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Az apolipoprotein B-100 epitépjat utadnzd peptidek

1
ezeknek megfeleld konkatemér és médositott

peptidek és ezeket tartalmazé vakcina készitmények
Kivonat

A taldlmany targya oltdanyag-készitmény elhizads keze-

lésére. Kozelebbrdél a taldlmany targya apolipoprotein B-100
epitdépjat utanzd peptid, annak konkatemérje és moédositott
peptidje, és az azt tartalmazd oltdanyag.

Aktaszamunk: 96806-13776/LT
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Az apolipoprotein B-100 epitépjat utanzé peptidek,
ezeknek megfeleld konkatemér és médositott

peptidek és ezeket tartalmazdé vakcina készitmények

A taladlmany térgya oltdanyag-készitmény elhizéas keze-
lésére. Kbzelebbrdél a talalmany targya olyan oltdanyag-ké-—
szitmény, amely apolipoprotein B-100 epitdpjat utéanzé pep-
tidet, annak konkatemérjeit vagy médositott peptidjeit tar-
talmazza.

A vérszérum lipidje koleszterinbd&l, trigliceridekbdl
(TG), szabad zsirsavbdl, foszfolipidbdl és hasonldkbdl 4l1l,
és a véraramban lipoprotein formadjaban létezik, amely lipid
és apolipoprotin komplexe.

Ezen lipoproteinek kozil az alacsony slrlségd lipopro-
tein (LDL) a TG és koleszterin f&6 hordozdéja. A megemelke-
dett LDL-koleszterin szintek okozta arterioszklerdzistédl,
szivkoszoruér-betegségtél vagy szivinfarktustdél szenvedd
paciensek szama jelentdsen novekedett az étrend valtozasa
vagy mas tényezdék miatt.

Teha&t kiilonféle kutatédsokat probaltdk meg az LDL-
koleszterin csdkkentésére és a fenti betegségek okanak ki-
mutatdsara a fenti betegségektdél szenvedd paciensek kezelé-

sét.

Aktaszamunk: 96806-13776/LT
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Az LDL-koleszterin - amely a f&8 etioldégiai oka a
lipid-anyagcserével kapcsolatos felnéttkori betegségeknek -
nagy slrdségd lipoproteinné (HDL) alakithatdé makrofagok &l-
tal. Ezenfeliil az LDL-koleszterin mads anyagokkd is 4&tala-
kithaté, vagy epesavva alakithatdé a madjban. [Brown, M.S. és
Goldstein, J.L., Annu. Rev. Biochem. 52, 223-261. old.
(1983)1].

Az apolipoprotein B-100 az LDL f& fehérje része, és
része a nagyon alacsony sUrlségl lipoproteinnek (VLDL) és a
kilomikronnak 1is. A vér LDL-koleszterinje eltavolithatd
makrofagok fagocitdzisa utjan abban az esetben, amikor egy
ellenanyag a véraramban indukalédik az apolipoprotein B-100
felismerése altal, mivel az apolipoprotein B-100 az LDL-
részecskék sejtfelszini LDL-receptorokhoz torténdéd kotdSdésé-
hez vezet [Dalum I. és mtsai., Mol. Immunol. 34, 1113-1120.
old. (1997)].

Abban az esetben, amikor egy makromolekula, mint pél-
daul ellenanyag hozzakotdédott az LDL felszinén 1évS apoli-
poprotein B-100-hoz, lipaz, mint példaul lipoprotein-lipaz
nem képes elhidrolizalni a TG-t és hasonldkat, az apolipo-
protein B-100-hoz kotott makromolekula altal okozott térbe-
1i gatlas miatt. Ennek kovetkeztében a szabad zsirsav ki-
alakulédsa, ami az elhizas f& tényezdje, gatolhatdé ellen-
anyagok utjan, amelyek képesek kdtddni az apolipoprotein B-
100-hoz.

Mostandban szamos, LDL-koleszterin szintjének csdkken-
tésére és arterioszklerdzis kialakulasdnak gatlasara szol-

gald oltdanyag alkalmazasara iranyuld kutatdst megprébaltak
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kiilonféle allati modellekben, mint példaul egérben és nyul-
ban. Példaul C.R. Alving beszamolt arrdl, hogy koleszterin
médosithatd metabolitokkal vagy oxidacidéja Gtjan, és hogy a
moédositott koleszterin er8s antigénhatasu determindns lehet
bizonyos esetekben [Alving, C.R. és mtsai., Biochem. Soc.
Trans. 17, 637-639. old. (1989); Alving, C.R. és mtsai., J.
Lab. Clin. Med. 127, 40-49. old. (1996); Alving, C.R. és
mtsai., Curr. Top. Microbiol. Immunol. 210, 181-186. old.
(1996)].

Ezenkiviil beszamoltak arrdél is, hogy létezik koleszte-
rol elleni endogén ellenanyag a vérszérumban [Wu, J.T.,
L.L., Clin. Lab. Med. 17, 595-604. old. (1997), o&sszefogla-
las]. Azt is lek6zolték, hogy abban a kisérletben, amikor
nyulakban arterioszkler6zist és hiperkoleszterinémidt indu-
kdlnak koleszterin-tartalmi tappal torténé etetéssel, a hi-
perkoleszterinémia és arterioszklerdzis elSfordulédsa ko-
leszterint tartalmazdé liposzdémaval immunizalt nyulban
szuppresszalt vagy figyelemreméltdan csdkkent a kontroll
csoporthoz képest.

Az ilyen, koleszterin-oltdanyaggal induka&lt ellenanyag
immunglobulin M (IgM), amely kotédik a VLDL-hez, a kdzepes
sirliségld lipoproteinhez (IDL) és az LDL-hez. A fentiek
alapjan ugy vVvélik, hogy koleszterin magas szintje 4&ltal
okozott hiperlipoidémia vagy arterioszklerdzis kezelésére
vagy megeldzésére alkalmas oltdanyag lehetséges [Bailey,
J.M., Science 264, 1067-1068. old. (1994); Palinski, W. és

mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 821-825. o0ld.
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(1995); Wu, R. és mtsai., Hypertension 33, 53-59. old.
(1999) 1.

Az talaltuk, hogy az elhizds hatékonyan megel&zhetd
apolipoprotein B-100 epitdépjat uténzé peptiddel, és a fen-
tiek alapjan oltdanyag-készitményt fejlesztettiink ki elhi-
zas kezelésére.

Tehdt a talalmany célja apolipoprotein B-100 epitépijat
utanzé peptid, annak konkatemérjének és mbédositott peptid-
jeinek biztositééa.

A taldlmany egy masik célja eljaras biztositdsa a fen-
ti apolipoprotein B-100 epitépjat utdnzd peptid, annak kon-
katemérjének és mbédositott peptidjeinek eldallitasara.

A talalmany egy még masik célja oltdanyag-készitmény
biztositasa elhizas kezelésére vagy megeldzésére, amely a
fenti apolipoprotein B-100 epitépjat utanzd peptidet, annak
konkatemérjét és médositott peptidjeit tartalmazza.

A talalmany ceéljat apolipoprotein B-100 epitépijat
utanz6 peptid, annak konkatemérjének és médositott peptid-
jének biztositasaval érjik el.

Fagok peptidkdnyvtar-rendszerét alkalmaztuk a talal-
many szerint monoklonalis ellenanyaghoz (MabB23) kotddS hu-
madn apolipoprotein B-100 epitdép szkrinelésére. A fentiek
szerint szkrinelt peptidek olyan antigéndeterminansokhoz
szerkezetileg hasonld utéanzé peptidek voltak, amelyek fel-
ismerhetdk az ellenanyag altal, és ezen utanzdé peptideket a
szkrinelt peptid aminosav-szekvencidja szerint szintetizal-

tuk.
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A peptidkényvtdr-rendszer egyfajta eljadrads antigénde-
termindns haromdimenzidés formajanak keresésére. Azaz vélet-
lenszerti szekvencidkat kdédold DNS-fragmenseket inzertdlunk
olyan DNS-ekbe, amelyek fag kis burokfehérjéjét koddoljak,
és azutdn a fenti DNS-eket RF-ben (olvaséasi fazisban) DNS-
be inzertéaljuk, és E. coli-ba transzformaljuk annak érdeké-
ben, hogy expresszidltassuk azokat. Az E. coli felszinén ex-
presszalédott peptideket antigénnel reagdltatjuk annak ér-
dekében, hogy az antigéndetermindnshoz szerkezetileg hason-
16 peptidekre szkrineljilink.

Antiszérum eldallitidsa érdekében egereket immunizal-
tunk a fenti utanzé peptidek bejuttatdsaval. Igazoltuk,
hogy az igy kapott antiszérum felismeri az eredeti apolipo-
protein B-100-at, utanzé peptideket és LDL-t
[,,IJdentification of Antigenic Determinants for the Murine
Monoclonal Antibodies Against Apolipoprotein A-1 and
Apolipoprotein B-100 by using Phage-displayed Random
Peptide library”, Chi-Hoon Kim, Hanyang Univ. (1997)].

A taldlmany szerinti apolipoprotein B-100 epitépot
utadnzé peptid az 1., 2. vagy 3. azonositdészami szekvencia
szerinti peptidek, vagy azok keverékének barmelyike lehet.

A taldlmény szerinti utéanzd peptideket konkatemér for-
maban alkalmazhatjuk annak érdekében, hogy javitsuk anti-
géndeterminadns tulajdonsagukat. A taldlmany egy megvaldsi-
tdsi médjaként két vagy tobb utadnzd peptidet kapcesolhatunk
Ossze egymassal. Harom (3) és tizenot (15) kozotti szamu

peptidb&l alldé konkatemér kivanatos. Elénydsebben a talal-



many szerinti konkatemér négy (4) 1. azonositédészam szerinti
peptidet tartalmaz.

A fenti uténzd peptid ,konkatemérje” alatt olyan poli-
mert értink, amelyben a fenti peptidek végeili 0Ossze vannak
kotve egyméssal.

A fenti, taldlmdny szerinti utanzd peptid ,mbédositott
peptidje” alatt olyan utanzé peptid variadnsokat értink,
amelyek felismerheték apolipoprotein B-100 elleni monoklo-
nalis vagy poliklondlis ellenanyag altal. Ilyen variansok a
taldlmany szerinti utanzé peptidek egy vagy tdbb aminosava-
nak szubsztitucidit, deléciodit, addicidit és kémiai szubsz-
titucidéit tartalmazzak.

A taldlmidny egy még tovabbi célja eljirads biztositasa
utanzoé peptid, annak konkatemérjének és mbdédositott peptid-
jeinek eldSallitéasara, amely szeint: i) a fenti utdnzd pep-
tidet, annak konkatemérijét és moédositott peptidjeit koddold
DNS-eket inzertdlunk vektorba, 1ii) a fenti vektort gazda-
sejtekbe transzformaljuk és azutan inkubaljuk azokat, és
iii) izolaljuk a fenti utanzd peptidet, annak konkatemérjét
és moédositott peptidjeit a fenti gazdasejtekbdl.

Az oltdanyag-készitmény kiszereléseit hagyomanyos el-
jadrassal készithetjik el a talalmany szerinti utéanzdé pep-
tiddel, annak konkatemérjével és mbédositott peptidjeivel. A
fenti kiszerelés el8allitasi eljardsaban eldénydsen az adju-
vanssal, immunitast erdsitd droggal, hordozéval, kotbanyag-
gal és oldodoszerrel Osszekevert vagy higitott készitmény
tabletta, pirula, granulatum, por, tasak, szuszpenzid,

emulzié, folyadék, szirup, aeroszol, puha vagy kemény zse-
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latinkapszula, injektalasra szolgaldé sterilizalt folyadék,
sterilizalt por vagy hasonldék barmelyike.

A taldlmany szerinti készitményben alkalmazhaté immu-
nolégiai adjuvans egyfajta fehérje, amely az alabbiak bar-
melyikét tartalmazza: T-sejt-epitdpot (példaul hepatitisz B
virus felszini fehérjéjét), inert hordozét, mint példaul
aluminiumsét, bentonitot, latexet, akrilrészecskét és ha-
sonldét; hidrofdb antigént (példaul 1lipidet), viz-olaj és
olaj-viz emulzidét, depdalkotd anyagot (példadul poliszacha-
ridot), T-sejt-aktivatort, mint példdul PDP-t, poliadenint,
poliuracilt és hasonldkat, B-sejt-aktivatort (példaul B-
sejt mitogént), szulfaktanst, mint példaul szaponont, lizo-
lecitint, retinalt, Quil-A-t, liposzdémat és hasonldkat;
makrofadg aktivitasat megerdsitd anyagot; és alternativ ut-
vonalon 1lévé komplement-aktivatorokat, mint példaul inu-
lint, zimozant, endotoxint, lebamizolt, C. parvum-ot és ha-
sonldkat.

A talalmany szerinti ,hordozdéfehérje” alatt gydgyasza-
tilag elfogadhatdé anyagot értiink, mint példaul fehérjét
vagy aluminiumsdét, amely transzportdlhatja a taldlmany sze-
rinti utdnzdé peptidet, annak konkatemérjét és moédositott
peptidjeit a véraramon keresztiil.

Aluminiumsé, fenoxietil-etanol, viz, fiziolégias sdéol-
dat, laktdéz, dextrdz, szukrdz, szorbitol, mannitol, kalci-
um-szilikat, celluldz, metilcelluldz, amorf cellulédz, poly-
vinilpirrolidon, metilhidroxi-bezoat, propilhidroxi-bezoat,

talkum, magnézium-sztearat és asvanyi olaj alkalmazhatd al-
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kalmas hordozdéként, koétbanyagként vagy olddszerként a ta-
ldlmany szerinti készitményben.

Ezenfeliil a taldlmény szerinti készitmény tovabba tar-
talmazhat toltdanyagot, tapadasgatld anyagot, kendanyvagot,
nedvesitdszert, parfimot, emulgedldédszert és antiszeptikus
szert.

A taldlmény szerinti készitményt az ezen a terileten
jé1l ismert eljarassal szerelhetjik ki immunvalasz kivalta-
sdra eml&sben egy (1) vagy tobb oltéds utjan.

Az elhizéas kezelésére alkalmas taldlmany szerinti ol-
tdanyag-készitményt kildnféle utakon keresztiil adhatjuk be,
mint példaul orélisan, dermalisan, intradermalisan, vénasan
vagy muszkularisan, eldénydsen intradermalisan.

A talalmany szerinti oltdanyag-készitmény hatasos doé-
zisa 0,1-10 pug (aktiv peptid) per testtdmeg-kg, eldnydsen
0,5-1,0 pg/kg. Azonban az oltdanyag-készitmény hatdanyagat
szamos tényezd alapjan &allapithatjuk meg, mint példaul az
immunitds, beadasi utvonal, paciens a&allapota, kor, nem,
testtomeg, és hasonldk alapjan. Tehdt a dézis mennyiségének
tartomdnya nem korlatozza a taldlmédny oltalmi korét semmi-
lyen értelemben.

A talalmany szerinti oltdbanyag-készitmény elsédleges
gybgyaszati hatédsa elhizas megeldzése vagy kezelése olyan
mechanizmuson keresztiil, hogy humadn ellenanyag indukalodik
az utanzdé peptid, annak konkatemérje vagy médositott pep-
tidjei altal, kotdédik az apolipoprotein B-100 epitépjadhoz

az LDL felszinén, és ezaltal térben akaddlyozza és gatolja



a lipéazt zsirsav eldballitasaban, amely az elhizas f£4§
etioldgiail tényezébje.

Ezenfeliill a talalmany szerinti oltbéanyag-készitmény
hatdsos hiperlipoidémia szuppresszalédsédra is, olyan mecha-
nizmuson keresztil, hogy LDL detektalddik és konnyedén el-
tavolitodik makrofagok altal opszonizacidé Gtjan, amelyet az
utadnzd peptid, annak konkatemérje vagy médositott peptidjei
dltal induk&lt humadn ellenanyag, és annak kdtddése az LDL
felszinén 1évé apolipoprotein B-100 epitdépjahoz okoz.

A taladlméany szerinti készitmény egy masik gydgyaszati
hatdsa elhizas megelSzése vagy kezelése lipid, mint példaul
koleszterin vagy szabad =zsirsav felhalmozédasanak gatléas
dltal a sejtben, olyan mechanizmuson keresztiil, hogy talal-
many szerinti utanzd peptid, vagy annak konkatemérje vagy
médositott peptidjei altal indukalt human ellenanyag kotd-
dik az LDL felszinén 1évd apolipoprotein B-100 epitdépjdhoz,
és megakaddlyozza az LDL specifikus kotddését a sejt fel-
szinén 1évé LDL-receptorhoz.

Az aldbbiakban roviden ismertetjik a leirdshoz tartozéd
abrakat:

A taldlmany fenti célkitlzései és egyéb eldnyei nyil-
vanvalbébbak 1lehetnek azok elényds megvaldésitasi mdbédjainak
ismertetése altal a mellékelt Aabrdkra toérténd hivatkozas-
sal, amelyeken:

Az 1l.a-1.d abrakon a talalmany szerinti uténzd pepti-
det expresszald vektor szerkezetét és készitményeit mutat-
juk be. Az 1l.a abrédn a vezetdkazetta szerkezetét mutatjuk

be, az 1.b abréan az LB-kazetta szerkezetét mutatjuk be, az
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l.c abradn a BL-kazetta szerkezetét mutatjuk be és az 1.d
abran a pBX4 expresszids vektor szerkezetét mutatjuk be.

A 2. &brédn a talalmany szerinti utéanzdé peptidet
expresszald pBX1l és pBX4 vektorok elSallitasi eljarasat mu-
tatjuk be.

A 3. abran az LB-kazetta azonositasara szolgald poli-
akrilamid-gélelektroforézis (PAGE) eredményét mutatjuk be.

A 4. abran a pBlue-BL plazmidban l1évé BL-kazetta azo-
nositasara szolgaldé PAGE eredményét mutatjuk be.

Az 5. A&4bran a pBX1 és pBX3 plazmidba inzertdlt DNS
iradnyitottsagat és kdépiaszamadt igazold PAGE eredményét mu-
tatjuk be.

A 6. Aabran az expresszalt PBl,-peptid azonositasara
szolgaldé Western-blot eredményét mutatjuk be.

A 7. &4bran a tisztitott PBls-peptid igazolasara szol-
gadldé natrium-dodecil-szulfat (SDS) PAGE eredményét mutatjuk
be.

A 8. A&bran a tisztitott PBl,-peptid anti-PBls;—szérum
elleni reaktivitadsdnak igazolasdra szolgald Western-blot
eredményét mutatjuk be.

A 9. &4bran a PBls-peptid &altal indukalt egér ellen-
anyag aviditésanak mérésére szolgaldé ELISA eredményét mu-
tatjuk be.

A 10. abran a PBl,-peptid egér testtdmegének nodvekedé-
sére gyakorolt szuppresszald hatasat illusztrald grafikont
mutatunk be.

A 1ll.a és 11.b é&bradkon azt illusztrald képet mutatunk

be, hogy az egerek testtdmegének valtozédsa fiilgg a talalméany
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szerinti PBls-oltdanyag beadasatdl 20 héttel hipotalamuszt
tonkretevd drog injektdlasa utéan.

A 12. &bréan olyan grafikont mutatunk be, amely a PBl,-
oltdanyag injektalasa flggvényében illusztrdlja a vérszé-
rumban 1évS8 lipid koncentracidjara gyakorolt hatéast.

Ezt kovetféen a talalmanyt részletesebben is bemutat-
juk. Azonban az alabbi magyarazat csak a taldlmany megvald-
sitasi médjainak szemléltetését szolgalja, és nem sziandé-
kozzuk a taldlmany oltalmi korét korlatozni &ltaluk.

1. példa: oligonukleotid szintézise és annedléasa

Az oligonukleotidokat kémiai uton szintetizdltuk a
Genemed Synthesis Inc.-nél (San Francisco, CA, USA) az &al-
talunk megadott szekvencidk szerint. Az oligonukleotidok 5’
végének foszforildlédsa érdekében 50 pl 100 pmol/pl oligo-
nukleotidot inkub&ltunk 10 pl 10 mM ATP-vel, 3 pl 10 U/pl
T4-polinukleotid-kinazzal (Takara, Otsu, Japan) és 7 pl 10X
kindz-pufferrel két (2) o6réan keresztiil 37°C-on.

A fenti médon foszforildlt oligonukleotidok 10 pl-es
alikvotjait &sszekevertiik, 80°C-ra melegitettitk 5 percre,
és azutdn nagyon lassan lehitottiik szobahdémérsékletre,
ezadltal annedltuk a specifikus parokat a komplementer sza-
lak kozott.

2. példa: ligalas

Ligacidés elegyet allitottunk el 1 pl vektor DNS, 5 ul
inzert DNS, 1 pnl T4-DNS-ligaz (NEB, Beverly, MA, USA), 1 nl
10X enzimreakcidés pufferoldat (NEB, Beverly, MA) és 2 ul
desztilladlt viz Osszekeverésével, és azutdn inkubaltuk

16°C-on éjszakan keresztiil.
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3. példa: pBX expresszids vektor konstrualasa apolipo-

protein B-100 utanzé peptidjének expresszaltatasara

1. lépés: a vektor terve

Az utadnzd peptid expresszaltatasara szolgald plazmid-
vektor &altaldban vezetdkazettat és egy vagy tobb PBl-pep-
tid-gént tartalmaz. Amint az 1. &bran bemutatjuk, a pBX1l-
plazmidot, amely egy (1) PB-1l-gént tartalmaz, a vezetdka-
zetta (l.a A&bra) kldénozadsaval 4allitottuk elé a pQE30-
plazmid (Qiagen, Hilden, Germany) tobbszérés kldénozd he-
lyén. A kapott plazmidot emésztettiltk HindIII és Sall rest-
rikcidés enzimekkel, és a kis fragmenst helyettesitettiik az
LB-kazettaval (l.b éabra), megkapva a pBXl-plazmidot, amely
alkalmas tobb BL-kazetta (1l.c abra) konnyl beinzertilasara.

Kozben a pBluescriptII SK+ plazmidot hasitottuk Sall
és Xhol enzimekkel, és ligaltuk BL-kazettakkal, amelyekben
egyetlen vagy tobb BL-kazetta inzercidéja tortént meg vélet-
lenszerlen. A PBl-peptid-gének vart ismétléseit a pBlue-BL-
plazmidban kivalasztottuk és kivagtuk, és szubkldénoztuk
pBXl-be (l1.d abra).

2. lépés: PBl-monopeptid expresszaltatdsara szolgaléd

vektor eldallitéasa

VezetSkazettat allitottunk eld a 10. és 11. azonosité-
szam szerinti szekvenciaju oligonukleotidok annedlésaval az
1. és 2. példaban leirt eljaréasok alkalmazisaval. Azutan a
pQE30-vektort (Qiagen, Hilden, Germany), amelyet hasitot-
tunk Sall és BamHI enzimekkel, ©sszeligaltuk a fenti vezetéd
kazettaval a pQE-vezetd plazmid elkészitéséhez. A fenti

pQE30-plazmid expresszaltatdsanak eredményeképpen hat hisz-



®000 svee oo oo ve

.0 o o « o
e eee .
L] L]

- 13 - 0 oeee o000 oo 0:'.

tidin-oldallancot épitettink be pluszban az expresszalta-
tott fehérje N-terminalisara a fehérje konnyld tisztitésa
érdekében. A fenti vezetdkazettdt ugy terveztiik, hogy tar-
talmazzon egy enterokindz felismer$ szekvenciidt (DDDDKI;
12. azonositészamu szekvencia) a hozzadadott aminosavak sza-
manak minimaliz&lasa érdekében.

Az 1. példa eljarasa szerint négy oligonukleotidot,
amelyek szekvenciajat a 4-7. azonositdészami szekvenciakon
mutatjuk be, szintetizaltunk, foszforildltunk, és azutan
annealtunk komplementer oligonukleotidokkalaz 1.b abran be-
mutatott LB-kazetta (13. és 14. azonositészami szekvencia)
szintetizdlasa érdekében. 40 nul annedlt oligonukleotidot
kevertink 6ssze 3 pl 1 U/pl T4-DNS-ligdzzal, 5 pl 10X en-
zimpufferrel és 2 pl desztilldlt vizzel ligacids elegy elé-
dllitadsra. Azutan a 1ligacidés elegyet éjszakadn keresztiil
inkubdltuk az oligonukleotidok egymashoz torténd ligalasa-
hoz.

A reakcid befejezddése utadn a reakcidelegyet 20%-os
poliakrilamid-gélre vittiik fel és elektroforetizaltuk. Az
LB-kazettat (52 bp oligonukleotid) (3. &bra) a gél etidium-
bromiddal (EtBr) torténdé festésével azonositottuk.

A 3. abran az M jeld sav jelzi a 20 bp-létra DNS-t, és
az 1. sav volt a reakcibdoldat. Az LB-kazettat QIAX 1II
gélextrakcidés reagenskészlet (Qiagen, Hilden, Germany) al-
kalmazadsaval allitottuk elé a gélbdl..

A fenti pEQ30-Vezetd plézmidot hasitottuk HindIII és
Sall enzimmel, és azutan ligaltuk a fenti LB-kazettaval a

2. példa leirasa szerint, a PBl utdnzd peptidet expresszald
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vektor el&dllitdsa érdekében. Az eldallitott expressziés
vektort pBXl-nek neveztik el, és a vektorral expresszalta-
tott peptidet PBl;-nek neveztilk el (2. abra).

3. 1lépés: PBli-peptid konkatemér expresszaltatasara

szolgaldé vektor eldadllitasa

Az 1. példa eljaradsa szerint négy oligonukleotidot -
amelyek szekvencidjat a 4., 5., 8. és 9. azonositédészamu
szekvencidkon mutatjuk be - szintetizaltunk, foszforildl-
tunk, és azutan annedltunk komplementer oligonukleotidokkal
az l.c &abran bemutatott BL-kazetta (15. és 16. azonosité-
szaml szekvencia) szintetizaléasa érdekében. Azt kovetden az
oligonukleotidokat ligaltuk egymassal a 2. lépés eljarasa
szerint, és azutdn 20%-os poliakrilamid-gélre vittik fel
elektroforézis végett. 55 bp hosszisagui oligonukleotidokat
(vezetbkazetta) azonositottunk a gél EtBr-rel torténd fes-
tése utjan. A BL-kazettat eldallitottuk a gélbd&l QIAEX II
gélextrakcids reagenskészlet alkalmazaséaval, és hasitottuk
Sall and XhoI enzimekkel.

Kozben pBluescriptII SK plazmidot (Stratagene, La
Jolla, CA, U.S.A) hasitottunk Sall és Xhol enzimekkel. A
vektort 0,8%-o0s agarbdézgélen elektroforetizaltuk, és QIAEX
ITI gélextrakcids reagenskészlet (Qiagen, Hilden, Germany)
alkalmazasaval &llitottuk elé.

A 2. példaval megegyezd ligacids reakcidt hajtottunk
végre a pBlue-BL-plazmid el&allitasdhoz, 5 nl BL-kazetta
DNS és 1 pl fent hasitott vektor DNS alkalmazaséaval.

A pBlue-BL plazmidot hasitottuk Sall és Xhol enzimek-

kel, és a BL-kazettat extrahdltuk. A pBX2-plazmidot a BL-
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kazettdnak a 2. példdban eldallitott pBXl-vektor Sall he-
lyére torténd beinzertalasaval allitottuk eld. Ezenfelil a
pBX3 és pBX4 vektorokat azon BL-kazettak szamanak valtozta-
tasaval allitottuk eld, amelyeket a pBX1l-vektor Sall helyé-
re inzertaltunk be, kettdérdl (2) haromra (3) (2. abra).

A pbX2, pBX3 és pBX4 vektorokrdl expresszaltatott pep-
tidek konkatemérek voltak, amelyek ketté (2) - négy (4)
PBl-peptidet tartalmaztak. Ezeket sorrendben PB1l,, PBl; és

PBl, néven neveztik.

4, lépés: Az inzert azonositasa

Gazdasejteket (E. coli M15 |[pREP4]; Qiagen, Hilden,
Germany) transzformaltunk a pBlue-BL-plazmiddal, és 1% agar
csészére szélesztettiink, és azutdn inkubaltunk 37°C-on 16
6ran keresztil, hogy E. coli kolénidi kialakulhassanak. Az
agar csészén kialakult koldéniak egyikét beoltottuk 10 ml
LB-tapkozegbe és inkubaltuk razatds mellett 37°C-on tizen-
hat (16) éran keresztil, és azutdn a plazmidot izolaltuk
DNS-tisztitdsi rendszer utjadn (Wizard PLUS SV DNA miniprep
DNA purification system; Promega, Madison, WI, U.S.A). A
transzformalt E. coli-bdél izolalt plazmidot inkubdaltuk Sall
és Xhol restrikcib6s enzimekkel, hogy elhasitsuk azokat
37°C-on egy (1) o6ra alatt, és elemeztiik 20% PAGE utjan (4.
abra). A 4. Abran az M jeld sav jelzi a 20 bp-létra DNS-t,
és az 1. sav jelzi a 3. 1lépésben kapott oligonukleotid-
terméket, a 2. sav jelzi a 3. lépésben 20% PAGE-vel izolalt
BL-kazetta DNS-t, és a 3. s&v jelzi a restrikcidés enzimmel

kezelt rekombinadns pBlue-BL-plazmidot. Amint a 4, &bréan be-
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mutatjuk, igazoltuk, hogy a pBlue-BL-plazmid tartalmazta a
BL-kazettat.

E.coli (M15[pREP4]) sejteket transzformaltunk pBX1l
vagy pBX3 plazmiddal, és a plazmid DNS-t izolaltuk a fenti-
ek szerint, a DNS-kazetta inzertek szamanak és iranyitott-
saganak igazolasa érdekében. Az 1izolalt plazmidot azutan
hasitottuk Sall és HIndIII restrikcidés enzimekkel, és ele-
meztik 20% PAGE utjan (5. &bra). Az 5. abran az M jeld sav
jelzi a 20 bp-létra DNS-t, és az 1. és 3. sav jelzi az LB-
kazettat tartalmazé, de a BL-kazettat nem tartalmazd pBX1l-
plazmidot, a 2. sav jelzi az egy LB és két BL-kazettat hor-
dozé plazmidot a helyes irdnyitottsagban. Masrészr8l a 4.
sav jelzi az egy LB és két BL-kazettat tartalmazé plazmi-
dot, azonban forditott iréanyitottsagban. Amint az 5. abran
bemutatjuk, azt, hogy hany darab B-kazetta (BL vagy LB-
kazetta) lett inzertdlva, és milyen iranyitottsagban a pBX-
vektorba, azonosithattuk restrikcidés enzimes térképezéssel.

Ezenfeliil a transzformalt E. coli-bdl begylijtott plaz-
midba beépitett B-kazettadk DNS-szekvencidjardl igazoltuk,
hogy azonos a tervezett szekvenciakkal. A plazmidokat
Wizard PLUS DNA miniprep kit alkalmazasaval &allitottuk eld,
és Sequenase (Ver. 2.1) DNA sequencing kit (Amersham, Cle-
veland, UK) alkalmazasaval szekvenaltuk.

4. példa: PBl,-peptid expresszaltatasa E. coli-ban és

tisztitéasa

1. lépés: A PBl,-peptid expresszidéjanak igazolasa

A PBl,-peptid expresszidéjanak igazolasara haromféle

transzformalt E. coli M15[pREP4] torzset tenyésztettink
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ampicillint és kanamicint tartalmazé LB-agar tapkdzegen.
Egy E. coli M15[pREP4] torzset pBX4-plazmiddal transzfor-
maltunk, egy masikat vakon transzformadltunk pQE30-cal, és a
masik nem transzformdlt E. coli M15[pREP4] volt. Minden, a
szilart tenyészeten kialakult koléniat folyékony LB-
tapkdzegbe oltottunk, amely 100 pl/ml ampicillnt és 25
nl/ml kanamicint tartalmazott, és éjszakAn keresztil
inkubaltuk. A tenyészetet 37°C-on inkubdltuk egy (1) &réan
keresztiil razatassal, amig az OD-érték 0,5-0,7-et ért el
600 nm-en. Azt kovetéen 1 mM izopropil-tio-B-galaktopirano-
zidot (IPTG) adtunk a tenyésztd tapkdzeghez a rekombinans
fehérje expresszidjanak eldsegitésére, és tovabb tenyész-
tettiik 37°C-on 6t (5) o6ran keresztiil. 1 ml tenyésztd tapko-
zeget vettiink le, és centrifugdltuk 14000 rpm-en két (2)
percig a baktériumsejtek kicsapasara. A sejtcsapadékot fel-
szuszpedaltuk 50 pl 2x SDS-oldatban [ 100 M Tris-Cl pH 6,8,
20% glicerin (w/v), 4% SDS (w/v), 2% 2-merkaptoetanol,
0,001% brémfenolkék] SDS-PAGE-ra térténd felvitel végett. A
felszuszpendalt oldatot 95°C-on hevitettiik 6t (5) percen
keresztiil, és azutan 10 pl oldatot vittink fel a megdntott
gél zsebébe, és elektroforetizadltuk 20 mA mellett 8t (5)
6ran keresztil (Mighty Small II, Hoefer, USA). Az alkalma-
zott toményitd és elvalasztd gél akrilamid koncentraciédja
sorrendben 5% és 15% volt, és elére festett SeeBlue stan-
dardot (250 Kda - 4 kDa; NOVEX, San Diego, CA, U.S.A) vagy
széles tartomanyu Markl2 standardot (200 kDa - 2,5 kDa) al-
kalmaztunk standard méretd marker fehérjeként. Az elektro-

forézis utédn a gélt Coomassie Brilliant Blue R-250-nel fes-
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tettik egy (1) o6ran keresztill, és festéktelenitettiik fes-
téktelenitd oldattal (5% metanol és 7% ecetsav) tiz (10)
6éran keresztil.

Annak 1igazolasara, hogy az expresszaldéddott fehérje a
PB1l,-peptid, az elektroforézis-gélben 1évé fehérjéket
Wester-blottoltuk anti-PBl1 nyul ellenanyag alkalmazasaval
(6 &abra). Az antiszérumot kémiai uUton szintetizalt (Bio-
Synthesis, Inc., Lewisville, TX, USA), ovalbuminhoz konju-
gadlt PBl-peptiddel térténd immunizdlassal allitottuk els. A
6. dbran az M jeld sav jelzi az eldre festett SeeBlue stan-
dardot, az 1. sav Jjelzi a nem transzformalt E. coli M15
[PREP4] inkubédlasara alkalmazott tapk&zeget, a 2. sav jelzi
a pQE30-vektorral transzformdlt E. coli M15 [pREP4] inkuba-
lasara alkalmazott tapkodzeget, a 3. sav Jjelzi a pBX4-
vektorral transzformdlt E. coli M15 [pREP4] inkubalasara
alkalmazott téapkdzeget.

Amint a 6. abran bemutatjuk, csak a pBX4-gyel transz-
formadlt E. coli expresszalt rekombindns PBl,-peptidet, és
reprezentalt specifikus immunitast az anti-PB1l egérszérum-

mal.

2. lépés: Az expresszalt peptid oldhatdésadganak azono-

sitésa

A pBX4-vektorral transzformalt E. coli M15 [pREP4]
térzset inkubdltunk az 1. lépésben leirt mdbédszerrel. A te-
nyészté tapkdzeg 10 ml-ét levettiik és lecentrifugaltuk a
sejtek begyljtésére. A sejtcsapadékot felszuszpendaltuk 5
ml sejtlizis-oldatban (300 mM NaCl, 50 mM NaH,POs;, 10 mM

imidazol, pH 8,0) a természetes fehérjék kinyerésére a
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sejtbél. Lehltés utdn a felszuszpendalt csapadék oldatat
szonikaltuk 20 ciklusban ultrahang-hullamokkal a sejtek
lizdldsa érdekében. A feliluszoét centrifugdlassal vettiik
le, 4°C-on 10000 rpm-mel 30 percen keresztiil. Azonos térfo-
gatil 2x SDS-oldatot kevertiink &ssze az oldattal, és SDS-
PAGE-t hajtottunk végre az 1. lépésben leirt mddszerrel,
miutan minden oldatot forraltunk 95°C-on 5 percig. Az SDS—
PAGE eredményeképpen igazoltuk, hogy a pBls;-peptid izolalha-
t6 és tisztithatd az A jeld oldhatd extraktumbdl, amennyi-
ben benne volt a B jeld oldhatatlan nyers extraktumban.

3. lépés: PBl,-peptid tisztitéasa

3-1. lépés: affinitasi kromatogréafia

His-cimkézett fehérjék tisztitdsdra szolgald Ni-NTA-
gyantadt alkalmaztunk az 1. lépésben kapott rekombinans
peptid tisztitédsdra. A gyantdban telitésben 1évé Ni' és az
expresszalt fehérje végén 1évé hisztidin-oldallancok kozot-
ti vonzdéhatast alkalmazdé affinitasi kromatogrédfia joél is-
mert eljaras jelent&séggel bird fehérjék konnyld tisztitédsa-
ra.

El8szor pBX4-vektorral transzformalt E. coli
M15[pREP4] sejteket oltottunk Dbe 1 L LB tenyészts-
tapkozegbe, és inkubdltuk 37°C-on éjszakan keresztiil 0,6
feletti OD-értékig 600 nm-en. Az LB tenyészté-tapkdzeqg aréa-
nya az pBX4-vektorhoz 6tven (50) az egyhez (1) volt. IPTG-t
adtunk hozza 1 mM végkoncentracidban, és még tovabbi ot (5)
6ran keresztiil inkubdltuk. Az inkubdlas utdn a sejtcsapadé-
kot a tenyésztd téapkdzeg centrifugdlasdval 4&llitottuk el

6000 g-vel 30 percen keresztiill, és a csapadékot -70°C-on
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taroltuk éjszakan keresztil. A csapadékot jégen felolvasz-
tottuk, és felszuszpendaltuk feloldbé-oldatban (300 mM NacCl,
50 mM NaH,PO,;, 10 mM imidazol, pH 8,0), ahol 5 ml feloldé-
oldatot alkalmaztunk a csapadék minden g-jdra. A sejteket
szonikalassal lizaltuk a 2. lépés szerint, és azutdn cent-
rifugaltuk szobahémérsékleten, 10000 g-vel 30 percig. A
csapadékkal azonos térfogatu puffert (8 M karbamid, 0,1 M
NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCl, pH 8,0) adtunk a sejttdérmelék
felszuszpendalasara és az abban 1év8 fehérjék denaturalasa-
ra, és a felszuszpendalt csapadék-oldatot révid ultrahang-
hullammal kezeltiik, hogy tobb fehérje olddédjon fel a puf-
ferben. A szuszpenzidét 8000 rpm-mel 30 percen keresztiil
centrifugadltuk a sejttdérmelék eltavolitasara, amely nem
szolubilizalédott 8 M karbamidban. A fent elfallitott fe-
liiluszé 4 ml-éhez 1 ml Ni-NTA-gyantat adtunk 4°C-on, és ra-
zattuk 200 rpm-mel 2 6ran keresztiil a His-cimkét tartalmazd
fehérjék befogasa érdekében.

Az ilyen fehérje/Ni-NTA komplexet tartalmazé feliil-
usz6t dvatosan kromatografids oszlopba toltdttiik [mérete: 2
cm (id) x 2,7 cm (h)]). A felesleges puffert ledntdttiik a
kupak kinyitaséaval, miutdn a gyanta leiilepedett. Az oszlo-
pot 20 ml pufferrel mostuk (8 M karbamid, 0,1 M NaH,PO,,
0,01M Tris-HC1l, pH 8,0) és azt kévetden 20 ml kdzepes pH-ju
pufferrel (8 M karbamid, 0,1 M NaH,PO,, 0,01M Tris-HCl, pH
6,3) a Ni-NTA-gyantahoz nem specifikusan kotddott fehérjék
kimosasa érdekében. A His-cimkét tartalmazd célfehérjéket 5
ml alacsony pH-ju puffer bedontésével eludltuk (8 M karba-

mid, 0,1 M NaH;PO,, 0,01M Tris-HCl, pH 5,9) két (2) alka-
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lommal, és azt kovetden 5 ml erdsen savas pufferrel (8 M
karbamid, 0,1 M NaH,PO,, 0,01M Tris-HCl, pH 4,5) négy (4)
alkalommal, és azutan SDS-PAGE-t alkalmaztunk az eluédlt
célfehérjék azonositasara 15%-os akrilamid-gél alkalmazasa-
val (7. &bra). A 7. abran az M jell sav Jjelzi az ellre fes-
tett SeeBlue méretmarkert, és az 1. sav jelzi a tisztitott
PR1l,-peptidet.

A fent tisztitott fehérjéket dializaltuk PBS-sel szem-
ben (8 g/L Nacl, 0,2 g/L KCl, 1,44 g/L Na,HPO, és 0,24 g/L
KH,PO,), hogy azok visszanyerjék az eredeti konformacidéju-
kat. Az alkalmazott dializiscsévek molekulatdmeg-vagasi mé-
rete 3500 Da volt. A dializis sorédn 3 L, 2 M karbamidot
tartalmazé PBS-t alkalmaztunk az elsdé 5 éraban, és azutéan 5
L, karbamid nélkili PBS-t alkalmaztunk két (2) alkalommal
éjszakan keresztil.

3-2. lépés: Hidrofdéb kromatografia

Hidroféb kromatografiat hajtottunk végre a 3-1. lépés-
ben kapott PBl,-peptid tisztasaganak javitasa érdekében.

Amménium-szulfatot adtunk a 3-1. lépésben a Ni-NTA-
gyantarol elualt PBls,-peptidet tartalmazé oldathoz 20% vég-
koncentraciéban apranként, és azutan a pH-t 7,0-ra allitot-
tuk. Az oldatot harom vagy tébb 6ran keresztil hagytuk miu-
tan 10% amménium-szulfat teljesen felolddédott, és azutan az
oldatot Phenyl-Sepharose-oszlopra vittik fel [a toltet:
Phenyl Sepharose Fast Flow gyanta (Phamacia, Sweden); osz-
lopméret: 1 cm (id) x 3 cm (h)].

Az Osszes frakciot, amelyet az oszloprél elualtunk az

eluald puffer oszlopra torténd radntésével (8 M karbamid,
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0,1 M NaH,PO,, 0,01M Tris-HCl, pH 6,3) 0,5 ml/perc aramléasi
sebességgel amménium-szulfat forditott gradiense mellett
10%-t61 0%-ig, gélre vittik fel SDS-PAGE céljabdél. A PB1l,-
peptidet tartalmazé frakcidt Osszegyljtottik és dializaltuk
s6tlanitandd pufferoldatba, és egyidejldleg eltavolitottuk a
karbamidot,lamelyet denaturaldszerként alkalmaztunk.

3-3. lépés: A His-cimke eltavolitasa

2 M karbamidot adtunk pufferoldathoz (50 mM NaCl, 20
mM Tris-HCl, 2 mM CaCl,, pH 7,4), amely alkalmas a denatu-
ralészer és imidazol, stb. eltdvolitédsédra a tisztitott His-
cimkézett fehérje melldl, és az enterokindz aktivadlasara
is. A dializ&lt PBl,-peptidet, amelyet a 3-2. lépésben kap-
tunk, ismét dializadltuk a fenti karbamidot tartalmazé puf-
fer alkalmazasaval a PBl;-peptid soétlanitédséra, és amely
soran a karbamid koncentraciéjat apranként lecsdkkentettiik
ismételt dializissel karbamid-mentes pufferrel szemben. 3
U/ml enterokinazt adtunk a PBl,-peptidet tartalmazdé oldat-
hoz, amelynek a pufferét lecseréltﬁk a fenti masodik puf-
ferre, és 23°C-on inkubaltuk. Az O&6ranként levett oldatot
azutan SDS-PAGE-val elemeztiik a His-cimkézett PBl,-peptid
(PB1,""°) His-cimkéje eltavolitasanak ellenérzése érdeké-
ben.

3-4., lépés: Ioncseréld kromatografia

Az enterokinadzos kezelés eredményképpen keletkezett
nemkivanatos fehérjéket és peptideket ioncseréld kromatog-
rafia utjan tavolitottuk el.

A 3-3. lépésben kapott PBl,"*-peptidet tartalmazdé ol-

datot dializaltuk dializis-pufferben (2 M karbamid, 0,1 M
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NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCl, pH 7,0), és a puffert elégséges
médon kicseréltik. A dializalt oldatot DEAE-Sepharose gyan-
tara vittik fel (Phamacia, Uppsala, Sweden). Azt kovetden
az oszlopot ekvilibraltuk ekvilibrald pufferrel (50 mM nat-
rium-foszfat puffer, 2 M karbamid, pH 7,0), és a peptidet
eludltuk NaCl koncentracidé-gradienssel 0-t6l1 1 M-ig egy ma-
sik puffer alkalmazasaval (50 mM natrium-foszfat puffer, 2
M karbamid, 1 M NaCl) (folyadsi sebesség: 0,5 ml/perc). Az
O6sszes frakcidt eltettiik, és célfehérjét tartalmazéd frakci-
bkat Osszedntottilk. A PBl, " -peptid jelenlétét SDS-PAGE-
val erd8sitettiik meg a frakcidk toményitése utéan.

4. lépés: PBl, mennyiségi meghatérozasa

A 3. 1lépéssel azonos eljarassal kapott tisztitott
PBl,-peptidet mennyiségileg meghataroztuk a micro BCA
reagent (Pierce, Rockford, USA) alkalmazasaval torténd

elemzés révén.

5. lépés: A rekombindns PBl,-peptid jellemz&éinek iga-

zoléasa

A 3. lépésben megtisztitott PBl4-peptid tisztasagat és
antigénként vald immunogenitdsadt szintetikus PBl4-peptid
ellen termeltetett antiszérum ellen Western-blot vizsgalati
eljarassal erdsitettiik meg ECL (Amersham, Cleveland, UK)
alkalmazasaval. SDS-PAGE (2. példa, 1. lépés) utadn a gélt
egyltt inkubaltuk PVDF-membrannal pufferben (0,3% Tris,
1,5% glicin, 20% metanol) 60 V-os &lland6é6 fesziltség mel-
lett harom (3) o6ran keresztil a gélben 1évé fehérje PVDF-
membranra torténé 4atvitele érdekében. Azutidn a blottolt

membrant 5 ml blokkold oldattal ([TBS pH 7,5, 5% folsézétt
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tejpor (w/v), 0,02% Tween 20] inkubaltuk 1,5 éran keresz-
tiil, és azutadn haromszor mostuk TTBS-ben (0,1% Tween 20-at
tartalmaz6é Tris-pufferelt sbéoldat) sorrendben 15 percig, 5
percig és 5 percig. A PBl-peptid elleni antiszérumot (2.
példa 1. lépése) TTBS-oldattal higitottuk egy (1) : oOtezer
(5000) aréanyban, és azutan inkubdltuk a membrannal 1,5 éréan
keresztiil. A PBl,-peptid tisztasadgédnak igazoladsara PBl,-
peptid elleni antiszérumot (3. példa) alkalmaztunk. Miutéan
mostuk a gélt TTBS-sel, sorrendben 15 percig, 5 percig és 5
percig, a membrant 1,5 oéran keresztiil inkubaltuk szobah&-
mérsékleten olyan oldattal, amelyben alkalikus foszfatdzzal
jelodlt F(ab)’,-kecske-anti-egér IgG (H+L)-t (Zymed, San
Fransisco, CA) higitottunk TTBS-oldattal egy (1) : egyezer
(1000) aranyban. A membrant ismét mostuk TTBS-sel harom-
szor, és azutan festettiitk BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-
indolil foszfat/nitro blue tetrazolium (Sigma)] hozzaadasa-
val. A BCIP/NBT oldatot TTBS mosassal tavolitottuk el a
festés utan. A Western-blot elemzés eredményeképpen az ex-

presszalt PBl,-peptid felismerheté az anti-PBl;-szérummal.

Az ECL esetében PVDF-membrant (Gelman Science,
BioTraceF) alkalmaztunk nitrocelluldéz membran helyett.
Emellett az elsé ellenanyagot egy (1) : tizezer (10,000)

aranyban higitva alkalmaztuk, és HRP-vel konjugdlt nyul
anti-egér-IgG-t (Pierce, Rockford, IL, U.S.A.) alkalmaztunk
masodik ellenanyagként egy (1) : tizezer (10,000) aranyban
higitva. 1 ml A oldatot alkalmaztunk 25 ml B oldathoz
[ECL+Plus western-blot agent (Amersham)] a szinreakcidéban.

Amikor a szin megfelel&en kialakult, a membrant filmkazet-
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tdba helyeztiik sorrendben 5, 10, 20 és 30 masodpercre, hogy
filmre exponadljuk a gélen 1lévé csikok detektidlasa végett
(8. abra). A 8. abradn M jelzi az ECL-detektald jelolSanya-
got (Gibco BRL) és az 1. sav jelzi a PBl,-peptidet. A 8.
abradn bemutatottak eredményeképpen az expresszalt PBl,-
peptid felismerhetd$ az anti-PBl,-szérummal.

Ezenfelil azon Western-blot elemzés eredménye, amely-
ben a PBl,-peptidet nyulszérumbdl Protein-G oszloppal (Bio-
Rad, USA) 1izolalt poliklonalis ellenanyag alkalmazasaval
detektaltuk, azonos eredményt adott.

5. példa: Anti-PBl,-peptid egér ellenanyag eldédllitasa

Az itt alkalmazott PBl,-peptid a PB1l, "**-peptid volt,
amelyr8l a His-cimkét eltavolitottuk a 2. példa 3-3. lépé-

sében.

1. lépés: PBl,-peptid és OVA ligdléasa

Hordoz6éfehérjeként ovalbumint (OVA) adtunk a 2. példa
3. lépésében megtisztitott PBls-peptidhez, egy (1) : tiz
(10) moélaranyban, és inkubdaltuk egy (1) o6ran keresztil 4°C-
on. A PBl,-peptid-ovalbumin oldathoz azonos térfogatu 2%
(v/v) glutaraldehidet adtunk, és inkubaltuk egy (1) o&éréan
keresztiil folyamatos rézatassal. Azutadn glicint adtunk a
reakcibelegyehez a reakcidé ledllitasédra, amig a végkoncent-
racidéja 0,2 M lett.

A reakcid utadn a reakcibelegyben megmaradt glutaralde-
hidet és glicint dializissel tavolitottuk el 12000-14000

MWCO dializismembran (Spectrum®, Dominguez, CA, USA) alkal-

mazasaval.
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2. lépés. Egér immunizalasa

Az 1. lépésben OVA-val kapcsolt peptidet betoményitet-
tiik és egér immuniz&lasara alkalmaztuk. Az egérnek beadandd
antigén mennyisége 5 ug volt, amely az OVA-kapcsolas eldtti
PB1l,-peptid mennyisége volt. Az azonos mennyiségd adjuvans-
sal emulgealt antigént intraperitonealisan injektaltuk az
egérbe 0,2 ml mennyiségben.

Komplett Freund-féle adjuvanst (CFA) alkalmaztunk ad-
juvansként az elsd injekcidéban, és inkomplett Freund-féle
adjuvanst (IFA) alkalmaztunk adjuvansként a megerdsitd im-
munizalasban két (2) alkalommal két (2) hét iddkozzel.
Kontroll egérben BSA-t (marhaszérum-albumint) injektaltunk.

Ot (5) nappal az utolsd injekcidé utédn 1 ml vért vet-
tiink az egértdl szivszurassal, és a vért 30 percig alvasz-
tottuk 37°C-on. Azutdn a vért lecentrifugaltuk 30 percig
4°C-on 2500 g-vel, és az alvadékot eltavolitottuk a vérbdl.
A feliiluszdédt (azaz vérszérumot) éjszakadn keresztiil inkubal-
tuk 4°C-on, hogy a megmaradt vérkoagulansok teljesen
petsményedjenek, és centrifugaltuk 20 percig 10000 g-vel. A
kapott feliilusz6t szamos csébe alikvotoltuk. A kisérletben
alkalmazott vérszérumot 4°C-on taroltuk, a maradékot pedig
-20°C-on.

3. lépés. Az anti-PBl, ellenanyag aviditasanak mérése

kozvetett ELISA-val

Az ellenanyag aviditasat a 2. lépésben kapott veérszé-
rummal mértiik. 100 nl PBl,-peptidet osztottunk szet 96-
méréhelyes mikrotiterlemez (Falcon, Pro-binding) mérdhelye-

ibe, és hagytunk 4°C-on 6 o6ran keresztil vagy tovabb, és
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azutdn mostuk haromszor (3-szor) TTBS-sel (0,05% Tween 20-
at tartalmazdé Tris-pufferelt sbéoldat). 200 upl blokkold ol-
datot (1% BSA TTBS-ben) adtunk a mérdéhelyekhez, és inkubdal-
tuk 37°C-on egy (1) o6ran keresztiil, és azutan mostuk harom-
szor (3-szor) TTBS-sel. Blokkoldé oldatban egy (1) : 10°-10°
aranyban higitott izolalt szérum 100 pl-ét adtuk a reakcié-
elegyekhez, és inkubaltuk 37°C-on 1 6ran keresztiil, és azu-
tan mostuk haromszor (3-szor) 200 pul TTBS-sel. Blokkoldé ol-
datban egy (1) : 10° aranyban higitott HRP-vel konjugalt
anti-nyal-IgG ellenanyag (Pierce, Rockford, IL) 100 nul-ét
adtuk a reakcidelegyekhez, és inkub&ltuk 37°C-on 1 6é6ran ke-
resztiil, és azutadn mostuk héromszor (3-szor) 200 pl TTBS-
sel. A HRP-szubsztrat reagenskészlet (Bio-Rad) A oldatat
osszekevertiik B oldattal kilenc (9) : egy (1) aranyban. A
kapott elegy 100 pl-ét hozzdadtuk a reakcidelegyhez, és
regadltattuk 30 percen keresztil, és azutdn a reakcidelegy
optikai denzitasat mértik 405 nm-en ELISA-leolvasd (EL312e,
Bio-Tek Ins.) alkalmazasaval (9. abra). A 9. &bran igazol-
tuk, hogy a PBl,-peptidre specifikus egér ellenanyag alkal-
mazhatdé Western-blotban és ELSIA-ban ezerszeres (1000) hi-
gitasban (3,0 az X-tengelyen az abran).

6. példa: PBl,-oltdbanyag elhizasellenes hatasa egérmo-

dell alkalmazasaval

1. 1lépés: Elhizas indukdldsa egérben

5 hetes ICR-egeret (Korea Center for Animal Experiment
Ltd., Seoul, Korea) alkalmaztunk. Az egereket tenyésztbte-
lepen neveltik, ahol a hdémérsékletet 17-25°C-on tartottuk,

és kevert téappal etettilk (Sam Yang Feed Ltd., Seoul, Korea,
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[6sszetétel: viz 11,8% vagy tobb, fehérje 20,0% vagy tébb,
nyers lipid 3,0% vagy tobb, nyers rost 10,0% vagy kevesebb,
nyers hamu 10,0% vagy kevesebb, kalcium 0,6% vagy kevesebb
és foszfor 0,4% vagy tobbl). Goldthioglucose-t (GTG) adtunk
az egereknek elhizas indukalasara. A GTG-nek szerepe van a
ventero-medialis hipotalamikus magok (VMH) deszenzitizala-
sdnak indukalédsaban. Tehat a GTG-t kapott egerek nem érzik
magukat Jjobéllakottnak, és allanddéan enni kivannak. Az itt
alkalmazott GTG nagyon instabil vegylilet, amely konnyen le-
bomlik vizben, vagy nedvesséé hatdsara. Ezért 100 mg GTG-t
(Sigma, Inc.) higitottunk 1 ml szezdmolajban (Sigma, Inc.),
és alkalmaztunk azonos médon, mint Brecher és mtsai. [Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 70, 498-501. old. (1949)] a GTG megfe-
leld mennyiségének beadas érdekében.

Az egereket szétosztottuk tesztcsoportba [hisz (20)
egér] és kontroll csoportba [negy (4) egér], és 25 ml GTIG-t
injektaltunk a tesztcsoportba, mig a kontrollokat semmivel
injektaltuk.

A tesztcsoportban 1évé egerek testtomegét megmértiik a
kisérlet elsStt, és azokat az egereket szelektaltuk ki és
alkalmaztuk a kisérletben, amelyek testtomegének ez eltéré-
se nem volt szignifikans. Az egerek testtomege egy (1) hét-
tel a GTG-injekcid utan a 26,5 és 29,5 g kozotti tartomény-
ban volt.

A GTG-vel injektdlt csoportbél 7 egeret indukaltunk
elhizasra, mig a tobbit nem. Az elhizadsra nem indukalt ege-
reket ismét oltottuk GTG-vel, majd az Osszes egeret indu-

kdltuk elhizésra.
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Az elhizasra indukdlt egereket harom (3) csoportba
osztottuk szét. A masodik GTG-injekcid utdn egy héttel be-
injektadltuk a PBl,-peptidet a hét (7) egérbsl 4&lldé 1l-es
tesztcsoportba a 3. példa 2. lépése szerinti eljarassal.
Ezenfeliil a harom kozlil egy médsik csoport egereit [a hét
(7) egeret tartalmazdé 2-es tesztcsoport] ovalbuminnal ol-
tottuk be a PBls-peptid helyet vak kisérletként, és nem in-
jektaltunk oltdanyagot a masik tesztcsoportba [a hat egeret
tartalmazd 3-as tesztcsoport] az elhizas induk&alasara. Mas-
részrd8l 0,2 ml PBS-t injektaltunk a kontroll csoportba,
hogy &sszehasonlitsuk a tesztcsoportokkal a taldlmdny sze-
rinti oltbdanyag hatasanak igazolasara.

Ezenfellil az itt alkalmazott té&pot tojassargaval ke-
vertik Ossze és megszaritottuk 50°C-on a koleszterin felvé-
telének indukéalasara, hogy a koleszterin szintje novekedjen
az egerek szérumadban. A tapot olyan mennyiségben adtuk,
hogy elég legyen koleszterin-szinttel kapcsolatos betegség
okozédsdhoz. Az egerek testttmegét mindennap megmértiik.

Amint a 10. abran bemutatjuk, az oltdanyaggal oltott
l-es tesztcsoport (—A—A-) testtomege 27,7+0,4 g-rél
52,2%1,7 g-ra novekedett tizenkét (12) hét GTG oltas utéan.
Az adatok azt a kovetkeztetést igazoljadk, hogy nem volt
szignifikans eltérés a testtdmeg novekedésében az 1l-es
tesztcsoport és a kontroll csoport (-0-o-) kozott a testto-
meg novekedésében. Azonban mind a 2-es tesztcsoport (-e-e-
), amelynek ovalbumint injektaltunk elhizds utan, mind az a
tesztcsoport (-H-B-), amelybe nem injektdltunk oltdanyagot

az elhizas indukéaléasa utan, folyamatosan novekedett
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28,3+0,5 g-rél 68,9%2,8 g-ra. Tehat igazoltuk, hogy az el-
hizads gatolhaté a PBl,-peptid-oltdanyag injektéalasaval.

A 10. abran Gl és G2 jelentése a GTG injektaldsanak az
ideje, és V1, V2 és V3 jelentése a PBl;-peptid-oltdanyag
injektalasanak ideje.

A 11. A&brén az elhizasra indukdlt egér kinézetét mu-
tatjuk be. Az l-es tesztcsoport 20 hetes egerét (1ll.a Aabra:
normalis egér) hasonlitottuk o&ssze a 3-es tesztcsoport 20
hetes egerével (11.b abra: elhizott egér). Amint a 11. &b-
ran bemutatjuk, igazoltuk, hogy a taldlmany szerinti oltéd-
anyag hatékony volt az elhizas gatléasara.

2. lépés: Koleszterin szintjének mérése vérben

Az elsd GTG-injekcid utan a kontroll csoportban 1lévs
12 hetes egér vérkoleszterin szintjét oOsszehasonlitottuk az
l-es és 2-es tesztcsoportban 1évd, GTG-vel oltott 12 hetes
egérével. Az Osszkoleszterin, triglicerid, HDL-koleszterin
és LDL-koleszterin koncentracidéjat mértik enzimatikus moéd-
szerrel Cholestezyme-V, Triglyzyme-V, HDL-C555 (Shin Yang
Chemicals, Seoul, Korea) és LDL-EX (Denka Bio-Research,
Ltd., Tokyo, Japan) reagenskészletek alkalmazasaval. Minden
kisérletben standard goérbét vettink fel az OD-értékekbdl
szokdsos Calibrater-D (Denka Bio-Research, Ltd., Tokyo,
Japan) alkalmazasaval a kisérleti hiba csdkkentésére. A ke-
resett OD-értéket a kalibracidés gorbe alapjan szamitottuk
ki a lipid-tartalom és koncentracidé megallapitéasara, az

eredményeket az 1. tablazatban és a 12. abran mutatjuk be.
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Osszkoleszterin TG HDL-C
Kontroll 79+3,7 180%26 593,14
l-es teszt- 118%+3,6 217147 92+4,7 20+1,7
csoport
2-es és 3-as 131+8,8 218+70 |[119t7,5 | 30%4,5
tesztcsoport

TG: triglicerid, HDL-C: HDL-koleszterin, LDL-C: LDL-

koleszterin

Amint az 1. téblazatban és a 12. &abran bemutatjuk, a
az elhizas indukalasanak eredményeképpen igazoltuk, hogy
nem volt szignifikdns eltérés a két tesztcsoport és a kont-
roll koleszterin-szintje k&6z6tt, mig az 0&sszkoleszterin,
HDL-C és LDL-C teljes vérkoncentracidéja kismértékben ndve-
kedett (12. A&bra).

A taldlmany szerinti oltdanyag-készitmény, amely apo-
lipoprotein B-100 epitdépjat utanzd peptidet, annak konkate-
mérjét és mdédositott peptidjeit tartalmazza, gatolhatja el-
hizas eléforduldsat auto-immunitéds okozasa nélkiil a szerve-
zetben.

Tehat az LDL-lel kapcsolatos keringési betegséget ha-
tékonyabban kezelhetjlk talalmany szerinti oltdanyaggal,
mint az ideiglenes Jjellegl és koltséges hagyomanyos elja-
rassal, amelyben koleszterinnel kapcsolatos anyagcsere—-en-
zimet gatoltak.

Mig a taldlmdnyt adott példakkal oOsszefiiggésben mutat-

tuk be és irtuk le, a szakember szamdra nyilvanvald, hogy
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annak alakjaban és részleteiben szamos valtozat képzelhetd
el a talalmany oltalmi korétdl és szellemétd8l vald eltérés

nélkil, amelyet a mellékelt igénypontok definialnak.



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

[ L] o o
90 es0e ¢00e o0 ocwge
*000 0%00 LXJ L1} L]
LN ] L] L] .

- 33 - .o-. o-o. o:oo ..o. .:.n

SZEKVENCIALISTA
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Mesterséges szekvencia

apolipoprotein B-100 utdnzdé peptidje
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Az 1. azonositdészadmu szekvenciaju, apolipoprotein
B-100 epitdépjat uténzd peptid és annak konkatemérije.

2. Az 1. 1igénypont szerinti utanzé peptid, amelynek
konkatemérje egy (1) és tizenot (15) kozotti utdnzd pepti-
det tartalmaz.

3. Az 1. 1igénypont szerinti utéanzé peptid, amelynek
konkatemérje négy (4) utdnzé peptidet tartalmaz egymas
utan.

4. Az 1. 1igénypont szerinti uténzbé peptid és annak
konkatemérje, amelyben az utanzd peptid aminosav-szekven-
cidja médositott addicid, delécid vagy kémiai szubsztitiucid
barmelyikével.

5. Az 2. azonositészamu szekvenciaju, apolipoprotein
B-100 epitépjat uténzd peptid.

6. Az 5. 1igénypont szerinti uténzdé peptid, amelynek
konkatemérije egy (1) és tizenot (15) kozotti utédnzd pepti-
det tartalmaz.

7. Az 5. 1igénypont szerinti utédnzé peptid, amelynek
konkatemérje négy (4) utanzdé peptidet tartalmaz egymas
utan.

8. Az 5. 1igénypont szerinti utédnzé peptid és annak
konkatemérje, amelyben az utéanz6 peptid aminosav-szekven-
cidja médositott addicid, delécid vagy kémiai szubsztitucid

barmelyikével.
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9. Az 3. azonositdészami szekvencidju, apolipoprotein
B-100 epitépjéat utanzéd peptid.

10. Az 9. igénypont szerinti utanzé peptid, amelynek
konkatemérje egy (1) és tizendt (15) kozotti utdnzd pepti-
det tartalmaz.

11. Az 9. igénypont szerinti utédnzdé peptid, amelynek
konkatemérje négy (4) uténzd peptidet tartalmaz egymas
utan.

12. Az 9. igénypont szerinti uténzd peptid és annak
konkatemérje, amelyben az utdnzdé peptid aminosav-szekven-
cidja médositott addicid, delécid vagy kémiai szubsztitucié
barmelyikével.

13. Oltdanyag-készitmény elhizds kezelésére, amely az
1., 2. vagy 3. azonositdszamu szekvenciaju, apolipoprotein
B-100 epitépjét utéanzé peptid , vagy annak konkatemérije,
moédositott peptidjei és keverékei barmelyikét tartalmazza.

14. A 13. igénypont szerinti oltdanyag-készitmény,
amelyet intradermdlis injekcidéval adnak be.

15. A 13. igénypont szerinti oltdanyag-készitmény,
amelynek a tipusa tabletta, pirula, granuladtum, tasak, eli-
xir, szuszpenzid, emulzid, oldat, szirup, aeroszol, 1lagy
vagy kemény zselatinkapszula, steriliz&lt injektadlhatd ol-
dat vagy sterilizalt por barmelyike.

16. Eljaras apolipoprotein B-100 epitdépjat uténzéd
peptid, annak konkatemérje és mdédositott peptidjének elsal-
litasra, azzal jellemezve, hogy

i) az 1., 2. vagy 3. azonositdészadmu szekvenciaju,

apolipoprotein B-100 epitépjat utanzdé peptid vagy annak
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konkatemérje és médositott peptidje genetikai anyagat koédo-
16 DNS-t inzertalunk vektorba;

ii) gazdasejteket transzformalunk az i) lépésben elds-
allitott wvektorral, és inkubaljuk azt;

iii) izoléaljuk az apolipoprotein B-100 epitdépjat utan-
z6 peptidet, annak konkatemérjét és médositott peptidjét a
gazdasejtbdl.

17. DNS, amely négy (4) egymas utan kapcsolt, 1. azo-
nositészami szekvenciajl, apolipoprotein B-100 epitépjat
utanzd peptidbd&l 4116 polipeptidet kbédol.

18. Expresszidés vektor, amely négy (4) egymas utan
kapcsolt, 1. azonositdszami szekvenciajui, apolipoprotein B-
100 epitépjat utanzd peptidbsl 4l16 polipeptidet kdédold

DNS-fragmenst tartalmaz.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjeqgy Iroda Kft.
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