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(57) KIVONAT

A taldlméany targya eljards kristalyos interleukin-4
(IL—4) eldallitisara. A taldlmany szerint 5-60 mg/ml
IL—4-et és valamilyen szulfat- vagy citrat-sot tartalma-
z6 5-7 pH-ju 40 mM foszfatpuffer-oldatot 5-25 °C
hémérsékleten 30—40 tdmeg%-os ammonium-szulfat-

A leirds terjedelme: 4 oldal

oldattal szemben inkubalnak 2-20 napig, amig a betd-
ményedd oldatbél az IL—4 kristalyosan kivalik. Az
izolalt kristalyos IL—4-et adott esetben fémmel vagy
egyéb komplexképzdvel alkotott komplexként ismert
modszerrel formazzak gyogyszerkészitménnyé.
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A T-sejtb6l szarmazo interleukin—4-et (IL—4) eredetileg
olyan ragcsald (murine) faktorként irtk le, amely kos-
timulalhatja az aktivalt B sejtek szaporodasat [Howard
et al,, J. Exp. Med. 155, 914 (1982)]. Ezt kdvetSen
bemutattdk, hogy a ragcsalé IL—4 kiilonboz6 biologiai
hatasokat képes kifejteni B sejteken [Paul et al., Ann.
Rev. Immunol,, 5, 429 (1987); Noelle et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 6149 (1984); Roehm et al., J. Exp.
Med., 160, 679 (1984); Vitetta et al., J. Exp. Med., 162,
1726 (1985); Coffman et al.,, J. Immunol., /36, 4358
(1986); Coffman et al., J. Immunol., /36, 949 (1986)]
¢és més tipusi sejteken, beleértve a T-sejteket [Mos-
mann et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 5654
(1986); Fernandez-Botran et al., J. Exp. Med., 164, 580
(1986); Hu-Li et al., J. Exp. Med., 165, 157 (1987);
Grabstein et al., J. Immunol., 139, 1148 (1987); Zlot-
nick et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3856
(1987)], hematopoietikus progenitor sejteket [Rennick
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6889 (1987);
Peschel et al., Blood 70, 254 (1987)] és hizosejteket
(1d. Mosmann és munkatarsai fentebb idézett kozlemé-
nyét).

A ragesalo (murine) IL-4-gyel valé homologiara
alapozva egy human interleukin—4-et (hulL—4) ké-
dolé cDNS-t klonoztak [Yokota et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 83, 5894 (1986)], és kifejezték mind
emlds [Le et al., J. Biol. Chem., 263, 10 817 (1988);
Sonoda et al., J. Biotechnology 9, 61 (1988); Takebe
et al., Mol. Cell. Biol., 8, 466 (1988)}, mind bakte-
ridlis gazdasejtekben [van Kimmenade et al., Eur. J.
Biochem., 173, 109 (1988)]. Ugyanigy, mint a rig-
csalé (murine) IL-4, a rekombinans hulL—4 (rhulL—
4) is pleiotrop limfokin, amely sejtek kiilonb6z8 ti-
pusaira hat. fgy példaul a rhulL—4 indukalhatja mind
az aktivalt T, mind a B limfocitdk szaporodasat
{Spits et al., J. Immunol., 139, 1142 (1987), DeFran-
ce et al., J. Immunol., 739, 1135 (1987)], fokozhatja
a nagy hisztokompatibilitasi antigének (major histo-
compatibility antigens) II osztilyanak és az IgE-re
alacsony affinitasi receptorok expressziojat B sejte-
ken [Rousset et al., J. Immunol., 140, 2625 (1988);
DeFrance et al., J. Exp. Med., 165, 1459 (1987)], és
indukalhatja IgE és mas immunglobulinok termelé-
sét [Pene et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 6880
(1988)]. Az rhulL—4-nek a B sejt eredetli kronikus
limfocitds leukémia sejteknek az IL-2-t8! fiiggd
szaporodasat gatld képességére enged kovetkeztet-
ni egy B sejt neoplazmikban végzett klinikai
alkalmazas [Karray et al., J. Exp. Med., 168, 85
(1988)].

A tisztitott rhulL—4 milligrammos mennyiségeinek
hozzaférhetGsége tette lehetGvé a protein szerkezeti
vizsgalatainak és a protein szerkezete és funkcioi k-
zOtti Osszefliggések vizsgalatainak meginditasat. A ta-
lalméany a kristalyos interleukin—4 elallitdsdhoz sziik-
séges feltételeket kozli. Tovabba vonatkozik maganak
a kristalyos rhull—4-nek az elGallitasara is. A kris-
talyok alkalmasak rontgendiffrakcios vizsgalatokra, és
alkalmazhatok a thulL-4 tisztitdsanal és formazasanal
is.
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Tagabb értelemben véve a talalmany vonakozik a
kristalyos interleukin és hatbanyagként ezt tartalmazd
gyogyszerkészitmények eldallitasara.

A taldlmany targyat képezi egy, az interleukin—4
kristalyok eldallitdsara szolgaldo modszer, amely az
interleukin—4-nek egy szulfat vagy citrat sot tartalma-
z6 5-7 Ph-ju pufferolt vizes oldatbol valo kris-
talyositasabol all.

A taldlmany szerinti kristdlyos interleukin—4 hasz-
nalhaté réntgenkrisztallografids analizishez és olyan
korképek kezelésére szolgdld gyodgyszerkészitmények
elallitisara, amelyek interleukin—4-gyel végzett keze-
lésre reagalnak.

A talalmény szerinti eljaras szemléltetése célja-
bol E.coliban kifejezziik a hulL—4 érett formajat.
Més IL—4-ek, valamint thulL—4 mas formai hasonlo-
képpen felhasznalhatok. A sejt feliiliszobol szdrma-
z6 thulL—4 tisztitdsat szokasos kromatografids méd-
szerekkel végezziik (lisd Le és munkatarsai el6bb
idézett munkajat). A fiiggScseppes gbzdiffizios ki-
sérleteket 24 vajatos sejttenyészté lemezeken (Mul-
tiwell, Becton Dickinson & Co., Lincoln Park, NJ)
végezziik. 20 mg/ml hullL—4-et, 15-20%-os telitett-
ségnek megfeleld mennyiségli ammonium-szulfétot,
40 mM 6,0-7,0 pH-ji natrium-foszfatot tartalmazd
6 nl-es cseppecskéket logatunk a 24 vijatos sejtte-
nyészt8 lemezekkel szembeforditott fedSlemezekrdl.
Ezeket a cseppecskéket vagy 12 vagy 22 °C-on
egyenstilyba hozzuk 30-40% telitettségnek megfele-
16 mennyiségli ammonium-szulfatot és 40 mM 6,0—
7,0 pH-ja natrium-foszfatot tartalmazo 1 ml oldattal.
A szabalyzott hOémérsékletli inkubalast 12 vagy
22 °C-ra beallitott REVCO klimaszekrényekben vé-
gezziik. :

A rhulL—4 koncentraci6jat a kiilonb6z6 pufferok-
ban spektrofometridsan hatdrozzuk meg 278 nm-en
0,57/cm/mg/ml extinkcids koefficienst hasznalva. A
nétrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforé-
zist (SDS-PAGE) Laemmli mddszere szerint [Nature
227, 680 (1970)] végezziik. A forditott fazisi HPLC-t
Rainin C4 oszlopon (4,6x250 mm; Dynamax,
300 Angstrom) végezziik a kifejlesztést acetonitril li-
nedris gradienssel 0,1%-os trifluor-ecetsavban végez-
ve. A humén periférias vér limfocitak alkalmazisaval
végzett T sejt szaporodasi aktivitds meghatdrozast a
korabban leirtak szerint hajtjuk végre (lasd Yokota és
munkatarsai el6bb idézett kozleményét). A rontgen-
suglr vizsgalatokhoz nagy tetragondlis kristalyokat
helyeziink {ivegkapillarisokba, és 22 °C-on fényké-
pezziik egy precesszids kameraval egy Rigaku RU-
300 forgd anddbol kapott CuKa sugérzast hasznalva.
Teljes nativ adatkészletet ugyanezen sugarforras al-
kalmazasaval gy(jtiink egy Nicolet X—100A teriilet
detektoron.

Amint méar az el6bbiekben szemléltetés céljabol
megallapitottuk, a taldlmanyi leirasban szerepld kris-
talyos human interleukin—4 E.colibol szarmaz6 rekon-
bindns humdn interleukin—4. A protein primer szerke-
zete (egybetlis aminosavroviditéseket hasznalva) a ké-
vetkez6 szekvencidval abrazolhato:



1 HU 209313 B 2

5 10 15 20

25

30

1 HKCDITLQEIIKTLNSLTEQKTLCTELTVT

31

61

91
121 REKYSKCSS

Kicsapészerként ammonium-szulfatot hasznilva a
thull ~4 tiikként €s nagy tetragonalis kristalyokként
kristalyosodik. A kristalyosodas legjobban 34% ammé-
nium-szulfitot tartalmazé 6,0 pH-ju 40 mM natrium-
foszfat pufferben érhet6 el 12 °C-on 21 napig végzett
inkubalassal. A tetragonalis kristalyokat észleljiik natri-
um-foszfitban 5,0-t6l 7,0-ig terjedé pH-értékeknél és
30-t61 40%-ig terjedd ammonium-szulfat telitettségnél.

A kristalyositast 5-t6] 7-ig, elénydsen 5,5-t61 6,5-ig
terjedé pH-tartomanyban és legeldny6sebben kériilbe-
liil 6,0 pH-nél végezzitk. A hémérséklet koriilbeliil 5-
t6l 25 °C-ig, eldnydsen 12-t81 22 °C-ig terjedd tarto-
manyba esik, és legeldnydsebb a koriilbeliil 12 °C. A
proteinkoncentricionak az egyensulyi allapotban ké-
rillbeliil 5-t61 60 mg/ml-ig, elénydsen 30-t61 50 mg/ml-
ig terjedd tartomanyba kell esnie, és legelénydsebben
koriilbeliil 40 mg/ml-nek kell lennie.

Az inkubalasi id6 12-22 °C-on 2-t6l 20 napig vél-
tozhat. Elére megallapithatd, hogy az itt leirt kris-
talyositasi modszerek mas gazdasejtekbdl (példaul em-
18s sejttenyészetbdl, élesztébsl, rovarokbol és egyéb
sejttenyészetekbdl) szarmazo rhull-4 vagy termé-
szetes forrasokbol (példaul human periférias vér limfo-
citakbol vagy konstitutiven hull—4-et termel human
sejtvonalakbol) szdrmazo hulL—4 kristalyositasara is
hasznalhatok lesznek. Az is el6re megjésolhatd, hogy a
modszer mas fajokbol szarmazd homoldg interleukin—
4 proteineknél is alkalmazhato lesz.

A fiiggl cseppecskékbdl izolaljuk a rhull—4-et, és
alaposan mossuk 55% amménium-szulfatot tartalmazd
6,6 pH-jii 40 mM foszfatpufferral szobahémérsékleten
(22-25 °C). A kristalyokat Gjraoldjuk 0,15 M nétrium-
kloridot tartalmaz6 7,4 pH-ji 20 mM nétrium-foszfat-
pufferban. Az oldott kristalyok T sejt szaporodast ki-
valto hatast fejtenek ki (2,0x 107 egység/mg), ami azo-
nos a kontroll thull—4 minta hataséval, amely minta
nem lett kristilyositva. SDS-PAGE-nek alavetve az
ujraoldott kristalyos rhull —4 elektroforetikus migraci-
6ja azonos a kontroll mintaéval. Hasonloképpen, az
gjraoldott kristdlyok HPLC elicids képe megkiilon-
boztethetetlen a kontroll minta elicids képét6l. Nem
torténik semmiféle protein degradacio 22 °C-on vég-
zett hosszi idStartamit inkubécié eredményeképpen.
Még fontosabb, hogy a kristalyositasi eljarast kévetéen
fiziologias pufferoldatban vald tjraoldassal nem észlel-
het8 az rhull—4 T sejt szaporodast serkentd hatdsanak
semmiféle karosodasa.

A rontgensugar-diffrakcids adatokat kezdetben a te-
rileti detektor alkalmazasaval 2,7 A felbontasig gyiij-
tottiik. Az oszcillaciés keretek fedése 0,25 volt, és 10
percig mértiink. Az intenzitds adatok indexelését és
integraldsat a XENGEN processing programok [Ho-
ward et al,, J. Appl. Crystallogr., 20, 383 (1987)] alkal-
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DIFAASKNTTEKETFCRAATVLRQFYSHHE
KDTRCLGATAQQFHRHKQLIRFLKRLDRNL
WGLAGLNSCPVKEANQSTLENFLERLKTIM

mazasaval végeztiik. Az adatok a tetragondlis rend-
szerbe illettek; a = 92,1 (2), b=92,1 (7) és ¢ = 46,5 (1)
A. Atércsoport vagy P,2,2 vagy P4;2,2.

Az interleukin ezt kdvetd rontgensugar precesszids
fényképei megerdsitették a tércsoport és egységeella
paramétereket. A tetragonalis kristalyok stabilak ront-
gensugarakkal szemben, és szobahémérsékleten leg-
aldbb 6t napig adnak diffrakciét, és legalabb 2,7 A
felbontasig szomak.

Nagy méretlt kristalyositasi miiveletek a g8zdiffil-
zidval egyenértékil modszerekkel, példaul dializissel és
ultrasziiréssel hajthatok végre. A fliggSeseppes kisér-
letbdl kapott oltokristalyok hasznalhatok a nagy mér-
tékben végzett kristalyositas gyorsitasira, ha mar meg-
allapitottuk az optimalis koriilmények bedllasat. Bar
kicsaposzerként az amménium-szulfét hasznalata el6-
nyds, helyettesithetd mas szokasos szulfat- és citrat-
sokkal, példaul natrium-, kalium-, kalcium- vagy mag-
nézium-szulfattal, natrium-citrattal és masokkal
(McPherson, Preparation and Analysis of Protein
Crystals, 1982, John Wiley & Sons, New York, New
York). A rhull-4 nagy mértékben végzett kris-
talyositdsa klinikai gyartasban végsd tisztitasi 1épés-
ként és/vagy koncentralasi 1épésként vezethets be. Az
rhullL~4 hatéanyag kristdlyos formaban valé hosszi
ideig tarté tarolhatosaga igen kivanatos a kristalyoknak
a tartositoszerekkel készitett oldatban tarolt rhullL—4-
hez viszonyitott jelentGsen megndtt stabilitasa miatt.

A leirt modszerrel elGallitott kristilyok kiiléndsen
elényds formak gyogyszer dozisformak készitéséhez. A
kristalyok hasznalhatok példaul alapként egy in vivo las-
st hatdanyagkibocsatasti thulL—4 forméahoz. Ugy véljiik,
hogy fémek (példaul cink vagy vas) és hull~4 komplexei
képezhetdk, és ezt kovetSen kristilyosithatok. Ezen
komplexek kristalyai szintén hasznalhatok megfeleld
gyogyszerészeti segédanyagokat tartalmazo lassit hato-
anyagkibocsatasi  protein-készitményekben. Hasonl6
lassi hatdanyagkibocsatasn protein-készitményekre pél-
daként a cink-inzulin kristalyos komplex (Remington's
Pharmaceutical Sciences, 1985., Gennaro, A. R., Ed,,
Mack Publishing Co., Fasten, Pennsylvania, 974-976.
old) és a cink-inzulin-protamin kristilyos komplex
(Pharmaceutical Manufacturing Encyclopedia, 1989, Sit-
ting, M., Ed., 820-821. old.) emlithet8.

A taldlmany szerinti kristalyos interleukin—4-et tar-
talmazo6 lassi hatéanyagkibocsatasi gyogyszerkészit-
mények az ilyen interleukin—4 valamilyen fém és/vagy
protein komplexképz$ szerrel vald Osszekeverésével
allithatok eld a fentebb leirtak szerint.

A taldlmanyt részletesebben a kovetkezd példakkal
szemléltetjiik. Kiindulsi anyagként bakterialisan kife-
jezett, tisztitott interleukin-4-et (a tovabbiakban IL—4)
hasznalunk.
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1. példa

Kristalyos IL—4 el6allitésa fiiggbeseppes g6zdiffa-
zi6s modszerrel.

20 mg/m! koncentraci6ji, 7 pH-ji [L-4 oldatot ké-
szitiink 40 mM natrium-foszfatot és 20 tomeg% am-
ménium-szulfitot tartalmazé vizes oldatban oldva. (A
koncentraciét spektrofotometridsan hatdrozzuk meg
278 nm-nél 0,57/cm/mg/ml extinkciés koefficienst
hasznalva.) Egy szilikonozott fed6lapra 6 pl-es cseppet
cseppettiink, majd a fedlapot megforditjuk, és egy 24
vhjatos szovettenyésztd lemezre tessziik gy, hogy az
IL—4-et tartalmazo cseppecske a feddlaprol a szovette-
nyésztd lemez véjatdban lev ammonium-szulfat-oldat
felé 16gjon. A vajatban levd ammoénium-szulfat-oldat
koncentracidja 40 tomeg%, és az oldat pH-jat 37 mM
natrium-foszfat puffer tartja 6,9 értéken. Az egész kris-
talyosito késziiléket egy 22 “C-ra temperalt REVCO®
klimakamréban tartjuk. A kristalyok a 4. napon jelen-
nek meg.

2. példa

IL—4 kristalyokat allitunk el3 az 1. példaban leirt
mébdon, de azzal az eltéréssel, hogy 10 mg/ml koncent-
réci6jis IL—4 oldatot cseppentiink a fedlemezre, és a
szdvettenyésztd lemez véjataba 35 tomegY-os ammo-
nium-szulfat-oldatot toltiink, amelynek pH-jat 35 mM
natrium-foszfat puffer tartja 6,5 értéken. A kristalyok a

7. napon jelennek meg.

3. példa

IL—4 kristalyokat allitunk el az 1. példaban leirt
médon, de azzal az eltéréssel, hogy 40 mg/ml koncent-
raci6ju IL—4 oldatot cseppentiink a fedSlemezre, és a
szdvettenyésztd lemez véjatiba 35 tomeg-os ammo-
nium-szulfat-oldatot toltiink, amelynek pH-jat 37 mM
natrium-foszfat puffer tartja 6,8 értéken. A kristalyok a
4. napon jelennek meg.

4. példa

L4 kristalyokat allitunk el a 3. példa szerint, de
azzal az eltéréssel, hogy a klimakamra hémérsékletét
12 °C-on tartjuk. A kristalyok a 7. napon jelennek
meg.

5. példa

IL—4 kristalyokat allitunk el a 4. példaban leirt
médon, de azzal az eltéréssel, hogy a szovettenyésztd
lemez vajatiba 34 tdmeg%-os ammoénium-szulfat-ol-
datot toltiink, amelynek pH-jat 6,7 értéken tartja a
natrium-foszfat puffer. A kristalyok a 7. napon jelennek
meg.
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6. példa

IL—4 kristalyokat allitunk elé a 4. példaban leirt
moédon, de azzal az eltéréssel, hogy a szovettenyésztd
lemez vajatiba 39 tdmeg%-os ammoénium-szulfat-ol-
datot toltiink, amelynek pH-jat 6,6 értéken tartja a
natrium-foszfat puffer. A kristalyok a 7. napon jelennek
meg.

7. példa

IL4 kristalyokat allitunk el6 a 4. példaban leirt
modon, de azzal az eltéréssel, hogy a szdvettenyésztd
lemez véjataba 36 tdmeg%-os ammonium-szulfat-ol-
datot toltink, amelynek pH-jat 6,5 értéken tartja a
natrium-foszfat puffer. A kristalyok a 7. napon jelennek
meg.

8. példa

[L4 kristalyokat allitunk el6 a 4. példiban leirt
mobdon, de azzal az eltéréssel, hogy a szdvettenyészto
lemez véjatiba 36 tomeg%-os ammoénium-szulfat-ol-
datot toltiink, amelynek pH-jat 6,4 értéken tartjuk nat-
rium-foszfat pufferral. A kristilyok 7. napon jelennek
meg.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras kristlyos interleukin—4 el6allitasara, az-
zal jellemezve, hogy interleukin—4 valamilyen szulfat-
vagy citrat-s6 oldataval készitett 5—60 mg/ml koncent-
réciéjn, 5-7 pH-ju pufferolt vizes oldatat 3040 t5-
meg% koncentracidji vizes ammonium-szulfat oldattal
szemben 5 °C és 25 °C kozotti hémérsékleten 2-20
napig inkubaljuk, és a képzédott kristalyokat elkiilonit-
juk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
datét inkubaljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemez-
ve, hogy interleukin—4 oldatat 40 mg/ml koncentrécio-
ju oldatat inkubaljuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az interleukin—4 40 tdmeg%-os vizes ammo-
nium-szulfat-oldattal szemben inkubaljuk.

5. Eljaras hatoanyagként kristalyos interleukin-4-et
tartalmazé gyogyszerkészitmény eldallitdsdra, az-
zal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti eljarassal
elGallitott hatéanyagot egy fém komplexképzdvel
és/vagy a gyogyszertechnologidban 4ltalinosan hasz-
nalt segédanyagokkal keverjiik, és a keveréket gyogy-
szerkészitménnyé feldolgozzuk.

Kiadja az Orszagos Talalméanyi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: dr. Szvoboda-Domanszky Gabriella osztalyvezetd
ARCANUM Databases - BUDAPEST



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

