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Csékkentett IgE-reaktivitast mutatdé rovarméreg-allergének és

eljaras eldallitasukra

KIVONAT

A taldlmany csokkentett IgE-reaktivitast mutatd rekombi-
nans rovarméreg-allergénekre és el8allitasi eljarasukra vonat-
kozik.

Az elB4allitasi eljaras korilményeitdl fliggéen a termé-
szetessel azonos vagy attél eltérd hajtogatddadssal rendelkezéd
allergéneket kapnak. A természetesté8l eltérd hajtogatddéssal
rendelkez8 allergének csokkentett IgE-reaktivitast, 1illetve
allergenitast mutatnak, 1igy allergidk immunterapias kezelé-
sére, mig a természetessel megegyezd hajtogatddassal rendel-

kez8 allergének diagnosztikai célokra alkalmazhatdk.
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Csdkkentett IgE-reaktivitast mutatdé rovarméreg-allergének és

eljaras eldallitasukra

A taldlmadny rekombinadns rovarméreg-allergénekre és ezek
el$adllitdsi eljaraséara vonatkozik, amely allergének az eld-
4llitasi eljaras kivitelezésétsdl fluggbéen a természetessel
azonos vagy a természetestdl eltérd hajtogatddas (konformaciod)
alapjan megkilonboztethetdk.

A természetes molekuldnak megfeleld hajtogatddéasi forméak
az allergids betegeknek, klilondsen a rovarméregre allergias
betegeknek az egyes allergének megkiildnbdztetése alapjan vég-
zett (in vitro vagy 1n vivo) diagnosztizdlasdban alkalmaz-
hatok.

A természetestdl eltérd hajtogatddadsi formdk specifikus
immunterdpidban mellékhatasmentes terapias szerekként alkal-
mazhatdék. Ezadltal ezek a rekombindns hajtogatdédasi variansok
biztosabb kezelést eredményeznek, mint a természetes anyagok.
Az eljardst ugy tervezik, hogy a biotechnolédgiai eldallitas a
gybgyaszati anyagok esetén szikséges (GMP) korilmények kozott
legyen lehetséges.

A rovarcsipések &ltal okozott allergiakat féként darazsak
és mézeld méhek okozzak, és ezek sulyos szisztémas tlnetekhez,
egészen a potencidlisan haléallal végzddé anafilaxiaig vezet-
hetnek ([Muller U. R.: Insect sting allergy, Gustav Fischer
Verlag, 1990]. Az 1l-tipusu allergiakat kivalté anyagok lehet-
nek a rovarméregben taldlhatdé proteinek, glikoproteinek vagy
polipeptidek. Ezek az allergének injektalas utan a szenzibi-
lizalt személy esetén a hizdésejtek felilletén megkotott IgE
molekuldkkal reagadlnak. Ha az ilyen FceRI altal megkotott IgE
molekuldkat az allergén egymassal Osszekdti, ez a medidtorok
(pl. hisztamin, leukotriének) és citokinek effektorsejtekbdl
valé kidramlasat eredményezi, ami a megfeleld klinikai tlne-
tekhez vezet.

A méhméreg-allergén komponenseiként hatnak a melittin
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peptid mellett a hialuronidaz és a foszfolipdz enzimek [Haber-
mann E., Science, 177:314-322 (1972)]. A darazs esetén f&
aktiv allergénként szintén eqgy, a méhméregben taldlhatdhoz ha-
sonldé hialuronidadz [Hoffmann D. R., J. Allergy Clin. Immunol.,
78:337-343 (1986)] és egy foszfolipaz Al fordul eld. A darazs-
méreg legfontosabb f& allergénje az antigén 5, amelynek eddig
semmiféle enzimatikus aktivitasidt nem mutattdk ki [King et
al., Biochemistry, 17:5165-5174 (1978)]. Az Od8sszes emlitett
allergént mar molekularbioldgiai szempontb6él jellemezték, éé a
megfeleld cDNS molekulakat kloénoztdk [tobbek kozétt Fang et
al., PNAS, 895-899 (1988); sSoldatova et al., FEBS, 145-149
(1993); Kuchler et al., Eur. J. Biochem., 184:249-254 (1989)].
A cDNS-szekvenciak segitseégével rekombinadns allergéneket lehet
elddllitani, amelyek az allergidk diagnosztizalédsiban és tera-
pidjaban alkalmazhatdék [Scheiner & Kraft, Allergy, 50:384-391
(1995)1].

A taladlmany szerinti megoldéssal kapcsolatban az antigén
5 f6 allergénként kiulondsen fontos, mivel a taldlmany példa-
szerden ezt a molekuldt alkalmazza. Egy kb. 25 kD méretd, nem
glikozilezett proteinrél van szdé. Az elsddleges szekvencia 8
ciszteinmaradékot tartalmaz, ami négy diszulfid-hid Jjelen-
létére utal [Hoffmann D. R., J. Allergy Clin. Immunol.,
92:707-716 (1993)]. A rovarméreg-allergidk hatékony terapiés
kezelésének egy klasszikus eszkdze a specifikus immunterapia
vagy hiposzenzibilizalas ([Muller U. R., Insect sting allergy,
Gustav Fischer Verlag, 1990]. Ilyen esetben a betegnek termé-
szetes allergénkivonat emelkedé dbézisait injektdljadk szub-
kutéan. Ennél a mdédszernél azonban fennadll az allergids reak-
ciétdl az anafilaxias sokkig terjedd valaszreakcid veszélye.
Mivel éppen a rovarcsipés-hiposzenzibilizalds esetén kell erd-
teljes reakciodokkal szémolni, Jjelenleg kizardlag stacioner
kezelést alkalmaznak.

A terapia optimalizalasa kiilondsen a rovarcsipés—-allergidk

esetén lenne lehetséges rekombindns uUton eldadllitott allergé-
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nekkel. Meghatarozott, adott esetben a beteg egyedi szenzibi-
lizalasi mintajadhoz hozzaigazitott, nagytisztasagu, rekombi-
nans uton eldallitott allergénekb&l [Scheiner & Kraft, 1995]
4116 koktélok helyettesithetnék a természetes allergénforra-
sokbdl szarmazd kivonatokat. Az ilyen rekombindns allergénnel
végzett biztosabb hiposzenzibilizdlashoz vezetd redlis per-
spektivak célzott, mutélt rekombindns allergéneket kivan, ame-
lyek esetén az IgE-epitop specifikusan ki van iktatva, anélkiil
hogy a terapia szempontjabdél esszencidlis T-sejt epitop karo-
sodna ([Schramm et al., J. Immumol., 162:2406-2414 (1999)]. Az
E. coliban torténé heteroldég expresszidrdl ismeretes, hogy a
legtobb eukaridéta protein a ,természetes” konformédcidt nem
vagy csak kis mértékben veszi fel. E hidnyos hajtogatddas
egyik kovetkezménye, hogy ezek a proteinek gyakran oldhatat-
lanok. Ezt kiulondsen a ciszteintartalmi proteinek esetén kell
figyelembe venni [Kuchler et al., Eur. J. Biochem., 184:249-
254 (1989)]. Kulontsen az antigén 5-rél ismertették, hogy a
baktériumokban tértént expresszadlds oldhatatlan aggregatumokat
eredményez, amelyek nem a természetes konformaciéval rendel-
keznek [Monsalve et al., Protein Express Purif., 16(3):410-416
(1999)]. Az ilyen oldhatatlan aggregatumok sem a diagnosztiza-
ldsban, sem a terédpidban nem hasznalhatéd.

Gyakran az E. coliban oldhatatlan proteineket kutatéasi
célbdl eukaridta expresszids rendszerben, példaul élesztdben
vagy rovarsejtben fejezik ki [Monsalve et al., Protein
Express. Purif., 16(3):410-416 (1999); Soldatova et al., J.
Allergy Clin. Immunol., 101:691-698 (1998)]. Az eukaridta
expresszids rendszereknek hatranyuk mindenek eldétt a hiper-
glikozilé4lés [Grobe et al., Eur. J. Biochem., 263:33-40
(1999)], proteolitikus degradacidés folyamatok és az O&ssze-
hasonlithatdéan csekély mértékd hozam [Glover & Hames (szerk.)
Expression Systems, IRL Press, Oxford-New York-Tokyo]. Ezért
ezek a proteinek gydgyszerészeti-gydgyaszati diagnosztikiban

és terdpiaban nem alkalmasak allergolégiai alkalmazasra.
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A talalmany szerinti eljaras termékei, amelyek természetes
konformacidval rendelkeznek, az allergiads betegségek, kiléns-
sen rovarcsipés-allergia in vitro és in vivo diagnosztizala-
saban eldénydsen alkalmazhaték. Ez a természetessel azonos haj-
togatdédasi forma az IgE-antitestek detektdlasdhoz rendelke-
zésre all a megalapozott eljarésokban.

Masrészt a talalmany szerinti megoldas segitségével els-
allitott variansok, amelyek lényegében nem vagy csak csekély
IgE-reaktiv konformacidéval rendelkeznek, specifikus immuntera-
piaban hipoallergén komponensként alkalmazhatdék. A ,hipoaller-
gén” kifejezésen - a talalmény értelmében - csokkentett vagy
hianyzéd, (a természetben elé&forduldhoz képest) elényosen
5-95%-ban, kiilonésen 20-85%—-ban csokkentett allergenitéast
értink, ami csokkent IgE-valaszt feltételez.

A talalmany esetén olyan médszerr8l van szé, amellyel
rekombinans allergének Dbaktériumokban (E. coli) allithatok
eld. Az oldhatatlan protein-aggregdtumok nagyfoku toményitése
jelenti az els& tisztitasi 1lépést. Ezeket az aggregatumokat
azutan redukalészer hozzdadidsa nélkiill denaturaljuk. A kdvet-
kezd dializalasi koérulményektdl filiggéen kiilénbsz8 hajtogatd-
dasi formakat kapunk. Do6ntd az, hogy itt monomer és oldhatéd
molekulakrél van szbd. Az egyik oldhatdé hajtogatéddasi valtozat
a természetes allergénnel Osszevethetd IgE-reaktivitédssal ren-
delkezik, és ennélfogva diagnosztikai célokra alkalmazhatéd.
Ilyen terméket ciszteintartalmi oldat dializisével kapunk.

A tobbi oldhatdé hajtogatédasi valtozat szerkezetileg kii-
16nb6zik a természetes allergéntdl, és semmilyen vagy csdkkent
IgE-reaktivitassal rendelkeznek. Ennek alapjan az ilyen valto-
zatok Jjobb immunterapiat tesznek lehetdévé. Az ilyen hipo-
allergén terméket a talalmény értelmében savas pufferrel, el6-
nyésen 3,5 és 6,5 pH-tartomadnyban, kiilénésen 4,0 és 5,5 ko-
z0tti pH-értéknél végzett dializissel allitjuk eld.

A talalmany tehat rekombindns rovarallergénekre vonat-

kozik, amelyekre jellemzé, hogy csdkkent IgE-reaktivitéassal,
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illetve allergenitassal rendelkeznek. A taldlmany értelmében
ezen proteinek allergenitdsa a természetes allergénhez képest
95%-ig terjedé mértékben csokkentett.

A talalmany kulonésen rekombindns, darazs, kiulondsen Ves-
pula vulgaris és Vespula germanica fajbdél szarmazd rovar-
allergénre vonatkozik.

A talalmany targya tovabba eljdras lényegében véve tiszta,
rekombinéans rovarméreg-allergének el&allitéasara, amelynek
soran az allergén proteineket baktériumsejtekben, oldhatatlan
formaban, ,inklizidés test”-ek formajaban &llitjuk eld, az old-
hatatlan aggregadtumokat denaturadljuk, és a denaturalt terméket
dializis Utjan a kiilénbdzé hajtogatddasi konformacidknak meg-
feleld oldhatdé, monomer allergénekké alakitjuk és izolaljuk. A
denaturalast eldnydsen guanidinium-klorid segitségével, redu-
kadldoszer hozzadadasa nélkul végezzik.

A talalmany targya kilonosen eljaras csokkentett allerge-
nitédst, 1illetve IgE-reaktivitdst mutatd rekombinidns rovarmé-
reg-allergének el&allitasara, amelyek dializiséhez savas puf-
fert, eldénybsen 4,5 és 5,0 kozotti pH-ju natriumacetat-puffert
alkalmazunk.

A talalmany targya ezenkiviil eljards normalis allergeni-
tast, illetve IgE-reaktivitast mutaté rekombinadns rovarméreg-
-allergének el&allitéasara, amelyek dializiséhez cisztein-
tartalmu oldatokat alkalmazunk.

A talalmény ezenkiviil rekombindns darazsméreg-allergénre
vonatkozik, amely a megfeleld fenti vagy az aléabbiakban
ismertetendd eljaréassal &allithatd elé.

A talalmany tovabba gydgyszerkészitményekre vonatkozik,
amelyek megfeleld, csokkentett vagy gyengitett IgE-rekativi-
téast mutatd rekombindns allergéneket, valamint alkalmas segéd-
és vivéanyagokat tartalmaznak.

Végil a talalmany egy megfeleld, fenti vagy az alabbiakban
ismertetendd eljarassal eldallithaté rovarméregallergének

alkalmazasara vonatkozik rovarcsipésallergidk in vivo és 1in
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vitro diagnosztizalaséra.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik az eljarast:

Példaképpen Vespula vulgaris antigén 5 (Ves v 5) és Ves-
pula germanica antigén 5 (Ves g 5) daradzsméreg-allergéneket
pSE420 expresszidés vektorba klénoztunk, és K12 baktériumtdrzs
M15 pREP4-be transzformaltuk. Az eljarads folyamatdbrajat az 1.
abra mutatja.

A rekombinans allergének elddllitasdhoz a torzs elStenyé-—
szetét hasznaltuk az expressziés tenyészet oltasahoz. Az
expresszidt IPTG-vel indukéltuk, razatélombikban, 37 °C-on,
LB-tapkozegben, korlatozott oxigénellatassal, 90 ford./perc
razatassal hajtottuk végre. A baktériumokat 5 6éra hosszat
végzett expresszaltatas utan centrifugalassal (5000g, 10 perc,
20 °C) oOsszegyljtottik. A baktériumok feltarasdhoz a sejteket
pufferben (50 mmol/l1 Tris-HCl, 25 tom./térf.% szachardz,
pH=8,0), lizozim (10 ug/g nedvestomeg) hozzdadasa mellett ujra
szuszpendaltuk, majd azonos térfogatu detergens-oldatot (0,2
mol/1 NaCl, 1 tom./térf.%$ DOC, 1 tém./térf.2 Nonidet P40)
adtunk hozza. A feltaré oldatot ezutdn ultrahanggal kezeltiik
(3 perc jégen, 130 Watt, 0,5 sec impulzus). Mivel az expresz-—
szi0s termékek els&dlegesen oldhatatlan aggregatumok (zadrvany-
testek vagy 1inkluzids testek) formdjdban vannak Jjelen, nagy
slriségik alapjan a toébbi komponenstdl (sejtfalkomponensek,
riboszémak stb.) 3000g-vel végzett centrifugdlassal elvalaszt-—
haték. A tovabbi tisztitdst harom egymds utani, detergens-
tartalmd oldattal (1 térf.% Triton X-100) végzett mosasi
lépéssel végeztik. Végil a tisztitott zarvanytesteket denatu-
ralé puffer (6 mol/l guanidium-klorid, 20 mmol/1l Tris-HC1,
pH=8,0) hozzdadasdval feltartuk, és 2 o6ra hosszat szoba-
hémérsékleten razattuk.

Az IgE-reaktiv hajtogatédasi forméak kinyeréséhez a denatu-
ralé keveréket dializaldé csébe (kizarasi kiiszobérték: 12-14
kD) toltottik, és 100-szoros térfogatu ciszteinoldattal (5

mmol/1l cisztein) szemben, keverés kozben, 12 6éra hosszat szo-
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bahémérsékleten dializadltuk. Végil a cisztein eltavolitasara
desztillalt vizzel szemben dializaltuk.

A csokkentett IgE-reaktivitasu konformacidk kinyerésére az
elsd dializist 20 mmol/l-es né&triumacetat-pufferrel (pH=5, 0)
szemben végeztik. Ez utédn szintén végziink egy desztillalt viz-
zel szembeni dializidlast. Az elvétel utdn a vizoldhaté aller-
géneket centrifugalédssal valasztottuk el a kicsapddott aggre-
gatumoktdl. A feliluszd tartalmazza a kivant oldhatd rekombi-
nans allergéneket. Natriumacetdt-puffer helyett mas olyan
savas pufferek is alkalmazhatdék, amelyek pH-tartomanya 3,5 és
6,5, eldénydsen 4,0 és 5,5 kozé esik. Ilyen pufferrendszereket
a szakirodalom megfelelden ismertet.

A két eljarasban kapott kicsapott rekombindns allergének
még egyszer denaturalhatdk, és ugyanazon séma szerint kezel-
hetd8k. Ezzel a kihozatal jelentd&sen nodvelhetd.

A dializalédsi lépések utén a termékek kb. 95%-0s tiszta-
saguak. A bazikus rovarméregallergének tovabbi tisztitédsa tor-
ténhet kationcseréld kromatografiaval (puffer pH=7,2), példaul
Source S tolteten (Pharmacia, Freiburg, Németorszag) és gél-
sziréssel. A gélszlrés a minimdlis mennyiségli nagy- és kis-
molekulaju szennyez&dések eltdvolitadsa mellett a sémentesitést
is szolgalja.

A termékek minéségi ellendrzése az aldbbi tablazatban az
antigén 5-nek megfelelden Osszedllitott, jellemzd tulajdonsa-

gok alapjan torténik.
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Tulajdonsag

Hajtogatédasi forma
a természetesnek
megfeleld IgE-
reaktivitassal

Hajtogatédasi
forma csoékkentett
IgE-reaktivitassal

Latszdlagos moltomeg
SDS-PAGE (nem-redukald
korilmények)

25 kD

26-27 kD

Sékoncentracid Soure
S-r8l vald eludlashoz

320 mmol/1 NacCl

400 mmol/1l Nacl

Hasitds proteadz V8-cal

15 kD fragmens +

<10 kD peptidek

peptidek
Antigén-5-specifikus Detektalads 8E3, 1E11 Detektaléas csak
monoklonéalis segitségével 8E3 segitségével
antitestek lehetséges
IgE-reaktivitas >95% <10%
allergids-szérummal
Allergén-potenciél természetes >10-szer
antigén 5-hoz csekélyebb, mint a
hasonld természetes

antigén 5

A talalmany szerinti eljards mindenféle rovarméreg-aller-

gén esetén hasznélhatd.

Az alkalmazott tisztitéasi,

valamint a

rekombindns kldénozasi és expresszids moédszerek szakember sza-

mara 1smertek és

hozzaférhetdk,

és

médszerekkel helyettesithetdk.

hasonld,

ismert eljarasi
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Szabadalmi igénypontok

1. Rekombinans rovarméreg-allergének, amelyek csokkentett
IgE-reaktivitéassal és allergenitassal rendelkeznek.

2. Az 1. igénypont szerinti rovarméreg-allergének, amelyek
allergenitasa a természetes allergénekhez képest 95%-os mér-
tékig csokkentett.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti rekombinans darazs
rovarméreg-allergén.

4. A 3. 1igénypont szerinti Vespula vulgaris és Vespula
germanica antigén 5 rekombinédns féallergén.

5. Eljaras lényegében véve tiszta rekombinans rovarméreg-
-allergének eldballitasara, azzal jellemezve, hogy az allergén
proteineket baktériumsejtekben, oldhatatlan forméban, ZArvany-
testekként allitjuk eld, a kapott oldhatatlan aggregatumokat
denaturaljuk, és a denaturalt termékeket dializissel kiilénbdzd
hajtogatddéasi konformacidéknak megfeleld oldhaté, monomer
allergénekre bontjuk és elvalasztjuk.

6. Az 5. 1igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a denaturdlast guanidium-kloriddal, redukalészer hozza-
adasa nélkiil végezzik.

7. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljaras csdkkentett
allergenitassal és TIgE-reaktivitdssal rendelkezd rekombinans
rovarméreg-allergének eldallitaséara, azzal jellemezve, hogy a
dializishez savas puffert alkalmazunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve, hogy
4,5 és 5,0 kozotti pH-értékkel rendelkezd natriumacetat-puf-
fert alkalmazunk.

9. Az 5. vagy 6. igénypont szerinti eljarads normalis
allergenitassal és IgE-reaktivitassal rendelkez$ rekombinans
rovarméreg-allergének elSallitédsara, azzal jellemezve, hogy a
dializishez ciszteintartalmi oldatot alkalmazunk.

10. Az 5-9. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal

jellemezve, hogy egy Vespula faj, kiilénésen Vespula vulgaris,
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Vespula germanica, Paravespula faj vagy Apis mellifera aller-
génjét alkalmazzuk.

11. Rekombinans daréazsméreg-allergén, amely a 7. vagy 8.
igénypont szerinti eljardssal allithaté el6.

12. Gydbgyszerkészitmény, amely valamely, az 1-4. és 11.
igénypontok barmelyike szerinti rekombinans allergént, vala-
mint segéd- és vivdanyagokat tartalmaz.

13. A 9. igénypont szerinti eljarassal eldallithatdé rovar-
méreg-allergének alkalmazdsa rovarcsipés-allergidk in vitro

diagnosztizaléasara.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szahadalmi ¢s Védiegy Iroda Kft.
Dr. Gardonyi Zoltdnné
szabadalmiigyvive
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Az eljaras folyamatabraja

rAgb —inkluzios testek

'

Denaturalas
guanidium-kloriddal

:

Dializis

/\

cisztein Na-acetat-puffer

\/

desztillalt viz

'y

Centrifugalas

NN

rAg5 rAg5
IgE-reaktiv nem IgE-reaktiv

rAg5 = rekombinans antigén 5

P = pellet S =fellilusz6

Pellet
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