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Korin, a szerinproteaz

KIVONAT

A taldlmadny egy uUj szerinprotedz génre, uUgymint a human és
egér korin génjére és a korin polipeptidre vonatkozik. A korin
egy vagy tobb frizzled domént, LDLR-t, scavenger receptor cisz-
tein-gazdag ismétlédést és szerinproteaz katalitikus doméneket
tartalmaz. A taldlmadny targyat képezi tovédbbad a szerint kbédold
gént tartalmazé vektor valamint az az eljards is, mellyel a
polipeptidet rekombinans uton eldallitjak.

A taldlmédny a korin polipeptid szerinprotedz katalitikus
aktivitasat médositdéd moduldtorok azonositasi eljaradsat is maga-

ban foglalja.
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Korin, a szerinproteaz

A taldlmany egy uj génre, egy szerinproteaz génjére, kulono-
sen az emlds szerinprotedz, ugymint a humédn és egér korin génjé-
re, ennek nukleinsavaira, polipeptidjeire és ezek fragmentumaira
vonatkozik. A korin egy vagy tobb frizzled domént, LDLR-t,
scavenger receptor cisztein-gazdag ismétldédéseket és
szerinproteaz katalitikus doméneket tartalmaz. A talalmany tar-
gyat képezik tovabba azok az eljarasok is, melyek ezeket a nuk-
leinsavakat és polipeptideket a gydgyaszatban, diagnosztikaban
és a kutatdsban alkalmazzak. Példadul a korin nukleinsavai és
polipeptidjei olyan eljardsokban hasznalhatdk fel, melyek akti-
vitasanak moduldtorait azonositjak, valamint allatmodellekben az
emberi betegségek uténzisadra és patoldgids allapotok diagnoszti-
zaldsara alkalmazhatodak.

A szerinproteazok egy sor kilénbozé fejlédési és élettani fo-
lyamatban részt vesznek [Stroud R., Sci. Am. 231, 74-88 (1974);
Neurath H., Science 224, 350-357 (1984) 1. Példaul a
szerinproteazok részt vesznek a sejtes jelatvitelben,
sejtdifferencidcidéban és az eldhormonok bioldégiailag aktiv for-
mainak kialakitasaban. Léasd példaul Hong és Hashimoto mivét
[Cell 82, 785-794 (1995)] és Inagami mivét [J. Biol. Chem. 264,
3043-3046 (1989].

A Szekvencialista és az abrak rovid ismertetése

Az 1. szekvencia a humadn korin nukleotidszekvenciajat mutatja



be.

A 2. szekvencia a human korin levezetett aminosav-
szekvenciajat mutatja be.

A 3. szekvencia az egér korin nukleotidszekvenciajat mutatja
be.

A 4. szekvencia az egér korinbdél levezetett aminosav-
szekvenciadt mutatja be.

Az 1. &bra egy human korin polipeptiden beliil a funkcionalis
domének elrendezését abréazolja.

A 2. 4&bra a huma&n korin polipeptidbdl szarmazdé frizzled
domének (“Corin Crdl” és “Corin Crd2”) aminosav illesztését mu-
tatja be a Frizzled-del, Fz-1l-gyel és lin-17-tel.

A 3. 4&bra a humadn korin polipeptidben azonositott LDLR-
ismétlédések aminosav-szekvencia illesztését mutatja egy human
LDLR konszenzus szekvenciaval.

A 4. 4dbra humdn korin szerinproteaz domén (“Korin”) aminosav-
szekvencia illesztését mutatja a harom masik fehérjében Jjelen
1évé szerinprotedz doménnel. A KAL a kalkrein, ENK az
enterokindz, és TRP1 a tripszin.

Olyan nukleinsav- és polipeptid-szekvenciakat azonositottunk,
melyek a korint, egy transzmembran/szignal peptidet, frizzled
doméneket, kis sliriségd lipoprotein receptor ismétldédéseket
(LDLR), scavenger receptor ciszteinben gazdag ismétlbédéseket
(SRCR) és szerinproteaz katalitikus domént tartalmazé fehérjét
kédold Uj gén. (Lasd példaul az 1. abrat).

A taldlmany értelmében egy korin polipeptid egy korinra spe-
cifikus immunogén aktivitassal rendelkezik; vagy olyan aminosav-

szekvenciaju, mely egy természetben eldforduld forrasbdél nyerhe-
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té ki, és a kovetkezd aktivitdsok vagy domének kozil eggyel vagy
tsébbel rendelkezik: egy szerinprotedz katalitikus aktivitas; egy
szerinprotedz katalitikus aktivitast domén; egy szerinproteazt
k6té szubsztrat aktivitds; egy proatridlis natriuretikus faktor
(ANF) atalakité enzim katalitikus aktivitas; egy frizzled domén;
egy LDLR ismétldédési domén; és scavenger receptor ciszteinben
gazdag ismétld&dések (SRCR).

Eldnydsen a kdvetkezd, Unigene adatbazisbdl (PubEST) szarmazd
nukleinsav-fragmentumok altal kédolt polipeptid fragmentumok ki
vannak zarva: Hs.62794 (AR126468 [1686098], AA126648[1686206],
AR625395 (25377801, AA046682 [1524579), AA249850 [1881137] és
AA046793 [1524691]) és Hs.71798 (AA147031 [1716421]). (A =zaréd-
jelben 1évé szamok a PubEST adatbazisra utalnak). Adott esetben
a koévetkezd fragmentumok szintén ki vannak zarva: Hs.121626
(AA7711958), Hs.1657 (M69297), és Hs.47712 (AA203291), gl231787;
gl312726; gl337948 és g942724. A fent emlitett nukleinsavak
nukleotidszekvencidit a nyilvadnosan hozzaférheté adatbazisokban
keresve azonosithatjuk. Mindemellett az ezeket a szekvenciakat
magukban foglald vagy tartalmazé polipeptideket nem zartuk ki,
ilyen példdul a teljes hosszusagu korin, és egy olyan
polipeptid, mely ezek kozil az emlitett fragmentumok kozil ket-
tével vagy tobbel rendelkezik, vagy egy olyan polipeptid, mely a
fentebb emlitett fragmentumok k6zil eggyel és tovabbi, a
korinb6l vagy mas forrasbél szarmazé aminosav-szekvenciakkal
rendelkezik.

Az “korinra specifikus immunogén aktivitas” kifejezés azt je-
lenti, hogy a korin polipeptid egy olyan immunolégiai valaszt

valt ki, ami szelektiv a korinra. Egy ilyen valasz cellularis
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vagy humordlis lehet. Tehat specifikus immunogén aktivitas az
antitestek, T-sejtek, makrofagok, B-sejtek, dendritikus sejtek,
stb. stimulaciéja egy emlds korin polipeptid, példaul egy 2. és
4. szekvenciadban bemutatott human vagy egér korin koéziul kiva-
lasztott korin-aminosavszekvencia &altal. Ezeket a valaszokat
szokédsos mdédon mérhetjik. Ezzel kapcsolatban lasd még a korinra
specifikus antitesteket targyald részt is lentebb.

A szerinprotedz katalitikus aktivitds azt Jelenti peéldaul,
hogy a korin polipeptid rendelkezik egy polipeptid-hasitasi ak-
tivitassal, eldénydsen egy peptidkotésnél, példaul ahol a korin
egyik szerin-gydke részt vesz a peptidkotés hasitasaban. Lasd
példéul Stroud mivét [Sci. Am. 231, 74-88 (1974)] és Kraut mivét
[Ann. Rev. Biochem. 46, 331-358 (1977)]. A 2. vagy 4. szekvenci-
4ban bemutatott teljes korin polipeptid szekvencia vagy egy ré-
sze szerinprotedz katalitikus aktivitéassal rendelkezhet. A 2.
szekvencia 801. poziciéja uténi hasitds (az arginin és az
izoleucin kozotti peptidkotés hasitésa), mely a 802-1042. amino-
sav-pozicidkat tartalmazd vagy lényegében ebbdl alld katalitikus
fragmentum felszabaduldsat eredményezi, megndvelheti vagy fokoz-
hatja az ilyen katalitikus aktivitast.

A “szerinprotedz katalitikus aktivitésu domén” egy polipeptid
olyan régidéjara vonatkozik, mely képes a fentebb leirt
szerinprotedz katalitikus aktivitéasra, de nem szilkségszerien
rendelkezik, ha egyaltalan rendelkezik, a teljes aktivitassal
abban a hattérben, melyben jelen van. Példdul a tripszin csalad
tagjai gyakran proenzimként expresszalddnak, melyek csak egy, a
polipeptidben 1évé specifikus helynél tortend hasitas utan feje-

zik ki a teljes aktivitast. A hasitds egy proteolitikus fragmen-
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tum felszabaduldsat eredményezi. Altaldnossagban a “felszabadult
fragmentum” a fehérje fennmaradd részével diszulfid kotéseken at
van rogzitve. Lasd példaul a 2. szekvenciat, melyekben a ciszte-
inek diszulfid-k&téseket tudnak kialakitani. A szerinproteaz ka-
talitikus domén a proteolitikus fragmentumra vonatkozik, aze-
16tt, hogy az a teljes korin szekvenciabdél felszabadulna.

A “proatrialis natriuretikus faktort (ANF) atalakitdé enzim
katalitikus aktivitas” példaul egy olyan katalitikus aktivitast
jelent, melyben a pro-ANF proteolitikus hasitéassal egy vagy tobb
kisebb peptiddé alakul. Lasd példaul a kovetkezd milveket:
Inagami, J. Biol. Chem. 264, 3043-3046 (1989); Rosenzweig és
Seidman, Ann. Rev. Biochem. 60, 229-255 (1991); Wilkins et al.,
Lancet 349, 1307-1310 (1997). Az ANF (ANP-ként 1is ismert) egy
sziv-hormon, mely példaul a testfolyadék-homeosztézist, vérnyo-
mast, plazmatérfogatot és méas a sziv- és vesefunkcid fizioldgiai
folyamatait szabalyozza. A konvertald aktivitas egyéb szubsztra-
tumai ko&zé tartoznak az ANF homoldégjai és azok a fehérjék, me-
lyek az ANF-fel homolégok, mint példaul a BNP és CNP. Lasd pél-
daul, Wilkins et al., Lancet 349, 1307-1310 (1997); Levin et
al., New Eng. J. Med. 339, 321-328 (1988). A konvertald aktivi-
tast hagyomadnyosan mérhetjik, példaul ahogy a példakban leirtuk,
ahol a pro-ANF hasitasat ugy mérjuk, hogy kimutatjuk a kiilénbsé-
get a pro-ANF molekulatémegében a korinnal vagy a korin bioldgi-
ailag aktiv fragmentumdval végzett kezelés eldtt és utéan. Mivel
a korin expresszaléddni képes a sejtfelszinen, ép sejteket hasz-
nalhatunk a szubsztrat, mint példadul a pro-ANF feldolgozéasara.

Az enzimkatalizisben az elsé lépésnek altaléban a

szubsztratkstést tekintjik, mivel a szubsztratnak ligandumként
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mikddve eldszdr az enzim felszinéhez kell kapcsolddnia, hogy le-
hetévé valjon, hogy az enzim végrehajtsa a katalitikus reakcid-
it. FEzt az enzimfelszint hivhatjuk az enzim aktiv helyének. A
szubsztratnak az enzim-felszinhez vald kotddése tobb kdlcsodnha-
tast foglalhat magadban az enzimmel, példaul kémiai kotést egy
vagy tobb olyan aminosavval és/vagy funkcionalis csoporttal, me-
lyet az enzim tartalmaz. A szerinproteaz szubsztratkots aktivi-
tast a leirdsban olyan jelentéssel hasznaljuk, hogy a
szubsztrat, példadul a (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.2HC1l), S2444 (proGlu-
Gly-Arg-pNA.HCl) 1illetéleg a S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pNA.2HC1)
vagy a pro-ANF specifikusan kapcsolddik egy korin polipeptid
felszinéhez. Az enzimhez vald kapcsolddads egy vagy tdbb kodlcsdn-
hatason keresztiil mehet végbe, melyek a természetben eldforduld
szubsztratjat rogzitik hozzé4, mindemellett eqgy olyan
polipeptidnek akkor 1is lehet szubsztratkotd aktivitédsa, amikor a
természetben eléfordulé kolcsdnhatdsokndl kisebb szamban és
gyengébben koti a szubsztratot. Egy szerinprotedz szubsztratkotd
aktivitas adott esetben abbél a célbdél lehet hatasos, hogy: a
szubsztrat katalizisét elérje, kompetitiven vagy nem kompetiti-
ven kossdén az aktiv helyhez, irreverzibilisen kapcsolédjék az
enzimhez, a katalitikus aktivitds elveszitését eredményezze
(példaul ahol ez egy szuicid szubsztrat), stb.

A szerinprotedz szubsztratkoté aktivitds hagyomanyos médon
mérhetd. Példaul egy kompeticidés kotési vizsgalat alkalmazhatd
azoknak a szubsztratoknak az azonositédsara, melyek kapcsolddnak
egy polipeptidhez, vagy annak szarmazékahoz, példaul ugy, hogy
hatasos korulmények mellett Osszekeveriink egy kimutathatd mar-

kert tartalmazé szubsztratot, egy humdn korin polipeptidet vagy
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eqy fragmensét, és egy olyan vegytletet, melyet a szubsztratkotd
aktivitasra tesztelink. A mérdeljarast folyékony kozegben hajt-
hatjuk végre, ahol a kotott és a szabad szubsztrdtot egy memb-
rdnnal valasztjuk el, vagy kivant esetben végrehajthatjuk egy
szilard fazison. A szilardfazisu mérdeljarasokat nagy teljesit-
ményli eljardsokat alkalmazva hajthatjuk végre, példaul csipeken,
lapkakon, stb. A szubsztratkotés és a katalitikus aktivitas ku-
16nvalhat egymastél. fgy a korin polipeptid szubsztratkstd akti-
vitassal rendelkezhet ugy is, hogy katalitikus aktivitasa nincs.

Egy korin polipeptid egy Wnt kot8aktivitdssal rendelkezd
“frizzled-szerd ciszteinben gazdag domén”-t (vagy a leiréasban
hasznalva frizzled domént) is tartalmazhat. Egy frizzled domén
rendelkezhet egy ligandumkstd aktivitassal vagy régidval, példa-
ul ahogy Zorn meghatarozta [Current Biology 7, R501-R504
(1997)]. Példaul a frizzled domén a Wnt-kkel homoldég ligandumok
és mas olyan szekretdlt glikoproteinek receptoraként mikoddhet,
melyek a sejtproliferdcidban, sejt jelatvitelben., stb. részt
vesznek. Membrankotott vagy szolubilis lehet. Szolubilis forma-
ban antagonistaként is hathat, példaul amikor a korin szabad
frizzled doménje koéti a szabad ligandumot, és meggatolja, hogy a
neki megfeleld receptorral kolcsonhatésba 1lépjen a sejtfelszi-
nen.

Egy LDLR ismétlédés egy 7. abran bemutatott human LDLR kon-
szenzus szekvenciat tartalmaz, és adott esetben ligandumkétd ak-
tivitdssal rendelkezik.

Egy korin polipeptid tartalmazhat egy scavenger receptor
ciszteinben gazdag ismétlédés domént (“SRCR”). Lasd példéaul

Matsumoto et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 9133-9137 -(1990).
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Egy emlds korin egy olyan emlés polipeptid, mely egy termé-
szetes forrasbol kinyerhetd aminosav-szekvenciaval és az emli-
tett aktivitasokkal rendelkezik. Lehet teljes hosszusagu (azaz
olyan, mint amit a 2. szekvencidban bemutatunk), vagy a teljes
hosszisagunal kisebb, és rendelkezhet az emlitett aktivitasok
k6ziil eggyel vagy tobbel. Tehat magaban foglalja a természetben
elé8forduld normalis, muténs, polimorf, stb. szekvencidkat is. A
természetes forrasok kozé tartoznak példaul az é16 sejtek, pél-
daul melyeket szovetekb&l vagy teljes szervezetekbdl nyerink ki,
tenyésztett sejtvonalak, ide értve a primer és halhatatlanna
tett sejtvonalakat, biopszia-szévetek, stb.

A talalmany egy teljes hosszUsagu emlés korin, mint példaul a
human vagy egér korin fragmentumaira is vonatkozik. A fragmentu-
mok eldénydsen “bioldgiailag aktivak”. A “bioldgiailag aktiv” azt
jelenti, hogy a polipeptid fragmentum aktivitidssal rendelkezik
egy él16 rendszerben vagy egy €16 rendszer komponenseivel kapcso-
latban. A bioldégiai aktivitasok kozé tartoznak az emlitett akti-
vitasok, példaul egy katalitikus aktivitas, egy szubsztratkotd
aktivitas és/vagy egy immunogén aktivitds. A fragmentumok barmi-
lyen kivant médszer szerint eldallithatdk, ide értve a kémiai
szintézist, géntechnoldégidt, hasitasi termékeket, stb. Ezeket
lasd lentebb.

A talalmény egy olyan human korinra is vonatkozik, mely a le-
vezetett, 2. szekvencidban bemutatott 1-1042. aminosavak szek-
vencidjaval rendelkezik. Az 1042 aminosavas polipeptidnek a meg-
jésolt molekulatomege korilbelil 116 kilodalton. Ez a kovetkezd
doméneket tartalmazza: hidroféb régié korilbeluil a 46-66. amino-

sav-pozicidkban; frizzled cisztein-gazdag domének korilbellil a
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134-259. és 450-573. aminosav-pozicidéknédl; hét LDLR ismétlddés
kdriilbeliil a 268-425. és 579-690. aminosav-pozicidknal; egy
ciszteinben gazdag régid korilbelil a 713-801. aminosav-
pozicidknal, mely homoldg egy makrofadg scavenger receptor moti-
vummal; és egy szerin protedz katalitikus domén koértlbeldl a
802-1042. aminosav-poziciéknal. Az extracelluldris doménben ti-
zenkilenc feltételezett N-glikozil&cidés hely van jelen, mely ko-
rilbeliil a 67-1042. aminosav-pozicidkndl taldlhaté.

Egy taladlmany szerinti korin polipeptid, mely példaul a 2.
vagy 4. szekvencidban bemutatott aminosav-szekvenciaval rendel-
kezik, a rendelkezésre &ll6 mddszerekkel elemezhetd, hogy mas
szerkezeti és/vagy funkcionalis doméneket azonositsunk a
polipeptidben. Példaul egy korin polipeptid a kovetkezd mivekben
ismertetett moédszerekkel elemezhetd: Kyte és Doolittle, J. Mol.
Bio. 157, 105 (1982); EMBL Protein Predict; Rost és Sander,
Proteins 19, 55-72 (1994).

Egy human korin kériilbeliil a 46-66. aminosav-pozicidkban 1évé
hidroféb doménjei membrénhorgonyzdé szekvenciaként szolgalhatnak.
Lasd a hepszint, mely a tripszin csaléad eqgy emlds
szerinprotedza, mely egy transzmembran domént tartalmaz az
aminotermindlis végének ko&zelében [Kurachi et al., Methods in
Enzymology 244, 100-114 (1994); a Stubble-stubloidot, mely egy
Drosophila melanogaster szerinproteaz, é€s szintén egy transz-
membran domént tartalmaz [Appel et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90, 4937-4941 (1993)]. Kozvetlenul a hidroféb és feltételez-
hetden transzmembran domén eldtt pozitivan toltdétt aminosav-
gyokok vannak, ami azt jelzi, hogy a korin egy II-es tipusu

transzmembran fehérje lehet, melynek aminoterminalisa a
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citoszdbélba ér.

A korin legalabb kettd ciszteinben gazdag frizzled domént is
tartalmaz korulbelul a 134-259. és 450~-573. aminosav-
poziciéknal. A 2. éabra a human korin frizzled domének Osszeha-
sonlitasat mutatja az FzZ-1l-gyel, lin-17-tel és a Frizzled-del. A
frizzled domén tartalmaz példaul egy ligandumkotd helyet. Lasd
példaul. Zorn, Current Biology 7, R501-R504 (1997); Leyns et
al., Cell 88, 747-756 (1997). Ahogy lentebb ismertetjik, a ta-
l4lmany egyik téargya azoknak a ligandumoknak az azonositéaséara
vonatkozik, melyek a korin frizzled doménekhez koét&dnek, és me-
lyek adott esetben a korin polipeptidet kifejezd sejtek aktivi-
t4dsat vagy a ligandumot kifejezd sejtek aktivitasat szabalyoz-
zak.

A korin fehérje szekvencia-analizise kimutatta, hogy az
extracelluldris régidéban két frizzled-szerl ciszteinben gazdag
domén, hét LDL receptor ismétldédés, egy makrofag scavenger re-
ceptor-szerdi domén, és egy tripszin-szerd szerinproteaz domén
(A2) van. A két frizzled-szerl ciszteinben gazdag domén a 134-
259. illetdleg a 450-573. aminosavakndl helyezkedik el. Ennek a
két doménnek az aminosav-szekvencidja jelentds hasonldésagot mu-
tat a Drosophila Frizzled fehérje extracellularis ciszteinben
gazdag doménjével, mely egy a gylimblcslégy egyedfejlddése alatt
a polaritds meghatédrozasaban létfontossdgui hetes transzmembréan
receptor.(19). A fizzled-szerd ciszteinben gazdag domének mas
fehérjékben is megtalalhatdak, mint példaul a Dfz2 a Drosophila-
ban (20), Lin-17 a C. elegansban (21) és az FZ1 az emberben
(22). A két frizzled-szeril ciszteinben gazdag domén szekvenciai

a korinban legkdzelebb a Lin-1-7-ben és FZ-l-ben 1évé doménekhez
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41lnak. A tiz konzervativ cisztein maradék jelen van a korin
frizzled-szerl ciszteinben gazdag doménjeiben.

A 268-415. aminosavak és az 579-690. aminosavak kozdtt hét
ciszteinben gazdag ismétlédés van, melyek homoldégok az LDL re-
ceptor A osztalyu ismétlédéseivel (23). Mindegyik ismétldédés ko-
rilbelil 36 aminosav hosszu, és hat ciszteingydkdét valamint ne-
gativan toltott aminosavak erdsen konzervalddott csoportjat tar-
talmazza. Az LDIL receptorban ezek a ciszteinben gazdag ismétld-
dések koétik a kalcium-ionokat, és létfontossagu szerepet jatsza-
nak az extracellularis ligandumok endocitéziséban (23). Hasonld
motivumokat taldltak més membranreceptorok, mint példaul az LDL
receptor-szerli fehérje (LRP1) (24), megalin (LRP2-ként vagy
gp330-ként is ismert) (25), komplement fehérjék (26),
enterokinaz (27) és vyolkess és nudel Drosophila fehérjék (28,
29) extracellularis doménjében.

A frizzled-szer( ciszteinben gazdag domének és az LDL recep-
tor-szerd ismétldédések mellett egy masik ciszteinben gazdag ré-
gié is van a korinban a 713. és 801. aminosavak ko&ézott. Ez a re-
gié 88 aminosavat tartalmaz, és homoldg a makrofdg scavenger re-
ceptorban (31) megtaldlhaté ciszteinben gazdag motivummal. Ez a
motivum szintén jelen van a tengeri siUn spermatozoa speract re-
ceptorban (31, 32) és a gerinces szerinproteédzban, az
enterokinadzban (27).

A korin fehérje karboxil-termindlis végén a 802. és 1042.
aminosavgydokok kozott egy tripszin-szerd szerinproteaz domén ta-
lalhaté. Ez a proteadz domén erdsen homoldég a tripszin fécsalad
tagjainak katalitikus doménjeivel. Példaul a korin aminosav-

szekvencidja a prekallikreinnel 40%-ban (33), a XI-es faktorral
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40%-ban (34), és a hepszinnel 38%-ban (35) azonos. A
szerinproteaz szekvenciak Osszes lényeges tulajdonséaga a
korinban j6l megérzédott. A katalitikus triad aktivhely gydkei a
His843-n&l, az Asp892-nél és a Ser985-nél talalhatdak meg. A
szubsztratspecifikus zsebet kialakité aminosavgydkdk az Asp979-
nal, a Glyl007-nél és a Glyl018-nadl helyezkednek el. Ezekrdl a
gyokokrdl megjdésolhatd, hogy kotik a Pl anyag maradékokat, mely
alapjan feltételezhetd, hogy a korin a szubsztratjat bazisos
gyokdk, mint példaul 1lizin vagy arginin moégott hasitja. Tovabba
eqy feltételezett aktivacidés hasitasi hely talalhatd az Arg80l1-
nél, mely azt sejteti, hogy a korin egy 1inaktiv zimogénként
szintetizalddik, és egy masik tripszin-szerd enzim szlkséges az
aktivalasahoz.

A proteaz doménben 12 ciszteingydk van. Osszehasonlitva méas
alaposan tanulmanyozott szerinproteazzal, mint példaul a trip-
szinnel és kimotripszinnel, megjésolhatd ezeknek a
ciszteingydkoknek a lehetséges parképzdédése. A tripszin fdcsalad
lényegében 6sszes tagjaban jelen 1évé ciszteingytkdk elsd harom
parja a Cys828-Cys844-nél, Cys955-Cys970-nél és a Cys981-
Cys1010-nél helyezkedik el. A ciszteingytkoék két tovabbi parja
van jelen a Cys790-Cys912. és Cys926-Cys991. helyzetekben. A
ciszteingyokoknek ez a két parja &altaldnosan megtalalhatd a két-
lancu szerinproteazok alcsaladijaban, mint példaul a
kimotripszinben és a prekallikreinben (33). A Cys790 és Cys912
jelenléte azt Jjelzi, hogy az Arg801l aktivacidés hasitédsa utédn a
korin katalitikus doménje a molekula maradék részével Osszekap-
csolédva marad egy diszulfidkotéssel. Erdekes mdédon egy tovabbi

ciszteingydkpar is jelen van a korinban, a Cys8l7 és a Cys830.
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Ebpben a két helyzetben mas szerin porteazokban nem taldlhatéd
ciszteingyodk a gerincesek korében. Egy adatbdzisos keresés kimu-
tatta, hogy az Arenicola marina tengeril gylrisféregbdl szarmazd
kimotripszinogén-szerli szerinproteaz két ciszteingyokkel rendel-
kezik a megfeleld helyzetekben (36). A korin protedz-domén mo-
delljét épitettik fel a szarvasmarha kimotripszinogén A szerke-
zete alapjan. Ez alapjén a korinmodell alapjan, ahol ennek a két
ciszteingydknek a Ca atomjait rogzitve tartottuk az energiamini-
malizalas alatt, az oldallancok kénatomjai kozotti tavolsag ko-
rilbelil 2,5 angstrom a rotamer keresés utan. A modell azt jel-
zi, hogy ez a két cisztein valdszinlleg két P-réteget Osszekap-
csold diszulfidkotést formal a protedz domén magjéban.

A human korinszekvencia mellett egy masik emlds fajbdél, az
egérbdl szarmazé korint is klénoztuk és megszekvenaltuk. Az egér
korin teljes hosszusdgu nukleotid- és aminosav-szekvenciajat a
3. és 4. szekvenciadban mutatjuk be. Az egér korinban 1113 amino-
sav van, és ugyanazokat a doméneket tartalmazza, mint a human
korin. 89%-os aminosav-szekvencia-azonossdg van az egér €s a hu-
man korin kozott.

Emlés és nem emlds forrasokbdl egyéb korinhomolédgok allitha-
toék eld kildnbodzd moédszerek szerint. Példaul az ilyen homoldgok
szelektalasara egy emlds korinra szelektiv oligonukleotidot le-
het alkalmazni, példaul ugy, ahogy Sambrook és munkatarsai leir-
tdk [Molecular Cloning, 11. fejezet (1989)]. Az ilyen homolégok
a korinhoz képest valtozé mértékil szekvencia-azonossaggal és ha-
sonlésaggal rendelkeznek. A nem emlds szervezetek kozé tartoznak
példaul a gerincesek, gerinctelenek, zebrahal, csirke, Drosophi-

la, C. elegans, Xenopus, S. pombe, S. cerevisiae, gyurus férgek,
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prokaridétadk, novények, Arabidopsis, virusok, stb.

A talalmany korinspecifikus aminosav-szekvenciakra, példaul
eqgy olyan meghatarozott aminosav-szekvenciara vonatkozik, mely
kilénodsen 2. és 4. szekvencia szerinti human vagy egér szekven-
cidkban talalhaté meg, de nem korin polipeptidekbdl szarmazd
egyéb aminosav-szekvenciakban nem. Egy specifikus aminosav-
szekvenciat szokdsos médon taldlhatunk meg, példaul eqgy
gén/fehérje adatbazisban keresve BLAST szamitbdgépes programcso-
maggal. Egy korinspecifikus aminosav-szekvencia peptidek anti-
génként vald elddllitaséra haszndlhaté fel egy korinra specifi-
kus immunvalasz létrehozasa céljabol. Az ilyen immunizalassal
kapott antitestek specifikus prébaként alkalmazhatdk egy emlés
korin fehérjénél diagnosztikai vagy kutatéasi célokbdl.

Ahogy emlitettik, a taldlmény szerinti polipeptidek tartal-
mazhatjak egy korin teljes kédold szekvenciajat vagy annak
fragmenseit. Hasznos fragmensek kozé tartoznak példaul azok a
fragmensek, melyek a frizzled domént, egy vagy tobb LDLR domént,
SRCR ismétlédéseket, transzmembran domént, szerin katalitikus
domént vagy fragmenst tartalmaznak vagy lényegében abbdél &llnak.
A human korin egy eldnyben részesitett fragmentuma a 2. szekven-
ciat tartalmazza, azzal a kikdtéssel, hogy a fragmentum nem egy
olyan polipeptid, melyet a Hs.62794 (AA126468 [168098], AA126648
(1686206], AAR625395 [2537780], AA046682 [1524579], AR249850
(18811371, és AA046793 [1524691]), és Hs.71798 (AA147031
[1716421]). Léasd fentebb.

Egy korin polipeptid egy fragmense egy specifikus bioldgiai
aktivitasra, példadul egy szerinproteaz aktivitasra, egy Ppro-ANF

konvertald enzimaktivitasra, egy szubsztratkotd aktivitasra, egy
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immunogén aktivitasra, stb. szelektalhatdé. Egy hasznos fragmen-
tumot szokasos moédon, ezeknek a fragmentumoknak egy kivant akti-
vitasra vald tesztelésével azonosithatjuk. Ezeknek az aktivita-
soknak a mérését lentebb és a példadkban irjuk le. Ezek a
peptidek az EP 496 162 szami eurdpai kozrebocsatasi iratban le-
irt médon is azonosithatdék és eldallithatdk. Egy talalmany sze-
rinti polipeptid a 2. vagy 4. szekvenciaban bemutatott aminosav-
szekvenciaval 100%-0s vaqgy kisebb aminosavszekvencia-
azonossaggal rendelkezhet. A kovetkezd leiras céljabdl, a szek-
vencia-azonossag azt jelenti, hogy ugyanolyan nukleotid vagy
aminosav taldlhatdé az Osszehasonlitott szekvencia vagy szekven-
cidk megfeleld helyzetében, mint ami az 1-4. szekvencidkban be-
mutatott szekvencidkban megtaldlhaté. Egy polipeptid, mely 100%-
nal kisebb szekvencia-azonossadggal rendelkezik a 2. vagy 4.
szekvenciaban bemutatott aminosav-szekvencidhoz képest, kilonbo-
z6 szubsztitlcidkat tartalmazhat a természetben eldforduld szek-
venciab6él, ide értve a homoldég és nem homoldg aminosav-
helyettesitéseket. A homoldég aminosav-szubsztitucidk példait
ldsd lentebb. Az azonos és a homoldg gyokok szamanak osszege
osztva abban a szekvencidban 1évé gyokok teljes széamaval, mely
szekvencidban a korin polipeptidet &sszehasonlitjuk, egyenld a
szazalékos szekvencia-hasonldésdggal. A szekvencia-azonossdg é€s
hasonlésag kiszamoladsa céljabdél az Osszehasonlitott szekvencia-
kat barmely kivant médon, algoritmussal, szamitdgépes program-
mal, stb. illeszthetjuk és szamolhatjuk, ide értve a példaul a
FASTA-t és a BLASTA-t. A 2. vagy 4. szdmu aminosav-szekvenciaval
kevesebb, mint 100% aminosavszekvencia-azonossaggal rendelkezd

polipeptid példaul 99%-os, 98%-os, 97%-os, 95%-0s, 90%-o0s, 70%-
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os, stb. aminosavszekvencia-azonossaggal rendelkezhet. Az
aminosavszekvencia-azonossadg mértéke eldnydsen korulbeldl 85%
vagy tobb, példaul koriulbeldl 86%.

Egy emlds korin polipeptid, fragmentum, vagy szubsztitudlt
polipeptid kiloénbozd médositéasokat is tartalmazhat, ezek kozé a
moédositédsok kozé tartozik a lipid mdédositas, metilacid,
foszforilacid, glikozilacidé, kovalens médositasok (példaul egy
aminosav R-csoportijanak kovalens médositésa), aminosav-
helyettesités, aminosav-delécid, vagy aminosav-addicib. A
polipeptid moédositéasait kiilonbozd moédszerek szerint hajthatjuk
végre, ezek kozé tartoznak a rekombinans, szintetikus, kémiai
médszerek, stb.

A talalmany polipeptidjeit (példadul a human korint vagy egér
korint, ezek fragmentumait, ezek mutacidéit) kuloénbdz8 mbdokon
hasznalhatjuk fel, példaul mérdeljarasokban, immunogénként az
antitestek mérésére, ahogy lentebb leirjuk, vagy bioldgialag ak-
tiv anyagokként (pl. melyek egy vagy tébb korinhoz kapcsolédd
aktivitédssal rendelkeznek).

Egy korint kédold polipeptidet, egy szarmazékadt vagy fragmen-
tumat egy vagy tobb szamunkra érdekes szerkezeti doménnel, funk-
ciondlis doménnel, detektdlhaté doménnel, antigén doménnel
és/vagy egy kivant polipeptiddel kapcsolhatjuk oOssze olyan el-
rendezésben, mely a természetben nem fordul elds, példaul ugy,
ahogy egy él8 szervezetben, példaul egy human vagy egér korin
génben, vagy egy emlésbél, mint példaul emberbdl vagy egérbdl,
vagy ezek sejtvonalaibdél készitett genomi fragmentumban. Az
ilyen jellemz&kkel rendelkezd polipeptid egy kiméra vagy fuzids

polipeptid. Egy ilyen kimeéra polipeptid kuloénbozdé mddszerek sze-
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rint 4&llithatdé eléd, ide tartoznak a kémiai, szintetikus,
félszintetikus és/vagy rekombinans moédszerek. Egy kiméra
polipeptidet ko6dolé kiméra nukleinsav kiilénboz86 doméneket vagy
kivant polipeptideket tartalmazhat egy folytonos (példaul tobb
N-terminalis doménnel az aktivitas fokozadsara vagy stabilizala-
siara) vagy megszakitott nyitott leolvasasi keretben, példaul
intronokat, splice helyeket, enhanszereket, stb. tartalmazva. A
kiméra nukleinsav kilonbozé médszerek szerint 4llithatd eld.
Lasd példaul az 5 439 819 szami amerikail egyestilt dllamokbeli
szabadalmi leirast. Egy domén vagy kivant polipeptid valamely
kivant tulajdonsadggal rendelkezhet, ide értve egy bioldgiail
funkciét, mint példaul katalitikus, jelatviteli, novekedés eld-

segitd, sejtes célba juttatd funkcidét (példaul szignal szekven-

ciat, célzd szekvenciat, mint példaul az endoszdbéméakba,
lizoszdbmakba, endoplazmatikus retikulumba (ER), sejtmagba),
stb., egy szerkezeti funkciét, mint példaul hidrofdb, membran-

athidalé, stb. funkciét, receptor-ligandum funkcidkat és/vagy
kimutathaté funkcidékat, példadul amikor egy enzimmel, fluoresz-
cens polipeptiddel, zold fluoreszcens fehérjével [Chalfie et
al., Science 263, 802 (1994); Cheng et al., Nature Biotechnology

14, 606 (1996); Levy et al., Nature Biotechnology 14, 610
(1996); stb. kapcsoljuk &ssze. Tovabba egy polipeptid, vagy an-
nak egy része kimutathaté markerként alkalmazhatd, amikor egy
gazdasejtbe bevisszik. Példaul egy taldlmdny szerinti aminosav-
szekvenciat koédoléd nukleinsav keretben fuziondlhaté egy kivant
k6dold szekvencidhoz, és toldalékként (“tag”-ként) mikodik a

tisztitashoz, szelekcidhoz vagy jelzési célokra. A fuzids teri-

let egy hasitasi helyet kédolhat, hogy lehetévé valjon az
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expresszid, izoléaléas, tisztitas, stb.

Egy taldlmany szerinti polipeptid a taldlmany szerint egy
expressziés rendszerben, példaul in Vvivo, in vitro, sejt-
mentesen, rekombindns médon, sejtfuzidval, stb. 4llithatd eld. A
polipeptid médositasai olyan rendszerekkel hajthaté végre, me-
lyek kozé a glikozilacié, aminosav-szubsztitidcid (példaul eltérd
kodon hasznalat), polipeptid feldolgozéds, mint példaul emésztés,
hasitas, endopeptidaz vagy exopeptiddz aktivitas, kémiai részek
- ide értve a lipideket és foszfatokat - kapcsolasa, stb. tar-
toznak.

Egy talalmany szerinti polipeptid természetes forrasokbdl,
transzformalt gazdasejtekb&l (tenyészkoézeg vagy sejtek) nyerhetd
ki szokdsos mbédszerek szerint, ide tartozik a detergens
extrakcié (példaul Triton-X-100 CHAPS, oktilgliikozid), amménium-
szulfatos vagy etanolos kicsapas, savas extrakcié, anion- vagy
kation-cserés kromatografia, foszfocelluldz-kromatografia, hid-
rofdéb  kdlcsodnhatédson alapuld kromatogréafia, hidroxi-apatit-
kromatografia és lektinkromatografia. Sziikség esetén fehérje uj-
rahajtogatasi lépések alkalmazhatdak az érett fehérje konfigura-
ciéjanak teljessé tételéhez. Végezetidl nagy teljesitményd folya-
dék kromatografia (HPLC) alkalmazhatdé a tisztitasi lépésekhez.
Egy korin polipeptid agy is izolalhaté, ahogy mas
szerinprotedzokndl leirtédk, példaul Wu et al., J. Biol. Chem.

267, 244-24412 (1992); Wu et al., Proc. Natl. Acad. Sci 88,

6775-6779 (1991).
Egy emlds korin nukleinsav vagy fragmense egy olyan nuklein-
sav, mely eqgy természetes forrasbol nyerhetd

nukleotidszekvenciaval rendelkezik. Lasd fentebb. Ezért magaban
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foglalja a természetben el&forduld, normalis, muténs, polimorf
alléleket, degeneralt szekvenciakat, stb. Természetes forrasok
k6zé tartoznak példaul a szovetekbdl és teljes szervezetekbdl
nyerhetd €18 sejtek, tenyésztett sejtvonalak, ide értve a primer
és halhatatlanna tett sejtvonalakat. Elénydsen a kovetkezd, az
Unigene adatbdzisbdél [PubEST] szarmazé nukleinsav-fragentumok ki
vannak zarva: Hs.62794 (AA126468 [168098], AAl26648 [1686206],
AAG625395 [2537780], AA046682 [1524579], AA249850 [1881137], és
AR046793 [1524691]), és Hs.71798(AA147031 [1716421]). (A zardjel-
ben 1évé szamok a PubEST adatbéazis hivatkozasi szamai). Adott
esetben a kovetkezd fragmentumokat szintén kizarhatjuk:
Hs.121626 (AA771958), Hs.1657 (M69297) és Hs.4771 (AA203291),
gl231787; gl312726; gl337948; és g942724. A fentebb emlitett
nukleinsavak nukleotid-szekvenciait a nyilvanosan hozzaférhetd
adatbazisokban torténé kereséssel lehet azonositani. Azonban
azokat a nukleinsavakat, melyek magukban foglaljak vagy tartal-
mazzak ezeket a szekvencidkat, nem =zAarjuk ki, példaul ilyen a
teljes hosszusagu korin vagy egy ezek kozidl a fragmentumok ko&zil
kettét vagy tobbet tartalmazdéd nukleinsav. Azt is eldnydsnek
tartjuk, ha egy klénozd vektorban, mint példaul egy plazmidban
vagy fagban 1évé fentebb emlitett fragmentumokat kizarjuk. A hu-
man korin egy korilbelil 5 kb-os mRNS-ként expresszalddik. A
legnagyobb mennyiségben a szivben van jelen. Az agyban, méhle-
pényben, tiidében, majban, véazizomban, vesében, hasnyalmirigyben,
lépben, csecsemémirigyben, prosztataban, herében, petefészekben,
vékonybélben, vastagbélben, hugyhdélyagban és gyomorban nincs je-
len, vagy nagyon kis mennyiségben expresszalddik. Kovetkezéskép-

pen, a korin markerként hasznidlhatdé a szivszovetek jelenlétének
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kimutatasara, példaul szovetmetszeteken (korin-specifikus anti-
testeket vagy korin-specifikus nukleinsav-prébakat alkalmazva),
biopszia mintakban, stb. A korint kiloénboz8 human sejtvonalakban
is kimutattuk, ezek kozé tartozik az méhtumor, oszteoszarkdma,
HEC-1-A, AN3 CA és RL95-2 méhnyalkahartya szarkdéma, SK-LM-1
simaizomrost-szarkdéma, U2-0OS oszteoszarkéma. Tovabbi részleteket
irunk le lentebb a példakban.

A 4933 bazisparos human korin allél nukleinsav-szekvenciajat
az 1. szekvencidban mutatjuk be. A DNS mérete megfelel a
Northern analizissel kimutatott korin mRNS (-5 kb) hosszénak.
Egy ATG kodon helyezkedik el a 95. helyzetben, mely egy transz-
1aciés iniciaciés helyet képviselhet. A nyitott leolvasasi keret
(ORF) 3126 bazispart fog at, és egy 94 nukleotidos 5’ nem lefor-
ditott régié (UTR) van az inicidciés kodon elétt. A 37 végnel
egy 1,7 kb-os UTR talalhaté a stop kodon utan a 3221. helyzet-
ben. Egy AATAAA poliadenilaciés szignal van jelen a poli(A) fa-
rok elétt. Egy taldlmany szerinti nukleinsav-szekvencia tartal-
mazhatja a teljes kdédold szekvenciat az 1. aminosavtél a 1042.
aminosavig, ennek degenerdlt szekvenciait és fragmenseit. Egy
taldalmany szerinti nukleinsav szintén tartalmazhat egy olyan
nukleotid-szekvenciat, mely 100%-ban komplementer, példaul a
fentebb vagy késdbbiekben emlitett béarmely nukleotidszekvencia
egy antiszensz szekvenciajat.

A taldlmany egy olyan egér nukleotidszekvenciara is vonatko-
zik, mely egy korin, példadul a 3. szekvenciaban bemutatott korin
egészét vagy részét kédolja. Mint a human allél esetében, a ta-

14lmény ennek degeneralt szekvencidira és antiszensz fragmentu-

maira is vonatkozik. A Northern analizis korulbeldl 5 kb-nal egy
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felt(ndé transzkriptumot mutat a szivbél szarmazd mintakban. A
human mintakkal végzett Northern analizissel szemben, kis
mennyiségli mRNS-t mutattunk ki az egér herékbdl és vesékbdl ka-
pott mintdkban. Egérben végzet 1In situ hibridizacidé szintén
korin mRNS-eket mutatott ki az embriogén szivszovetben, a pitva-
ri és kamra izomsejtekben, fejlédé vesékben és a porc-eredet(
szerkezetekben. Tovabbi részleteket irunk le a példakban.

A taldlmény szerinti nukleinsavakat sza&mos kulonb&z8 forras-
b6l nyerhetjuk ki. Kinyerhetjiuk DNS-bdl vagy RNS-b81l, mint pél-
daul poliadenilezett mRNS-bdl, példaul melyet szovetekbdl, sej-
tekbdl vagy teljes szervezetb8l izoldltunk. A nukleinsavat koz-
vetlenil DNS-b&l vagy RNS-b&l vagy egqgy cDNS konyvtarbdl kaphat-
juk meg. A nukleinsav egy adott fejldédési adllapotu, kivant geno-
tipust, fenotipusu (példaul egy embriondlis vagy felndétt sziv-
sejt vagy szovet), stb. sejtb&l allithatd eld.

Ahogy a fentebb emlitett korin polipeptideknél leirtuk, egy
taldlmany szerinti polipeptidet kdédold nukleotidszekvenciat tar-
talmazé nukleinsav magaban foglalhatja csak a kédold szekvenci-
a4t; egy kédold szekvenciat és tovabbi kédold szekvenciakat (pél-
daul leader, szekretoros, célzd, enzimatikus, fluoreszcens vagy
mas diagnosztikai peptidet kédold szekvencidkat), kédold szek-
vencidkat és nem kédold szekvenciakat, példdul le nem forditott
szekvenciakat az 5’ vagy 3’ végen, vagy szétszdérva a kdédold
szekvenciaban, példaul intronokat. Egy polipeptidet megszakitas
nélkil koédold nukleotidszekvenciat tartalmazé nukleinsav azt je-
lenti, hogy a nukleotidszekvencia eqgy korin aminosav-
kédoldészekvenciat tartalmaz ugy, hogy a kédolészekvenciat nem

szakitjak meg, vagy nem ékelddnek kozbe nem kédold nukleotidok,
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példaul az intronok hianyoznak. Egy emlds, human vagy egér stb.
xorint koédold genomi DNS-t szokésos méddon kaphatunk meg.

Egy taldlmany szerinti nukleinsav egy expresszids szabalyozd-
szekvenciat is tartalmazhat, mikodéképesen Osszekapcsolva egy
fentebb leirt nukleinsavval. Az “expresszids
szabalyozdészekvencia” kifejezés egy olyan nukleinsav &ltal ko-
dolt polipeptid expresszidjat szabalyozd nukleinsav-szekvenciat
jelent, melyhez mikoddSképesen kapcsoldédik. Az expresszid az mRNS
vagy a polipeptid szintjén szabalyozhatd. Tehat az expressziods
szabalyozészekvencia magaban foglal mRNS-ek kozé tartozd eleme-
ket és fehérjék kozé tartozd elemeket. Az ilyen elemek kdzé tar-
toznak a promdterek, enhanszerek (virdlis vagy sejtes),
riboszoémakodts szekvencidk, transzkripcidés terminatorok, stb. Egy
expresszids szabalyozd szekvencia akkor kapcsolédik mikodSképe-
sen egy nukleotid-kdédolészekvenciahoz, ha az expresszids szaba-
lyozd szekvencia olyméddon helyezkedik el, hogy a kédold szekven-
cia expresszidéjara hatéassal van, vagy azt végrehajtja. Példaul
amikor egy prométer mikodSképesen kapcsoldédik a kddolédszekvencia
5’ végéhez, a kédoldszekvencia expresszidjat a promdter iranyit-
ja. A normalis génhez képest az expresszids szabdlyozdszekvenci-
4k heterolégok vagy endogének lehetnek.

Egy taldlmany szerinti nukleinsavat a nukleinsavhibridizacid
alapjan lehet szelektadlni. Két egyszalu nukleinsavkészitmény
hibridizalédasi képessége lehetévé teszi a nukleotidszekvencia
komplementaritas, példaul a nukleotidok, tagymint A-T, G-C stb.
koz6tti bazisparosodas mérését. A talalmany tehat azokra a nuk-
leinsavakra is vonatkozik, melyek az 1. és 3. szekvencidban be-

mutatott nukleotidszekvenciat tartalmazé nukleinsavhoz hibridi-
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zadlnak. Egy utébb emlitett szekvenciaval hibridizaléd
nukleotidszekvencia egy komplementer nukleinsav-szallal fog ren-
delkezni, vagy templatként fog mikédni egy polimerdz (azaz egy
megfeleld nukleinsav-szintetizald enzim) jelenlétében. A talal-
many magadban foglalja a nukleinsav mindkét szalat, azaz egy
szensz és egy antiszensz szalat.

A hibridizaciés korilményeket ugy lehet megvalasztani, hogy
azokat a nukleinsavakat valasszuk ki, melyek az 1. és 3. szek-
venciaban bemutatott nukleinsav-szekvencidhoz képest megfeleld
nukleotid-komplpementaritéssal rendelkeznek. Az ezekhez a szek-
venciakhoz hibridizalni képes nukleinsav eldnydsen koriulbelul
85%-0s, eldnyosebben 90%-os, 92%-os, és még eldnydsebben 95%-os,
97%-0s vagy 100%-os szekvencidk kozotti komplementaritassal ren-
delkezik. A taldlmany kiloéndsen az olyan nukleotidszekvenciakra
vonatkozik, melyek az 1. és 3. szekvencidban bemutatott
nukleotidszekvenciaval kevéssé vagy nagyon szigoru koridlmények
k6zodtt hibridizalnak.

A korin szekvencidkhoz hibridizadld nukleinsavakat kulonbozé
modon szelektalhatjuk. Példaul a foltokat (azaz a nukleinsavat
tartalmazé lenyomatokat) egy eldhibridizaciés oldatban (6X SSC,
0,5% SDS, 100 pg/ml denaturdlt lazac sperma DNS, 5X Denhardt ol-
dat, és 50% formamid) inkub&lhatjuk 30°C-on egy éjszakan at,
majd radioaktivan jeldlt prébadkkal (korin) hibridizalhatjuk egy
hibridizaciés oldatban (6X SsC, 0,5% SDS, 100 pg/l denaturalt
lazac sperma DNS és 50% formamid), 42°C-on egy éjszakan at is-
mert eljaradsok szerint. A foltokat nagyon szigoru korilmények
kozott moshatjuk, melyek példaul csak 5%-nal kevesebb hibas ba-

zisparosodast (példaul kétszer mossuk 0,1% SSC és 0,1% SDS olda-
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taban 30 percen A&t 65°C-on), azaz 95% vagy nagyobb szekvencia-
azonossagot tesznek lehetévé. Mig a nagyon szigori mosasok keve-
sebb, mint 5% hibas bazisparosodast tesznek lehetdve, a gyengébb
vagy kevésbé szigoru mosasi korilmények (példaul mosas kétszer
0,2% SSC és 0,5% SDS oldataban 30 percen at 37°C-on) 20%-ig ter-
jedé hibas bazisparosodast engednek meg. A kevéssé szigoru ko-
rilmények kozé tartozik példaul, de nem kizardlag, egy 42°C-on
térténd utolsd mosas 30 mM NaCl-t és 0,5% SDS-t tartalmazd puf-
ferben. A nagyon szigoru korilmények egy mésik példaja, a korla-
tozas szandéka nélkil, 65°C-on torténd utolsdé mosas 30 mM NaCl-t
és 0,5% SDS-t tartalmazd vizes pufferoldatban. A mosast és a
hibridizaciét ugy is végrehajthatjuk, ahogy Sambrook és munka-
tarsai leirtadk [Molecular Cloning 9. fejezet (1989)]. A hibridi-
z4cibé a proba és a célszekvencidja kozott kialakult hibrid olva-
dasi hoémérsékletének (Tm) kiszédmoldsan 1is alapulhat, ahogy azt
Sambrook és munkatarsai leirtak. Az ilyen szigoru korilmények
szelektdlni képesek azokat a szekvenciadkat, melyek példaul lega-
labb 95%-0s, eldnydsen 97%-os nukleotid-komplementaritassal ren-
delkeznek a nukleinsavak kozdtt, azzal a megkdtéssel, hogy az
ilyen szekvencia nem a Hs.062794 (ARA126468 [168098), AA126648
[1686206], AA625395 [2537780], AAR046682 [1524579], AA249850
(188113717, és AARA046793 [1524691]), és Hs.71798 (AA147031
[1716421]). Lasd még fentebb és lentebb is. Azokat a nukleinsa-
vakat, melyek magukban foglaljdk vagy tartalmazzak ezeket a
szekvencidkat, nem zarjuk ki, példaul a teljes hosszusagu korint
vagy egy ezek kozul az emlitett fragmentumok kozul kettdvel vagy
tdbbel rendelkezdé nukleinsavat.

A taladlmany értelmében egy nukleinsav vagy polipeptid az 1-4.
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szekvenciakban bemutatott nukleotid- és aminosav-szekvenciaban
egy vagy tobb eltérést tartalmazhat. A nukleotid- és/vagy amino-
sav-szekvencia cseréit vagy mbdositésait barmely hozzaférhetd
médszerrel végrehajthatjuk, ide tartozik az iranyitott vagy
random mutagenezis.

A talalmany szerinti huméan vagy egér korint k6dold nukleinsav
olyan nukleotidokat tartalmazhat, melyek a természetben el&for-
duld korin génben taldlhatdk meg, példaul természetben eldfordu-
16 polimorfizmusokat, normalis vagy mutdns alléleket (nukleotid
vagy aminosav), olyan mutacidkat, melyeket az emldsdk, mint pél-
daul emberek, majmok, sertések, egerek, patkanyok vagy nyulak
természetes populacidjéban felfedeztek. A “természetben eléfor-
duld” kifejezés azt jelenti, hogy a nukleinsav egy természetes
forrasbél, példaul &allati szovetbdl és sejtekbdl, testfolyade-
kokbél, szovettenyészet sejtekbdl, torvényszéki mintdkbdél nyer-
heté ki. A természetben eléforduld mutacidk kozé tartozhatnak a
nukleotidszekvencia deléciodi (példaul egy csonkolt amino- vagy
karboxi-terminalis vég), szubsztitucidéi vagy addicidi. Ezek a
gének a szakteriileten jartasak szamara ismert eljdrdsok szerint
nukleinsav-hibridizaciéval mutathatdék ki és izolalhatdk. Egy ta-
lalmany szerinti humdn vagy egér korin polipeptidet kédold
nukleotidszekvencia eqgy természetben eléforduld génben,
transzkriptumban vagy cDNS-ben megtalalhatd kodonokat tartalmaz-
hat, példaul amiket az 1. vagy 3. szekvenciaban bemutatunk, vagy
ugyanazt az aminosav-szekvenciakat kdédold degeneralt kodonokat
tartalmazhat. Példaul abbdél a célbdl lehet kivanatos a kodonok
megvaltoztatasa a szekvenciaban, hogy optimalizaljuk a szekven-

cidt egy kivéant gazdaban torténd expresszidhoz.



26 e Lot

A taldlmany korin polipeptid muteinekre is vonatkozik, azaz
barmely olyan polipeptidre, mely egy természetes forrasbdél nyer-
hetd aminosav-szekvencidtél aminosav-szekvenciajaban kildnbozd
aminosav-szekvenciaval rendelkezik (egy emlés korin fragmentuma
aminosav-szekvenciajaban nem kilonbozik egy természetben eldfor-
dulé korintdl). A  korin muteinek aminosav-szubsztitucidkat,
inszerciokat és deléciodkat tartalmaznak, ide értve a természet-
ben eld8 nem forduldé aminosavakat is. A mutdcidék eldallitasahoz
atmutatoéként lasd példaul Wu és munkatdrsai miivét [Proc. Natl.
Acad. Sci. 88, 7775-6779 (1991], mely fdéként olyan aminosav-
szubsztiticidkrdl szadmol Dbe, ahol egy Dbazisos aminosavat
glutaminsavval szubsztitualtak.

Egy taldlmény szerinti korin aminosav-szekvencia muteinjeit
gén adatbankokbdl, példaul a Genbankbdl, EMBL-b&1 torténd
homolégiakeresések alapjéan is elddllithatjuk. A
szekvenciahomoldégia kereséseket kilonbozé mddszereket alkalmazva
hajthatjuk végre, ide tartoznak a szamitdégépes programok BLAST
csalddjaban leirt algoritmusok, a Smith-Waterman algoritmus,
stb.

Egy szekvencidba a mutein(ek) ugy vihetdk be, hogy azonosit-
juk és O6sszeillesztjik egy olyan doménen beliil az aminosavakat,
melyek azonosak és/vagy homolégok a polipeptidek kozott, és ezu-
tan az ilyen illesztések alapjan médositunk egy aminosavat. Pél-
ddul a humadn korin és mas fehérjék Frizzled, LDLR és
szerinproteaz doménjei kozotti szekvencia-osszehasonlitasokat a
2-4. &bran mutatjuk be. Ezek az 1illesztések olyan aminosav-
pozicidkat tarnak fel, melyek azonosak és olyan aminosav-

pozicidékat 1is, ahol a gyokok kiilonboznek egymastdl, de homold-
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gok. A homoldg aminosavakat az oldallanc mérete és a polarizacid
mértéke alapjan hatdrozhatjuk meg, a nem poladros aminosavak kozé
tartozik: a cisztein, prolin, alanin, treonin; kis, polaros ami-
nosavak kozé: szerin, glicin, aszparaginsav, aszparagin; nagy,
polaros aminosavak: glutaminsav, glutamin, 1lizin, arginin; koz-
tes polaritédsu aminosavak: tirozin, hisztidin, triptoféan; nagy,
nem polaros aminosavak: fenilalanin, metionin, leucin,
izoleucin, valin.

A homoldg savakat a kovetkezdképpen 1is csoportosithatjuk:
tsltés nélkili polaros R csoportok: glicin, szerin, treonin,
cisztein, tirozin, aszparagin, glutamin; savas aminosavak (nega-
tiv toltésd): aszparaginsav és glutaminsav; bézisos aminosavak
(pozitiv toltésd): lizin, arginin, hisztidin. A homoldég aminosa-
vak magukban foglaljak azokat 1is, melyeket Davhoff 1leirt az
Atlas of Protein Segence and Structure 5 cimi mivében (1978), és
melyeket Argos irt le [EMBO J. 8, 779-785 (1989)].

A taldlmény szerinti muteinek az olyan aminosav-szekvenciakat
foglaljak magukban, melyekben a huméan vagy egér
korinszekvenciaban egy gydk egy megfeleld doménbdl szarmazd ho-
moldég gydkkel van helyettesitve.

Tehat a talalmany egy olyan 2. vagy 4. szekvencia szerinti
korin nukleotidszekvencidra vonatkozik, melyben egy vagy tobb
aminosavpozicié szubsztitudlt vagy deletalt, vagy mindkettd, és
a nukleinsav 4altal kédolt polipeptid szerinproteaz katalitikus
domén aktivitassal vagy egy korinra specifikus immunogén aktivi-
tassal rendelkezik. Az ilyen nukleinsav tartalmazhat egy vagy
tdbb szubsztitualt aminosavpozicidt, mely homoldg aminosavakkal

szubsztitualt.
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Tovabbd a szekvenciaillesztések, ahogy a 2-4. abréan szemlél-
tetjuk, informaciot nyujtanak azokrol az aminosav-
szubsztitucidkrdl, melyekkel kapcsolatban azt varnank, hogy azok
csékkentenek vagy megsziintetnek egy biolégiai aktivitast. Példa-
ul ahol az illesztés két vagy tobb domén kozott konzervalddott
azonos aminosavakat tar fel (példaul a 4. abran jelzett konzer-
vativ H, D; vagy S gydkok helyettesitésével), az aminosav (ak)
eliminaciéja vagy szubsztitucidéja a bioldgiai aktivitdsra hatés-
sal lehet majd. A katalitikus triaddban nevezetesen a His910-ben,
Asp959-ben és Serl052-ben (egér korin) 1lévd mutacidk megszunte-
tik a szerinproteazok katalitikus aktivitéasat.

Egy korin polipeptid mutein és a neki megfeleld nukleotid
kédoldészekvencia a 2. vagy 4. szekvencidban bemutatott aminosav-
szekvenciaval rendelkezhet, kivéve, ahol egy vagy tobb helyzet
homolég aminosavakkal szubsztituadlt, példaul ahol 1, 5, 10, 15
vagy 20 szubsztitucié van Jjelen. A talalmany a mutein
polipeptidekre és az ilyen polipeptideket kédold mutein nuklein-
savakra is vonatkozik.

Egy taldalmany szerinti nukleinsav tartalmazhat példaul DNS-t,
RNS-t, szintetikus nukleinsavat, peptid nukleinsavat, médositott
nukleotidokat, vagy keverékeket. Egy DNS kétszalu vagy egyszalu
lehet. Egy nukleinsavban 1évé nukleotidok kidlénbodzd ismert koté-
sen keresztil kapcsolédhatnak, példaul észter, szulfamat, szul-
famid, foszforotioat, foszforamiddt, metilfoszfonat, karbamat,
stb. kotéssel, a kivant céltél fuggben, példaul nukleazokkal,
mint példaul RN&z-H-val szembeni rezisztencia, javitott in vivo
stabilitas, stb. érdekében. Lasd példaul az 5 378 825 szAmi ame-

rikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirast.
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Kiloenbsdzd modositasokat hajthatunk végre a nukleinsavakon,
mint példaul kimutathaté markerek (avidin, biotin, radioaktiv
elemek), hibridizaciét, kimutatast wvagy stabilitast javitd ré-
szeket kapcsolhatunk hozza. A nukleinsavakat szildrd hordozdkhoz
is  kapcsolhatjuk, példaul nitrocellulédzhoz, magneses  vagy
paramagneses mikrogdémbokhoz (példaul ahogy az 5 411 863 szamu
amerikai egyesult allamokbeli szabadalmi leirdsban és az 5 543

289 szami amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasban le-

irték, melyek példaul ferromagneses, szupermagneses,
paramagneses, szupermagneses, vas-oxid és poliszacharid
mikrogodmboket tartalmaznak), nejlonhoz, agardbdzhoz, diazotalt

cellulézhoz, latex szilard mikrogémbokhoéz, poliakrilamidokhoz,
stb., egy kivant médszer szerint. Lasd példaul az 5 470 967, 5
476 925 és 5 478 893 szamu amerikai egyesiult &llamokbeli szaba-
dalmi leirast.

A taladlmany egy masik targya oligonukleotidokra és nuklein-
sav-probakra vonatkozik. Ilyen oligonukleotidok vagy nukleinsav-
prébak alkalmazhatdk példaul egy emlés korin nukleinsav kimuta-
tasara, mennyiségi meghatdrozasdra vagy izolalasara egy teszt-
mintédban. Egy eldényds megvaldsitasi moédban, a nukleinsavak
oligonukleotid-prébakként alkalmazhatdk, példaul PCR-ban, RACE-
ben, differencialis bemutatésban cDNS koényvtarakkal, expresszids
konyvtarakkal, stb. egyltt. Felhasznalhaté oligonukleotidokat
irunk le lentebb a példakban. A kimutatds egy sor kiloénbdzd cel-
b6l lehet kivanatos, ide tartozik a kutatéds, diagnosztika és
torvényszéki vizsgdlat. Kimutatdsi célokbol egy 1ilyen nuklein-
sav-szekvencia jelenlétének vagy mindségének megallapitasa lehet

kivanatos egy mintdban, ahol a mintat szovetbdl, sejtekbdl,
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testfolyadékokbél, stb. nyertik ki. Egy eldnyds moédszerben a ta-
14lmany egy nukleinsav kimutatasi eljarasra vonatkozik, és a ko-
vetkez8ket tartalmazza: egy tesztmintaban 1évé cél-nukleinsavat
egy oligonukleotiddal hozzuk érintkezéesbe olyan korulmények ko-
28tt, mely hatésos a célszekvencia és az oligonukleotid kozotti
hibridizacié elérése szempontjabdél, és a hibridizacidt kimutat-
juk. Egy talalmény szerinti oligonukleotidot szintetikus nukle-
insav-amplifikacidéban 1is alkalmazhatjuk, mint példaul PCR-ban
[példdul Saiki et al., Science 241, 53 (1988); 4 683 202 szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras; PCR protocols,
A Guide to Methods and Applications, Innis et al. (szerk.)
Academic Press, New York (1990)], vagy differencialis bemutatéas-
ban [példaul Liang et al., Nucl. Acid. Res. 21, 3269-3275
(1993); 5 599 672 szami amerikai egyesilt 4llamokbeli szabadalmi
leirds; WO 97/18454 szamu nemzetkozi kozzétételi irat] vagy
RACE. Az ilyen kimutatast mas gének, példaul a szivszovet vagy
csont fejlddésében vagy mikoddésében résztvevd gének
oligoukleotidjaival egyttt hajthatjuk végre.

A taldlmany egy masik targya egy olyan nukleotidszekvencia,
mely egyedi a human korinra vagy az egér korinra nézve. A
korinra nézve egyedi szekvencia a nukleotidok meghatarozott sor-
rendjét jelenti, mely a korinban, példaul az 1. vagy 3. szekven-
cia nukleotidszekvencidjaban fordul eld, viszont ritkan vagy nem
gyakran fordul elé mas nukleinsavakban, kildnésen nem allati
nukleinsavban, elénydsen eml&sben, ugymint emberben, patkanyban,
egérben, stb. Ide tartoznak a szensz és az antiszensz
nukleotidszekvenciak is. Egy talalmany szerinti egyedi nuklein-

savat szokadsos médon hatarozhatunk meg. Egy ilyen egyedi szek-
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venciat tartalmazé nukleinsavat hibridizacids prébaként alkal-
mazhatjuk példaul egy human vagy egér korin jelenlétének megha-
tarozasara egy nukleinsavak elegyét tartalmazdé mintéaban, példaul
egy Northern blotban. A hibridizaciét szigoru korulmények kozott
(lasd fentebb) hajthatjuk végre, hogy a legalabb 95%-ban azonos
(azaz komplementer) nukleinsavakat valasszuk ki, de kevésbé szi-
goru korilményeket is alkalmazhatunk. Egy egyedi korin
nukleotidszekvenciat az 5’ vagy 3’ végénél keretben kilonbozd, a
szapadalmi leiras sordn emlitett nukleotidszekvenciédkhoz fuzio-
nalhatjuk, ide tartoznak a korin mas részeit, enzimeket, GFP-t
stb., expressziés szabalyozé szekvenciakat stb. kédold szekven-
ciak.

A hibridizaciét kilonbozd korilmények kozott hajthatjuk veg-
re, a kivant szelektivitastdél fiiggéen, példaul ahogy Sambrook és
munkatarsai leirtak [Molecular Cloning (1989)]. Példaul a huméan
vagy egér korin specifikus kimutatasahoz egy oligonukleotidot
egy célnukleinsavhoz olyan koérdlmények kozott hibridizalhatunk,
melyben az oligonukleotid példaul csak akkor hibridizal, ha az
oligonukleotid 100%-ban komplementer a célszekvenciaval. K4lon-
boz& korilményeket alkalmazhatunk, ha az a kivanatos, hogy olyan
nukleinsavakat valasszunk ki, melyek kevesebb, mint 100%
nukleotid-komplementaritassal rendelkeznek, legalabb korulbelul
99%, 97%, 95%, 90%, 70%, 67% komplementaritassal.

A talalmany szerinti oligonukleotidok tartalmazhatjak az 1.
vagy 3. szekvencia valamely &sszefiggl nukleotidszekvenciajét.
Ezek a taldlmany szerinti oligonukleotidok barmilyen kivant mé-
rettiek lehetnek, példaul korilbeldl 10-200 nukleotidosak, 12-100

nukleotidosak, eldnydsen 12-50, 12-25, 14-16, legalabb kortlbe-
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13l 15, legalabb kdrilbelldl 20, stb. nukleotidosak. Az
oligonukleotidok természetben eld nem fordulé nukleotidokkal 1is
rendelkezhetnek, példaul inozinnal. Az oligonukleotidok 100%-ban
azonosak vagy komplementerek lehetnek egy 1. vagy 3. szekvencia
szerinti szekvenciaval, vagy hibas bazisparosodasok vagy
nukleotidszubsztitucidk, példaul 1, 2, 3, 4 vagy 5 szubsztitucid
lehet benniik. A taldlmany értelmében az oligonukleotidot egy
készlet tartalmazhatja, ahol a készlet magdban foglal egy kivant
puffert (példaul foszfat-, tris- stb. puffert), kimutatédsi ké-
szitményekét, stb. Az oligonukleotid a szakteriileten ismert ra-
diocaktiv vagy nem radioaktiv jelekkel jelolt vagy Jjeldletlen le-
het.

Egy talalmany szerinti nukleinsavbol antiszensz nukleinsavat
is lehet késziteni, ez eldénydsen az 1. vagy 3. szekvencia kdédold
szekvenciajanak antiszensz szekvencidja. Az antiszensz nuklein-
savat kiildnbsdzé méddokon hasznadlhatjuk fel, mint példaul a korin
expresszitjanak szabalyozéasara vagy moédositésédra, példaul gatla-
sadra, expresszidéjanak kimutatasara vagy In situ hibridizalasra.
Ezeket az oligonukleotidokat az 5 576 208 szamu amerikai egye-
siilt &llamokbeli szabadalmi leirassal analdég mdbdon alkalmazhat-
juk. A korin expresszidéjanak szabalyozasa vagy médositasa célija-
b6l egy antiszensz oligonukleotidot mikoddéképesen kapcsolhatunk
egy expresszids szabalyozd szekvenciahoz.

A talalmany szerinti nukleinsavat barmely kivant médszer sze-
rint jel&lhetjiik. A nukleinsavat radioaktiv nyomjelzdket, mint

2p_¢, 3¥g_t, 2°1-t, 3H-t vagy '‘C-t alkalmazva jeldlhet-

példaul
jik meg, hogy néhany é&ltalanosan alkalmazott nyomjelzét emlit-

siink. A radioaktiv Jjelolést barmely médszer szerint végrehajt-



hatjuk, mint példaul a 3’ vagy 5’ vég termindlis jelolésével egy
radiocaktivan jelolt nukleotidot alkalmazva, polinukleotid
kinazzal (eqgy foszfatazzal végzett defoszforilezéssel) vagy egy
ligazzal (a jeldlends végtdél fuggden). Egy nem radioaktiv jelo-
lést 1is alkalmazhatunk, egy taldlmany szerinti nukleinsavhoz
olyan gyokdket kapcsolva, melyek immunoldégiai tulajdonsagokkal
(antigének, haptének), az adott reagensekkel szemben specifikus
aktivitassal (ligandumok) vagy olyan tulajdonsagokkal rendelkez-
nek, melyek lehetdvé teszik, hogy kimutathatd enzimreakcidék men-
jenek végbe (enzimek vagy koenzimek, enzimszubsztratok vagy mas
olyan anyagok, melyek egy enzimatikus reakcidban részt vesznek),
vagy jellemzd fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példéa-
ul fluoreszcencia vagy fényemisszid vagy abszorpcid egy kivant
hullamhosszon, stb.

Egy taldlmany szerinti nukleinsavat, ide értve az
oligonukleotidokat, antiszensz nukleinsavat stb., a korin
expresszidjanak kimutatdsdra hasznalhatjuk fel teljes szervek-
ben, szodvetekben, sejtekben, stb., kiilénbozé médszerekkel, ide
tartozik a Northern blot, PCR, RACE, in situ hibridizacid, stb.
Az 1ilyen nukleinsavak kilonésen hasznosak a korin megzavart
expressziéjénak, példaul a sejtspecifikus és/vagy szubcelluldris
megvaltozdsanak kimutatésadra. A korin mennyiségét meghatarozhat-
juk onmagdban vagy mas géntermékekkel, kildndsen szivspecifikus
géntermékekkel egylitt.

Egy talé&lmény szerinti nukleinsavat egy sor, kiiloénb6z8 rend-
szerben expresszalhatjuk in vitro és in vivo, a kivant cél sze-
rint. példaul eqgy nukleinsav eqgy expresszids vektorba

inszertalhatd, egy kivant gazdéba vihetd be, és a nukleinsav al-
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tal kodolt polipeptid expresszidjanak elérése szempontjdbdél ha-
tasos koriulmények kozodtt tenyészthetd. A hatasos korilmény bar-
mely olyan korulményt magaban foglal, mely a polipeptid termelé-
sének egy gazdasejttel torténd végrehajtasara alkalmas, ide ért-
ve a hatasos hémérsékleteket, pH-t, tapkodzegeket, azoknak a tap-
kézegeknek az adalékait, melyekben a gazdasejtet tenyésztjik
(példaul olyan adalékokat, melyek megsokszorozzak vagy kivaltjak
az expressziédt, mint példaul vajsav vagy metotrexat, ha a kédold
nukleinsav egy dhfr génnel szomszédos), cikloheximid, sejtsiria-
ségek, tenyésztdedények, stb. Egy nukleinsavat a sejtbe barmely
hatasos médszerrel bevihetiink, ide tartozik példaul a csupasz
DNS, kalcium-foszfat precipitacio, elektroporéacid, injekcio,
DEAE-dextran kozvetitett transzfekcid, 1liposzdémas fuzid, olyan
dgensekkel végzett Osszekapcsolas, mely fokozza a sejtekbe vald
felvételét, virusfertézés. Egy sejt, melybe a talédlmany szerinti
nukleinsavat bevisszik, a transzformdlt gazdasejt. A nukleinsav
extrakromoszdémalis lehet, vagy a gazdasejt kromoszdémajaba vagy
kromoszémaiba integralédhat. Stabil vagy Aatmeneti lehet. Egy
expresszids vektort a gazdasejttel vald kompatibilitdsa alapjén
valasztunk ki. A gazdasejtek kozé tartoznak az emlds sejtek,
példaul COS-7, CvV-1, BHK, CHO, Hela, LTK, NIH 3T3, élesztd, ro-
varsejtek, mint példaul Sf9 (S. frugipeda) és Drosophila, bakté-
riumok, mint példaul E. coli, Streptococcus, Bacillus, élesztd,
gombasejtek, noévénysejtek, embrionalis &ssejtek (példaul emlds,
mint példaul egér vagy human), csontsejtek (mint példaul
oszteoklasztok vagy kondrocitdk), szivsejtek (példaul primer te-
nyészetekbdl), izomsejtek, idegsejtek, stb. Az expresszids sza-

balyozé szekvencidkat hasonld médon a gazdakompatibilitas és a
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kivant cél alapjan valasztjuk ki, ilyen példaul a nagy példany-
szam, a nagy mennyiségek, az indukcid, az amplifikacid, a szaba-
lyozott expresszié. Mas alkalmazhatd szekvencidk ko6zé tatoznak
az enhanszerek, mint példaul az SV40-bdl, CMV-bd&l, RSV-bd&l szar-
mazd enhanszerek, az indukéalhatd promdterek, sejttipus-
specifikus elemek vagy a szelektiv vagy specifikus
sejtexpressziét lehetdvée tévd szekvencidkat. Az expresszid ira-
nyitasara alkalmazhaté prométerek kozé tartozik példaul az endo-
gén promdéter, MMTV, Sv4; trp, lac, tac, vagy T7 promdéter a bak-
teriadlis gazdakhoz; vagy alfa faktor, alkohol oxidaz vagy PGH
prométer az élesztdhoz.

Egy masik szamunkra fontos gént is Dbevihetink ugyanabba a
sejtbe példaul a korinfunkcié médositasa céljabdl. Az ilyen gé-
nek normalis gének lehetnek, vagy lehet egy valtozat, egy muta-
ci6, kiméra, polimorfizmus stb.

A taldlmany szerinti nukleinsav vagy polipeptid
‘méretmarkerként alkalmazhatd nukleinsav- vagy fehérje-
elektroforézisben, kromatografiaban, stb. Meghatarozott restrik-
cidés fragmentumokat azonosithatunk a restrikcids helyek szekven-—
ciajanak szkennelésével, a méret kiszamitasaval, és a megfeleld
restrikcidés emésztés végrehajtasaval. Egy 1. szekvenciadban bemu-
tatott korin cDNS-t egy 4,8 kb-os molekulamarkerként alkalmaz-
hatjuk a nukleinsav-elektroforézisben.

Az 1. szekvencidban bemutatott humén korin cDNS a 4pl2-13 hu-
man kromoszémapozicidra térképezddik.

gy a csaladfa-térképezésben markerként alkalmazhatéd. Példaul
ugy ttnik, hogy ez a kromoszdémarégid a teljes anomalias tuddévé-

na-visszahajlassal (TAPVR) egylitt szegregdlddik, és ezért mas
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genetikai markerekkel egyutt a betegség térképezésére alkalmaz-
haté. Lasd példaul Bleyl és munkatarsai midvét [Am. J. Hum.
Genet. 56, 408-415 (1995)].

A taladlmany egy masik targya azoknak a bioldébgiai utvonalaknak
a szabalyozasara vonatkozik, melyekben egy korin gén vagy gén-
termék részt vesz, kuldndsen ilyen a patolédgiads és fejlddési ko-
riilmények szabalyozasa, és az ilyen 4llapotok diagnosztizalaséra
vonatkozik a korin polipeptid vagy nukleinsav kimutatasaval.
példaul az ANF kiilénbdzé sziv- és érrendszerrel és vesével kap-
csolatos fiziolégiai folyamatokban vesz részt, ide értve példaul
a testfolyadék homeosztazist, vérnyomast, értagulast,
natriurézist, a natrium-abszorpcidé gatlasat a glomeluralis ér-
ben, megnovekedett glomeruldris filtracidét, az aldoszteron ter-
melés és szekrécidé gatlasat, mitogenezist stb. A korin pro-ANF
aktivitasanak szabalyozasa tehat erds hatdsokkal rendelkezik egy
szervezet fizioldégidjara. Példaul az ANF szivkamrai mennyisége
normalisan kicsi a szivkamra izomsejtekben, de a sziv- és ér-
rendszeri betegségekkel drémaian megné. A szivszélhldéses bete-
gekben az ANF plazmaszintjei magasak. A nagy koncentracidk kor-
reldciéban allnak a kamradiszfunkcidé sulyosségaval. Hasonldé mé-
don az ANF koncentraciéi kapcsolatban allnak a szivritmuszavar-
okkal és a hemodinamikai problémakkal. Lasd példaul Levin és
munkatérsai mivét [New Engl. J. Med. 339, 321-328 (1998)]. Az
abnormalisan magas szintek a korin aktivitéséanak csokkentésével
gatolhaték, példaul transzkripcionalisan, a génexpresszié gatla-
saval, vagy enziminhibitorok beadadsaval, melyek kdzvetlenidl hat-
nak a katalitikus aktivitasra.

Mivel a korin a porc-eredetl és porcsejtekben nagy mértékben
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expresszalédik, lehetséges, hogy részt vesz az ezekkel a szove-
tekkel kapcsolatos betegségekben, mint példidul a csaladi hipert-
r6fids  kardiomiopatiaban, oszteopetrdzisban és oszteopordzis-
pszeudogliéma szindrdéméaban, oszteopordbzisban, Paget betegségben,
oszteitisz deformans-ban és a teljes anomaliés tidévéna-
visszahajlasban. Ahogy emlitettik, a korin oligonukleotidokat a
csaladfa-térképezésekben alkalmazhatjuk ezeknek a betegségeknek
a csaladi oroklédésének a tanulmanyozasara, a TAPVR-rel analdg
moédon, és diagnosztikai célokra (példaul prenatalis célokra), ha
a korin egy ilyen betegséggel kapcsolatos (génkapcsoltsag vagy
okozas). A korin részt vehet a sziv kialakulasédban, a fejlddési
atvonalakban, melyek magukban foglaljadk a Wnt fehérjékkel és mas
névekedési faktorokkal torténé jelatvitelt, a sejtdifferencialéd-
dast (példaul porcsejt-differencidlédasban) és ezzel kapcsolatos
folyamatokat. Tovabba a korin részt vehet a sejt-sejt jelatvi-
telben, differencialédasban (csont és/vagy porc) és egyéb fejld-
dési utvonalakban. Ezt a szerepet a szerinproteaz katalitikus
aktivitas, a frizzled domének és/vagy az LDRL domének kozvetit-
hetik. A korin részt vehet a novekedési faktorok, mint példaul a
BMP vagy TGF-P feldolgozasaban (példaul az elé-novekedési faktor
katalitikus hasitésaval).

Ugyanezeken az iranyvonalakon haladva a talalmany egy tovabbi
targya a sziv- és érrendszeri és vesebetegségek, ugymint a magas
vérnyomas, a szivszélhldés, vagy a veseelégtelenség (valamint
barmely olyan reakciéut, melyben a korin részt vesz) kezelésére
vonatkozik, mely egy emldés korin aktivitdsdt médositd szer hata-
sos mennyiségének beadasat tartalmazza egy olyan betegnek, aki-

nek erre sziliksége van. A ,médosit” kifejezés a kovetkezdket je-
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lenti: néveli, serkenti, eld8segiti, stabilizalja, csdkkenti, re-
dukalja, antagonizalja, blokkolja, gatolja stb. A kivant mddosi-
t5 hatast szokdsos mdédon hatarozhatjuk meg, példaul, hogy vajon
a patolodgiai hatast az ANF megndvekedett vagy csokkent mennyisé-
gei hozzak-e létre. Az aktivitas egy oclyan szer beadasaval ga-
tolhaté, mely kozvetlenil blokkolja a korin katalitikus aktivi-
tasat (példaul egy enziminhibitor, mint példaul a leupeptin vagy
a diizopropil-fluorfoszfat), vagy egy szerrel, mint példaul
antiszensz nukleinsavval, mely gatolja a megfeleld gének
transzkripciojat vagy transzlaciéjat. A korin aktivitast megné-
velhetjik példédul egy olyan korin génnel, mely képes a korin
polipeptid eldallitaséra. A korin gén mas génterdpiédkkal analdg
médon  adhaté be. Lasd példaul Magovern és munkatarsai mivét
[Hum. Gen. Ther. 8, 215-227 (1997); Springer és munkatarsai mi-
vét [Mol. Cell. 2, 549-558 (1998)].

A taladlmany a korin aktivitédsdnak mddositasi eljarasaira is
vonatkozik barmilyen kérnyezetben, ide tartoznak az in vitro és
in vivo eljaréasok, az aktivitas kozvetlen médositasa altal vagy
az azt koédold gén expresszidjanak médositasaval. Az enzimaktivi-
tast hagyomanyos médon mérhetjik, példaul ahogy Wu és munkatar-
sai leirtak [J. Biol. Chem., 267, 24408-24412 (1992); Proc.
Natl. Acad. Sci. 88, 6775-6779 (1991)]. A konvertald aktivitast
ugy mérhetjik, ahogy a példakban leirjuk, vagy példaul ahogy
Inagami leirta [J. Biol. Chem. 264, 3043-3046 (1989)]. A taldl-
many tehdt egy korin polipeptid, fragmentum vagy mutein fentebb
emlitett aktivitdsa moduldtorainak azonositasi eljarasara vonat-
kozik, mely sordn egy tesztvegyllet jelenlétében egy korin

polipeptidet, egy fragmentumat és a szerinprotedz vagy atalakitd
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enzim egy szubsztratjat reagadltatjuk olyan hatadsos koriulmények
mellett, melyben az emlitett polipeptid vagy fragmentuma az em-
litett szubsztratot hasitja; kimutatjuk az emlitett hasitast; és
gy azonositjuk, hogy vajon a tesztvegyllet mdbdositja-e a
szerinprotedz aktivitéast, hogy Oszehasonlitjuk a vegyulet jelen-
létében és anélkiil kapott hasitéds mértékét.

Barmilyen szubsztrat megfelel, és a kimutatéds barmely médsze-
re, igy példaul kromogén, fluorogén, radioaktiv,
elektroforetikus stb. kimutatds alkalmazhaté. Példidul a hasitas
termékeit jelolt szubsztratokat alkalmazva mutathatjuk ki
gélelektroforézissel. Egy eldnyés példaban a szubsztrat egy
kromogén szubsztrat, azaz eqgy olyan peptid, mely a
szerinprotedzzal reagal, és melyet 0gy tervezink meg, hogy az
enzim természetes szubsztratjdhoz hasonld szelektivitassal ren-
delkezzen. A peptidrészhez kapcsolt kromogén szubsztrat egy
olyan kémiai csoport, mely amikor az enzimes hasitas utan fel-
szabadul, egy kimutathatd szint okoz. A szinvaltozéas
spektrofotometrikusan nyomon kdvethetd, és aranyban all a
szerinprotedz katalitikus domén proteolitikus aktivitassal. Eze-
ket a szubsztritokat szokdsos mdébdon szintetizalhatjuk meg. A
szubsztrat hidrolizisét (példéaul mely kromoférként 4~
nitroanilint, pNA-t tartalmaz) szobahdémérsékleten mérhetjik az
abszorbancia 405 nm-en torténd nyomon kovetésével. A
szerinprotedz amidolitikus aktivitdsénak mérésére hasznalhatd
szubsztratok kozé tartozik az S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.2HC1),
S2444 (pyroGlu-Gly-Arg-pNA.HCl) illetdleg az S2288 (H-D-Ile-Pro-
Arg-pNA.2HCl) . Egyéb szubsztratba épithetd kromoférok kozé tar-

tozik példaul az ANBA, ADMP, tioészter szarmazékok, stb. Tovabbi
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informacidk céljabél lasd példadul a Chromogenix kataldédgusokat és
honlapjait. A Kn és kcat értékek a Michaelis-Menton egyenlettel
szamithatok ki.

A talalmany azoknak a vegyluleteknek az azonositéasi eljarésara
is vonatkozik, melyek specifikusan kotddnek eqgy korin
polipeptidhez, mely eljaras soran egy korin polipeptidet egy
tesztvegylilettel hozzuk érintkezésbe olyan hatdsos koriulmények
k6zott, melyben a tesztvegyilet specifikusan kotddik az emlitett
korin polipeptidhez; és kimutatjuk az emlitett korin polipeptid
kotddését. A kdtési mérdeljarasokat hagyomanyos médon hajthatjuk
végre. A korin polipeptid tartalmazhatja a teljes
kédoldészekvenciat, vagy annak fragmentumait, kiulondsen egy vagy
tébb LDLR domént, frizzled domént, SRCR-t vagy ezek kombindcid-
it. Az ilyen domének aminosav-poziciéit lasd fentebb. A domének
fuziés fehérjékként hasznalhatdak fel, példaul immunglobulin
doménekkel egyitt. Lasd példaul az 5 639 597 szamu amerikai
egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirast.

A korin komponens a reakcidelegyhez kilonbozd formaban adhatd
hozza, példaul lényegében tisztitott formaban, egy sejt kompo-
nenseként, szolubilis extraktumként vagy lizatumként. Mindegyik
esetben a korin polipeptidet egy természetes forrasbdl, egy
rekombinans forrasbdél kaphatjuk meg (azaz egy rekombindns
polipeptidet géntechnoldgiaval allitunk eld, példaul eqgy
plazmidon, csupasz DNS-ként, stb., egy sejtvonalba visszik be,
és a sejtben kifejezziik), vagy szintetikusan allithatjuk eld
(vegyi uton vagy enzimatikusan eldallitva, példaul egy telijes
hosszisagu korinnak a 801. aminosavanal végzett hasitasaval,

példaul egy 802-1042. fragmens alkalmazasakor). A korin
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polipeptidet egy emlds sejtben, egy rovar sejtvonalban vagy bak-
tériumokban fejezhetjiik ki fuzidés vagy nem-fuzids fehérjeként.

Elénydsen a korin egy korin kébdoldszekvenciaval (példaul egy
cDNS-sel, egy génnel, egy genomi fragmentummal stb.) transzfor-
malt sejtvonalban fejezddik ki. Utdébbi esetben a korin a sejt
heteroldég komponenseként van jelen; a heteroldég azt Jjelenti,
hogy a korint eqy olyan kdédold szekvencia kdédolja, mely emberi
peavatkozassal van bejuttatva a sejtbe, példaul transzfekcidval,
transzformaciéval stb. Elénydsen a korin nagy mennyiségben feje-
z6dik ki a sejtben (bakteridlis, élesztd, rovar, emlds sejt
stb.). Kbédold szekvenciaként egy huméan korint részesitink elény-
ben. Lasd példaul az 1. és 2. szekvenciat.

A taldlmany egy eldényos megvaldsulasaban a korint
sejtlizatumként biztositjuk, példadul a human korinnal transzfor-
malt sejteket lizaljuk, és a kapott lizatumot kdzvetlenil hasz-
naljuk fel a méréeljarasban, azaz nyers lizAtumként. A
rekombinans humdn korint tartalmazdé nyers lizatum adott esetben
finomithaté vagy a human korinra feldusithatdé. Példaul hagyoma-
nyos uton membranfrakcidkat izolalhatunk.

A korin az expresszids utvonaldnak kordbbi lépéseiben is mo-
dosithaté, példdul a transzkripciéjanak, mRNS stabilitéasanak,
transzlaciéjanak, transzlacidé uténi modifikacidinak, feldolgozd-
dadsanak (mint példaul vagéas egy belsé hasitdsi helyen) stb. mo-
dositasaval. Az expresszid kilonbozé anyagokat, példiul
antiszensz nukleinsavat, egy ribozimot, egy aptamert, egy szin-
tetikus vegyliletet vagy egy természetben eldforduld vegyuletet
alkalmazva szabalyozhaté.

Az ilyen és mas mbédokon azonositott vegyiletek a
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korinaktivitas moédositasdra hasznalhatéak fel egy sejtben, egy
szovetben, egy teljes szervezetben 1In situ, 1in vitro (tesztcsd,
szilard hordozdé stb.), In vivo, vagy barmely kivadnt kornyezet-
ben. Altaladnossagban, egy ilyen in vitro aktivitassal rendelkezd
vegyllet felhasznalhaté lesz majd egy korinhoz kapcsolédd biold-
giai utvonal médositasara, példaul a fentebb emlitett bioldgiai
és sejtes aktivitasokkal kapcsolatos patoldégids allapotok keze-
lésére, ezek kozé tartoznak a csont- é€s szivbetegségek és ezek
fejlédési rendellenességei, a szerinprotedz aktivitason keresz-
tiili novekedési faktor és fehérje érés mdédositasara, stb.

Egy betegség kezelésére a vegyllet vagy elegyet egy gybgya-
szati készitménybe formulazhatjuk, mely egy gydgyaszatilag elfo-
gadhaté hordozét és mas, a szakemberek szamara nyilvanvaldé hor-
dozbanyagot tartalmaz. Lasd példadul a Remington’s Pharmaceutical
Sciences-t , 18. Kiadas, Mack Publisching Company (1990). Az
ilyen készitmények tovabba més vegylletek hatasos mennyiségét
tartalmazhatjéak.

A talalmany egy emlds korint kédold gén expresszidjanak moéddo-
sitasi, eldénydsen gatlasi eljarasdra is vonatkozik, mely soréan
egy taldlmény szerinti emldés korint, mint példaul egy human vagy
egér korint expresszald sejtet érintkezésbe hozunk egy a&gens,
mint példaul egy human vagy egér korin gén atiszensz
oligonukleotidjanak vagy antiszensz RNS-ének egy olyan mennyisé-
gével, mely képes szekvenciaspecifikusan gatolni az emlitett
gént. Egy korin gén expresszidjanak gadtlasa képes megakadalyozni
az ANF érését, és ebbd&l eredbéen hatéssal van azokra a
reakciéutakra, melyben az ANF részt vesz, ide értve a fentebb

emlitetteket.



.

Egy gén szekvenciaspecifikus gatléasat hagyomanyosan
antiszensz nukleinsavat, mint példaul antiszensz
oligonukleotidokat vagy RNS-t alkalmazva lehet végrehajtani.
Példaul antiszensz oligonukleotidok, mint példaul
foszfodiészter- vagy foszforotiodt-dezoxioligonukleotidok ter-
vezhet8k egy korin RNS specifikus régidihoz, mint példaul a
transzlacids iniciacidés helyhez, és az ilyen géneket expresszald
sejtekhez adhato olyan mennyiségben, mely gatolja az
expresszidjukat. Altalanossagban, az antiszensz nukleinsav egy
olyan nukleinsav, mely komplementer egy adott gén szensz vagy
kédold szalaval, és ennek eredményeképp komplementer, és igy ké-
pes specifikusan hibridizalni a gén mRNS transzkriptumaival.

A stabilitds fokozasara a beadott nukleinsav modosithatd,
példaul rezisztenssé tehet6 a cellularis enzimekkel, oxidacio-
val, redukciéval, nukleadzokkal, stb. szemben, vagy sejtbe vald
felvételiik fokozhaté. Barmilyen alkalmas moédositast hasznalha-
tunk, ide tartoznak példaul a foszforotioatok, metilfoszfonatok,
egy akridin interkalald szerhez és/vagy hidrofdéb farokhoz kap-
csolt foszfodiészter-oligonukleotid, pszoralén szarmazékok, 2'-
rib6z mdédositéasok; pentodz cukorszarmazékok; nitrogénbazis-
szarmazékok, stb. Lasd példaul az 5 576 208 szamu és az 5 744
362 szamu amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalmi leirast. Az
egyéb taldlmanyban alkalmazhatd szarmazékokat és moédosulatokat
14sd fentebb. Altalanossagban egy talalmany szerinti antiszensz
nukleinsav természetben el&forduld nukleotidokat, természetben
nem eléforduld nukleotidok monomerjeit és ezek kombindcidit tar-
talmazhatja a sejtfelvétel és/vagy stabilitéas fokozéaséara.

Az antiszensz nukleinsav csupasz nukleinsavként, mas olyan
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szerekkel komplexbe vitt vagy kapszulazott formadban adhatdé be,
mely lehetévé teszi egy sejtbe vald felvételét, a sejtekbe in-
jektadlhat6, vagy valamilyen alkalmas vektorral, mint példaul
viralis vagy adenovektorral kapcsolatos beviteli mbédszerrel jut-
tathaté be. Az antiszensz génterapia barmely alkalmas médszerrel
megvalésithatd. Lasd példaul: Phillips, Am. J. Cardiol. 82, 605-
625 (1998); Haller et al., Kidney Int. 53, 1550-1558 (1998).

A taldlmany azokra az antitestekre is vonatkozik, melyek spe-
cifikusan felismerik a korint. Egy korinra specifikus antitest
azt jelenti, hogy az antitest egy korinban 1lévé vagy azt magdban
foglalé aminosavak egy meghatéarozott szekvenciajat, példiul a 2.
és 3. szekvencia humadn és egér szekvencidit felismeri. Tehat egy
specifikus antitest &ltalaban nagyobb affinitadssal fog kotddni
egy 2. szekvencidban megtaldlhaté aminosav-szekvencidhoz, azaz
egy epitophoz, mint egy eltéré epitophoz vagy epitopokhoz, ahogy
azt példaul egy immunfolt vizsgélattal vagy mas hagyomanyos
immunoassay-vel kimutatjuk és/vagy mérjiik. Tehat a human korin
egy epitopjara specifikus antitest felhasznalhaté az epitop je-
lenlétének kimutatdsara egy mintéban, példaul a human korin gén-
terméket tartalmazd szovetmintédban, mely megkiilonbozteti azt
azoktél a mintaktdl, melyekbdl az epitop hiédnyzik. Az ilyen an-
titestek ugy haszndlhatdk fel, ahogy azt a Santa Cruz
Biotechnology Inc. Kutatasi Termékkataldgusdban leirtak, és ha-
gyomanyos modon formulazhatéd, példaul 100 pg/ml-mennyiségben. Az
antitesteket, példaul poliklondlis, monoklonalis, rekombinéans,
kiméra, humanizalt antitesteket barmilyen kivant médon eld al-
lithatjuk. Lasd még a rekombinans immunglobulin kényvtarak

szkrinelését is [Orlandi et al., Proc. Natl. Acad. Sci 86, 3833-
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3837 (1989); Huse et al., Science 256, 1275-1281 (1989)] és a
limfocita populédcidk in vitro stimuldlasat [Winter és Milstein,
Nature 349, 293-299 (1991)]. Példaul a monoklonadlis antitestek
termelése céljabél egy 2. vagy 3. &bra szerinti polipeptidet ad-
hatunk be az egereknek, kecskéknek vagy nyulaknak szubkutan mé-
don és/vagy intraperitonedlisan; adjuvanssal vagy adjuvans nél-
kil, olyan mennyiségben, mely képes immunvalaszt kivadltani. Az
antitestek egylancuak, vagy FAb fragmensek is lehetnek. Az anti-
test lehet IgG, IgG2a, IgGl stb. szubtipus. Az antitestek és az
immunvalaszok csupasz DNS beadasaval is létrehozhatdok. Lasd pél-
daul az 5 703 055, 5 589 466, 5 5580 859 szamu amerikai egyesult
dllamokbeli szabadalmi leirasokat.

Az antitestek kivaltasara alkalmazott korin vagy fragmensei
nem szikséges, hogy bioldgiai aktivitéssal rendelkezzenek, azon-
ban immunogén aktivitasunak kell lennitk. A korinspecifikus an-
titestek kivaltasara alkalmazanddé peptidek legaldbb &t aminosav-
b6l, eldénydsen legalabb tiz aminosavbdl &lld szekvenciaval ren-
delkezhetnek. A korin aminosavak rovid léancait, példaul az ot
aminosavas lancokat mas fehérjék, mint példaul kulcslyuk kagyld
hemocianin lancaihoz vagy mas felhaszndlhaté hordozdhoz fuzio-
nalhatjuk, és az antitest-termelésre a kiméra molekuldt hasznal-
juk fel.

Ahogy emlitettik, tobb kilonbtézé moédszert alkalmazhatunk a
korinspecifikus antitestek eldallitésédra. Példaul az egyik méd-
szerben, tisztitott korinbdél (példaul reverz fazisu HPLC szepa-
racioval tisztitott korinbdl) szarmazd denaturalt korint nyeridnk
ki 75 mg-ig terjedd mennyiségben. Ezt a denaturalt fehérjét al-

kalmazhatjuk egerek vagy nyulak immunizdladsara standard eljaras-
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sal: korulbeliil 100 mikrogramm elegendd egy egér immunizalasara,
mig egy nyal immunizdldsara 1 mg-ig terjedd mennyiséget hasznal-
hatunk. Az egér hibridémak azonositasara a denaturalt fehérjét
radioaktiv joéddal Jjeldlhetjik, és arra hasznadlhatjuk fel, hogy
kiszirjuk azokat a potenciédlis egér B-sejt hibridémakat, melyek
antitestet termelnek. Ehhez az eljarashoz kis mennyiségd feheér-
jére van sziikség, igy 20 mg elegendd a jeloléshez és néhany ezer
k1lén szliréséhez.

Egy masik médszerben, a korin egy cDNS-bél levezetett amino-
sav-szekvencidjat elemezzik ki, hogy meghatarozzuk a nagy
immunogenicitasu régiodkat. Megszintetizaljuk az ezeket a régid-
kat tartalmazé polipeptideket, és megfeleld immunizalasi eljara-
sokban antitestek kivaltasara alkalmazzuk. A megfeleld epitopok
kivalasztésara szolgald elemzéseket Ausubel F. M. és munkatarsai
irtadk le [Current Protocols in Molecular Biology 2. kotet, John
Wiley & Sons (1989)]. AZ immunizacidhoz optimalis aminosav-
szekvenciak &ltaldban a C-termindlis vég, az N-terminalis vég és
a polipeptidnek azok a kozbeesé hidrofil régidi, melyek valdszi-
nlen a kulsd kornyezetnek ki vannak téve, amikor a fehérje a
természetes konformaciéjaban taldlhatdé meg. Jellemzbéden a kiva-
lasztott polipeptideket, melyek korilbelidl 15 aminosavgyodk
hosszuak, egy Applied Biosystems Peptide Synthetizer Model 431A-
t alkalmazva szintetizdljuk meg fmoc-kémiat alkalmazva, ¢és
kulcslyuk kagylé hemocianinhoz (KLH, Sigma) kapcsoljuk M-
maleimidobenzoil-N-hidroxiszukcinimid észterrel [MBS, lasd
Ausubel et al., fentebb] végzett reakcidval. Szilkség esetén egy
ciszteint épithetink be a peptid N-terminalisara, hogy lehetévé

tegyiik a KLH-hoz valdé kapcsolast. Nyulakat immunizalunk a
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peptid-KLH komplexszel komplett Freund adjuvansban. A kapott
antiszérumot anti-peptid aktivitésra teszteljik a peptidet md-
anyaghoz kotve, 1% BSA-val blokkolva, antiszérummal reagaltatva,
mosva, és jelolt (radioaktivan vagy fluoreszcensen) affinitas-
tisztitott specifikus kecske anti-nydl IgG-vel reagaltatva.

Antitestek hozhatdk létre barmely kivant régidé vagy annak
alrégiéja ellen, példaul kériulbeliil a 46-66., 134-259., 450-
573., 268-415., 579-690., 713-801., 802-1402. aminosavakbdl 4allé
vagy ezt tartalmazé régidk ellen.

A hibriddémakat is szokésos technikadkat alkalmazva készithet-
juk el és szlrhetjuk. A kérdéses hibridémakat Jjelolt korinnal
végzett szlréssel mutatjuk ki, hogy azonositsuk azokat a fuzid-
kat, melyek a kivant specifitdsi monoklonalis antitesteket ter-
melik. Egy Jellemzé eljaradsban a lemezek (FAST, Becton-
Dickinson, Palo Alto, Calif) helyeit affinitas alapjan tiszti-
tott specifikus nyal-anti-egér (vagy megfeleld anti-adott faj
IgG) antitestekkel fedjik 10 mg/ml koncentracidban. A fedett mé-
réhelyeket 1% BSA-val Dblokkoljuk, mossuk és a hibridémakbdl
szarmazé feliiluszénak tesszik ki. Inkubalas utan a sejteket je-
161t korinnal kezeljik 1 mg/ml koncentracidéban. Az antitesteket
termeld kléndk a jelsdlt korin egy bizonyos mennyiségét kotik,
mely a hattért meghaladdan kimutathaté. Az ilyen kldnokat fel-
szaporitjuk, és két klénozdsi ciklusnak vetjik ala hatdrhigitas-
sal (1 sejt / 3 uUreg). A kldénozott hibridémadkat prisztines ege-
rekbe oltjuk, hogy aszciteszt termeljink, és a monoklonalis an-
titestet az egér aszcitesz folyadékbdl affinitéskromatografiaval
Protein A-n tisztitjuk. Jellemzdéen legalabb 108 M, eldénydsen 10°-

10% M vagy erdsebb affinitasu monoklonalis antitesteket kapunk a
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Harlow és Lane &ltal leirt standard eljarasokkal [Antibodies, A
laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory (1988)]1 vagy
Gading eljaréasaval [Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, 2. kiadas, Academic Press N.Y: (1986)].

Az adott korin antitestek olyan prepatolégiai &llapotok és
krénikus és  akut betegségek diagnosztizdlasadra hasznalhatdak
fel, melyek a korin mennyiségi vagy megoszlasi eltéréseivel jel-
lemezhet8k. A korin diagnosztikai tesztjei olyan mddszereket
foglalnak magukban, melyek antitestet és egy jelet alkalmaznak a
korin kimutatasara az emberben (vagy egérben, stb, ha egeret
hasznalunk, stb.), testfolyadékokban, szovetekben, az ilyen sz6-
vetek extraktumaiban (mint példaul sziv- és porcszévetekben).

A talalmany szerinti polipeptideket és antitesteket mdédosi-
tadssal vagy moédositas nélkul hasznalhatjuk fel. Gyakran a
polipeptideket és antitesteket megjeldljlik oly médon, hogy kova-
lensen vagy nem kovalensen egy olyan anyaghoz kapcsoljuk, ami
egy kimutathaté jelet biztosit. A jelzések és konjugacidés mod-
szerek széles kdre ismert, és kiterjedten beszdmolnak rdéla a tu-
domanyos és szabadalmi irodalomban is. Megfeleld jelek kozé ta-
toznak a radionukleotidok, enzimek, szubsztratok, kofaktorok,
fluoreszcens Aagensek, kemilumineszcens &gensek, magneses ré-
szecskék és hasonldak. Az ilyen jelzések alkalmazasanak kitani-
tasat tartalmazd szabadalmak kozé tartoznak a 3 817 837, 3 850
752, 3 939 350, 3 996 345, 4277 437, 4 275 149 és 4 366 241 sza-
mi amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasok. Ugy is
eléallithatunk rekombinans immunglobulinokat, ahogy a 4 816 567
szam amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasban bemu-

tattak, mely referenciaként a leirasba éptl.
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A szakteriileten egy sor kiilonbozé eljarast ismerink a
szolubilis és membrankotott korin mérésére korinra specifikus
poliklonalis vagy monoklonalis antitestek alkalmazasaval. Ezek
kézé tartozik példaul az enzim-kapcsolt immunszorbens assay
(ELISA), a radioimmunassay (RIA), és a fluoreszcens aktivalt
sejtosztalyozas (FACS) . Egy kéthelyes monoklondlis alapu
immunoassay-t részesitiink elényben, melyben két egymasra nem ha-
t6 epitopra reaktiv monoklonalis antitestet alkalmazunk, de kom-
petitiv kotési assay-t is hasznalhatunk. Ezeket az assay-ket mar
leirtak, tobbek kozott Maddox Del. és munkatérsai [J. Exp. Med.
158, 1211 (1983)].

Az antitesteket és mas korinhoz kotédd ligandumokat kulonbozd
médokon hasznalhatjuk fel, ezek kozé tartozik a terapias, diag-
nosztikai és kereskedelmi kutatasi eszkozként vald alkalmazas,
példaul a korin polipeptid mennyiségi mérésére allatokban, sej-
tekben, stb.; a sejtes elhelyezkedésiik és/vagy megoszlasuk meg-
hatdrozasara; a korin vagy egy olyan polipeptid tisztitéasara,
ami egy részét tartalmazza; funkcidjanak moédositasara; Western
foltokban, ELISA-ban, immunprecipitéciéban, RIA-ban vald alkal-
mazasra, stb.

A talalmany az ilyen assay-kre, és ezek végrehajtasara szol-
gald készitményekre és készletekre is vonatkozik. Ezeket és mas
médszereket alkalmazva egy taldlmdny szerinti antitestet a korin
polipeptid vagy fragmentumai kimutatasara alkalmazhatjuk kuldon-
pbsz& mintakban, ide értve a szdveteket, sejteket, testfolyadé-
kot, vért, vizeletet, agy-gerincveldi folyadékot. Egy talalméany
szerinti eljaras a kovetkez6kbdl &ll: a) a szakterlleten ismert

médon, a kotés létrehozasa szempontjabdl hatéasos korilmények ko-
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,5tt a mintaval érintkezésbe hozunk egy ligandumot, mely a 2.
vagy 3. szekvencia szerinti peptidet koti, és b) kimutatjuk a
specifikus kotést a ligandum és a peptid kozott. A “specifikus
kétés” azt jelenti, hogy a ligandum az aminosavak egy meghataro-
zott szekvenciajahoz kapcsolddik, példadul a 2. vagy 3. szekven-
cia szerinti aminosav-szekvenciaban vagy annak szarmazékaiban
1év8 szekvenciahoz.

A természetes vagy rekombindns korint immunaffinitédsos kroma-
tografidval tisztithatjuk korin-specifikus antitesteket alkal-
mazva. Altaldban egy immunaffinitdsos oszlopot Ugy hozunk létre,
hogy anti-korin antitesteket kapcsolunk kovalensen egy aktivalt
kromatografias gyantahoz. A poliklondlis antitesteket immunszé-
rumb6l, vagy amménium-szulfatos kicsapassal vagy immobilizalt
Protein A-n (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N. J.)
végzett tisztitédssal 4llitjuk eldé. Hasonld médon a monoklonalis
antitesteket egér aszcitesz folyadékbdél &llitjuk eld amménium-
szulfatos kicsapassal vagy immobilizadlt Protein A-n végzett kro-
matografiaval. A részlegesen tisztitott Tg-t kovalensen kapcsol-
juk egy kromatografiads gyantahoz, mint példaul CnBr-rel aktivalt
Sepharose-hoz (Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N. J.).
Az antitestet a gyantdhoz kapcsoljuk, a gyantat blokkoljuk, és
az igy kapott gyantat a gyartd Utmutatasainak megfelelden mos-
suk.

A korin tisztitasanal egy immunaffinitésos oszlopot alkalma-
zunk, mely soran a korint tartalmazé sejtekbdl egy frakcidét 4&l-
litunk eld. Ez a készitmény szarmazhat a teljes sejtbdél vagy egy
olyan szubcellularis frakciébdl, melyet detergens hozzaadaséaval

differenciacidlcentrifugalassal vagy a szakterlileten ismert mas
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eljarassal kapunk. Alternativ megoldasként egy szignalszekvenci-
at tartalmazd szolubilis korin haszné&lhaté mennyiségben
szekretaltathatd a tapkozegbe, melyben a sejt novekedik. Egy
szolubilis korint tartalmazd készitményt nyomunk at az
imunaffinitasos oszlopon, és az oszlopot olyan korulmények ko-
z6tt, példaul egy detergens jelenlétében nagy ionerd&sségli puffe-
rekben mossuk, mely lehetévé teszi a korin preferencialis
abszorbanciajat. Ezutédn az oszlopot olyan korulmények kozott
eluadljuk, mely megszlnteti az antitest/korin koétést (példaul egy
2-3-as pH-ju pufferben vagy egy kaotrdp anyag, mint példaul kar-
bamid- vagy tiociandt-ion magas koncentracidjanal), és a korint
vsszegyljtjuk.

Tovadbbad a taldlmany szerinti korinhoz vagy szarmazékahoz ko-
téd6  ligandumok példdul szintetikus peptidkonyvtarakat vagy
aptamereket alkalmazva is eld&dllithaték [példaul Pitrung et al.,
5 143 854 szamu amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leiras;
Geysen et al., J. Immunol. Methods 102, 259-274 (1987); Scott et
al., Science 249, 386 (1990); Blackwell et al., Science 250,
1104 (1990); Tuerk et al., Science 249, 505 (1990)].

Az antitestek és szarmazékaik a korin vagy fragmentuma
expresszidjanak gatlaséara is felhasznalhatdak. A korin
polipeptid mennyiségét Onmagaban vagy mas géntermékekkel egyitt
is meghatdrozhatjuk. Jellemzden a korin polipeptid mennyiségét
(példaul expresszids szintjét) ugyanabban vagy egy eltérd minta-
ban 1évé masik polipeptidek, példaul aktin, mennyiségeivel ha-
sonlithatjuk ©ssze (példaul aréanyként). Altaldnossagban a
korinra specifikus reagenseket diagnosztikai és/vagy torvényszé-

ki vizsgadlatokban alkalmazhatjuk barmely kivant mddon, példaul



52
ahogy az 5 397 712, 5 434 050 és 5 429 947 szamu amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leirasokban ismertették.

A talalmany egy kivant moédon, példaul az 5 434 050 szamu ame-
rikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban ismertetett mo -
don eldallitott korin polipeptidre 1is vonatkozik. Egy Jeldlt
polipeptidet példiul kotési assay-kben alkalmazhatunk, mint pél-
daul a korinhoz k&tédé vagy kapcsolddd anyagok meghatarozasara,
a korin sejten belili mozgasanak nyomon kévetésére egy In vitro,
in vivo, vagy in situ rendszerben, stb.

Egy talalmany szerinti nukleinsav, polipeptid, antitest,
korin, ligandum stb. izolalt lehet. Az “izolalt” kifejezés azt
jelenti, hogy az anyag olyan formaban van jelen, mely az eredeti
kornyezetében nem volt megtalalhatd, példaul koncentraltabban,
tisztabban, alkotérészektdl elkulénitve, stb. Egy izolalt nukle-
insav magéanban foglal példaul egy €16 allatban taldlhato
kromoszoémalis DNS-bSl elkiilénitett korinszekvencidval rendelkezd
nukleinsavat. Ez a nukleinsav egy vektor része lehet, vagy egy
kromoszémaba inszertaléddhatott (specifikus géncélzassal, vagy
random integréaciéval a normdlis helyzetétdl eltérd pozicidba),
és mégis izolalt, amennyiben nem abban a formajaban van jelen,
ahogy a természetes kornyezetében megtalalhatd. Egy talalmany
szerinti nukleinsav vagy polipeptid lényegében tisztitott lehet.
A “lényegében tisztitott” azt jelenti, hogy a nukleinsavat vagy
polipeptidet elkiiloénitettik, és lényegében mentes mas nukleinsa-
vaktél vagy polipeptidektdl, azaz a nukleinsav vagy polipeptid
az elsédleges és aktiv alkotdrész.

A taldlmény transzgénikus &llatokra is vonatkozik, példaul

egy nem humin emldsre, mint példaul egy egérre, mely egy korint
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tartalmaz, vagy a korinra ki van Utve (knock out). A
transzgénikus 4&llatokat ismert médszerek szerint &llitjuk el6,
ide tartozik példaul a rekombinans gének pronukledris injekcidja
az egysejtes embridk pronukleuszaba, mesterséges élesztdkromo-
széma beépitése az embriogén JSssejtekbe, gén-célbajuttatési moéd-
szerek, embriondlis d&ssejt médszertan. Lasd példadul a 4 736 866,
4 873 191, 4 873 316, 5 082 779, 5 304 489, 5 174 986, 5 175
384, 5 175 385, 5 221 778 szamu amerikai egyesult dllamokbeli
szabadalmi leirasokat; Gordun és munkatdrsai mivét [Proc. Natl.
Acad. Sci. 77, 7380-7384 (1980)], Palmiter és munkatdrsal miveit
[Cell 41, 343-345 (1985); Ann. Rev. Genet. 20, 465-499 (1986);
Askew és munkatdrsai mdvét [Mol. Cell. Bio. 13, 4115-4124

(1993)]; Games ¢és munkatdrsai mivét [Nature, 373, 523-527

(1995)], Valancius és Smithies mivét [Mol. Cell. Bio. 11, 1402-

1408 181991)], Stacey és munkatarsai midvét [Mol. Cell. Bio. 14,
1009-1016 (1994)], Hasty és munkatarsai mivét [Nature 350, 243-
246 (1995)], Rubinstein és munkatdrsai mivét [Nucl. Acid. Res.
21, 2613-2617 (1993)]. Egy taldlmany szerinti nukleinsav barmely
nem humidn emld&sbe bevihetd, ezek kozé tartozik az egér [Hogan et
al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual. Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York), sertés
[Hammer et al., Nature 315, 343-345 (1985)]1, birka [Hammer et
al., Nature 315, 343-345 (1985)], szarvasmarha, patkany vagy fé-
emlésvk. Lasd még Church, Trends in Biotech. 5, 13-19 (1987),
Clark et al., Trends in Biotech. 5, 20-24 (1987) és DePamphilis
et al., BioTechniques, 6, 662-680. Tovabba rendelésre eldalli-

tott transzgénikus patkanyok és egerek kaphatdk a kereskedelem-

ben. Ezek a transzgénikus &llatok hasznos &llatmodellek a korin
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funkcidjanak tesztelésére, egy kigyd taplalékaként, genetikai
markerekként a tdrzseredet kimutatéasara, stb. Az ilyen
transzgénikus allatok tovabba mas transzgéneket vagy azok knock-
outjait is tartalmazhatjak (példaul mas szerinproteazokban,
natriuretikus peptidekben, stb.).

A korin gén tobb példanyat, erds prométerek altal irdnyitott
korin gént, vagy korin knock-outokat tartalmazé transzgénikus
4llatok a magas vérnyomds, vesebetegség és szivbetegség dllatmo-
delljeiként hasznalhatdéak fel. Lasd példdul Steinhelper és mun-
katarsai mdvét [Hypertension 16, 301-307 (1990)], John és munka-
tarsai mdvét [Am. J. Physiol. 271, R109-R114 (19906)].

A taldlmany tehat egy olyan transzgénikus allatra, mint pél-
daul ragcsaléra , egy egérre, egy patkanyra vonatkozik, mely
olyan sejteket tartalmaz, amik egy rekombinans korin gént tar-
talmaznak az emlitett sejt egy kromoszdémdjaba integralva a ter-
mészetes korin gén 1ldékuszanal, ahol az emlitett rekombinans
korin gén egy olyan rekombinans korin polipeptidet kédold
nukleotid kédoldészekvenciat tartalmaz, mely legalabb egy olyan
aminosavat tartalmaz, ami nem azonos és/vagy pozicidéja nem
olyan, mint ami az emlitett természetes korin génben a termé-
szetben eléfordul. Egy ilyen rekombindns gént homoldég rekombina-
ciéval 4&llithatunk eld, példaul egy humdn korin génje és egy
gazdadllat korin génje koézétt a nativ ldkusznal.

A talalmany egy olyan transzgénikus &llatra, mint példaul egy
egérre vagy egy patkanyra is vonatkozik, mely olyan sejteket
tartalmaz, melyek legaldbb eqgy funkcionalisan elrontott
rekombinans korin gént tartalmaznak egy kromoszoémalis korin

génlékuszon, ahol az emlitett elrontids meggatolja a korin gén
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41tal koéodolt korin polipeptid funkcionalis expresszidjat. A
funkcionalis inaktivacié vagy elromlas példaul egyetlen sejt,
kivalasztott sejtek vagy egy emlés Osszes sejtjének endogén
szerinproteaz génje altal kdédolt polipeptid legaldbb egy részé-
nek expresszidéjanak részleges vagy teljes lecsokkenésére vonat-
kozik. Az ilyen csokkenés a pro-ANF-atalakitd enzimaktivitas ez-
zel egylitt jard csokkenését eredményezheti a fizioldégiailag ak-
tiv ANF csdkkenését okozva. A “knockout” kifejezés a gén funkci-
onalis inaktivacidjanak szinoniméaja.

Az egyik megvalésitasi médban egy géncélzd stratégiat alkal-
mazunk, hogy lehetdvé tegyiik egy kivant nukleotidszekvencianak a
pevitelét egy korin génbe. A géncélzd stratégia eldnySsen két-
szeres reciprok rekombinaciét és egy pozitivan szelektédlhatd
markert alkalmaz, hogy elésegitse a nukleotidszekvencia
inszerciojat egy célnukleinsavba. A célnukleinsav eldnydsen eqgy
gén, elénydsebben egy adott kromoszémalis 1ldékuszon 1évé gén. A
kivant nukleotidszekvencidt a génbe oly médon inszertaljuk, hogy
a gént funkciondlisan elrontsuk, azaz az expresszidjat részben
vagy teljesen lecsdkkentsik.

A korin gén médositasat a kromoszoémalis ldkuszan barmely al-
kalmas médszerrel végrehajthatjuk, mint példaul homoldg rekombi-
nadciéval. Az utdébbit alkalmazhatjuk a korin gén elrontasara, egy
génmutacié bevitelére a korin génbe, DNS inszertalésara vagy
deletalasara, stb. A szelekcidhoz és a homoldg rekombinacidhoz
hatasos szekvenciadkat ir le Deng és Capecchi [Mol. Cell. Bio.
12, 3365-3371 (1992)], Bollag és munkatarsai [Annu. Rev. Genet.

23, 199-225 (1989)], Waldman és Liskay [Mol. Cell. Bio. 8, 5350-

5357 (1988)], Rubinstein és munkatarsai [Nucl. Acid Res. 21,
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2613-2617 (1993), WO 94/23049 és WO 95/14377 szémé nemzetkdzi
kozzétételi iratok.

A korin gén funkcionalisan teljesen el lehet rontva, példéaul
a gén 5’ régidjanak deletaléasaval. Alternativ 1lehtd&ségként a
korin specifikus régioéit médosithatjuk. Példaul az emberi génben
a katalitikus domént koérilbelil a 802-1042. aminosav helyzetek-
ben vagy az egér génben a megfeleld pozicidkat rekombinacidval
genetikailag megvaltoztathatjuk, hogy médositott aktivitasu
korin termel&djén, ide értve a nullaktivitast, a megndvekedett
aktivitast és a lecsokkent aktivitast is.

Altalanosséagban a taldlmany szerinti nukleinsavakat,
polipeptideket, stb. ugy é&llithatjuk eld, és ugy alkalmazhatjuk,
ahogy az 5 501 969, 5 506 133, 5 441 870 szadmu amerikai egyesult
4llamokbeli szabadalmi leirédsokban, a WO 90/00607 és WO 91/15582
szamu nemzetkdzi kozzétételi iratokban leirtak.

A nukleinsavak, polipeptidek, antitestek, stb. mas aspektusai
céljabdl a molekularis bioldgia, fehérjetudomany és immunoldgia
4ltalanos tankoényveire hivatkozunk. Lasd példaul Davis et al.,

Basic Methods in Molecular Biology, Elsevir Sciences Publishing,

Inc. New York (1986); Hames et al., Nucleic Acid Hybridization

I1, Press (1985), Sambrook et al, Molecular Cloning; Current
Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al. (szerk),
John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols in Human Genetics,

Nicholas C. Drpoli et al (szerk.), John Wiley & Sons, Inc.;
current Protocols in Protein Science John E. Coligan et al.
(szerk.), John Wiley & Sons, Inc.; Current Protocols 1in
Immunology, John E. Coligan et al. (szerk.), John Wiley & Sons,

Inc.
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Példak

Human korin cDNS klénok izolalasa

Egy részleges EST szekvenciat azonositottunk az Incyte EST
adatbazis Uj szerinprotedz cDNS-ekre veégzett analizise alapjan.
A klént (307474) megrendeltik az Incyte-tdl. Egy k16nbdél szarma-
26 2,1 kb-os EcoRI-Xhol fragmentumot hasznaltuk egy human sziv
cDNS kényvtar (Clontech) szlirésére. A 14Db2 fagmidot, mely egy
3,8 kb-os inszertumot tartalmazott, egy darab pozitiv fagbdl in
vivo kivéagassal kinyertuk. A 14b2 fagmidbdsl szarmazd
oligoprimereket alkalmaztuk arra, hogy tovabb kldénozzuk az 5’
vég cDNS szekvenciat 5’ RACE-val, Marathon-ready huméan sziv
cDNS-t (Clontech) alkalmazva templatként. A PCR terméket pCRII
vektorba (Invitrogen) kldénoztuk, és megszekvenaltuk. A teljes
hosszusagui (azaz egy 1iniciaciés kodonnal és egy terminaciés
kodonnal rendelkezd) humdn korin cDNS szekvenciat kaptuk meg az
5/ -RACE-b&1 és fagmidbél kapott szekvencidk Osszeszerkesztésével
GCG DNS analizis csomagot alkalmazva.

Az 5’ RACE-ban alkalmazott oligoprimerek:

Priwy109: 5’-CAGTTGGTTTGAACAAGTGCAGGG-3'

PrWyl10: 5’ -TGCAAGGAGGGATACGCTCGCCTG-3'

PRWY111l: 5’-AATCCCAAGAACAGACTCACAGCG-3’

PRWY118: 5’-CGGGTCACAGAGAGAGCTACCACC-3’

PRWY119: 5" -GGTCTCCTTCTTGACATGAATCTG-3’

5/ - AACAAAACGATCCTTGGAGGTCGGACGAGT-3'

Northern analizis:

A 307474 Incyte klénban 1évé 2,1 kb-os EcoRI-Xhol fragmentu-
mot >2p-dCTP-vel jeldltik egy random primer jelsld készletet

(Boehringer) alkalmazva. Humén Tobbszévetes Northern Blot I, Hu-
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man Tobbszdvetes Northern Blot II, Human Izom Northern Blot szl-
réket (Clontech) hibridizaltunk a Jelolt humdn korin cDNS préba-
val. A Northern hibridizaciét egy éjszakdn at 42°C-on  40%
formamid és 5X Denhardt oldat, 6X SSC, 100 pg/ml lazac sperma
DNS, 0,1% SDS oldataval hajtottuk végre. A szlirbket 0,2X SSC,
0,1% SDS oldataval mostuk 60°C-on, és Fujl képeldhivd lemezekre
exponaltuk.

Egér korin DNS klénozasa

Az egér korin cDNS kloénokat egy PCR alapu stratégiaval izo-
laltuk. Egy egér sziv cDNS konyvtarat vasaroltunk a Clontechtdél,
és PCR amplifikdcié templatjaként alkalmaztuk (30 ciklus: 1,5
perc annealas 55°C-on, 1,5 perc lanchosszabbitads 72°C-on és 1
perc denaturalas 94°C-on). A PCR primerek szekvencidi a human
korin cDNS szekvenciakon alapulnak. Az egér cDNS
amplifikécidéjahoz alkalmazott primerek:

Cor09: 5’ -TCTTCTGTGTACTAAACAAGACTG-3’

Corl2: 5’ -AGGCCCCAGGACTTTGGAAAAGCA-3’

Cor02: 5’ -ACAGTGGCCTGAAGACACAGATTG-3'

Ptrwyl28: 5’ -ACAGAGCATCGCTGCGGGGACGGG-3'

A PCR reakcidkbél szarmazd DNS-fragmentumokat pCRII vektorba
klénoztuk. A fiuggetlen PCR reakcidkbdl szarmazéd plazmid kldnokat
alkalmaztuk a tovabbi szekvendlédshoz. Az egér és human korin
cDNS-ek 85% feletti szekvencia-azonossdgot mutattak.

In situ hibridizacid

RT-PCR-mRNS mintékat izoldltunk Hec-1-A, U2-0S, SK-LMS-1 és
AN3-CA sejtekb&l egy kereskedelmi RNS preparacidés készlettel
(Oligotex Direct mRNA Mini Kits, QIAGEN). Egyszalu cDNS-eket

szintetizaltunk SuperScript II Rn-&z reverz transzkriptéazzal
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(Life Technologies). Human korinspecifikus oligonukleotid prime-
reket (szensz ©primer: 5’ —-AACAAAAGGATCCTTGGAGGTCGGACGAGT-3’ és
antiszensz primer: 5’-CGGAGCCCCATGA AGTTAATCCA-3’) alkalmaztunk

a korin cDNS egy 630 bp-os fragmentumanak amplifikalasara a

2475. és 3105. nukleotidok kozott. Humén gliceraldehid-3-foszfat

dehidrogenéz (GAPDH) génbdl szarmazd TFR1 (5" -
GTCAATGTCCCAAACGTCACCAGA-3") és TER2 (5"~
ATTCGGGRATGCTGAGAARAACAGACAGA-3’) oligonukleotid primereket al-

kalmaztunk belsd mennyiségmérd kontrollként. A PCR reakcidkat
egy termikus ciklizald késziilékkel hajtottuk végre (Perkin-El-
mer, model 480). A PCR termékeket 1%-os agardz géleken kuldni-
tettiik el, és etidium-bromidos festéssel tettiik lathatoéva.

In situ hibridizacid

Egér felndétt sziv és embrionalis szovetmetszeteket
paraffinmentesitettink xilolban, és 4% paraformaldehidben roégzi-
tettiik. A szdveteket proteindz K-val (20 mg/ml) emésztettik,
majd trietanolamin/ecetsav anhidriddel kezeltiik és viztelenitet-
tik. Egy kédold régidbdl szarmazd 800 bp-os korin cDNS fragmen-
tumot pCRII-be (Invitrogen) klénoztunk két orientacidban, hogy a
pM1l és pM41l plazmidokat megkapjuk. A plazmidokat HindIII emész-
téssel linearizaltuk. Szensz és antiszensz probakat szintetizal-
tunk T7 RNS polimerazt (T7/SP6 transzkripcidés kit, Boehringer
Mannheim) alkalmazva, és [33P]UTP-vel (Amersham) jeloltuk. A
hibridizaciét ugy hajtottuk végre, ahogy leirtak (14). A targy-
lemezeket viztelenitettik, és Kodak NTB-2 emulzidba martottuk,
és 4 héten at fénymentes dobozokban 4°C-on expondltuk. A fotog-
rafikus el&hivast egy Kodak D-19 eldhivéban hajtottuk végre. A

lemezeket hemotoxinnal és eozinnal festettik, és egy Zeiss mik-
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roszkép viladgos és sotét-mezdju optikajat alkalmazva elemeztuk.

Fluoreszcens In situ Hibridizdcidé (FISH) analizis:

A human korin gént tartalmazo Pl fag klénokat
filterhibridizalassal izolaltuk egy humdn korin DNS-t alkalmazva
probaként. Egy klént DNS szekvenalassal ellenériztink human
korin cDNS-b&1l szarmazé primert alkalmazva. Ebb&l a Pl fagbdl
szarmazé DNS fragmentumot digoxigenin-dUTP-vel jeldltuk. A je-
161t prébat vagott human DNS-sel egyesitettik, és PHA-val stimu-
14lt periférialis vér limfocitdkbdl szarmazd metafdzisban 1évé
kromoszdémakhoz hibridizaltuk 50% formamidot, 10% dextran-
szulfatot és 2xSSC-t tartalmazé oldatban. A hibridizacidés jele-
ket fluoreszcensen jeldlt anti-digoxigenin antitestekkel mutat-
tuk ki, és DAPI-val (4,6-diaminoidino-2-fenilindol)
utanfestettik. Osszesen 80 metafdzisos sejtet elemeztink ki, eb-
bS8l 74 sejt specifikus jelol&dést mutatott.

A korin proteaz doménjének homoldégiamodellje

A korin protedz domén (802-1042. aminosavak) egy modelljét
épitettiik fel a szarvasmarha kimotripszin A szerkezete alapjan
1,8 angstromos felbontasnial (15,16) Homology programot (Insight
TI, 1995, MSI, San Diego, CA) alkalmazva. Rotamereket alkalmaz-
tunk a nem azonos oldallé&nc-helyettesitésekre (1le) . A
hurokinszercidk koordinatait a Brookhaven fehérje adatbankbdl
vettiik. A modellt energiaminimalizalédssal finomitottuk AMBER
erbSteret (Discover 95.0) alkalmazva, egy tavolsagfiggd
dielektromos konstanssal. A minimum-meghatarozéskor a legmerede-
kebb esés és a konjugalt gradiens moédszereket alkalmaztuk: eld-
szdr azoknal a hurkoknal, ahol az inszercidk és delécidk fordul-

tak eld, majd az oldallancoknal, és a minimalizalas utolsé kore
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a Ca atomokat tartotta rogzitve. A korinnak azokat a gydkeit
(His843, Asp892 és Ser985),\melyek a mintaszerkezet katalitikus
triaddjanak feleltek meg, szintén rogzitettik.

A korin biolégiai aktivitasa

Hagyomanyos médszerekkel tobb kiilénbdz8 sejtvonalat allitot-
tunk eld, hogy mérijik a korin bioldégiai aktivitasat. 293-as sej-
teket kotranszfektaltunk pro-ANF-fel és korin expresszids
plazmidokkal. Két tovabbi sejtvonalat is létrehoztunk a 293-as
sejteket egy pro-ANF-t expresszalé plazmiddal és egy hepszint
vagy protrombint expresszald plazmiddal kotranszfektalva. Csak a
korint expresszaldé sejtek alakitottdk at a pro-ANF-et ANF-fé,
melyet ANF elleni antitesteket alkalmazé Western folttal mutat-
tunk ki.

Egy masik kisérletet is végrehajtottunk, melyben pro-ANF-et
tartalmazé kondicionalt téapkozeget hoztunk érintkezésbe a korin
polipeptidet expresszald sejtekkel. Ujra a pro-ANF ANF-fé ala-
kult &t. A hepszint vagy protrombint kifejezé kontroll sejtek
nem voltak hatéssal a pro-ANF-re.

Anélkil, hogy tovabbi részletekbe merilnénk, ugy véljuk, hogy
aki a szakterileten jartas, az eldz8 leiradst alkalmazva a talal-
manyt teljes terjedelmében hasznositani tudja. A kordbbiakban
ismertetett eldnyds jellegzetes megvaldsitdsi médokat ennek ér-
telmében csupan a szemléltetés céljabdl alkottuk meg, és nem a
leiras fennmaradd részének valamilyen mdédon torténd korlatozasa-
ra.

A fentebb és az abrakon hivatkozott Osszes szabadalmi beje-
lentés, szabadalmi leirds, publikacidé teljes leiradsa, a szekven-

cia-azonositészammal rendelkezé nukleinsavak, stb. teljes terje-



delmikben referenciaként a leirds részét képezik, ide ertve az
Unigene-t&l, PubEst-bdl és GenBank adatbazisokbdl szarmazd ko-
vetkezd nukleinsav-fragmentumokat is: Hs. 62794 (AA126468
(1686098], AAl26648 [1686206], AAR625395 [2537780], ARA046682
[1524579], AA249850 [1881137] és AA046793 [1524691]) és Hs.71798
(AA147031 [1716421]); Hs.121626 (AA7711958), Hs.1657 (M69297),
és Hs.47712 (AA203291), gl1231787; gl312726; gl1337948; és g942724.
Aki a szakterileten ijartas, az elézd6 leirasbdél koénnyen meg
tudja allapitani a talalmany lényeges jellemz&it, és anélkul
hogy eltérne a taldlmany lényegétdl és oltalmi korétdél, a talal-
manyban kilénbszé valtoztatasokat és moédositasokat hajthat végre
abbél a célbdl, hogy azt kilonbozé alkalmazasokhoz és korilmé-

nyekhez igazitsa.
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tagtgcctcc
agsataagcg
accgcagagc
gctgctctca
catgtatctg
aaaaggtcta
ggtccgatgt
atcccgacca
acaggaatac
acgccacgct
agtttttcac
ccectcgectt
ggtccttctg
cctggccgga
gcagaatttg
agaactttct
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tTcrggete:
agtgtggtcy
acacagtgat

ccgggggaca
agacttttta

cgggtcccca
gaagctggcg
tgctctcget
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acacgttcca
aagtgcctgt
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tttcctcaga
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aaaatgtgat
taaagaacgc
rtgcagtcaa
tgtggaagaa
cagaagatat
taaagagaga
ctgcgatggg

cgtagaggag
tccatgaaac
aagccggtct
actgctaacc
ctcttgctgg
aatgggagtg
aatacaattt
gcctggacta
atgaacatca
ctctcagttg
cgcctcagtt
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aaagaaggct
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tcceccgggaa
attgcaactg
ttgtgtgtga
atcccacaac
atggtgacca
gtctggtgga
aggactgcaa
aaggagacca
gtgacccgaa
gcatgaattt
aggaagcatc
ataaatacct
gcgagcgtat
ttcttgggac
aaaattcagqga
gtcattzcaa
ccgactgtga
aatgtccatc
gccctgacta

.
XYY X)

SERINE PROTEASE NUCLEIC ACIDS AND POLYPEPTIDES

ccaagataaa
cctcgctccg
tgacaataac
cctattgctg
ticctatgtt
cactgatggt
cactgtggtg
tctcccaggg
gtgtcagatg
ggaaatggaa
tatcatgctg
Ttcatggacz:tc
cctggggazg
aactgaaagc
attgctctgt
actgcaatgt
cagcgagaat
tggatatgat
agagcatcgc
cgactgtgtg
atgcagaaat
ggatgggagt
aagatgcctc
caacagtctg
gccctacaac
catcagctgg
catgttcttt
ccctccttge
tcrtgggccta
caatcaaac:
gtgccgcetca
cgatgacagr
caataaacas
catggacgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
198¢C
2040



aaaaactgcc
cgtgaceegt
gtgaccctce
gaacaccatg
atgggtttag
tggctgacat
gtaaatgggc
tgtgggcges
cctggaagge
tgtgrccica
aatgctgcag
atgcagacac
gactatgaca
cctgtctgct
ggctggggcec
atttctctag
tgtgctggce
gtrtgtgaga
tgcttTtcs

attaaaagac
actrttgccca
gagctgtaca
tgttotgtoot
aagttcaatg
aaccatgact
aacaggttat
gattaatcat
gttaacattg
acacttcgaa
tgccatgttg
tttacatgtt
gataaaagac
caaagttcte
atatcaagat
ttcaggatatc
tattttgtic
atgagagatg
tttttcagost
acagtaagac
ctggtttctt
acgcaactca
taaaacacaa
aacaactagg
agatactacc
gaaattcaaa
aacctaagga
agaacatatg
tgctcaactt
aaataaaatg

<210> 2

<211> 1042
<212> PRT
<213>

<400> 2

Mez Lys G2

cattzItgcca
ggtgtgatgg
ctataaatgt
tctgtgcaaga
gagaaccatc
tacactccaa
agtcttgtga
gccctgcetgc
ggccatggca
ttgccaagaa
tttggaaagt
gctttgtgaa
tcagcatcgt
tgcccaaccc
acatgggcaa
aacattgtca
atgagtctgg
agcctggagg
aagtcoctggygs
agatttaca:
gcracactaa
gaagcacttt
ggactaattt
aaagacttta
gcagcacaaa
ggaatggtct
ctctaccagt
gagacttgct
ttttagggta
gtgtgctgaa
taaagtatct
agcaataaaa
tagatatcaa
cataatttcta
atgagttggc
tacttatgtg
caattttcza
tIZttgegre
TIIgcatgga
ctcattggta
attcctgaag
atcttcatat
attccctact
tgcaatttta
aagttgtagc
gagtgtgaaa
tcagttttgt
aggctcagtg
gta

agatgacgag
tgaagccgac
gaactcctce
tggctggcag
tgtgaccaaa
ctgggagagc
gagcagaagt
ccgaatgaac
gtgttctct

gtgggttccyg
ggtgcttggc
gaccatcatc
tgagctgagt
ggagcagtgg
taaaatgcca
gtcctacttt
cacagttgat
acggrtggaca
gccrggege:
ccagaccsTtt
aagaaaatgg
tcatggacag
tTttcaattt
caaaagcaaa
attatcgact
cttttatcct
ttttgttect
tttctrtttec
cacgagcaca
cccagtaact
actattaccc
gaccagtgtc
tattaacact
tagaagagtc
tgattgagac
gcaaagaact
aaaagaaaat
catccatacc
gtaaaacatt
attaaaattt
caattagtgg
atacttaatt
aacctccacc
tacatgtatt
aatttctata
tccagcaact
tacagttgta
aaatatatat

Homc sartlens ccrin

64

ctggaatgtg
tgctcagaca
tccttictga
gagatattga
ttgatacagg
ctcaatggga
aaaatttctc
aaaaggatcc
cagagtgaac
acagttgccc
atcaacaatc
ctgcatcccc
gaagacatca
ctagagcctg
tttaagctgc
gacatgaaga
tcatgcatgg
ttatttggat
tatagtaatg
ctccraaact
ccttettgac
aaatgctcaa
attttttcac
caaagcagac
ctggcgagat
atcacaaaaa
caagctcagt
tttttttata
acgtgcaggt
cgtcatttga
ccttctaatg
atccatttag
tgacattatt
tctatagaac
tgcaacaact
ggatattaaa
taatttgcat
aacaaagrtca
ttgtaatttt
tagaaatgat
taaaaagtat
taattagtca
agcaacctgg
tttgtatctt
ctattcatct
gaattgtggt
gctacatact
attatactta

Pro Glu
i0

Arg Ala Asp Asp Asn

caaaccatgc
grccagacga
tggttcacag
gtcagctggce
aacaggagaa
ccactttaca
ctctgtgtac
tTtggaggtcg
ccag:tggaca
actgcttcga
tagaccatcc
gctacagtcg
gtgagactgg
acacgtactg
aagagggaga
ccatcaccac
gtgacagcegg
taactIcatg
TgTtcatatIt
aartataagg
tgrtgaagagc
tcgugcacetg
cttcattctt
ttogtccttt
TLtaaaatcag
aagacataga
gcatagtggt
ccccacaatt
tagttacata
tttattaaaa
tttgcataat
gragcaagac
ggacccccca
tgtcctcata
acatctatat
cttrtgcaaaa
cccrcegtita
aagagcat
Ttcaaaaga
ttagctct
ttttccccac
ggcatccatt
actgcctcag
ttctgtgtgt
cctgtccttce
cacgattgta
caatgtatca
ttttaaataa

R
ca
cc
te

gtgtgtgtca
atgggactgt
agctgccaca
ctgcaagcag
agagccgcgag
tgaacttcta
taaacaagac
gacgagtcgc
Tatctgtggc
ggggagagag
atcagtgtcc
agcagtggtg
ctacgtccgg
ctatatcaca
ggtccgcact
tcggatgata
tgggcctces
gagctccatc
cgtcgaatgg
atgatcagag
tgcctgcaga
caaatttgca
ctcttatttc
tgccaggcct
gtgctacagt
tatttaggcet
aaatttcagt
cttttttacet
tgtatacatg
gccaagataa
tctgagaact
atattgaatg
ttctggatgt
gctgggtttg
ttatgggcaa
gagaatttag
attaaattzta
attttagagc
tgtttaatat
aggccacttt
taaaaaactt
ttgcctttta
cattccaaat
aaacatagrt
agtttgtata
tgaaagttca
acttttagcc
ttcttaatac

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

-3300

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4933



Leu

65

Gly

Ile

His

Gly

Ser

145

Ser

Tyr

Thr

Leu

Ser

225

Ser

Phe

Glu

Cys

Asn

305

Glu

Ser

Leu

Asp

130

Gln

Val

Leu

Leu

Leu

210

Gln

Ser

Asn

Asn

290

Ser

Gln £

His

uv

Ser

20

Arg
Arg
180

Phe

Cyvs

Arg

Gln
260

Leu

"3
<
"

Glu

Leu
85

Thr

His

Met L

Asn
165
Leu

Pro

Arg

Asn
245

Gln

Asn

Asn

Leu

Cys

Giy

70

Val

Ile

Ser

Glu

V3l

230

Gln

Glu

Ala

Asp

Ala

Pro

Glu

Cys

Cys

[SIL)
V=T
U O

Asn

Thr

Asn

w
o
3

Cys
295

Phe

W

Asn

Thr
40

r Asp

Asn

[N
Ny =
(S]]

v
T
iy

Tyr

Ile
200

25

Ala

Ala

Gln

Gly

Gln
105

-3
%
'o

Ser

His

Glu

Gln

185

Ile

Ser

Lys

265

Ile

Asp

Cys

Thr

65

Asn
Leu
Lys
Glu

90
Ser
Thr
Ala
Ala
Lys
170
His
Asp
Ala
Trp
Ser

250

Gln

His

Asp
330

Thr

Val

Ile

Thr

Thr

Thr

155

Phe

Ile

Gly

Ala

Pro

235

Asn

Leu

Ile

Leu

Leu

Gln

Val

Met
140

Leu

Leu

Lvs

Asp

Val

Asp
300

r Gly

Giy

His

Arg
45

[ -
[

v O

Asn

Thr

Lys

Leu

Asp

205

Glu

Phe

Ser

Cys

Gly

285

Glu

Asp

Leu

Lys

Ser

Ser
110

Phe
190

Ser

Leu

Gly
270
Lys

Ala

Leu

Asp
95

Thr

Lel

-
o
b

Leu
Phe
175

Gly

Ile
255
Arg

Leu

Hdis

w W
w o0
[GAIN A4

&)
}ee

vVal

Ala

Leu
16C
Th=z

Cys

Glv

Cys
240

Cys

Ast



Gly Arg

Val Asp
370

Val Glu
385

Gly Asp

Ile Gln

Cys Leu

Leu Asn
450

Asn Leu
465

Thr Gln

Leu Val

Ile Leu

530

Gly Ile
545

Pro Glu

val Glu

Val Leu

Ser Asp

610

Pro Ser
625

Pro Asp

Asp Asp

Cys
355

Lys

Glu

Thr

.

wn
m'g

Asn

Lys

Gln

Val

515

Val

Glu

Glu

Ala

595

Glu

Asn

Ser

Arg

Asp

Ser
420

Thr
500

Asn
Cys
580
Ser

Glu

Lys

'o
15
(o]

. Leu

Asp

Asn

Cys

405

Cys

Cys

Ser

Asn

Ala

485

Asn

Lys

Leu
Ser
565
Ser

Arg

Asn

Met

Glu

~1

Sy
390
Lys

Gln

Gly

Ser
470
Ser

Cys

Cys

Gln
550
Asp
Pro

Rrg

Cys

val
375
Gln

Asp

Glu

His

Ser

Cys

Gly

615

Leu

Me:z A

g
¥
[¢1]

Cvs

Gly

Ser

Ser

Lys

Val

520

Ser

Pro

Gln

His

Asp

600

Cys

Lys ¢

w
=
wm

Val

Ser

Asp

425

Ser

Pro

Tyr

»3
H
o]

Tyr
505

Asn

Phe
585

Gly

66

Cys

ser

'o
(Al
(o]

Asp
410

Gln

Leu

—
}_4
()

Glu
490

Leu

Thr

Asp

Cys

570

Lys

Gln

Glu

Asp

Cys

Ser

395

Glu

Arg

Cys

Thr

Asn

475

Ser

Met

Gly

Cys

Ala

Arg

Val

635

Asn

a Cys

Gly

His

380

Thr

Glu

Cys

Asp

Leu

460

Ser

Phe

Glu

Cys
540

r Asp

Met

Arg

Asp

Asp

620

Ile

Asp

365

Ser

Phe

Asn

Leu

Phe

Leu

Phe

Arg

525

Glu

Pro

Ser

Cys
605

w
m
"

Ser

Gin

Gln

Cys

Tyr
430

o Asn

Leu

Phe

Ser
510

Ile

Ser V

Asp

Gly
590

Phe

ASp

Gly

Cvs

Ser

415

Asn

Asn

His

Pro

Glu
575

Gln C

Glu

Gly

a0
g
(ST}

Cys
Leu
Ast
400
Val
Pro
Ser
Met
Arg
480
Ala
Thr
Pro

Leu

Phe
560

Asp
Cys
éhe
640

Gin

Leu



Trp

Cys

His

705

Ile

Val

Leu

Leu

Cys

785

Arg

Cys

Ile

Glu

His

865

His

Glu

Leu’

Thr
Gly
945

Met

Thx

Cys

Val

690

Arg

Leu

Thr

His

Val

770

Thr

Ile

Ser

Ala

Asn

850

Pro

Pro

Leu

Pro

Gly

930

Glu

Val

Asp

675

Thr

Ala

Ser

Lys

4w
wn o
La]

w

Asn

Lys

Leu

Leu

Lys

835

Ala

Ser

Arg

Ser

Asn

915

Trp

Val

Tnr

Asp

Leu

Als

Gln

Leu

740

Asn

Gly

Gln

Gln

820

Lys

Ala

val

Tyr

Glu

900

Pro

Ser

Glu

Ser

Thr

Leu

725

Ile

Gln

Asp

; Gly

805

Ser

Trp

Val

Phe

Ser

885

Asp

Glu

His

Ile

Thr

965

Cys

Ala

Ile

Glu

710

Ala

Gln

Glu

Ser

Cys

790

Arg

Glu

Val

Trp

Met

870

Arg

Ile

Gln

Met

Ile

950

Met

AspD

Asn

695

Cys

Glu

Ser

Cys

7175

Gly

Thr

Pro

Leu

Lys

855

Gln

Ala

Ser

Gly
935
Ser

Arg

Gly

665

Cys Ser
680

Val Asn

His Val

Lys Gln

Gln Glu

745

Leu Asn
760

Glu Ser
Arqg Arg
Ser Arg
Ser Gly

825

Thr Val
840

Val Val
Thr Arg
Val Val
Glu Thr

905

Leu Glu
920

Asn Lys
Leu Glu

Met Ile

Asp Ser

67

Asp

Ser

Cys

Met

730

Lys

Gly

Pro

810

His

Ala

Leu

Phe

Asp

890

Gly

Pro

Met

His

Cvs

870

Gly

Ser

Ser

Ala

715

Gly

Glu

Thr

Ser

Ala

795

Gly

Ile

His

Gly

Val

875

Tyr

Tyr

Asp

Pro

Cys

955

Ala

Gly

Ser

Ser

700

Asp

Leu

Pro

Thr

Lys

780

Ala

Arg

Cys

Cys

Ile

860

Lys

Asp

Val

Thr

Phe

940

Gln

Gly

Pro

Asp
685

Phe

Gly

Arg

Leu

763

Ile

Arg

Trp

Gly

Phe

845

Asn

Thr

Ile

Arg

Tyr

925

Lys

Ser

Tyr

Leu

Leu

Trp

750

His

Ser

Met

Pro

Cys

830

Glu

Asn

Ile

Ser

Pro

910

Cys

Leu

Tyr

Glu

val

Met

Gln

Pro

735

Leu

Glu

Leu

Asn

Trp

815

Val

Gly

o2l

Ile

Ile

895

Val

Tyr

Gln

Phe

Asp
Val
Glu
720

Ser

Thr

Leu
Lys
800
Gln

Leu

Arg

Leu
880
Val
Cys
Ile

Glu

Asp
960

r Gly



-

<
)
[19)
ty
(6]

Gly

Arg

99¢

val Cys
1010

Tyr Phe
1025

Leu Asn

<210> 3
<211> 3547
<212> DNA

<Z13> Murine

<400> 3

gtggcagacg
ggtrttccttc
atgctaccetc
ctgcgcegggg
ccgtggcttce
agccccgcect
gaagctggtg
cgccctcatc
tttcaaatca
tattcctgta
gtccactcca
aagcacctgc
ggcacctctc
gtacctccat
ccctgagtgce
tgaggctgct
ttccctcaga
ctgcttcerca
cctgtgtacc
tgatgactgg
aggcaagtgc
tgacgagcaa
cattgcggct
caactgctct
caccttccag
tgacagtcag
atcctgtgct
tgagcccatc
ttaccttggc
tgcccttgta
tccaaagtgt
ctccaaagag
cgactgcaat
agatgtggaa
ctccaggaga
ttgtaaagag
aatcrgcgat
ccaagacaat
cggatgggtc

Phe

Val

Trp Thr Leu Phe

1000

Lys Val Leu Gly Prc

1015

: Trp Ile Lys Arg Gln

1030

~AYI
SlL ~at

gtcectcace
agcgrttcggg
tTcctgcagag
gttccggggg
ctctccgggt
gctccagacg
actgctaact
gtgctgctgg
aatgacagtg
aatacagttct
gcctggacac
atgaacatca
ttgccaattg
cgcctcagtt
gttgttgatg
aaagaaggat
tgctoctcagt
ctgcagcagg
agcgggctct
agcgacgagg
ctccattaca
aactgtgatt
gagtgggtgt
tgtcacagcc
tgtgatgggg
acgccatgtc
ggtagctctc
actttggaac
cacagaactc
caaaccaact
gatgtgaata
cgctgtgagt
caatttccag
gaatgctctc
tgtgacggcc
agagctcttt
gggtIticcag
gagctgoaat
gacrgcicag

ccIgtggets
tcagctccgt
Tccctccaac
agactgcagg
ccaagttcca
tcttgagagc
tgctgcgcectt
ccatcctgct
aacctttggt
attatgagaa
cgagagctcc
ctcacagcca
tcaaaaacat
gctatcaaca
gcgatgacag
gcgaatctgt
ttagggacca
aacatggaaa
gcgtccccaa
cgcattgcaa
gcctcttgtg
gtaatctcac
gcgatgggga
agggcctggt
acgaagactg
cagaaggaga
tgtgtgactc
tctgcatgaa
aaaaggaagc
gttacaaata
caggacaacg
ctgttctggg
aggaaagttc
cgagtcactt
aggctgacta
gggaatgtcc
attgtccaga
gtgccaacca
cagttctga

m

68
985

Ile Tyr
1035

o

ggcgreggag
gcggagagcc
caccgccctce
tggagccgtc
ggctcccggce
agacaggagc
cctcctgcectg
gtcctttgtg
cactgatggg
cacaggggcg
ttctccagag
gtgtcaaatt
ggacatggag
tatcctgcte
gcaaggtctt
cctgggaatg
cactgagact
gcaatcactc
gaagctgcag
ctgcagcaag
tgatgggtac
aaaagagcat
ccatgactgt
ggaatgcaga
taaggatggg
acagggatgc
agacagcagc
tttgccctac
gtccatcagc
cctcatgttt
catcccgcect
aatcgttggc
agacaatcaa
caaatgccgce
tgacgacgac
atttaataag
cagtatggat
tgagtgtgta
tgaatgggagc

990

Gly Leu Thr Ser Trp

1005

Gly Val Tyr Ser Asn

1020

Ile Gln Thr

acgctggcag
cgctgctctt
cgtgcactga
ggacccggcc
agctggaagg
gtgggcgagg
gtgctcatcc
ggaacattaa
gaagctcgag
ccctctctgce
gaccagagtc
ctgccctacc
aagttcctca
ttcggctgta
ctaccctgta
gtgaactcct
aacagcagtg
tgtggagggg
tgtaacggct
gatctgttctc
gatgactgtg
cgctgtggag
gtggacaagt
agtggacagt
agtgacgagg
cttggcagtt
ctgagtaact
aaccatacac
tgggagtcat
ttcgcttgceca
tgcagactcc
ctgcagtggc
acttgcctcc
tcgggacgat
agtgacgagg
caatgtctga
gaaaaaaact
ccgcgtgace
Tgtgtgaccce

Gly Ser

Val Ser

Phe Leu
1040

tcatgggcag
gtcctgggcg
acggtcttgg
ccttggggac
attgctttgg
gctgtcctca
cctgcatctg
aaagggttta
tgcctggtgt
cccccagcca
acaggaacac
acagcacgtt
agttcttcac
gcctcgectt
gatctttctg
cctggccgga
tcagaaagag
gcgagagcczt
ataatgactg
actgtggcac
gggacctgag
atgggcgctg
ctgatgaggt
gcatcecctag
agaactgcag
cctgcgtcga
gcagtcaatg
attatccaaa
cccttttcecce
ccattttggt
tgtgtgagca
ctgaagacac
tgcccaatga
gcgtrctggg
agaactgtgg
agcatacatt
gctcattotg
titggtgcga
TCictaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900.
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2289
234C



tgggaactct
tgacggcrgg
gtctgtgacce
ctgggagaat
aagcagaagt
ccgaatgaac
gtgctctctg
gtgggtcctg
ggtatttggce
gaccatcctg
ggagctgagc
ggaggagtat
taaaatgccc
gtcctatttt
caccgtggac
acagtggaca
acctggagtg
ccagaccttt
tggagaatga
cacggacagg
actcagg

<210> 4
<211> 1113
<212> PRT
<213> Murin

<400> 4

Met Gly Arg

Cys Ser

Thr Ala

35

Glu
50

Thr

Gly
65

Phe Leu

Cys Phe

Val Gly

Phe Leu

Gly

Glu

Leu

TCcotcattge
cgggagacgc
aagctgaccc
ctcaatggga
gagatttccc
aagaggatcc
cagagtgaac
acagttgccc
ataaacaacc
ctacatcccc
gatgatatca
ctagaaccag
tttaagctgc
gacatgaaga

tcctgcatgg
ttatttggtt

tacagcaatg

ctccaaaaga

ccctctgaaa

acgctcaaca

e corin

Val Ser

5
Cys Pro
20

Leu Arg

Ala Gly

Ser Gly

Phe

Gly

Ala 1

Ser

tgactgrtca
tgagtcagct
caggacagga
gcaccttgca
ttctgtgctc
ttgggggtcg
ccagtggaca
attgctttga
tggaccatcc
gttacagtcg
atgagacaag
atacgtactg
aggagggaga
ccatcaccaa
gagacagcgg
taacttcatg
tgtcttactt
aatcccaagg
cagaagcttg
tgcaccgcaa

Ser

Arg

40

Phe

70

Ala Pro

85

Gly
100

Cys

Leu Val

115

Ala
130

Leu

Lys Ser

145

(2]
—
<

Ile Leu

Asn Asp

Val

Leu

Ser

Prg
Pro
Leu
Ser

Glu

Ala Pro

Gln Lys

Pro
120

Iie

V-4

Phe Val

135

Pro

150

- 0
Oy Mt
w0

Val

Asn

val Arg

Cys Tyr

Asn Gly

val Gly

Gln

Asp

Leu 1

69

caaatctgca
ggcctgcaag
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Szabadalmi igénypontok

1. Izolalt, teljes hosszusagi humdn korin polipeptid, mely a
2. szekvencidban bemutatott 1-1042. aminosavakat tartalmazza.

2. Az 1. igénypont szerinti humén korin polipeptid, melyet az
1. szekvenciaban bemutatott DNS szekvencia kdédol.

3. Izolalt nukleinsav, mely a 2. szekvencidban bemutatott 1-
1042 . aminosavakat tartalmazé teljes hosszusagu human korin
polipeptidet kédoldé nukleotidszekvenciat tartalmazza, és egy
klénozd vektorban van jelen.

4. A 3. igénypont szerinti izoldlt nukleinsav, mely az 1.
szekvenciaban bemutatott nukleotidszekvenciaval rendelkezik.

5. Vektor, mely a 3. igénypont szerinti, 2. szekvenciaban be-
mutatott nukleinsavat tartalmazza.

6. Eljaras a 2. szekvenciaban bemutatott és az 1. szekvencia-
ban bemutatott nukleinsav &ltal kédolt, teljes hosszusagu human
korin kifejezésére transzformdlt gazdasejtekben, azzal jellemez-
ve, hogy az 1. szekvencia szerinti nukleinsavat tartalmazd
transzformalt gazdasejteket a 2. szekvencia szerinti polipeptid
expresszalasa szempontjabol hatasos koriilmények kozott tenyészt-
jik, és az emlitett polipeptidet tartalmazd emlitett gazdasejtek
membranfrakcidéjat izolaljuk.

7. Eljaras egy human korin polipeptid aktivitds szerinproteéz
katalitikus aktivitasi modulédtorainak azonositéasara, azzal jel-
lemezve, hogy

egy tesztvegyilet jelenlétében egy eml8s korin polipeptidet
és egy kromogén szerinprotedz szubsztratot reagaltatunk olyan

hatasos koriilmények kozott, melynél az emlitett polipeptid az
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emlitett szubsztratot hasitja, ez egy kimutathatd szin megjele-

-
A .a
-

nését eredményezi; kimutatjuk az emlitett hasitast; és megalla-
pitjuk, hogy a tesztvegyllet médositotta-e a szerinprotedz akti-
vitast uUgy, hogy osszehasonlitjuk a tesztvegylilet jelenlétében
és anélkiill mért hasitas mértékét.

8. A 7. igénypont szerinti eljarés azzal jellemezve, hogy az
emlitett emlés korin polipeptid a 2. szekvenciaban bemutatott 1.
aminosavtél a 1042. aminosavig terjedd szekvenciaval rendelke-
zik.

9. A 7. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemezve, hogy az
emlitett emlds korin polipeptid az 1. szekvenciaban bemutatott
nukleinsav-szekvencia szekvencidjaval rendelkezik.

10. A 7. igénypont szerinti eljdréas azzal jellemezve, hogy az
emlitett emlés korin polipeptid a 4. szekvenciaban bemutatott 1.
aminosavtél a 1113. aminosavig terjedé szekvenciaval rendelke-
zik.

11. A 7. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az
emlitett emlds korin polipeptid a 3. szekvencidban bemutatott
nukleinsav-szekvencia szekvencidjaval rendelkezik.

12. A 7. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a

szubsztrat pro-ANF.
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