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A talfinény tdrgya biotechnolégini elidrés as /I/ L1-
talénos képletnek vagy legalédb as 53-101 helysstekben levé
ssekvencift wagddanfoglalé résstarsominyainek megfelels sse~
rinproteds-inhiditor-tehéziék /mely képletben ¥ jelentése
tirosin vagy glutemineev) X,, xa‘nx,umnna kl¥abisé
lehet 63 jelentéslk metionin vagy leuoin, ssenban X, fenile
~alaning is képviselhet; Y jelensése prelin vagy argivin és
3 jelentéss leucin vagy ~ smennyiben W Siresint é» X4 Xy és
Xy leueint képvisel ~ dgy 3 isoleucin is lehed/ és a fenii
4 ssexinproteda~inhibiter-tohdrjék fdsiés fehérjéinek olé-
€11itésére.

A fenti &3 fehérjék killinSoen hunén leukocite-elass~
tdssal ssemben orés gitlé hatést mutatvak s oxidativ lebon-
téssal ssemben kifsjesetten siadilak.



A talflndny tovdddd as 4 sserinprotedseinhiditer«fo~
nérjdket kédelé 4§ DEs~ssekvenoidk e16d11itéafra, a Tenti foe
nérjéxnek megfelell gasdasservesetekben kilUnd¥sé 4] vekteroke
kal $Urténé kifejeséséye, valaming as €3 fehfrjék tissta, bi-
elégiailag akéiv formfban tUrténd ¢16£111%4ndre vonathosik,
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Talflmnényunk tdrgys €3 sserinproteds~inhiditor-rehérjék
018£11itdsa, amelyek kllinUsen emberi leukocitén-elasstéssal
ssemben kifejesett gftld hatéssal rendelkesznek, tovdbbf hasonlé
hatdsd terufssetes termékekkel ellentétben oxidasiv imak$ivéls-
dln-n} ssemben ellendllék és ennek kivetkestében gydgydssasi
alkaluasésra as ismert termékeknél alkslmasabbak. Talflményunk
sserint as 4j sserinproteds-inhibitor-fehérjék rekombinéns-
~DNS~-médsserekkel készithetSk el. Taldlményunk tdrgya sovébbd
a fenti inhibitor-fehérjéket sartalmaszd gydgyéssati késsit-
mények, a fenti dj fehérjéket kédols DNS-ssekvencidk és a fenti
DES~ssekvencidkat tartalmasé kifejesS vektorok elléllitdsa.

As ensimek aktivitésdt 615 sejtekben és szervesetekben
elsSsorban as ensimek ﬁari-sintitisillan és kéunial médositdsa
ssakiilyossa. Bnnek sorén a sejtnek vagy sservesetnek bisonyos
meghatdrozots ensim fokosott aktivitdsdt 1génylS, megvélsesots
helysethes tUrténd gyors alkalmaséddsa sorén az ensim fekosott

dirassintetisdldsa nem minden esetben jdtszédik le, hamam

gyakran ldtens ensimkésslet aktivdlédik. A ldtens ensimek ak~
tivdldsi wechanismusaként specifikus peptidésok £1tal elé~
1désets lebontés, proteinkinésok jelenlétéber lejétnsddé fops~
forilesés, a vesikulumokbél tUrténd kirdsés és e fehérje~kon~
formfciénak allossterikus ligandok £ltal ¢lSidézsest megvdltos~
tatdsa iswers.

A fentl aktivdldsi reakcidk tdlzott mérsékden t¥rténé
lejétesédésa én as aktivdls unnilokYioonsﬁ 146n £¢ kifejtess
hatdss az emlitett enzimek célsott ledontdsfval vagy fajlagos
gétldsdval kerillhetS el. Igy pl. aktivélt protefsok biolégiai
aktivitdeds specifikus proteds~inhiditorek blokkoljék.



As utébbi Svekben kil¥nbisé proteds~inhibiterek klie

. nikai 6s patogén felhassndlésds ismerték fel, Igy pl. endogén
sserinprotedsok as emfastérendsserven lejétasédd fehérjelesdon~
séandl, as intracellulfris fehérjelebontdsndl és ~dtalakitds~
nél, a hemosstatikus egyensily fenntartdséndl, sérillések utén
a fortSsénssk olleni védekexéanél és salivetdjraképsSdémsnél je-
lontSs fisiolégial sserepst jhtasanak. A sserinprotedsek akti-
vitdsét legtdhd esetben kill¥nbSsS endogén inhibitorok £1landéan
vagy ftmenetileg visssassoritidk, esltal a diolégial sstvetek~
re baté proteolitikus tdémadés asokra a speciflis esetekre kor-
létosott, amelyekben a proteclitikus folysmatek meghatfrosets
bioldgiali funkcidkat tUltenek be. Patolégial helysetekbden
asonban a protedsok és inhidbitoraik kUsStti egyensdly jelentls
mértékben felborulhat. Pisioldgiai ssempontbél tdlsottan magas
sserinproteds-aktivités as eredeti sslvetkéroscddst felerdsit~
heti. As 1lyen helysetek példdiként az aldbbi eseteket sorol~
Juk fel: extrakorpeordlis ocirkulfecié, antigén-antitest-reskoidk
vagy sseptikémia £1tal bekivetkess szisstémés kiegéasité akti~
vél6dds; intravazflis véralvadds vagy extensiv hibrinolisis
sseptikus sokkban; k¥tSssUvetek lebomldsa tumorinvdsis, fere
t6zés, gyulledds §s sokk esetében; a nem~testidegen fehérjiék
proteolisikus lebontésa hesnydlmirigygyulladds esetéden ter-
ufszetes k¥rnyesetikdSl kiléps hasnydlmirigy-userinpretedsok
€1%al.

A sserinprotedsok és sserinproteds-inhibitorek megse-
vars egyenmélydval Ussserlgzs klinikmi betegségképek as aldbdi
indikéoidkas foglaljdk magukban: véralvaddssavarck, Sumorek
elburjénsdé niveksdése, emphysenia, arthritis, vessgyulladds
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/ple glomerulenephritis/ és killnUsen igen hevesen lejdtssédé
gyulladésok /pl. politrawmatikus vagy sseptikus sokk ssetében,
amslyek légssomj-ssindréufval egylits vagy anélkill, tovdbbd
pankreatitis esetében jhtssédbatnak le/.

A nagyssda sserinproteds kisil as utébdbi idSben a
humén polimorfmagd leukooitékbdl felssabaditott elasstds gyé~
gyéssati beavatkosdsok tekintetében jelentdségre tett ssert.
Est fehérvérsejtekdSl rdssdk ki pl. oly wmédon, hogy a fehér-
vérsejteket opssondlt idegentestek vagy oldhaté serkentd
anyagok /pl. formilesett bakiériumos paptidek vagy snafilak-
toxin/ £1tsl aktivdljék /a humdn leukocisa~elasztfzs a $o-
vébbiakban "HLE"~nek nevessilk/. A HLE jelentSs fiziolégiai
sserepének a gagocitdlt mikroorganismusok vagy fehérjssartalmd
sejtttrmelékek eménstése tekinthets, a HIE asonban as elassting
és kollagént -~ asax as elasstikus kUiSsstvet illetve %eljes
extracelluldris ktSesUvetanyag fontos komponenseit = is le~
bostja.

As aktivdls HIE fisiolégial kUrlllmények kisUtt gyakere
latilag nem wérheté, minthogy o, -makroglobulin, o 1-9:0“‘:—
~inhibitor / « PI vagy .¢1-nnutripnin/ vagy anti-~lsuko=
proteds /ALP vagy mis jel8lés sszerint "HUSI-I"/ gdtelja. A
HIB-aktivitds ssabdlyosésa tekintetében ax d.z-nlkroglobum
alérendels jelentSaégl, minthogy asssocidciés sebessigi £llan~
d6ja /k, ./ tdlsottan osekély. Exsel ssemben as o, FI é8 as
ALP s felssabaditott HLE~t hatékonyan gételjdk, ugyanakkor
asonban a leuvkocitdk aktivdldei k¥rilményei kisltt as egyide-~
Jileg Zelssadeduls oxigéngylkik £1tal oxidativ dton kinnyen
inaktivilédnak.
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A leukoocitdk aktivildsa - kilinSmen gyulladéscs beteg-
 ségek esetén ~ ogydttal elasstis és ssuperoxidgySktk felssaba~
duldadhos veset. A ssuperoxidgydkik ﬁhkﬂl‘ﬂ! oxigénné és
hidrogénperoxiddd dismusélédnak. A hidrogénperoxid és ssuper-
oxidgytkik keverékédél a jelenlevs dtmeneti fémion-nyomok je-
lenlétében hidroxilgybktk képsédnek, amelyek a 1¥1 és ALP
sserinproteds~inhibitorokat gyorsen inaktivéljék. Es es inak=
tivélddds sovdddL hidrogénperoxid £1tal halogenid-isnok és a
nisloperoxidds nevil lsukocita-ensim jelenlétéden is el1Sidés~
he$S [Floné és tsai: Handbook of Inflsmmation, 5, 255-281,
Elsevier /1985/ 7. Ugy tinik, hogy & proteds~inhibitorok insk=
tivildsa a krénikus és killUnBsen akus gyulladésok esetén fel~
16pé sstvetkirosodésok ¢l8feltétele. '

As . PI esetében as inaktivdlddds egy specidlis
metioninmaradék oxiddcidjdra vesethats visssa, amely a HLB
skiivitds-tasakjdhos k¥t648 fehérjessakasson jEtasédik le. B
metionint rekombindns DNS-technoldgia segitségével valinra
lecserélve oxidfciés imaktivdléddasal ssemben ellendllé aksiv
gzlrxucumgnt nyernek /["Rosenberg és tsai: Nature 312, 77-80,
/1984/_7. Mésréssrs) ismsreses, hogy amennyiben as (g PT
358-helysetében levé metionint argininre cserélik le, dgy a
fehérjefunkoid megvdltosik és ¢ fehérje mér nem elasstfs=inhi~
bitorként, hanem trombin-inhibitorkéns hat /~Owen és tsais
Bew Eng. J. Med. 309, 694-698, /1983/_7.

A sserinprotedsok és sserinproteds-inhiditerck egyen~
sdlydnak folbemldsén alapulé besegségek gyégykeselése ssiméra
Ple & 36 00 571 Al sn. német ssbvetségi kistdrsasdgbeli kizre-
bocsdjtdsi iratban as ott megadott aminosavessekvencifval ren=
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delkess fehérjéket javasolnak, smelyek HUSI-I /Humén Seminale~
plasma Inhiditox/ = asas ALP - $ipusd inhibitorok. A MUSI-I
savval ssemben stabil proteds~inhikitor, smely a gnumulocitdk
lissossomflis granuldidél ..M protedsekas /pl. elasstdsd
is/ gétol. A HUSI-I wfs intra- és extracelluldris protedsokkal
ssemben csupén gyengébd ghtls aktivisdst fejt ki és wmolekula~
t¥mege kbe 11,000

A 36 00 571 Al ss. német ssUvetaégl kistirsasdgdeli
kisrebocsfjsdsi irat sserinti inhibitor molekuldk biolégiai
aktivités tekintetében egyréssrSl a kimotripssin ensim gdtlé-
sfval, mig immunolégiai szemponibsl mésréssrSl HUSI-I $ipusd
inhibitorként jellemeshetSk. |

A “HUSI-I $ipusd inhibitorok biclégial aktivitdsdval
rendelkess fehérjék™ kifejesésen a 36 00 571 Al ss. német ssli~
vetndégli kistérsasdgbeli kisrebocsfjtdsi L{ratban s HUSI-I $i=-
pusd inhibisorok biolégial aktivitdsds kifejts olyan fehérjék
és fdsids fehérjék Srtendfk, amelyek a HUSI-I tipusé inhibie
torok blolégial aktivitdsdt mutatjdk, pl. a terméssetes fehér-
Jék immunolégial tulajdonsdgaivel és/vagy specEfikus gé$lé tu~
lajdonsdgaival rendelkssnek. A "HUSI-I tipusd inhibitorek bi=-
0ldglal aktivisdséval rendelkesS fehériék® kisé a 36 00 573 AL
ss. német sslvetsdgli kiUstdrsasdghell kiUsredocsdjtdsi irat ér-
telméden a HUSI-I aminosavssekvenocidjénak csupdn résssarto~
wényait magukdbanfoglalé illetve tartalmasé fehérjék és dside
fohérjék is beletarsosnak. A fehérjék aminosav-gsekvencidjfnak
fenti résstartomfnyait "startoményoknak® is nevesik.

As ALP /illetve HUSI-I/ 107 aminosavmaradékes tartal-
wasé és homolégial mmgfontoldsok alapjén két inaiditor-tare
tondnybél €116 régéta ismert és vissgdls fehérje [pl.
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Schiessler és tsai: "Neutral proteases of human polymorphoe
nuclear leukecytes” - Havemann és tsal kiadé ~ Urdan and
Schwarsenberg, Baltimore, Minohen /1976/ 195-207. oldal/. As
olsé /N-termindlis/ tartomfnynak sulajdonisjék a tripssinhes
hasonlé ensimek gétldads, mig a mésedik /O-termindlis/ tartoe-
wény rintgenkrisstallogréfiai vissgflasok sserint kimeotrip-
ssinhes k¥tSdik és feltételesik, hegy es a tartominy tartal-
massa as olasstdsgdtlé hatést is /[ Grister és tsals Eado J.
1 345 6 351, /1988/ 7.

Javaselték mér ["1ded WO 86/03497, killdntsen 11-13,
oldal/ a fenti iswers 107 sminesavat tartalmasé sserinproteds-
~inkibiter-fehérje aminesavldncdban egy vagy t5bd swizosavme-
redék wis sminosavearadékra tUrséné kicserélését, est asendan
mindesideig wég nem valésitotték meg. Igy feltételesések sse-
rint as arginin /20~helyset/ lisinye, leucin /782« vagy
Té=helyset/ lisinre vagy argiminre és/vagy a wetionin /73~
~heolyses/ lisinre vagy argininre $Urséné lecserélése a $rip-
ssinhes hasenld sserinprotedsokkal ssemben kifejtetts gétlé
hatést fokossék. MésréssrSl kimotripssinhes hasonlé sserin-
protedsck /beleérive a katepasin G-t/ ssemben kifejtest ake-
tivitds nUveldése céljddél a 20-helysetden /arginin/, 72- vagy
TA-helysethen /leuein/ és/vagy T3-helysetben /metionin/ levé
ogy vagy t¥bd sminosav fenil-alaninra, tirosinra vagy trip-
tofénra $¥rténé lecserélésés javasoltdk. Bsenkivill pankreds-
olasstéshos hasonlé sserinprotefsckkal ssemben kifejtett
g6%16 hatds javitdsa cé134bS1 a 20-helysetben /arginin/, 72-
vagy Té~helyseiben /leucin/ és/vagy a 73-helysetben /metionin/
levé egy vagy #%bb sminosav alaninra $Urténs kiomerélésére
tettek javaslates.



MésréaarSl a WO 87/03457 ss. muum bejelentéaden
arra utalak, hogy pl. 8 20~helysetdben levé arginin glicinre
$8rténé lecserélésével a tripssinnel ssemben kifejtett védé-
hatds, a TI-helysetben levs metionin illesve a 72~ és/vagy
T4=helysetben levé leucin glioinre t¥rséné lecserélésével a
leukooitén-elasstfssel ssemben kifejtest gétlé hatés megssinik.

WO 86/03497 ss. ssabadalmi bejelentésdben $ovdbdd
Rosenbarg és $sai kordbbiakban idésets k¥sleményében foglalt
felismexréséhes onthkuu Javaslatot tettek, Bnnek lényege,
hogy a proteds-inhibiter oxidasiv inaksivdlédéssal ssemben
nutatott stabilitdsénak javitdsa és egyidejilleg a leukooitén-
‘=elasstdssal és katepsin G-vel msemben kifejtets gdtlé haté~
sénak fokosésa c61lj€bél a metionint valinra oserélik ki /emnek
soxdn asondban nyitva hagyjdk ast a kérdést, hogy s kivént ha-
tés sléxéne 061j4b61 a fehérjében levs Usmses metioninesopors
\vm & négy metionincsoport kisil melyik oserélends ki vagy
pedig a Ti~helysetben levé metionin fenilealaninnal, tiresin-
nal vagy triptofémnal tUrténs fentemlitest kicserélésén kivil
tovdbdi dtalakisdsrél van ssé/.

Bér a WO 86/03497 ss. ssabadalni bejelentésben ismerte~
tets fohérjo~inhibitor dtalakitdat javaslatokat valamint a
fehériék hatdsdban illetve tulajdenségaiban esek kivetkessében
bekivetkesd véltosdsokat kisérleti dton vagy egyéd kenkrés
adatokkal nen témasstottdk ald, mindenképpen as & kivetkeste~
tés vonbaté le, hogy a ssakember ssémfra ismers volt, hegy a
20-helysetden és/vagy T2-74-helysetekben ~ killUntsen a T3~
=helysetben ~ levS aminosavak megvdltostatdsa eléreléshatéan
bisonyos meghasdrosott sserineprotedsokkal ssemben kifejtett
4416 hatds elvessténdtas vagy megvéltostatésihos veset illetve
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vesethet 68 a ssakember ssénfra egydltaldn nem eléreldthaté,
hogy s fenti sminosavaktél /ple @ 72-74-“1.7‘““%. killinbsen
s T3-helysetbe/ eltérS aminosav-bevitelek milyen hatésvdlto~
sésokas eredményesnek. Est & bisenytalansfgos még osak alété-
masstja Owen és tsai fentiek sordn hivatkesots felismerése,
amslynek értelmében as .Ll-nturipuu hatése a mtionin-pa~
radéknak argininmarsdékra tSreéné kioserélésével megvéliosik.
Essel kapesolatban figyelembeveend$, hogy Kramps és tsai fol-
ismerése értelméven /[ Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369, Supple,
83-88, /1988/_7 as ALP oxidéciés inaktivélésa a triptikus és
elasstolitikus gétlé hatds egyiittes elvesstéséhes veset. Igy
tehdt - minthegy as l. tartomfny wetionint nem tartalmas - es
inaktivédlédés
az 0xiddciés V nem vagy nem esupén a metionin-oxiddoién
alapul, Nem volt tehdt elSreldthaté, hogy as ALP 2. savtonfnyé~
ban lejdteséds teljes vagy réssleges metionin~csere aktiv,
oxidfciéval ssemben ellenfllé ALP muténsokhos veset-e.

Mint arra s korébbiskban rémutatsunk, ismsretes, hogy
as ALP /illetve & HUSI-I $ipusd proteds-inhibitorok std./
nindesideig ismeretlen médon killtnUsen oxidéoié kivetkestében
gyorsan inaktivflédnake. A fenti $ipusd leukooita-elasstés-
«inhibiterok gyégydssati felhassnélésa ssempontjébél nagymér—
sékben kivénatos oxiddciéval ssemben ellenfllédd sserin-pro-
“teds~inhibitorok el8411itdsa,

Taldlmfnyunk tdrgya eljdrds as ALP gsserinproteés~inhi-
bitor olyan ¢) muténsainak e15£11itéséra, amelyek & hiteles
humén inhibitor sserkesetét messsemenden megtarsjdk és killUnl-
sen humfn leukocita-elasstéssal /ELR/ ssemben kedvess gdtld
hatdst fejtenek ki, esenkivil tovdbdi kedvess tulajdonségokkal
rendelkesnek, $ovébbé aktivéls leukeoitdk dltal ellidésest

1 3
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oxidativ inaktiviléssal ssemben a terméssetes ALP-uél kevésbé
éraékonyek vagy tsljesen ellendllék.

Bsen dj ALP sserinproteds~inhibitor musénsok ¢16£11i«
tésa a $aldlminyunk sserinti és as alfébbiakban ismersetésre
kexilS biotechnoldgiali eljérdssal sUrsénik.

A talflmfnyunk sserinti eljdréssal ¢15£11itott sserin-
proteds~inhibitor-fehérjék as /I/ £ltalénos képletti aminosave
=gsekvencidkas vagy esek olyan résstartominyait sartalmassék,
amelyek legalddd ax 53-10l<helysetnek megfelelS ssekvencids
magukban foglaljdk.

A fonti képletben W jelentése tirosin vagy glusaninsav, X,, X,
és X, asonos vagy kiltnbts lehet és jelentésik metienin vagy
leucin, asonban Xy fenil-alanin$ is képviselhet; Y Jelenténe
prolin vagy arginin s Z jelentése leucin vagy -~ amennyiben

W tirosing és Xys Xy és X, leucint képvisel ~ iscleuein is
lehet,

As /I/ £ltalénos képletben W Johnt‘io elénylsen
tirosin,

A talflmdnyunk sserinti eljéréssal ¢18£11ithaté /1/
€l%aldnos képletl dj szserinproteds~inhibitor~fehérjék elinyls
ocsoporsjfs képesik as /Ia/ £1saldnos képletil vegyliletek vagy
eseknek olyan résstartominyai, amelyek legaldbd as 53-101-%»1.1-
setben levl ssekvencidt tartalmassék /mely képletben Ii. Xoe X
és 2 jJelentése a fent megadost és X'y Jelentése 'metionin vagy
leucin/,

Teljes £1%aldncsadfgban ~ asas W 68 Y jelenténétSl
figgetlenitl - kill¥nlsen elénylUsen olyan /I/ vagy /Ia/ £ltalénes
képletli vegyilletekes 1lletve résstarsoninyailkat £11ithatunk
01§, amelyekben X), X,, X, éu I jelensése leuoine
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BléayUsek tovdbbé asok as /I/ vagy /Is/ &ltaldues kép~-
leti vegyliiletek illetve résstartominyaik, awslyekben Y jelen—
tése prelin.

A talfiményunk sserinti eljérdssal e18£111thaté €
sserinpreteds~inhibitorok sminosav-ssekvencifja elénylsen as
/1/ $1letve /Is/ £ltaléncs képlet 1=107 aminosav-helyseteit és
48107, 49-107 1lletve 50=107 réss-ssskvencifit tartalmassa.
Palfludnyunk tdrgya tovdbdd a fenti €J szerinproteds-inhibi-
torok fdsiés fehérjéinck olé£1litéea, kil¥ntsen N-termindlis
ssignflssekvensidkkal vagy pl. f=galaktosidéssal képesett
ésiés fehérjék késsitése. As /I/ illetve /In/ £ltaldnes kép~
let fehérjékben as N-terminflis résstartoudnydan as asspara~
ginsavig /49~helyset/ tovébbi aminossvak is kicserélhetfk, igy
ple & WO 8603437 ss. ssabadalui bejelentésben argininre $¥r-
ténd lecserflésre - lairt médon. |

A talflmdnyunk sserinti eljérdssasl elS£llithaté /I/
£1ltalénos képletl &) sserinproteds~inhibitorok - killinlsen as
Y helyén prolint és Z helyén leucint tartalmazé vegylletek ~
leukocita-elasstézzal ssemben kifejesett ghtlé hatdst mutatmak,
asonban pl. kimotripssinnel és « kisebb mértékben -
katepssin G-vel, kimfzsal és tripssinnel ssemben is inhibitere
ként hatnak, oxidéciéval ssemben mutatoss nagyobd stadbilitde
mollets,

Amannyiben as /I/ dltalénos képletil &) sserinproteds-
~inhibltorokban X,, X, és Xy leucint jelent é» vagy Y Jelen=
tése arginin vagy % jelentése isoleucin, vagy I;, X, és 2
leucint képvisel éa Xy Jjelentése fenil-slanin, s termék
ssubsstrétum~specifitisa wegviltosik, asas a vegylilet & leu~
kocita~elasstést kitinden giteljs, ugyanakkor asondan &
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kimotripssiunel 63 pl. katepssin Gevel smemben mutatodt gét1é
hatds megasinik. Esek & vegylletek - kill¥nsen smelyekbden

X0 X, 60 X, leudnt, és I izoleueint Jelext vagy X X és §
leusint és X, fenil-alanint kipvisel - a leukociia-elasstis
ssslektiv inhibitoral - /kUlUnUsen ha osupén az 53-101 helyset=
t61 eag 1?4.8---1(3'! helysetig terjedS ssekvenciarésseket magukbanfog-
1laléYtartomdény van _ jelen vagy pl. as /I/ illetve /Ia/ £l=
taldnos képletil vegyilletben a 20~hslysetii arginin glieinre
t8rténé lecserélése miatt a tripssinnel ssemben kifejbvets gdtlé
hatés megesiint/; a vegylilesek esenkivill oxiddciéval ssemden
kiiltnUsen ¢1lenfllék. 4 talflményunk sserinti eljrdssal elé-
£1141thaté vegyliletek elény¥s képviselSi tovdbb£ azok az /I/
1lletve /Ia/ &ltalénos képlett sserinproteds~inhibitorek /vagy _
e sszekvencifk résstartondnyai/ amelyekben X, és Jelentéme
leuoin, X, Jelentése leucin és £ jelentéme izoleucin vagy 13
fenil-qlanint és Z leucint képvisel, E vegyUlescsoparthbél
eldnySsek a W helyén tirosint és Y helyén prelint tartalmasd
ssdrmasékok,

A taldlmfnyunk sserinti, /I/ illetve /In/ £1taldénes
képletl 4] inhiBitorfehérjék vagy meghatéreszott résstarso~
ninyaik 016£111tdsbra irdnyuld eljdrds DNS ssekvencidk elé~
€11134sds, a fontemlitess §) fohérjéket kédols DNS~ssekven-~
cifkat tartalmasd vektorok e18£111%4sft, megfelels gasdamser—
vessteknek a vektorokkal t¥rténd transsformfcidjét és a kife-
Jozénst, majd ast kivetlen az 4 fehérje isoldldsds, “refolding®e
~1épéat és tisztitdadt, adott esetben as /I/ illetve /XIa/ £~
taldnos képletll aminosave-ssekvencidk fentiekben weghatfrosots
résstartoninyainak ¢16£111%€ss c6134b61 a kapott fahérje
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ldnchosssdnak parciflis hidrolisissel végsetst ssekvenciaréssek-
lehasitéssal $Urténd megvdltostatésés foglalja magében.

As /I/ illetve /Is/ &1%alénos képlett €3 inhidisor-
~fohérjék vagy legalddd as 53-101 helysetekben levl résseket
magukbanfoglalé ssekvenciatartomdinyaik kinyerése oélj€nél
el8eslr a fenti dj inhibitor-fehérjéket kédold DES-ss¢kven—
oidkat illetve as emlitett DNS~ssekvencifkat tartalmasd vekte~
rokat £11itjuk ¢1S. Talflmfnyunk ellnyls kiviteli alakja sse-
rint 107 sminosavat tartalmasé valamely /I/ illetve /Ia/ f1-
talénos képletll fehérjés kédols DNS-asekvencift ssintetizflunk,
Talflndnyunk kill¥nlsen elényBs kiviteli alakja szerint a 2a.,
2b, é8 3.«8. £brdn Bltintetets aminosav-ssekvencidkat tartal-
masé fehérjéket kédolé DES-ssekvenoifkat £1litunk e16.

A kifejeséahies felhaszndlt gasdasservezet /ellénylsen
E.coli/ kodon felhasandlésdt és as egyenként eléfordulé res-
trikeids vigéasl helyek beveszetéeének cflsseriinégét figyelembe~
véve a fenti DNS-ssekvencifkat a kivént /I/ illetve /Ia/ 41~
taldnos képletll aminosav-ssekvenstd alapjén a genetikus kéd
szem ¢lStt tartdsdval tervessik meg és ssintetizéljuk. A ssin-
tésishes célaserlien ssintetisdtorban kapott DNS-nukleotidokkal
/1d4sd pl. 1, dbra/ megfelelS vektorban ~ elénylsen ptacSDp?
/D3 5018/ = t8rténé klénoséssal géneket £1litunk els. Esek s
gének meghatdrozott /I/ €ltalénos képlesl Lehérjéket kédolhat~
nak illetve wis /I/ £1talénos képlesl fehérjék kédoldsdra ssol~
8416 tovébbi DNS~ssekvencifk eld-génjének sserepét t8lthetik
be. As /I/ £ltaldnos képletll fehérjék kisvetlen kédoldmdra ale
kaluas valamint elS-génként felhasxndlhaté gének kistl s 2a.
és 2b. dbrén feltintetett ALP 230 és ALP 240 géneket emiitjilk
meg. Més /1I/ £&1taldnos képleti fehérjfket kédolé DNS-ssekven=
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cifknak az el6-gént tartalmasd plasmidbdl tUrténd felépitése
c61j6bS1l az emlitett plazmidot restrikcids endonukledssal
- ol8nySsen Ba$ EII és Stu I - hasitjuk, majd defossforilessik.
Az /1/ £1ltalénos képletii ssekvencia 66=T6 helyseteiben levd
aminosavakat kédold oligonukleotidokat a fenti két hasitdsi
hely kisé klénosva kliltnbUs§ aminosavasekvencifjd /I/ £1ltalénos
k‘hlotu vegylleteket kédolé géneket kapunk.

A fentiek sorén /péronként, asazs M1 ds M2, M3 és M4
1lletve M5 és M6/ felhasznélt oligonukleotidok az alébbi kép-
letnek felelnek wmeg.

3" = GCC CAA GTC @GTC UTC OGT GAC TGG CAT CCA TTQ - 5° /Il//
3" = G ATG COA QTC ACG GAC GAC GAC T2G G4C ~ 5 i/

3% = GCC CAA GTC GFC CTA 0GT GAC TGO CAT COA 27¢ - 5° %3/

3° = G ATG OCA GPC ACG TAG GAC GAC T2G GGC - 5? /ma/
3%-GCC CAA GZC GIC GTC CGF GAC TGG AAG CCA P2G - 5’ /us/
éa

3® ~ GCTT CCA G2C ACUG GAC GAC GAC T7G GGC - 5° /ms/

Xy helyén fenil-alanint Sartalmasé /I/ &1%alénos kép-
letnek megfelels vegyiilles esetében as Ml-M6 oligonukleotidok
segitségével felépitets plasmidbél indulink ki, smelyde olyan
oligonukleotidet klénosunk, amely as /X/ £ltalénos képlesi
fehérje 96-helysetében fenil-alanin kifejesését eredményesi.
A fenti oligonukleosidok kisil - pl. amennyiben as /I/ £lta-
lénos képlesl fehérjében X, és X, leucint és X, fenil-galaning
Jjelents és W, Y é8 2 jelentése a font magadost ~ as alébdbiskat
emlisjlk n.::v -
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3% « A GAA CGC AAT CGG GCC AAT TCC GAA CTA TCGC TAG
PPG ATC = 5° /3Y

3° « 2C GAG OTA COG QPC ACG TP GOT CTA GAC PPT ACG

ACG GAC COA AAG ACG CCA TTT - §5° /B2/
és
3 = A ACT AGG ATA OTT COG AAT TGG CCO GAT TGO G2

CTA AAT GGC OTC TTT GGG TCO GTC GTA AAG TCT AGA

GCA AAC OTG ACC GOT AGC - 5° /53/

As oligonukleosidot /fosszforilezés és hibridisdeid
utén/ oly médon épitjlk be a megfelels kiindulési plasmidda,
hogy a kiinduldsi plazmidot elSnyUsen Sac I és Spe I restrik-
ciés endonukledzsal hasitjuk, szokdsos médon defossforilessiik,
wajd ez ily médon kapott fregmenst a hibridizfls El-B3 oligo-
nukleotidokkal ligfljuk.

Az 1ly médon kapoit plesmidokat esutén elénylsen ely
médon alakitjuk £t, hogy az expresszids vektorok a megfelelé
géneket kétszer /2 stopp-~kodon, egy 1l4~17 = elénylsen 16 =
nuklectidot tartalmazdé ssekvencia, egy Shine=Dalgarno-sseke
venoia, tovébbé egy tovébbi 6-9 -~ eldénylsen T ~ nukleotidbdl
£116 ssekvencia £1tal elvélasstva/ a tac-promotor mig8ts, és
egy terminftor-ssekvencia £ltal kdvetve hordozzdk. . B oélra
kilSnSsen elénylsen alkalmazhatunk egy Jorgensen és tsai
L[ J.Bact. 138, T05=714 /1979/_ 7 €1ltal leirt termindtor-ssek-
vencidt [Ta tetA/orfl~termindtor/.

Palflmdnyunk thrgya tovdbbd megfeleld gazdasservese~
tek transzformflésa a fentiekben illetve a példdkban leirs
médon nyert vektorokkal és as e¢lS€llitandé /I/ illetve /Ia/
£1talénos képleti fehérjék vagy pl. fdsidés fehérjéik kifeje~
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séne, majd ast kUvetss isoldlésa, “refolding® lépés és tianti~
tdsa, majd adots esetben a ldnchesss megvéltostatisa réssle-
ges hidrolisis dsjén. A réssleges hidrolisis sordn a 48-helyses
= kill¥ntsen as 50-helyses ~ ¢l6tt NE-termindlisan vagy a
101-helyset miigiss C~terminflisan elhelyeskeds ssekvenciaré-
sseket hasitjuk le.

Muurvugtk‘nt elénytsen E. coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus carnosus vagy nés grem~positiv vegy
gram-negativ baktériumok, Saccharomyoces cerevisise,
Streptomycéta $Urssek, mis mikrosskfiposan kicsiny gombék, pl.
Aspergillus orysae, Aspergillus niger stb,, Sovdbbd £llati
vagy emberi sejtek alkalmashaték. Gasdasservesetként elénylUsen
E. coli ttrasek slkalmashaték, kilinSsen a K12 alosoportba
tartosé tUrssek, mint pl. E. coli K12 JM 101 /ATCC 33876/,

‘Be 0011 K12 JM 103 /ATCC 39403/, B« coli K12 JM 105 /D&M 4162/
vagy B. coli K12 DH1 /ATCC 33849/.

A fenti gasdasservesetek transsformfldsdhos és a
fontenlitess fehérjék kifejeséséhes vektorként plasmidokat
alkalmashatunk,. B oélra elényUsen pl. pER 322 vagy abdbbél le-
~ ssdrmastathaté plasmidok tovdbbé virusgenomok, mint pl.
Lanbda~FPhagen genom vagy Phagen K13 genom hassndlhaté. A ke~
reskedelmi forgalomban levé expresssidés vektorok kisil pl. as
alfbbiak alkalmashaséks puc 9, pUC 12, pUC 13, $UC 18, pUC 19,
pPL-lambda, pKK 233-2, pKK 2233, pYEJ 001, pTS 1BR, pPX 19R,
pUB 110, pWH 418, p@ll 32, pJUB 207, pAN T=1, pI5R,, PSVL,
PKSV és mésok/.

| As expresasié bevessiése a tac-promotort sartalmaséd
Be coli kifejesé rendsserde pl. glikéselvondasal vagy elényle
sen iseprepile/ «D-ticgalaktopirancsid hosséaddséval tUrténhet.
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A képs6dS fehériés isoldljuk, kromatogréfidsan e15%imstisjuk,
majd o . pls karbamid vagy gusnidin-hidro-
kloxrid Johnl‘t‘bou {1letve valamely $iolt és dissulfidot tar~
salmasé pufferrendsser jelenlétében "refolding®-eljérésnak
vetjik ald. A kivént texrmékes végll kromatogririds dten tiss-
sisjuk.

As /I/ flletve /Ia/ €ltalénos képlesi fehériék vagy
legalédbis a 49-101 ssekvenciarésst tartalmasé résstartonfnyaik
11letve ¢ termfkek N-torminflis fdsiés fehérjéik 43-~30 helyse~
teiben levé savra érsékeny assparaginsave-prolin-kités jelen-
16%e niatt lehetSedg nyilik a Zehérjék illetve Pdsids fehér-
Jék 50~helysete elétt levs valamennyi ssekvenciaréss lshasi~
téadra 6s 11y médon as /I/ illetve /Ia/ £1talénos képletl ve-
gylileteknek a 50-101~481 50-107-ig Sexrjeds ssekvenciatartoninyo~
kat magukbanfeglalé O-termindlis tartomfnyainak ¢15£11itésdra.
B 061b61l & kiinduldsi fehérjés illetve fisiés fehérjét /a
49-helyses e15tsi ssekvenoifkkal/ pl. 70 S~os hangyasavval
ssobahSmérsékleten 24-36 Srén £t keseljlik vagy hasenlé savas
dgenssel reagfltatjuk, majd as intakté O=terminflis sartomdnyt
kromatogréfids dson isoléljuk, wajd Sisstitjuk.

b 4 és X3 helyén leucins és 13 helyén leucint vagy
fenil-alanint tarsalmasé /1/ illetve /Ia/ £ltalénos k‘phtu
vegytlesek vagy résstartominyaik e¢18£11itésa esetén Unmagdban
1smert médon dgy is eljérhatunk, hogy & Serméket kédold DNS-
~ssekvenoifrs 5'~terminélisan metionint kédelé ATG kodon¥ ik-
satunk be. Bs egy fdsiés fehérje kifejesésekor a kivdnt fe-
hérje N-végesoporsja elsts tovébbi Met™! aminosavas eredményes,
amely asutdn ssokésos médon /pl. drém-ciénos hasisdesal/
hosséférhess, |
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NisrénsrSl a kaposts fehérje C-termindlis végérél a
107=102 helysetekben /a 10T=helyseti slaninnal kesdSdéen/ levé
aminosavak k¥siil as Ussses vagy egy~-Yt sminesav ensimatilusan -
/ple karboxipeptiddsoek segitadgiével/ lehasithaté.

As 11y médon kapost kiltnd¥sé 1énchonsséndgd inhibite-
rokat pl. ELISA~tenst segitségével kvantisativen meghatéres~
hatjuk; ennek sordn egy poliklondlis anti~testet hiteles humén
ALP-vel ssemben alkalmashatunk.

As aldbbiskban alkalmasott rividitsések jelsntése a
kivetkesb:

ALP /terméssetes/ antileukoproteds

bp bésispdrok

Chloramin T N-k1lr=p=toluolssulfonamid-ndtrivandé

De? ditiotreit

EDTA stiléndianin~-tetrascetsav ,

HEPES 2=/ 4~/2-hidroxi=-etil/=1-piperasing/-etén=-
-gsulfonsey:

HIB humin leukooita-elasstds

IP2G isopropile/ =D=giogalaktopirancsid

PMA forbol-nirisstil-acetfs

Sp=-ssekvencia Shine~Dalgarno-ssekvencia

Tris triss-hidroximetil-aminometdn

triton/B/<X-100 oktil-fenexi-dekaetexi-etancl /vagy
Oo%oxynol=10/.

A talflményunk sserinti eljdrdssal ¢16£11itots fehér-
Jjéknek humén leukooita elasstdssal /HLE/ ssemben mutatott
gét16 nasdsds terméssetes ALP-vel megfelels hatéséval as
aldbbi tesst segitségével hasonlitjuk Ussse:
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A ELB aktivitds meghatbrosdedt 25 °C~on kromogén
umu:nkoux1-mn~mmi1~w;un~m1u-,—utro—
anilid ssubsstrdtumme) /= “HLE-ssubssirdtum®, Protogén/ haté-
rossuk wegs [ Geiger és tsai J. Clin. Chem. Olin, Blochew.
23, 821, /1985/_7. A HiE-aktivités meghatdrosdsdihos as alfbbi
kisérlesi kirtilményeket alkalmassuks 0,1 M HEPES, pH 7,5,

30 =X HLE /tUrssoldats 0,83 M, 2,5 wM HCl/ és 0,3 Wi HLE~-
~gsubsstrdtum. A reakciés oly médon inditjuk be, hogy 0,1 M
HEPES=t és 30 mM HIEB-% tartalmasé reakoidelegybes HLE-
~ssubsstrdtumos sdunk. Tis perces 25 “C-on végsett inkubdlds
utén & reskoiés 0,6 M soetsav $rtékre bedllitva ledllitjuk.
Referens kisérletként HLE nélkil pirhussmos inkubflést haj~
tunk végre. As abssorpoid-vdltosdss /10 perc 405 ni mellets
meghatdrossuk. As /I/€1%aldnos képletll vegyiilet illetve ALP
gft1é aktivisdsdnak weghatdreosdsa 061J4bé1l as inhibitors ni-
vekvé mennyiségben adjuk hossd, d1landé HiE-koncentrfeid

/30 wit/ wellets 10 percen &% 25 C-on e16inkubdljuk, majd &
reakoids a fentiekben iswertetett médon bLeinditjuk, ledllit-
Juk és mérjik. A MIB gésldsét ALP illetve kil¥nb¥sé /1/ L1t~
ldnos képlest vegyllesek jelenlétében %-~os HIE-aktivitdsként
as inhibitor-konocentréeié figgvényédben dbrdsoljuk /9. €bra/.

A talflmdnyunk sserinti eljérdssal e18f11itots feo-
hérjék valaming texméssetes ALP /kontroll/ ssarvasmarhs has~
nydlnirigy®sl nyert kimotripssinnel ssemben kifejtett gfsié
aktivitdedt a kivetkendképpen mérjlk:

A kimotripssin /Beshringer Mannheiwm/ aktivisdads
kromogén ssukeinilel~almmil-I~alanil«l=prelil~lefenil-alanine
~p-aitreanilid ssubsstrdtumen /= *kimotripssin-ssudbsstrdtun®,
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Protogén/ hatdrossuk meg /! dcizi:: Methods of Ensymatio
Analysis, 5, kStet, 99-109. oldal, Verlag Chemis, /1984/_ 7. As
aldbbi kisérleti kirillményeket alkalmassuks O,1 M triss~HCl,
pH 7,8 20 M CaCl,, 0,8 WM ?riton-X~100, 2,8 mM kimotripasin
/t6rssoldats 100 nM kimotripssin, 2,5 =M HCl, 0,8 mM Triton~
«X=100/ és 0,15 wM kimotripssin-ssubsstrétum. A reaksiét oly
nédon inditjuk dbe, hogy 2,8 nM kimotripssint a fensi pufferben
tartalmazé reakoiéelegyet 0,15 mi kimotripssin-ssudbestrdsum
értékre £11itunk be, majd 15 percen &% 25 %Ceon inkub&ljuk,

és uténa a reakcidt 0,6 M ecetsav értékre t8rténé bedllitdssal
ledllisjuk. Reforens kisérletet pérhusamosan, kimotripssin néle
kil végsets inkubdldssal hajtunk végre. As abssorpoidé-vhlsosdat/=~
/15 perc 405 nm mellett mérjlk. MegfelelSen kislakitots rend-
sserekben a vissgdlt inhibitorts /[ ALP és /X/ £ltalénos képletil
vegylletek/ emelkedS koncentréoiédan hossdsdva 2,8 nM kimo~
tripesin-koncentrdcié mellett 10 percen &% 25 °C-on eléinku~
bélunk, majd s mérést a fentiekben leirt médon hajtjuk végre,

A kimotripssin ghtldsds %~os kimotripesin-ektivisés formijé~
ban as inhibigor-koncentrdcié flggvényében £dbrésoljuk

/10. dbra/.

A katepssin G /Calbiochem GmbH/ aktivitdsdt ugyanosak
"kimotripssin-ssubsstrdtummal® /Protogen/ hatdrossuk meg. As
alébbi kisérleti kirilményeket alkalmassuk: 0,1 X triss-HO1,
pPH 8,0 0,2 X ¥aCl, 10 mM mlz, 0,8 WM Triton~X~100, 100 nM
katepssin G /tUrsscldass 4 /nl katepssin G, 50 ul nétrium-
acetds, pH 4,0, 0,7 X NaCl, 16 wM Triton-X-100/ és 0,4 mM kimo=
Sripasin-esubsstrdtum. A vissgflt inhidbitors nidvekvs mennyi-
ségben és 100 nM katepssin G-t tartalmasé elegyekes 20 peroen
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&t 25 %Ceon inkubdljuk, majd & reskeid deinditdsa oéljddél
kimotripssin-esubsstrdtummal elegyitjiik, 20 percen &% 25 %Ceon
inkudbfljuk, végil a reakeids oly mddon £11itjuk le, hogy as
elegyet 0,6 M ecetsav értékre bedllisjuk. As abssorpeié vélte-
sdsdt/20 perc 405 'm wellett meghatdroszuk. Katepesin G 1illet~
ve inkibitor hossdaddsa nélkil valaming tovébbi pérhusames
inkubfléssal referens kisérletskes hajtumk végre.

A taldlményunk sserinti eljérdssal e18€llitoss fehérw
Jék és ALP /kontrell/ oxiddciés inaktivdldssal ssemben muta~
tost ellendllésds egyréssrél Chloramin ¥ segitségével, més~-
réaxrS) aktivdlt leukocitdkkal sUrténé inkubéléasal hasdrossuk
weg. As alébbi kisérleti kirillményeket alkalmassuk:
a./ Chloramin T hatdes
A vissgdlt inhibitor £1landé mennyiségeis Chloramin 2
/kémial oxiddlésser/ n¥vekvs konoentrdeiéival inkubdljuk, a
HiB-gdtlé kapaoitds meghatérosdsa e18tt. As inhibiter Chlor-
anin T-vel $Urténd keselésés és a HiE-uéréss 37 ®Ceon 0,7 ul
alébbi Ysssetétell pulfferden végessiik els 50 mM trissiCl,
PE 8,5, 100 wli NeCl, 0,8 mi Triten=X~100. 0,1 /s /8,5 puél/
AIP=t illetve /1I/ €1talénes képleti vegyliletes egas-a,unax hler=
amin Z-yel 15 percen £t inkubflumk, A HLE gft1é aktivitds meg-
hatérosdse céljdbél 0,2 /ug /8,3 publ/ HLE~t adunk hossd, 5 pere
eon 4% inkubdljuk, majd a "HLE-ssubsstrétumos® /Proteogen; lésd
fent/ reakeidét ¥einditjuk. A reakeids 5 pere elteltével 0,6 X
scetsav értékre tUrtdné bedllisdssal lefllitjuk. As absserpoié
véltesdsdt 405 nu mellett mérjlik. Kontrellként as alébbi wegha=
tdrosdsokat végesslk ¢l pérhusamos inkudfléssnls

- &/ inhibiser, NIE és Chloremin T nélkdl /referens/)

b/ imhibiser és Chlorsmin T nélkil /100 %-~os HIE aktivitde/; és

¢/ Chloramin T nélkill /inhibiter aktivités oxidativ befolyée
solds nélki)/.
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Tovibbi kontroll kisérletben ast $aléltuk, hogy
0, 05=3 /unél Chloramin T a HLE aktivitést nem befolydsolja.
As ALP-vel 68 /I/ £ltalénos képletl vegyllettel, valaming
Chloramin T=vel végsett keselés hatdsdt a 11, £&brén sintesjiik
fel.

be/ Aktiv&lt leukocitékial végsett inkubdlds

A torméssetes vissonyokat jobban visssatilkriss fensi
kisérletnél frissen 1z0lélt leukocitdkat ALP illetve /I/ £lta~
lénos képletll inhibitor Jelenlétében phorbol-mirisstil-mcetfs
/PMA/ segitségével in vitro ssuperoxidgybk képsésnek vetlink
ald, A kiinduldei és inaksivdlds uténi gdslé aktivitdst HLE-
~tesst segitségével meghatérossuk. Minden kisérletben 0.5:105
iz0ldlt humén leukocitft konstans mennyiségi inhibisorral
/0,3 ,uz/ "HBSS-pufferben” /8 g/l NaCl, 6 g/1 HEPES, 0,4 g
8/1 EC1, 0,35 g/1 HaHCOy, 0,06 g/1 Na HPO,, 0,06 g/1 KHoPO,,
1 g/1 glukés pH 7,47 37 %°C-on 10 percen &% inkublunk. A sej~
teket PMA hosséaddsével /30 ng/ml/ s¥imuléljuk, 37 ®C-on
30 percen £% inkubfljuk, majd centrifugéléssal /2500 g,

5 peroen &%, 4 °C-on/ ssedimentfljuk. A sejtmentes marsdékot
a ghtlés wéréséhes a HLE~tesstben 0,4 /8 /16,6 pmél/ HiB=-vel
alkalmassuk /lésd fent/. Pérhusamos kisérletekben asonos ine
hibitor-nonn:iqﬁgtt nem~atimuléls leukooitékkal illetve leu~
kociték nélklil vissgélunk. Tovébbi kontrollkisérlesekes in-
hibitor nélkil hajsunk vlgrﬂ /1ded 12, &bra/. .

A fenti és tovébbi tesstek tanusdga sserint a termé-
ssetes ALP ~ virhaté médon - a HIR, kimotripssin, katepssin G
és tripssin miikdését gdtolja, ngiannkkor asonban Chloramin 2
vagy ak$ivélt leukoeitdk hatdséra messsemenSen inaktivdlédik.
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MeglepS médon azt salfltuk, hogy amennyiben pl. a terméssetes
ALP T3-helysetében levs metioninmaradékot leucinra lecserél-
jik - asas olyan /I/ £1talénos képletil fehérjét képesiink,
amelyben W jelentése $irosin, X X 6-,13 Jjelentése metionin,
Y jelentése prolin és 2 jelentése leucin /"ALP 242"/ = gy a
HLE-vel ssemben kifejtett gft1lé hatés csupén jelentéktelen
mértékben /9. &bra/ és a kino,g%gnzég:;& esemben mutatots gét-
16 hatds egydlsalén nem véltosik VEssel ssemben es as /I/ fl-
saldnos képlesil vegylles /ALP 242/ Chloramin T vagy ak$ivéls
leukooiték hatdséra szdmottevien kiseddb mérsékben inaktivélé-
dik, mint a hiteles ALP /11, és 12. &bra/. A fenti vissgflatok
bizonyitjfk, hogy & talflményunk szerinti eljfrdesal el16£1li-
tott termékek biostabilitémsa a gydgydssati felhassnélds kirile
ményei kisst kifejezetten nagyobb.

A tslfélményunk sserinti eljdrdesal ¢lSfllitott sserin-
=~proteds=-inhibitorek egyes képvisellivel kapott vissgflasi
eredméuyeket a 9.-12. £brdn réssletvesen mutasjuk be. As aldbbi
t€bldzatban a 107 aminosavat sarsalmasé /I/ €ltalénos képlettll
fehérjék néhdny képviselSivel kapott, fentismertetett és to-~
vébbi vissgdlati eredményeket foglalunk Yssze:



M
Inhibitor- A megadott ensim maradék- MNaradék elasstés-aktivie
termék aktivitéss, as inhibitor +tds, as alédbi oxiddld-
behatdsa utén sserekkel kezel$ inhibdie

torok behatdsa usén

HLB Chymotr. Cathem.G Chlorsmin T Akt.leumolifk

/Y /2/ /3/ /4/ /5/ 76/
ALP 230 15% = 87 % 90 % 32 % 12 %
ALP 231 4 % 2% 56 % s 4 %
ALP 232 24 % 100 % 99 % 53 % 10 %
ALP 236 7% 35 % 35 % 21 % DeVe
ALP 237 8 % 83 % 82 % 34 % BaVe
ALP 240 4 % 47 % 75 % AT % g6 %
ALP 242 6% 17 % 5 % 45 % 16 %
ALP 246 38 11 % 30% 54 % ReVe
Usssehasonlitds
ALP 6% i1 % 1% 5% 3T %

Rev. = nem visagéltuk

/1/ As alébvdbi /X/ €lsalénes képletl vegylilleteket alkalmessuks

Terwék _
osfma Y H L K Y 3

ALP 230 Tyr Leu Ieu Leu Arg leu
ALP 231 Tyr Leu lau Ieu Pro Leu
ALP 232 1Tyr Leu lau Leu Pro Ile
ALP 236 Glu Leu Leu Leu Pro Leu
ALP 237 Tyr 47 1 Leu Phe Pro Ieu
ALP 240 Tyr Mot Mot Mot Arxg Ieu
ALP 242 Tyr Met  Met  Met Pro  lLeu
ALP 246 Glu Met Mot Met Pro leu
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/2/ A tesst sordn s HLIE koncentrfcié 30 nM. A tdblésatdan a
60 nl koncentréciéban alkalmasest inhibitor dehatdsa usdn
visssamaradé elasstés-aktivisdsts adjuk meg.

73/ A kimotripssin koncentréeid 2,8 nM. A tfblézatban s 4,8 ni
koncentrdoiéban alkalmasott inhibitor behatdsa utén meg-
waradé kimotripssin-aktivitdst adjuk weg.

/4/ A katepssin G koncentréeiéjs 100 nM. A tdblésatban 100 ni
koncentréciéban alkalmasoss inhibitor behatdsa utdn meg=
maradé katepsszin G aktivitdst adjuk meg. '

/5/ A 0,1 /U8 inhibditert és 3 /unll Chloramin 7=t tartalmasé .
eleggyel 15 percen &t 37 %C-on végsest inkubélés utén
negnaradé elasstés-aktivitdst adjuk weg /a beadagolt HIE
mennyisége 0,2 ,ux/.

/6/ Elésetesen pforbol-mirisstil-acesdttal aktivélt polimorf-
magd leukooitdkkal /0,5x10° se3s/ inkubdly 0,3 ug inhie
bitor=fehérje jelenlétében mugmaradd aktivitdst adjuk
meg /kiinduldsi clnast‘s-.nnsil‘s 0,4 /uslc

A téblésat adataiddl kisinik, hogy as /I/ £1ltaldnos
képlesi 6j sserinproteds-inhibitorok humén leukocita elassz~
tdzsal ssemben j6 gétlé hatést mutatnak, amely kimotripssin
ellen kifejtett jé gftlé natdssal pdrosul /:E:ggyfbcn 2 Je- L
lentése leucin és X, jelentése fenil-alanintély tdblisatbél
sovébbd 1léthaté, hogy asok ax /I/ £ltalénes képleti vegylle~
tek, amelyekben X,, X,, 13 és Z kt§Ul legaldbb asz egyik
leucint jelens, oxidativ inaktivdldssal ssemben kifejesstten
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stabilak. As oxiddoiés behatdéssal szemben mutatott stabilisde
kémial /Chloramin 7/ és ensimes behatfsok esetén egyarfnt
wegfigyelhets,

Killtntsen wegleps, hogy as Xy, X, x’ s 2 helyén
leucint tartalmasé /I/ £1talénos képletl vegyliletek /kil¥nUsen
as ALP 231 vegylllet, amelyben W jelentése Zyr és Y Jelenténe
Pre/ HIE és kimotripssin ellen ugyanslyan magas aktivitdst
mutatnak, mint as ALP és esek a vegyliletek PMA-val /as exigén-
gyUkképsbdés legerSeebd stimulétora/ keselt 0,5x10° leukooi-
‘tdkkal végsets 30 pereces inkubflés hasésdra egydltalén nem
vagy osupén jelentéktelen mértékben inaktivdlédnak, As ALP 231
jelsésl termék a magasfoki gftlé aktivitds és oxiddlészerek
okosta erSs ellenélléképesnég thrsuldsa révén a gyégydssatban
a kordbbiakban felsorols betegségek keselésénél igen sred-
ufnyesen alknlmashaté éritékes gydgyéssati hatéanyag.

A $€blésatbsl tﬁv‘bbi 14thatdé, hogy as ALP 232 jell
vegyliles értékes tulajdonsdgokkal rendelkesik. As ALP 232
Jelu vegylUles as ALP 231 jelszésli szdrmasék$él csupén abban
kil¥nb8zik, hogy 2 isoleucin-maradékot képvisel. As ALP 232
« a3 ALP 23l-hes hasonléan - aktivélt leukooiték £1ltal elé-
1désett oxidativ inaktivdéldddssal ssemben kifejezetten ellen-
€116, ugyanakkor esonban megvéiltosott a ssubsstrdtum-speci~
fikusségd inhibitor. As ALP 232 ugyanis a kordbban emlitett
médon HLE milkdését ssintén gétolja, ugyanakkor asonban kimg=
tripesinnel é» katepasin G-vel ssemben hatdstalan.

Amennyiben as ALP 231 jell vegylletben osupén ax X,
helyén levd leucint fenil-alaninra cseréljiik ls, szelektiven
nagyhatési é8 javitots oxiddeiéssabiliséssal rendelkesd HLE~
«inhibitort /ALP 237/ nyerink. Minthogy a protedsok kisil a



- 27 -

patolégiai k¥rilmények kisttt lejdtssédé szbvetkérosoddsért
tdlnyomsrésat as elamstéz felells, a fenti sselektiv inhibie
torok kifejesest bicatabilisésuk figyelembevételével a gyégyd~
ssatban tovdbbi haladdst jelentenek. ‘

A talflményunk sserinti eljdréssal el&fllithaté )
sserinproteds~inhibitorok a gyégydssatban killinb¥ss betegségek
negellnénéxre 65 kezelésére felhassnélhaté éridkes gyégydssati
hatéanyagok. As /I/ dltaldnos képletlU vegyilletek pl. krdnikus
és akut gyulladésos folyamatok keselésére, valamint emphysémék
és tldStdéma kialakuldsdnak megakaddlyoséadra, valamint tumore
invésié -nzclaaia‘ro'nlknlnnshntdk. A taldlményunk sserinsi
oljérdssal el5£11ithaté ¥J vegylletek tovébbé sokkos £1llapotek
kezelésére 68 megelSsésére valamint pl. hiperfibronilisis ‘
alapjén operdécié utén fellépS vérsések keselésére alkalmasha~
téke As /I/ illetve /Ia/ »‘1“1‘1:0! képleti vegylUletek valamint
sserinproteds-g¢nhibiter hatfmi résstartoményaik tovédbbd ssi-
vetdegenerativ meghetegedések /pl. reumatoid arthitis vagy
ostecarthitis/ keselésére alkalmashaték.

A talflményunk sserinti eljkrdssal e16£111thaté ase-
rinproteds~-inhibitor-fehériéknek a fenti betegségek keselése
111etve megellséss sordn alkalmasandé désisa as adagolés méd-
361 és formbjdsél fligg 6s killintsen a terdpia lnsk-séluckar
foennkllé betegstddiumtsl flgglen & kesellorvos dltal as adott
eset kirilményeinek figyelembevételével keril  megéllapi~
sdsra. L1salénos irényelvként megdllapithaté, hogy parenterd-
1is adagolés esetén ax egysseri désis 100-5000 mg, elényUsen
100~3000 mg sserinprotefs~inhidbitor fehérje. 4 fentli adatok
ple Egbring éa tsai, megfllapitésdival Sasshangban £llmak
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[ Blood 43, 219-231 /1977/_7, smelynek értelméden felndts
ssepasis-betegek esetében naponsa legaldbd 1 g leukoociténe
-elasstfs ssabadul fel és @ gy6gykeseléshes & kbe 6=10-sseres
moléris £81¥slegben beadott talélményunk sserinti eljdrdssal
 0184111%0ts fehérje gétlésdra van ssikség.

Palélményunk térgya $Sovdbbd eljérés hatékony mennyi=
ségl /1I/ Llletve /Ia/ £ltalénos képlesii aminosav-ssekvencids
vagy résstartonfnyds /legalébd as 53-101 helysetben levs ssek~
vencidt/ magébanfoglalé fehérjés és ssokdmos gydgydssati hor-
doséanyagokat éa/vagy higisdanyagokat és/vagy segédanyagokat
tartalmasé gydgydssati késsitmények elbfllitdsa. A gyégyéasat~
ban a salflmdnyunk sserinti eljérdssal e18£11itost fehérjéket
steril isotonids oldat vagy intrsmusskuldéris, intravénds vagy
ssubkuténs injekoiéd losituig‘vcl Justasjuk a gyulladds tert~
letére vagy asdott esetben infdésié segitségével adhatjuk be.
As /I/ €l%alénos képletil 43 fohérjéket tovdbbL spray vagy
inhaléciés késsitmény forméjdban is alkalmashatjuk, éspedig
killUnlsen elénylisen a légsSutak megbetegedéseinek keselésére,
a hatéanyagnak a hirgék és tUdS wegtémadett résseire $Urténé
kisvetlen felvitele dtjén.

Az £brdk értelmesése a kivetkesd:

la. = 0. £brat AsULP 230 gén"™ és “ALP 240 gén" /ldsd 2a. ¢és
2b. 4bra/ DES ssekvencidk ssintésisénél fel-
hassnélt 16 oligonukleotid ssekvencifi.

2a. £bras As "ALP 230" aminosavessekvencifjd fehérjét
/X)s Xgs Xy 68 3 helyén leueint, ¥ halyén
tirosiné és Y helyén arginint sarsalmasé /1/



2v. fbre:

3. €bras

4s fbhyas

5. dbras
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d1talénes képletl vegylles/ kédolé és a 3.,

4o 68 5. brén feltlintetest DES-nukleotid-
=gsekvencifk "elé-génjekiént® ssolgdlé “ALP-230
gén" DNS-nuklsotid-ssekvencifja.

As "ALP=240" aminosavssekvencifjd fehérjée

/W bhelyéu siresins, X0 Xp 68 Xy helyén meti~
ening, Y helyén arginint és % helyén leucing
tartalmasé /1/ £1saldnos képletil vegyllet/ ké-
dolé és a 7. és 8. €brén feltintetess DNS-nuk-
leotid-asekvencifk “ell~gén"~jeként ssolghld
SALP=240 gén" DES~nukleotid-ssekvencidja.

As "ALP-231" sminesavssekvencidjd fehérjét
/Xy, X3y Xy 68 I helyén leuoiny, ¥ helyén ti-

rosint és Y helyén prolint tartalmesé /I/ £1-

talénos képletil vegyllles/ kédold és a 6. dbrdn
feltiintetets DES-nukleeotid-ssekvencis felfpi~
tésére is msolgdlé ALP-23]1 gén DES-nukisotid-
-gsekvensidja.

As "ALP-232" aminesav-ssekvencifjd fehérjés

/¥ healyén tivesist, X;, X, és Xy helyén
leucing, Y helyén prolins és £ helyén isoleu~
cint tartalmasé /I/ £1taldnos képletll vegylles/
kédeld ALP~232 gén DNS-mukleotid-ssekvencidja.

As "ALP-236" aminosavessekvencifjd fehérjés
/¥ helyén glutaminsavat, Xyo g x, és 2
helyén leucint és Y helyén prolins tarsalmasé
/1/ 4ltalénes képleti vegyUles/ kédold ALP-236
gén DNS-nukleotid ssekvencifja.



6. fbras

Te ébras

8. fbras

9. fbras

10, &bras

11, dbra:
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AS "ALP=237" sminosaveasekvencidjd fehérjét

/W helyén tiresing, I Xy és % helyén leucint,
13 helyén fenilealanint és Y helyén prolint Sare
Salmasé /1/ €1saldnos képleti vegyUlet/ kédelé
ALP=237 gén DNS-nukleotid-ssekvensifja.

AS "ALP=242" aminosav-ssekvencifjé fehérjiés /¥
helyén tiresins, X;, X, és X, helyén metioning,

Y holyén prolint, és Z helyén lsucint sartalmasé
/1/ €1talénos képlesi vegyllets/ kédols ALP-242 gén
DNS-nuklecsid-ssekvencidja.

A% "ALP»246" aminosave-ssskvencifjd fehérjét /¥
helyén glutaminsavas, X,, X, és Xy helyén
metioning, Y helyén prolint és X helyén leucint
sartalmasé /I/ &ltaldnes képletil vegyliles/ ké-
dolé ALP=246 gén DES-nukleotid-ssekveneifja.

Hiteles ALP és as /I/ £ltalénes képletl vegylle~
tok HIE gétlé hatdsa /a tesstet a 19. oldalon
ismertetjiik/.

Hiteles ALP és as /I/ &1ltalénos képleti vegyl~
letek kimotripssin gdtlé hatdsa /a tesstet o
20. oldalon iswmertetjik/.

Hiteles ALP és as /I/ £ltaldnes képleti vegyll~ |
letek aktivitdsdnak véltosdsa Chlorsmin Z-vel

37 %c~on végsett keselés hatiséra. As brén o

Chloramin T/inhibitcr rendsser /0,1 /o8 inhibi-
sor, ntvekvé Chloramin T koncentrécié; s kiséye
lot leirdsds & 21.oldalen ismertetjik/ 0,2 ,ug



12. €bras

13. fbras
14a. ébras
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KLEVkifejtett hatdsa utén 37 °C-on megmaradé
HiLE-gd$14 sksivitést tintesjlk fel,

Hiteles ALP és as /I/ £ltaldnos képletl vegylile~
tok oxidativ keseléss aktivdls polimorf magé
leukecitékikal /a kisérletet a 22. oldalon is~-
wertetjiik/. Konsroll kisérletben 0,4 /o8 HLE
aktivitdsés 100 %~os Hil-ak$ivitdsnak sekintjik
/"a=kontroll®/, A "bekontroll® osslcpban a fe-
1ildsséban PMA £1tal nem stimuldl$ leukocitdk
relativ HIE-aktivitdsét mutatjuk be. A “o-
~kontroll” a PMA £1tal stimulfls leukooitdk re-
lativ ElLB-ektivisdsa. A hatdanyaggal végzett
tesstek esetében as egyes osslopok mindenkor a
negmaradé relativ HiB-ektivisdes dbréseljdk,
éspedig /1/ nem-ektivél$ inhibitor jelenlésébmng
/2/ nemstimuléls leukooitdkial inkuddls inhibi-
tor jelenlétében; és /3/ PMA £1%al stimuléls
leukooitdkkal inkub£lt inhibdisor jelenlétében.

A ptacsSD? /DSM 5018/ plasmid vﬁlnm dbrdsolésa,

A pAILP 23 plazmid illetve ALP-230 gén ssintésis
stratégidjdnak véslata, Jobboldalen felll a D21,
D22, D23, D2la, D22a ¢és D23a oligonukleotideket
/14sd 1b. €bra/ tintetjlk fel, amslyeket Zossfo-
pilesés és hibridiséids utdn a BapH] és Spel
€1%al hasitett és alkflikus fossfatéssal defess~
forilesett ptacsSD? plasmiddal ligélunk. A kapot$
PALP 22 kisbensS termék tUbbek kists a fekete



14b. fbras

15, dbras
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ossloppal Jel¥lts 189 bp BamHI-Spe]~DNS fragwenst
tartalmassa. Ndol és BamH] segitségével vigsett
hasités és defossforilesés utén a teméket as
5'«terminflisan fossforlasets és éosa;lg:nl hibe
ri1is€1¢ D11, D12, D13, Dlla, D12aYeligomuklee=-
tidokkal /14sd la. dbra/ lig€ljuk. As 1ly méden
nyert PALP 23 plasmid sartalmassa as ALP=-230
géot /fekese ossloppal &bréseljuk; lésd 2a.

ébra/.

Esen as £brdn a pALP 24 plasmid illetve ALP-240
gén ssintésis-stratfgifjds tintetjlik fol. A
jobboldalen fellil feltintstett D24, D25, D24a
és D25a oligonuklectideket /ls, #£bra/ 5'=termi-
nflisan fossforilessik, egyméssal hibrilisfljuk
s a S§uX és Spe] £1%al hasitott, majd defess~
forilesests pALP 23 plasmiddal ligfljuk. A ka=
pott pALP 24 plasaid Sartalmasszs a fekete oss~
lopként &brdsols ALP=240 gént /2b. €dra/.

A PAIP 2312 plasmid véslatos dbrésolésa. Es a
plasmid a sac-promotor ‘-‘oa elsd shine~
«Dalgarne ssekvencia mighss 7 nukleo$id tévole
ségban as ALP-231 ¢(ht kétsseresen tartalmassa.
As oln&tgln két stop~kodonja utén 16 nukleotid
tdvolsdgban a mdsodik Shine-Dalgarnc-ssekvencia,
meaJd djabb 7 nukleotid tdvelsfgban a mésodik
gén kUvetkesik. BExt a mésodik géns vigil a
tetA/oxf I~texmindtor flankirossa.



A-14-15. gldalon illetve as la.~lc. €brdn feltintetets
képletil oligodesoxiribonuklestideket 1 uM 1éptékden as Mans
és tsai~féle ssilfrdrésisd médeserrel /["J. Am. Chem. Soc. 103,
661 e1191133/_7 DRs-ssintetisdtor /New Brunswick Scientific Ce.
e‘sVnonuchYmhluo/ segitségével £11itjuk elé. Menomey
ssinthonkéxt & mindenkor ssikséges desoxiridonukleetid keres-
kedelni forgalomban levé (eciancetil-védett diisopropilaming-
~fossforamidisiés alkalmassuk., A hordesérél tlrténs lehasités
utén a vég€lldsdban wég trisilosoporttal védess szdlakat steril
kSrilméngek kistss gélasliréssel sémentesitiik és elStisstitjuk,
majd két lépésben "forditoss fésist® NPLC segitségével elsS
tisstitdsmak vesjlk ald, A mindenkori f&termékes detritilessik
és ké% tovdbdi "fordisess fésisdi® HPIC tisstitdei 16pés utén
gélelekiroforésis analisis /PAGE/ alapjfn nagytisstasdgd kivéng
oligonukleotidet kapunk.

A kivitell péli€k szerint felhassndll restrikeids ensimek ke-
reskedelmi forgalomban levé anyagoek /[ lésd pl. Nachr. Chem.
fochn, Labe 35, 939 /1987/_7. A tUbbi ensim bessersési forrdeds
wegadjuk,

A kiviteli pélédkban as /I/ £1salénes képletil vegyille-
tek réssére ssolghld expresssiés vektorek felépitéséhesx a
ptacSD? /DSM 5018/ plasmidot alkalmassuk, amely a havékony
sxpresssiés kitermsléshes ssikséges valamemnyi regulativ sleswet
Sartalmassa. Bs elyan pER322-asdrmasék, amslynek as BisI-res~
trikoids vigési helyét /xordbdi 2296 helyses/

Bis] wegitadgével ttrténd
mzttml. nls-polmm I~el /Klenow~fragmens; Boshringer
Mannhein/ véguest "betltés"-eel és B4 DES-ligéssal /Dethesda
Research labs. "BRLY/ végsets djraligfléssal $Urvltik, As
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 BeoRV-Nru-fragmeust /kordbbi 189-97 helyset/ mindkét snsimmel

végsett hasitdssal, majd T4-DNS~ligdssal végrehajtott ast ki-
vets djraligdléasal $Urlsik. A ptacsDT kiinduldsi expresssiée
plasmid sovébbd egy Sac-promotort [ Amann és teai: Gene 23,
167178, /1983/3 de Boer és tmai: Proc. Natl. Aoad. Sci. USA

8D 21-25, /1983/_7, egy Shine-Dalgarmo-ssekvencidt, a
SetA/orfl-ternindtort /Jorgensen és tsai fentidésest klm.n‘uol.
tovdbbd as amploillin~resisstens gént mhhnu. As egyes
elemek kicserélésének distesitdsa c‘uMIVnmhuv olmk\( as
egyenként ¢léforduls restrikciés végdsi helyek ssegélyesik. A
ptacsDT plasmidot véslatosan a 13. fbrén timtetjik fel.

A talflményunk sserinti eljérdssal elS£llitets plasmi-
doknak & megfelelS gasdasservesetekben $Urténé kifejesése utdn
képesets /I/ 1lletve /Ia/ £1salénos képletii fehérjékes a Thb.
példddan as ALP 231 inhibiter fehérjére lesirs méden a gasda-
sejtmasssédél isoléljuk, djrahkajstogatéscs /refolding/ eljdréa~
nak vesjik ald, majd siastitjuk. Oélsserlien jdrhatunk el oly
médon, hogy finomtisstités oéljébél s befejesS dialisis ¢ldtt
Sovdbbl "ferditost fésisd™ NPIC kromatografflést iktatunk be,
Nucleosil C 18-on /Macherey és Nagel cég/ moetonitril/tri-
fluer~ecetsav gradiens sserint vis/trifluer-ecetsav elegybem.
A HPLO tisstisdenél pl. as alébbi kirilményeket alkelmashatjuk.

Osslopnagysdg: 0,72 x 25 om’

Héunérséklet: 25 %

£%20lydsi sedesség: 1,6 »l/pere

A=putfers 0,05 % Sriflucr-escetsav visben

Bepuffers 0,025 % trifluor-ecetsay scetonitrilben
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Gradienss 0. = 564 perec 42 % Bepuffer /a maradék: A=
=puffer/

56, = 76. perc 60 % Bepuffer
70 = 75« pexsc O % B=puffer
Detektsflds: 2,14 nm-nél.

As inhibisor=fehérjét tartalmasé frakciét vdkuumban
beproljuk, majd tovébbkeselés e15t% pl. 20 mM nétrium-acesii~
~pufferben /pH 5,4/ felvesssik.

' Ily wédon a kivént inhiditor=fehérjés 90 %~nfl nagyobd
tisstaségban kapjuk.

Bljhrésunk tovdbbi réssleteis as alédbi példdkben is~
mertetjik anélkiil, hogy talflményunkat a példdkra korlétesndnk.
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1 példs
A leirdsban ismertetett stratégidnak megfeleléen ¢lédd

& pALP 23 plasmidot alakitjuk ki a ptacsSD? /DSN 5018/ plasmide
ban illetve as ALP-230 gént klénossuk,.

a¢/ A l4a. dbrdn feltiintetett stratégifnak megfeleden
& ptac3D? plasmidot a BamHI és Spel restrikciés endonukleésoke
kal hasitjuk és borjdbélbdl nyert alkflikus foszfatéssal
/Boahringer Mannheim/ defossforilessiik. A D21, D22, D23 és
D2la, D22a, D23a oligonukleotideke$ T4-polinuklectidkinidssal
/Boehringer Mannheim/ 5'-termindlisan fossfoxlisslk, egyméssal
hibrilisfljuk és as eldékészitett ptacsDr/Bam HI x Spe I frag-
menssel ligdljuk. Ennek sordn as oligonukleosidet és a frag-
menst 10:1 mélarényban alkalmassuke A lighoiés termékeket
hassnéljuk fel kompetens E.coli-JM 103-sejtek transsfornf14-
sdhoz. Ampicillin~tdptalajon végsett sselekoid usén a
189 bp~Bgm HI- Spel-DNS~fragmenst tartalmesé, helyesen rekom=
binfls plasmidokat megukbanfoglalé klémokat a DNS restrikeids
analisisével asonositjuk.

be/ As 1ly médon nyers, "pALP 22% jelsésii plasmid ki¥se
bensé terméket esutdn as Nde I 6s Bam JI restrikciés endonuk-
ledsokkal hasitjuk és alkflikus fossfatfssal keseljlik, A D11,
D12, D13 és Dlla, Dl2a, D13a oligonukleotideke$ PT4-polinuk-
leotid kindssal 5'«termindélisan fossforilessik, sgyméssal
hibrilisdljuk és a pALP 22/Bam HI x Nde I fragmenssel és
24~DNS-1igdssal $rténé 11g€léshos alkslmassuk, A kompetens
Ee 00li=JM 103~-sejtek transsformélisa és ampicillin-téptalajon
végzsett sselekoid utén a helyesen rekombindls plasmidokat

- esek egy 148 bp Nde I- Bam HI- illetve egy 337 bp Nde I~



T

gpe_I-DNS~fragmenst tartalmasnak = restrikoiés analisissel aso~
nositjuk. As ily wmédon kapott plasmidot "pALP 23"-nak Jol¥ljlke
Az djonnan klénoso$t ALP 230 DES-ssekvencia - lésd 28, ébre -
verifikéldsés a 189 bp~pam HI-Spe J-DNS~-fragmens illetve &

167 bp-m-m-nls-tupnuok pALP 23 plasaidbél M13 wple-
és nm).s/m_; x Bam HI-ba tSrténé ssubklénosésa utdn, stan-
dard primerrel /a Boshringer Mannheim oég Primer M13 "ssekven=
ciakialakité texméke”/ végsett dideoxi-ssekvencis=kialakitéesel
[sanger é» tsal Proc. Natl. Acad. Sei. USA J4, 5463, /1971/.7
végessik el. |

22 26l

A 14b. dbrén feltintetets straségiaséuinak megrelellen
a pALP 24 phuldot alakitjuk ki. B of1bél as 1b. példa ssering
kapott pm 23 plasuidot §tu I 6s Spe I restrikoids endonuk-
ledsokkal hasitjuk, majd defossforilessiike A D24, D25, D24a €=
D25a oligonukleotideket P4~polinuklectid=kindssal 5 whernind=
1isan fossforilessik, majd egywdssal Lirid 11infljuk és a ligh=
Ldshos a pALP 23/8%u I X Spe I fregwenssel 1011 wélarényban
hassnfljuk fel. A ligéoiés termékeket alkalmassuk kompetens
B. 00li=JX 103-se]tek transsformfléiséhos. Ampicillin=-tdptalajen
végsett sselektdlds utdn a helyesen rekombindls pALP 24 plas-
midot asonesitjuk oly wmédon, hogy ESwa-twﬂ
a5 lb. példfban leirt médon MlmplE-ba és M13upl9=be ssub=
~k1énossuk és ssekvencirossuk. As 1ly wéden ssintetisdlt DES
wAlp 240" msekvencia = asas as ALP 240-gén - pletés a 2be &b~
rén tintetjuk fel. |
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22 pflds

8¢/ A PALP 23 vektor felhassnflésfval ax "ALP 231" feo=
hérjét [olys /I/ ltalénos képletl vegyllet, amelyben W je-
lentése tirosin, X;, X, X, és Z jelentése leucin és Y jelen~
tése prolin/ kédold ALP 231-gént /lésd 3. fbra/ ssintetisdljuk.
B célb6l a PALP 23 kifejesS vektort a BsiR II és Stu I restrik-
oiés epdonukleészal hasitjuk, majd defossforilessiik. As M1 és
M2 oligonukleotidokat /1dsd 1., oldal/ as 1. példdban ismer-
tetett oljérdasal analég médon & pALP 23/Bs$ E II x Stu 1
fragmensbe klénozva a pALP 231 plasmidhos jutunk, amely as
ALP 231-gént a kiinduldsi ptacSDT plasmid Nde I és Spe I hasi~
tdsi helyei kizBtt hordossa.

be/ As M3 68 M4 oligonukleotideket /lésd 1.. oldal/
a 3a. példa sserint el15611itots pALP 23/Bat E II x Stu I frag-
wensbe klénosva a pALP 232 plasmidhos illetve as ALP 232-gén~
hes jutunk, amely a “ALP 232" fehérjés - asas olyan /I/ £lta-
1énos képletli vegyliletes, amelyben ¥ jelentése $irosin, X,,
X, és Xy jelentése leucin, Y jelentése prolin és Z Jelentése
isolsucin /lésd 4. €bra/ - kédeljas.

6./ A 3b./ példéban leirt médon jdrunk el, asonban &
megnevesett fragmensbe as M5 és M6 oligonukleotideket /lésd 1.
oldal/ kédoljuke. As ily médon kepot$ pALP 236 plasmid illetve
ALP 236=gén as “ALP 236" inhibitor fehérjés kédolja; es oiyu
/1/ €ltalénos képletil vegylilet, amelyben W jelentése glutamine
sav, Xy0 Xp0 Xy és Z jelentése leucin és Y Jelentése prolin
/16sd 5. &ora/. '



4s példa

As “ALP 237" fehérjés [W helyén tirosint, X,, X, és
£ helyén leucing, X, helyén fenil-alanint és Y halyén prelins
tartalmasé /I/ £1talénos képletii vegylilet; ldsd 6. dbrg/ ké=-
dolé ALP 237-gént a 3a./ példs sserint nyers pALP 231 plasmid
felhassnéldsdval a k¥vetkesSképpen épitjlik fels a pALP 231
_expresssidés plasmidot Sgg I 6és 3pe I restrikciés endonukledsok=-
kal hasitjuk, wajd defossforilesstk. Ax 1. példéban ismertesets
eljdrdssal analég mfdon as El, B2 és E3 oligonukleotidekes$
/16sd 15. 0ldal/ fossforilessiik, hibriliséljuk, majd as ¢l6~
késsitess pALP 231/3ac I x Spe I fragmenssel 1ligéljuk. A pALP
1237 k16nosott teruék as Nde I 6s Sps I hasitdsi helyek kisdts
tartalmessa as ALP 237-gént. Bunek ssekvencifjéts DNS ssekvene
ciameghatiroséssal igazoljuk,

22 példs

e/ A 3a. példa suxint Jhrunk el assal a viltostatés~
sal, hogy & pALP 23 vektor [“illetve pALP 23/Pat B IX x Sfu I
fragmensg/ helyett a 2. példa sserint kapott pALP 24 vektort
[111etve ennek pALP 24/Bst E II x Siu I defossforilesess ha=
sitdai termékéi/ alkalmassuk és ebbe as Ml és M2 oligenuk~
leotideket klénossuk. Ily médon a pALP 242 plasmidot illetve
L2 7418 242 Sobdeyih [0 Jalgtn tigustav, Ty, Ty o 3y belzie
Yleucint tartalmasé /I/ &ltalénos képleti vegylilsy/ kédolé

ALP 2§2-gént /1ésd 7. ébra/ kapjuk.

bs/ As S5a. példdban leirtakksl analég wédon jérunk el,
asenban a PALP 24/Bst BII x Stu I fragmensbe as N5 és M6 oligo-
nukleotideket /lésd 1:. oldal / kédeljuk. Ily médon a PALP 246
© plasmidot illetve as ALP 246 imhibitor fehérjét [V helyén
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glutaminsavat, X,, X, 68 X, helyén metionint, Y helyén prolint
és § helyén leucint tartalmasé /I/ £1ltalénos képletli vegylles,
1éed 8. fdrg kédolé ALP 246-géut kapjuk.

$e _példa

Talfludnyunk elSnyds kiviteli alakja sserint a wegfe-
1le18 géneket a tac-promotor mightt kétesseresen hordosd ex-
presssiés plasmidokat épitink fel §s hassnélunk fel /I/ £lta=
ldnos képletl vegyliletek nagyobd kitermeléssel t¥rténé kifeje-
séaéhes. |

8¢/ A 15. dbrdn véslatosan bemusatost pALP 2312 plasuid
felépitéséhes a da, dbra sserint e18£11ito%t pALP 231 expresssi-
és plasmiddél indulunk ki, amelyet Pat I ¢ Jpe I restrikoiés
endonukledsokical hasitunk. As ampicillin mnin:ztou gén elejét, a
tac-premetors, a Shine-Dalgarno-asekvencids $sVALP 231-gént
hordosé fragmenst preparativ gél-elektreforéxissel, majd ast
kbvesd gél-eludlissal isoldljuk.

Mésodik kisérletben a pALP 231 plasaidot a 2gt I és
Xba I restrikeids endonukledssal hasisjuk, borjdbélbsl nyers
alkdlikus fossfatéssal 5°~termindlisan dofugtornonuk és as
elésetesen isolflt Pat I-Spe I-fragmenssel és'P4-DNS ligfs
ensimmel egyltt ligfljuk. A transsforméléss kempetens B. coli
Ji 10)=sejtekkel végessiik el. A sselekeiét ampicillintartalmd
tdptalajon hajsjuk végre. As egymfs migitt két ALP~3legént
tartalmasé kldnokat restrikeids analisissel asonositjuke. Mind-
két gén 5'-termindlisan T nukleotid tfvolségban azonos Shine-
=Dalgarno-ssekvencift hordos. Az elsé gén mindkés step-kedon-
Jd% 16 nukleo$id tévolségban a misedik Shine-Dalgarno-ssekven=
cla kiveti, majd ismét 7 nukleotid tdvelséghan a mésedik gén
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kivetkesike. Est as §J expresssiés plasmidot pAIP 2312«-nek jo~
1813k,

be/ A 3de pélia sserint el8£llitots pALP 232 plasmiddél
kiindulva a 6a. példdban leirt médon as ALP 232-gént kétssere~
sen tartalmasé pALP 2322 expresssiés plasmidot kapjuk.

oo/ A 6a. 68 6b. példdban Lswertetets eljdrissal ane~
16g médon a pALP 23 /1b. példa/, PALP 24 /2. pélia/, PALP 236
/3c. példa/, pALP 23T /4. példa/ Lilletve PALP 242 /5a. példe/
1lledve PALP 246 /5b. példa/ plasmidokbél indulunk ki és as
ALP 230, ALP 240, ALP 236, ALP 237, ALP 242 illetve ALP 246
géneket kétsseresen tartalmaséd pALP 2302, pALP 2402, pALP 2362,
PALP 2372, PALP 2422 i1lletve pALP 2462 expresssiés plasmidokat
kapjuke

Japélds

8./ Az Bs 001l K12 JX 103 /ATCC 39403/ t¥rss kompetens
sejtieit a 6a. példa szerint elédllitett pALP 2312 plasmiddal
transsformfljuk. As ily wmédon nyers B. coli Ki2 JXM 103 pALP
2312 tUrsset 1 1 SM-tdptalajban /™5 g/1 amméniumessulrés,

6 g/1 dikdlivm-hidrogén-fomsstés, 3 g/1 ndtrium-dihidrogén-
«foastdt, 10 g/l élesstlextraks, 0,25 g/1 magnésium-gzulrfs,
10 g/1 glukés/ ampicillin elekeiés nyomés alats /100 wmg/)/
22 %~cn Biostat M-formentorben /Braun oég, Nelsungen/ te~
nyésstilik,. As expresssiés fdsist 5 optikai siirliség wellett
/578 mm melletts mérve/ 75 wg/l isoprepiletio~/ =Degalakto~
piranoesid hossdaddsdval vesetjlik be. As expresssiés fésis
alats & tdptalajt 5-5 g Slesstlextraktum egy érfs 1dSk¥sbkben
A8rténé négysseri hossfadénéval kisgéasitjik, As indukoid
megkesdése utdn 5 érdval as B. ooli sejtelet eentrifugflissal
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learatink. As expresssié kitermeléscas E. coli Ysssfehérjére
venatkestatva kb, 3 £ inhibiter-fehérje.

" be/ As ALP 231 inhibitor-fehérje iselflése, visssahaj~
togatése /"refolding®/ és tisstitdsa cé15b61 a sejbtledéket
/kd. 25 g/ 350 ul, 50 wi Tris-HOl~s /pE 7,5/, 5 wil BDRA=t &8
5 sl DPT-% tartalmasé slegyben ssusspenddljuk és negynyonded
homogenisdtoron t¥rténd kétsseres £tveseséssel foltdrjuk. As
sldhatatlan kompomensek slvdlasstdes céljdbé) 20 peroen €%,

15 000 g mellett 4 “C~on centrifugfljuk. As ALP 231 fehérje
kb 80-90 %-a as oldhaté frakoiédan /felll/ helyeskedik el.

As ensimatikusan aktiv formdra t¥rséné visssahajtogatés deve~
setése céljdvdl a Lelildenét 20 mM DFP~éxtékre £11it%Juk de,

1 ézdn &% 4 ®Ceon inkudfljuk és 50 ml térfogatd SP-sephadex-025
/narwacia Fine Chemicals, Inc./ dgyen kromatogratdljuk. A |
Sephadexet elésetesen 50 wi Triss«HOl=¢ /pH 7,5/, 5 wil EDZA~%
és 20 mif DDT-% tartalmesé eleggyel egyensflybs hostuk. As
esslop anyagdt 3 essloptérfogatnyi 50 s Tris-3Cl-el /pE 7,5/

S mi EDTA-val, 5 wi DPT-vel, 2 esslopiérfogatnyi 50 s
Prin-lOl-el /pR 7,5/, 1 u BDfAeval, 5 all DPFevel, 130 s
¥aCl-al mossuk, majd as ALP 231 fehérjét két ossleptérfegatnyi,
50 wil Tris-HOl-4 /pH 7,5/, 1 il EDPA~E, Sull DPP=% és 300 mM
BaCl~$ tartalmasé eleggyel elufljuk. As ALP 231 oldatos 3,5 X
gusnidinium-hidreklorid $rtékre £111tjuk de, 1 éxén &% 22 %0wen
inkubfljuk, 137 ardnyban 100 =l Pris-HClwel /pH 9/ higitjuk,
3 ul cisstein értékre £11itjuk be és 6 érdn &% 22 OCwon inku-
vdljuk. A SP=Sephadex~025-gsslopen végsets djabd kromatogra~
2d16s c61360S1 a reakecidelegyet 50 s Tris-HCl-el /pH 7,5/
114 ardnyban higitjuk, sésavval pH 7,5 értékve $itréljuk és
10 nl osslepanyagen / est elésetesen 50 sk Tris~EOl-sl

)
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/p8 7,5/ és 125 wii NaOl-al egyensflyda hostuk/ krommtografile
Juks As osslop anyagdt 5 ossloptéxfegatnyi 50 sl Tris-HOl-el
/PR 1,5/, 125 wil NaClwel mossuk és 2 ossloptérfogatmyi, 50 m
Trig-H0l<s /pE 7,5/ és 500 uM NaCl-t tartalmasé eleggyel elu-
é1juk. A fehérjefrakeiét -~ sdott esetben forditots fésisd
HPIC segitaégével vigsett finomtisstisds utdn Ai-350ldel/ »
50 wM Tris-HOl-el /pH~T,5/ ssemben egy 6jjelen &% 4 ®C-en
dialisdljuk.

AS AI? 231 kenoentrdciéiét kétsseres "Sandwich-ELISA"
segitségével hatfressuk meg /[ Xramps és tsaii Am. Reve Respir,
Dise 129, 959963, /1984/_7.

Alternativ médon as ALP 231 /valamin$ & SUBKL /I/ Q1~
talénes képletii fehérje/ koncentrdeidja pl. kvantitativ amnine~
sav-analisis segitaégével is meghatdroxhaté,

A kapess "AL? 231% [7/1/ €1taldnes képlesl vegyllefy
homogenitésdt és asoneasdgds N-termindlis ssekvencia~analisis~
sel valamint as sminosavisssetétel meghatfrosdséval igaseljuke.
A termék HiZ~vel 68 kiwmotripssinnel sssmben kifejtett gftlé
aktivitisds valamint oxiddeiéval ssemben mutatott fokesetd
stabilisésds pl. a 9-12, £brdn mutstjuk be.

8+ példa

A C-termindlis ALP-231-tartoméinyok lehasitésa oflJdbél
a To.példa sserint isoldls, 107 aminosavat tartalmasé /I/ £1-
Saldnos képletl Zehérjés /¥ jelentése tirosin, X,, X, és Xy és
$ jelentése leucin és Y jelentése prelin/ 70 S~es hangyasave
ban oldjuk. A jelenlevl savérszékeny asspareginsaveprelin-kités
niats [1dsd /I/ €1%aldnos képles, 49-50 helyse}/ ssobahiafr~
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sékleten 24-36 Srén &% végsett reagfltatéis utdn a C~terminflis
ALP 231-tartoményok legelébb 20 S~a lehassd. Est as intak$
tartomdnys savas keselés utén HPIC segitségével elvdlassthat~
Juk és Sisstithatjuk. As aminosavessskvencia a $eljes ALP 231
fehérje 50-107 helysetével asonos:
Pro=Val=Asp=Thr-pro=Asn=pro~rhr-Arg-Arg-lys-rro-aly=-Lys-0ys-
Pro=Y¥alsThr-tyr=3dly~Gln=Cys-lsu~lou~leu=Asn=rPro~rro=-Asn-rPhe~
Cy8=0lu=Isu=ASp=Gly~3ln=Cys=1ys=Arg=Asp=lou-Ly s~Cys-Cys~lou=
Qly~leu~Cys=~Gly~Lys=Ser-Cys~Val=Ser-pPro=~Val-lys=-ila

As alébbi téblésatban s depondlt mikroorganismusckas
foglasljuk Yssse: |

Mikroorganismus Dcpg:g.(lt nop::ﬁtu
pER 322 AT00 31 344
ptacSD? /B.celi K12 JX 103-ban/ DsM 5 018
B.o0li K12 Jx 10X AZCC 33 876
R.c011 K12 JX 103 4200 39 403
Becoll K12 JX 105 DSX 4 162

E.c0li K12 IH 1 ~ ATc0 33 849



1. Bljdrés /1/ £1valfnes képletii ¢j sserinpreteds-in-
hibiter-fahéxifket vagy legalféhd as 53~101 helysetekben levé
ssekvencidkat tartalmmsé résstartonényaikas
/maly képletben W jelentése $iresin vagy gluteminsav, X, én
X, asonos vagy killinb¥sé lehet és uindkét maraddék metionind
vagy leucint kiépvisel, Xy Jelentése metionin, leucin vagy
fenil-alanin, Y jelentése prolin vagy arginin és 2 jelentése
leuein vagy - amemnyiben W tiresint és X, X, ds Xy leusint
képvisel - dgy isoleucin is lehet/
vagy & fenti 4 szerinproteds~inkibiter fehérjék fésids fe~
héxjéit kbdold &) DNS~exekvenciék ssintésisére, s s s a2l
Joelleme s ve, hogy a ptacSD? /DM 5018/ plasnidbél ki~
indulva, Unmagéban ismert médon as lb. dbra sserinti D21-D23a
oligenukleotidek felhassndlisdval és egy tovébdi lépéshen as
ln. dbra sserinti D11~-D13a oligosukleotidek alimlmaséséval a
2a ébrén feltintetett Diis-ssekvencids tartalmasé pALP 23
plasmidets épitjik fel; est a plasmidot adott esetben ax lo. £bra
sserintl D2§~D25a eligonuklestidek felhassndldsdval a 2b. &brdn
feltintetess DNS-ssekvenciés tartalmasé pALP 24 plasmid fel-
épitéadhas hassnfljuk fol; adott esetben as 1ily médon kapott
pALP 23 vagy pALP 24 plasmidda pérenként olyan oligenukleoti-
deket klénesunk, hogy a keletkesé plasmidok Xy helyén wetioning
vagy leucint tartalmasé /I/ £1ltalénos képletil fehdrjéRet
/ahol W, X,, Xgy Y 68 5 Jelenténe a fent wegadotts/ kédolé DNS-
~ssekvenciékat tartalmassanak és adott esetben eseist tovibdi
eligenukleotidek segitségével oly médon médesitjuk, hogy X,
helyén fenilslanint tartalmasé /I/ £lsalénes képletil fehdxjét
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/uely képletben W, X,, Xgy ¥ és I jelentése a fent megadott/
kédolé DES-ssekvencifkat tartalmassavak.
/5labbbaidges 1989. 11. 22./

2. As 1, igénypont sserinti eljfrds, assal Jele~
leme s ve, hogy & pALP 23 plasmidba vagy pALP 24 plasuidde
phronként M1 és M2, M3 és M4 vagy M5 és M5 képletl oligenuk-
leotideket klénosunk s 1ily médon Xy helyén wmotionint vagy
leucint tarsalmasé /1/ £1salénos képletil vegyluleteket /ahel
¥, X,y Xgy Y 68 I jelentése a font magadots/ kildolé DNS-esek~
venoifkat £11itunk 018, /ElsSbbséges 198%. 11. 22./ ,

3¢ AS 1o vagy 2. igéuypont sserinti eljérés, a x s al
jellemes ve, hogy /Ia/ £ltalénes képletll sserinprotedn-
~inhibitor-fohériét vagy logalfbd as 53-101 helysetekben levé
ssekvenoidt tartalmasé résstartonfnyait /mely képletdens I,,
Xoe Y68 % jelentése as 1. igénypontbarn megadets és x*, Jelen~
téns wetionin vagy leucin/ kédolé DES-ssekvencia ssintésise
esetén, & PALP 23 vagy pALP 24 plasmidbe péronként as M1 és
M2 vagy JO és M4 oligonmukleotideke$ klénessuk.

/E1s6bbaéges 1988. 12+ 13./

4 AS 1. igénypont sserinti eljdrds, a s s a l
ul1.-.sn.mx,uuarnu-cmmmm
/1/ €1%aldnes képlettt vegyliletes kédolé DNS-ssekvenoia elé=
€111%ésa emetén, valamely & 2. vagy 3. igénypont sserint ka~
poss DNS-ssekvencifba slyan oligomuklsotideket klénesunk,
smelyek as /1/ €1talénos képlet 96-helysetfben fonil-alanin
kifejenénét idésik e18, /BlsSbdasge: 1989.11.22./

5. AS 1o, 2. 68 4. igénypontok sserinti eljdrds,
assal Jellemesve, hogy X; és X, helyén leueint
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és X, helyén fonii—nllnint tartalmazd /I/ £1tsldnos képletit
vegyiiletet /mely képletben W, Y é8 Z Jelentéss a foent meg~
adot¥/ kédolé DES~ssekvencia eléfllitdsa esetén, a pALP 23
plasuidba as M1 és M2, M3 és M4 vagy M5 &s M6 oligonuklesoti-
deket péronként klénozsuk, a kapott plasmidot a Sac I és Spe I
restrikoiés endonukledsokkal hasitjuk, majd ssokdsos médon
defossforilessik és az ily médon kapost fragmensbe as /BEl/,
/B2/ és /B3/ képleti /fosaforilesets/ oligonukleotidek hibri-
disdoids termékés liglljuk.‘lhlldbhllgoa 1989. 1l. 22./

6. Rljérds a 6., £brén feltintetets, as ALP 237 sserin-
proteds=inhibitor~rehérjés kédolé GjDNS-ssekvencia el8£1li~
tésfra, a s 52l Jelleme s ve, hogy as X1 és M2
oligonuklestidoknak a pALP 23 plasmidba $¥rténd klénosdsdval
kapot$ PALP 231 plasmidot & Seo I és Spe I restrikciés endo-
nuklefsokkal hasitjuk, majd ssokdsos uédon defossforilessiik
és as ily wédon kapost pALP 231/3s¢ I x Spe I fragmensbe as
/Bl/, /B2/ és /B3/ képletl /fossforilesess/ oligonukleosidek
hibridisdoiés termékét ligdljuk. /ElsSbbaége: 1989. 11, 22./

Te Bljdrds /I/ 1taldnos képletll vegyliletek kifejené~
sére alkalmas rekombinéns vektor ¢l5£1litdwdra, a s s a l
Jellemes ve, hogy valamely, as 1-6, igénypontek bér-
welyike sserinti eljérdesal elS£1litott DNS~ssekvencidt egy
vektor-molekuldba oly médon illesstlink be, hogy egy expresssié-
=kontroll-ssekvencidval - elénylsen egy tac-prometorral kes=~
4646 és egy termindtor-ssekvencidval végséds kifejess kentroll
ssekvencidval = funkoiondlisan kaposoldédjék.
/ElaSbaége: 198%. 1l. 22./
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8. Bljérds /Ia/ £1talénos képletil vegyliletek kifejesé-
sére alkalmas rekombinéns vektor ¢18£11itésérs, a s s a l
joellemes ve, hogy a 3. igénypont sserinti eljérdssal
el86l1isott nls-lsckvcnctit ogy vektor-molekuldba oly méden
11lesstlink be, hogy egy expresssié-kontroll-ssekvemoidval
- ¢lénysen egy tac~promotorral kesdédS és egy termindtor-ssek~
vencidval végsbds kifejesSé kontroll ssekvencidval - funkeie-
nélisan kaposolédjéke. /ElsSbbadges 1988. 12. 13./

9. Bljkrés /I/ £1talénos képletii vegyliletek kifejesé~
sére alkalmas rekombhiéns vektor el8fllitdséres, a s sal
Jelleme s ve, hogy a 7. igénypont sserint kapott
expresssiés vektort Unmagdban ismers -6¢oh réssmennyiségekben
restrikciés endonukledsek kifl¥nd¥sS pérjaival hasitjuk, a ka=-
post fragmensek valamelyikéts adott esstben defossforilessiik,
najd as olyan expresssiés vektorhoz vesets fragmenseket li-
géljuk, amely expresssiés vektor as /I/ Kltalénos képlesii ve-
gytleteket kédelé DNS-ssekvencids a tao=promstor lﬁg!tt ké$~
sseresen ~ két stop~kodon, egy kd. 16 nukleotidot tartalmasé
ssekvencia, egy Shine-Dalgarno-ssekvencia és egy tovébdi kb,

7 nukleotidot tartalmasé ssekvencia £1tal elvélasstva - tare
talmassa. /Bladbbsége: 1989. 1l. 22./

10, Bljdrds /Ia/ dltalénos képletii vegyliletek kifeje~
sésére alkalmas rekombindns vektor e¢léfllitésdra, a s s a l
Jellemesve, hogy a 8, igénypont sserint kapots
expresssiés vcktort‘snnnglbnn iswert wédon réssmennyiségekben
restrikeiés sndonukledsok kil¥nblsé pdrjaival hasitjuk, & kae
pott trignnn-ok valamelyikét adott esetben defossforilessilk,
majd as olyan expresssiés vokftahn: vesetd fragmensekest ligéle-
Juk, amely expresssiés vektor as /I:/ £ltaldnos képletill



-idd -

vegytileteket kédolé DNS~ssekvencidt a tac-promotor mights két=
sseresen - két stop-kodon, egy kb. 16 nukleotidet tartalmasé
ssekvencia, egy Shine-Dalgarno-ssekvencis és egy tovébbi kb,

7 nukleotidot tartalmasé ssekvencia €1ltal elvélasstva = fare
talmassa. /Blsébbsége: 1988, 12. 13./

1ll. A 9. igénypont aserinti eljérds /1/ £ltalénos kép~
letll vegyllletsk kifejesésérs alkalmas rekombindns vektor elé~
€11itdséra, a s s & ) Jellemesve, hogy a 7. igény=-
pont ssmerint ¢léfllitots expresssiés vektor egy réssmennyisé~
gét a Put I és Spe I restrikeiés endonukledsokkal, ¢ vektor
nisik réssmennyiségét a Put I és Xba I restrikoiés endonuk=-
ledsckkal hasitjuk és as ily mSdon kapott, as /I/ £l%aldnos
képletl vegyliletet kédold fragmensekst, adott esetben defoss~
forilesés usén, ligkljuk. /Bls6bbeéges 1989, 1l. 22./

12. A 10, igénypont sserinti eljdrds /Is/ £ltalinecs
képletl vegylletek kifejesésére alkalmas rekombindns vekter
e18£11iséadra, a s s 2 1 Jellemesve, hogy a 8.
igénypont sserint e18£111itott expresssiés vektor egy réss-
unennyiségét a st I és Spe 1 restrikoiés endonukledsekkal, e
vektor mésik réssmennyiségét a Pst I és Xba I restrikoiés
endonukledsokikal hasitjuk és az ily médon kapott, az /Iy/ £1ta=
lénos képletit vegyilletet kédolé fragmensskst, adott esstben
defossforilesés utén, ligfljuk. /Elsébbsége: 1988. 12, 13./

13. Bljérés valamely /I/ €1taldnos képletsii sserimpro-
teds~-inhibitor-fohérie vagy fisids fehérjéje elé£1litdadra,
assal Jelleme s ve, higy valamely gazdasserve~
setet a 7., 9. é» 1ll. igénypontok bérmelyike sserinti rekombi~
néns vektorral transsformélunk, majd ssokésos téptalajban
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tonyéastiink, adott esetben a kivént fehérje kifejesését indue
kfljuk, majd a képsSdé kifejesstt terméket isoléljuk, redukélée
sserrel, majd ast kivetSen oxidflésserrel tUrténé keseléssel
dirabajtogatisos /refelding/ eljbréanak vesjlik ald, végil a
kapotts /I/ €ltalénes képletil biolégiailag aksiv sserinproteds-
=inhibitor-fehérjét Unmagdban ismert méden isoclfljuk és tiss~
¥itjuk. /Elelbbsége: 1989. 11. 22./

14, Eljdrds valamely /Ia/ £1talénos képletii sserinpro-~
tefs~inhibitortehérje vagy fdsiés fehérjéje ¢18£111tfakra,
assal Jellseme s ve, hogy valamely gasdasservese~
Sot a 8., 10. vagy 12. igénypontok bdrmelyike sserinsi rekom=
binfns vektorral transsformélunk, majd ssokdsos tdptalajban
Senyéastink, adott esetben a kivint fehérje kifejesésés indu~
kéljuk, majd a képsSdS kifejesett terméket isolfljuk, redukd-
lésserrel majd ast kivetden oxidflésserrel $Urténé keselésmsel
djrehajtogatésos /refolding/ eljfrésnak vetjlk ald, végil a
kapo$t /I/ d1ltalénos képleti diolégiailag aksiv sserinpre-
teds~inhibitorfehérjét Unmagddan ismers médon isoldljuk és
Sisstitjuk. /RBladbbsége: 1988. 12. 13./

15+ A U4 igénypont sserinti eljérés, a s sa l
Joellemes ve, hogy gasdasservesetként valamely dekté-
riumot, elénySsen valamely E. ooli vagy B. subtilis tUrsset,
vagy valsmely mikrossképikusan kicsiny gombdt, elénysen vals=
mely Aspergillus erysas, Aspergillus niger vagy Saccharomyces
corevisise ti¥rsset, vagy valamesly €llati vagy humén sejtet
alkslmasunk. /Elsébbaéges 1989. 1l. 22./

16. A 14. és 15. igénypont sserinti eljfrés, a s s a 1
Jolleme s ve, hogy gasdasservesetként valamely B. coli
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tiraset ~ ellnylsen a K12 alosoportba tartosé tUrsset -~ alkale
masunk. /Blaébbséges 1989. 1l. 22./

17 A ey 15. és 16. igénypont sserinti eljdrds,
assal Joelleme s ve, hogy gasdasservesetkéng va-
lemely alédbbi tUrsset alkalmesunks B. coli K12 JM 101 /ARCO
33876/, B. coli K12 JX 103 /ATCO 39403/, B. ooli K12 JX 105
/DS 4162/ és B. coli K12 DIH1 /ATOC 33849/.

/E1s8bbaéges 1989. 11. 22./

18. A 13, igénypont sserinti eljérds as /1I/ £1talénos
képletii aminosav-ssekvencia résstartominyaits magédbanfoglalé
sserinproteds-inhidisorfenérje ¢16£1litésdra, a s s a l
Jellemes ve, hogy & 13. igénypont sserinti e¢ljérdandl
képsbdé expresssilés terméket a formentlédSl iseldljuk, majd
ssaliflyosott savas hidrolisissel & 49~50 helysetekben levé
sssparaginsaveprolin=kiitést felhasitjuk és/vagy ssabflyosots
ensimes hasitéssal a 107=102 helysetekben levé Ussses amino-
savat vagy esek kiszill osak egy~Yt amimosavat lehasitunk és as
1ly wédon kapett hidrolisis terméket a hidrolisdtumbél kinyere
Juk. /Elsébbaége: 1989, 1ll. 22./

19« A 14, igénypont sserinti eljdrés as /Ia/ £1salénes
képletl aminosave-ssekvencia résstartoninysit magfébanfoglalé
sserinproteds~inhibitorfehérjs ¢l8£11itdedre, a s s a l
Jellemes ve, hogy a 14, igénypont sserinti eljdrdendl
képsbdS expresssiés terméket a fermentlébdl isoldljuk, wajd
ssabflyosott savas hidrolisissel s 49-50 helysetekben levé
assparaginsav-prolin-kttést felhasitjuk és/vagy ssabdlyesots
ensimes hasitdssal a 107=102 helysetekben levé Ussses amino~
savat vagy esek kislll osak egy-it aminosavat lshasitunk és as

11y wédon kapott hidrolisis terméket a hidrolisdtumbél kinyerjik.
/‘h“b.“‘l 1988, 12. 134/
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20. A 19. igénypont sserinti itl_d(l‘.. assal
jellemesve, hogy a 3. fbxdn feltintstets ALP 231 ane-
rinproteds—inhibitor-fehérjébsl as 1=49. helysetekben levé
aminosaveakat savas hidrolisissel - elénylsen TO %~os hangys-
savval - slvflasstjuk és ily wédon /II/ képletii aminosav-ssek-
vencidt tartalmasé €) szerinprofeds-inhiditor-fehérjét kapunk.
/R1aSbbaéges 1988. 12. 13./

21. Bljérds as /I/ €ltalénos képletil aminosav-ssekven~
cifnak legalébb as 53-101 helyseteiben levs résstartomdnyais
tartalmasé &) sserinproteds-inhiditor<fehérje ¢l8£1litdsére
/ahol X, és X, Jelentése leucin és Xy jelentése leuncin vagy
fenil-alanin/, assal Jellemes ve, hogy as in-
hibitor=fehérjét kédols DNS-ssekvencidba 5°=termindlisan as
ATG kodont beillesstjilk, majd a kifejesésnél képsldl, as 015~
€111%andé termék Nevégosoportja elétt tovédbi metionin smino~
savat tartalmasé termékden & metionin és a kivint inhibitor-
~fehérje N-terminflis aminosava kiUst¥ti kitést ssokéses méden
- 9lényYsen brém-oifnnal ~ hasitjuk. /Elsébdségs: 1989. 1ll. 22./

22. Eljérés as /Ia/ £ltalénos kipletl aminesav-ssek~-
vencifnak legalébd 53-101 helyseteiben levé résstartominyait
startalmaséd 4j sserinproteds-inhibitor<fehérje ¢16£1litésdra
/ahol X0 X5 én x, jolenténse leucin/, as s al Selle~
me s Ve, hogy as inhibisor-fehérjét kédold DNS-suekvencidba
S'«termindlisan as ATG kodont beillesstjlik, majd s kifejesés~
nél képsdds, as ¢18411itandé termék N-vigesoportja elléts $So-
vibhi metionin aminosavat tartalmasé termékben a metionin és
& kivént inhibitor-fehérje N-termindlis aminesava kBsBtsi ki-
tést ssokfsos widon ~ elénylUsen brém-cidnnal - hasitjuk.
/Blsbbbaéges 1988, 12. 13./
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23. Bljérds gyégydaseti késsituények ¢154111itdadre,
assel Jellemesve, hogy ald., 18, vagy 21,
igéuypont sserinti eljdrdssal 016£111it0%t ssarinproteds~izhie
bitor~Lohériés mint hatéanyages a gyégyssergydrtds Unmagukban
ismert wéissereivel ssokisos gyégydssasi herdoséanysgokkal
és/vagy higitéanyagokkal és/vagy segédanyagokkal Usssekeverve
parenterdlisan vagy helyileg felhassnflhaté gyégydssati kb~
ssitménnyé alskitjuk. /Elsébdadges 1989, 11, 22./

24. Blihrés gyégyéssati kéasitmények e18£11itdadra,
assal Jjellemesve, hogy valamly, a M.,
15.=17¢s 19+, 20« vagy 22. igénypont sserinti eljdrdssal elé~
£111%0%% sserinproteds~-inhibitor~Lfehérjét mint hatéanyagot
a gyégyssergyériés Vumagukban ismert médssereivel ssokises
sy6gydesati hordoséanyagokkal és/vagy higitéanyagekkal
és/vagy segbdanysgokkal Ussseksverve parenterdlisan vagy
helyileg felhassnflhaté gyégydssati kfasitménnyé alakitjuke.
/Elaslbbeége: 1988. 12. 13./

25. Eljérés gyégybssati késsitmények e16£11itdadra,
assal Jjelleme s ve, hogy valamely /I/ £italénes
képletii sserinprotefs~inhiditoxr~fohérjét vagy annak legalfbd
as 53=101 helysetekben levs ssekvencifits magibanfoglalé réss~
Sartoninyds ssokfsos gyégydssati hordoséanyagokkal Usssekeve~
rlink és 1ly wéden véralvadéssavarck, tumorck elburjinsé ndve-
kedéne, emphisémidk, artritis, vesegyulladés, és kllinlsen
politraumatikus vagy sseptikus sokk vagy pankreatitis esetéden
£0116pS excesssiv gyulladdsok vagy s sserinprosedsck és sse~
rinproteds—inhibitorok kisttti egyensily felbomldsdval Usase~
LUggs wis beteguégképek keselésére éu/vagy megelisésére fol~
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nassnflnaté gydgydasati késsituénnyé alakitjuke
/Blaébbaéges 1989« ll. 22./

26, Bljkrés gyégydasati késsitmények e15€11iskadra,
assal 5 ellemes Ve, hogy valamly /X/ £1taldnos
képletii lnrupntuﬁ-mhibitordoh‘n‘t vagy annak legaléfbd
as 53-101 helysetekben levé ssekvenoift uwagébanfoglald réss~
sartoményés ssokéses gyégydssati hordoséanyagokkal Usssekeve-
rink és 1ly wédon véralvaddssavarok, tumorok elburjénsé nlve~
kedése, ewphisémidk, artritis, vesegyulledés, és kill¥n¥sen
politraumasikus vagy sseptikus sokk vagy pankreatitis esetében
£0116p8 excesssiv gyulladdsok vagy & sserinprotedsok és sserin-
preteds—inhibitorok k¥sUtsi egyensdly felhomlisdval Usssefiiggé
nés betegabgképek keseléaére éu/vagy wegelésésére felhassnfl~
hasé gyégydesasi késsitwénnyé alakisjuk.

/Elabbbaéges 1988, 12. 13./
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KOZZETETEL

PELDANY /13 . |
Oligonukleotid : D11 18. dora | 5 4208 -

10 20 30 40 50

. GTCTAAAGAA TCCTCCTGTC TCCGGCCGAA

Oligonukleotid : D12

10 20 30
GGTCCTGTGA CGGTCAGTCT GACCGTGAGC
Oligonukleotid : D13

10 20 - 30

GTCCGTAAAC TATGGTGTTC ACAGTCCTGT
OligonuKleotid : Dlla

10 20 30
ACTCGCCATT CAGAAAGTTT CGGCCGCAGA

Oligonukleotid : Di2a

10 20 30
CGCAATGTTC TTTGGGCTCA CGGTCAGACT

0l ‘zjonukl-:otid : D13a

10 20 30
AACRACAGGA CTGTGAACAC CATAGTTTAC

ACTTTCTGAA TGGCGAGTAT

10 50 55
CCAAAGANCA TTGCGTCCGT GACTC

40 43
TGTTGCGAAG AAT

40 50 58
CAGGAGGATT CTTTAGACGA GTCACGGA

40 50 54
GACCGTCI'CA GGACCATTCT TCGC

38
GGACCTAG
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65
TCACG

Oligonukleotid : D22a
10 20 30
HACCACGACT TGTCCGGATT GAAGACGCTC
63
ACG

Dligonuklcotid : D23a

10
ACGGACCCAG

20 30
ACACGCCATT TTCGACGCAA

1b, dbra

Oligonukleotid : D21

10 20 _ 30 40
GGACAAGTCG TCGTCCGTGA CTGGCATCCA TTGGCCCGTG

70 80 84
GCCCANGCCC CACAGTTGGC CTAG
Oligonukleotid : D22
_ 10 20 , 30 40
CGTGTCTGGG TCCGTCGTAA AGTCTAGAGC AAACGTGACC

63 ‘

TCC
Oligonukleotid : D23

10 20 30 40
AACTAGGATA GTTCGGAATT GGCCCGATTG CGTCGAAAAT
Oligonukleotid : D21la

10 20 30 40
GCCAACTGTG GGGCTTGGGC TGCGCAGCAT TTGGGCCCTT

40
GAGCTACCGG

40
TCGGGCCAAT

50 60
AAGGGCCCAA ATGCTGCGCA

‘ 50 60
GGTAGCTCGA GCGTCTTCAA

GG

50 60
CACGGGCCAA TGGATGCCAG

50 60
TCACGTTTGC TCTAGACTLY

50 60
TCCGAACTAT CCTAGTTGAT C
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lc, dbra
Oligonukleotid : D24

: 10 20 30 40 50 60

CGTGTATGGG TACGTCGTAA AGTCTAGAGC AAACGTGACC GGTAGGTAGA GCGTCTTCAA
63

TCC

OligonuKleotid : D25

10 20 30 40
AACTAGGATA GTTCGGAATT GGCCCGATTG CGTCGAAAAT GG

Oligonukleotid ¢ D24a

10 20 30 40 48
GGATTGAAGA CGCTCTACCT ACCGGTCACG TTTGCTCTAG ACTTTACG

Oligonukleotid : D25a

10 20 30 40 50 60
ACCGTACCCAT ACACGCCATT TTCGACGCAA TCGGGCCAAT TCCGAACTAT CCTAGTTGAT C
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2a, 4bra

ALP 230 gén
60
AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
120
TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT
' ‘ 180
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTAAA
| 240
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACAGGCC TAACTTCTGC
_ 300
GAGCTCGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCC TGGGTCTGTG CGGTAAAAGC

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 230
18
Ser-Gly-Lys-Ser-Phe-Lys-Ala-Gly-Val-Cys-Pro-Pro~Lys-Lys~Ser-Ala-Gln-Cys-
- 36
Leu~-Arg-Tyr-Lys-Lys-Pro-Glu-Cys-Gln-Ser-Asp~Trp-Gln-Cys~-Pro-Gly-Lys-Lys-
51
Arg-Cys-Cys-Pro-Asp-Thr-Cys-Gly-1le-Lys-Cys-Leu-Asp~Pro-Val-Asp-Thr-Pro-
72
Asn-Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Lys~-Cys-Pro~Val-Thr-Tyr~-Gly-Gln-Cys-Len-
90
Leu-Leu-A=n~Arg-Pro-Asn-Phe-Cys-Glu-Leu-Asp-Gly-Gln-Cys~-Lys-Arg-Asp-Len-
107
Lrs=Cys-vs-Leu-Gly-Leu-Cys-Glyv-Lys-Ser-Cys-Val-Ser-Pro-Val-Lys-Ala
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2b, dbra

ALP- 240 gén ’
60
AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
120
TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT
180
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTAAA
. 240
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACAGGCC TAACTTCTGC
' - 300

GAGATGGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCA TGGGTATGTG CGGTAAAAGC

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 240
18
Ser-Gly-Lys-Ser-Phe-Lys—Ala-Gly—Val-Cys-Pro-Pro-Lys-Lys-Ser-Ala-Gln-Cys—

36
Leu—Arg—Tyr*Lys-Lys—Pro—Glu—Cys-Gln—Ser—Asp-Trp—Gln-Cys-Pro-Gly—Lys—Lys-

54
Arg—Cys—Cys—Pro-Asp—Thr-Cys—Gly—Ile—Lys-Cys-Leu—Asp~Pro—Val-Asp—Thr-Pro-

72
Asn“Pro-Thr—Arg-Arg-Lys—Pro—Gly-Lys-Cys-Pro—Val—Thr—Tyr-Gly—Gln-Cys-Leu-

. 90
Lvu"Lvu-AsnvArg-Pro-Asn—thwCys-G1u-Met—Asp—Gly—Gln—Cys~Lys—Arg—Asp—Lnu—

107
Lys—Cys-Cys«%et—Gly—Met-Cys~Gly—Lys-Ser-Cys—Val—Ser-Pro-Val—Lys~Ala

Telsicn 1 7fon 00
%J,‘/:‘ Y S¥2e R
Dr. JALSOS A4 '[“Y’C)’RGYNE
L'J'yvé T '

i
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3., 4bra

\Lp- 231 gén
60
AGCGGTAAGY CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
120
TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT
. 180
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTAAA
240
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACCCGCC TAACTTCTGC
300

GAGCTCGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCC TGGGTCTGTG CGGTAAAAGC

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 231

18
Ser-Gly-Lys-Ser-Phe-Lys~Ala-Gly-Val-Cys-Pro-Pro-Lys-Lys-Ser-Ala-Gin-Cys-

36
Leu-Arg-Tyr-Lys-Lys-Pro-Glu-Cys-Gln-Ser-Asp~Trp-Gln-Cys-Pro-Gly-Lys-Lys-
. 54
Are-Cvs-Cys~Pro-Asp~Thr-Cys-Gly-1le-Lys-Cys-Leu-Asp-Pro-Val-Asp-Thr-Pro-

. 72
Asn-Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Lys-Cys-Pro-Val-Thr-Tyr-Gly-Gln-Cys-Leu-,

) 90
Leu-Leu-Asu-Pro-Pro-Asn~-Phe-Cys-Glu-Leu-Asp-Gly-Gln-Cys-Lys-Arg-Asp-len-

107
lye-Cvs~Cys-Leu-Gly-Leu-Cys-Gly-Lys-Ser-Cys-Val-Ser~Pro-Val-Lys-Ala




aLp 232 gén

7/19

4, dbra

60

AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT

120

TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT

180

GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTAAA

240

CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG TGCATCCTGC TGAACCCGCC TAACTTCTGC

GAGCTCGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCC TGGGTCTGTG CGGTAAAAGC

300

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 232

Ser-Gly

lLeu-Ary

Arg~-Cys

Asn-Pro

Leu-Len-

Lys-Cys

' 18
‘Lys~Ser-Phe—Lys~Ala—Gly—Val—Cys—Pro—Pro-Lys—Lys-Ser-Ala-GIn—Cys-

36
»Tyr-Lys~Lys—Pro—Glu-Cys~Gln—Ser—Asp-Trp—Gln-Cys—Pro-Gly~Lys~Lys-

51
mVys—Pro—Asp-Thr—Cys—Gly-Ile-Lys—Cys—Leu—Asp~Pro-Val—Asp-Thr—Pro~

72
*Thr—Arg—Arg—Lys—Pro—Gly-Lys—Cys~Pro—Val—Thr—Tyr—Gly—G1n—Cys-ILe~

90
Axn-Pro—Pro—Asn—Phe—Cys-Glu-Leu—Asp—Gly—Gln-Cys—Lys—Arg—Anp—Leu—

107
vvvs-Leu-G1y—Leu—Cys'Gly-Lys—Ser~Cys—Val-Ser-Pro—Val-Lys-Alu

Budaposti 14, sz, Uropyiwi Ao
1570 B

YAl f
[eate AN

CEG TN



ALP 236 gén

AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC
TACAAGAAAC CCGAGTGCCA
GACACTTGTG GTATCAAATG
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC
GAGCTCGATG GCCAGTGCAA

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC

ALP 236

8719

5. dbra
60
CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
GICTGACTGG CAGTGTCCTG u'r-\AG,\AGCG TTGTTGT(I‘(ZJ'(l)‘
CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTiﬁg
CGAAGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACCCGCC TAACTTC§§§

ACGAGATCTG AAATGCTGCC TGGGTCTGTG CGGTAAAAGC

T

18

Ser-Gly-Lyvs-Ser-Phe~ ~Lys-Ala-Gly-Val-Cys-Pro-Pro- Lys- Lvs -Ser-Ala-Gin-Cys-

36

Leu-Arg—Tyr-Lys—Lys—Pro-Glu—Cys—Gln4Ser—Asp~Trp—Gln—Cys—Pro-Gly—Lyn-Lys—

51

Arg-Cyvs-Cys-Pro-Asp-Thr- -Cys-Gly-Ile-Lys-Cys-Leu-Asp-Pro-Val- -Asp-Thr-Pro-

-y

I

Amn—Pro~Thr~Arg—Arg-Lys—Pro~Gly—Lys—Cys—Pro—Vn]-Thr—Glu—Gly—Gln—(yq—Lon~

a0

Lvu—Leu—Ann-Pro—Pro—Asn—Phe—Cys~Glu-Leu—Asp—Gly—Gln—Cys—Lys—Arg—\ﬂu~Lnn—

107

Lv3-Cys~Cys-Leu~-Gly-Leu- Cyvs-Gly~Lys~Ser-Cyvs-val-Ser-Pro-Vaj- ~Lvs-Ala

Budapesti 14. sz. Ugyvadi Munk: kdabsség
1370 Budapr v, Engels w6 2.
Telsfon: 17? 100 172-153

;UYORuYNé

‘/\n..
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6. dbra
ALP -A23’7 gén

AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA
TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG_TGCCTGCTGC
GAGCTCGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCC

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 237

00 Seer o0 ve
. . .o .

. e
s see csee * esaene

A0

AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
120

GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT
180

CGAACCCGAC 'GCGTCGTAAA
240

TGAACCCGCC TAACTTCTGC
300

TGGGTTTCTG CGGTAAAAGC

18

Ser-Gly~-Lyvs-Ser-Phe-Lys-Ala-Gly-Val-Cys-Pro-Pro-Lys-Lvs-Ser-Ala-Gln-Cyvs-~

36

Leu-Arg-Tyr-Lys~Lys-Pro-Glu-Cys-Gln-Ser-Asp-Trp-Gln-Cvs-Pro-Glv-Lvs-Lys-

54

Ard-Cys-Cyrs-Pro-Asp~Thr-Cys-Gly-Ile-Lys-Cys-Leu-Asp-Pro-Val-Asp-Thr-Pro-

72

Asn-Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Lys-Cys-Pro-Val-Thr-Tvr-Glv-Gln-Cys~Leu-

20

Len-Leu-Aun-Pro-Pro-Asn-Phe-Cys-Glu-Leu-Asp-Gly-GIn-Cys-Lys=-Arg-Asp-Lou-

Lyvi-Cys-Cyvs-Leu~Gly-Phe-Cvs-Glv-Lyvs-Ser-Cvs-

107
Val-Ser-Pro~Val-Lys~-Aln

Budapesti T4, ¢
1370 Budap

Telafon: 17
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ALP 242 gén . 7. dbra

. 60
AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGOGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA G’l‘GCCTGCE}I;
TACAAGAAAC CCOAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCUTG GTANGAAGCG TTGTTGT&&T
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC (iCGTCGT.‘tig
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CTACGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACCCGCC 'l'AACTTCEé%

: 30

GAGATGGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCA TGGGTATGTG CGGTAAAAGC

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 242

18
Ser—Gly-Lys—Ser~Phe—Lys-A1a-Gly~Val-Cys—Pro—Pro-Lys-Lys-Ser—Ala—Gln-Cys-

36
Lou-Arq—Tyr-Lys—Lys—Pro—Glu—Uys—Gln—Ser—Asp~Trp-Gln—Cys—Pro—Gly—Lys—Lys—

54
Arq—Cys—Cys—Pro—Asp—Thr—Cys—Gly—lLo—Lys~Cys—Leu—Asp—Pro—Val—Asp—Thr*Pro—
T

Asn—Pro—Thr—Arﬁ—Arg—Lys-Pro-Gly—Lys—Cys—Pro-Val—Thr—Tyr—GJy—u!n—CyS*Len—

an
Luu~LeU*Asn~Pro-Pro-Asn—Phe-Cys~G1u-Met—Asp—Gly~Gln—Cys—Lys—Arg—Asp~Len—

107
ivs~Cys—ﬁys~Met—Gly—Met—Cys—Gly—Lys-Ser-Cys—Val—Ser—Pro—Val—Lys-A]u

Budapesti 14.sz.Ug\'édihﬂunkekéaéwég
1370 Budapc‘{ , Engels oér 2. )

99, 172-123
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‘ 8. dbra

ALP 246 gén
6H0
AGCGGTAAGT CTTTCAAAGC CGGCGTCTGT CCTCCTAAGA AATCTGCTCA GTGCCTGCGT
120

|

TACAAGAAAC CCGAGTGCCA GTCTGACTGG CAGTGTCCTG GTAAGAAGCG TTGTTGTCCT
; 180
GACACTTGTG GTATCAAATG CCTGGATCCG GTTGACACCC CGAACCCGAC GCGTCGTAAA
240
CCCGGGAAGT GCCCGGTTAC CGAAGGTCAG TGCCTGCTGC TGAACCCGCC TAACTTCTGC
300

GAGATGGATG GCCAGTGCAA ACGAGATCTG AAATGCTGCA TGGGTATGTG CGGTAAAAGC

.

TGCGTTAGCC CGGTTAAGGC T

ALP 246

18
Ser~-Gly-lLys-Ser-Phe~Lys-Ala-Gly-Val-Cys-Pro-Pro~Lys-Lys-Ser-Ala-Gln-Cys~

36
Lnu-Arg~Tyr—Lys—Lys-Pro—Glu—Cys—Gln-SerfAsp~Trp—Gln-Cys—Pro-Gly—LyR~Lys-

34
Ars=Cys-Cvs=Pro-Asp-Thr-Cys-Gly-1le-Lys-Cyvs-Leu-Asp-Pro-Val-Asp-Thr-Pro-

)

7o
Asn=Pro-Thr-Arg-Arg-Lys-Pro-Gly-Lyvs-Cyvs-Pro~Val-Thr-Glu-Glv-Gln-Cy=-Len-

: un
Len-Len-Asn-Pro=Pro-Asn-Plhie-Cys-Glu-Met-Asp-Gly-Gin-Cys-Lys-Arg-Asp-Leu-
107
Jra=Cys-Cys=Met-Gly-Met-Uvs-Gly-Lyvs-Ser-Cyvs-Val-Ser-Pro-Val-Lyvs-Ala
Budapesti 14. sz, Ugvddi Muriizieudsstg

1370 Budapeé’: V., Frogis iy 2.
Telefon. 1724199, 172--103

Eg;_kmé
Dr. JALSO ‘M GYORGYNE
ugyvéd



.o .
.o

svwn Bpae
o«

12/19

jodquul [Wuj 08 87 9e 7z e 0

[ 51
]
]
]
]
!
'
Q
a/j
5
(@]
}
Q
N

¢Ee d1V s---=

l€¢ 47V o—o
¢7¢ d1V e—

. BIqR °6

SPITATIA® — 7 H

J

(%o



13719

1031qi4ui [WY] 96

(el d1V e----a

A “acooa-o-oocnooo- - n " w - e .u yllw.rmw;x\”
° oo - B 1}4
,u m-, Mw
B I
LAZE . 3
© (.Nw_mk 5
_. i N
: it m
1
07 3
g
e
prs
0 ‘. N %l

T dV o
c72 d1v °
&Jq L TRTTITIIE 4

G m—————

.llll,.l....l.lﬁl.llmlmlﬂimﬂmlmlma.lm..wl IGQFN/

BaQB *0OT



. e
. L 24
a s
»
sen
.
o2
. .
L
s ws
. o
4 .
e o
LIRS
orve o
ve o
L I Y
» .
s .

14/19

)

Ne—oN
~mm
CNONON

WAL

S [ DU B B

T < =

[Yowrl]

Comed
Q om0
© rmeenne @
L~
Denseon:O

L uiweJoly)
0'€ . 0}

- - d L »
LA

A

t
Ly

L ]

D

b o

?'ll""l-nl.l.ll.l

'o.n-cu.;n-oon....

~
o] C -
-~
) \\.\M
e L e — e =T
'i‘.‘oﬂ"'“‘g‘ss L‘l.ll.l.
.
.
.
.
0
R
-
PPYYYRTRRITENEL AL -aoo'--:.‘.-o-o.-.-.on.-‘\oo.-c-oo--n-.v‘
"~ -
- s W b e . (€K IR A TR G W el T < G 4 5 s RT cer S f v -
St

p'o'ol.'.'-'-'q'-'.wﬂl.

ol

BIAB °TT

<

Budapesti 14. sz, ik

'

88 )

(%] spatatsore -]H

GYNE

Leivha

tigyvéd



15719

NmNa4<4,

l€Cdv

BIQR °CT

£ 2

(1uey

Ay I
PRt Y

001

ne)

[l A

&
whod

(

131o) AN |

/o) SPATATN® N7



16/ 19

13, dbra
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