky by mali byt genotypovo
deficitné v selek&nom géne, alebo by mali obsahovat dominantne

pbsobiaci selekény gén.

Aviak aj dal3ie cicavfie bunkové . linie je moZné pouiZit,
HeLa, my3acie L-929 bunky, 3T3 bunky odvodené od Swiss, Balb-c

alebo NIH mySacich, BHK alebo HaK bunkové linie zo Skrecka.

UZito&né su tieZ baktérie ako hostitelské bunky. Napriklad
rézne druhy E.Coli (napr. HB10l, DH5a, DH10 a MC1l061) su dobre

zname ako hostitelské bunky pouZivané v biotechnoldgii.

Rézne druhy B.subtilis, Pseudomonas druhy, 1iné druhy
Bacillus, Streptomyces a im podobné mdéZu byt tieZ pouZité.

Naviac vela druhov kvasinkovych buniek je tieZ pouZitelnych
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ako hostitelské bunky pre expresiu polypeptidu prezentovaného
v tomto vyndleze. TieZ hmyzie bunky mdéZu byt pouZité ako
hostitelské bunky. Popisané napriklad v " Miller et al.,
Genetic Engineering,, Volume 8, strany 277-298 (1986).

Inzercia (tieZ nazyvana ako transformacia -alebo
transfekcia) vektora do vybranej hostitelskej bunky méZe byt
uskutocnena pomocou kalcium fosfatuy, elektroporaciou,

mikroinjekciou, lipofekciou alebo DEAEdextranom.

Vybrana metéda musi funk&éne korelovat s pouZitou
hostitelskou bunkou. Tieto a iné vhodné metddy si zname

skisenym chemikom a popisané hocikde (napr. v Sambrook et al.)

Hostitelské bunky obsahujici vektor méZu byt kultivované
vo Standardnom médiu. Médium va&3inou obsahuje vZetky nezbytné

Ziviny pre rast a preZitie buniek.

Vhodné meédid pre kultivadciu E.coli su napriklad Luria
Broth (LB) a/alebo Terrific Broth (TB). Vhodné média pre
kultivaciu eukaryotickych buniek su RPMI 1640, MEM, DMEM
a vSetky, ktoré mbéZu byt doplnené sérom a/alebo rastovymi
faktormi, ktoré su nezbytné pre kultivaciu danej bunkovej
linie. Vhodné médium pre kultivaciu hmyzich buniek je Graceovo
médium doplnené, ak je to nezbytné, yestoldtom, hydrolyz&tom

laktoalbuminu a/alebo fetalnym telacim sérom.

Antibiotikéd alebo iné zli&eniny pouzivané pre selektivny
rast transformovanych buniek méZu byt pridané ako doplnok do
média. ZluCenina, ktord je pouZitd pre selekciu, je vybrana
podla selekiného markéra, ktory je pritomny v plazmidu, ktorym
bola hostitelskd bunka transformovana. Napriklad, ked je
selekény markér rezistencie na kanamycin, tak sa kanamycin

pridava do kultivac¢ného média.
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MnoZstvo NATu vyprodukovaného hostitelskou bunkou sa

vyhodnocuje metdédami beZne znamymi.

Si to metddy ako Western blot , SDS-polyakrylamidova
gélovd elektroforéza, nedenaturujica gélova elektroforeza,
HPLC, imunoprecipitacia, a/alebo stanovenie aktivity ako

stanovenie gélového vazobného DNA posunu.

Akonadhle je NAT sekretovany z hostitelskych buniek (okrem
gram negativnych baktérii), vacSina proteinu sa nachadza v
médiu. Akondhle je NAT sekretovany 2z ¢gram-negativnych

baktérii, uréitéd Cast sa ndjde v periplazme.
Akondhle nie je NAT sekretovany nachadza sa v cytoplazme.

V pripade intraceluldrneho NATu sa bunky mechanicky
rozbiju. Akondhle je NAT lokalizovany v periplazme, mechanickeé
rozbitie alebo osmotickd uUprava mdézZu byt pouZité k uvolneniu
periplazmatického obsahu do pufrovaného roztoku. NAT je potom
izolovany priamo 2z roztoku. Vlastnd izolacia z roztoku mdZe
byt  uskutolnena réznymi technikani. Akonahle je  NAT.
syntetizovany, tak obsahuje tzn. TAG , napr. hexa-histidin,
alebo iny maly peptid bud karboxyl alebo amino koniec( v
podstate méZe byt purifikovany v Jjednom kroku cez afinitnd
kolénovli chromatografiu, kde nédplii koldény je vysoko afinitny k
"TAGu" alebo priamo k polypeptidu (napr. monoklonadlna

protilatka).

Napriklad poly-histidin sa viaZe s vysokou afinitou a
Specificky k niklovej afinitnej koldéne (napr. Qiagen niklové
koléna), ktora méie byt pouZitd k purifikdcii (napriklad v
Ausubel et al., editors, current Protocols in Molecular

Biology) .
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Na druhej strane, aj ked polypeptid nemd "TAG", alebo nie
je vhodnd protilédtka, iné dobre zname metddy purifikicie méZu
byt pouZité. Su to idnovymienalovad chromatografia, fazovo
reverznad chromatografia, HPLC, nativna gélova elektroforéza
v kombindcii s eluciou z gélu a preparativna izoelektricka
fokusacia ("Isoprime" pristroj/technika, Hoefer Scientific). V
niektorych pripadoch dve alebo i viacej tychto technik méZe

byt skombinované, aby sa docielilo vy33ej &istoty.

Pre produkciu NATu sa s vyhodou pouZivaju kvasinky,
najvyhodnej$i je druh Pichia (napr. Pichia pastoris), vo&i ich
vy§Sej ucinnosti pri zabalovani polypeptidu do pévodnej
Struktiry, v zrovnani s bakteridlnymi bunkami, napr. E.coli.
Vhodné rekombinantné metdédy pre expresiu v kvasinkach su
popisané v Patente Spojenych Statov 4, 855, 231, (Stroman et
al.), 4, 812, 405 (Lair et al.), 4, 818, 700 (Cregg et al.),
4, 885, 242 (Cregg), 4, 837, 148 (Cregg), Kktoré su za&lenené

vnutri referencii.

Pichia bunky méZu byt tieZ pouZité na expresiu fibrolazy z
DNA molekul, ktoré kéduji tlto metaloproteindzu s rovnakou
efektivitou a takato metdda predstavuje dald3ie hladisko

predkladaného vynélezu.

Fibroladza je znéma metaloproteinédza, ktord bola popisanéa
vo vedecke]j a patentovej literatire, vid. Randolph et al., a
Eurépska patentovad Ziadost ¢&. 0 323 722, citovanid vy3&ie.
Vacsinou je exprimovana fibroldza o SEQ ID NO: 5, ktora je
kbébdovana cDNA molekulou SEQ ID NO: 6 (alebo variantmi, ktoré
kbébduju rovnaki aminokyselinovi sekvenciu). Expresia fibrolazy
v takom to systéme vaclSinou naviac, okrem maturovaného
polypeptidu (nukleotidy 784-1392), zahrnuje DNA molekulu o SEQ
ID NO: 7, ktord kéduje "prepo" sekvenciu (nukleotidy 1-783).
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Chemicky modifikované varianty NATu, v ktorych e
polypeptid naviazany na polymér alebo ind molekulu, aby
vytvoril derivat, preto aby modifikoval vlastnosti, st tieZ

zahrnuté v ramci tohto predkladaného vynalezu.

Vyhodné, hlavne pre Iudské lieCebné ucely, je
derivatizovat NAT tak, Ze je pripojend Jjedna alebo viacej
chemicchh molekil na molekulu polypeptidu. Tieto molekuly
mdéZu byt rdzne vo vode rozpustné polyméry. Polymér musi byt vo
vode rozpustny, pretoZe NAT, ku ktorému je pripojeny vo vode ,
ako vo fyziologickom prostredi rozpustny. Vo vode rozpustné
polyméry mbéiu byt vybrané zo skupin, ktoré zostavaju,
napriklad, z polyetylén-glykolu, kopolymérov etylén-
glykol/propylén-glykolu, . karboxy-metyl-celulézy, dextréanu,
polyvinyi—alkoholu, polyvinyl pyrolidénu, poly-1,3-dioxalanu,
poly-1, 3, 6-trioxanu, etylén/anhydridu kyseliny maleinovej
kopolyméru polyamino kyseliny (bud homopolyméry, alebo néhodné
&i nenahodné kopolyméry (vid. Dalej u faznych molekdl) a
dextranu alebo poly (n-vinylpyrolidén)polyetylén-glykolu,
homopolymérov polypropylénglykolu, kopolymérov polypropylénu
oxid/etylén oxidu, polyoxyetylovanych polyolov, polystyrén-
maledtu a polyvinyl-alkoholu.

Polyetylén-glykol-propién-aldehyd je vhodny pre

priemyslovi vyrobu vdaky svojej stabilite vo vode.

Polymér mbéZe mat akukolvek molekuldrnu hmotnost a méZe byt
rozvetveny alebo nerozvetveny. Pre polyetylén glykol je
preferovand molekuldrna hmotnost medzi 2 kilodaltonmi (kDa) a
okolo 100 kDa (termin "okolo" znamend, Ze pri priprave
polyetylénglykolu niektoré molekuly viaZu viacej, iné o nieco
menej ako Jje stanovend molekularna hmotnost), <&o ulahé&i

zachaddzanie a priemyslova erobu[ Iné velkosti mdéZu byt
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pouzité v zavislosti od Ziadaného terapeutického profilu
(napr. pofadovand diZka doby uvolfiovania, u&inky na biologicku
aktivitu, akonadhle sU nejaké, ulahenie manipulédcie, stupeti,
alebo nedostatok antigenicity alebo inych znamych efektov

polyetylénglykolu na terapeuticky protein.

PoCet pripojenych molekul polyméru méZe byt rdzny
a skiseny chemik je schopny zistit G¢&inok na funkciu. MdéZe byt
pouZitd derivatizécia, ako mono-, tak aj di-, tri-, tetra-
alebo aj kombinovand, s rovnakou alebo inou chemickou
molekulou (napr. polymérom o inej molekulovej hmotnosti, ako

je polyetylénglykol).

Pomer molekil polyméru a molekul NAT polypeptidu kolisa,
rovnako ako kolisa ich koncentricia v reak&énej zmesi. Obecne,
je optimdlny pomer (vo zmysle efektivity reakcie tu nie Je
prebytok nezreagovaného polypeptidu alebo polyméru) urceny
faktormi ako je poZadovany stupeifi derivatizdcie (napr. mono-,
di-, tri-, atd.), molekuldrna hmotnost vybraného polyméru,

akonadhle je polymér rozvetveny &i nie a reakéné podmienky.

Chemické skupiny by mali byt pripojené k NAT s ohladom na
ich 4¢€inok na funkciu alebo antigénne domény polypeptidu.
Jestvuje velky polCet metédd pre vytvorenie vazby, napriklad
vid, E- 0401 384 (spojenie PEG k G-CSF) a Malik et al.,
Experimental Hematoloqy, Volume 20,. strany 1028-1035 (1992)
(popisujuice "pegyldciu GM-CSF pomocou chloridu tresylového).
Pre ilustraciu, polyetylénglykol mdZe byt kovalentne naviazany
cez reaktivne skupiny aminokyselinovych zvySkov, ako volna
amino alebo karboxylova skupina. Reaktivne skupiny su tie, ku
ktorym sa aktivovand molekula polyetylénglykolu (alebo iné

chemické skupiny) mdZe viazat.
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Aminokyselinové zvysky, ktoré maju volné aminoskupiny mdZzZu

obsahovat lyzinové zvy3ky a N-koncovy aminokyselinovy zvySok.

Tie ktoré maji volIné karboxylové skupiny, mbéZu obsahovat
zvySky kyseliny asparagove] a glutamovej a C-koncovy
aminokyselinovy zvySok. Sulfohydrylové skupiny mdéZu byt tiei
pouZité ako reaktivne skupiny pre vazbu molekuly polyetylén-
glykolu alebo inych chemickych skupin. V priemyslovej vyrobe
je preferovand vézba aminokyseliny ako Je N-koniec alebo

lyzinova skupina.

Je potreba sa vyvarovat vdzby na reaktivne skupiny, ktoré
st doleZité pre vazbu receptora, akondhle je naviazanie na

receptor poZadované.

N-koncovad chemicky modifikovanad derivatizacia mdéZe byt
tiei poZadovana. . Pre ilustréaciu,: rdézne molekuly
polyetylénglykolu mdéZu byt vybrané (podla molekﬁlovej
hmotnosti, rozvetvenia, atd.), rézny pomer molekil
polyetylénglykolu s molekulou polypeptidu Vv reakénej zmesi,
typy "pegylécia" a metdéddy pre ziskanie vybraného N-koncového

pegylatovaného NATu.

Metédou k ziskaniu pegylatovaného N-konca (napr. akonahle
je nezbytné oddelenie tychto zlucenin od inych
monopegylatovanych molekul) méZe byt purifikacia N-koncovo
pegylatovaného materidlu z populécie pegylatovanych  NAT
molekul. Selektivna N-koncovd chemickd modifikacia mbZe byt
dosiahnutd pomocou redukujucej alkyléacie, ktora wvyuiZiva
rozdielne reaktivity réznych typov primédrnych amino skupin
(lyzin verzus N-koniec), ktoré su k dispozicii pre
derivatizacii. Vid PCT Ziadost WO 96/11953, publikovanej 25.
augusta 1996.
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- Za vhodnych reak&nych podmienok je dosiahnutd podstatne
selektivna derivatizdcia NATu na N-konci s karboxylovou
skupinou, ktord obsahuje polymér. Napriklad sa méZe pouZit
selektivna N-koncovéd pegylacia NATu pri ©pH, ktoré potom
zvyhodiiuje rozdiely medzi e-amino skupiny lyzinovych zvy&kov a
a-amino skupiny N-konca polypeptidu. Vdaka tejto selektivnej
derivatizacii je pripojenie polyméru k polyﬁeptidu
kontrolované: konjugdcia s polymérom sa uskuto&fiuje prevazine
na :N—konci polypeptidu a nevyskytuje sa Ziadna vyznamna
modifikacia inych reaktivnych skupin, ako je postranny retazec
amino skupin lyzinu. Pri pouZiti redukujicej alkylicie mbZe
byt pouZitie akykolvek z polymérov popisanych vy5Zie, a mal by
mat Jedinu reaktivnu aldehydovi skupinu pre spojenie s

polypeptidom.

Polyetylénglykol propionaldehyd, obsahujuci jediny
reaktivny aldehyd, mdZe byt pouZity.

NAT alebo chemicky modifikované derivaty v suthlase s
vynadlezom méZu byt navrhnuté k in vivo aplikadcii, najlep3ie
cez intratrombus. (napr. cez lokalizované podanie priamo na
.miesto zrazeniny v «cieve, napr. cez katéter). Systémové
podavanie nie je beZne preferované, vo&i pravdepodobnosti, Ze
prirodzeny o2 makroglobulin v celkovom krvnom obehu mbZe
vytvorit komplex s NAT, a tak zabrani interakcii s fibrinom
alebo fibrinogénom a zniZi rozpustenie zrazeniny. Hoci méZu
byt pripady, kedy védc¢Sie mnoZstvo NATu mbéZe byt aplikované, &o
prevySi krvné hladiny o2 makroglobulinu, a teda umoZni

systémové podavanie.

Obecne, v ramci vynalezu farmaceutickd zlG&enina zahrnuje
efektivne mnoZstvo NATu spolo&ne s farmaceuticky prijatelnymi
riedidlami, konzervaénymi ¢inidlami, rozpustadlami,

emulgatormi, adjuvans, a/alebo nosimi. "Efektivnym mnoZstvom"
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je spominané mnoZstvo dostato¢né k produkcii meratelného
bioclogického vplyvu (napr. trombolyticky efektivne mnoZstvo,
ktoré spdsobi rozpustenie krvnej zrazeniny alebo vznikajucej

zrazeniny , lieci).

Typicky, NAT je vo vysoko purifikovanej forme a akékolvek
farmaceutickd zlucenina, ktoréd bude pouzitd ako spojivo, bude
pred pouZitim normélne sterilizovana, napr. filtraciou cez

sterilné filtrac¢né membrany.

Skuseny farmaceut bude schopny zistit efektivne davky
podavanim a pozorovanim poZadovaného terapeutického wvplyvu.
Urcité vplyvy davok budd =zavisiet od danej choroby alebo
stavu, ktory bude lieleny, rovnako ako od veku a od celkového
zdravotného stavu prijemca. a ktory mbéZe byt urceny

$tandardnymi klinickymi postupmi.

Kde je to mozné, bude vhodné stanovit krivku
farmaceutického zloZenia odozvy na davku, najskbér in vitro -
ako bio-test a potom vo vhodnom zvieracom modelu (in vivo),
pred tym, ako sa =zafne s testovanim na Iudoch. Skuseny
prakticky lekdr, po zvaZeni lielebnych suvislosti, typu
lie&enej choroby a inych vhodnych faktorov bude schopny zistit
spravne davkovanie bez priliZného usilia. Typicky, prakticky
lekdr bude podavat =zlu&eninu NAT dokial nebude dosiahnuté
davky, ktorad spdsobi poZadovany efekt (napr. rozpustenie
krvnej zrazeniny). Zluenina mbéZe byt podavand ako jednorazova
davka, alebo vo dvoch a viacej davkach (ktoré méZu ale nemusia
obsahovat rovnaké mnoZstvo polypeptidov) v uréitych <&asoch,

alebo kontinudlne.

NAT mdZe byt tieZ pouZity pre pripravu protilatok podla
Standardnych netdd. Protilatky moéZu byt polyklonalne,

monoklonélne, rekombinantné, chimérické, jednoretazcové
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a/alebo bi-3pecifické, apod. Aby sa vylepdila pravdepodobnost
produkcie imunitnej odpovedi, aminokyselinovd sekvencia NATu
mdZe byt analyzovana, aby sa urCila Cast molekuly, ktorad by
mohla byt spojend so zvySenou imunogenitou. Napriklad,
aminokyselinova sekvencia mdéZe byt podrobend poc&itadovej
analyze, aby sa urcili povrchdvé epitopy, podla metdéd Hopa a
Wooda, v Proceedings of the National Academy of Science USA,
Volume 78, strany 3824-3828 (1981).

Rézne zname postupy mdéZu byt pouZité pre produkciu
polyklonadlnych protilétok, ktoré rozoznaji epitopy NATu. Ako
hostitel na produkcii protildtky méZu byt imunizované rodzne

zvieratéd (bez obmedzenia kraliky, my$i, krysy, atd.)

Rézne adjuvans mdézu byt pouiité k zvyZeniu imunologickej
odpovedi, v zavislosti od hostitelského druhu, vritane a bez
obmedzenia Freundovo adjuvans, mineradlne gély ako je hydroxid
hlinity, (alum), povrchovo aktivne 1latky, ako je lyzolecitin,
plurénové polyoly, polyanidény, peptidy, olejové emulzie,
hemocyanin z prilipky, dinitrofenol a potenciondlne uZito&né
Tudské adjuvans, ako je Bacilus Calmette-Guerin a

Corynebacterium parvum.

Pre pripravu monoklondlnych protildtok G&innych na NAT
méZe byt pouZitd akékolvek technika, ktord umoZiuje pripravu
molekil protilatky v bunkovej 1linii. Napriklad, hybridémova
metéda, pdvodne vyvinutd Kohlerom a Milsteinom, ktora Je
popisanad v Nature, Volume 256, strany 495-497 (1975), rovnako
ako tridma technika, metodika hybridémov ITudskych B-buniek
popisand Kozborom et al., v Immunology Today, Volume 4, strana
72 (1983) a EBV-hybridémovad metodika produkcie monoklonalnych
protildtok popisand Coleom et al. v "Monoclonal Antibodies and

Cancer Therapy”, Alan R. Liss, . Inc., strany 77-96
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(1985) .V8etky tieto metddy si pouZitelné pre pripravu

monoklondlnych protildtok v sulade s tymto vynédlezom.

Protildtky tohto vynadlezu mdéZu byt pouZité k lieCebnym
u¢elom, ako Jje viazba a tym neutralizacia alebo inhibicia
prebyto&ného mnoZstva NATu in vivo po podani. Protilatky mdZu
byt dalej pouZité k diagnostickym  ucelom, ako treba v
oznatenej forme k detekcii pritomnosti NATu v telovych
tekutinach, vzorkach tkaniva alebo inych extraktoch, v stthlasu

so znémymi diagnostickymi metddami.

Priklady uskutolnenia vynalezu

Dalej je vynadlez ilustrovany nasledujucimi prikladmi.

Priklad 1

Odvodenie sekvencie NATu

Efektivny spdsob vyroby fibrolazy Jje exprimovat ju ako
prefibrolazu, ktord je 35tiepatelna proteazou kex-2 na "prepo"
a "maturovanu" &ast. (Ziska sa biologicky aktivny material

("maturovana"”" fibroléa:za)).

V  tomto usporiadani, vedie syntéza a procesovanie
prefibrolédzy k sekrecii maturovanej fibrolazy do kultivacného
média. Skutocnéa sekvencia v Stiepatelnym mieste je

(...TKRIQQRF...) .

Kex-2 je endoproteaza, ktord 3Stiepi za dvomi susednymi
bazickymi aminokyselinami, v tomto pripade lyzinom (K)-

argininom (R). Zrela fibroladza exprimovanad z DNA ma, uZ vySSie
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spominany, N-koncovy glutaminu (Q) ,ktory bol pozmeneny
deamindciou a cyklizaciou na pyroglutamovu kyselinu (E). Tato
chemickd modifikdcia bola povaZovand za neZiadlcu, pretoZe
peptidy s N-koncovym _cyklickYm glutaminom (pyroglutamova
kyselina) zlyhavali pri reakcii v Edmanovom odburavani -
aminokyselinovom sekvenovani. Teda boli oba glutaminmi (Q) na
N-konci v sekvencii zrelej fibrolazy odstranené, a N-koncom sa
stal arginin (R). PretoZe kex-2 3tiepi po dvoch susednych
bazickych aminokyselinich, ako bolo spominané, ocdakavalo sa,
Ze sekvencia (...KRRF...), uk&Ze nejednoznatné miesto pre

Stiepenie kex-2.

Preto bol N-koncovy arginin (R ) (pod¢&iarknuty) nahradeny
serinom (S) s vyslednou sekvenciou (...KRSF...). Serin bol
vybrany na zédklade potreby vloZenia aminokyseliny, ktoréa
ulah¢i S&tiepenie kex-2, ked sa vyskytne na C-konci miesta
hydrolyzi. Rholam et al., European Journal of biochemistry,

Volume 227, strany 707-714 (1995).

DNA sekvencia preprofibrolazy bola modifikovana metédou
cielenej mutagenézy na N-konci kédujuicej sekvencie maturovanej
fibrolazy, tak aby sa nahradil koddén pre "QQR" koddénom pre
"s", pouZitim 3Standardného PCR protokolu. Vysledkom je
PrepoNAT o aminokyselinovej sekvencii SEQ ID NO: 3.
Oligonukleotidy pouZité ako priméry pre PCR reakcie su spisané
dalej a ich homoldégia s cielovou sekvenciou je tieZ naznadend.
Na zacdiatku boli uskutolnené 2 PCR reakcie za pouZitia
oligonukleotidov 1 a 4 v jednom pare a oligonukleotidy 2 a 3 v
druhom péare primérov. Templdtom bola DNA. PCR produkty tychto
reakcii (601 a 815 nukleotidov dlhé) boli nésledne prelistené
pomocou agardzove] gélovej elektroforézy a dalej slazZili ako
templat pre druhé kolo PCR za pouZitia oligonukleotidov 1 a 2
ako primérov. Tento kone&ny PCR produkt (1372 nukleotidov

dlhy) bol S3Stiepeny reStrikénymi endonukledzami XhoI a NotI.
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RozStiepena zmes bola zbavend proteinu pomocou
fenol/chloroformu a DNA vyzraZana. Cast tejto znovu ziskanej
DNA bola vloZend do plazmidu pPICZa (Invitrogen, Carlsbad, CA,
Katalégové ¢. VI95-20), ktory bol zhodne  naStiepeny
reStrikénymi endonukledzami XhoI a NotI, enzymaticky

defosforylovany a zbaveny proteinu fenol/chloroformom.

VSetky dalSie kroky boli uskutoCnené podla ' priru&ky
Expresného Kitu- Invitrogen Pichia (Invitrogen Corp.,
katalégové &. K1710-01). Produkty liga&nej reakcie boli
transformované do E.coli pomocou elektropordcie a tie
selektované na pevonom médiu s zeocinom. Plazmid bol
vyizolovany a sekvencia prefibroldzy bola overend DNA
sekvenovanim. Plazmid bol linearizovany 3Stiepenim restrik&nou
endonukledzou Pmel a dalej transformovany do Pichia pastoris
G5115his+. Rod GS115 je beZne his-, his+ genotyp bol obnoveny
transformdciou DNA, ktora kéduje divokd (wild-type) verziu
génu hisd4. Alternativne mdZe byt his+ druh ziskany komercne od
Invitrogenu (X-33 tkanivovd kultira, katalégové ¢&. C180-00).
UspeSne integrované komplexy boli selektované ako kolénia
rezistentnd na zeocin. Kandidadtne klony boli indukované
kultivadnym médiom, ktoré obsahovali metanol a kultura bola
testovand na produkciu NATu na 4- 20 % PAGE, farbenim

Coomassie.

Pre cielenu PCR mutagenézu boli pouZité nasledujuce

oligonukleotidy:
Oligo 1 5 -TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3" (SEQ ID NO: 8)
Oligo 2 5" -GCARATGGCATTCTGACATCC-3" (SEQ ID NO: 9)

Oligo 3 (SEQ ID NO: 10)
5’ -TCCAATTAAACTTGACTAAGAGTCTTCCCACAAAGATACGTAC-3"
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Oligo 4 (SEQ ID NO: 11)
5’ -GTACGTATCTTTGTGGGAAAGATCTCTTAGTCAAGTTTAATTGG-3

Umiestnenie tychto oligonukleotidov je naznacené niZSie na
dvojvlaknovej sekvencii DNA (SEQ ID NO: 12 kédujucej CiZe sens
vldkno, SEQ ID NO: 13, komplementédrne CiZe antisens vlakno) a
koreSpondujuca aminokyselinovéa sekvencia (SEQ 1D VNO:14)
fibroladzy (vrétane ©prepo useku). N-koncové a C-koncovej
oblaéti maturovanej fibroldzy su oznaCené pod&iarknutim
koncovej aminokyselinovej sekvencie (QQRF a LNKP). N-koncova
oblast (QQRF) je modifikovand (nahradenie S za OQQF). V
oligonukleotidoch 3 a 4, =znac¢i vloZené pomlCky miesto, kde
boli vynechané kodény kdédujice aminokyseliny QQ na N-konci

fibrolazy.
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IATGAGAITTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT
-------- B S R s S 3

TACTCTAAAGGAAGTTAAAAATGACGACAAAATAAGCGTCGTAGGAGGCGTAATCGACGA

M R F P S IFTAVLTFEAASSA ALKA

CCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
D m—m—————— mm——m——— fommm————— B e +-
GGTCAGTTGTGATGTTGTCTTCTACTTTGCCGTGTTTAAGGCCGACTTCGACAGTAGCCA
P V NTTTETDTETA AGQTITPATEA AVYVTIG

mcmmmscssamteammccnmtmscamm
————————— +—------—-+---------+---------+-;f--———-+----;----+
ATGAGTCTARAATCTTCCCCTAAAGCTACAACGACAAAACGGTAAAAGGTTGTCGTGTTTA

Y S DL EGDTFDVAYV L P F SN § TN

Oligo 1 5 ¢ ~TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3

AACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCBETGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA
--------- UL U SRR SRR PR

TTGCCCAATAACAAATATTTATGATGATAACGGTCGTAACGACGATTTCTTCTTCCCCAT

N 6 L L F INTTIA ASTIAA AIKTETEGHUV
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Xhol

b _
TCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTCTTCTATTATC TTGGAATCTGGTAACGTTAAC

--------- et e oet LD E LA g U
AGAGAGCTCTTTTCTCTCCGACTTCGAAGAAGATAATAGAACCTTAGACCATTGCAATTG

S L EKXKREAEASSTITITLESGNTU VN

GATTACGAAGTTGTTTATCCAAGAAAGGTCACTCCAGTTCCTAGGGGTCCTCTTCAACCA
--------- Rttt Tt T Uy SR

CTAATGCTTCAACAAATAGGTTCTTTCCAGTGAGGTCAAGGATCCCCACGACAAGTTGGT
DY EVVYPRIEKVTZ?PVUPIRGAVO QTP

AAGTACGAAGATGCCATGCAATACGAATTCAAGGTTAACAGTGAACCAGTTGTCTTGCAC
------- e Rt e U I
TTCATGCTTCTACGGTACGTTATGCTTAAGTTCCAAT TG TCACTTGGTCAACAGAACGTG

K Y EDAMGOQTYETFI KV VNTSTE.PVVTLH

mmmm@mmmmrmcmccmmm
_________ i T A L S S M S
AACCTTTTTTTGTTTCCAAACAAGAGACTTCTAATGAGACTTTGAGTAATGAGGGGTCTA

L EKNJKGTLTFSTEDTYSETHTYSTPOD
GGTAGAGAAATTACTACTTACCCATTGGGTGAAGATCACTGTTACTACCATGGTAGAATC

- ——— - P N S Wy, boemme————— +

CCATCTCTTTAAfGATGAATGGGTAACCCACTTCTAGTGACAATGATGGTACCATCTTAG

G R EI TTJVYUZPILGETDUEHTGCYTYH HGHR RIZI
GAAAACGATGCTGACTCCACTGCTTCTATC TCTGCTTGTAACGGTTTGAAGGGTCATTTC
--------- S Y
| CTTTTGCTACGACTGAGGTGACGAAGATAGAGACGAACATTGCCAAACTTCCCAGTAAAG
E NDADSGSTA ASTISACNTGTLTE TG GHFP
AAGTTGCAAGGTGAAATGTACTTGATTGAACCATTGGAATTGTCCGACTCTGAAGCCCAT
--------- e et R RSP Y PP

TTCAACGTTCCACTTTACATGAACTAACTTGGTAACCTTAACAGGCTGAGACTTCGGGTA

X L. QG EMYVLIEZPTULUEULSUDSEAH
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GCTGTCTACAAGTACGAAAACGTCGAAAAGGAAGATGAAGCCCCAAAGATGTGTGGTGTT
--------- o cmmm e b e b e e e e o e e e e
CGACAGATGTTCATGCTTTTGCAGCTTTTCCTTCTACTTCGGGGTTTCTACACACCACAA

AV Y K Y ENV E X EDEWA AU©PI KMMTZCGV

Oligo 3 5’'-TCCAATTAAACTTGACTAAG
ACCCAAAACTGGGAATCATATGAACCAATCAAGAAGGCCTTCCAATTAAACTTGACTAAG
--------- L e N D e T e
TGGGTTTTGACCCTTAGTATACTTGGTTAGTTCTTCCGGAAGGTTAATTTGAACTGATTC

Oligo 4 3’ -GGTTAATTTGAACTGATTC °

T Q N W E S Y E P I K KAV F QLNULTZK

AGA--~-~--TCTTTCCCACAAAGATACGTAC-3
AGACAACAAAGATTCCCACAAAGATACGTACAGCTGGTTATCGTTGCTGACCACCGTATG

TCTGTTGTTTCTAAGGGTGTTTCTA@GCATGTCGACCAATAGCAACGACTGGTGGCAEAC
TCT-====- AGAAAGGGTGTTTCTATGCATG-5"

R Q O RFPQRYVQLVTIVADTEHTR RYH
ARCACTAARTACAACGGTGACTCTGACAAAATCCGTCAATGGGTGCACCAAATCGTCAAC
--------- L USRS SR S ettt
T TGTGATTTATGTTGCCACTGAGACTGTTTTAGGCAGTTACCCACGTGGTTTAGCAGTTG
N T KYNGDSDIE KTIRGOQWVHOQTIVN
 ACCATTAACGAAATCTACAGACCACTGAACATCCAATTCACTTTGGTTGGTTTGGARATC

- - ot 0 g + + ————

TGGTAATTGCTTTAGATGTCTGGTGACTTGTAGGTTAAGTGAAACCAACCAAACCTTTAG

T I NEI YRPLNTIQFTTLVGLESH!
TGGTCCAACCAAGATTTGATCACCGTTACTTC TGTATCCCACGACACTCTGGCATCCTTC
e m————— o — R el S T s St et +

ACCAGGTTGGTTCTAAACTAGTGGCAATGAAGACATAGGGTGC TGTGAGACCGTAGGAAG

W S NQDULITUVTSUVSHDTTLARA S F
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GGTAACTGGCGTGAAACCGACCTGCTGCGTCGCCAACGTCATGATAACGCTCAACTGCTG

————————— B e 2 e ettt
CCATTGACCGCACTTTGGCTGGACGACGCAGCGGTTGCAGTACTATTGCGAGTTGACGAC

G N WRETUDULTU LU RU®RIOQ®RIUHEUDNA AG QULL

'ACCGCTATCGACTTCGACGGTGATACTGTTGGTCTGGCTTACGTTGGTGGCATGTGTCAA

--------- Rt S Tl D S S

TGGCGATAGCTGAAGCTGCCACTATGACAACCAGACCGAATGCAACCACCGTACACAGTT
T AIDFDGDTTVGLATYUVGGHMCQ

CTGAAACATTCTACTGGTGTTATCCAGGACCACTCCGCTATTAACCTGCTGGTTGCTCTG
--------- S LY S Y
GACTTTGTAAGATGACCACAATAGGTCCTGGTGAGGCGATAATTGGACGACCAACGAGAC

L KHSTGVI QQDHS ATINILILUWVA AL

ACCATCGCACACGAACfGGGTCATAACCTGGGTATGAACCACGATGGCAACCAGTGTCAC
--------- omem e cccdmn et m e c e f e et e —————
TGGTACCGTGTGCTTGACCCAGTATTGGACCCATACTTGGTGCTACCGTTGGTCACAGTG

T MAHETULGHNILGMNUBHDGNAQCH

TGCGGTGCAAACTCCTGTGTTATGGCTGCTATGCTGTCCGATCAACCATCCAAACTGTTC

--------- et e B e S
ACGCCACGTTTGAGGACACAATACCGACGATACGACAGGCTAGTTGGTAGGTTTGACAAG

C GA NS CVMAAMTLSUDQQ?®?PSKTLTF

TCCGACTGCTCTAAGAAAGACTACCAGACCTTCCTGACCGTTAACAACCCGCAGTGTATC
------ S S Y

AGGCTGACGAGATTCTTTCTGATCGTCTGGAAGGACTEGCAATTGTTGGGCGTCACATAG
" s pCSEKZKXKDTYOQTTFLTUVNNTPEOQGCI

‘NotI

_ | .
CTGAACAAACCGTAAGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGG&

_________ B T L ekttt Selededed il bt dodede btk el Lol J

GACTTGTTTGGCATTCGCCGGCGGTCGAAAGATCTTGTTTTTGAGTAGAGTCTTCTCCTA

LNXKP * AAAS T FIULETZS QE KTLTISETESHD
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CTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGT T TGTAGCCTTAGACATGAC
--------- R il Tl T Ty S SR S
GACTTATCGCGGCAGCTGGTAGTAGTAGTAGTAGTAACTCAAACATCGGAATCTGTACTG

L N S AV D HHHHHUHE®™*®*™ YV C SULRUHTD

TGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAG
--------- i Rttt e e C s
ACAAGGAGTCAAGTTCAACCCGTGAATGCTCTTCTGGCCAGAACGATCTAAGATTAGTTC

€C S SV Q VG HLU REUDR R ST GC®* I UL I K

AGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATT
B ot ———— $ommmmmm e $mmmmm— e bomm———— bommm————— +
TCCTACAGTCTTACGGTAAACGGACTCTCTACGTCCGAAGTAAAAACTATGAARAAATAA
" CCTACAGTCTTACGGTAAACG-S‘ Oligo 2

R M S EC HL PERCURILMHF®™*ZYUPVF I -
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Priklad 2

Expresia NATu v Pichia pastoris

Pri pokusoch exprimovat DNA NATu v £E.coli, velmi slabé
zbalenie do sekundarnej Struktiry a poZiadavka na zriedené
podmienky zniZili efektivitu purifikdcie. Tieto a iné uvahy
viedli k ©pouZitiu druhu kvasiniek Pichia pastoris ako
hostitelskej bunky. Kultira selektovanych bunkovych klonov
Pichia pastoris, ktoré boli transfekované cDNA prepo NATu (SEQ
ID NO: 4) Dbola inokulovand do 500 ml inokula&ného rastového

média, popisaného tu:

Na 1 liter média

Kvasniény extrakt 30,0 g

FosforeCnan draselny dihydréat 17,2 g

Glukébza 20,0 g

Biotin 0,004 g

Voda do 1 litra
Fosforelnd kyselina, 85% upravit pH na 6,00

Transfekované P.pastoris boli inkubované v 30°C v trepacke
po dobu 30-32 hodin. PribliZne 1% (hmotnostné) vyslednej
kultury bolo pouZité ako inokulum do 10-ti 1litrového
fermentora. Fermentor obsahoval sterilné z&kladné soli a
glukézu (niZSie). Dvanast mililitrov na liter PTM4 soli (PTM4
je roztok stopovych kovov obsahujici siran medny pentahydrat,
jodid sodny, siran horenaty monohydrat, molybdénan sodny
dihydrat, kyselinu boriti, chlorid kobaltnaty hexahydrat,
chlorid zinoCnaty, siran Zeleznaty heptahydrat, d-biotin,

kyselinu sirovid a purifikovani vodu) bolo pridané do litrovej
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davky média po sterilizéacii fermentora. Rastova teplota vo
fermentore bola 30°C. pH vo fermentore bolo regulované
hydroxidom aménnym a kyselinou fosforeCnou na hodnotu 6.00.
Zinok zo zino&natych soli, ktoré boli pridané do média boli

inkorporované do NATu ako suast Struktiry metaloproteinazy.

Zakladne soli na litrovi davku média

Fosfore&né kyselina, 85% 26,7 ml
Siran véapenaty 0,93 g
Siran draselny 18,2 ¢
Siran horecCnaty-7 H;0 14,9 g
Hydroxid draselny 4,13 g
Glukéza 30,0 ¢
Voda do 1 litra

- Kultura sa nechad réast, dokial nie Jje vietka glukdza
spotrebovand (17 aZ 20 hodin). Potom sa zalne so "sytiacou"
fazou. "Sytiace" médium je tvorené glukbézou a 12 ml PTM4 solil
na 1 liter. Indukcia sytenia sa =zostédva z glukézy, 25%
metanolu, a 12 ml PTM4 solif na 1 1liter. Pri indukcii je
teplota reaktora 20°C. Indukéna féza trva 60 aZ 75 hodin.

Upravené média boli odpratané a bunkové zvySky boli wvyhodené.
Priklad 3
Purifikacia NATu z Pichia pastoris

Kvasinkovd Zivnad péda z Prikladu 2 bola vyCistena a
upravené pH na 6,5 a vodivost 10-20mS/ cm. 7Zivna pbdda bola
naliata na imobilizovani kovovi afinitnG Zivicu, ktord bola
naplnenad medou a ekvilibrovana fosfatovym pufrom (PBS):. Zivica

bola oplachnutd v PBS a vymyvand gradientom imidazolu (0-100
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mM) v PBS. Frakcie, ktoré obsahovali maturovany NAT (SEQ ID
NO:1l) boli dané napospol a riedené dokial vodivost nebola
niZ8ia ako 1,5 mS/cm, pH 6,9. Riedend vzorka bola naliata na
SP Sefarébézova Zivicu (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.,
Piscataway, NJ), ktord bola ekvilibrovand 10 mM 2-(N-
morfolino)etédn-sirovou kyselinou (MES). Koldna bola omyta
pomocou MES a eluovand a vymytd pomocou gradientu NaCl (0-
500mM) v MES. Frakcie, ktoré obsahovali NAT boli dané

dohromady a uschované.

Priklad 4

Trombolyza v akitnej trombéze v krysej krénici, porovnanie

NATu s Urokindzou

Aby sa preukazala biologickéa aktivita a funkéna
jednoznacnost maturovaného NATu (SEQ ID NO:1l) boli uskuto&nené
farmakologické Stddie na krysadch. Andédovym prudom bolo
vytvorené ohniskové poSkodenie na Jjednej krénici. Toto
poSkodenie vyvolalo do 15 minGt vytvorenie okluzivnej krvnej
zrazeniny. Po vytvoreni trombu, bola tepna eSte po 30 minut
pozorovanad, C€i je okluzia krénice stabilnd. Potom bol
aplikovany intravendézne heparin a aspirin, aby sa predisSlo
Sireniu trombu. Zvierata boli lieCené pomocou
intraarteridlnych infuzii testovanej 1latky. Bol sledovany
prietok krvi krénicou poéas podavania testovaného materidlu,
takZe Usped3né rozpustenie krvnej zrazeniny mohlo byt
detekované a tieZ mohol byt zaznamenany cas 1lyzy. Percentéa
pokusov, kedy bola zrazenina rozpustend boli zaznamenané a
vyrdtany priemer iba u tych, kde bola zrazenina uUspeSne
rozpustend. PretoZe je merany hemoragicky potencidl testovanej
Iétky, vSetka krv, ktora bola vylﬁéeﬁé z operaného miesta

bola zbierand gazovymi tampénmi. Tampény boli umiestnené do
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roztoku detergentu, aby sa rozpustili Cervené krvinky a
mnoZstvo uvolneného hemoglobinu bolo potom merané
spektrofotometricky. Podla mnoistva vysuSeného hemoglobinu
boli vyratané straty krvi. Data ziskané v testoch st uvedené

v tabulke dalej.
Tabulka 1
vyskyt 1yzy krvnej zrazeniny, <&as za ktory do8lo k&

rozpusteniu zrazeniny a operacné straty krvi (priemer *

§tandardnéd odchylka)

VYSKYT LYZY CAS KRVNE  STRATY
(%) (min) (ml)

FYZIOLOGICKY 0% NEMERANE 0,10 + 0,23
ROZTOK (n=6) ( 0 zo 6)
Urokinaza 33% 55,3 £ 15,9 1,06 £ 1,59
25 U/ min (5 z 15)
(n=15)
Urokinaza 86 % 33,5 + 15,3 1,43 + 1,45
250 U/ml (13 z 15)
(n=15)
NAT 2mg 78% 6,3 + 5,8 0,96 + 0,77
(n=14) (11 zo 14)

Tieto Studie preukazuju, Ze NAT je biologicky aktivny na

svieracom modelu v in vivo lyze krvnej zrazeniny.
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Dalej, rozpustenie krvnej zrazeniny bolo dosiahnute v
zna&ne kratSom d&ase a s men3imi stratami krvi z operaé&ného
miesta, v porovnani s urokindzou. Tak profil aktivity NATu
méZe byt odliSeny od triedy plazminogén - aktivatorov
trombolytickych <Cinitelov (reprezentovan?ch urokindzou), tak
Ze rozpustenie krvnej zrazeniny NATom sa uskuto&ni rychlej3ie

a so zniZenymi hemoragickymi komplikéciami.

Fibrinolytick& aktivita NATu je zrovnatelInd s firolézou. A
naviac, ako bolo spominané vy35ie, stabilita N-konca NATu
vedie k vacse] homogenite. koncového produktu pri
rekombinantnej expresii, Co je nespornd vyhoda (napr. N-koniec
sa Vv &ase nemeni na zmes rdznych foriem, ¢&o vytvéra

stabilnej$§i polypeptid).
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MRFPSIFTAV
YSDLEGDFDV
SLLEKREAEAS

KYEDAMOYEF

33

Obrazok 1

LFAASSALAA

AVLPFSNSTN

PUYNTTTEDET

NGLLFINTTT

SITLESGNVN

KVNSEPVVLH

DYEVVYPRKV.

LEKNKGLESE

AQIPAFKAVIG

ASTAAKEEGV

TPVPRGAVQP

DYSETHYSPD

GREITTYPLG

KLQGEMYLIE

TONWESYEPT
KYNGDSDKIR
NQDLITVTSV
IDFDGDTVGL
AHELGHNLGM

CSKKDYQTFL

EDHCYVYHGRI

PLELSDSEAH

KKAFQLNLTK
QWVHQIVNTI
SHDTLASFGN
AYVGGMCQLK
NHDGNQCHCG

TVNNPQCILN

ENDADSTAST

AVYKYENVEK
RSFPQRYVQL
NEIYRPLNIQ
WRETDLLRRQ
HSTGVIQDHS
ANSCVMAAML

KP

SACNGLKGHF
EDEAPKMCGY
VIVADHRMNT
FTLVGLEIWS
RHDNAQLLTA
AINLLVALTM

SDQPSKLFSD
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zoznam sekvencii

<110> Boone, Thomas C.

Li, Huimin

Mann, Michael B.
<120> Fybrinolyticky aktivny polypeptid
<130> A-596

<140> 09/411,329 .-
<l41l> 1999-10-01

<160> 20
' <170> PatentIn Ver. 2.1

<210> i

<211> 201

«?12> PRT

<213> .
Umeld sekvencia

<220> - : )

<223> Popis umelej sekvencie: NAT (analdg fibrolazy 2z Agkistrodon
contortrix) '

<400> 1

Ser Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile Val Ala Asp His Arg

1 .5 10 . 15

Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys lle Arg Gln Trp Val
20 25 30

His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu Asn Ile
35 40 : 45

Gln Phe Thr Leu Val Gly Leu Glu Ile Trp Ser Asn Gln Asp. Leu Ile
50 55 .60°

Thr Val Thr Ser Val Ser His Asp Thr Leu Ala Ser Phe Gly Asn Trp
65 70 : 75 80

Arg Glu Thr Asp Leu Leu Arg Arg Gln Arg His Asp Asn Ala Gln Leu
85 90 95

.Leu Thr Ala Ile Asp Phe Asp Gly Asp Thr Val Gly Leu Ala Tyr Val
100 105 110

Gly Gly Met Cys Gln Leu Lys His Ser Thr Gly Val Ile Gln Asp His
115 120 125

Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met Ala His Glu Leu Gly
130 135 140

yis Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln Cys His Cys Gly Ala
145 150 155 160
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- <211>

Asn Ser Cys Val

Phe Ser Asp Cys

165

180

35

170

Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro

195

<210> 2
603
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 2
tecttLcecac
tacaacggtg
gaaatctaca
caagatttga
cgtgaaaccg
gacttcgacy
tctactggtg
cacgaactgg
aactcctgtg
tctaagaaag
ccg

<210> 3

<211> 462
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 3

Met Arg Phe Pro -Ser Ile Phe Thr Ala

1

-

aaagatacgt
actctgacaa
gaccactgaa
tcaccgttac
acctgctgeg
gtgatactgt

ttatccagga,

gtcataacct
ttatggctge
actaccagac

5

200

Umela sekvencia

acagctggtt
aatccgtcaa
catccaattc
ttctgtatce
tcgccaacgt
tggtctgget
ccactccget
gggtatgaac
tatgctgtce
cttectgacce

Umela sekvencia

atcgttgetg
tgggtgcacc
actttggttg
cacgacactce
catgataacg
tacgttggtg
attaacctgce

cacgatggca

gatcaaccat
gttaacaacc

10

190

accaccgtat
aaatcgtcaa
gtttggaaat

tggcatcectt

ctcaactget
gcatgtgtca
tggttgctet
accagtgtca
ccaaactgtt
cgcagtgtat

Met Ala Ala Met Leu Ser Asp Gln Pro Ser Ljs Leu

175

Ser Lys Lys Asp Tyr Gln Thr Phe Leu Thr Val Asn
185

gaacactaaa
caccattaac
ctyggtccaac
cggtaactgg
gaccgetate
actgaaacat
gaccatggca
ctgcggtgea
ctcocgactge
cctgaacaaa

‘Val Leu Phe Ala Ala Ser: Ser

15

Ala Leu Aia Ala . Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gln
30

20

25

Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe
35

40

45

Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly lLeu Leu

S0

55

60

Popis umelej sekvencie: kéddujlci NAT (analdg fibroléazy)

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
603

Popis umelej sekvencie: Nativny pro-NAT (analég fibrolazy)
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s

Phe Ile Asn Thr Thr Ile Ala

65

Ser
Gly
Val.
Glu
Lys
145
Gly
His
Cys
Ile

225

Thr

Val

Ile

Axrg
305

Asn

Ser

Leu

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

Leu

Ala

Axrg

290

Pro

Gln

Phe

Asn

Glu
val
Axg
115
Lys

Leu

Glu

‘Arg

Gly
185
Pro
Asn

Asn

Thr

275

Gln

Gly

Ala
355

Lys
Asn
100

Gly

Phe
Ile
Ile
180
Leu
Leu
val
Trp
Lys

260

His

Asn
Leu
Asn

340

Gln

Arg

85
Asp
Ala
Asn
Ser
Thr
165
Giu
Lys
Glu
Glu
Glu
245
Arg
Axg
val

Ile

Ile
325

Trp

Leu

70

Glu

Tyr

val

Ser

Glu

150

Thr

Asn

Gly

Leu

Lys
230

Ser

Ser

Met

His

Gln

310

Thr

Arg

Leu

Ala
Glu
Gln
Glu
135
Asp
Tyr
Asp
His
Ser

215

Glu

Phe
Asn
Gln
295
Phe
val

Glu

Thr

36

Ser

Glu
Val
Pro

120

Pro

Pro

Ala

Phe

200

Asp
Glu
Pro
280
Ile
Thr
s
Thr

Ala
360

Ile
Ala
val
105
Lys
val
Ser
Leu
Asp
185
Lys
Ser
Glu
Pro
Gln
265
Lys
val
Leu
Ser
Asp

345

Ile

Ala Ala
75

Ser Ser
30

Tyxr Pro
Tyr Glu
Val Leﬁ
Glu Thr

155

Gly Glu
170

Ser Thr
Leu Gln
Glu Ala
Al.a Pro

235

Ile Lys
250

Arg Tyr
Tyr Asn

Asn Thr

ot

val Gly
315

Val Ser
330

Leu Leu

Asp Phe

Lys
Ile
Arg
Asp
His
140
His
Asp
Ala

Gly

His

220

Lys

Lys

val

Gly
Tle
300
Leu

His

Axrg

Glu
Ile
Lys
Ala

125

Leu

His
Ser
Glu
205
Ala
Met
Ala

Gln

Asp
285

Glu
Asp

Arg

Glu

Leu

val

110

Met

Glu

Ser

Cys

Ile
1590

Met '

val

Cys

Phe

Leu
270

Ser -

Glu

Ile

Thr

Gln
350

Asp Gly Asp

365

Gly

Glu

95

Thr

Gln

Lys

Pro

175

Sex

Gly
Gln
255

val

Ile

Leu
335

Arg

Thr

Val
80

Ser

Pro

Asn

Asp
160

Lys
Val
240

Leu

Ile

"Lys

Sexr
320
Ala

His

val
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Gly Leu Ala Tyr Val

370

val Ile Gln Asp His

385

Ala His Glu Leu Gly

Cys His Cys Gly Ala

Gln Pro Ser Lys Leu

Gly Gly

Ser Ala

37

375

390

405

420

435

Phe Leu Thr Vval Asn

450

<210> 4
<211>
<212>

<213>

DNA

<220>
<223>

Popis umelej sekvencie:

<400> 4
atgagatttc

ccagtcaaca

tactcagatt
aacgggttat
tctctecgaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatg
aagttgcaag

gctgtctaca:

acccaaaact
agatctttcce
aaatacaacg
aacgaaatct
aaccaagatt
tggcgtgaaa
atcgacttcg
cattctactg
gcacacgaac
gcaaactcct
tgctctaaga
aaaccg '

1386

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc

trgtttatee

atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta
agtacgaaaa
gggaatcata
cacaaagata
gtgactctga
acagaccact
tgatcaccgt
ccgacctget

acggtgatac

gtgttatcca
tgggtcataa
gtgttatgge
aagactacca

His Asn

Asn Ser

Phe Ser

Asn Pro

440

455

Umela sekvencia

tactgctgtt
agatgaaacg

tttcgatgtt

tactactatt

‘tgaagcttct

aagaaaggtc
atacgaattc
gttctctgaa
cccattgggt
tgettctate
cttgattgaa
cgtcgaaaag
tgaaccaatc
cgtacagctg
caaaatccgt
gaacatccaa
tacttctgta
gcgtcgccaa
tgttggtctg
ggaccactcc
cctgggtatg
tgctatgctg
gaccttcectg

Met Cys
Ile Asn
Leu Gly
C;s Val:

425

Asp Cys

Gln Cys

Gln Leu

Leu

395

Met
410

Asn
Met Ala
Ser

Lys

Ile Leu

kéduje pro-NAT (analdég fibroIazy)

ttattcgcag

‘gcacaaattc

getgttttge

gccagcattg

tctattatct
actccagttc
aaggttaaca
gattactctg
gaagatcact
tctgettgta
ccattggaat
gaagatgaag
aagaaggcct
gttatcgtty
caatgggtgce
ttcactttgg
tcccacgaca
cgtcatgata
gcttacgttg
gctattaacc
aaccacgatg
tccgatcaac
accgttaaca

Leu’

Lys
380

His

Val Ala

His Asp

Ala Met

Lys Asp

445

Asn
460

Lys

catccteege
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctgg
ctaggggtge
gtgaaccagt

.aaactcatta

gttactacca
acggtttgaa
tgtccgacte
ccccaaagat
tccaattaaa
ctgaccaccg
accaaatcgt
ttggtttgga
ctctggeate
acgctcaact

gtggcatgtg

tgctggttge
gcaaccagtg
catccaaact
acccgcagtg

Ser

Leu

Gly

Leu
430

Thr Gly
Thr Met

© 400
Asn
415

Gla
Sexr

Asp

Gln Thr

Pro

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtcttgcac
ctccccagat
tggtagaatc
gggtecattte
tgaagcccat
gtgtggtgtet
cttgactaag
tatgaacact
caacaccatt
aatctggtce
cttcggtaac
gctgaccget
tcaactgaaa
tctgaccatg
tcactgcggt
gttctcegac
tatcctgaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386
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<210> 5 .

<211> 203

<212> PRT )
<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<223> Nativna fibroléza z Agkistrodon contortrix

<400> 5

"Gln Gln Arg Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile val Ala Asp -
1 5 ) .10 15

His Arg Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln
20 ' 25 30

Txrp Val His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu
35 40 45

Asn Ile Gln Phe Thr Leu Val Gly Leu Glu Ile Trp Ser Asn Gln Asp
50 55 ' 60

Leu Ile Thr Val Thr Ser Val Ser His Asp Thr Leu Ala Ser Phe Gly
6S L 70 75 80

Asn Trp Arg Glu Thr Asp Leu Leu Arg Arg Gln Arg His Asp Asn Ala
85 90 T 95

Gln Leu Leu Thr Ala Ile Asp Phe Asp Gly Asp Thr Val Giy Leu Ala
100 - 105 . 110

Tyr Val Gly Gly Met Cys Gln Leu Lys His Ser Thr Gly Val Ile Gln
115 . 120 125

Asp His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met Ala His Glu
130 _ - 135 140

Leu Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln Cys His Cys
145 150 155_ 160

Gly Ala Asn Ser Cys Val Met Ala Ala ﬁet Leu Ser Asp Gln Pro Ser
165 170 175

Lys Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr Gln Thr Phe Leu Thr
180 185" 190

vVal Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro
195 ~ 200

<210> 6

<21l1l> 609

<212> DNA

<213> Agkistrodon contortrix

<220> .
<223> Kéduje nativnu fibrolazu z Agkistrodon contortrix
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<400> 6

caacaaagat
actaaataca
attaacgaaa
tccaaccaag
aactggegtyg
gctatcgact
aaacattcta
atggcacacg
ggtgcaaact
gactgctcta
aacaaaccg

-
1392
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

tcccacaaag
acggtgactc
tctacagacc
atttgatcac

aaaccgacct
tcgacggtga
ctggtgttat
aactgggtca

cctgtgttat,

agaaagacta

39

atacgtacag
tgacaaaatc
actgaacatc
cgtracttct
gctgcgtege
tactgttggt
ccaggaccac
taacctgggt
ggctgctatg
ccagaccttc

Agkistrodon contortrix

ctggttatcg
cgtcaatggg
caattcactt
gtatcccacg
caacgtcatg

ttgctgacca
tgcaccaaat
tggttggttt
acactctggce
ataacgctca

ctggcttacg ttggtggcat

tccgctatta
atgaaccacg
ctgteccgate
ctgaccgtta

z Agkistrodon contortrix

<400> 7

atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctcgaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatg
aagttgcaag
gctgtctaca
acccaaaact
agacaacaaa
aacactaaat
accattaacg
tggtccaacc
ggtaactggc
accgctatcg,
ctgaaacatt
accatggcac
tgcggtgcaa
tccgactget
ctgaacaaac

<210> 8
<211> 21
<212> DNA
<213>

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagaggc
ttgtttatce
atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta

.agtacgaaaa

gggaatcata
gattcccaca
acaacggtga
aaatctacag
aagatttgat
gtgaaaccga
acttcgacgg
ctactggtgt
acgaactggg
actcctgtgt
ctaagaaaga
cg

tactgctgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt

‘tgaagcttet

aagaaaggtc
atacgaattc
gttctctgaa

‘cecattgggt

tgcttctate
cttgattgaa
cgtcgaaaag
tgaaccaatc
aagatacgta
ctctgacaaa
accactgaac
caccgttact
cctgctgegt
tgatactgtt
tatccaggac
tcataacctg
tatggctget
ctaccagacc

Umeld sekvencia

ttattcgcag
gcacaaatte
getgtttege
gccagcattg
tctattatet
actccagtte
aaggttaaca
gattactetg
gaagatcact
tctgecttgta
ccattggaat

.gaagatgaag
aagaaggcct |

cagctggtta
atccgtcaat
atccaattca
tctgtatecce
cgceaacgte
ggtctggett
cactccgeta
ggtatgaacc
atgctgteeg
ttcctgacey

acctgctggt
atggcaacca
aaccatccaa
acaacccgca

Kédujlica sekvencia nativnej pro-fibrolézy

catcctceccge
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctygg
ctaggggtgce
gtgaaccagt
aaactcatta
gttactacca
acggtttgaa
tgtccgactc
ccccaaagat
tccaattaaa

tegttgetga

gggtgcacca
ctttggttgg
acgacactct
atgataacgc
acgttggtgg
ttaacctgct
acgatggcaa
atcaaccatc
ttaacaaccc

ccgtatgaac
cgtcaacacc
ggaaatctgg
atccttecggt
actgctgacc
gtgtcaactg
tgctctgacc
gtgtcactgc
actgttctcc
gtgtatcctg

attagctgct
tgtcatcggt

‘cagcacaaat

agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtcttgecac
ctccccagat
tggtagaatc
gggtcattte
tgaagcccat
gtgtggtgtt
cttgactaag
ccaccgtatg
aatcgtcaac
tttggaaatc
ggcatcctte
tcaactgectyg
catgtgtcaa
ggttgctetg
ccagtgtcac
caaactgttc
gcagtgtatc

60

120
180
240
300

‘360

420

.480

540
600
609

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392
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<220> . .
<223> Popis umelej sekvencie: : Oligonukleotid

<400> 8
tactattgce agcattgetg ¢

<210> S

<211> 21

<212> DNA

<213* ynela sekvencia

<220>

<223> '
Popis umelej sekvencie: Oligonukleotid

<400> 9
cctacagtct tacggtaaac g

<210> 10
<211> 45
<212> DNA

<213> Umela sekvencia .

<220> pohis umelej sekvencie: Oligonukleotid

<223>

<400> 10 : : .
tccaattaaa cttgactaag agatctttcc cacaaagata cgtac

<210> 11
<211> 44
<212> DNA

f213> Umeld sekvencia

<220> :
<223> popis umelej sekvencie: Oligonukleotid

<400> 11 ¥
ggttaatttg aactgattct ctagaaaggg tgtttctatg catg

<210> 12

<211> 1620

<212> DNA

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<221> misc_feature

<222> yomplement ((1)..(1620))
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<223>

41

(vid SEQ ID NO:13)

<220>

<223> Kédujuca sekvencia nativnej pro-fibrolazy -
z Agkistrodon contortrix

<400> 12

.atgagatttc
ccagtcaaca
tactcagatt
aacgggttat
tctctcgaga
gattacgaag
aagtacgaag
ttggaaaaaa
ggtagagaaa
gaaaacgatg
aagttgcaag
gctgtctaca
acccaaaact
agacaacaaa
aacactaaat
accattaacg
tggtccaacc
ggtaactggce
accgetatcg
ctgaaacatt
accatggcac
tgeggtgcaa
tccgactget
ctgaacaaac
ctgaatagcg
tgttectcag
aggatgtcag

<210>
<211i>
<212>
<213>

13
1620
DNA

<220>
<221>
<222>
<223»

<220>
<223>

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aaagagagge
ttgtttatcc
atgccatgca
acaaaggttt
ttactactta
ctgactccac
gtgaaatgta
agtacgaaaa
gggaatcata
gattcccaca
acaacggtga

aaatctacag

aagatttgat
gtgaaaccga
acttcgacgg
ctactggtgt
acgaactggg
actcctgtgt
ctaagaaaga
cgtaagcgge
ccgrcgacca
ttcaagttgg
aatgccattt

misc_feature
Complement((l)..(lﬁZO)!

Komplementarny (antisens) rettazec k sens
(vid SEQ ID NO.

tactgectgtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
‘tgaagcttct
aagaaaggtc
atacgaattc
gttctctgaa
cccattgggt
tgcttctatce
cttgattgaa
Lgtcgaaaag
tgaaccaatc
aagatacgta
ctctgacaaa
accactgaac
caccgttact
cctgctgegt
tgatactgtt
tatccaggac
tcataacctg
tatggctgcet
ctaccagacc
cgccagettt
tcatcatcat
gcacttacga
gcctgagaga

Agkistrodon contortrix

12)

ttattcgecag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcattg
tctattatct
actccagttc
aaggttaaca
gattactctg
gaagatcact
tctgettgta
ccattggaat
gaagatgaag
aagaaggcct
cagctggtta
atccgtcaat
atccaattca
tctgtatcee
cgccaacgtc
ggtctggett
cactccgcta
ggtatgaacc
atgetgtecg
ttcctgaccg
ctagaacaaa
catcattgag
gaagaccggt
tgcaggettc

z BAgkistrodon conto:trix

<400> 13

catcctecge
cggctgaagce
cattttccaa
ctgctaaaga
tggaatctgg
ctaggggtgce
gtgaaccagt
aaactcatta
gttactacca
acggtttgaa
tgtccgacte
ccccaaagat
tccaattaaa
tcgttgetga
gggtgecacca
ctttggttgg
acgacactct
atgataacgce
acgttggtgg
ttaacctgct
acgatggcaa
atcaaccatc
ttaacaaccc
aactcatctce
tttgtagect
cttgctagat
atttttgata

LI e

retazcu

attagctget
tgtcateggt

.cagcacaaat

agaaggggta
taacgttaac
tgttcaacca
tgtcttgecac
ctccccagat
tggtagaatc
gggtcatttc
tgaagcccat
gtgtggtgtt
cttgactaag
ccaccgtatg
aatcgtcaac
tttggaaatc
ggcatcctte
tcaactgctg
catgtgtcaa
ggttgctcetg
ccagtgtcac
caaactgttc
gcagtgtatc
agaagaggat
tagacatgac
tctaatcaag
cttttteatt

Anti-koédujica sekvencia nativnej pro-fibrolazy

Komplementarny (sens) retazec Kk antisensovému retazci

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960.
1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

aataaaaaag tatcaaaaat gaagcctgca tctctcagge aaatggcatt ctgacatcct 60
cttgattaga atctagcaag accggtcttce tcgtaagtgc ccaacttgaa ctgaggaaca 120
gtcatgtcta aggctacaaa  ctcaatgatg atgatgatga tggtcgacgg cgctattcag 180

-
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atcctecttct
gatacactgc
gaacagtttg
gtgacactgg
cagagcaacc
ttgacacatg
cagcagttga
gaaggatgcc
gatttccaaa
gttgacgatt
catacggtgg
cttagtcaag
aacaccacac
atgggcttca
gaaatgacce
gattctacca
atctggggag
gtgcaagaca
tggttgaaca
gttaacgtta
taccccttct
atttgtgctg
accgatgaca
agcagctaat

<210>
<211>
<212>
*<213>

14
540
PRT

<220>
<223>

<220>
<223>

<400> 14

Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe

1

Ala

Ile

Asp
50

Phe
65

Ser Leu Glu Lys Arxg

Leu Ala Ala Pro
Pro Ala Glu Ala
: 35

val Ala vai Leu

Ile Asn Thr Thr

gagatgagtt
gggttgttaa
gatggttgat
ttgccatcgt
agcaggttaa
ccaccaacgt
gcgttatcat
agagtgtcegt
ccaaccaaag
tggtgcaccc
tcagcaacga
tttaattgga
atctttgggg
gagtcggaca
ttcaaaccgt
tggtagtaac
taatgagttt
actggttcac
gcacccctag
ccagattcca
tctttagcag
ttggaaaatg
gcttcagcceg
gcggaggatg

S

20

val

val

Pro

Ile

42

ttcgttctag
cggtcaggaa
cggacagcat
ggttcatacc
tagcggagtyg
aagccagacc
gacgttggcg
gggatacaga
tgaattggat
attgacggat
taaccagctg
aggeccttett
cttcatcttce
attccaatgg
tacaagcaga
agtgatccee
cagagtaatc
tgttaacctt
gaactggagt
agataataga
caatgctggce
gcaaaacagce
gaatttgtge
ctgcgaataa

Agkistrodon contortrix

Asn Thr

Ile Gly

40

Phe
55

Ser

Ala Ser

70

85

Glu

Ala Glu

aaagctggcg
ggtctggtag
agcagccata
caggttatga
gtcctggata
aacagtatca
acgcagcagg
agtaacggtg
gttcagtggt
tttgtcagay
tacgtatctt
gattggttca
cttttcgacg
ttcaatcaag
gatagaagca
acccaatggg
ttcagagaac
gaattcgtat
gacctttctt
agaagcttca
aatagtagta
aacatcgaaa
cgtttcatct
aacagcagta

10

Thr Thr Glu Asp

25

Tyr Ser Asp Leu

Asn Ser Thr Asn

Ile Ala Ala
75

90

gccgcttacyg
tctttcttag
acacaggagt
cccagttegt
acaccagtag
ccgtcgaagt
teggtttcac
atcaaatctt
ctgtagattt
tcaccgttgt
tgtgggaatc
tatgattccce
ttttegtact

tacatttcac

gtggagtcag
taagtagtaa
aaacctttgt
tgcatggcat
ggataaacaa
gcctetetet
tttataaaca
tccectteta
tctgttgtag
aaaattgaag

Thr Ala Val Leu FPhe Ala Ala Ser

Glu Thr Ala

gtttgttcag
agcagtcgga
ttgcaccgca
gtgccatggt
aatgtttcag
cgatagcggt

gccagttacce

ggttggacca
cgttaatggt
atttagtget
ctegttgtet
agttttgggt
tgtagacagc
cttgcaactt
catcgttttc

tttctctace

ttttttccaa
cttcgtactt
cttcgtaate
tctcgagaga
ataacccgtt
aatctgagta
tgttgactgg
gaaatctcat

Nativna pro-fibrol&za z Agkistrodon contortrix

Ser
15

Gln

30

45

60

Lys

Ala Ser Ser Ile Ile Leu Glu

Glu Gly Asp

Asn Gly Leu

Glu Glu Gly

Phe

Leu

Val
80

Ser
95

240
300
360-
420
480
540
600
660
720
780

‘840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

Xaa na poziciach 465,493,516 a 536 oznaduje stop kodén|
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Gly
val
Glu
Lys
145
Gly
His
Cys

Ile

225

Ile
305
Trp

Leu

Thr

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

' Leu

Ile
Lys
290
Ser
Ala
His

val
370

Val-

Arg

115

Lys

Leu

Glu

Axrg

Gly
195

Pro .

Asn

Asn

Thr

val

275

Ile

Asn

Ser

Asp
355

Gly

Asn

100

Gly

val

Phe

Ile

Ile

180

Leu

val

.Lys

260

Ala

Arg

Pro

Gln

Phe

340 .

Asn

Leu

Asp
Ala
Asn
Ser
Thr
165
Glu
Lys
Glu
Glu
Glu

245

Arg

Gln

Asp
325
Gly

Ala

Ala

Tyx

val

Ser

Glu

150

Thr

Asn

Gly

Leu

Lys
230

Ser

6ln
His
Trp
310
Leu
Asn

Gln

Glu
Gln
Glu
135
Asp
Tyr
asp
His
Ser

215

Glu

Gln
Arg

val

295

Ile

Ile

Leu

Val
375

43

val
Pre
120

Pro

Pro
Ala
Phe
200
Asp
Asp
Glu
Arg
Met
280

His

Gln

Axg

Leu
360

Gly

val
105
Lys
val
Ser
Leu
Asp
185
Lys
Ser
Glu
Pro
Phe
265
Asn
Gln
Phe
val
Glu
345

Thr

Gly

Tyr

val

Glu

Gly

170

Ser

.Glu

Ala
Ile
250

Pro

Ile

Thr

Pro

Glu

Leu

Thr

1s5

Glu

Thr

Gln

Ala

Pro

235

Lys

Gln

Lys

val

Leu
315

Thr'’ Ser

330

Thr

Ala

Met

Asp

Ile

Cys

Arg

Asp

His

140

His

Asp

Ala

Gly

His

220

Lys

Lys

Lys
Ala
125

Leu

His
Sex
Glu
205
Ala
Met
Ala
TyT

Asn

-.285

Asn

300

val

Val

Leu

Asp

Gln
380

Thr

Gly

Ser

Leu

Phe
365

Leu

Val Thr
110

Met Gln
Glu Lys
Ser Pro
Cys Tyxr

175

Ile Ser
190

Met Tyr
Val Tyr
Cys Gly

Phe Gln
255

Val Gln
270

Gly Asp
Ile Asn
Leu Glu
His Asp

335

Arg Arg
350

Asp Gly

Lys His

Pro

Asn
Asp
160
Ala
Leu
Lys
val
240
leu
Leu
Serxr
Glu
Ile
320
Thr
Gln

Asp

éer
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Thr Gly Val Ile Gln Asp His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu
385 390 395 400

Thr Met Ala His Glu Leu Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly
.405 410 415

Asn Gln Cys His Cys Gly Ala Asn Ser Cys Val Met Ala Ala Met Leu
_420 425 430 '

Ser Asp Gln Pro Ser Lys Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr
: 435 440 445

Gln Thr Phe Leu Thr Val Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro
450 455 460

Xaa Ala Ala Ala Ser Phe Leu Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp
465 470 475 480

Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His Xaa Val Cys Ser
485 . 490 495

Leu Arg His Asp Cys Ser Ser Val Gln Val Gly His Leu Arg Glu Asp
500 505

Arg Ser Cys Xaa Ile Leu Ile Lys Arg Met Ser Glu Cys His Leu Pro
515 520 525

Glu Arg Cys Arg Leu His Phe Xaa Tyr Phe Phe Ile
530 535 540

<210> 15

<211> 203

<212> PRT

<213> Agkistrodon contortrix

<220>
<223>Nativnd fibroldza z Agkistrodon contortrix

<220>

<223> Xaa na pozicii 1 zastupuje chemicku zlG&eninu

-kyselinu pyroglutdmovi. Ta&to chemicka zlucenina
je oznac¢ovand v zozname pismenkom "E“.

<400> 15 .
Xaa Glh Arg Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile Val Ala Asp
1 . 5 10 15

His Arg Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln
20 25 30 .

Trp Val His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Axrg Pro Leu
35 40 45
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Asn Ile Gln Phe Thr Leu Val Gly Leu Glu Ile Trp Ser Asn Gln Asp
50 55 60

Leu Ile Thr Val Thr Ser Val Ser His Asp Thr Leu Ala Ser Phe Gly
65 70 75 80

Asn Trp Arg Glu Thr Asp Leu Leu Arg Arg Gln Arg His Asp Asn Alav
85 90 95

Gln Leu Leu Thr Ala Ile Asp Phe Asp Gly Asp Thr Val Gly Leu Ala
© 100 © 105 110

Tyr Val Gly Gly Met Cys Gln Leu Lys His Ser Thr Gly val Ile Gln
115 120 125

Asp His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met Ala His Glu
130 135 » 140

Leu Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln Cys His Cys

145 159 155 160

Gly Ala Asn Ser Cys Val Met Ala Ala Met Leu Ser Asp Gln Pro Ser
. 165 . 170 175

Lys Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lyé Lys Asp Tyr Gln Thr Phe Leu Thr
180 - - 185 ° 190

val Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro
195 ' 200 -

<210> 16

<211> 202

<212> PRT

<213>_Agkistrodon contortrix

<220>
<223> Nativypy fibroléza z Agkistrodon contortrix

<220> . ) L
<223> Xaa na pozicii 1 zastupuje chemicku zluceninu

-kyselinu pyroglutamovu. Tato chemicka zlucenina
je oznalovand v zozname pismenkom "E™.

<400> 16
Xaa Arg Phe Pro Gln Arg Tyr Val Gln Leu Val Ile Val Ala Asp His
1 5 ' 10 15

Arg Met Asn Thr Lys Tyr Asn Gly Asp Ser Asp Lys Ile Arg Gln Trp
20 25 ‘ 30

val His Gln Ile Val Asn Thr Ile Asn Glu Ile Tyr Arg Pro Leu Asn
35 40 45
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Ile Gln Phe Thr Leu Val Gly Leub Glu Ile Trp Ser Asn Gln Asp Leu
50 59 T 60

Ile Thr Val Thr Ser Val Ser His Asp Thr Leu Ala Ser Phe Gly Asn
65 70 75 80

Trp Arg Glu Thr Asp Leu Leu Arg Arg Gln Arg His Asp Asn Ala Gln
' 85 90 95

Leu Leu Thr Ala Ile Asp Phe Asp Gly Asp Thr Val Gly Leu Ala Tyr
100 105 110

Val Gly Gly Met Cys Gln Leu Lys His Ser Thr Gly Val Ile Gln Asp
115 . 120 125 :

His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met Ala His Glu Leu
130 138 140 :

Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln Cys His Cys Gly
145 150 155 160

Ala Asn Ser Cys Val 2?_et Ala Ala Met Leu Ser Asp Gln Pro Ser Lys
. 165 170 178

Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr Gln Thr Phe Leu Thr Val
180 185 . 190

g Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro
[ 195 200

<210> 17
<211> 538
<212> PRT

<213> ymela sekvencia

<220> , ,
<223> Popis umelej sekvencie: analég nativnej pro-fibrolazy z

Agkistrodon contortrix

<400> 17 .
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala Ser Ser
1 5 10 . 15

Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala Gla
20 25 30

Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe
35 : ’ 40 45 ’

Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu
50 55 60

Phe Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu.Gly Val
65 70 75 80
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Ser
Gly
. vVal
Glu
Lys
145
Gly

His

Ile

225

Thr

val
Ile
Arg
305

Asn

Ser

© Gly

Leu Glu Lys Arg Glu Ala

Asn

Pro

Phe

130

Gly

Arg

Gly

Asn

Glu

210

Glu

Gln

Leu

Ala

Axrg

290

Pro

Gln

Phe

Asn

Leu
370

Val Asn
100

Arg Gly
115

Lys val
Leu pPhe

Glu Ile

Arg Ile

85

Asp
Ala
Asn
.Ser
Thr

165

Glu

180

Gly Leu
195,

Pro Leu
Asn Vai
Asn Trp
Thr L}s

260

Asp His

. 275

Gln Trp
Leu Asn

Asp Leu

v

'Gly Asn

340

Ala Gln
355

Ala Tyr

iys

Glu

Glu
Glu
245

Axg

Val

Ile

Ile

325

Leu

val

Tyx

Val
Ser
Glu
150
Thr
Asn
Gly
Leu

Lys

230

Ser

Ser

Met

His

Gln
310

Thr

Arg
Leu

G}y

Glu
Gln
Glu
135
Asp
Tyr
Asp
His
Ser

218

Glu

‘Phe

Asn

Gln

295

Phe

val

Glu

Thx

Gly
375

47

Glu

Val

Pro

©120

Pro

Pro

Ala

Phe
200

Asp

Asp
qu
Pro

280

Ile

Thr

Ala
360

Met

Ala Sér
90

Val Tyr
105

Lys Tyr
val val
Ser Glu

Leu Gly
170

Asp Ser
185

Lys Lgu
Ser Glu
Glu Ala
Pro Ile

250

Gln Arg
265

Lys Tyr

val Asn

Leu Val

Ser
Pro
Glu
Leu
Thr
155
Glu
Thr
Gln
Ala
Pro

235

Lys

Gly

r 315

Ser Vval
330

.Asp Leu

345

Ile Asp

Cys Gln

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg
Asp
His
140
His
Asp
Ala
Gly
H%s
220
Lys
Lys
val
Gly
;le
300
Leu
His
Arg

Asp

Lys
380

Ile
Lys
Ala

125

Leu

His
Ser
Glu
305
Ala
Met
Ala
Gln
AsSp
285
Asn

Glu

Asp

Gly
365

His

Leu
val
110
Met

Glu

Ser

Ile
190
Met
val
Cys
Phé
Leu
270
Ser
Glu
Ile
Thr
Gln
350

Asp

Ser

Glu Ser
95

Thr Pro

Gln Tyr
Lys Asn

Pro Asp
160

Tyr Tyr
175

Ser Ala
Tyr Leu -
Tyxr Lys

Gly val
240

Gln Leu

255

val Ile
Asp Lys
Ile Tyr
Trp Ser

. 320
Leu Ala
335
Arg His

Thr Val

Thr Gly
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Val Ile Gln Asp His Ser Ala Ile Asn Leu Leu Val Ala Leu Thr Met
385 : 390 395 400
Ala His Glu Leu Gly His Asn Leu Gly Met Asn His Asp Gly Asn Gln
405 410 41s
Cys His Cys Gly Ala Asn Ser Cys Vval Mec‘Ala Ala Met Leu Ser Asp
420 425 430
Gln Pro Ser Lys Leu Phe Ser Asp Cys Ser Lys Lys Asp Tyr Gln Thr
435 440 : 445
Phe Leu Thr Val Asn Asn Pro Gln Cys Ile Leu Asn Lys Pro Xaa Ala
450 455 460
Ala Ala Ser Phe Leu Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu Asp Leu Asn
465 470 475 480
Ser Ala Val Asp His His His His His His Xaa Val Cys Ser Leu Arg
485 490 495
His Asp Cys.Ser Ser Val Gln Val Gly Kis Leu Arg Glu Asp Arg Ser
500 505 510
Cys Xaa Ile Leu Ile'Lys Arg Met Ser Glu Cys His Leu Pro Glu Arg
S15 : 520 525
Cys Arg Leu His Phe Xaa Tyr Phe Phe Ile
530 535
<210> 18
<211> 602
<212> DNA
<213> Agkistrodon ;on:ortrix-
:ggg: Fragment fibrolazy z Agkistrodon contortrix
<400> 18 .
tactattgcc agcattgctg ctaaagaaga aggggtatct ctcgagaaaa gagaggctga 60
agcttcttct attatcttgg aatctggtaa cgttaacgat tacgaagttg tttatccaag 120
aaaggtcact ccagttccta ggggtgctgt tcaaccaaag tacgaagatg ccatgcaata 180
cgaattcaag gttaacagtg aaccagttgt cttgcacttg gaaaaaaaca aaggtttgtt 240
ctctgaagat tactctgaaa ctcattactc cccagatggt agagaaatta ctacttaccc 300
attgggtgaa gatcactgtt actaccatgg tagaatcgaa aacgatgctg actccactge' 360
ttctatctct gecttgtaacg gtttgaaggg tcatttcaag ttgcaaggtg aaatgtactt 420
gattgaacca ttggaattgt ccgactctga agcccatgct gtctacaagt acgaaaacgt 480
cgaaaaggaa gatgaagccc caaagatgtg tggtgttacc caaaactggg aatcatatga 540
accaatcaag aaggccttcc aattaaactt gactaagaga tctttcccac aaagatacgt 600
ac ' 602
<210> 19
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<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 19

tccaattaaa
ctgaccaccg
accaaatcgt
ttggcttgga
ctctggcatc
acgctcaact
gtggcatgtg
tgctggttge
gcaaccagtg
catccaaact
acccgcagtg
tctcagaaga
gccttagaca
agattctaat

<210> 20
<211> 1373
<212> DNA

cttgactaag
tatgaacact
caacaccatt
aatctggtcc
cttcggtaac
gctgaccgct
tcaactgaaa
tctgaccatg
tcactgcggt
gttctccgac
tatcctgaac
ggatctgaat
tgactgttec
caagaggatg

Agkistrodon contortrix

agatctttcc
aaatacaacg
aacgaaatct
aaccaagatt
tggcgtgaaa
atcgactccg
cattctactg
gcacacgaac
gcaaactcct
tgctctaaga
aaaccgtaag
agcgeccgtceg
tcagttcaag
tcagaatgce

<213> Agkistrodon contortrix

<220>

49

Fragment fibrolazy z Agkistrodon

cacaaagata
gtgactctga
acagaccact
tgatcaccgt
ccgacctget
acggtgatac
gtgttatcca
tgggtcataa
gtgttatggce
aagactacca
cggecgeecag
accatcatca
ttgggcactt
atttge

contortrix

cgtacagctg
caaaatccgt
gaacatccaa
tacttctgta
gcgtcgccaa
tgttggrerg
ggaccactee
cctgggtatg
tgctatgetg
gaccttcetg
ctttctagaa
tcatcatcat
acgagaagac

gtrtatcgttg
caatgggtgc
ttcactttgg
tcccacgaca
cgtcatgatca
gcttacgtetg
gctattaacce
aaccacgatg
tccgatcaac
accgttaaca
caaaaactca
tgagtttgta
cggtcttget

<223> Fragment fibroldzy z Agkistrodon contortrix

<400> 20

tactattgcc
agcttcttct
aaaggtcact
cgaattcaag
ctctgaagat
attgggtgaa
ttctatctct
gattgaacca

cgaaaaggaa.

accaatcaag
acagctggtt
aatccgtcaa
catccaattc
ttctgtatce
tcgccaacgt
tggtctgget
ccactccget
gggtatgaac
tatgctgtcce
cttcctgacce
tctagaacaa
tcatcattga
agaagaccgg

agcattgctyg
attatcttgg
ccagttecta
gttaacagtyg

‘tactctgaaa,

gatcactgtt
gcttgtaacyg
ttggaattgt
gatgaagecce
aaggecttce
atcgttgcetg
tgggtgcacc
actttggttg
cacgacactc
catgataacg
tacgttggtg
attaacctgc
cacgatggca
gatcaaccat
gttaacaacc
aaactcatct
gtttgtagce
tctegetaga

ctaaagaaga
aatctggtaa
ggggtgctgt
aaccagttgt
ctcattactc
actaccatgg
gtttgaaggg
ccgactctga
caaagatgtg
aattaaactt
accaccgtat
aaatcgtcaa
gtttggaaat
tggcatcctt
ctcaactgcet
gcatgtgtca
tggttgctct
accagtgtca
ccaaactgtt
cgcagtgtat
cagaagagga
ttagacatga
ttctaatcaa

aggggtatct
cgttaacgat
tcaaccaaag
cttgcacttg

cccagatggt

tagaatcgaa
tcatttcaag
agcccatget
tggtgttacce
gactaagaga
gaacactaaa
caccattaac
ctggtccaac
cggtaactgg
gaccgctatce
actgaaacat

gaccatggca

ctgecggtgca
ctccggctgc

cctgaacaaa

tctgaatage
ctgrtccrca
gaggatgtca

ctcgagaaaa
tacgaagttg
tacgaagatg
gaaaaaaaca

agagaaatta

aacgatgctg
ttgcaaggtg
gtctacaagt
caaaactggg
tctttececac
tacaacggtg
gaaatctaca
caagatttga
cgtgaaaccg
gacttcgacyg
tctactggtg
cacgaactgg
aactectgtg
tctaagaaag
ccgtaagegg
gcecgtcgace
gttcaagttg
gaatgccatt

gagaggctga
tttatccaag
ccatgcaata
aaggtttgtt
ctacttacce
actccactge

aaatgtactt

acgaaaacgt
aatcatatga
aaagatacgt
actctgacaa
gaccactgaa
tcaccgttac
acctgctgeg
gtgatactgt
ttatccagga
gtcataacct
ttatggectge
actaccagac
ccgecagett
atcatcatca
ggcacttacg
tgc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
816

60

120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1373



01-852-02-Ce 50

PATENTOVE NAROKY

1. Fibrinolyticky aktivny polypeptid mé& aminokyselinovu

sekvenciu SEQ ID NO:1.

2. Polypeptid z nédroku 1, ktory bol vyrobeny

rekombinantnou expresiou v kvasinkach.

3. Molekula nukleovej kyseliny kéduje  polypeptid
o sekvencii SEQ ID NO:1.

4, Molekula nukleovej kyseliny =z naroku 3, ktord ma

sekvenciu SEQ ID NO :4.

5. Expresny vektor obsahuje expresné regula¢né prvky,
ktoré su uUCinne pripojené k molekule nukleovej kyseliny podla

naroku 3.

6. Expresny vektor podIa naroku 5, v ktorom je molekula

nukleovej kyseliny a m& nukleotidovil sekvenciu SEQ ID NO:4.

7. Hostitelsk& bunka transformovanid alebo transfekovana

molekulou nukleovej kyseliny podla naroku 3.

8. Transformovand alebo transfekovand hostiteIskd bunka

podla naroku 7, ktord je prokaryotické alebo eukaryoticka.

9. Transformovand alebo transfekovanad prokaryoticka bunka

podla né&roku 8, ktord je kvasinkova bunka.

10. Transformovand alebo transfekovanid kvasinkovad bunka

podla néroku 9, ktoréd je Pichia pastoris.
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11. Metdda produkcie NATu, zahrnujuca kultivaciu
hostitelskych buniek obsahujicich DNA molekulu kdbdujacu
uvedenu metaloproteinézu, U&inne pripojent k regulaénym prvkom
ktoré stimulujui expresiu za podmienok, Ze Jje DNA molekula
exprimovand a izoléacia exprimovanej metaloproteinazy z kultiry

hostitelskych buniek.
12. Metdéda z naroku 11, kde DNA molekula je SEQ ID NO:4.

13. Metdéda z néroku 11, v ktorej si hostitelské bunky

kvasinky.

14. Metdéda z néroku 13, v ktorom su kvasinkové bunky

Pichia pastoris.

15. Metdéda produkcie metaloproteindzy-fybrinolytického
agens vybraného zo skupiny zostévajucej sa z fibrolazy NATu,
obsahujucej kultivadciu Pichia hostitelskych buniek, ktoré
obsahuju DNA molekulu kédujicu spominanu metaloproteindzu,
G&inne pripojend k reguladnym prvkom pre stimuldciu expresie
za podmienok, kedy Jje DNA molekula exprimovand a izoléacia

exprimovanej metaloproteindzy z kultiry hostitelskych buniek.

16. Metdéda z naroku 15, kde Pichia hostitelskad bunka je

Pichia pastoris.

17. Metoda lie&by trombézy u cicavcov zahrnujica podavanie

trombolyticky efektivneho mnoZstva NATu cicavcom.
18. Protilatku proti polypeptidu z néroku 1.

19. Protiladtka z néroku 17, ktord Jje monoklonédlna

protilatka.
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