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KIVONAT

Uj dezintegrin metalloproteaz, mutansai, fragmentumai és

hasonlék alkalmazasa

A taldlmany a dezintegrin proteinhez koétéddni képes vegylile-
tek azonositédséara, valamint egy mintaban egy dezintegrin prote-
inhez kot&édni képes vegyililet mennyiségének az affinitasnak meg-
hatdrozasara szolgadld eljarasra vonatkozik. A taldalmany egy
olyan gazdasejtre 1s vonatkozik, amely dezintegrin proteinre al-
kalmazhat® rekombindns expresszids vektort tartalmaz. Vonat-
kozik tovabba egy dezintegrin proteint k6dold rekombinans
expresszids vektorra, a human dezintegrin metalloproteazra, en-
nek ilyen célokra haszndlhaté fragmentumara vagy mutansara. A
taldlmany targya ezenkivil egy in vivo vagy in vitro eljaréas os-
teoarthritis és mas, metalloprotedzon alapuld betegség szirésé-
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Uj dezintegrin metalloproteaz, mutansai, fragmentumai és

hasonlok alkalmazasa

A taldlmény egy UJ proteinre, fragmentumaira és mutansaira
vonatkozik, wvalamint olyan bantalmak -— Dbeleértve az osteo-
arthritist és masokat — kezelésére szolgdld gydgyaszati szerek
kimutatdsadra és vizsgalatara, amelyeket a metalloprotedzok hatéa-
sdnak feler8sodése jellemez.

SzAamos szerkezetileg rokon metalloprotedz enzim vesz részt
a sturturalis proteinek lebontasaban. Ilyen a human bdér fib-
roblaszt kollagendz, a human bdér fibroblaszt zselatinaz, a human
kopet kollegendz és zselatindz és a human stromalizin. Lasd:
S.E. Whitam et al., [ Biochem.J., 240, 913 (1986)]; G.J. Goldberg
et al.; [ J.Biochem., 261, 660 (1986)] . Ezen szerkezetileg rokon
enzimek, amelyek ,metalloprotedz” néven ismertek, kozds tulaj-
donsaga a fém-fuggdség (példaul: cink). |

Ezeknek az enzimeknek a szabalyozott termeldédése és aktivi-
tdsa fontos szerepet Jjatszik a szoveti szerkezet normal kialaku-
lasdban. Amennyiben azonban, ezek az enzimek feleslegben vannak,
a kotészovetek kdros leépililését okozhatjdk. Lasd altaldnossag-
ban: J.Saus et al.; [J.Biol. Chem., 263, 6742 (1988)] . Ezen en-
zimek koziil tobben cink-tartalmi metalloprotedz enzimek, ilyen
az angiotenzin-konvertdld enzimek és az enkefalinazok. A
kollagenaz, stromelizin és a rokon enzimek fontos kozvetitd sze-
repet tdltenek be tobb betegség koértinettanaban. Ilyen példaul a
reumatoid arthritis [ D.E.Mullins et al., Biochem.Biophys.Acta,

695, 117-214 (1983)], az osteoarthritis [ B.Henderson et. al.,



Drugs of the Future, 15, 495-508 (1990)], a tumor sejtek
metasztazisa [ ugyanott; M.J. Broadhurst et al., 276 436 szamu
eurdpai szabadalmi bejelentés (k6zzétéve 1987-ben); R.Reich et
al., Cancer Res., 48, 3307-3312 (1988)] és a kiulonbozé elfeké-
lyesed®é 4allapotok. Az elfekélyesedett allapotok szarusodast
okozhatnak, alkali eredetl égések eredményeként vagy Pseudomonas
aeruginosa, Acenthamoeba, Herpes simplex és vacciniavirus fertd-
zés kovetkezményeként.

Rakos szovetben a metalloproteaz mérésébdél valdban arra le-
het kodvetkeztetni, hogy a metalloprotedzok megndvekedett szintje
a metasztatikus potenciallal van korrelédcidéban. [ Lasd példaul
M.J. Duffy et al.; Br.J.Cancer, 71, 1025 (1995)].

Nem-kivant metalloprotedz aktivitassal jellemezhetd tovabbi
dllapotok kozé  tartozik példadul a periodontalis betegség
(periodontium = foggydkér csonthartya), az epidermolysis bullosa
(felham hdlyagos levalasa) és a scleritis (inhartyagyulladas).
Tekintettel arra, hogy a metalloprotedzok szamos betegségben
megtaladlhatdk, megkisérelték az inhibiorok eldallitasat ezek el-
len az enzimek ellen. A szakirodalom tobb ilyen inhibitorrél
szamolt be. A taldlmany arra torekszik, hogy olyan uj inhibito-
rokat — eldénydsen olyanokat, amelyek specifikusak ezekre a
protedzokra — biztositson, amelyeknek fokozott a hatasa az ezen
protedzok &ltal kozvetitett és modulalt betegségek kezelésében.

Metalloprotedz inhibitorok haszndlhatdédk olyan betegségek
kezelésében, amelyeket — legaldbb részben — a strukturdlis pro-
teinek lebomldsa okoz. Szamos kildnbozé inhibitort 4&allitottak

elé eddig, de folyamatos az igény metalloproteaz inhibitor szl-
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rések irdnt, az 1lyen betegségek kezeléséhez vald gydgyaszati
szerek kidolgozédsa céljabdl.

Mivel adott a matrix metalloprotedzok részvétele szamos be-
tegséggel kapcsolatos allapotban, megkisérelték azonositani ezen
enzimek inhibitorait (matrix = sejtkdzti &llomany). Példaul a
TapI-2 és az 1,10-fenantrolin ismert metalloproteaz inhibitorok.
[ LAsd példaul: J.Arribas et al.; J.Biol.Chem., 271, 11376
(1996)] .

A metalloprotedzok a proteinek egy széles terjedelmi oszta-
lyat alkotjak, rendkivil valtozatos funkcidkkal. A dezintegrinek
cink metalloprotedzok, b&ségben fordulnak eld kigydéméregben. Az
emlés dezintegrineket magdbafoglald protein csalad koriilbeldl 18
alcsoportot tartalmaz. Mikodésiik kiterjed a sejt-adhézid megto-
résére és tudjuk, hogy a reprodukcidéban is aktiv szerepet jat-
szanak (példaul: a petesejt sperma altali megtermékenyitésében,
beleértve ezek fuzidjat és a sperma érésében).

Ezeket és sok mas protedzt is feltart a molekuldris biold-
gia és biokémia. Ennek eredményeként a GenBank-ban
— amely génszekvencidk gyldjteménye -— szamos metalloproteaz
szekvencia 4&ll rendelkezésre, amelyek k&ziil néhdny szekvencia
dezintegrin fragmentumokat kdédol. Példaul: a Z48444 GenBank
jegyzékszam (1994. febr. 25.) alatt egy patkany gén 2407
nukleotidja talalhatd, amelyek valdszinlleg egy patkany dezin-
tegrin metalloprotedz gént képviselnek; a Z48579 GenBank jegy-
zékszam (1995. marc. 2.) alatt egy gén 1824 nukleotidbdl 4&lld
rész-szekvencidja talalhato, amely valédszinlleg egy  human

dezintegrin metalloproteaz génnek felel meg; a Z21961 GenBank
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jegyzékszam (1994. okt. 25.) alatt egy gén 2397 nukleotidbdl al-
16 rész-szekvenciadja talalhatd, amely valdszinlleg egy bovin
cinkmetalloprotedz génnek felel meg.

Minthogy a metalloproteazok ilyen széles valtozata all ren-
delkezésre, &llandé igény van (i) olyan mbdbdszerekre, amelyek
specifikusan tudnak kimutatni egy-egy metalloproteazt, tovabba
(ii) inhibitor jeloltek azonositésédra szolgdld mddszerekre.

El8nyds lenne, ha a metalloproteazokat specialis betegségi
dllapotokhoz 1lehetne rendelni és ezeket a metalloproteazokat
eszkdzként lehetne haszndlni ezen betegségek kimutatasara és
végeredményben ezek gydgyitasara, ellendrzésére és a gydgykeze-
lések megtervezésére.

A taladlmany targyat egy olyan eljards ismertetése képezi,
amely a dezintegrin proteinhez kotddni képes vegyliletek azonosi-
tasara alkalmas.

Ugyancsak a taldlmany targyat képezi egy olyan gazdasejt,
amely rekombindns expresszids vektort tartalmaz a dezintegrin
protein szdmara és egy olyan rekombinans expresszids vektor,
amely a dezintegrin proteint kdédolja.

A taldlmény tovabba olyan eljarast bocsat rendelkezésre,
amely metalloprotedz altal kozvetitett betegségek — peéldaul rak,
iziileti betegségek (beleértve az ankylosisos spondilytist,
reumatoid arthritist, k&szvényes arthritist (kdszvény), gyulla-
dasos arthritist, Lyme kért és osteocarthritist — szlrésére szol-
gal.

A talalmany targyat képezi a protein elleni antitest 1is,

amely a szliréshez, a protein izolalasahoz vagy a proteinre spe-
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cifikus reagensként alkalmazhato.

A taldlmadny egy olyan eljarasra vonatkozik, amely a
dezintegrin proteinhez ko&tédni képes vegyliletek azonositasara és
egy mintéban egy dezintegrin proteinhez kotddni képes vegyllet
mennyiségének és affinitdsanak meghatarozasara alkalmas.

A taladlmany vonatkozik ezenkivil egy olyan gazdasejtre,
amely rekombindns expresszidés vektort tartalmaz a dezintegrin
protein szaméara, egy rekombindns expresszibés vektorra, amely a
dezintegrin proteint kdédolja, és a human dezintegrin metal-
loprotedz proteinre, ennek olyan fragmentumara vagy mutéansara,
amely ilyen célokra hasznalhato.

A taldlmany vonatkozik még egy in vivo vagy in vitro elja-
rasra, amely az osteoarthritis és mas metalloprotazon alapuld
betegségek — példaul a rak — szlrésére alkalmas. Az eljarashoz
készlet (kit) gyarthatd, amely ilyen formaban a szliréshez alkal-
mazhatd.

A "gén" kifejezés egy olyan DNS szekvenciara utal, amely
egy érett protein vagy prekurzordnak eldallitasahoz a szilikséges
szabalyozd és koédold szekvenciakat tartalmazza. A proteint vagy
teljes hosszUsagu kbédold szekvencia kdbdolhatja, vagy pedig a koé-
doldé szekvencidnak egy olyan hosszUsagu darabja, amely a kivant
enzimaktivitdst megtartotta.

Az "oligonukleotid" kifejezés — ahogyan itt hasznaljuk —
egy olyan molekulat jelent, amely két vagy tobb dezoxi-
riboneukleotidb6él vagy ribonukleotidbd6él 4&ll, rendszerint tobb,
mint harom (3), &ltalédban tobb, mint tizb&l (10), egész szazig

(100), vagy té8bb, mint szazbdél (admbar eldnydsen hiasz és harminc
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kozott). A megfeleld méret tobb faktortdl figg, amelyek viszont
az oligonukleotid végleges funkcidjatdédl vagy hasznalatatdl fiigg-
nek. Az oligonukleotid barmilyen mbédon létrehozhatd, beleértve a
kémiai szintézist, DNS replikacidét, restrikcids endonukleédzos
emésztést, reverz transzkripcidt vagy ezek kombinacidjat.

Minthogy a mononukleotidokat oligonukleotidok eldallitasa-
hoz Ugy reagaltatjak, hogy egy mononukleotid pentdz gyldrtjének
5'-foszfat csoportja a vele egyiranyban 1lév8 szomszédjanak 3'-
-oxigénjéhez kapcsoldédjon foszfodiészter kotéssel, egy oligo-
nukleotid egyik végét "5'-vég"-nek nevezik, ha 5'-foszfatja nem
kapcsolédik egy mononukleotid pentdéz gylrd 3'-oxigénjéhez és
"3'-vég" —nek, ha 3'-oxigénije nem kapcsolddik a kovetkezd
mononukleotid pentdéz gylrdjének 5'-foszfatjihoz. Mondhatjuk te-
hat, hogy egy nukleinsav szekvencianak, még ha ez egy nagyobb
oligonukleotid belsejébdél vald is, 5'- és 3'-vége van.

Ha két kilonbozd, nem egymast fedd nukleotidot ugyanazon
linedris komplementer nukleinsavszekvencia kilénb6zd régidihoz
illesztink (anelldlunk) és az egyik nukleotid 3'-vége a mésik
5'-vége felé mutat, akkor az elébbit 5' iranyban ("upstream")
elhelyezkedd oligonukleotidnak mondjuk és az utdbbit 3' iranyban
("downstream") 1évd nukleotidnak hivjuk.

A "primer" kifejezés egy olyan oligonukleotidra vonatkozik,
amely képes arra, hogy mint szintézis-inditdé pont midkodjék,
amennyiben olyan koérulmények kozé helyezik, amelyekben a primer
meghosszabbodasa (extenzidéja) megindul. Oligonukleotid "primer"
a természetben is eldfordulhat, mint egy tisztitott, restrikcids

enzimmel emésztett elegyben, de szintetikusan is el&allithaté.
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A primert ugy valasztjuk meg, hogy " lényegében" komplemen-
ter legyen a templat specifikus szekvencidjanak egy szalaval. A
primernek elégséges komplementaritast kell felmutatnia ahhoz,
hogy egy templdt szallal hibridizaljon és hogy a primer
extenzidja megtorténiék. Nem szlikséges, hogy a primer szekvencia
a templat pontos szekvencidjat tukrozze. Példaul: egy nem komp-
lementer nukleotid fragmentumot hozzakapcsolhatunk a primer 5'-
-végéhez, amennyiben a primer szekvencia maradék része lényegé-
ben komplementer a szallal. A primer meg lehet tlzdelve nem
komplementer bazisokkal vagy hosszabb szekvenciakkal, felteve,
ha a primer szekvencianak elégséges a komplementaritéasa a
templat szekvenciaval ahhoz, hogy hibridizaljon és ezaltal lét-
rejdjjon egy templadt - primer komplex a primer extenzids termé-
kének a szintéziséhez.

A "hibridizacids" eljarasokban egy komplementer szekvenciét
a cél nukeinsavhoz (a kimutatanddé szekvenciadhoz) anellédlunk.
Komplementer szekvenciakat tartalmazd két nukleinsav polimernek
az a képessége, hogy egymast megtaldljak és hogy bazisparosodas-
sal jardé koOlcsonhatas révén egymashoz illesztddjenek, egy Jo1
ismert jelenség.

A "hibridizéacids" folyamat elsd megfigyeléseit [ Marmur and
Lane, Proc.Natl.Acad.Sci., 40, 453 (1960) ; Doty et al.,
Proc.Natl.Acad.Sci., 46, 461 (1960)] ennek a folyamatnak a toké-
letesitése kovette, és ezaltal a modern bioldégiail esszencidlis
eszkdzévé valt. Mindazonadltal szémos probléma akadédlyozta a hib-
ridizaciénak, mint eszkdznek a humadn diagnosztikéban vald széles

skalaju alkalmazasdt. A nagyobb problémak kozil megemlithetd (1)
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a hibridizacid elégtelensége; (2) egy genomidlis DNS keverékben
a specifikus célszekvencidk alacsony koncentracidéja; és (3) a
csak részben komplementer szonddk és célszekvencidk hibridizaci-
6ja.

Ami az elégtelenséget 1illeti, kisérletileg megfigyelték,
hogy egy hibridizdcidés reakcidban a szonda - célszekvencia komp-
lexek lehetséges szamanak csak egy toéredéke képzddik. Ez kilono-
sen igaz roévid oligonukleotid szondak (100 béazis hosszusagnal
kisebb szondék) esetére. Ennek harom alapvetd oka wvan: a) a hib-
ridizadci® nem tud létrejdénni a masodlagos és harmadlagos struk-
taradk kolcsdnhatdsa kovetkeztében; b) a célszekvencidkat tartal-
mazod DNS szalak komplementer szalukkal rehibridizalnak
(reanelldlnak); és c) néhany célmolekuldt megakadadlyoz a hibri-
dizacidéban az, ha olyan hibridizacidés formatumokban keritlnek al-
kalmazéasra, amelyekben a cél-nukleinsavakat sziladrd fellileten
immobilizaltak.

Még ha egy szonda szekvenciaja teljesen komplementer 1is a
cél-szekvenciaval, azaz a cél-szekvencia primer szerkezetével, a
cél-szekvencidt hozzaférhetévé kell tenni a szonda szamara, ma-
gasabb rendd szerkezeti atrendezéssel. A magasabb rendd szerke-
zeti A&trendezés a molekuldnak akdr a mésodlagos szerkezetét,
akar a harmadlagos szerkezetét érintheti. A mésodlagos szerkeze-
tet az intramolekulédris kotések hatarozzak meg. A DNS vagy RNS
cél-szekvencidk esetében ez egyetlen, bazisokbdl 4116 folyamatos
szdlon belili hibridizacidébdl all (ellentétben két kilonbozd
szal kozotti hibridizacidval). Az intramolekularis kotések sza-

matdél és  helyzetétdl figgbéden a szonda elmozdithatd a cél-
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szekvencidtdl a hibridizacid megakadalyozéaséara.

Oligonukleotid szondak oldatban valdé hibridizacidéjat dena-
turalt kétszali DNS-hez, tovabb bonyolitja az a tény, hogy a
hosszabb komplementer cél-szalak denaturaldédhatnak vagy 0jbol
anellaldédhatnak. E folyamat altal a hibridizalt szonda is elmoz-
dul. A szonda- és cél-szekvencidk kezdeti koncentracidihoz vi-
szonylitva ez alacsony hibridizaciéds kihozatalt (alacsony
" fedettség" -et; low "coverage") eredményez.

Ami az alacsony cél-szekvencia koncentraciét illeti, a cél-
szekvencidt tartalmazé DNS fragmentum rendszerint viszonylag kis
mennyiségben van jelen a genomialis DNS-ben. Ez komoly technikai
nehézségeket Jjelent: a legtoébb olyan hagyomanyos médszer, ame-—
lyekben oligonukleotid szonddkat hasznalnak, nélkilozi azt az
érzékenységet, amely az ilyen alacsony szintek melletti hibridi-
zacid észleléséhez szikséges.

A cél-szekvencia koncentracidé problémadjanak a megoldaséara
megkisérelték megsokszorozni a detekcids szignalt. A leggyakrab-
ban ez azzal jar, hogy egy vagy toébb jelet wvisznek az oligo-
nukleotid szonddra. A nem radioaktiv jelek esetében még a legma-
gasabb affinitast reagenseket is alkalmatlannak talaltak arra,
hogy a genomiadlis DNS-ben egyetlen génmasolatot oligonukleotid
szondakkal mutassanak ki [ Lasd: Wallace et al., Biochimie, &6,
755 (1985)] . Radioaktiv oligonukleotid szondadk esetén ugy taldl-
tdk, hogy csak rendkivilien magas specifikus aktivitasok mutat-
tak kielégité eredményeket. [ Lasd: Studencki and Wallace, DNA,
3, 1 (1984); Studencki et al., Human Genetics, 37, 42 (1985)].

K.B.Mullis és munkatdrsai a 4,683,195 és 4,683,222 szamu
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amerikal egyesiilt &allamokbeli szabadalmi leirdsban — a két sza-
badalmi iratot referencidnak tekintjik — mdbdszert ismertettek
egy célszekvencia-szegmentum koncentraciéjanak barmilyen DNS ke-
verékben vald novelésére, kldnozads vagy tisztitas nélkiil. A cél-
szekvencia sokszorozadsdra szolgdld eljaras (amely a Jjelen talal-
mannyal kapcsolatban alkalmazhatdé a célmolekuldk eldallitéaséra)
abb6l 4ll, hogy a kivant célszekvenciat tartalmazd DNS keverékbe
két oligonukleotid primert visznek be nagy feleslegben, ezutan
pontos sorrendben hdécirkulaltatas kovetkezik egy DNS polimeraz
jelenlétében. A két primer komplementer a kettdsszald cél-
szekvencia nekik megfeleld szalaival. A sokszorozas uUgy tortée-
nik, hogy a keveréket denaturaljadk és ezutan hagyjak, hogy a
primerek a célmolekuldn belili komplementer szekvenciakkal anel-
ldljanak. Az anelldcidé utan a polimereket polimeraz alkalmazasa-
val meghosszabbitjék ugy, hogy egy uj komplementer szal-par kép-
z8djék. A denaturaléds, primer anellalas és primer meghosszabbi-
tas (extenzid) sokszor megismételhetd (azaz a denaturélés,
anellalés és meghosszabbitids egy "ciklust" alkot és tobb ciklus
végezhetd), hogy a kivant célszekvencia egy sokszorozott szeg-
mentumat nagy koncentracidédban kapjuk meg. A kivant célszekvencia
sokszorozott szegmentumadnak hosszat a primerek egymashoz viszo-
nyitott relativ helyzete hatédrozza meg és ezért ez a hosszusag
egy szabalyozhatd paraméter. Az eljaras ismételt jellege alapjan
a feltaldldk a mddszert "polimerdz léancreakcid" -nak (Polymerase
Chain Raction = PCR) nevezték (a tovabbiakban PCR). Minthogy a
keverékben a célszekvencia kivant sokszorozott szegmentumai

lesznek a tulsulyban 1évé szekvenciadk (koncentracidban kifejez-
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ve), ezekrdl azt mondjuk, hogy " PCR-rel sokszorozott" szekvenci-
ak.

PCR-rel lehetségessé valt egy genomidlis DNS-ben 1évé spe-
cifikus célszekvencia egyetlen masolatidnak szamos kilonbdzd me-
todikaval (példaul: hibridizalas jelzett szondaval, biotinezett
primer beépitése utan avidin - enzim konjugatummal vald kimuta-
tds, ’P-jelzett dezoxinukleotid-trifoszfatok — példaul dCTP vagy
dATP — beépitése a sokszorozott szegmentumba) kimutathatd szin-
tig valé sokszorozasa. A genomidlis DNS-en kiviil barmely oligo-
nukleotid szekvencia sokszorozhatd a megfeleld primer molekulak-
bdl &4lld készlettel. Nevezetesen, magaval a PCR eljaréassal elé-
4llitott sokszorozott szegmentumok alkothatjdk sajat hatékony
templatjaikat a tovabbi PCR sokszorozasokhoz.

A PCR sokszorozasi eljarasrél tudijuk, hogy a specifikus
célszekvencia egy koriilbeliil 10° M-nyi platé koncentraciot ér
el. A szokdsos reakcioétérfogat 100 pl, amely 6 x 10 kettds sza-
1 termék-molekula kihozatalnak felel meg.

Ami a komplementaritast illeti, néhany diagnosztikai alkal-
mazashoz fontos meghatéarozni, hogy a hibridizdcidé vajon teljes
vagy részleges komplementaritast jelent-e. Példaul: ahol egysze-
rlen csak patogén DNS vagy RNS (ilyenek a virus, baktérium, gom-
ba, mycoplasma, protozoon eredetliek) jelenlétét kivanjuk kimu-
tatni, akkor csak az a fontos, hogy amennyiben a szdbanforgd
szekvencia jelen van, a hibridizacidés mbdszer biztositsa a hib-
ridizacioét; olyan feltételek 1is valaszthatdk, amelyek mellett
mind a részlegesen komplementer szondak, mind a teljesen komple-

menter szonddk hibridizédlnak. Més diagnosztikai alkalmazésoknal
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azonban szikséges lehet, hogy a hibridizacidés mdédszer megkildn-
boztesse a részleges és teljes komplementaritast. Ez a genetikail
polimorfizmus kimutatdsanal lehet lényeges. Példaul: a humén he-
moglobin részben négy polipeptid 1lancbél &ll. E 1lancok kozul
kettd, 141 aminosavbdl 4116 két azonos léanc (alfa lancok) és a
masik kettd 146 aminosavbdl alld két azonos lanc (béta lancok).
Ismert, hogy a béta lancot kbédold gén polimorfizmust mutat. A
normdl allél olyan béta lancot kédol, amelyben glutaminsav van a
6. pozicidban. A mutans allél olyan béta 1lancot koédol, amely
valint tartalmaz a 6. pozicidban. Az aminosav kiildnbségnek su-
lyos (a legsulyosabb, amikor az egyén homozigbébta a mutans
allélra) fizioldgiai koOvetkezménye van, amely klinikailag sarld-
sejtes anémia néven ismert. Jé61 ismert, hogy az aminosav csere
genetikai bazisdt a normal allél DNS szekvencia és a mutéans
allél DNS szekvencia kozott egyetlen bazis kildnbsége teremti
meg.

Hacsak nem kombinaljdk mas technikakkal (ilyen a restrikci-
6s enzimes analizis), azok a mbédszerek, amelyek azonos szintd
hibridizacidét tesznek lehetd6vé mind a részleges, mind a teljes
komplementaritas esetében, altalaban nem felelnek meg ilyen al-
kalmazésokra; a szonda mind a normal, mind a varians célszekven-
cidval fog hibridizdlni. A hibridizacié létrejottéhez, tekintet
nélkil a haszndlt mbédszerre, bizonyos foka komplementaritédsnak
kell 1lennie a vizsgadlandd szekvencia (a célszekvencia) és a
vizsgdlat kiviteléhez hasznalt DNS fragmentum (szonda) kozott.
(Természetesen kaphatunk kotédést mindennemd komplementarités

nélkil is, de ez a koétddés aspecifikus és elkerilendd.)
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Egy nukleinsavszekvencidhoz vald komplementer rész — ahogy
itt hasznadljuk — egy olyan oligonukleotidnak felel meg, amely,
ha a nukleinsavszekvencidhoz 0gy igazitjuk, hogy az egyik szek-
vencia 5'-vége a masik 3'-végével parosodjon, "antiparallel asz-
szocidcid" -t létesit. Bizonyos béazisokat, amelyek a természetes
nukleinsavakban altaldban nem fordulnak eld, bevihetink a talal-
many szerinti nukleinsavakba, ilyen példaul az inozin és a 7-
-dezazaguanin, amelyeknél nem sziikséges a tokéletes komplementa-
ritéds; a stabil duplexek tartalmazhatnak rosszul parosodott
(mismatched) béazisparokat és nem Osszeillé (unmatched) Dbaziso-
kat. Azok, akik a nukleinsav technoldgidban jaratosak, empiriku-
san meg tudjidk hatdrozni a duplex stabilitasat, ha tekintetbe
vesznek egy sor valtozdédt, ilyen példadul az oligonukleotid hosz-
sza, az oligonukleotid bazis-0sszetétele és szekvencidja, az
ionerd és a rosszul parosodott bazisparok eléforduléasa.

Egy nukleinsav duplex stabilitasat az olvadasi hémérséklet-
tel (melting temperature = T,) mérik. Egy adott nukleinsav duplex
T, értéke specialis feltételek mellett az a hémérséklet, amelynél
a bazisparok mintegy fele szétvalt. A nukleinsavak T, értékének
kiszadmitdsara szolgald egyenlet 3jo61 ismert a szakteriileten. A
szalrd6l rendelkezésre a4ll6 informacidkbdl a T, becsiilt értéke az

alabbi egyenlettel szamithatd ki:

T, = 81,5 ° + 16,6 log M + 0,41 (%GC) - 0,61 (%form) - 500 L,
ahol M a monovalens kationok molaritéasa, (%GC) a DNS-ben

guanozin és citozin nukleotidok szazaléka, (%form) a hibridiza-
cids oldatban 1lévd formamid szazaléka és L = a hibrid hossza

bazisparokban kifejezve. [Lasd példaul: Guide to Molecular
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Cloning Techniques, S.L.Berger, A.R.Kimmel (szerk.), Methods in
Enzymology, 152, 401 (1987)] . Mas kozlemények, amelyek a T, ki-
szamitasdhoz strukturdlis, valamint szekvencia jellemzd&ket 1is
figyelembe vesznek, bonyolultabb szamitasokat tartalmaznak.

A "szonda" ("probe") kifejezés, ahogyan itt hasznaljuk,
barmilyen olyan atomra vagy molekuldra vonatkozik, amelyet fel
lehet haszndlni arra, hogy kimutathaté (elénydsen mérhetd) szig-
nalt adjon és amelyet hozza lehet kapcsolni egy nukleinsavhoz
vagy proteinhez. A jelzések olyan szignalokat adhatnak, amelyek
fluoreszcencia, radioaktivitas, kolorimetria, gravimetria, ront-
gen diffrakcidé vagy abszorpcidé, méagnesség, enzim-aktivitas és
hasonldok segitségével detektalhatdék. Ilyen Jjelzések adhatdk a
jelen taldlmény szerinti oligonukleotidokhoz.

A "nukleinsav szubsztrdtum" vagy "nukleinsav templat" kife-
jezéseket itt felvaltva haszndljuk és ezek a kifejezések egy
olyan nukleinsav molekulédra vonatkoznak, amely egyszald vagy
kétsz4alu DNS-t vagy RNS-t tartalmazhat.

A "lényegében egysz4alu" kifejezés, ha egy nukleinsav
szubsztrdtumra vonatkozdan haszndljuk, azt Jelenti, hogy a
szubsztratum molekula elsddlegesen mint egyszall nukleinsav je-
lenik meg, ellentétben egy kettdsszalu szubsztratummal, amely
mint kétszalas nukleinsav létezik, és a szalakat szal-kozti ba-
zis parosodasi kolcsonhatasok tartjak oOssze.

A "szekvencia valtozat" kifejezés, ahogyan itt hasznalijuk,
két nukleinsav templéat kozotti nukleinsav szekvencia kildnbsé-
gekre vonatkozik. Példaul, egy vad tipusu strukturalis gén és a

vad tipust strukturdlis gén mutans formaja eltérhet egyméstol
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szekvencidban egyetlen Dbazis szubsztitucidéja és/vagy delécidja
révén, vagy egy vagy tobb nukleotid inszercidja révén. A struk-
turalis génnek errél a két formadjardl mondjuk, hogy szekvencia-
ban tér el az egyik a masiktdl. A strukturalis génnek egy maso-
dik mutéans formdja is lehet. E madsodik muténs formardl azt mond-
juk, hogy szekvencidban mind a vad tipusu géntél, mind a gén el-
sé& mutans formajatdl kiilonbozik. Meg kell jegyezni, hogy jolle-
het a taldlmanyhoz nem szikséges Osszehasonlitani egy gén egy
vagy tobb formadjat a szekvencia valtozatok kimutatasédhoz, ilyen
dsszehasonlitédsok azonban mégis lehetségesek a taldlmény szerin-
ti oligo/szildrd hordozé-matrix segitségével, olyan specidalis
hibridizacids korulmények alkalmazasédval, mint amilyeneket az
USSN 08/231,440 sorozatszédml amerikai egyestilt &llamokbeli sza-
badalmi bejelentés — amelyet itt referencidnak tekintink — le-
ir.

A "génszekvenciadhoz 1illeszthetd vagy vele komplementer
oligonukleotid primerek" megfogalmazas olyan oligonukleotid pri-
merekre vonatkozik, amelyek képesek megkdnnyiteni egyszalu vagy
kétszalu nukleinsavak templat-figgd szintézisét. Az olyan oligo-
nukleotid primereket, amelyek egy génszekvencidhoz hozzailleszt-
het8k vagy vele komplementerek, fel lehet hasznalni PCR eljara-
sokban, reverz transzkriptdz PCR (RT-PCR) eljarasokban és hason-
lékban.

A "konszenzus génszekvencia" egy olyan génszekvencidra vo-
natkozik, amely két vagy tdbb génszekvencia 0Osszehasonlitéasa
alapjan allapithatdé meg és amely azokat a nukleotidokat irja le,

amelyek a leggyakrabban fordulnak eld a gének egy adott szegmen-

68.663/BE



16

tumaban; a konszenzus szekvencia a ké&noni (altaldnosan elismert)
szekvencia.

Az itt haszndlt "protein" és "proteaz" kifejezések metallo-
protedzra vonatkoznak. A "metalloproteaz" kifejezés egy nativ
fémfliggd protedzra vonatkozik, valamint ennek egy olyan fragmen-
tumara, mutansara vagy homolégjara, amely még megtartotta funk-
ciéjat. A talalmany a kilonbdz& fajokbdl szarmazdé metallo-
proteadzokra (vagy "dezintegrinek"-re) és ezeknek rekombinéans
médszerekkel, in vitro mbédszerekkel vagy standard peptid szinté-
zissel vald eldAillitédsadra 1is vonatkozik. E16nyds, ha a protein
egy human dezintegrin vagy mutdnsa. A protein mutéansainak megha-
tarozésa céljara az eldédnyben részesitett "nativ" protein részle-
ges leirdsa — amelyet referencianak tekintink és amelyre az
aldbbi szekvenciédndl hivatkozunk — megtaldlhatdé a Z48579 GenBank
jegyzékszam alatt. Homoldg dezintegrinek kozé tartoznak a szak-
mai értelemben legaldbb 90 % homoldgiat mutatd teljes proteinek
vagy fragmentumaik. Felismerték, hogy néhany fajok kozotti elté-
rés elé6fordulhat, Dbeleértve az inszercidkat vagy deléciodkat,
amelyek a funkcidét vagy megvaltoztatjak, vagy nem. Példaul egy
patkadny proteint, amely 95 %-ban homoldég a peptid szekvencian
alapuldé proteinnel és egy marha proteint (amely DNS szekvenciéan
alapul), amely 97-98 %-ban homolég elsé 300 bazisparja alapjan,
egyforman homolégnak tekintink. Tajékoztatasul: a Z48444 GenBank
jegyzékszam (1944. febr. 25.) alatt taldlhatdé egy 2407 bazisbol
4116 patkény gén, amely valdszinlleg egy patkany dezintegrin
metalloprotedz gén; a 721961 GenBank jegyzékszam (1944. okt.

25.) alatt taldlhaté egy gén 2397 Dbazist tartalmazd rész-
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szekvenciadja, amely valdészinlleg egy bovin cink-metalloproteaz
gén. Ez a metalloproteaz eldnydsen egy homan dezintegrin, mint
alabb leirjuk.

Az "antitest" kifejezés egy dezintegrin elleni vagy frag-
mentuma elleni antitestre vonatkozik. Ezek lehetnek mono-
klonalisak vagy poliklondlisak és tobb forrasbdl szarmazhatnak.
A taldlmany ezen antitestek fragmentumaira is vonatkozik, akar-
milyen protein vagy peptid technikadban alkalmazott eljarassal
vannak eldéallitva.

A "betegség szlrés" ("disease screen") kifejezés egy beteg-
ség vagy betegséggel Jjard 4allapot szlirésére vonatkozik. Egy be-
tegséggel Jjard allapot a betegség fizioldgiai vagy cellularis
vagy biokémiai megnyilvénuldsa (manifesztacidja). Eldényds, ha a
szlirést egy &llat test-szdvetein vagy test-folyadékain, vagy
sejttenyészetén végezzik standard technikak — ilyen az ELISA —
alkalmazaséaval. A szlréshez tartozik a betegség " feltérképezése"
az egész szervezetben, példaul szisztémasa adott — fent leirt —
antitesttel, tekintet nélkul a kimutatédsi mdbédszerre. E1ldnyds ki-
mutatdsi moédszerek a kovetkezdk: fluoreszcencia, rontgen (bele-
értve a CAT scan-t), NMR (beleértve az MRI-t) és hasonlodk.

A "vegylulet szlirés" kifejezés az olyan mbdszerekre és szl-
résekre vonatkozik, amelyek a vegylletek felfedezésével, a
protedzhoz valdé affinitdsok meghatarozasaval vagy a vegylletek
szlrésen alapuld tervezésével vagy szelektdldsaval kapcsolato-
sak. Egy masik kiviteli alakban a gydgyaszati szer tervezéséhez,
elénydsen — szakmail értelemben — a "racionalis gydbgyszer terve-

zés" -hez a haromdimenzids szerkezetet haszndljuk. Elényds lehet,
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ha a protedz "lényegében tiszta formdban" &ll rendelkezésre,
amely kifejezés egy olyan proteinre utal, amely elfogadhatdé mod-
don mentes mas szennyezésektdl és ez alkalmassad teszi kisérle-
tek vagy vizsgalatok céljara. Ennek a szlirési mddszernek a hasz-
nalata segiti a gyakorlott szakembert abban, hogy olyan 4j
strukturdkat fedezzen fel — akar kémikus, akdr a természet al-
kotta — amelyek kétddnek a protedzhoz és elénydsen gatoljak azt.
Ezek az "inhibitorok" hasznosak lehetnek a protedzok aktivitasa-
nak szabalyozasdban vagy moduldlasédban és felhasznalhatdk annak
a bioldgiai kaszkéddnak a moduldlasaban, amelyben mikddnek. Ez a
megoldas Gj, gydgyszerészetileg hasznos vegylleteket teremt.

A "dezintegrin" kifejezés egy dezintegrinre, egy fragmentu-
mara, egy mutansara, vagy egy olyan homoldgjara vonatkozik,
amely még megtartotta funkcidjat. Ez a kifejezés vonatkozik az
aggrekanazra és mas olyan proteazokra, amelyek a szovet atalaki-
tdsban vesznek részt vagy azt moduliljak. Itt kiloénboz6 fajokbdl
szdrmazb dezintegrinekrdl van szd és olyanokrél, amelyeket
rekombinans mdédszerekkel, in vitro médszerekkel vagy standard
peptid szintézissel allitanak el6. A protein eldnyOsen egy human
dezintegrin vagy mutdnsa. A mutansok proteinre vonatkoztatott
definidlasa végett 1lasd a Z48579 GenBank jegyzékszam alatti
részleges leiradst. Ezt a leirast itt referencianak tekintjuik és
utalunk az alabbi szekvenciara. Az 1. szamu szekvencia
(SEQ.ID.NO:1) ennek a DNS-nek egy fragmentumat és ennek atiratat
irja le, a 2-szaml szekvencia pedig a gén altal kdédolt proteint
irja le. Homoldg dezintegrinek kozé tartoznak a teljes proteinek

— legaldbb 90 %-os szakmai értelemben vett homoldégiaval — vagy
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ezek fragmentumai. Példdul: egy patkdny proteint, amely 95 %-ban
homoldég a 2. szamG szekvencia szerinti proteinnel az 1. szamu
szekvenciat tartalmazé DNS vagy cDNS szekvenicabdél szarmazd
aminosavszekvencia alapjan és egy bovin proteint, (hasonldé szar-
mazasu), amely 97-98 %-os homoldgiét mutat, egyardnt homoldgnak
tekintink. Tehdt a homoldg cDNS-ek, amelyeket més organizmusok-
bo6l klénoztak, homoldg proteineket hoznak létre.

Ugyanigy homoldégnak tekintheték azok a proteinek, amelyek
csak az aminosavszekvencia alapjan homoldgok. Az aminosav
szekvenalas gyakorlati korlatai lehetdvé teszik annak meghataro-
z4sat, hogy egy protein egy masikkal homoldg-e, példaul uagy,
hogy oOsszehasonlitjuk a protein elsé 50 aminosavat. Ebbd&l kovet-
kez8en egy 90 %-os homoldgia megengedne S5 eltérd aminosavat a
homolég protein elsé 50 aminosavabdél a4l1l16 lancban.

A gyakorlott szakember tisztan latja, hogy a genetikai kod
degenerdlt volta biztositja a kildnb66z& DNS szekvenciak szamara,
hogy azonos atiratot hozzanak létre és ennélfogva azonos prote-
int. Bizonyos esetekben annak a DNS szekvencinanak az el&-
4llitasa, amely ugyanazon proteint kdédolja, de a nativ DNS-tél
kiildnbdzik, az alédbbiakat vonja maga utén:

- kényelmes szekvenaladst vagy szintézist;

- a protein megnovekedett expresszidjat; és

- néhany heteroldg gazda eldszeretetét bizonyos kodonok

iradnt, masokkal szemben.

Ezek a gyakorlati megfontolasok széles korben ismertek és
olyan kiviteli alakokra adnak lehetéséget, amelyek a talalmany

felhasznaldi széamara eldnydsek lehetnek. Tehdt viladgosan kinyil-
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vanitjuk, hogy a nativ DNS nem az egyetlen eldéiranyzott kiviteli
forma ebben a talalmanyban.

Ezenkivil a gyakorlott szakember szadmara nyilvéanvald, hogy
a protein fragmentumai is hasznalhatdk a szlrésben, gyodégyszer
tervezésben és hasonldkban, és hogy a teljes protein valdszinil-
leg nem szikséges a taldlmany alkalmazasahoz. Tehat természete-
sen azt gondoljuk, hogy a gyakorlott szakemberek meg fogjak ér-
teni, hogy a proteinnek és alkalmazasainak az ismertetése egyben
a haszndlhatd peptid fragmentumokra is vonatkozik.

A protein expresszid, a tisztitéds kihozatala, a stabilitas,
oldhatésadg és hasonldk gyakorlati fontossagat tekintetve veszik
a gyakorlott szakemberek, amikor valasztanak, hogy vajon frag-
mentumot haszné&ljanak-e és a fragmentum a hasznalandd. Végilis a
szakteriilet rutin gyakorlatat kovetd szakember — miutan adott ez
a lehetéség — a taldlmany alkalmazasakor a protein fragmentumait
is hasznalhatija.

Tehat a taldlmany kifejezetten arra vonatkozik, hogy a gén
teljes nukleinsavszekvencidjanak kisebb része és a protein tel-
jes aminosav szekvencidjanak kisebb részére is hasznalhatd. A
protein fragmentumai a szilrésben, gybégyszer tervezésben és ha-
sonlékban hasznalhaték és a taldlmany alkalmazasakor nem kove-
telmény a teljes protein alkalmazasa. Maga a protein a kis mole-
kuldk proteinhez vald kotddési aktivitdsa meghatarozasara szol-
galhat. A szakterileten a gydgyaszati szer szliréséhez enzim cél-
-molekuldkat hasznalnak és ezek automatizadlt, nagy teljesitményu
technolégidkban alkalmazhatodk.

A protein vagy maga a proteaz hasznalhatdé a kis molekulak
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proteinhez wvaldé kotdédési aktivitasanak a meghatarozasara. A
szakterileten végeznek enzim cél-molekulakkal gybgyaszati szerre
szlrést, amelyek automatizdlt, nagy teljesitményld technoldgidk-
ban alkalmazhatodk.

A dezintegrin aktivitds gatlasa a hatasossag eldhirnoke le-
het az osteoarthritis és mas olyan betegség kezelésében, amelyek

az izileti porc és mas, matrix degradacidét mutatd szovetek dege-

neradciéjaval — mint a szovet atalakulas é€s hasonldédk — jarnak.
Génterapia
Azt gondoljuk — elméleti kotdttség nélkil — hogy osteo-

arthritis alatt a metalloprotedz " felreguldalddik" a szovetekben.
Meglepd mdédon azt tapasztaltuk hogy a human dezintegrin aktivi-
tas osteoarthritis-es korilmények kozott a kondrocitakban
(porcsejtekben) felerdsddik. A Jjelatviteli mechanizmus gatlasa
eredményre vezet az esemény-kaszkadd felszakitasaban osteocarth-
ritisben és mas olyan betegségekben, amelyekben porc degeneracid
megy végbe. A gyakorlott szakember el fogja ismerni, hogy ameny-
nyiben aktivitds novekedés az oka az arthritis kialakulasanak,
akkor a gén aktivitas akadalyozasa hasznos lehet az osteo-
arthritis kezelésében.

A rendelkezésre 4116 mbébdszerek barmelyikével ez megvaldsit-
haté, beleértve a génterdpidt (azaz antiszensz génterapiat) .

A proteaz tisztitasa

A dezintegrin vagy dezintegrin fragmentumok tisztitasahoz
rekombinadns dezintegrint vagy a teljes hosszlsagu protein frag-
mentumait tartalmazd taptalajokat, emlds, élesztd, rovar vagy

eukariéta sejt eredetdi kivonatokat vagy =zarvanytesteket haszna-
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lunk. A denaturdlt dezintegrin oldatai visszagombolyithatdk a
kromatografids gyantdkon végzett egymas utan kovetkezd tisztita-
sok elétt vagy az elvélasztés utolsdé lépése utan. A taptalajo-
kat, a sejt kivonatokat vagy az oldhatéva tett dezintegrint
detergens vagy detergens kombinadcidk, denaturald szerek vagy
szerves olddészerek — példaul oktul-glikozid, karbamid vagy
dimetil-szulfoxid — jelenlétében — szikség szerint — dolgozzuk
fel. TIoncserés és hidrofdb koélecsdénhatds alapt kromatografiat
haszndlunk egyedileg vagy kombindcidéban a rekombinans dezin-
tegrin szennyezd sejt-anyagoktdl vald elvalasztasara. Az anyagot
felvissziik az oszlopra és a dezintegrint pH beallitas, ionerd
valtoztatasok, denaturald szerek hozzadaddsa és/vagy szerves ol-
dbészerek haszndlata segitségével oldjuk ki. A dezintegrint tar-
talmazé oldatokat ezutédn Aaltaldban antitest affinitas oszlopon
vagy ligand-affinitéds oszlopon engedjik at a dezintegrin hely-
specifikus tisztitédsa céljdboél. Az immunaffinitas oszlop szilard
hordozén — ilyenek a Sepharose 4B (Pharmacia) vagy mas hasonld
anyagok — immobilizdlt dezintegin specifikus antitestet tartal-
maz. El&nyds, ha az oszlopot mossuk a kotetlen proteinek eltavo-
litdsdra és a dezintegrint alacsony pH-n glicin pufferrel vagy
magas ioner&vel eludljuk. A ligand-affinitas oszlop specifikus
lehet a dezintegrin aktiv helyére, vagy a molekula egy olyan ré-
szére, amely az aktiv hely szomszédsagédban vagy attdl tavolabb
van. Az oszlopot mossuk és a dezintegrint Ggy oldjuk le, hogy az
elGiciés pufferhez egy kompetitiv molekulat adunk. Eldnyds, ha a
tisztitdsi eljaras alatt végig egy vagy tobb proteaz inhibitor

van jelen, mint példidul Dbenzamidin, leupeptin, foszforamidon,

68.663/BE



23

fenil-metil-szulfonil-fluorid és 1,10-fenan-trolin. A dezinteg-

rin oldhatbésaganak és stabilitasanak a noévelésére kilonbozd de-

tergenseket — példaul oktil-tio-glikozidot és Triton X-100-at —
vagy kémiai szereket — példaul glicerint — adhatunk az oldat-
hoz. A protein végsd tisztitasdt — amennyiben szikséges — kro-

matografids oszlopon végzett gélsziliréssel fejezhetjik be.

Proteaz inhibitorok

A taldlmany szerinti protedzt fel lehet hasznalni proteaz
inhibitorok felkutatasara. Ezenkivil, szlréshez eszkdzként, vagy
racionalis gydégyszer tervezéshez hasznalhatdé. Elmélethez wvald
kotodttség nélkil elmondhatd, hogy a proteaz modulalhatja a
cellularis Aatalakulast, tény, hogy fokozhatja az extracellularis
matrix A&talakulasat és ezaltal fokozhatja a szovetek szétbomléd-
s4t. A dezintegrin gatlasa tehat terapias utat kinal azon beteg-
ségek kezeléséhez, amelyeket ilyen folyamatok jellemeznek.

Sz{irésnél egy gybdgyszervegyllet felhaszndlhatd a gatlads mi-
néségének és mennyiségének a meghatarozasara. Végeredményben egy
ilyen szlrés informacidét nyajt olyan hatdanyagok, elényOsen
olyan kis molekulatdomegli hatdanyagok szelektalasara, amelyek
ilyen betegségek kezelésére alkalmazhatok.

A dezintegrin metalloproteaz aktivitas kis molekulatomegd,
szintetikus metalloprotedz inhibitorokhoz — ilyeneket hasznalunk
a matrix metalloproteadzok gatlasara — vald kotés utjan torténd
gatlasa a gyodgyitasban az extracellularis matrix atalakulasanak
gatlasara lenne hasznalhato.

A protein elleni antitestek

A metalloprotedzokat ugy tehetjik cél-enzimekké, ha egy
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metalloprotedz inhibitort metalloproteaz elleni antitesttel vagy
ennek fragmentumdval konjugalunk. A konjugacidés mdédszerek ismer-
tek ezen a szakterileten. Ezeket az antitesteket mind a terapia-
ban, mind az inhibitorok adagolédsédnak monitorozasaban alkalmaz-
hatjuk.

A taldlmany szerinti antitestet szilard hordozdhoz is kon-
jugalhatjuk. Ezeket a konjugatumokat mind affinitas reagenseket
alkalmazhatjuk a kivant metalloprotedz, eldnydsen a dezintegrin
tisztitéasara.

Fgy masik kiviteli alakban a talalmany szerinti antitestet
kézvetleniil konjugédlhatjuk a jelzével. Minthogy az antitest ko-
tédik a metalloprotedzhoz, a jelzd felhasznalhatdé in vivo vagy
in vitro sejttenyészetben a metalloproteaz viszonylag magas
szinteken valdé jelenlétének a kimutatéasara.

Haszn&dlhatunk példaul olyan célzd6 ligandumot, amely speci-
fikusan reagal a szbbanforgd cél-szdvet egy markerével. Jb1 is-
mertek azok a moédszerek, amelyekkel a taldlmany szerinti vegyli-
let a célzd ligandumhoz kapcsolhatdé és ezek hasonldak azokhoz,
amelyeket a hordozdhoz vald kotéshez hasznalnak (a leirast 1lasd
alabb). A konjugatumokat ugy formuldzzuk és alkalmazzuk, mint
fent leirtuk.

Antitestek termelése és alkalmazéasa

Antitesteket szamos mobédszerrel tudunk eléallitani, példaul
gy, hogy a proteint megfeleld (példaul emlds) szervezetekbe
— beleértve egereket, nyulakat és hasonldkat — oltjuk be. Az
elényds eljarasokban az immunogént ismételt injekcidkkal visszik

be adjuvans jelenlétében egy olyan séma szerint, amely fokozza
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az antitest termelést a szérumban. Az immunszérum titere kdnnyen
megmérhetd olyan immunassay-k alkalmazasaval, amelyek mar stan-
dard eljarasok a szakteriuleten.

A kapott antiszérumok kozvetlenil felhasznalhatdk, vagy pe-
dig monoklondlis antitesteket allitunk eld ugy, hogy az immuni-
zalt &allat periférids vér limfocitait vagy a lépet learatjuk és
az antitest termeld sejteket immortalizaljuk, majd az alkalmas
antitest termeld egyedeket standard immunassay technikakkal azo-
nositjuk.

A poliklonalis vagy monoklonalis készitmények a talalmany
szerinti vegyililetekkel végzett terdpiads vagy profilaktikus elja-
rasmédok monitorozasdban haszndlhatdk. Megfeleld mintdkat —
ilyenek a vérbdl, szérumbdl, vizeletbdl vagy nyalbdl szarmazd
mintdk — tesztelhetiink a protein Jjelenlétére a kezelési eljaras
kiilénbdz8 idépontjaiban olyan standard immunassay technikakkal,
amelyekben a taldlmany szerinti készitményeket alkalmazzuk.

Ezekhez az antitestekhez jelzdket is kapcsolhatunk — pél-
daul szcintigrafias jelzbket, mint a Tc-99 vagy I-131 — standard
konjugacibés moédszerekkel. A jelzett vegyluleteket beadjuk a bete-
geknek, hogy meghatarozzuk egy vagy tobb metalloproteaz tobblet
mennyiségének a helyzetét in vivo. Tehat a protein elleni jel-
zett antitest ugy mdkodik, mint a Dbetegségre utald fokozott
expresszid szlrésének eszkoze.

Abb6l a koérilménybdl, miszerint az antitestek szelektiven
képesek koétddni a metalloproteadzhoz, az az eldény szarmazik, hogy
ezen enzimek in situ eloszlasat fel tudjuk térképezni. Ez a

technika szovettani eljarasokban is alkalmazhatdé és a Jjelzett
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antitestek kompetitiv immunassay-kben is felhasznalhatodk.

Az antitestek ismert mobddszerek segitségével eredményesen
kapcsolhaték méas vegyiletekhez vagy mas anyagokhoz. Példaul
azoknadl az anyagoknal, amelyek funkcids karboxil csoportot tar-
talmaznak, a karboxil csoportot aldehiddé redukalhatjuk és hor-
dozdéhoz kothetjik oldallanc aminocsoportokkal vald reakcid ut-
jan, amelyet adott esetben a képzd&ddétt imino kotés redukcidja
kovet. A karboxil csoportot az oldallanc aminocsoportjaival kon-
denzald szerek hasznadlataval is reagaltathajtuk. Ilyen kondenza-
16 szerek példaul a diciklo-hexil-karbo-diimid vagy méas karbodi-
imid dehidralé szerek. A linker vegylletek a konjugadlés megvald-
sitasara hasznd&lhatdk. Mind a homobifunkcids, mind a heterobi-
funkcidés linkerek beszerezhet6k a Pierce Chemical Company-toél
(Rockford, Ill.).

Ezek az antitestek megfeleld kromatogrdfias anyaghoz konju-
galva, a protein izolalasadban alkalmazhaték. Az affinitas kroma-
tografiat alkalmazd elvalasztasi mdédszerek 361 ismertek ezen a
szakteriileten és a gyakorlott szakemberek gyakorlatdhoz tartoz-
nak.

Betegség marker

Mint fent megjegyeztik, a talalmany a metalloproteaz gének
expresszidjanak kimutatasadra vonatkozik mintakban, beleértve a
beteg szdvet-mintdkat is. Nem akarjuk, hogy a talalmanyt a nuk-
leinsav forras (akar DNS, akar RNS) természete korlatozza, a ta-
lalmany a kilonboz6 forrasokra egyarant vonatkozik, beleértve,
de nem kizardlag az emlds (példaul: rakos szovet, limfocitak,

stb.) forrasokat.
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Anélkul, hogy kotve lennénk elmélethez, a gének expresz-
szi®janak és kildndsen ennek a génnek a szoveti eloszlasa korla-
tozott lehet és expresszidjat potencialis osteocarthritis media-
torok erdsitik. Ennek a génnek (tehdt a proteinnek) a fokozott
expresszidja példadul az izileti kondrocitakban, az osteocarth-
ritis kifejlddésének — beleértve a legkorabbi tiunetmentes alla-
potokat — és progresszidéjanak markeréil szolgal. Ennélfogva a
protein ellen termelt antitest a betegségre utald fokozott exp-
resszidéra vald szlirés eszkdzeként keriilhet alkalmazasra.

Ezenkivil, amikor egy betegség szlirésére hasznaljuk, az an-
titesteket kromofor vagy fluorofor tartalmi anyagokkal konjugdl-
hatjuk, vagy konjugadlhatjuk olyan enzimekkel, amelyek kromoforo-
kat vagy fluoroforokat képeznek bizonyos koriilmények koézott. A
konjugalashoz haszndlt anyagok és moédszerek joél ismertek a szak-
teriileten. Amennyiben ilyen mdédon alkalmazzak, a protein kimuta-
tdsa immunassay-vel a gyakorlott szakember szdmdra rutin munka.
A testfolyadékok (szérum, vizelet, szinovialis folyadék) példaul
ilyen mbédon szlrhetdék kalibralas vegett, a metalloproteazok el-
oszlasdnak vagy ezen protedzok megnoévekedett szintjének a kimu-
tatisa végett.

Amennyiben ilyen mdédon alkalmazzuk, a taldlmany egy hasznos
diagnosztikus és/vagy klinikai markere a metalloproteaz altal
kozvetitett betegségeknek, mint amilyenek az osteocarthritis vagy
mas degenerativ izileti porc betegségek, vagy mas olyan betegsé-
gek, amelyeket az extracellularis matrix lebomlasa vagy atalaku-
lasa jellemez. Mihelyt a Dbetegséget kimutattuk, mar a tlnetek

megjelenése vagy a legyengilés eldtt kezelhetjuk.
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Ezenkiviil ezek az antitestek eljuttathatdék a beteg szdvet-
hez kimutatds vagy kezelés céljabdél, mint fent leirtuk.

Nukleinsav alapu technikak

A sejtek nukleinsav tartalma dezoxiribonukleinsavbdél (DNS)
és ribonukleinsavbdé6l (RNS) all. A DNS tartalmazza a sejt geneti-
kai lenyomatat. Az RNS a DNS szekvencian alapuld proteinek ter-
melésében mint koézti termék szerepel. Az RNS a sejten belil héa-
rom formadban létezik: strukturdlis RNS (azaz riboszdémalis RNS,
,YRNS”), transzfer RNS (,tRNS”), amely a transzlacidban vesz
részt és messzendzser RNS (,mRNS”). Minthogy az mRNS a DNS-ben
kdédolt genetikai informacid és a megfeleld proteinek kozotti in-
termedier molekula, a sejt mRNS komponense béarmely adott idé-
pontban a sejt fizioldgiai &llapotanak képviseldje. Azzal a cél-
lal, hogy vizsgaljuk és felhaszndljuk a sejt molekularis biolo-
giajat, fontos, hogy tisztitani tudjuk az mRNS-t, beleértve az
mRNS-nek egy mintdban 1évé Ossz nukleinsavbdl vald tisztitasat.

Az RNS 1izolaladsat a ribonukleazok jelenléte bonyolitja,
amelyek bontjdk az RNS-t [ lasd példaul: T.Maniatis et al.,
Molecular Cloning, 188-190 old., Cold Spring Harbor Laboratory
(1982)] . A sokszorozhatd RNS izoldlasat megneheziti az mRNS-sel
tarsult ribonukleoproteinek jelenléte 1is [R.J.Slater kozlése a
,Techniques in Molecular Biology” cimd kiadvanyban (113-120
old.); J.M.Walter, W.Gaastra (szerk.), Macmillan, N.Y. (1983)].

A nukleinsav tisztitédsa sejtekbdl adltaldban a kovetkezsb 1lé-
péseket tartalmazza: 1) sejt lizalas, 2) a cellularis nukleazok
inaktivalasa, 3) a kivant nukleinsav elvalasztasa sejt tdormelé-

kekt&dl és ma&s nukleinsavaktdl. A sejt lizist kilonbdzéd mddsze-
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rekkel érhetjlik el, példaul enzimes kezeléssel vagy detergenssel
vagy kaotrdép szerrel vald kezeléssel. A celluléaris nukleédzok
inaktivalasat proteazok és/vagy erdés sbdbk alkalmazasaval végez-
hetjuk. Végul, a kivant nukleinsav elvalasztasat 4altalédban a
nukleinsav fenolos vagy fenol-kloroformos extrahdléasaval végez-
zlik; ez a mddszer a mintat vizes fazisra (ez tartalmazza a nuk-
leinsavat) és szerves fazisra (ez tartalmazza az egyéb sejt al-
kotb6érészeket, a proteinekkel egyiitt) valasztja szét. Az 4ltaléa-
nosan haszndlt eljaradsok sb6k hasznalatat irjak els, fenollal
egyilitt [ P.Chomczynski and N.Sacchi, Anal.Biochem., 162, 156
(1987)], vagy egy centrifugalasi 1lépés alkalmazasat a protein
eltavolitasara (R.J.Slater, lasd fentebb).

Mihelyt a nukleinsav frakcidét a sejtbdl izolaltuk, az mRNS
molekula szerkezetét haszndlhatjuk arra, hogy az mRNS DNS-t&1
vagy mas RNS molekuldtdl vald megtisztitasaban segitséginkre le-
gyen. Minthogy a magasabbrendd szervezetek mRNS-e rendszerint
poliadenilalt 3’ végén (,poli-A farok” vagy ,poli-A track”) az
RNS sejtekbsl wvald izoldlésénak egy eszkdzét arra alapoztéak,
hogy a poli-A farok komplementer szekvenciajahoz (azaz oligo-dT-
hez) kotédik, amelyet hordozdhoz — példaul celluldzhoz — kotot-
tek. A hibridizalt mRNS/oligo-dT-t 4&ltaldban centrifugaléssal
valasztjak el a mintdban 1évé egyéb komponensektdl, vagy magne-
ses kiviteli formdk esetén magneses tér hatasanak vald expozici-
6val. Mihelyt a hibridizAalt mRNS/oligo-dT-t elvalasztottuk a
minta mas alkotdrészeitdl, az mRNS-t rendszerint eltéavolitijuk az
0ligo-dT-r&l. Azonban bizonyos alkalmazasok céljara az mRNS kot-

ve maradhat a szildrd hordozdhoz kapcsolt oligo-dT-hez.
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Az oligo-dT-vel Osszekapcsolt szilard hordozdk széles val-
tozatat fejlesztették ki, amelyek a kereskedelembd8l beszerezhe-
t8k. A celluldz maradt a leggyakoribb hordozé a legtdbb oligo-dT
rendszerben, de latex szemcsékhez és paramagneses részecskékhez
kovalensen kotott oligo-dT formatumokat 1is kifejlesztettek és
ezek 1is kaphaték a kereskedelemben. A paramagneses részecskék
biotin-avidin rendszerben 1is hasznalhatdék, ahol a biotinezett
oligo-dT-t oldatban az mRNS-hez anellaljak. A hibrideket ezutan
sztreptavidinnel fedett paramagneses részecskékkel fogatjak be
és magneses tér alkalmazasaval valasztjadk el. Ezek mellett a
modszerek mellett wvannak még valtozatok, ilyen példaul az
eukariéta 06ssz RNS-b61 szarmazd poliadenilalt RNS affinités
tisztitasa centrifuga-oszlop (spun-column) kivitelezésben. Ezek
a megoldasok a poli-A mRNS hibridizacidéjaval 1is szamolnak, de
hatékonysaguk és érzékenységik valtozbd.

Egy kiviteli alakban az mRNS-t reverz transzkriptazzal ke-
zeljik cDNS eldallitdsa végett. A cDNS-t primer meghosszabbitas-
ndl (extenzidénal) hasznédlhatjuk PCR-ben az alédbb leirt primerek-
kel) . Tehdt a talalmény olyan nukleinsav molekuldkra vonatkozik,
amelyek az alabb leirt primerek segitségével végzett primer meg-
hosszabbitidssal mutathaték ki. A primer extenzidt (illetve a
PCR-t) olyan feltételek (ugynevezett ,igen szigortian meghatéro-
zott feltételek”) kozott végezhetjik, ahol csak a komplementer
nukleinsav fog hibridizalni (a részben komplementer nukleinsav
hibridizacidjaval szemben). Ezek a feltételek magukba foglaljak
a duplex olvadési hémérsékleténél (melting temperature) vagy egy

ehhez kézeli hémérsékleten vald anellalésat.
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Specifikus dezintegrin metalloproteaz génre iranyulé primerek

A taldlmany egy UJj dezintegrin metalloproteaz gén részleges
nukleinsav szekvenciadjanak teljes hosszusagu proteint kdédold ré-
gidéjara vonatkozik. A szekvencia egyebek kozdtt a dezintegrin
metalloproteaz gén-expresszid kimutatasara hasznalhatd. Egy ki-
viteli alakban olyan primereket hasznalunk a génszekvencia je-
lenlétének vagy nemlétének a kimutatdséara, amelyek az emlitett
részleges szekvencia egy darabjéra iranyulnak. Ezeket a primere-
ket egy olyan cDNS klén azonositasara is fel lehet hasznalni,
amely a teljes gént reprezentalja, szamitasba véve a dezintegrin
metalloproteazt vagy fragmentumait (vagy mutansait) kédold nuk-
leinsavszekvencia rekombindns expresszidjat egy gazdasejtben.

El&ényds primerek a kovetkezdk: a 9. szami szekvencia sze-
rinti primer (5 -AGCCTGTGTC-3") és a 10. szamia szekvencia sze-
rinti primer (5 -AGCCTGTGTCTGAACCACT-3’ ). Egyébként mas primerek
is konnyen megtervezhetdék a 5. szamd szekvencia és az 1. szamu
szekvencia altal leirt szekvenciak alapjan.

Biolégiai mintak 6sszehasonlitésa differential display médszerrel

Az eredményes sokszorozast a reakcidbdl kapott termék (ek)
vizsgalata bizonyithatja. Azt kivanjuk, hogy a talalmanyt a meg-
hosszabbitids termékeinek vagy a PCR termékeinek a kimutatéaséara
szolgald moédszer ne korlatozza. Egy kiviteli alakban a PCR ter-
mékeket nagy felbontd képességli agardz gél elektroforézissel — 2
$-o0s agardz gélek (BRL) alkalmazasaval — analizaltuk és a sok-
szorozott DNS fragmentumokat etidium-bromidos festéssel és UV
dtvilagitédssal tettik lathatdéva. A talalmany egyik kivitelil

alakjaban elektroforézist hasznalunk a termék képzddésének bizo-
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nyitasara és a mintdk eredményeinek egymassal valdé &sszehasonli-
tasara.

A taldlméany tehdt az Uj dezintegrin metalloproteaz génszek-
vencidk nukleinsav keverékekben (példaul cDNS vagy RT-mRNS) wvald
kimutatdsara vonatkozik. Egy nukleinsav keveréken végzett PCR-
rel és a termékek géleken vald futtatédsdval ,izolaljuk” azt a
nukleinsavat, amely a primerek altal definidlt szekvenciat tar-
talmazza. A terméket ezutédn Ugy ,tisztithatjuk”, hogy a gélbdl
kivagjuk a savot (vagy mas alkalmas mbédszert hasznalunk, példéaul
elektroelticidt) .

A ,,szekvenciak jegyzéke” dttekintése

Az olvasd kedvéért a szekvencia-jegyzék Osszefliggéseit az
aldbbiakban ismertetjik.

Az 1. sza&mu szekvencia (SEQ.ID.NO:1) egy tdredékes DNS
szekvencia, és része a 3. szami szekvencidnak. Az 1. szaml szek-
vencia elsd bazisa (citozin vagy C) a 3. szadmu szekvencia 940.
badzisa. A DNS szekvenciadk azonosak, ahol egymast fedik.

A 2. szamu szekvencia és a 4. szamu szekvencia az 1. szama
szekvencia, 1illetve a 3. szamu szekvencia altal kifejezett
aminosavszekvencidk. A 2. szé&mi szekvencidban az elsé aminosav,
a Gln, a 4. szamu szekvencidban a 309. aminosav. A két szekven-
cia a protein karboxitermindlis végével homoldg.

A 7. szamu szekvencia a differential display kisérletek ré-
vén kapott DNS szensz sz&la. A 7. szamu szekvencia elsé bazisa
az 1. szamu szekvencia 1371. bazisédnak és a 3. szami szekvencia
2310. bazisanak felel meg. Ezek a szekvenciak 452 bazist illetd-

en homolégok az 1. szdmi szekvencia 1822. bazisadig és a 3. szamu
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szekvencia 2761. bazisadig. Az 1. szami szekvencia és a 3. szamu
szekvencia két utolsé bazisadnak a kilonbdzdsége a szekvenalas
hib&djanak tudhatdé be, vagy pedig a PCR-ben 1évé altaléanos
replikaciés hibanak, vagy lehet, hogy egy klbénozd vektor része.
A 7. szamu szekvencia a homoldg részen tul mintegy 284 bazissal
folytatdédik, tehdt joéval tul terjed az 1. szami szekvencia és a
3. szamu szekvencia végétdl.

Ezenkivil a 7. szamia szekvencidban a 477-716 bazisok teszik
ki a 6. szami szekvenciat. A 6. szamu szekvencia az 5. szamua
szekvencia szensz szala. Az 5. sza&ml szekvencia egy antiszensz
sz&l, amelyet a differential display kldénozas utéan talaltunk. A
6. szamu szekvencia tehadt a DNS iranyat mutatja, ahogyan ez az
RNS-ben jelenik meg. Ez a két szekvencia e gén 3’ végéhez kozel
taldlhato.

Jbllehet a 7. szamu szekvencia 3’ végéig tartd 452 Dbazis
eltér az 1. szamu szekvencidtdl és a 3. szami szekvenciatdl, a
7. szamu szekvencia mégis érvényes. Lényegesnek tartjuk megje-
gyezni, hogy az expresszalt peptid-szekvenciat nem érinti ez az
eltérés. Ezek a bdzisok valdszinlleg nem jelennek meg az 1. sza-
ma szekvencidban és a 3. szami szekvencidban, egy alternativ
poliadeniléacids szignal kovetkeztében.

A 8. szamu szekvencia egy uj, teljes hosszusagli DNS szek-
vencia. A 9. szamu szekvencia a 8. szamu szekvencia altal kife-
jezett 0j protein. A 9. szami szekvencia abban tér el a 4. szamu
szekvenciatol, hogy a 4. szamu szekvencia 162(Ser) - 213(Tyr)
aminosavait egyetlen csoport (Asn) helyettesiti a 9. szamu szek-

vencia 162. pozicibéjéban. Ez az eltérés a DNS-ben az 501 - 654
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bazisok — Osszesen 153 bazis — delécidjdban mutatkozik meg, a
leolvaséasi keretet érintetlentil hagyja, de egy csoportot megval-
toztat és a 4. szamlu szekvencidban meglévé 51 aminosavat torli.

A 10. szédmu szekvencia és a 11. szami szekvencia PCR-ben
haszn&lhatdé antiszensz primerek, és a 7. szamu szekvencia 3’ -vé-
gének forditottjai. Az itt ismertetett szekvenciakat alkalmazo

gyakorlott szakemberek primerek céljara mas szekvenciakat is is-

merhetnek.
A koévetkezd példakkal — amelyekkel nem Shajtjuk korlatozni
a taldlmany oltalmi kérét — a talalmany egy eldényds kiviteli

alakjat szemléltetjik és roviden ismertetjik a talalmany alkal-
mazasi terilletét. Ezeket a példédkat a gyakorlott szakemberek
szamdra segitségil adjuk kozre és ezek a példak semmiképpen nem
korlatozzadk a taldlmanyt. Felvértezve ezzel a kitétellel és
ezekkel a példékkal, azok, akik ezen a szakterileten jartasak,
képesek a taldlmény kivitelezésére és felhasznalasara.

A példakhoz standard kiindulasi anyagokat hasznaltunk. Az
anyagok tobbsége ismert és a kereskedelembdl beszerezhetd. Pél-
daul: az E.coli CJ236 és JM101l ismert torzsek, a pUBl1l0 egy is-
mert plazmid és a Kunkel moédszer szerinti mutagenezis szintén
jo6l ismert ezen a szakterileten. Ezenkivil néhany sejtvonal és
cDNS a kereskedelemben 1is kaphatd, példadul az U-937, amely a
Clontech, Inc. (Paloc Alto, California) cégtdél beszerezhetd.

Varidnsok elddllithatdék expresszids rendszerekkel és kildn-
bdz& mdédszerekkel, kildnbodzé gazdasejtekben. Ezek a mdbdszerek a
molekularis bioldgidban vagy a biotechnolégiaval rokon mas szak-

maban jartas szekemberek koteles tudasahoz tartoznak.
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1. példa:

Az RNS-t normdl huméan izileti kondrocitdk (porcsejtek) nem
stimuldlt és interleukin-l-gyel stimuldlt tenyészeteibdl izolal-
tuk. Az RNS-t cDNS-sé alakitottuk reverz transzkripcidval. A
cDNS-t mdédositott differential display eljarasnak vetettiik alé,
egy sor random (taldlomra valasztott) primert alkalmazva.

Mind a stimul&lt, mind a nem stimuldlt kondrocitakbdl ka-
pott PCR mintdkat poliakrilamid géleken — szomszédos nyomsavok-
ban — elektroforetizaltuk. Az eltérden kifejezdddtt savot kivag-
tuk, kloénoztuk és szekvendltuk. A gén eltérd mbébdon vald kifeje-
z8dését ribonukledz védelemmel (RNAase protection) és a kisérle-

teken nuclear run segitségével igazoltuk.

2. példa:

Interleukin-l-gyel stimuldlt human izileti (combcsont fej)
kondrocitdk primer tenyészetébdl Uj, proteint kdédold részleges
human sDNS-t klénoztunk, ismert mbddszerekkel. Azonos szekvenciéat
taldltunk, és a gént ugy egészitettik ki, hogy humé&n cDNS tara-

kat szudrtink, hogy teljes hosszlsagt klénokat kapjunk.

3. példa:

A 2. példa szerinti kldénozott DNS-t pUBllO-be vittik be is-
mert mbédszerekkel.

Ezt a plazmidot haszndltuk E.coli transzformdlaséara, és ez
szolgadlt templatul helyre iradnyuldé mutagenezishez, uj mutéansok
létrehozasa céljabol. A Gln-t Kunkel féle mutagenizald mbdszer-

rel valtoztattuk Ala aminosavva.
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4. példa:

A [ '*°I] jelzett dezintegrin antitestet IODOBEADS (Pierce,
Rockford, IL.; nem pordzus polisztirol szemcséken immobilizdlt
kloramin-T) segitségével allitottuk eld. A liofilizalt antites-

tet (2 pg) 50 pl 10 mM ecetsavban vettik fel, és hozzaadtuk

— jégen — 450 pl foszfattal pufferolt konyhasé oldathoz (PBS)
(Sigma, St. Louis, MO.). A cs6hdz hozzaadtunk 5 pl-ben 500 pCurie
125T_+ (Amersham, Arlington Heights, IL.; 2200 Ci/mM) és egy

IODOBEAD-et. A reakcidt 10 percig jégen inkubaltuk, esetenkénti
razas mellett. A reakcidt ezutan Ugy a&llitottuk le, hogy a reak-

cibelegyet a IODOBEAD-r8l eltavolitottuk.

5. példa:

Fluorogén dezintegrin metalloproteaz szubsztrat-peptidet
(BRBachem, Guelph Mills, King of Prussia, Pa.) kevertink a dezin-
tegrinhez és a fluoreszcencia valtozast 2 perc mulva értékeltuk,
mint egy kontrollt. Ezutdn egy kilén menetben a fluorogén pepti-
det kevertiik o6ssze a dezintegrinnel a kiértékelendd vegylilet
(metalloproteadz inhibitor) jelenlétében és a kiértékelést kuldn-—
b6z& iddpontokban végeztik 2 - 12 éran at. Az adatokat standard
metodikaval értékeltik ki, hogy megkapjuk a vizsgalt vegylulet

relativ kotddését.

6. példa:

Egy beteg bal térdébd&él 0,5 ml szinovialis folyadékot sziv-
tunk le, és ELISA segitségével teszteltik megnovekedett dezin-

tegrin szintekre. Az eredmények a normalisnal magasabb dezinteg-
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rin szintet mutattak. A betegnek egy dezintegrin inhibitorbdl
profilaktikus dézist irtunk eld oralis alkalmazasra, vagy ugyan-
ezt injekciéban adtuk a bal térdbe, mieldtt a beteg a klinikus

rendeldéjét elhagyta.

7. példa:

Az extracelluldris matrix atalakulds gatldsat a dezintegrin
metalloprotedz aktivitas gatlasa révén kutattuk. Kis molekulato-
megl szintetikus metalloproteaz inhibitor — ugyanezt hasznaltuk
a matrix metalloprotedz gatlédsadra — alkalmazasaval a szoveti in-
tegritast és a proteoglikant monitoroztuk.

IL-1-gyel stimul&lt marha izilleti porc eredetl orr porc egy
mintdjat kis molekulatdmegl dezintegrin 1 mikromolaris oldataban
tenyésztettiik. A kisérletet kontrollal végeztik és Osszehasonli-
tottuk egy azonos tenyészettel, amelyet inhibitor nélkul te-
nyésztettink. A 7 napos tenyészet vizsgalata azt mutatta, hogy a
gatolt tenyészetben kevesebb a szovet lebomlas és a tenyészet
szérumdban kevesebb proteoglikdn van jelen. Az eredmény egybevag
a gatolt aggrekandz aktivitédssal. Az aggrekanaz gatlasa gatolja

a szdvet lebomlasat és csokkenti a proteoglikan felszabaduléasat.

8. példa:

A proteolitikus folyamat gé&tlasa, amely a dezintegrin
metalloprotedz domén membranhoz kotott formajabdl vald felszaba-
dulasat eredményezi, gatolja a membranhoz kotdott dezintegrin mo-
lekula ,masodik messzendzser” jelatvitelét. Az ilyen masodik

messzendzser Jjelatvitel cellularis fenotipus valtozasokat hoz
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létre, tovabba valtozasokat eredményez a gén expresszidban, val-
tozasokat a mitotikus aktivitdsban és hasonldkban.

A sejteket, amelyekrél tudjuk, hogy dezintegrint tartalmaz-
nak, szerinproteazzal kezeljik. A sejtbd&él felszabadult proteine-
ket standard médszerekkel mérjik. Pontosabban, a metalloprotea:z
aktivitdst szakirodalmi mbédszerekkel monitorozzuk. A felszaba-
dult metalloprotedz mennyisége korrelal a sejtek kezelésére
hasznalt szerin protedz mennyiségével.

Az src tirozin kinadz aktivitasban kontrollal szemben meg-
nyilvanuldé novekedéseket az intracellularis proteinek Western
blot analizisével mérjik — foszfotirozin specifikus monoklonalis
antitesteket haszndlva — a dezintegrin metalloprotedz hasitéasat
és felszabadulasat koévetden. Kontrollként szolgalnak azok a sej-
tek, amelyeket nem kezeltiink szerin proteazzal.

A sejtben (vagyis a sejt tenyészetben) 1lévé src tirozin
kinaz aktivitast szakirodalmi moédszerekkel mérjik. A dezintegrin
metalioproteéz domén felszabadulasat szintén szakirodalmi moéd-
szerekkel monitorozzuk. Kozvetlen Osszefiiggés all fenn a metal-
loproteaz domén felszabaduldsa és az intracellularis src tirozin
kindz aktivitds meger&sddése kozdtt. Ez az eredmény egyezik az-
zal a jelenséggel, miszerint az src tirozin kinaz kaszkad stimu-
lacidéja a dezintegrin-kdzvetitett sejt-jelatvitel stimuléacidja-

val jar.

9. péida:

Az integrin kotédést egy RGD szekvenciadt tartalmazé

peptiddel mérjik. Az intercelluladris adhézids molekulak, vagy az
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extracelluldris matrix komponensek gatlasa az ilyen k&lcsdnha-
tasokkal jaréd fenotipus valtozadsok — beleértve a sejt alakjanak
vadltozédsait — gatlasat eredményezi. Az integrin kotddést kompe-
titiv assay-vel mérjlk, amikoris a sejtek mikroszkdéppal lathatd
alakvaltozasait figyeljik meg. A peptid gatolja az ilyen
celluldris valtozasokat. (RGD = az extracellularis matrixban
el&forduld fontos tripeptid: arginin-glicin-aszparaginsav) .

Ez az eredmény egyezd a dezintegrin kdélcsdnhatasaval wvald
versengéssel vagy ennek blokkolasaval. Az RGD peptid gatolja a
kondrocitdkban a <celluléaris vaAltozasokat. Az osteoarthritis
fenotipus, amelyet megndvekedett matrix szintézis és felgyorsult
matrix metalloprotedz aktivitas jellemez, nem fordul eld. Egyéb
kénnyen vizsgalhatd celluldris valtozasokat is felhasznalhatunk
az eredmény monitorozasdhoz, példaul a gén expresszidt, a mito-

tikus aktivitds valtozéasait és hasonlodkat.

10. példa:

Egy kis molekulatomegl metalloproteaz inhibitort hasznal-
tunk egy szovet-tenyészet kezelésére a 7. példa szerinti moéd-
szert alkalmazva. A sejt-membranbdl felszabaduld TNF-a-t (TNF =
= tumor nekrézis faktor) a szakirodalombdél ismert mobdszerekkel
mértiik. A 7. példaban hasznalt inhibitor a sejt membran altal
szekretdlt TNF-o mennyiségét is csokkenti.

Ennélfogva azt gondoljuk, hogy a dezintegrin metalloproteaz
aktivitads gatlésa egy dezintegrinnel tarsult gyulladasos kaszkad

és szekretdz aktivitds gatlasat eredményezi. Azt gondoljuk, hogy

a citokinek vagy az IL-1 és hasonldék sejt-membranbdél vald fel-
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szabaduldsdnak a monitorozdsa ugyanehez az eredményhez vezet.

11. példa:

Differential display sziirés betegségre

Norma&l huméan izuleti kondrocitdk interleukin-l-gyel stimu-
141t és nem stimuldlt tenyészetébdl RNS-t izolaltunk. Az RNS-t
cDNS-sé alakitottuk reverz transzkripcié segitségével. A cDNS-t
PCR-rel sokszoroztuk a fent emlitett primerek alkalmazasaval. A
stimuldlt és nem stimuldlt kondrocitakbdél szarmazdé PCR mintakat
poliakrilamid gélben, szomszédos nyomsavokban elektroforetizal-
tuk. Egy eltérden kifejezddott savot (azaz egy olyan savot,
amely csak a stimuldlt sejtben talalhaté és a nem stimulalt sej-
tekben nem fejezd&dott ki szignifikédns vagy kimutathatd szinte-
ken) kivagtunk a gélbdl, kldénoztuk és részlegesen szekvenaltuk.
A részleges szekvenciadt az 5. szami szekvencia irja le. Megéalla-
pitottuk, hogy ez a szekvencia korilbelil 60 %-os homoldgiat mu-
tat egy patkany metalloprotedzzal (lasd fentebb), tovabba megal-
lapitottuk, hogy ez a szekvencia kézel 85 %-ban homoldg egy hu-

man metalloproteadzzal (lasd a Z48597 GenBank Jegyzékszam alatt;

1l4sd a 2. &brat).

12. példa:

Sziirés tumorok metasztatikus potencialjara

Rakos szovetet teszteltiink metalloprotedz gén expresszidra.
A mintabdél kivont nukleinsavat PCR-rel sokszoroztuk a fent emli-
tett primereket alkalmazva. Az atiratok magas szintjeibdl meta-

sztatikus potencidlra lehet kovetkeztetni.
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13. példa:

Hatéanyag sziirés expresszié inhibitorokra

Metalloprotedz gén expresszid inhibitor jeldlteket szlrtink
in vitro. Normal human iziileti kondrocitdk interleukin-1l-gyel
stimuldlt tenyészeteit inhibitor jeldltek hatasanak tettik ki in
vitro. Az RNS-t izoladltuk és reverz transzkripcidéval cDNS-sé
alakitottuk. A cDNS-t PCR-rel sokszoroztuk a fent emlitett pri-
merek alkalmazdasaval. Az inhibitorok hatésédnak kitett kondro-
citdkat és a nem gatolt kondrocitakat egymassal szomszédos nyom-
savokban poliakrilamid gélekben elektroforetizaltuk. A csokkent

PCR termék szintek inhibitort azonositanak.

14. példa:

Hatéanyag sziirés metalloproteaz inhibitorokra

Maganak a metalloprotedznak az inhibitor Jjeldltjeit 1is
szlrtik in vitro. A normadl human izilleti kondrocitdk interleu-
kin-1-gyel stimuléalt tenyészetének feliluszdjat megfeleld metal-
loproteaz szubsztratumokon (példaul matrix proteineken) vizsgal-
tuk az inhibitor jeldltek jelenlétében vagy nélkilik. Kontrollok
gyanant ismert inhibitorokat [ példaul: 1,10-fenant-rolin; Dbesze-
rezhetd a Sigma Co. (St.Louils) cégtdél] hasznaltunk. A szubsztra-
tum (példaul fluorogén dezintegrin metalloprotedz szubsztratum)

lebomlasa inhibitort azonosit.

15. példa.

Egy 1400 bp méretll klént izoldltunk standard technikakkal

az U-937 monocita-szerl sejtvonalbdél, amely egy cDNS tar. A kez-

68.663/BE



42

dé szekvencia egy csonka klén, amelybdl az 5 vég egy darabja
hidnyzik. Az 5 véget az 5 R.A.C.E. [ Rapid Amplification of %
c-DNS Ends; lésd példaul: ,PCR Protocols, A Guide to Methods and
Amplifications”, Innis et al. (szerk.); 4. fejezet, 28-38 old.;
Academic Press (1990); és lasd a kiadvanyban 1évé tovabbi refe-
rencidkat] segitségével allitottuk elé. Ismert technika alkalma-
zdsaval egy 1600 bp hosszu klént hoztunk létre, amely a kimaradt
5 szekvencidt tartalmazta. Ez a két szekvencia egyiitt szolgal-
tatja a 8. szamu szekvenciat, amelybdél a peptid szekvencia szar-

mazik.

16. példa:

A 9. szamu szekvencia (5 -AGCCTGTGTC-3") és a 10. szamu
szekvencia (5 -AGCCTGTGTCTGAACCACT-3' ) szerinti primereket hasz-
naltuk az mRNS differential display vizsgalatédban (ddrd-PCR). A
PCR-ben 2-5 ng sscDNS-t haszndltunk. A reakcidelegyet eldbzetesen
0,2 p-os vékonyfalu csodvekben jégen hutottuk. Az egyes csovek a
kovetkezd8ket tartalmaztiak: 50 mM trisz.HCl (pH 8,5), 50 mM k&li-
um-klorid, 1,5 mM magnézium-klorid, 1-1 mM a dNTP-kb&l, 2-5 ng
sscDNS, 10-10 pM a fenti primerekb&él, 0,5 pl a-P* dCTP (10
uCi/pl; Amersham), és 20 pl viz. Az elegyet 35 ciklusban futtat-
tuk, ciklusonként: denaturalads (94 °C, 30 masodperc), anellalas
(36 °C, 30 masodperc) és extenzid (72 °C, 1 perc). Készlulék: Per-
kin-Elmer System 2400 Thermal Cycler (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT.) .

Ezzel a médszerrel az IL-1-gyel kezelt kondrocitédk kifejez-

ték az ezen génhez tartozd mRNS-t, mig a kezeletlen (IL-1 nél-
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.o .o .e .o
.

kiil) kontroll kondrocitdk nem fejeztek ki kimutathatdé mRNS-t.

17. példa:

Nagy teljesitményii sziiréshez alkalmas vizsgalati rendszer

A dezintegrin proteaz aktivitast kinetikus enzim gatlasi
vizsgalatban — fluoreszcens szubsztratumot hasznalva — mértik.
Klénozott dezintegrin enzimet és egy kis molekulatdmegd fluo-
reszcens Jjelzésld protein szubsztratumot hasznaltunk. Az enzim
aktivitdst ugy hataroztuk meg, hogy a szubsztratum molekula szo-
bahémérsékleten valdé hasitdsa utan mértik a fluoreszcenciat. Ez
a vizsgalat egyszerd és nagyon kdénnyen automatizalhato.

Standard technikakat alkalmazva, ez a vizsgalat 96 vagy 384
tartalyos lemezekhez adaptalhatd.

Az itt leirt hivatkozasokat referencidnak tekintjik.

Noha ebben a leirasban a jelen taldlmany specialis megvald-
sitasi alakjai szerepelnek, a szakteriilleten jartas szakemberek
szamadra azonban nyilvanvald, hogy a talalmanyba kildnbozé val-
toztatasok és moédositdsok vihetdk be anélkil, hogy ezek a talal-
many szellemétdl és oltalmi k&rétdl eltérnének. Ugy gondoljuk,
hogy a csatolt igénypontok minden olyan médositast lefednek,

amely a taldlmany oltalmi korén belil van.
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SZEKVENCIAK JEGYZEKE

SEQUENCE LISTING

(1) GENERAL INFORMATION:

(1) APPLICANT: TINDAL, MICHAEL H
HAQQI, TARIQ M

(1i) TITLE OF INVENTION: USE OF A NOVEL DISINTEGRIN
METALLOPROTEASE, ITS MUTANTS, FRAGMENTS AND THE LIKE

(1ii) NUMBER OF SEQUENCES: 11

(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:
A) ADDRESSEE: THE PROCTER & GAMBLE COMPANY

(
(B) STREET: 8700 MASON-MONTGOMERY ROAD
(C) CITY: MASON
(D) STATE: OH
(E) COUNTRY: USA
(F) ZIP: 45040-9462
(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30

(vi) CURRENT APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER:
(B) FILING DATE:
(C) CLASSIFICATION:

(viii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
(A) NAME: HAKE, RICHARD A.
(B) REGISTRATION NUMBER: 37,343
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: 5980¢&

(ix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(A) TELEPHONE: 513/622-0087
(B) TELEFAX: 513/622-0270

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 1824 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genocmic)
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(1x)

(x1)

FEATURE :
(A) NAME/KEY:
(B) LOCATION:

CDS
2..1477

45

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:

C CAG ACC ACA GAC TTC TCC GGA ATC CGT AAC ATC AGT TTC ATG GTG
Gln Thr Thr Asp Phe Ser Gly Ile Arg Asn Ile Ser Phe Met Val
15

Lys

CCT
Pro

TCT
Ser

CGA
Arg

TCA
Ser
80

GGT
Gly

GGG
Gly

GTT
Val

CCA
Pro

ATG
Met
160

TCA
Ser

1

CGC ATA AGA ATC

Arg

TTC
Phe

GAG
Glu

GAT
Asp
65

GGA
Gly

AAG
Lys

TCT
Ser

GGA
Gly

GGA
Gly
145

TAT
Tyr

CTC
Leu

68.663/BE

Ile

CGT
Arg

CAG
Gln
50

TTT
Phe

AGC
Ser

ARG
Lys

CAT
His

CAT
His
130
GAA
Glu

GCA
Ala

TGT
Cys

Arg

TTC
Phe
35

AAT
Asn

GAT
Asp

TCT
Ser

AAG
Lys

GTA
vVal
115

AAC

Asn

TCT
Ser

AGA
Arg

AGT
Ser

Ile
20

CCA
Pro

CAT
His

GAT
Asp

GGA
Gly

TCC
Ser
100

CCT
Pro

TTT
Phe

AAG
Lys

GCA
Ala

ATT
Ile
180

5

AAT
Asn

AAT
Asn

GAT
Asp

GGC
Gly

GGA
Gly
85

TTA
Leu

CccC
Pro

GGA
Gly

AAT
Asn

ACA
Thr
165

AGA
Arg

ACA
Thr

ATT
Tle

GAC
Asp

GTA
Val
70

ATA
Ile

AAC
Asn

Lys

TCC
Ser

TTG
Leu
150

TCT

Ser

AAT
Asn

ACT
Thr

AGT
Ser

TAC
Tyr
55

CTT
Leu

TGT
Cys

ACT
Thr

GTC
Val

CCA
Pro
135

GGT
Gly

GGG
Gly

ATA
Ile

GCT
Ala

GTG
Val
40

TGT
Cys

GGT
Gly

GAA
Glu

GGA
Gly

TCT
Ser
120

CAT

His

CAA
Gln

GAC
Asp

AGC
Ser

GAT
Asp
25

GAG
Glu

TTG
Leu

CTG
Leu

Lys

ATT
Ile
105

CAC
His

GAT
Asp

Lys

Lys

CAA
Gln
185

10

GAG AAG GAC CCT

Glu

AAG
Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

AGT
Ser
90

ATT
Ile

ATT
Ile

TCT
Ser

GAA
Glu

CIT
Leu
170

GTT
Val

Lys

TTT
Phe

TAT
Tyr

TGG

Trp
75

Lys

ACT
Thr

ACT
Thr

GGA
Gly

AAT
Asn
155

AAC

Asn

CTT
Leu

Asp

CTG
Leu

GTC
Val
60

GTT
Val

CTC
Leu

GTT
Val

TTT
Phe

ACA
Thr
140

GGC
Gly

AAC
Asn

GAG
Glu

Pro

GAA
Glu
45

TTC
Phe

GGA
Gly

TAT
Tyr

CAG
Gln

GCT
Ala
125

GAG
Glu

AAT
Asn

AAT
Asn

ARG
Lys

ACA
Thr
30

TTG
Leu

ACA
Thr

GCA
Ala

TCA
Ser

AAC
Asn
110

CAC

His

TGC
Cys

TAC
Tyr

Lys

AANG
Lys
190

AAT
Asn

AAT
Asn

GAC
Asp

CCT
Pro

GAT
Asp
95

TAT
Tyr

GAA
Glu

ACA
Thr

ATC
Ile

TTC
Phe
175

AGA
Arg

46

94

142

190

238

286

334

382

430

478

526

574



Asn

GTA
Val

GAT
Asp

CTG
Leu
240

GCA
Ala

GAC
Asp

GCA
Ala

GTG
Val

TTA
Leu
320

TTA

Leu

AGT
Ser

ACC
Thr

GTT
Val

AAC
Asn

GAA
Glu

GAA
Glu
225

Lys

CAG
Gln

TGT
Cys

TCT
Ser

TGC
Cys
305

GAG
Glu

TGC
Cys

ACA
Thr

CTG
Leu

TTC
Phe
385

68.663/BE

TGT
Cys

CRA
Gln
210

TGC
Cys

CCT
Pro

TGT
Cys

GCA
Ala

GAC
Asp
290

ATT
Ile

GAG
Glu

CAT
His

GGG
Gly

CAA
Gln
370

ATG
Met

TTT
Phe
195

GGT
Gly

TGC
Cys

GGG
Gly

GCA
Ala

AGG
Arg
275

CCT
Pro

AAT
Asn

TGT
Cys

GTA
Val

TCT
Ser
355

CCT

Pro

CGG
Arg

GTT
Val

GAA
Glu

TTC
Phe

Lys

TTC
Phe
260

GAA
Glu

Lys

GGG
Gly

ACG
Thr

TGC
Cys
340

GTG
Val

GGA
Gly

TGC
Cys

GAA
Glu

Glu

GAT
Asp

CAG
Gln
245

AAG
Lys

GGA
Gly

CCA
Pro

CAA
Gln

TGT
Cys
325

TGT
Cys

CAG
Gln

TCC
Ser

AGA
Arg

TCT
Ser

TGT
Cys

GCA
Ala
230

TGC
Cys

TCA
Ser

ATA
Ile

AAC
Asn

TGT
Cys
310

GCC
Ala

ATG
Met

TGG
Trp

CCT
Pro

TTA
Leu
390

GGC
Gly

GAT
Asp
215

AAT
Asn

AGT
Ser

AAG
Lys

TGT
Cys

TTC
Phe
295

GCA
Ala

AGT
Ser

ARG
Lys

AGT
Ser

TGC
Cys
375

GTA
Val

ChA
Gln
200

TGT
Cys

CAA
Gln

CCA
Pro

TCT
Ser

AAT
Asn
280

ACA
Thr

GGT
Gly

TCT
Ser

Lys

AGG
Arg
360

AAC

Asn

GAT
Asp

46

CCT
Pro

GGC
Gly

CCA
Pro

AGT
Ser

GAG
Glu
265

GGC
Gly

GAC
Asp

TCT
Ser

GAT
Asp

ATG
Met
345

CAC

His

GAT
Asp

GCT
Ala

ATT
Ile

TAT
Tyr

GAG
Glu

CAA
Gln
250

AAG
Lys

TTC
Phe

TGT
Cys

ATC
Ile

GGC
Gly
330

GAC
Asp

TTC
Phe

TTT
Phe

GAT
Asp

TGT
Cys

AGT
Ser

GGA
Gly
235

GGT
Gly

TGT
Cys

ACA
Thr

AAT
Asn

TGT
Cys
315

Lys

CCA
Pro

AGT
Ser

AGA
Arg

GGT
Gly
395

GGA
Gly

GAC
Asp
220

AGA
Arg

CCT
Pro

CGG
Arg

GCT
Ala

AGG
Arg
300

GAG
Glu

GAT
Asp

TCA
Ser

GGT
Gly

GGT
Gly
380

CCT
Pro

TGT
Cys

GAT
Asp

CTC
Leu
285

CAT
His

Lys

GAT
Asp

ACT
Thr

CGA
Arg
365

TAC
Tyr

CTA
Leu

TGT

TGC
Cys

TGT
Cys

GAT
Asp
270

TGC
Cys

ACA
Thr

TAT
Tyr

Lys

TGT
Cys
350

ACC
Thr

TGT
Cys

GCT
Ala

ACA
Thr
255

TCA
Ser

CCA
Pro

CAA
Gln

GGC
Gly

GAA
Glu
335

GCC
Ala

ATC
Ile

GAT
Asp

AGG
Arg

622

670

718

766

814

862

910

958

1006

1054

1102

1150

1198
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ATT
Ile

TTT
Phe
405

CCAa
Pro

TAT
Tyr
410

CTT
Leu
400

GCA
Ala

AGT
Ser

GAG
Glu

CTC

Lys Lys Leu

CAT
His
420

TGG
Trp

TGG
Trp

GCA
Ala

TTA
Leu
425

TGG
Trp

ATT
Ile

GTG
Val

GCT
Ala

GTA
Val

CTT
Leu

TTT
Phe

ATT
Ile

ATA
Ile

ATG
Met
435

GCT
Ala

GGA
Gly

AAG
Lys
440

TGC
Cys

ATC
Ile

ATG
Met

CTA
Leu

ARG
Lys

TTG
Leu

CCT
Pro

CCT
Pro
455

CCT
Pro

CCA
Pro

AGT
Ser

AGT
Ser

AAT
Asn
450

CcCAa

Pro Lys

CCT
Pro

CCA
Pro

CAG
Gln
470

CCC
Pro

ATT
Ile

CAG
Gln

CAA
Gln

AAG
Lys

AGG
Arg
465

AGG
Arg

AGA
Arg

TAT
Tyr

ATG
Met

GGA
Gly

CAC
His

ATG
Met

AGA
Arg
490

CCC
Pro
480

CGA
Arg

GAG
Glu

AGT
Ser

CAA
Gln
485
TGCCTTGGTT CTTCCTAGTG CCTACAATGG GAAAACTTCA
AGTCATCATC TCCAAACTAA ACCCTCACAA GTAACAGTTG
CATATCCTCA GACCAGGTGG AATTACTTAA ATTTTAAAGC
GTGGGAGGTG GAAAAGGAAC CCAATTTTCT TATGAACAGA

AAAGTCTTAG AATATTATTA TGTGCCCCGT GTTCCCTGIT

CACTTGCAGG CAAACTTGGC TCTCAATAAA CTTTTCG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH:
(B) TYPE: amino acid
(D) TOPOLOGY: linear

GAA AAC ATT GCT GaAA 1246
Glu Asn Ile Ala Glu

415
ATG GGA ATT GCT CTG 1294
Met Gly Ile Ala Leu

430
AGT GTT CAT ACT CCA 1342
Ser Val His Thr Pro
445
CTT CCA GGC ACT TTA 1390
Leu Pro Gly Thr Leu
460
CCC CAG CGT CAG CGG 1438
Pro Gln Arg Gln Arg
475
CGC TAA CTGCAGCTTT 1487
Arg *
CTCCAAAGAG AAACCTATTA 1547
AAGAAAARAAT GGCAAGAGAT 1607
CTGAAAATTC CAATTTGGGG 1667
TATTTTTAAC TTAATGGCAC 1727
CTTCGTTGCT GCATTTTCTT 1787
1824

492 amino acids

(ii) MOLECULE

(xi) SEQUENCE

Gln Thr Thr Asp Phe
1 5

Arg Ile Arg Ile Asn
20

68.663/BE

TYPE: protein
DESCRIPTION: SEQ ID

Ser Gly Ile Arg Asn
10

Thr Thr Ala Asp Glu
25

NO:2:

Ile Ser Phe Met Val Lys
15

Lys Asp Pro Thr Asn Pro
30



Phe

Glu

Asp

65

Gly

Lys

Ser

Gly

Gly

145

Tyr

Leu

Asn

Glu

Glu

225

Lys

Gln

Cys

Ser

Cys
305

Arg

Gln

50

Phe

Ser

Lys

His

His

130

Glu

Ala

Cys

Cys

Gln

210

Cys

Pro

Cys

Ala

Asp

290

Ile

68.663/BE

Phe

35

Asn

Asp

Ser

Lys

Val

115

Asn

Ser

Arg

Ser

Phe

195

Gly

Cys

Gly

Ala

Arg

275

Pro

Asn

Pro

His

Asp

Ser

100

Pro

Phe

Lys

Ala

Ile

180

Val

Glu

Phe

Lys

Phe

260

Glu

Lys

Gly

Asn

Asp

Gly

Gly

85

Leu

Pro

Gly

Asn

Thr

165

Arg

Glu

Glu

Asp

Gln

245

Lys

Gly

Pro

Gln

Ile

Asp

Val

70

Ile

Asn

Lys

Ser

Leu

150

Ser

Asn

Ser

Cys

Ala

230

Cys

Ser

Ile

Asn

Cys
310

Ser

Tyr

Leu

Cys

Thr

vVal

Pro

135

Gly

Gly

Ile

Gly

Asp

215

Asn

Ser

Lys

Cys

Phe

295

Ala

Val

40

Cys

Gly

Glu

Gly

Ser

120

His

Gln

Asp

Ser

Gln

200

Cys

Gln

Pro

Ser

Asn

280

Thr

Gly

48

Glu

Leu

Leu

Lys

Ile

105

His

Asp

Lys

Lys

Gln

185

Pro

Gly

Pro

Ser

Glu

265

Gly

Asp

Ser

Lys

Ala

Ala

Ser

90

Ile

Ile

Ser

Glu

Leu

170

Val

Ile

Tyr

Glu

Gln

250

Lys

Phe

Cys

Ile

Phe

Tyxr

Trp

75

Lys

Thr

Thr

Gly

Asn

155

Asn

Leu

Cys

Ser

Gly

235

Gly

Cys

Thr

Asn

Cys
315

Leu

Val

60

Val

Leu

Val

Phe

Thr

140

Gly

Asn

Glu

Gly

Asp

220

Arg

Pro

Arg

Ala

Arg

300

Glu

Glu

45

Phe

Gly

Tyr

Gln

Ala

125

Glu

Asn

Asn

Lys

Asn

205

Gln

Lys

Cys

Asp

Leu

285

His

Lys

Thr

Ala

Ser

Asn

110

His

Cys

Tyr

Lys

Lys

190

Gly

Cys

Cys

Cys

Asp

270

Cys

Thr

Tyr

Asp

Pro

Asp

95

Tyr

Glu

Thr

Ile

Phe

175

Arg

Met

Lys

Lys

Thr

255

Ser

Pro

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

80

Gly

Gly

Val

Pro

Met

160

Ser

Asn

Val

Asp

Leu

240

Ala

Asp

Ala

Val

Leu
320



49

Glu Glu Cys Thr Cys Ala Ser Ser Asp Gly Lys Asp Asp Lys
325 330

Cys His Val Cys Cys Met Lys Lys Met Asp Pro Ser Thr Cys
340 345 350

Thr Gly Ser Val Gln Trp Ser Arg His Phe Ser Gly Arg Thr
355 360 365
Leu Gln Pro Gly Ser Pro Cys Asn Asp Phe Arg Gly Tyr Cys
370 375 380

Phe Met Arg Cys Arg Leu Val Asp Ala Asp Gly Pro Leu Ala
385 390 395

Lys Lys Ala Ile Phe Ser Pro Glu Leu Tyr Glu Asn Ile Ala
405 410

Ile Val Ala His Trp Trp Ala Val Leu Leu Met Gly Ile Ala
420 425 430

Met Leu Met Ala Gly Phe Ile Lys Ile Cys Ser Val His Thr
435 440 445

Ser Asn Pro Lys Leu Pro Pro Pro Lys Pro Leu Pro Gly Thr
450 455 460

Arg Arg Arg Pro Pro Gln Pro Ile Gln Gln Pro Gln Arg Gln
465 470 475

Arg Glu Ser Tyr Gln Met Gly His Met Arg Arg *
485 490

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 2763 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(ix) FEATURE:
(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 17..2414
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:
GGCGGCGGCA CGGAAG ATG GIG TTG CTG AGA GTG TTA ATT CTG CTC CTC

Met Val Leu Leu Arg Val Leu Ile Leu Leu Leu
495 500

68.663/BE

Ala

Ile

Asp

Arg

Glu

415

Leu

Pro

Leu

Arg

LR

Leu

Ser

Thr

Val

Leu

400

Trp

Ile

Ser

Lys

Pro
480

49



TCC
Ser

TAT
Tyr
520

CAA
Gln

TTA
Leu

Asn

TAT
Tyr
600

TTT
Phe

Ala

TAT
Tyr

CTT
Leu

CTG
Leu
680

Lys

CCT
Pro

TGG
Trp
505

ATC
Ile

Lys

CGT
Arg

AGG
Arg

Lys
585

GGT
Gly

GAA
Glu

GAG
Glu

CAT
His

ATG
Met
665

CTT

Leu

GAT
Asp

CAG
Gln

68.663/BE

GCG
Ala

AGA
Arg

CAC
His

CTA
Leu

GAC
Asp
570

GTA
Val

GAA
Glu

GGA
Gly

AGA
Arg

GAA
Glu
650

TCA

Ser

CAC
His

TTC
Phe

GGC
Gly

GCG
Ala

CAT
His

CAG
Gln

GAT
Asp
555

ACT
Thr

CTT
Leu

GAA
Glu

TTC
Phe

TAT
Tyx
635

GAT
Asp

CTT
Leu

TCA
Ser

TGG
Trp

GGC
Gly
715

GGG
Gly

TAT
Tyr

CGT
Arg
540

TTC
Phe

TCC
Ser

GAT
Asp

GGA
Gly

ATC
Ile
620

ATT
Ile

GAT
Asp

GAG
Glu

TGG
Trp

GGC
Gly
700

TGT
Cys

ATG
Met

GAA
Glu
525

GCC
Ala

CAT
His

CTT
Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser
605

CAG
Gln

Lys

ATT
Ile

TTG
Leu

ARG
Lys
685

TTT
Phe

GCA
Ala

GGA
Gly
510

GGA
Gly

Lys

GCC
Ala

TTC
Phe

GAT
Asp
590

TTT
Phe

ACT
Thr

GAC
Asp

AGT
Ser

TGG
Trp
670

Lys

TCT
Ser

GAT
Asp

GGT
Gly

TTA
Leu

AGA
Arg

CAT
His

AGT
Ser
575

ACC
Thr

AGC
Ser

CGT
Arg

CGA
Arg

GAA
Glu
655

ACC
Thr

GCT
Ala

GAA
Glu

CAT
His

CAG
Gln

TCT
Ser

GCA
Ala

GGA
Gly
560

GAT
Asp

TCT
Ser

CAT
His

GGT
Gly

ACT
Thr
640

AGG
Arg

TCC
Ser

GTA
Val

ATC
Ile

TCA
Ser
720

50

TAT
Tyr

TAC
Tyr

GTC
Val
545

AGA
Arg

GAA
Glu

CAT
His

GGG
Gly

GGC
Gly
625

CTG
Leu

CTT
Leu

TGT
Cys

AAT
Asn

TAC
Tyr
705

GTA
Val

GGG
Gly

AAT
Asn
530

TCA
Ser

CAT
His

TTT
Phe

ATT
Ile

TCT
Ser
610

ACA
Thr

CCA
Pro

Lys

TGT
Cys

TCT
Ser
690

TAT
Tyr

TTT
Phe

AAT
Asn
515

GTG
Val

CAT
His

TTC
Phe

Lys

TAC
Tyr
595

GTT
val

TTT
Phe

TTT
Phe

CTG
Leu

TTA
Leu
675

CAC

His

CCC
Pro

GAA
Glu

CCT
Pro

GAT
Asp

Glu

AAC
Asn

GTA
Val
580

ACT
Thr

ATT
Ile

TAT
Tyr

CAC
His

AGG
Arg
660

CCcC

Pro

TGC
Cys

CAT
His

AGA
Arg

TTA
Leu

TCA
Ser

GAC
Asp

CTA
Leu
565

GAA
Glu

GGA
Gly

GAT
Asp

GTT
vVal

TCT
Ser
045

CTT

Leu

TGT
Cys

CTT
Leu

Lys

ATG
Met
725

XXyl
.

TTA
Leu

CAA
Gln
550

CGA
Arg

ACA
Thr

CAT
His

GGA
Gly

GAG
Glu
630

GTC
Val

AGA
Arg

GCT
Ala

TAC
Tyr

TAC
Tyr
710

AGG
Arg

CAC
His
535
TTT
Phe

ATG
Met

TCA
Ser

ATT
Ile

AGA
Arg
615

CCA

Pro

ATT
Ile

Lys

CIT
Leu

TTC
Phe
695

GGT
Gly

Lys

97

145

193

241

289

337

385

433

481

529

577

625

673

721



TAC
Tyr

CAT
His

GCT
Ala
760

TTT
Phe

CAT
His

ATC
Ile

GCT
Ala

GTG
Val
840

TGT
Cys

GGT
Gly

GRA
Glu

GGA
Gly

TCT
Ser
920

CAT
His

CAG
Gln

GCT
Ala
745

GAA
Glu

Lys

GTT
Val

CGT
Arg

GAT
Asp
825

GAG
Glu

TTG
Leu

CTG
Leu

AAA
Lys

ATT
Ile
905

CAC

His

GAT
Asp

68.663/BE

ATG
Met
730

GCT
Ala

Lys

TAT
Tyr

Lys

AAC
Asn
810

GAG
Glu

AAG
Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

AGT
Ser
890

ATT
Tle

ATT
Ile

TCT
Ser

ACT
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn

TAC
Tyr

GCG
Ala
795

ATC
Ile

AANG
Lys

TTT
Phe

TAT
Tyr

TGG
Trp
875

Lys

ACT
Thr

ACT
Thr

GGA
Gly

GGT
Gly

GGT
Gly

ACT
Thr

GGA
Gly
780

ATT
Ile

AGT
Ser

GAC
Asp

CTG
Leu

GTC
Val
860

GTT
Val

CTC
Leu

GTT
Val

TTT
Phe

ACA
Thr
940

GTA
Val

CCA
Pro

TGT
Cys
765

ACA
Thr

GAT
Asp

TTC
Phe

CCT
Pro

GAA
Glu
845

TTC
Phe

GGA
Gly

TAT
Tyr

CAG
Gln

GCT
Ala
925

GAG
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu
750

CAG
Gln

CGA
Arg

ACA
Thr

ATG
Met

ACA
Thr
830

TTG
Leu

ACA
Thr

GCA
Ala

TCA
Ser

AAC
Asn
910

CAC

His

TGC
Cys

GRA
Glu
735

CTT
Leu

CTT
Leu

GAA
Glu

ATT
Ile

GTG
Val
815

AAT
Asn

AAT
Asn

GAC
Asp

CCT
Pro

GAT
Asp
895

TAT
Tyr

GRA
Glu

ACA
Thr

GTA
Val

CTG
Leu

TAT
Tyr

GCT
Ala

TAC
Tyr
800

Lys

CCT
Pro

TCT
Ser

CGA
Arg

TCA
Ser
880

GGT
Gly

GGG
Gly

GTT
Val

CCA
Pro

51

ACA
Thr

AGG
Arg

ATT
Ile

GTG
Val
785

CAG
Gln

CGC
Arg

TTC
Phe

GAG
Glu

GAT
Asp
865

GGA
Gly

ARG
Lys

TCT
Ser

GGA
Gly

GGA
Gly
945

CAG
Gln

Lys

CAG
Gln
770

ATT
Ile

ACC
Thr

ATA
Ile

CGT
Arg

CAG
Gln
850

TTT
Phe

AGC
Ser

AAG
Lys

CAT
His

CAT
His
930

GAA
Glu

ATA
Ile

AGA
Arg
755

ACT
Thr

GCC
Ala

ACA
Thr

AGA
Arg

TTC
Phe
835

AAT
Asn

GAT
Asp

TCT
Ser

AAG
Lys

GTA
Val
915

AAC

Asn

TCT
Ser

CCT
Pro
740

CGT
Arg

GAT
Asp

CAG
Gln

GAC
Asp

ATC
Ile
820

CCA
Pro

CAT
His

GAT
Asp

GGA
Gly

TCC
Ser
00

CCT

Pro

TTT
Phe

ARG
Lys

CAA GAA
Gln Glu

ACA ACT
Thr Thr

CAT TTG
His Leu

ATA TCC
Ile Ser
790

TTC TCC
Phe Ser
805

AAT ACA
Asn Thr

AAT ATT
Asn Ile

GAT GAC
Asp Asp

GGC GTA
Gly Vval
870

GGA ATA
Gly Ile
885

TTA AAC
Leu Asn

CCC AAA
Pro Lys

GGA TCC
Gly Ser

AAT TTG
Asn Leu
950

TCA
Ser

TTC
Phe
775

AGT
Ser

GGA
Gly

ACT
Thr

AGT
Ser

TAC
Tyr
855

CTT
Leu

TGT
Cys

ACT
Thr

GTC
Val

CCA
Pro
935

GGT
Gly

769

817

865

913

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1393



CAA

Gln Lys Glu

GAC
Asp

AAA
Lys

CTT
Leu
970

AGC
Ser

CAA
Gln
985

GTT
Val

CAA CCT
Gln Pro
1000

ATT
Ile

TGT GGC
Cys Gly

TAT
Tyr

CRA
Gln

CCA
Pro

GAG
Glu

CCA
Pro

AGT
Ser

CAA
Gln
1050

TCT
Ser

GAG AAG
Glu Lys
1065

AAT GGC TTC
Asn Gly Phe
1080

ACA
Thr

GAC TGT
Asp Cys

GGT
Gly

TCT
Ser

ATC
Ile

TCT
Ser

GAT
Asp

GGC
Gly

GGC
Gly

TAC
Asn Tyr

955

AAC

Asn Asn Lys

GAG
Glu

CTT
Leu

AAG
Lys

ARG
Lys
990

GGA
Gly

AAT
Asn
1005

TGT
Cys

GGA
Gly

AGT
Ser

GAC CAG
Asp Gln
1020

TGT
Cys

GGA AGA
Gly Arg
1035

AAA
Lys

TGC
Cys

GGT CCT
Gly Pro

TGT
Cys

TGT
Cys

TGT
Cys

CGG
Arg

GAT
Asp

GAT
Asp
1070

GCT
Ala

CTC TGC
Leu Cys
1085

ACA
Thr

AAT
Asn

AGG CAT
Arg His
1100

ACA
Thr

TAT
Tyr

TGT GAG AAA
Cys Glu Lys
1115

AAA
Lys

AAA GAT GAT
Lys Asp Asp

1130

AAA
Lys

ATG GAC
Met Asp
1145

AGG CAC TTC

Arg His Phe
1160

68.663/BE

CCA TCA ACT
Pro Ser Thr

TGT
Cys

52

ATC
Ile

ATG
Met
960

TAT
Tyr

TTC
Phe
975

TCA
Ser

CTC
Leu

AGA
Arg

AAC
Asn

AAC
Asn

ATG
Met

GTA
Val

GAA
Glu

GAT
Asp

GAA
Glu
1025

Lys

ARA
Lys

CTG AAA
Leu Lys
1040

ACA GCA CAG
Thr Ala Gln
1055

TCA GAC
Ser Asp

TGT
Cys

CCA GCA
Pro Ala

TCT
Ser

TGC
Cys
1105

CAA GTG
Gln Val

GGC TTA GAG
Gly Leu Glu
1120

GAA TTA TGC
Glu Leu Cys
1135

GCC AGT ACA
Ala Ser Thr

1150

ACC
Thr

AGT GGT CGA
Ser Gly Arg
1165

ATC ACC CTG
Ile Thr Leu

GCA
Ala

AGA
Arg

TGT
Cys

AGT
Ser

TGT
Cys

TTT
Phe
995

CAA
Gln
1010

GGT
Gly

TGC
Cys

TGC
Cys

CCT
Pro

GGG
Gly

TGT
Cys

GCA
Ala

GCA
Ala

AGG
Arg
1075

GAC
Asp
1090

CCT
Pro

ATT
Ile

AAT
Asn

GAG
Glu

TGT
Cys

CAT
His

GTA
val

GGG
Gly

TCT
Ser
1155

CAA CCT
Gln Pro
1170

GCA
Ala

ACA
Thr
965

ATT
Ile
980

AGA
Arg

GTT
Val

GAA
Glu

TCT
Ser

GAA
Glu

GAA
Glu

TGT
Cys

TTC
Phe

GAT
Asp

GCA
Ala

ATA
Ile

GGC
Gly

GAT
Asp
1015

AAT
Asn

1030

ARA
Lys

CAG TGC
Gln Cys
1045

TTC AAG TCA
Phe Lys Ser
1060

GAA
Glu

GGA
Gly

ATA
Ile

AAA
Lys

CcCAa

Pro Asn

GGG
Gly

CAA
Gln

TGT
Cys

1110

ACG
Thr

TGT GCC
Cys Ala
1125

TGC TGT ATG
Cys Cys Met
1140

GIG CAG TGG
Val Gln Trp

GGA TCC CCT
Gly Ser Pro

AGT
Ser

ARG
Lys

TGT
Cys

TTC
Phe
1095

GCA
Ala

AGT
Ser

AAG
Lys

AGT
Ser

TGC
Cys
1175

1441

1489

1537

1585

1633

1681

1729

1777

1825

1873

1921

1969

2017

2065



GAT

Asn Asp

GAT
Asp

GCT
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

TAT
Tyr

TTT AGA GGT TAC
Phe Arg Gly Tyr

TGT
Cys

1180

GAT GGT CCT CTA
Asp Gly Pro

1195

GAA
Glu

1210

TTA CTT
Leu Leu
1225

GTA
Val

AAG ATA TGC
Lys Ile Cys
1240

CCT AAA CCA
Pro Lys Pro

ATT CAG CAA
Ile Gln Gln

CAC ATG AGA
His Met Arg

ATG
Met

AGT
Ser

CTT
Leu

CCcC

AAC
Asn

GGA
Gly

GTIT
Val

CCA GGC ACT TTA
Pro Gly Thr Leu

GCT

Leu Ala

ATT
Ile

GCT
Ala

53

GAT GTT TTC ATG
Asp Val Phe Met

CGG
Arg

TGC
Cys

1185

AGG CTT AAA AAA
Arg Leu Lys

1200

GAA TGG ATT
Glu Trp Ile

1215

ATT
Ile
1230

CAT
His
1245

1260

CAG CGT CAG CGG
Pro Gln Arg Gln Arg

1275

GCT CTG ATC
Ala Leu

ACT CCA
Thr Pro

Ile

AGT
Ser

ARAG
Lys

ATG
Met

AGT
Ser

AGG
Arg Arg Arg Pro

ATT
Ile

GCA

Lys Ala

GTG
Val

GCT
Ala

CAT
His
1220

CTA
Leu

ATG
Met
1235

GCT
Ala

AAT CCA AAG
Asn Pro Lys
1250

AGG AGA CCT

1265

1280

CCC CGA GAG AGT TAT
Pro Arg Glu Ser Tyr

AGA TTA GTA
Arg Leu Val
1190

TTT AGT
Phe Ser
1205

CCA
Pro

TGG TGG
Trp Trp

GCA
Ala

GGA TTT
Gly Phe

ATT
Ile

TTG CCT
Leu Pro

CCT
Pro
1255

CCA CAG CcCC
Pro Gln Pro
1270

CAA ATG GGA
Gln Met Gly
1285

CGC T AACTGCAGCT TTTGCCTTGG TTCTTCCTAG TGCCTACAAT

Arg

1290

GGGAAAACTT CACTCCAAAG AGAAACCTAT TAAGTCATCA TCTCCAAACT AAACCCTCAC

AAGTAACAGT TGAAGAAAAA ATGGCAAGAG ATCATATCCT CAGACCAGGT GGAATTACTT

AAATTTTAAA GCCTGAAAAT TCCAATTTGG GGGTGGGAGG TGGAAAAGGA ACCCAATTTT

CTTATGAACA GATATTTTTA ACTTAATGGC ACAAAGICTT AGAATATTAT TATGTGCCCC

GTGTTCCCTG TTCTTCGTTG CTGCATTTTC TTCACTTGCA GGCAAACTTG GCTCTCAATA

AACTTTTCG

(2)

(1)

(i1)
(x1)

68.663/BE

INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A)
(B)
(D)

LENGTH:
TYPE:
TOPOLOGY :

linear

MOLECULE TYPE: protein

SEQUENCE DESCRIPTION:

799 amino acids
amino acid

SEQ ID NO:4:

2161

2209

2257

2305

2353

2401

2454

2514

2574

2634

2694

27754

27763



Met

Met

Glu

Ala

His

65

Leu

Tyr

Ser

Gln

Lys

145

Ile

Leu

Lys

Phe

Ala

225

val

Pro

Cys

Thr

Val

Gly

Gly

Lys

50

Ala

Phe

Asp

Phe

Thr

130

Asp

Ser

Trp

Lys

Ser

210

Asp

Glu

Glu

Gln

Arg
290

68.663/BE

Leu

Gly

Leu
35
Arg

His

Ser

Thr

Ser

115

Arg

Arg

Glu

Thr

Ala

195

Glu

His

Glu

Leu

Leu

275

Glu

Leu
Gln

20
Ser

Ala

Gly

Asp

Ser

100

His

Gly

Thr

Arg

Ser

180

Val

Ile

Ser

Val

Leu

260

Tyr

Ala

Arg

Tyr

Tyr

Val

Arg

Glu

85

His

Gly

Gly

Leu

Leu

165

Cys

Asn

Tyr

Val

Thr

245

Arg

Ile

Val

Val

Gly

Asn

Ser

His

70

Phe

Ile

Ser

Thr

Pro

150

Lys

Cys

Ser

Tyr

Phe

230

Gln

Lys

Gln

Ile

Leu

Asn

Val

His

55

Phe

Lys

Tyr

Val

Phe

135

Phe

Leu

Leu

His

Pro

215

Glu

Ile

Arg

Thr

Ala
295

54

Ile Leu

Pro Leu
25

Asp Ser

40
Glu Asp

Asn Leu

Val Glu

Thr Gly
105

Ile Asp
120

Tyr Val

His Ser

Arg Leu

Pro Cys
185

Cys Leu
200

His Lys

Arg Met

Pro Gln

Arg Thr
265

Asp His
280

Gln Ile

Leu
10

Asn

Leu

Gln

Arg

Thr

90

His

Gly

Glu

Val

Arg

170

Ala

Tyr

Tyr

Arg

Glu

250

Thr

Leu

Ser

Leu

Lys

His
Phe

Met

75

Ser

Ile

Arg

Pro

Ile

155

Lys

Leu

Phe

Gly

Lys

235

Glu

Ser

Phe

Ser

Ser

Tyr

Gln

Leu

60

Lys

Asn

Tyr

Phe

Ala

140

Tyr

Leu

Leu

Lys

Pro

220

Tyr

His

Ala

Phe

His
300

Ile

Lys
45
Arg

Arg

Lys

Gly

Glu

125

Glu

His

Met

Leu

Asp

205

Gln

Gln

Ala

Glu

Lys

285

Val

Ala
Arg

30
His
Leu

Asp

Val

Glu

110

Gly

Arg

Glu

Ser

His

190

Phe

Gly

Met

Ala

Lys

270

Tyr

Lys

Ala

His

Gln

Asp

Thr

Leu

95

Glu

Phe

Tyr

Asp

Leu

175

Ser

Trp

Gly

Thr

Asn

255

Asn

Tyr

Ala

Gly

Tyr

Arg

Phe

Ser

80

Asp

Gly

Ile

Ile

Asp

160

Glu

Trp

Gly

Cys

Gly

240

Gly

Thr

Ile



Asp
305
Phe

Pro

Glu

Phe

Gly

385

Tyr

Gln

Ala

Glu

Asn

465

Asn

Lys

Asn

Gln

Lys

545

Cys

Asp

Leu

Thr

Met

Thr

Leu

Thr

370

Ala

Ser

Asn

His

Cys

450

Tyr

Lys

Lys

Gly

Cys

530

Cys

Cys

Asp

Cys

68.663/BE

Ile

Val

Asn

Asn

355

Asp

Pro

Asp

Tyr

Glu

435

Thr

Ile

Phe

Arg

Met

515

Lys

Lys

Thr

Ser

Pro
595

Tyr

Lys

Pro
340
Ser

Arg

Ser

Gly

420

vVal

Pro

Met

Ser

Asn

500

Val

Asp

Leu

Ala

Asp

580

Ala

Gln
Arg
325
Phe

Glu

Asp

Gly

Lys

405

Ser

Gly

Gly

Tyr

Leu

485

Asn

Glu

Glu

Lys

Gln

565

Cys

Ser

Thr
310
Ile

Arg

Gln

Phe

Ser

390

Lys

His

His

Glu

Ala

470

Cys

Cys

Gln

Cys

Pro

550

Cys

Ala

Asp

Thr

Arg

Phe

Asn

Asp

375

Ser

Lys

Val

Asn

Ser

455

Arg

Ser

Phe

Gly

Cys

535

Gly

Ala

Arg

Pro

Ile

Pro

His

360

Asp

Gly

Ser

Pro

Phe

440

Lys

Ala

Ile

Val

Glu

520

Phe

Lys

Phe

Glu

Lys
600

55

Phe

Asn

Asn
345
Asp

Gly

Gly

Leu

Pro

425

Gly

Asn

Thr

Arg

Glu

505

Glu

Asp

Gln

Lys

Gly

585

Pro

Ser
Thr
330
Ile

Asp

Val

Ile

Asn

410

Lys

Ser

Leu

Ser

Asn

490

Ser

Cys

Ala

Cys

Ser

570

Ile

Asn

Gly
315
Thr

Ser

Tyr

Leu

Cys

395

Thr

Val

Pro

Gly

Gly

475

Ile

Gly

Asp

Asn

Ser

555

Lys

Cys

Phe

Ile

Ala

Val

Cys

Gly

380

Glu

Gly

Ser

His

Gln

460

Asp

Ser

Gln

Cys

Gln

540

Pro

Ser

Asn

Thr

Arg Asn Ile

Asp

Glu

Leu

365

Leu

Lys

Ile

His

Asp

445

Lys

Lys

Gln

Pro

Gly

525

Pro

Ser

Glu

Gly

Asp
605

Glu

Lys
350
Ala

Ala

Ser

Ile

Ile

430

Ser

Glu

Leu

Val

Ile

510

Tyr

Glu

Gln

Lys

Phe

590

Cys

Lys
335

Phe

Tyr

Trp

Lys

Thr

415

Thr

Gly

Asn

Asn

Leu

495

Cys

Ser

Gly

Gly

Cys

575

Thr

Asn

Ser
320
Asp

Leu

Val

Val

Leu

400

Val

Phe

Thr

Gly

Asn

480

Glu

Gly

Asp

Arg

Pro

560

Arg

Ala

Arg
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His Thr Gln Val Cys Ile Asn Gly Gln Cys Ala Gly Ser Ile Cys Glu

610 615 620

Lys Tyr Gly Leu Glu Glu Cys Thr Cys Ala Ser Ser Asp Gly Lys

625 630 635

Asp Lys Glu Leu Cys His Val Cys Cys Met Lys Lys Met Asp Pro
645 650 655
Thr Cys Ala Ser Thr Gly Ser Val Gln Trp Ser Arg His Phe Ser

660 665 670

Arg Thr Ile Thr Leu Gln Pro Gly Ser Pro Cys Asn Asp Phe Arg

675 680 685

Tyr Cys Asp Val Phe Met Arg Cys Arg Leu Val Asp Ala Asp Gly

690 695 700

Leu Ala Arg Leu Lys Lys Ala Ile Phe Ser Pro Glu Leu Tyr Glu

705 710 715

Ile Ala Glu Trp Ile Val Ala His Trp Trp Ala Val Leu Leu Met
725 730 735

Ile Ala Leu Ile Met Leu Met Ala Gly Phe Ile Lys Ile Cys Ser

740 745 750

His Thr Pro Ser Ser Asn Pro Lys Leu Pro Pro Pro Lys Pro Leu

755 760 765

Gly Thr Leu Lys Arg Arg Arg Pro Pro Gln Pro Ile Gln Gln Pro

770 775 780

Arg Gln Arg Pro Arg Glu Ser Tyr Gln Met Gly His Met Arg Arg

785 790 795

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 239 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: unknown
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(iv) ANTI-SENSE: YES

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

AATACCACCA TTCTCTGTTA TCCTGAGTAT GTCAATTAAA CAGTAATTTT TAATTAAGAG

68.663/BE

Asp
640

Ser

Gly

Gly

Pro

Asn

720

Gly

Val

Pro

Gln

60
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CGGAARAATT TTATAATACA AAGAAACATC CATATTGCAA TTTCTGTTTA CAATTGCACA 120
CAGAAGTACA GTGTACGTAA GAAATACATG TCTGCATATA ACAAGGTATG TACATTGGCA 180
AGTGATGTCT CCAATGITGA GGTGGTCGAG CCTCCTAGCC TTGATTGGCA GTTGAAAAA 239

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 239 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6:

TTTTTCAACT GCCAATCAAG GCTAGGAGGC TCGACCACCT CAACATTGGA GACATCACTT 60
GCCAATGTAC ATACCTTGTT ATATGCAGAC ATGTATTTCT TACGTACACT GTACTTCTGT 120
GTGCAATTGT AAACAGAAAT TGCAATATGG ATGTTTCTTT GTATTATAAA ATTTTTCCGC 180
TCTTAATTAA AAATTACTGT TTAATTGACA TACTCAGGAT AACAGAGAAT GGTGGTATT 239

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 736 base pairs
(BY TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(i1) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

AACCACTTCC AGGCACTTTA AAGAGGAGGA GACCTCCACA GCCCATTCAG CAACCCCAGC 60
GTCAGCGGCC CCGAGAGAGT TATCAAATGG GACACATGAG ACGCTAACTG CAGCTTTTGC 120
CTTGGTTCTT CCTAGTGCCT ACAATGGGAA AACTTCACTC CAAAGAGAAA CCTATTAAGT 180
CATCATCTCC AAACTAAACC CTCACAAGTA ACAGTTGAAG AAAAAATGGC AAGAGATCAT 240

ATCCTCAGAC CAGGTGGAAT TACTTAAATT TTAAAGCCTG AAAATTCCAA TTTGGGGGTG 300

68.663/BE



GGAGGTGGAA AAGGAACCCA

GTCTTAGAAT ATTATTATGT

TTGCAGGCAA ACTTGGCTCT

TCRAACTGCCA ATCAAGGCTA

AATGTACATA CCTTGTTATA

CAATTGTAAA CAGAAATTGC

TAATTAAAAA TTACTGITTA

GGTTCAGACA CAGGCT

(2)

ATTTTCTTAT

GCCCCGTGTT

CAATAAACTT

GGAGGCTCGA

TGCAGACATG

AATATGGATG

ATTGACATAC

58

GAACAGATAT

CCCTGTTCTT

TTACCACARA

CCACCTCAAC

TATTTCTTAC

TTTCTTTGTA

TCAGGATAAC

INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:

(1)

(ix)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 2625 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

FEATURE:

(A) NAME/KEY: CDS
(B) LOCATION: 17..2263

(x1)

SEQUENCE DESCRIPTION:

TTTTAACTTA

CGTTGCTGCA

TTGAAATAAA

ATTGGAGACA

GTACACTGTA

TTATAAAATT

AGAGAATGGT

SEQ ID NO:8:

ATGGCACAAA
TTTTCTTCAC
TATATTTTTT
ATCACTTGCC
CTTCTGTGTG
TTTCCGCTCT

GGTATTCAGT

GGCGGCGGCA CGGAAG ATG GTG TTG CTG AGA GIG TTA ATT CTG CTC CTC
Met Val Leu Leu Arg Val Leu Ile Leu Leu Leu
810

TCC
Ser

TAT
Tyr

CAA
Gln

TTA
Leu

TGG
Trp

ATC
Ile

Lys

CGT
Arg
860

68.663/BE

GCG
Ala

AGA
Arg

CAC
His
845

CTA
Leu

GCG
Ala

CAT
His
830
CAG
Gln

GAT
Asp

800

GGG
Gly
815

TAT
Tyr

CGT
Arg

TTC
Phe

ATG GGA
Met Gly

GGT
Gly

GAA
Glu

GGA
Gly

TTA
Leu

CAG
Gln

TCT
Ser

805

TAT GGG
Tyr Gly
820

TAC
Tyr

AAT
Asn

835

GCC
Ala

ARA
Lys

AGA
Arg
850

GCC
Ala
865

CAT
His

CAT
His

GCA
Ala

GGA
Gly

GTC
Val

TCA
Ser

AGA
Arg

CAT
His

AAT
Asn

GTG
Val

CAT
His

TTC
Phe
870

CCT TTA AAT
Pro Leu Asn
825

GAT
Asp

TCA
Ser
840

TTA
Leu

GAA
Glu
855

GAC
Asp

CAA
Gln

AAC
Asn

CTA
Leu

CGa
Arg

AMA
Lys

CAC
His

TTT
Phe

ATG
Met

360

420

480

540

600

660

720

736

49

97

145

193

241



AAG AGG
Lys Arg
875

Asn Lys

TAT GGT
Tyr Gly

TTT GAA
Phe Glu

GCA GAG
Ala Glu
940

TAT CAT
Tyr His
955

GGC TGT
Gly Cys

ACT GGT
Thr Gly

AAT GGT
Asn Gly

AAT ACT
Asn Thr

GAC
Asp

GTA
Val

GAA
Glu

GGA
Gly
925

AGA
Arg

GAA
Glu

GCA
Ala

GTA
val

CCA
Pro

ACT
Thr

CTT
Leu

GAA
Glu
910

TTC
Phe

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAT
Asp

GAG
Glu
990

GAA
Glu

1005

TGT
Cys

1020

TAC GGA
Tyr Gly
1035

GCG ATT
Ala Ile

ATC AGT
Ile Ser

AAG GAC
Lys Asp

68.663/BE

ACA
Thr

GAT
Asp

TTC
Phe

CCT ACA AAT CCT TTC
Pro Thr Asn Pro Phe

CAG
Gln

CGA
Arg

ACA
Thr

TCC
Ser

GAT
Asp
895

GGA
Gly

ATC
Ile

ATT
Ile

GAT
Asp

CAT
His
975
GAA
Glu

CTT
Leu

CTT
Leu

GAA
Glu

CTT
Leu
880

TAT
Tyr

AGT
Ser

CAG
Gln

Lys

ATT
Ile
960

TCA

Ser

GTA
Val

CTG
Leu

TAT
Tyr

GCT
Ala

TTC AGT
Phe Ser

GAT ACC
Asp Thr

TTT AGC
Phe Ser

ACT CGT
Thr Arg
930

GAC CGA
Asp Arg
945

AAC TAT
Asn Tyr

GTA TTT
Val Phe

ACA CAG
Thr Gln

AGG AAA
Arg Lys
1010

ATT CAG
Ile Gln
1025

GTG ATT
Val Ile

1040

ATT TAC CAG ACC
Ile Tyr Gln Thr
1055

ATG GTG AAA CGC ATA
Met Val Lys Arg Ile
1070

1085

59

GAT GAA
Asp Glu

TCT CAT
Ser His
900

CAT GGG
His Gly
915

GGT GGC
Gly Gly

ACT CTG
Thr Leu

CCC CAT
Pro His

GAA AGA
Glu Arg
980

ATA CCT
Ile Pro
995

AGA CGT
Arg Arg

ACT GAT
Thr Asp

GCC CAG
Ala Gln

ACA GAC
Thr Asp

TTT ARAA
Phe Lys
885

ATT TAC
Ile Tyr

TCT GTT
Ser Val

ACA TTT
Thr Phe

CCA TTT
Pro Phe
950

AAA TAC
Lys Tyr
965

ATG AGG
Met Arg

CAA GAA
Gln Glu

ACA ACT
Thr Thr

CAT TTG
His Leu
1030

ATA TCC
Ile Ser
1045

TTC TCC
Phe Ser

1060

AGA ATC
Arg Ile
1075

1090

AAT ACA
Asn Thr

CGT TTC CCA AAT ATT
Arg Phe Pro Asn Ile

GTA GAA
Val Glu

ACT GGA
Thr Gly

ATT GAT
Ile Asp
920

TAT GTT
Tyr Val
935

CAC TCT

His Ser

GGT CCT
Gly Pro

AAA TAC
Lys Tyr

GAA CAT
Glu His

1000

TCA GCT
Ser Ala
1015

TTC TTT
Phe Phe

AGT CAT
Ser His

GGA ATC
Gly Ile

ACT GCT

CAT
His
905

Gly

GAG
Glu

GTC
Val

CAG
Gln

CAG
Gln
985

GCT
Ala

GAA
Glu

AAA
Lys

GTT
Val

CGT
Arg

TCA
Ser
890

ATT
Ile

AGA
Arg

CCA
Pro

ATT
Ile

GGC
Gly
970

ATG
Met

GCT
Ala

Lys

TAT
Tyr

AAA
Lys
1050

AAC
Asn

1065

GAT

GAG

Thr Ala Asp Glu
1080

AGT GTG GAG ARG
Ser Val Glu Lys

1095

289

337

385

433

481

529

577

625

673

721

769

817

865

913



TTT CTG GAA
Phe Leu Glu
1100

TAT GTC TTC
Tyr Val Phe
1115

TGG
Trp

GTT
Val

GGA
Gly

ARA
Lys

CTC
Leu

TAT
Tyr

ACT
Thr

GTT
Val

CAG
Gln
1165

ACT
Thr

TTT GCT
Phe Ala

1180

GGA ACA
Gly Thr
1195

GAG
Glu

AAT GGC
Asn Gly

AAT
Asn

AAC

Asn Asn

CTT
Leu

GAG

Glu Lys

TTG
Leu

ACA
Thr

AAT TCT GAG CAG
Asn Ser Glu Gln

60

AAT
Asn

1105

GAC CGA GAT TTT
Asp Arg Asp Phe

1120

GCA
Ala

CCT TCA
Pro Ser
1135

TCA GAT GGT
Ser Asp Gly
1150

AAC TAT
Asn Tyr

GGG
Gly

CAC GAA
His Glu

GTT
val

TGC ACA
Cys Thr

CCA
Pro
1200

TAC ATC ATG
Tyr Ile Met
1215

AAA TTC TCA
Lys Phe Ser
1230

AAG AGA
Lys Arg

AAC
Asn

1245

TGT
Cys

GGA AAT
Gly Asn
1260

AGT GAC CAG
Ser Asp Gln
1275

GGA AGA AAA
Gly Arg Lys

GGT CCT TGT
Gly Pro Cys

68.663/BE

GGA
Gly

ATG
Met

GTA
Val

TGT
Cys

AAA
Lys

GGA
Gly

ARG
Lys

TCT
Serxr

GAT
Asp

AGC
Ser

TCT
Ser

GGA
Gly

CAT GAT GAC TAC
His Asp Asp Tyr

TGT
Cys

TTG
Leu

1110

GAT GGC GTA CTT
Asp Gly Val Leu

1125

GGA
Gly

1140

AAG
Lys

AAG TCC
Lys Ser
1155

CAT
His
1170

GTA CCT
Val Pro

TTA
Leu

CCC
Pro

ATA
Ile

AAC
Asn

AAA
Lys

GGT
Gly

CTG
Leu

TGT
Cys

GAA
Glu

AAA
Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

1130

AGT
Ser

1145

ACT
Thr

GGA ATT
Gly Ile
1160

GTC TCT CAC
Val Ser His
1175

ATT
Ile

ATT
Ile

GGA CAT AAC
Gly His Asn

TTT
Phe

1185

GGA
Gly

TAT
Tyr

CTC
Leu

Asn

GAA
Glu

GRA
Glu

TCT
Ser

AAG
Lys

GCA
Ala

AGA
Arg

GCA
Ala
1220

TGT
Cys

AGT ATT
Ser Ile
1235

TGT
Cys
1250

TTT GTT
Phe Val

CAA GGT GAA
Gln Gly Glu

1265

GAT GAA TGC
Asp Glu Cys

1280

TGC
Cys
1295

TGT ACA GCA CAG TGT
Cys Thr Ala Gln Cys

1310

AAA CTG AAA CCT
Lys Leu Lys Pro

TGC TTC
Cys Phe

GGG AAA
Gly Lys

GGA
Gly

TCC CCA
Ser Pro
1190

AAT TTG GGT
Asn Leu Gly
1205

ACA
Thr

TCT
Ser

GGG
Gly

AGA
Arg

AAT
Asn

ATA
Ile

GAA
Glu

TCT
Ser

GGC
Gly

CAT
His

GAT
Asp

TCT
Ser

CAA
Gln

AAA
Lys

GAA
Glu
1210

GAC
Asp

AAA CTT
Lys Leu
1225

AGC CAA
Ser Gln
1240

GTT
Val

CAA CCT
Gln Pro

ATT
Ile

1255

GAA
Glu

TGT
Cys
1270

GAT
Asp

GAT GCA AAT
Asp Ala Asn
1285

CAG TGC AGT
Gln Cys Ser

1300

GCA TTC
Ala Phe
1315

AAG TCA AAG
Lys Ser Lys

TGT
Cys

GGC
Gly

TAT
Tyr

CAA
Gln

CCA
Pro

GAG
Glu
1290

CCA
Pro

AGT CAA
Ser Gln
1305

TCT GAG AAG
Ser Glu Lys
1320

961

1009

1057

1105

1153

1201

1249

1297

1345

1393

1441

1489

1537

1585



TGT CGG GAT GAT
Cys Arg Asp Asp
1325

ACA GCT CTC
Thr Ala Leu
1340

TGC
Cys

AAT AGG
Asn Arg
1355

CAT
His

ACA
Thr

TGT
Cys

GAG
Glu

AAR
Lys

TAT
Tyr

AAR
Lys

GAT
Asp

GAT
Asp

ADA
Lys
1390

CCA
Pro

TCA
Ser

ACT
Thr
1405

TGT
Cys

AGT
Ser

GGT CGA ACC
Gly Arg Thr
1420

AGA GGT
Arg Gly
1435

TAC
Tyr

TGT
Cys

GGT CCT
Gly Pro

CTA
Leu

GCT
Ala

GAA
Glu

AAC
Asn

ATT
Ile

GCT
Ala
1470

ATG
Met

GGA ATT GCT
Gly Ile Ala
1485

AGT
Ser

GTT CAT ACT
Val His Thr
1500

CTT CCA GGC ACT
Leu Pro Gly Thr
1515

CCC CAG CGT CAG
Pro Gln Arg Gln

68.663/BE

TCA
Ser

GAC TGT
Asp Cys

CCA
Pro

GCA TCT
Ala Ser
1345

CAA
Gln

GTG TGC
vVal Cys
1360

GGC TTA
Gly Leu
1375

GAG
Glu

GAA TTA
Glu Leu

TGC
Cys

GCC
Ala

AGT
Ser

ACA
Thr

ATC
Ile

ACC
Thr

CTG
Leu
1425

GAT
Asp

GTT TTC
Val Phe
1440

AGG CTT AAA
Arg Leu Lys
1455

GAA TGG
Glu Trp

ATT
Ile

CTG
Leu

ATC
Ile

ATG
Met

61

GCA AGG
Ala Arg
1330

GAA
Glu

GAC CCT
Asp Pro

ARA
Lys

ATT
Ile

AAT
Asn

GGG
Gly

TGT
Cys

GAG
Glu

ACG
Thr

GGA ATA TGT AAT
Gly lle Cys Asn

CCA AAC TTC ACA
Pro Asn Phe Thr

CAA TGT GCA GGT
Gln Cys Ala Gly

GGC
Gly
1335

GAC
Asp

TGT
Cys

1350

1365

TGT
Cys

1380

CAT
His

GTA TGC
val Cys
1395

GGG TCT
Gly Ser
1410

GTG
Val

CAA CCT
Gln Pro

GGA
Gly

ATG CGG
Met Arg

TGC
Cys

AAA GCA
Lys Ala

ATT
Ile
1460

GTG GCT CAT
Val Ala His
1475

CTA ATG GCT
Leu Met Ala
1490

CCA
Pro

AGT
Ser

TTA AAG

Leu

AGT AAT CCA
Ser Asn Pro
1505

AGG AGG AGA

1520

ARG
Lys

CCT

Lys Arg Arg Arg Pro

TGT
Cys

CAG
Gln

TCC
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

ATG
Met

TGG
Trp

CCT
Pro
1430

TTA
Leu

1445

TTT
Phe

TGG
Trp

GGA
Gly

TTG
Leu

CCA
Pro

AGT
Ser

TGG
Trp

TTT
Phe

TCT
Ser

ATC
Ile
1370

AGT TCT
Ser Ser

GAT GGC
Asp Gly
1385

AAG AAA ATG
Lys Lys Met
1400

GAC
Asp

AGT AGG CAC
Ser Arg His
1415

TTC
Phe

TGC AAC
Cys Asn

GAT
Asp

TTT
Phe

GTA GAT
Val Asp

GCT GAT
Ala Asp
1450

CCA GAG
Pro Glu

CTC TAT
Leu Tyr
1465

GCA GTA TTA
Ala Val Leu
1480

CTT
Leu

ATT AAG ATA
Ile Lys Ile
1495

TGC
Cys

CCT CCT CCT
Pro Pro Pro
1510

CAG CCC ATT
Gln Pro Ile

1525

CGG CCC CGA GAG AGT TAT CAA ATG GGA CAC
Arg Pro Arg Glu Ser Tyr Gln Met Gly His
1540

1535

ARA
Lys

CAG
Gln

CCA
Pro

CAA
Gln
1530

ATG AGA
Met Arg

1545

1633

1681

1729

1777

1825

1873

1921

1969

2017

2065

2113

2161

2209

2257
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CGC TAA CTGCAGCTTT TGCCTTGGTT CTTCCTAGTG CCTACAATGG GAAAACTTCA

Arg *

CTCCARAAGAG AAACCTATTA AGTCATCATC TCCAAACTAA ACCCTCACARA GTAACAGTTG

AAGAAARAAAT GGCRAGAGAT CATATCCTCA GACCAGGTGG AATTACTTAA ATTTTAAAGC

CTGAARATTC CAATTTGGGG GTGGGAGGTG GAAAAGGAAC CCAATTTTCT TATGAACAGA

TATTTTTAAC TTAATGGCAC AAAGTCTTAG AATATTATTA TGTGCCCCGT GTTCCCTGTT

CTTCGTTGCT GCATTTTCTT CACTTGCAGG CAAACTTGGC TCTCAATAAA CTTTTACCAC

AAAAAAAMNAA AR

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:

(1i) MOLECULE TYPE:

(1)

(x1)

(A)
(B)
(D)

LENGTH:

TYPE:
TOPOLOGY :

SEQUENCE

Met Val Leu Leu Arg

Met Gly

Glu Gly

Ala Lys
50

His Ala
65

Leu Phe

Tyr Asp

Ser Phe

Gln Thr
130

68.663/BE

Gly

Leu

35

Arg

His

Ser

Thr

Ser
115

Gln

20
Ser
Ala
Gly
Asp
Ser
100

His

Gly

5

Tyr

Tyr

Val

Arg

Glu

85

His

Gly

Gly

DESCRIPTION:

Val Leu Ile

Gly

Asn

Ser

His

70

Phe

Ile

Ser

Thr

Asn

Val

His

55

Phe

Lys

Tyr

vVal

Phe
135

Pro

Asp

40

Glu

Asn

Val

Thr

Ile

120

Tyr

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
749 amino acids
amino acid
linear

protein

SEQ ID

Leu Leu
10

Leu Asn
25

Ser Leu

Asp Gln

Leu Arg

Glu Thr

90

Gly His
105

Asp Gly

Val Glu

NO:

9:

Leu Ser

Lys

His

Phe

Met

75

Ser

Ile

Arg

Pro

Tyr

Gln

Leu

60

Lys

Asn

Tyr

Phe

Ala
140

Trp

Ile

Lys

45

Arg

Arg

Lys

Gly

Glu

125

Glu

Ala

Arg

30

His

Leu

Asp

Val

Glu

110

Gly

Arg

Ala

15

His

Gln

Asp

Thr

Leu

95

Glu

Phe

Tyr

2313

2373
2433
2493
2553
2613

2625

Gly

Tyr

Arg

Phe

Ser

80

Asp

Gly

Ile

Ile



Lys

145

Ile

Ser

Val

Leu

Tyr

225

Ala

Tyr

Lys

Pro

Ser

305

Arg

Ser

Gly

Gly

Val

385

Pro

Met

Asp

Asn

Val

Thr

Arg

210

Ile

Val

Gln

Arg

Phe

290

Glu

Asp

Gly

Lys

Ser

370

Gly

Gly

Tyr

68.663/BE

Arg

Tyr

Phe

Gln

195

Lys

Gln

Ile

Thr

Ile

275

Arg

Gln

Phe

Ser

Lys

355

His

His

Glu

Ala

Thr

Pro

Glu

180

Ile

Arg

Thr

Ala

Thr

260

Arg

Phe

Asn

Asp

Ser

340

Lys

vVal

Asn

Ser

Arg
420

Leu

His

165

Arg

Pro

Arg

Asp

Gln

245

Asp

Ile

Pro

His

Asp

325

Gly

Ser

Pro

Phe

Lys

405

Ala

Pro

150

Lys

Met

Gln

Thr

His

230

Ile

Phe

Asn

Asn

Asp

310

Gly

Gly

Leu

Pro

Gly

390

Asn

Thr

Phe

Tyr

Arg

Glu

Thr

215

Leu

Ser

Ser

Thr

Ile

295

Asp

Val

Ile

Asn

Lys

375

Ser

Leu

Ser

His

Lys

Glu

200

Ser

Phe

Ser

Gly

Thr

280

Ser

Tyr

Leu

Cys

Thr

360

Val

Pro

Gly

Gly

63

Ser

Pro

Tyr

185

His

Ala

Phe

His

Ile

265

Ala

Val

Cys

Gly

Glu

345

Gly

Ser

His

Gln

Asp
425

Val

Gln

170

Gln

Ala

Glu

Lys

Val

250

Arg

Asp

Glu

Leu

Leu

330

Lys

Ile

His

Asp

Lys

410

Lys

Ile

155

Gly

Met

Ala

Lys

Tyr

235

Lys

Asn

Glu

Lys

Ala

315

Ala

Ser

Ile

Ile

Ser

395

Glu

Leu

Tyr

Gly

Thr

Asn

Asn

220

Tyr

Ala

Ile

Lys

Phe

300

Tyr

Trp

Lys

Thr

Thr

380

Gly

Asn

Asn

His

Cys

Gly

Gly

205

Thr

Gly

Ile

Ser

Asp

285

Leu

Val

Val

Leu

Val

365

Phe

Thr

Gly

Asn

Ala Asp
175

Val Glu
190

Pro Glu

Cys Gln

Thr Arg

Asp Thr
255

Phe Met
270

Pro Thr

Glu Leu

Phe Thr

Gly Ala
335

Tyr Ser
350~

Gln Asn

Ala His

Glu Cys

Asn Tyr

415

Asn Lys
430

Glu

Leu

Leu

Glu

240

Ile

Val

Asn

Asn

Asp

320

Pro

Asp

Tyr

Glu

Thr

400

Ile

Phe



Ser

Asn

Val

465

Asp

Leu

Ala

Asp

Ala

545

vVal

Leu

Leu

Ser

Thr

625

Val

Leu

Trp

Ile

Ser

705

Lys

Leu

Asn

450

Glu

Glu

Lys

Gln

Cys

530

Ser

Cys

Glu

Cys

Thr

610

Leu

Phe

Lys

Tle

Met

690

Ser

Arg

68.663/BE

Cys

435

Cys

Gln

Cys

Pro

Cys

515

Ala

Asp

Ile

Glu

His

595

Gly

Gln

Met

Lys

vVal

675

Leu

Asn

Arg

Ser

Phe

Gly

Cys

Gly
500
Ala

Arg

Pro

Asn

Cys

580

Val

Ser

Pro

Arg

Ala

660

Ala

Met

Pro

Arg

Ile

Val

Glu

Phe

485

Lys

Phe

Glu

Lys

Gly

565

Thr

Cys

Val

Gly

Cys

645

Ile

His

Ala

Lys

Pro
725

Arg
Glu
Glu
470

Asp

Gln

Lys

Gly

Pro

550

Gln

Cys

Cys

Gln

Ser

630

Arg

Phe

Trp

Gly

Leu

710

Pro

Asn

Ser

455

Cys

Ala

Cys

Ser

Ile

535

Asn

Cys

Ala

Met

Trp

615

Pro

Leu

Ser

Trp

Phe

695

Pro

Gln

Ile

440

Gly

Asp

Asn

Ser

Lys

520

Cys

Phe

Ala

Ser

Lys

600

Ser

Cys

Val

Pro

Ala

680

Ile

Pro

Pro

64

Ser

Gln

Cys

Gln

Pro
505
Ser

Asn

Thr

Gly

Ser

585

Lys

Arg

Asn

Asp

Glu

665

Val

Lys

Pro

Ile

Gln

Pro

Gly

Pro

490

Ser

Glu

Gly

Asp

Ser

570

Asp

Met

His

Asp

Ala

650

Leu

Leu

Ile

Lys

Gln
730

Val
Ile
Tyr
475

Glu

Gln

Lys

Phe

Cys

555

Ile

Gly

Asp

Phe

Phe

635

Asp

Tyr

Leu

Cys

Pro

715

Gln

Leu
Cys
460
Ser

Gly

Gly

Cys

Thr

540

Asn

Cys

Lys

Pro

Ser

620

Gly

Glu

Met

Ser

700

Leu

Pro

Glu

445

Gly

Asp

Arg

Pro

Arg

525

Ala

Arg

Glu

Asp

Ser
605

Gly

Gly

Pro

Asn

Gly

685

Val

Pro

Gln

Asn

Gln

Lys

Cys
510
Asp

Leu

His

Lys

Asp

590

Thr

Arg

Tyr

Leu

Ile

670

Ile

His

Gly

Arg

Gly
Cys
Cys
495
Cys

Asp

Cys

Thr

Tyr

575

Lys

Cys

Thr

Cys

Ala

655

Ala

Ala

Thr

Thr

Gln
735

Met
Lys
480

Lys

Thr

Ser

Pro

Gln

560

Gly

Glu

Ala

Ile

Asp

640

Arg

Glu

Leu

Pro

Leu

720

Arg
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Pro Arg Glu Ser Tyr Gln Met Gly His Met Arg Arg
740 745

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 10 base pairs

(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(1i1) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:10:

AGCCTGTGTC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 19 base pairs

(BY TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:11:

AGCCTGTGTC TGAACCACT

68.663/BE

*

10

19
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A 9. szamu szekvencia szerinti human dezintegrint vagy
egy fragmentumat koédold DNS fragmentum, amely arthritis kialaku-
lidsa folyaman kiilonbozbéképpen fejezddik ki, és amely dezintegrin
antagonizmus sz(résére, tovabba hatdanyag tervezésére és szlré-
sére alkalmazhatd.

2. Az 1. igénypont szerinti DNS altal kédolt humadn dezin-
tegrin vagy fragmentuma lényegében tiszta formaban.

3. Human dezintegrinhez kotddni képes vegyliletek szilirésére
alkalmas szlrési eljaras, amely az 1. igénypont szerinti dezin-
tegrint tartalmazza.

4. Huméan dezintegrinhez kotddni képes vegyliletek szlrésére
eldadllitott szlrd készlet, amely az 1. igénypont szerinti dezin-
tegrint tartalmazza.

5. Osteocarthritis szlirésére alkalmas szlr8 készlet, amely
egy ‘2. 1igénypont szerinti human dezintegrin elleni antitestet
vagy ennek fragmentumat tartalmazza.

6. Expresszidés vektor vagy plazmid, amely az 1. igénypont
szerinti DNS-t tartalmazza.

7. Az 1. igénypont szerinti izolalt nukleinsav molekula,
amely a 8. szamu szekvencia altal leirt szekvenciat tartalmazza.

8. Az 1. igénypont szerinti nukleinsav molekula, amely
primer extenzidé segitségével mutathatd ki, vagy 10. szamu szek-
vencia szerinti primer vagy a 1ll1. szdmu szekvencia szerinti pri-
mer alkalmazasaval.

9. A 3. igénypont szerinti szlrési eljaras, azzal jelle-

68.663/BE
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mezve, hogy:

A)

interleukin-1-gyel stimuldlt kondrocita tenyészetek egy
mintadjat metalloprotedz gén expresszid inhibitor jeldltek
hasitédséanak tesszik ki;

az emlitett hatédsnak kitett mintdbdél RNS-t izolalunk, amely
RNS egy metalloprotedz génnek megfeleld mRNSt tartalmaz;

az emlitett hatéasnak kitett mintabdél izoldlt emlitett met-
alloprotedz génbdl szarmazdé emlitett mRNS szintet az ilyen
hatast nem kapott mintdban 1lévé szinthez hasonlitjuk; és
amennyiben az emlitett mRNS csokkent szintjei figyelhetdk

meg, ez inhibitorra utal.

10. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal Jellemezve,

hogy:

c)

68.663/BE

normal humdn izileti kondrocitdk interleukin-l-gyel stimu-
la4lt tenyészeteinek — a tenyésztést inhibitor jeldltek,
kontroll inhibitorok jelenlétében és inhibitorok nélkiul vé-
gezzik — felilUszdjabdél mintat veszink;

a mintakhoz olyan szubsztratumot adunk, amely metalloprote-
4z aktivitas kimutatdsara alkalmas; és

detektaljuk az egyes mintdk metalloprotedz aktivitéasat.

O

ﬁ»ﬁ% (ﬂéf A meghatalmazott:
; e - A "‘;
DpEare 27
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