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Pardpa
ELVYORAZ

A taldlndny o humdn pSS-tumor nekréazis faktor receptor-
hos szelektiv k¥t8dbal affinitdet mutats humdn tumor nokrdézis
mrteinekre vonatkozik, smelysket as jellemss, hogy s humdn tumor
nokrézis faktor aminosav ezekvancidja legaldhd olyan vil tozdat
tartalmaz, hogy & 86-helyszethen egarin md‘k helyett treonin
van jelen, A tsldlmény tovdbbd velamely fenti muteint xddeld DNS
szekvenciditra, flyen ™HS ssekvencidt tartalmazd vektorokra, egy
{lyen vektorral transzformflt gazdasejtekre, & fent meghstéromott
miteinoimoek a fenti gasdasejtek dltal tUrténd termeldaére, a fonti
mutoineket tartalmand gydgydssati wészitményskrs és a muteinoknek
betegndpgek kezeléadrs tUrténd felhassndldsdra vonaticozik, |
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Eurdpa

Az elsésorban stimuldlt makrofdgok dltal termelt tumor
nekrézis faktor, kozelebbrdl a tumor nekrézis faktor-alfa /TNF-«/
nevii citokin nem csupédn kilonbozdé tumorsejtek ellen fejt ki je-
lentds citotoxicitdst [Carswell és tsai: Procd, Nat, Acad, Sci.,
USA 72, 3666-3670 /1975/], hanem kozvetitSként a gyulladdsos fo-
lyamatokban és az immunvédlaszban is fontos szerepet jdtszik [ldsd
Beutler és Cerami dttekintése: "Tumor Necrosis Factor": Structure,

Mechanism of Action, Role in Disease and Therapy, Karger, Basel
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/1990/7. A humdn tumor nekrézis faktor-alfa /hTNF-e«/ primer szer-
kezetét egy E. coli-ban klénozott és kifejezett .cDNS nukleotid
szekvencidjdbdél kovetkeztették le [Pennica és tsai: Nature 312,
724-729 /1984/; Varmenout és tsai: Burop, J. Biochem., 152,
515-522 /1985/; Wand és tsai: Science 228, 149-154 /1985/; Shirai
és tsai: Nature 313, 803-8606 /1985/]. A hTNF-« és a humdn limfo-
toxin amiégav—szekvenciéja kozott nagyfoku /30 %/ homolégidt ta-
1dltak; utébbi anyag a gyakran tumor nekrdézis faktor-betdnak
/hTNF-3/ nevezett, féként limfocitdk dltal termelt citokin [Gray
és tsai: Nature 312, 721-724 /1984/; Fiers és tsai: Cold Spring
Harbour Symp. 51, 587-595 /1986/].

A médositott aminosav-szekvencidkat tartalmazdé hTNF-e—t
- Usne TNF-e~muteinek - az irodalomban leirtdk [Yamagishi és tsai:
Protein Engineering 3, 713-T19 /1990/ vagy Fiers: "Tumor Necrosis
Pactors: Structure, Punction and Nechanism of Action", Aggarwal
és Vilcek /kiadék/, larcel Dekker, Inc., New York nyomddban, vagy
Piers és tsai: Bonavista és Granger, 77-8l. 0. /s.a2./]. Ezenkivil
a TNF-e~muteinek szdmos szabadalmi bejelentés tdrgydt képezik
[pl. WO 86/02381, WO 86/04606, WO 88/06625 sz, nemzetkdzi szaba-
dalmi bejelentések; 155 549, 158 286, 168 214, 251 037 és '
340 333 sz. eurdpai kozrebocsdjtott eurdpai szabadalmi bejelen-—
tések; és 3 843 534 sz, német kozrebocsdjtdsi irat],

Az irodalomban a limfotoxin muteinjeit is leirtdk /pl.

250 000, 314 094 és 336 383 sz. kozrebocsdjtott eurdpai szabadalnmi

bejelentések/.
A TNF bioldgiai hatdsait specifikus receptorok kozveti-
tik, éspedig a ndtrium-dodecilszulfdt poliakrilamid gél elektro-

forézis /SDS-PAGE/ szerint 55 kD ldtszdélagos molekulatomegii receptor
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/p55-TNF~R/ és az SDS-PAGE szerint 75 kD ldtszdlagos molekula-
tomegii receptor /p75-TNF-R/. A TNF —receptor mindkét formdjdt
kldénoztdk, éspedig a p55-TNF-R receptort Ioetscher és tsai [Cell.
él, 351-359 /1990/] és a p75-TNF-R receptort pl. Dembic és tsai
[Cytokine 2, 53-58 /1990/];/mindkét receptor klénozdsdt, tovdbbd
pl. a 90116707.2 sz, eurdépai szabadalmite jelentésben ismertették/.
Az utébbi idében azt taldltdk, hogy mindkét receptor nem csupédn a
TNF-&~t, hanem nagy affinitdssal a TNF-g-t is megkdti [Schonfeld
és tsai: J. Biol,. -Chem, 266, 3863-3869 /1991/].

Az irodalombdl jélismert, hogy a TNF-« bioldgiai aktivi-
tdsai alapjdn kiilonbozd rendellenességek kezelésére alkalmazhati.,
Igy pl. a TNF-« Onmagdban vagy interferonnal kombindlva hatékony
tumorellenes szer lehet [Brouckaertd és tsai: Int., J. Cancer ;§,
763-769 /1986/]. E vegyilet szélesebbkori gybgydszati alkalmazd-
sdt azonban szisztémds toxicitdsa gdtolja [Taguchi T. és Sohmura Y:
Biotherapy 3, 177-186 /1991/].

Azt taldltuk, hogy egéren a humdn TNF-« /hTNF-s/, amely
csak a kisebb egér és patkdny TNF receptorhoz /egér és patkdny
p55-TNF-R/ k6t8dik sokkal kevésbé toxikus, mint a mindkét egér
TNF receptorhoz /p55-TNF-R és p75-TNF-R/ kot8ds6 egér és patkdny
TNF-e /MmTNF-o/s Igy DPle C57BL6 egéren a mINF-« é€s hTNF-« LD,
értéke 10 /ug/egér illetve 500 /ug/egér /14sd Brouckaert és tsai:
Agents and Actions 26, 196-198 /1989/; Everaerdt B. és tsais
Biochem, Biophys. Res. Comm. 163, 378-385 /1989/; lewis M. és tsais
Proc. Natl. Acad., Sci. USA 88, 2830 /1991/]. Ezért ugy tinik,
hogy a p75-TNF-R a szisztémds toxicitdsban jelentds szerepet t0lt
be.
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A hINF-« és mTNF-« csaknem azonos mértékben k&tédik a humdn
P55-TNF-R és humgn pP75~-TNF~R receptorhoz. Azonban azok a hTNF=-e«
mutdnsok, amelyek a hp55-TNF-R dltal kozvetitett bioldégiai akti-
vitdst megtartjdk, a hp75-TNF-R receptoron mutatott aktivitdst
azonban csaknem tel jes egészében elvesztették, az egér- és patkdny-
rendszerben a hTNF-¢ funkciondlis ekvivalensei és primdtusokban
vérhatéan kisebdb szisztémds toxicitdst mutatnak.

A humdn p75-tumor nekrézis faktor receptorhoz /hp75-TNF-R/
és a humén p55-tumor nekrézis faktor receptorhoz /hp55-TNF-R/ szig-
nifikdns mértékben eltérd kotddési affinitdst mutaté humdn nekrézis
faktor muteineket a 486 908 sz, kazrebocséjtott‘eurépai szabadalmi
bejelentésben irtak le,

Azt taldltuk, hogy olyan hINF muteinek vagy gydgydszati-
.lag alkalmas séik, amelyek e humdn tumor nekrézis faktor aminosav-
-szekvencidja legaldbb 86-helyzetében vdltozdst tartalmaznak /a
szerin maredék helyett treonin van jelen/ a hp55-INF-R receptorhoz
valé kotddési aktivitdsukat megtartjdk, ugyanakkor azonban a
hp75—TNF-R receptorhoz vald kotSdésiiket csaknem tel jesen elvesztik.
Ezenkiviil azt taldltuk, hogy az ilyen hTNF-muteinek a hp55-TNF-R
dltal kﬁzvet%%tt bioldégiai aktivitdst megbtartjék, a hp75-TNF-R
receptorhoz azonban nem kotddnek. A taldlményunk szerinti hINF
muteineket azonban nem korldtozzuk az ilyen tipusu muteinekre.
Taldlmdnyunk mds tipusu muteinekre is kiterjed, amelyek kizdrélag
a hp55-TNF-R receptorhoz kdtddnek, azonban a funkciondlis seji-
vdlaszt kivdltdé kapacitdsukat elvesztették,

Taldlmdnyunk humén p55-tumor nekrézis faktor receptor-
hoz /hp55- TNP-R/ szelektiv kotddési affinitdst mutaté humén tumor

nekrézis faktor muteinekre vonatkozik, amelyeket az jellemez, hogy
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nak,
a humdn tumor nekrézis faktor aminosav-szekvencidji/legalébb a
86-helyzetében vdltozdst tartalmaznak, éspedig szerin-maradék he-
lyett treonin van jelen,

A humén TNF-« aminosav-szekvencidjdt az /I/ képleten
tintet jik fel, A fenti aminosav-szekvencidt Pennica és tsai /s.a./
irtdk le vagy Marmenout és tsai /s.a./ vagy Weng és tsai /s.a./
vagy Shirai és tsai /s.a./ koz6lték vagy az érett TNF-o—t kédolé
pDS56/RBSII,SphI-TNF« plazmid /14sd la. és 1lb, dbra és I, példa/
inzertjének nukleotid szekvencidja kédolta.

A fentiekben meghatdrozott hTNF muteinek a hTNF amino-
sav-szekvencidja egy vagy tobb tovdbbi helyzetében is vdltozdsokat
hordozhatnak, eldnytsen egy vagy két tovdbbi helyzetben, killondsen
a 29, 31, 32, 29 és 32, vagy 31 és 32 helyzetben. Ezekben a tovdbbi
helyzetekben bdrmely aminosav - elénydsen a természetben eléfor-
dulé aminosav ~ jelen lehet, A 29-helyzetben eldnydsen szerin,
glicin vagy tirozin, kiillondsen eldnydsen szerin lehet jelen., A 31—
~helyzetben levé helyettesitések szempontjdbél a glutaminsav vagy
aszparagin eldnyss. A 32-helyzetben levé helyettesitések tekinteté-
ben a tirozin, triptofdn vagy treonin, kiilondsen a triptofdn és
treonin\elény6s.

A taldlmdnyunk szerinti hINF muteinek tovdbbi olyan
aminosav-helyettesitéseket is tartalmazhatnek, amelyek a p55-TNF-R
receptorhoz valé szelektiv kot8dési affinitdst nem véltoztat jdk
meg. A fehérjék és polipeptidek olyan aminosav-helyettesitései,
amelyek a bioldgiai aktivitdst 1ényegében nem vdltoztat jdk meg,
az irodalombdl jélismertek [ldsd pl. Neurath H. és Hill R.L.:

"The Proteins"™, Academic Press, New York /1979/, killéndsen a

14, oldalon levd 6, dbra]. A leggyakoribb megfigyelt aminosav-



-helyettesitések az aldbbiak: Ale/Ser, Val/Ile, Asp/Glu, Thr/Ser,
Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Alas/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro,
lys/Arg, Asp/Asn, Ieu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly és forditva.
A taldlmdnyunk szerinti hTNF miteinek tovdbbé*linker" szekvencidk
dltal kédolt klilonbozd aminosav-szekvencidkat tértalmazhatnak.
Ezek a szekvencidk a hTNF muteinek kifejezésére felhaszndlt, =

tovdbbiakban ismertetésre kerilld kifejezd vektorok révén keletkez-

hetnek,

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteinek tovdbbd olyan spe-
cifikus szekvencidkat tartalmazhatnak, amelyek eldénydsen affinitds
hordozdanyagokhoz kotddnek, Az ilyen szekvencidk példdjaként a
legaldbb két szomszédos hisztidin-maradékot tartalmazd szekvencidket
emlitjiik meg /14sd 282 042 sz, kazrebocséjtoft eurépai}szabadalmi
bejelentés/, Az ilyen szekvencidk nitriloecetsav nikkel keldt
gyantdkhoz szelektiven kdtSdnek [Hochuli és Débeli: Biol. Chem,
Hoppe-Seyler 368, 748 /1987/; 253 303 sz. kdzrebocsd jtott eurdpai
szabadalmi be jelentés]. Az ilyen specifikus szekvencidt tartalmazé
hTNF muteinek a hTNF mutein aminosa§ szekvenciéjénak C-termindli-
sdhoz vagy N-termindlisdhoz vagy mindkét termindlisdhoz kapcsoldd-
hatnak,

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteinek kilonbozé immuno-
globulin nehéz ldncu vagy kénnyi ldncu polipeptidekkel is kombindl-
haték. Ez kimér hTNF mutein immunoglobulin polipeptidekhez vezet,
amelyek in vivo hosszabb felezési idfvel rendelkezhetnek, Hosszabb
felezési id6ket tapasztaltunk pl. olyan kimer polipeptidek eseté-
ben, amelyek az emlds immunoglobulin nehéz ldnca vagy konnyli ldnca
konstans tartomdnydnak elsé két #aezizéiggiél éllnak [ldsd
Traunecker és tsai: Nature 331, 84-836 /1988/ és 394 827 sz. kdzre-
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bocsd jtott eurdpai szabadalmi bejelentés].

A hINF muteinek tovédbbd polimerekhez is kapesolhatdk
/pl. 500-20,000 dalton molekulatdmegii polietilénglikol vagy poli-
propilénglikol/. Ez védett hTNF mutein kompozicidkhoz vezet, amelyek
lényegében nem~immunogének lehetnek, A polimerek és polipeptidek
kapcsoldsdra szdmos médszer ismert és ezeket az irodalomban le is
irtdk /14sd pl. 4 179 337 sz. amerikai egyesiilt 41lamok-beli sza-
badalmi leirds/,

Kiléndsen elényds talélméﬁyunk szerinti hTNF muteinek
az aldbbiak: ThroP-TNF-e, Serc-ThroC-TNF-g, Gludl-Tar® TNF-c,
Trp32—Thr86 6

NP, Ser2)-Trp>2-Thrd 8
-TN'F-oc;

~TNF-« vagy Asn3l-thr32pnr®-

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteineket az irodalombél
j61 ismert médszerekkel #dllithatjuk eld [Sambrook és tsais
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2, kiadds, Cold Spring
Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour Laboratory Press, USA
/1989/] vagy a kovetkezd bekezdések., A példdkban leirt médon ha-
tdrozhatdé meg, hogy az ilyen hTNF muteinek a p55-TNF-R receptor-
hoz szelektiven kotddnek-e vagy sem. A taldlmdényunk szerinti hTNF
muteinek alternativ médon az irodalombdl ismert standard kémiai
médszerekkel is szintetizdlhatdk; elényssen szildrdfdzisu médszere-
ket alkalmazhatunk [ldsd Merrifield médszerei: J, Am, Chem, Soc,
85, 2149-2154 /1963/]. Taldlményunk tovdbbd e muteinek séira is
kiterjed. A sék elddllitdsa Onmagukban ismert médszerekkel +torté-
nik, |

Feltételezésiink szerint a TNF-el Osszefiiggd mds beteg-
ségek és dllapotok kezelésében dltaldnosan haszndlhaté az a stra-

tégia, amely szerint a hasznos és nemkivdnatos TNF-« aktivitdsokat
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az egyik vagy mdsik TNF-receptorhoz specifikusan kot4ds vegyiuletek
- = pl. a taldlmdnyunk szerinti hTNP-muteinek - felhasgndldsdval
szétvdlaszt juk,

Taldlményunk tdrgya tovdbbd a fentiekben leirt hTNF-
-muteineket k6dolé DNS-szekvencidt tartalmezdé DNS-szekvencidk, Az
ilyen DNS-szekvencidk hTNF-t kédolé genom- vagy cDNS-szekvencidk-
b6l kiindulva, az irodalomban leirt /s.a./ médon, az in vitro
mutagenézis ismert mdédszereivel alakithatdk ki [14sd pl. Sambrook
és tsai /1989/]. Az ilyen mutagenézist a kivént tulajdonsdgok meg-
feleld vizsgdldé rendszerekben torténd meghatdrozdsa végett tesz-
telhet$ nagyszdmu mutdns termelése céljdbbl véletlenszerii médszer-
rel, vagy egy adott DNS-szekvencia meghatdrozott helyén térténé
mutécidé eldidézése céljdbél u.n. hely-irdnyitott mutagenézissel
[14sd pl. Sambrook és tsai: /1989/, 15,51-15,113] vaegy polimerdz
ldnc reakcié felhaszndldsdval [14sd pl, White és tsai: Trends in
Genetics 5, 185-189 /1989/] végrehajtott mutagenézissel végezhet jik
el, :

A véletlenszeriien végzett mutagenézisnél alkalmazott
egyik kémiai mutagén dgens a nétrium¥$iszulfit, amely a citozin-
maradékot uracilmaradékkd alakitja és ezdltal a "C" —> "P® ZLtme-
nethez vezet /nukleotidok standard roviditése; a médsger tekinte-
tében ld4sd pl, Shortle és Nathans, Procd., Nat. Acad., Sci. U.S.A.
15, 2170-2174 /1978/ vegy Pine és Huang, Meth, Enzym, 154, 415-430
/1987/]. Ez a mutagén dgens csak az egyszdlu DNS-re hat, mig a
mutdlt cél DNS szekvencia kife jezése kettdsszdlu plazmid vektorral
torténik. A mutagenézisnél és kifejezd vektorokndl az ujraklénozis
t6bbek kozdtt u.n. "phazmidok" alkalmazdsdval keriilhetd el, Ezek
vektorok, amelyek a replikdcié plazmid eredetén kiviil valamely
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szdlszerii fdghél leszdrmaztatott replikdcié eredetet is hordoznak,
Az ilyen phazmidok példdiként a Stanssen és tsai dltal leirt
[Nucleic Acids. Res, 17, 4441-4454 /1989/] pMa~ és mPc-phazmidokat
enmlit jik meg, BEzen kifejezl rendszer felhaszndldsdval u.n., "hézag-
—~duplex" szerkezetek alakithatdk ki [14sd tovdbbd Kramer és tsai:
Nucl, Acids, Res; 12, 9441-9456 /1984/], amelyekben csak a TNF-t
kédold szekvencia /s.a./ van egyszdlu konfigurdciéban és ezért a
specifikus kémiai mutagén dgens szdmdra hozzdférhetd, A véletlen-
szeri mutagenézisben felhaszndlt "hézag-duplexek" a hely-specifikus
mutagenézissel kapcsolatban Stanssen és tsai 4ltal /s.a./ leirt
médon épithetdk fel azzal a killonbséggel, hogy a /~/szdl ugyanszt
az aktiv antibiotikum rezisztens gént tartalmazza mint a /+/szdl.
A hTNFe~-t kédoldé DNS-szekvencidban kiilonbdzé restrikciéds helyek
felhaszndldsdval a hézag sé&leasége valtoztathaté, Az ilyen restrik-
cibés helyek példdiként a Clal-Sall helyeket /470 nukleotid/,
BstX1-BstX1l helyeket /237 nukleotid/ vagy Styl-Styl helyeket /68
nukleotid/ emlitjiik meg. Az ilyen hézag-duplex 635zetéte£§%uezutén
ndvekvé koncentrdcidju /4 M-ig/ biszulfittal kezelhet jiik, majd
szdmos dializis 1épésnek vethet jik ald [Shortle és Nathans /s.a./
dltal leirt médon]. Egy megfeleld prokaribéta gazdasejtet ezutdn

az irodalombél ismert és pl., Sambrook és tsai /s.a./ dltal leirt
médszer?EEE%iyen vhazmidokkal transzformdlhatunk, Ebben az dssze-
figgésben "megfelell prokaridéta gazdasejten" olyan gazdasejtet
értink, amely egy specifikus regenerdld funkciéjdban hidnyos és
ézért a replikdcié alatt az uracil-maradék 2 DNS-ben megmarad; ez
a gazdasejt tovdbbd a megfeleld mutdlt TNF kife jezésére képes.

Az ilyen specifikus gazdasejtek az irodalombdél ismertek, pl. E. coli
torzsek, mint pl. E. Coli BW 313 [Kunkel T.A.: Procd. Natl, Acad.
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Sci. USA 82, 488-492 /1985/]. A keletkez§ k1l6énokbél screeneléssel
megfeleld vizsgdld rendszerek segitségével kivdlaszt juk azokat,
amelyek a kivdnt hTNF kifejezésére képesek, Igy pl. el jdrhatunk
oly médon, hogy minden telepet mikrotiter-lemezen a relevéns anti-
biotikumot tartalmazé megfeleld tdptalajban inokuldlunk., A sejte-
ket lizozim hozzdaddsdval lizdlhatjuk, majd szekvencidlis fagyasz—
t4sos-felengedéses ciklusokat ha jtunk végre, A nukleinsavak ki-
csapdsa és centrifugdlds utén minden telep feliiluszé jét kozvet-
lentil a megfeleld vizsgdlatoknak vethet jik ald, pl., a IIa. és IIb,
vagy VIII. példdban leirt médon, amelynsek sordn é18sejtek felii-
letén vagy tisztitott formdban mérjik a p75-TNF-R és p55-TNF-R
receptorhoz térténé kvtdédést.

A mutdcib specifikus helyeit pl. restrikciés fragmens
anélizissel hatdrozhat juk meg [14sd pl. Sambrook és tsai /s.a./].
Az ilyen fragmensek DNS-szekvencidjdnak meghatdrozdsdval a mutdcid
pontos helyzete meghatdrozhatdé és ha az ilyen mutdcié aminosav-
-cseréhez vezet, ugy az uj aminosav a meghatdrozott DNS-szekven-
cidbbl leszdrmaztathaté. A DNS szekvencidldst az irodalombdl is-
mert médszerekkel végezhetjik el, pl. T7 polimerdz felhaszndldsdval
szuperspirdlis DNS-en a kereskedelemben beszerezhetd szekvencidlé

kit segitségével /Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg/.

Mint mér emlitettiik, egy adott DNS-szekvencia mutdld-
sdre rendelkezésre 4116 mdsik lehetlség a "hely irdnyitott muta-
gendzis", Az ilyen tipusu mutagenézis széleskiriien hasznéit stra-
tégidjdt Hutchinson és Adgell [J. Virol. 8, 181 /1971/] irtdk le;
ermek lényege, hogy a kivdnt nukleotid helyettesitést hordozé
szintetikus oligonukleotidet valamely egyszdlu DNS-szekvencia
azon cél-tartomédnydba épitjik be, ahol a mutdcidét el kivdnjuk
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végezni [1ldsd pl. Smith Annuel Rev, Genet. 19, 423 /1985/; javi-
tott mdédszerek vonatkozdsdban 1d4sd Stanssen.és tsai: 2-6, hivat-
kozds /1989/].

Egy ilyen eldnyss médszert Stanssen és tsai /1989/ ir-
tak le, amelynek sordn "hézagos duplex DNS"-t alkalmaznak & Kramer
és tsai /1984/ 4ltal leirt médon [1ldsd fent és Kramer és Fritz:
Methods in Enzimology, /1987/, Academic Press Inc. /USA/], azonban
a mutdciét tartalmazé szdl kivdlasztdsdhoz M13 funkciondlis gének
nelyett antibiotikum rezisztens géneket alkalmazunk, a phasmid-
-technoldégidn kiviil [14sd tovédbbd Stanssen és tsai /1989/ /s.a./].
E rendszer eldnye, hogy egymédsutdn t6bb mutagenézis ciklus elvég-
zésére képes anélkiil, hogy a gént egy uj mutagenézis vektorra 4t
kellene vinnij a mdsodik mutagenégis ciklus csupén abban kiilonbdzik,
hogy egy mésik antibiotikum markert kell kivdlasztani /Stranssen
és tsai s.a./. Kontrollként a mutdnsnak a vadtipusu TNF-é torténd
hely-specifikus visszamutagenézise alkalmazhaté, Ezenkiviil a TNF
- génben egy restrikcids helyet létrehozé vagy megszintetd oligo-
nukleotid alkalmazdsa esetén a muténé nem csupdn a hely-irdnyitott
mutagenézishez felhaszndlt oligonukleotiddé torténd hibridizdceid
utjdn ellendrizhetd, hanem a restrikciés hely jelenléte vagy
hidnya 41tal is, Az aminosav-szekvencidban a vadtipusu aminosavak
helyén bdrmely természetben eldéfordulé aminosavat tartalmazé
hTNF mutein készlet elfdllitdsa céijébél egy oligonukleotid kész-
letet alkalmazunk, amely a meghatdrozott helyzetekben minden le-
hetséges kodont tartalmaz,

Mint mér emlitettilk, egy adott DNS-szekvencia mutéldsd-
nak tovébbi lehetdsége a polimerdz lénc reakciét /PCR/ alkalmazé
mitagenézis., A médszer elveit pl. White és tsai /1989/ ismertették,
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mig javitott médszereket pl. Innis és tsai irtak le [PCR
Protocols: A Guide Yo Methods and Applications, Academic Press
Inc. /1990/1.

A PCR nagymennyiségii, meghatdrozott hosszusdgu és szek-
vencidju specifikus DNS fragmens kis mennyiségii templdt DNS-bSL
t6rténd termelésére szolgdldé in vitro mdédszer., A PCR a cél szek-
vencia ellentétes szdlaihoz hibridizdlé két oligonukleotid primer
dltal szegélyezett DNS fragmens enzimes amplifikdcidjén alapul.

A primerek orientédcidéja olyan, hogy 3’ végeik egymdsfelé mutatnak,
A templdt hével t5bb ciklusban végzett denaturdlédsa, a primereknek
komplementer szekvencidikhoz t0rténé illesztése és az igy dtala-
kitott primerek INS polimerdzzal végrehajtott kiterjesztése a

PCR primerek 5’ végei kozott levs szegmens amplifikdcidjdt ered-
ményezi, Minthogy minden primer kiterjesztett terméke egy mdsik
primer templdtjaként szolgdlhat, minden ciklus lényegében meg-
kétszerezi az e16z6 ciklusban termelt DNS fragmens memnyiségét.
Minthogy a primerek a megsokszorozott termékbe fizikailag beépiil-
nek s a primer 5’ végei és a templdt kozotti hibds Usszeillesz-
tések az amplifikdcid hatékonysdgdt jelentds mértékben nem befo-
lydsol jdk, a megsokszorozott szekvencia megvdltoztathatd és ez~
41tal a kivdnt mutdcié a megsokszorozott DNS-be beépithetl, A
termofil Thermus aquaticus baktériumbdl izoldlt termostabil

Taq INS polimerdz felhaszndldsdval a polimerdz denaturdléddsa el-
keriilhetS; ez a denaturdlédds mindezideig minden egyes denaturd-
14si 1épés utdn enzim hozzdaddsdt tette szikségessé. E fejlesztés
segitségével a PCR szdmos egyszerii, hémérséklet-cikluson alapuld
berendezés felhaszndldsdval automatizdlhaté., Ezenkiviil az ampli-

fikdcids reakcié specifikussdga oly médon ndvelhets, hogy a primer
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beillesztésnél és kiterjesztésnél magasabb hémérsékleteket alkal-
mazunk. A megnovelt specifikussdg a megsokszorozott termékek Hssz—~
kitermelését azdltal javitja, hogy a nem célzott fragmensek ko—
z0tt az enzimekért és primerekért folyé versengést minimumra
csdkkenti.

Az oligonukleotidok megtervezését és szintézisét az iro-
dalomban. ismert és pl., Sembrook és tsai /1989/ dltsl leirt médon
vagy a hely-irdnyitott mutagenézissel kapcsolgtban idézett irodalmi
helyek valamelyikében leirtak szerint végezhet jikk el.

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteint kédolé DNS-szek-
vencia létrehozdsa utdn a kifejezést a fentiekben leirt phasmid
technoldégidval vagy az irodalombdél jélismert bdrmely megfeleld
prokaridéta vagy eukaridta kifejezd rendszer felhasznélédsdval /14sd
pl. Sambrook és tsai s.a,/ végeghet jik el.

A kifejezést eldnydsen prokariéta sejtekben végezhet jik
el, igy pl. az aldbbi sejteket alkalmazhatjuk: E. coli, Bacillus
subtilis stb., elénytsen E, coli, killdondsen E, coli K12 torzsek,
pl. M15 [DZ 291, Villarejo és tsai: J. Bacteriol, 120, 466-474
/1974/7, HB 101 [ATCC No. 33694], WK6 /Stranssens és tsai s.a./
vagy E. coli SG13009 [Gottesmann és tsai: J, Bacteriol. 148,
265-273 /1981/]. A taldlményunk szerinti hTNF muteineket tovdbbd
alacsonyabb vagy magasabb rendii eukariéta sejtekben is kifejez~
hetjik, igy pl. élesztdsejtekben /pl. Saccharomyces, Pichia stb./,
szdlszeri gombdkban /pl., Aspergillus stb./ vagy se jtvonalakban
/Pl. kinai horcsog petefészeksejtvonalakban stb./; a kifejezést
elény8sen élesztdsejtekben végezhet jik el [ldsd: Sreekrishna és
tsais Biochem, 28, 4117-4125 /1989/; Hitzeman és tsai: Nature
293, T17-722 /1981/; 263 311 sz. eurdpai kdzrebocsdjtdsi irat].
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A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteinek az ilyen rendszerekben
intracelluldrisan vagy - a 2én megfeleld adaptéldsa utdn - extra-
celluldrisan fejezddnek ki [14sd Lermans és tsai: Gene 85,
99-108 /1989/1.

Az E. coli-ban t8rténé kifejezésre alkalmas vektorokatl
t5bbek kozott az aldbbi irodalmi helyeken irtdk les: [Sambrook
és tsai /s.a./ vegy Fiers és tsai: "Procd., 8th Int., Biotechnology
Symposium" {Soc. Pranc. de Microbiol., Paris, (Durand és tsai
kiadé), 680-697. oldal /1988/] vagy a pIS cgalédhoz tartozd egy
vegy t0bb specifikus vektor [Bujard és tsai; Methods in Enzymology,
kiadé: Wu és Grossmann, Academic Press, Inc., 155. kdtet, 416-433
/1987/; Stuber és tsai: Immunological Methods, kiadés Lefkovits
és Pernis, Academic Press, Inc., IV, kotet, 121-152 /1990/1,
mint pl. pDS56/RBSII,SphI-TNFe(Thre6) /lésd I. példa/ vagy
pDS56 /RBSII, Sph1-TNFa( Trp32Thr86) /1dsd II1I. példa/ vagy
pDS56/RBSIT,SphI~TNFe(Ser29Thr86) vagy pDS56/RBSII,Sphl-
~TNFe(Ser29Trp32Thr86) vagy pDS56/RBSII,SphI-TNFe(Asn31Thr32Thr86)
vagy pDS56/RBSII,SphI-TNFe(Glu3lThr86) /ldsd IV, példa/]. Minthogy
ezekkel a specifikus pDS56/RBSII plazmidokkal specifikus szabd-
lyozhaté promotor/operdtor elemeik és riboszdémés megkoté helyeik
révén magas szinti kifejezés érhetS el, a plazmidok az E. coli
sejtekben csak akkor tarthaték fenn, ha & promotor/operdtor elem
aktivitdsdt a lac represszornak az operdtorhoz torténé kotSdése
represszél ja. A promotor aktivitdsa a kivént se jteiiriségre IPIG
hozzdaddsdval £11ithaté vissza, amely a represszort inaktivédl ja
és a promotort megtisztitje. Minthogy a legtobdb E. coli torzs
nem rendelkezik az ilyen nagy képiaszému plazmidokban jelenlevé
promotor szekvencidk funkcidjénak teljes represszidldsdhoz elegends
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represszor molekuldval, az ilyen E, coli torzseket /pPl. E., coli
M15 vagy SG13009/ a specifikus pDS56/RBSII plazmidokkal $5rténd
transzformélds elétt a lac represszort kédolé valamely plazmiddel
/Pl. PREP 4 - 14sd 2a, és b, dbra/ transzformdini kell; ezutdn a
plazmidok az E., coli sejtekben stabilan fenntarthatdék. A pREP4 a
lac represszor kédoldsdn kivill a pACYC1l84 plazmid [Chang és

Cohen: J, Bacteriol._ 134, 1141-1156 /1978/] egy tartomdnydt is
tartalmazza, amely a replikdcidhoz és a lednyse jtekhez torténd
stabil transzmisszidhoz sziikséges sszes informdciét tartalmazza
[tovdbbi informdcidk tekintetében 14sd tovdbbd "System for high
level production in E, coli and rapid purification of recombinant
proteins: application to epitope mapping, preparation of anti-
bodies and structure function analysis"™ - Stiiber és tsai:
Immunological Methods, IV, kdtet, 121-152, oldal, Lefkovits és
Pernis /kiaddék/, Academic Press, New York /1990/].

A gazdasejteknek vektorok dltal végzett, a fentiekben
leirt transzformdcidjdt bdrmely szokdsos mdédszerrel végreha jthat-
juk [1d4sd pl, Sambrook és tsai /s.a./]. Prokariéta gazdasejtek
/Pl. B, coli/ esetében DNS felvételére alkalmas kompetens sejtek
az exponenciélis novekedési fdzis utdn osszegylijtott, majd az
ismert kalcium-kloridos médszerrel kezelt sejtekbdl dllithatdék
eld. A transzformdcidé a gazdasejtbbl torténd protoplaszt képzés
utdn vagy az irodalombél ismert és leirt mds médszerekkel is el-
végezhet§ [Sambrook és tsai /s.a./]. Ennek megfelelSen valamely
vektor - kiilontsen a fentiekben leirt hTNF muteint kédolé DNS-
-szekvencidt tartalmazé, prokaridta vagy alacsonyrendit eukariédta
gazdase jtekben torténdé kifejezésre képes vektorok - és az ilyen

vektorok dltal transzformdlt gazdasejtek - killonosen prokaridta
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gazdase jtek, pl. E, coli vagy alacsonyrendii eukariéta gazda-
sejtek - szintén taldlményunk tdrgydt képezik,

A kivdnt kifejezl vektort tartalmazé gazdaszervezeteket
dltaldban a ndvekedés szempont jdbdl optimdlis koriilmények kozott
tenyészt jik, Prokariéta gazdase jtek esetében az exponencidlis
novekedés végén - amikor az idSegységre vonatkoztatott sejtszdm-
ndvekedés lassul - a kivdnt hTNF mutein kifejezését indukél juk,
azaz a kivdnt hTNF muteint k48doldé DNS-t dtirjuk és az dtirt
mRNS-t leforditjuk. Az indukcidét oly médon végezhet jik el, hogy
a tdptalajhoz valamely induktort vagy derepresszort adunk vagy
a fizikai paramétereket médosit juk /pl. hémérséklet véltoztatéa/..
A taldlmédnyunk eldnyds kiviteli alakjait képezd kifejezd vekto-
rokban a kifejezést a lac represszor ellendrzi. A kifejezd kontroll
szekvencidt izopropil-B-D—tiogalaktopiranpiid /IPTMG/ hozzdaddsd—
val derepresszdl juk és ezdtal a kivdnt hTNF mutein szintézisét
indukdl juk,.

A transzformdlt gazdasejtek dltal fentiek szerint ter-
melt taldlmdnyunk szerinti hTNF muteineket a fermentdcids kﬁzeg—
b6l nyerhetjik ki vagy a sejtek felnyitdsa utédn és/vagy a fehérje
és peptid kémidban ismert bdrmely megfeleld extrakcids médszerrel
izoldlhat juk. Igy pl. az aldbbi kinyerési mdédszerek alkalmazhatdks
amménium-szulfdtos kicsapds, dializis, ultrasziirés, gélszlirés
vagy ioncserélé kromatografdlds, gél elektroforészis, izoelektro-
mos fékuszdlds, affinitds kromatogrdfia, mint pl. immmoaffinitds
kromatogrdfia, HPIC stb, Kilonosen eldnydsnek hizonyultek az
alébﬁ%cg%gégfsok: amménium-szulfétos kiesepds és/vagy polietilén-
imines fdializis, affinitds kromatogrdfia, pl. fenil-agarézon,
kiilsndsen fenil-sepharozon vagy ioncserélé kromatografdlds, kii-
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1ondsen MONO-Q- és/vagy MONO-S-matrixon /Pharmacia, Uppsala,
Svédorszdg/ vegy killontsen a Tavernier és tsai dltal leirt

[J. Mol, Biol, 211, 493-501 /1901/] és az V. példdban leirt méd-
szer.

Taldlményunk térgys ennek megfelellen eljérds a fentiek-
ben meghatdrozott hTNF muteinek elfdllitdsdra oly médon, hogy va-
lamely, a fentiekben leirt transzformdlt gazdasejiet megfeleld
t4dptalajban tenyésztink, a muteint a felilluszé tenyészetbbl vagy
magdbél a gazdasejtbll izoldljuk és a muteint kivént esetben séva
alakit juk., A fenti eljdrdssal elfdllitott vegyliletek ugyancsak
teldlményunk tdrgyét képezik.

A taldlmdnyunk szerinti hINF muteineket az jellemzi,
hogy & humén p55-TNF-R receptorhoz szelekiiven kotédnek., Ezt a
tulajdonsdgot az irodalombdl a kotddési affinitdsok mérésére is-
mert birmely médszerrel meghatdrozhatjuk. Igy pl. a TNF és a
taldlményunk szerinti muteinek kot8dését se jttenyészetekben olyan
‘sejtek alkalmazdsdval hatdrozzuk meg, amelyek a TNF receptorok
két tipusdt killonbozS mértékben fejezik ki ilyen sejtek pl. a
Hep-2 sejtek, amelyek kizérélag a humdn p55-TNF-R receptort feje~
zik ki vagy az U937 vagy HL60 sejtek, amelyek ezenkiviil a humén
p75-TNF-R receptort is kifejezik /Brockhaus és tsai: Procd. Nat.
Acad, Sci, U,S.A. 87, 3127-3131 /1990/; Hohmann és tsai: J.

Biol. Chem, 264, 14927-14934 /1989/3 Loetscher és tsai: /1990/;
Dembic és tsai /1990/]. A kot6dési affinitdsok természetesen
k6zvetlenil, tisztitott nativ vagy rekombindns p55-INF-R és
p75-TNF-R felhaszndldsdval, a példdkban leirt médon vagy az
ilyen réceptorok megfeleld oldhaté analdgjai alkelmazdsdvel is

meghatdrozhatdk,



- 18 -

A jelen szabadalmi leirdsban haszndlt "humdn p55~tumor
nekrézis faktor receptorhoz torténd szelektiv kotddési affinitds™
kifejezés azt jelenti, hogy a két TNF-receptorhoz irdnyulé kotdé-
dési affinitds kozdtti killonbség a meghatdrozdshoz felhaszndlt
vizsgdlatok szerint olyan jelentds mértékil, hogy a taldlményunk
szerinti muteinek a vadtipusu TNF-hez hasonléan a p55TNF-recep-
torokhoz szelektiven kdtddnek, ugyanakkor azonban a hp75-TNF-R-hez
torténé kot6dést funkciondlisan lényegében elvesztették., Pontosabb
meghatdrozds szerint a példdkban bemutatott vizsgdlati rendszer
vonatkozdsédban a fenti kifejezés azt jelenti, hogy a taldlmdnyunk
szerinti specifikus hTNF mutein K, értéke a rekombindns oldhaté
hp75~TNF-R receptorral végzett in vitro kotddési teszt szerint

legaldbb 10-szer és eldénydsen legaldbb 10°

-gzer nagyobb mint a vad-
tipusu TNF-« megfeleld értéke, mig ugyanezen hTNF mutein K, értéke
a rekombindns oldhaté hp55-TNF-R receptorral végzett in vitro ko-
t6dési teszt szerint legfel jebb kétszerese a vadtipusu TNF-« meg-
feleld értékének, Megjegyezzilk azonban, hogy a fenti specifikus

Kp értékek csupdn tdjékoztatd jellegiliek és szabadalmunk oltalmi
kore szempont jébsl semmilyen korldtozdst nem jelentenek,

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteinek tumorellenes hatéd-
sdt az irodalombdl ismert mdédszerekkel hatdrozhatjuk meg.

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteineket ordlisan, in-
jekcidé vagy helyi uton felhaszndldsra kertilé készitmények formdjd-
ban alkalmazhatjuk. A hatdanyag dézisdt oly mdédon védlaszt juk meg,
hogy a hTNF mutein funkcidéval kapcsolatos bioldégiai funkciét ha-
tékonyen médositsa,

Taldlmdnyunk tdrgya tovdbbd gydbgydszati készitmény,

amely taldlményunk szerinti hTNF muteineket és megfeleld inert
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gyégydszati hordozdanyagokat tartalmaz. Bﬁrmely szokdsos gydgyd-
szati hordozdanyag felhaszndlhaté, E célra enterdlis, perkutdns
vagy parenterdlis adagoldsra alkalmas, szerves vagy szervetlen
hordozdanyagok alkalmazhaték, pl. viz, zselatin, gumiardbikum,
lakt6z, keményitS, magnézium-szteardt, talkum, nsvényi olajok,

polialkilénglikolok, vazelin stb., A taldlményunk szerinti gyogyé—
szati készitmények tovébbi hatdéanyagokat is tartalmazhatnak. A
készitmények ezenkivill mds adalékanyagokat is tartalmazhatnak, pl,
izesité-, tartésité-, stabilizdlé-, emulgedldszereket, puffersket
stb. A készitmények a gydgyszergydrtdsndl haszndlatos adalékanya-
gokat tartalmazhatnak,
A taldlményunk szerinti gyégydszati készitmények bér-
mely szokdsos formdban elddllithaték, pl.,
a/ orélis adagoldsra szolgdlé szildrd formdk, pl. tablettdk,
kapszuldk, piluldk, porok, granuldk stb.;
b/ ordlis adagoldsra szolgdlé folyékony formdk, pl., oldatok, szi-
rupok, szuszpenzidk, elixirek stb,s
c/ parenterdlis adagoldsra szolgdlé készitmények, pl. steril ol—
datok, szuszpenzidk vagy emulzidk; és
d/\helyi alkalmazdsra szolgdld formék, pl. oldatok, szuszpenzidk,
kenbcstk, krémek, gélek, mikronizdlt porok, aeroszolok stb.
A gyégydszati készitmények sterilezhetSk és adjuvénsokat
/Pl. tartésité—, stabilizdlé~-, nedvesité-, emulgedldészerek, az
ozmézisnyomds vdltozdsdt eldidézés 86k és/vagy pufferek/ tartalmaz—
hatnak,
A parenterdlis adagoldsra szolgdld készitmények intra-—
véndsan vagy intramuszkuldrisan befecskendezhetd infuziés vagy
injekcids oldatok lehetnek. Ezek a készitmények tovdbbi gydgydszati
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hatéanyagokat is tartalmazhatnak., A készitményekhez adalékanya-
gokat /pl, tartésité-, stabilizdlé-, emulgedlészerek, pufferek
stb./ is adhatunk, a gyégyszergydrtds szokdsos médszereinek meg-
felelGen,

Taldlményunk térgya tovébbé eljdrds gybgydszati készit— .
mények elddllitdsdra oly médon, hogy valamely taldlmdnyunk szerinti
vegyiletet és kivdnt esetben tovdbbi gydgydszati hatbanyagokat
nem-toxikus inert gydégydszatilag kompatibilis hordozdéanyagokkal
dsszekeverink és a keveréket galenikus forméra hozzuk, |

Taldlmdnyunk tdrgya tovdbbd a taldlmdnyunk szerinti
el jdrdssal elddllitott vegyliletek felhaszndldsa gydgydszati ké-
szitmények elddllitdsdra,

Taldlmdnyunk tdrgya tovdbbd a taldlményunk szerinti
hTNF muteinek ellen termelt antitestek, Az ilyen antitestek jél-
ismert médon diagnosztikai vagy gyégyészati célokra és tisztitdsi
médszereknél alkalmazhatdk, Az antitesteket oly médon termel jiik,
hogy egy emllsbe vagy maddrba a taldlmdnyunk szerinti hTNF mutein
elleni antitest termelésének meginditédsdhoz eféendé mennyiségii
taldlmdnyunk szerinti hTNF muteint és gybgydszatilag kompatibilis
hordozéanyagot tartalmazé vakcindt fecskendeziink, Az e célra szik-
séges hTNF mutein mennyiség a szakember dltal jélismert vagy
rutin kisérletekkel hatdrozhaté meg. A jelen szab#dalmi leirdsban
haszndlt "gydgydszati hordozdanyag" kifejezés a humdn gydgydszat-
ban alkalmazhaté standard készitményekben vagy dllati vakcindkban
haszndlatos tipikus adjuvédnsokra vonatkozik.

A TNP potens pleiotrop citokin, Szdmos killonbtzd akti-
vitdsa /pl. immun sejtek novekedési faktordnak aktivdldsa, gyulla-
ddsokndl betsltott kozvetitsd szerep vagy az endotéliumban levéd
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specifikus gének induktora/ a gazdaszervezetnek fertdzésekkel
vagy sérillésekkel szemben kifejtett védekezésében jdtszik szere-~
pet. A INF erds szisztémds toxicitdst is mutat; a bakteriaemia
kdros hatdsait és a bakteridlis meningitis okozte szeptikus
sokkot nagy mértékben endogén citokinek kozvetitik és ezek kozdtt
a TNF korai és fontos szerepet t61lt be. Ezenkiviil a TNF kdzvetlen
citotoxikus aktivitdsdval szemben sok sejt és sejtvonal érzékeny.
fllatkisérletek tanusdga szerint a TNF tumorellenes hatédsdban
kiillonboz6 szisztémds hatdsok és celluldris toxicitds feltehetden
kombindl 6dnak.,

A fenti tények redlis alapot szolgdltatnak a taldlmdnyunk
szerinti hTNF muteineket felhaszndlé uj gydgydszati stratégidk ki-
dolgozdsdra; ezek sordn a sok kiilonbozé hTNF aktivitds szétvdlasz-
tdsdval a nemkivdnatos toxikus hatdsokat a kivdnt aktivitdsoktdl
killonvédlaszt juk. Igy pl. a taldlményunk szerinti hTNF muteineket
magas dézisokban tumorellenes szerként alkalmazzuk; ezt a felte-
hetden alacsony szisztémds toxicitds teszi lehetdvé és ily mdédon a
vadtipusu hINF rdkos betegekben torténd felhaszndlhatdsdgdt fel-
tehetden igen nagy mértékben leszikkitd ddziskorldtozd toxicitds
kikiiszobolhetS, A taldlményunk szerinti hTNF muteinek potencidlis
felhaszndldsdt azonban nem korldtozzuk a rdk gydégyitdsdra., Az
55kDa TNF receptor tipusu specifikus gydégyszerek - pl. a taldl-
ményunk szerinti hTNF muteinek - minden olyan betegség kezelésében
kedvezéen alkalmazhaték, amelyben a TNF gazdaszervezet védekezd
faktorként bakteridlis fertSzésekben [lésd pl. Kindler V. és tsai:
CELL 56, 731-740 /1989/; Nekano Y. és tsai: J. Immunol, 144, 1935
/1990/] vagy gyulladdsokben kbzvetitbként jétékony szerepet jdt-
szik., A TNF a cachexidban /leromlds/ is szerepet jdtszik [pl.
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Beutler B, és Cerami /s.a./] és az alacsony szisztémds toxicitdst
mutaté taldlmdnyunk szerinti TNF muteinek elhizds ellenes keze-
1ésnél is alkalmazhatdk., Még a tulzott mértékii TNF felszabadulds
d1tal kifejtett toxikus hatdsok /pl. szeptikus sokk vagy bakterid-
1lis meningitis/ is kedvezden kezelheték 55kDA TNF receptor speci-
fikus agonistdkkal /pl. a taldlményunk szerinti muteinekkel/ vagy
TNF antagonistdkkal képezett kombindcidkkal.

A TNF uj gybgydszati kezelésekben fokozott szerepet jdt-
szik, E kezelések sordn az alacsony szisztémds toxicitdssal ren-
delkezl és a szdmos kildnbdzé TNF aktivitds koziill csupdn néhényat
kivdlté, p55-TNP-receptor tipusu specifikus agonistdk vdrhatdan
jelent8s eldénydket mutatnak a vadtipugu TNP-el szemben; rdvid
osszefoglalds az aldbbi irodalmi helyen taldlhaté: Tumor Necrosis
Factors, The Molecules and their Emerging Role in Medicine,

B. Beutler, kiadé: Raven Press /1992/, ISBN 0-88167-852-X, Ide
tartoznak a TNF aktivitdsai az aldbbi teriileteken: endothelialis
sejt homosztatikus tulajdonsdgok és neutrofil adhézié moduldldédsa,
szdvet iskémia és reperfuzidés sériilés, osteoblasztok és osteo-
clatok csont reszorpcidban, novekedési faktorként sok sejten 41-
taldban és hemaiopoiesisben, valamint metabolikus és t4pldld
hatdsok, A celluldris védekezd rendszert biztosité specifikus
gének indukciéja /pl. a p55-TNFR ellendrzés alatt levs Mn-super-
oxid dismutdz indukcibja/ [Lewis és tsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88, 2830 /1991/; Tartaglia és tsai: Proc,. Natl. Acad, Sci.
USA 88! 9292 /1991/] vagy a TNF szdmos sejtben kifejtett kozvet-
len citotoxicitdsa egyardnt raciondlis alapot szolgdltat a recep-
tor tipusu specifikus TNP agonistdk felhaszndldsdval végzett uj
gyégyészati stratégidkhoz, A TNF a limfokin dltal aktivdlt killer
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sejtek /LAK/ kialakitdsdban novekedés/differencidlé faktorként
vesz részt és ugy tinik, hogy ez a TNF tumorellenes aktivitdsdban
szerepet jdtszik,

Fontos tényezS, hogy valamennyi fentemlitett aktivitds
mds rekombindns citokinekkel /pl. gamma-interferomnal/ kombindlva
fokozhaté vagy mdédosithatd,

Paldlményunk tovébbi részleteit az aldbbi példdkban is-
mertet jik anélkiil, hogy az oltalmi kort e példdkra korldtozndnk,

Az aldbbi roviditéseket és szimbélumokat alkalmazzuké
B, E, H, S, Xb és X a BglI, EcoRI, HindIII, Sall, Xbal illetve
Xhol restrikcids enzimek hasitdsi helyeit jelolik.

[ jelentése a N250PSN250P29 szabdlyozhaté promotor/operdtor

elem;

Tjelentése a RBSII,Sphl szintetikus riboszdémds kot6dési hely;
(B jelentése a TNFe /TNF&/, beta-laktamdz /bla/, kloramfenikol
acetil transzferdz /cat/, lac represszor /lacl/ és neomicin
foszfotranszferdz /neo/ génjeis
[l jelentése a fég lambda t, transzkripcids termindtora /t /
és az E., coli rrnB operon T1 /T1/;
4, jelentése a pBR322 és DREP4 /repl/ plazmid replikdciés tar-
tomédnyais
—p jelentése a N250PSN250P29 és RBSII,Sphl dltal ellénGrz'dtt
k6dolé tartomdny.

Az la, ébrdn a pDS56/RBSII,SphI~TNFe plazmid sematikus
rajzdt tilintet jik fel.

Az 1b, dbra a pDS56/RBSII,SphI-TNFe« plazmid teljes
nukleotid szekvencidjat tartalmazza. Ebben a szekvencidban a

restrikcids enzimeknek az la, dbrdn feltiintetett felismerd szek-
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vencidit megjelsltilkk, A bemutatott aminosav-szekvencia az érett
TNFe /157 aminosav/ hérombetiis kédban feltiintetett aminosav-szek-
vencidja,

A 2a, ébrdn a pREP4 plazmid sematikus rajzdt tiintet jik
fel;

A 2b, 4dbra a pREP4 plazmid tel jes nukleotid szekvencid-
jét tartalmazza. Ebben a szekvencidban a restrikcidés enzimeknek a
2a, dbrdn feltiintetett felismerd szekvencidit bejelsltiik,

A 3, dbrdn a Thr86—TNFa képletii TNF« muteint kdédolé
EcoRI-HindIII fragmens készitését tintetjik fel,

A 4, dbra a pDS56/RBSII,Sphl-INFe/Trp32/ plazmid 1 frag-
mensének nukleotid szekvencidjdt tartalmazza.

Az 5, ébrén a pDS56/RBSII,SphI-TNF«/Ser29/ plazmid
1 fragmensének nukleotid szekvencidjdt tinbet jik fel,

A 6. dbra pDS56/RBSIT,SphI-TNFe/Ser29Trp32/ plazmid
1 fragmensének nukleotid szekvencidjét tartalmazza,

A 7. ébrdn a vedtipusu humén TNFe és ']!hr86
86

’ Trsz-Thr86

és Serzg-Trp32-Thr

receptorokon mutatott kompetitiv kotddését mutat juk be.
Rekombindns humén p—75TNF-R-IgGT3 fuzibés fehérjével

/A lemez/ és rekombindns humén p-55TNF-R-IgG53 fuzids fehérjével

/B lemez/ bevont mikrotiter lemezeket killonbozd koncentricidju
86

muteinek rekombindns humdn p-75 és p-55 TNF-R

mutein /lres koérsk/,
6

vedtipusu TNFe /451t6tt korsk/, Thr
Trp32-'l‘hr86 mutein /iires négyzetek/ és Ser29Trp32-Thr8
/Ures hdromszogek/ jelenlétében, radioaktiv jelzett humén TNFe—al
inkubdlunk, A szobahémérsékleten megkotott radioaktivitdst 3 éra

mitein

milva gamna-szdmldldéban megszdmlél juk,

29 86

A 8. dbrdn a vadtipusu humén TNF« és Ser “~Thr ,
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6103t -rnr% ¢s Asn3l-mnr3?-tnr®® muteinek rekombindns humén p-75
és p-55TNF-R receptorokon mutatott kompetitiv kotb6dését mutat juk
be.

ngombinéns humén p—75'.l‘NF-R-Ing3 fuziés fehérjével
/A ébra/ és rekombindns humén p-55TNF-R—IgG753 fuziés fehér jével
/B dbre/ bevont mikrotiter lemezeket kiilonbozé koncentré.cié,]u vad-
tipusu TNFe /t51t5%t korok/, Ser2d-Thrtl mitein /wmw x6rok/,
Asn3l-Thr32—Thr86 mitein /iires négyzetek/ és G1u31—1‘hr 6 mitein
/ires hdromszdgek/ jelenlétében, radioaktiv jelzett TNFe—al in-
kubdlunk., A szobahémérsékleten megkdtott radioaktivitdst 3 dra
mlva gamma-szdmléléval megszimlél juk,

Az aldbbiakban a szildrd anyagokra szildrd anyagok ke-
verékeiben, folyékony anyagokra folyadékokban és szildrd anyagokra
folyadékokban megadott szdzalékos értékek tomeg/tomeg, térfo-
gat/térfogat illetve tumeg/térfogat szdzalékban értenddk,

I, példa

Thr58 MNPy phazmis- o16411itdsa

pDS56/RBSI1,SphI-TNFe plazmid

A taldlmdnyunk szerinti kiillonbozd TNFe« muteinek el6dlli-
tdsdndl TNFe gén forrdsként a pDS56/RBSII,SphI-TNFe humén TNF«
kifejezd plazmid /1d4sd 1. dbra/ szolgdl, A transzformdlt E. coli
M15 /pREP43pDS56/RBSII,SphI-TNFs/ torzset a Budapesti Szerzddés
értelmében s%éa.dalmi célokra a Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH /INM/ intézetben /Braunschwelg, Németorszdg/
1991, szeptember 8-dn 6713 szémon depondltuk,

TNFe g6n mutagenézise PCR felhasznd lédsdval }

Két PCR reakcidt végziink a pDSS56RBSII,SphIl-TNFe /1. ébra/

plazmiddal, mint templdt DNS—el, Perkin-Elmer Cetus GreneAmpR DNS
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amplifikdlé reagens kit felhaszndldsdval, az Ampli‘l‘aqR rekom-
bindns Taq DNS polimeré.izal /1ésd 3, dbra/.

Az I, reakciét a 17/F 5’-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG-3";

(2 17/F primer a pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 3949-3970 nukleo-—
tidjeit tartalmazzal] és a 29/M22 S5-GTAGGTGACGGCGATGCGGCTGATGGT-3’;
[a 29/M22 primer olYan nukleotidokat tartalmaz, amelyek a
pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 378-352 nukleotid jaival komplemen-—
terek] primerekkel végezziik el.

» A II, reakcidét a 29/MR1 5’-CAGACCAAGGTCAACCTCCTC-3'}
(a2 29/MR1 primer & pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 379-399 nukleotid-
jeit tartalmazza] és a 17/0 5’-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3';
[a 17/0 primer olyan nukleotideket tartalmaz, amelyek a
pDS56/RBSII,SphI-TNFee plazmid 748-727 nukleotid jeivel komple-
menterek] primerekkel végezziik el.,

Egy tipikus kisérletben 10 /ul templdt DNS-t /10 ng/,
5=5 /ul-t a két primerbsl /100-100 pmél/, 16 /ul ANTP keveréket
/1,25 mM dATP, AGTP, ACTP és 4ATTP/, 10 /ul 10x reakcidé puffert
/100 mM trisz-HC1l, pH 8,3, 500 mM KC1, 15 mM MgCl, és 0,1 % zse-
latin/, 1 ul /5 egység/ AupliTaq"INS polimerdzt és 53 ,ul vizet
Eppendorp csében tsszekeverink és 80 ml dsvédnyolajat /Perkin--
-Elmer Cetus/ rétegeziink foléje, A csdoveket DNS termikus cikli-
zd16ba /TRIO-Thermoblock, Biometra/ vissziik 4t és egy percen &t
94 %C-on tartjuk; 35 ciklus eldtt a DNS megolvasztésdt /1 perc
94 °c/, a primerek annedldsét /1 perc 50 %¢/ és a primerek kiter-
jesztését /3 perc 72 °C/ végezzik el. Ezutdn tovdbbi 2 percen &t
72 %C-on tartjuk, a reakcidelegyeket szobahdmérsékletre hiit jik
és klorofoimmal extrahdl juk., A vizes fézisban levé DNS-t etanol-
1al kicsapjuk és 6 %~os poliakrilamid gélben elektroforézisnek
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vetjik ald [Sambrook és tsai, /1989/]. A DNS-t etidium-bromiddal
megfest jik, majd az I, és II, fragmenst /ldsd 3. dbra/ a gélrdl
izoldl juk és tisztitjuk /Sambrook és tsai, 1989/,

A Thr86-TNFm mteint k6d0lé DNS fragmens készitése

Az I, és II, fragmenst enzimesen foszforilezzik, majd
egymdssal 1igdl juk /Sambrook és tsai, 1989/, A ligédz hével t6rténd
inaktivdldsa és EcoRI és HindIII restrikcids enzimekkel végzett
emésztés utdn DNS-t 6 %#—os poliakrilamid gélben elektroforézisnek
vet jiik ald, Ezutdn a DNS-t etidium-bromiddal megfest jik, majd az
EcoRI-HindIII A fragmenst /14sd 3, dbra/ a g61rdl izoldl juk és
tisztit juk /s.a./.

A Thro6

~TNFe muteint kédolé plazmid készitése

A EcoRI-HindIII A fragmenst standard mdédszerekkel
/Sambrook és tsai, 1989/ az EcoRI-HindIII 41tal felnyitott
pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmidba beillesztjik és ily médon a
pDS56/RBSII,SphI-TNPe: /Thr86/ plazmidot alakitjuk ki, A DNS plaz-
midot elkészit jiikk /Birnboim és tsai, 1979/ és a TNFe muteint kédolé
tartomdny identitdsdt a kétszdlu INS szekvencidldsdval igazol juk
/Sambrook és tsai, 1989/,

Thr86-TNFa termelése

‘A pDS56/RBS1I,Sphl-TNFe/Thr86/ plazmidot standard méd-
szerekkel /s.a./ olyan E, coli M15 sejtekbe transzformdl juk, amelyek
a PREP4 plazmidot mér tartalmazzdk, A transzformdlt sejteket 37 oc.
-on &B-sépbalaiban 100 mg/l ampicillint és 25 mg/liter kanamicint
tartalmazé LB tdptalajban /Sambrook és tsai, 1989/ tenyészt jiik,
600 nm optikai siiriiség mellett kb. 0,7-1,0 IPPG-t adunk hozzd, végs$
koncentrdcid 2 mil, Az'elegyet tovdbbi 2,5-5 érdn 4t 37 °C-on tart-

juk, majd a sejteket centrifugdldssal Usszegyiijt jik.
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11, lda
G1u31-TNFa és Asnsl,Thr32—TNFa eldallitdsa

Elvi megfontoldsok

A cludt

ben a Thro®

~INFe 68 Asn  Thr3°-TNFe muteineket az I, példé-
~-TNPs készitése kapcsédn részletesen leirt el jdrdssal
é11lit juk el6, Ezért a fenti TNF« muteinek el8411itdsdval kapcso-
latban csak az I, és II. PCR reakcidkban felhaszndlt primereket
irjuk részletesen le, Ezenkiviil a kiilonbozé TNFe muteineket ké6dold
kife jezé plazmidok nevét tiintetjik fel.

Glu31-TNFa elédllitdsa

A PCR I, reakciét a 17/F [5?-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG-3’;
a 17/F primer a pDS56/RBSII,PshI-TNFe plazmid 3949-3970 nukleotid-
jeit tartalmazza] és a 21/M5 [ 5-ATTGGCCCGCTCGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC—
-37; a 21/M5 primer olyan nukleotidokat tartalmaz, amelyek a
pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 219-184 nukleotidjaival komplementerek;
a mutdlt bdzisokat aldhuztuk] primerekkel végezziik el,

A PCR II, reakciét a 21/MR [5’-GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3’;
a 21/MR primer a pDS56/RBSII,SphI-TNFe« plazmid 220-241 nukleotidjeit
tartalmazza] és 17/0 [5’-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3’; a 17/0 primer
olyan nukleotidokat tartalmaz, amelyek a pDS56/RBSII,SphI-TNFe plaz-
mid 748-727 nukleotidjeivel komplementerek/ primerekkel végezziik el,

A kapott pDS56/RBSII,SphI~TNFe/Glu3l/ kifejezé plazmidot
a Gludl-TNFe e16411itdsénd]l és a pDS56/RBSIT,SphI-~TNFe/Glu3lThrs6/
plazmid felépitésénél haszndl juk fel /1ésd IV, példe/.

Asn3 mnr32-mFe e16411itdsa

A PCR I. reakciét a 17/F [5?~-GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG~3? 3
a 17/F primer a pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 3949-3970 nukleotid-
jeit tartalmazza] és a 21/M6 [5-ATTGGQ§§2GEEGTTCAGCCACTGGAGCTGCCCCTC-
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-3’3 a 21/M6 primer olyan nukleotideket tartalmaz, amelyek a
pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 219-184 nukleotidjeivel komplemente-
reks a mutdlt bdzisokat aldhuztuk] primerekkel végezzik el.

A PCR II. reakciét a 21/MR [5’~GCCCTCCTGGCCAATGGCGTGG-3’;
a 21/MR primer a pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 220-241 nukleotid-
jeit tartalmazza] és a 17/0 [5?-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3'; a 17/0
primer olyan nukleotideket tartalmai, amelyek a
pDS56/RBSII,SphI-TNFe plazmid 748-727 nukleotidjeivel komplemen-
terek] primerekkel végezzik el,

A kapott pDS56/RBSII,SphI-TNF«/Asn31lThr32/ kifejezd
plazmidot az Asn lThr32TNFe 016411itdsdndl és a
pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Asn31Thr32Thr86/ plazmid felépitéséndl
haszndl juk fel /14sd IV, példa/,

I1I, lda

rp32mnrS0_mre c164111tdsa

Elvi megfontoldsok
86 _mNPe e16411itds4ndl a ‘
- pDS56/RBSII, SphI-TNFe/Trp32Thr86/ plazmidot épitjik fel és ezutdn
ezt haszndljuk fel E.coli-ben a Trp>2ThrC-TNFe mutein el6411itd-
séra.

A Trp>°Thr

A pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Trp32Thr86/ plazmid felépitése

Az I, és II, példdban leirt valamennyi plazmid a Bgll
enzim restrikcidés enzim szdmdra ugyanazt a két helyet tartalmazza
mint a pDS56/RBSII,SpI-TNFe plazmid /1dsd 1, 4dbra/. E két hely
koziill az egyik a beta-laktamdz génben, mig a mdsik a TNF« génben
helyezkedik el. Az utébbi a TNFe k6doldé tartomdnydt két részre
vdlaszt ja szét; az egyik rész a TNF« 1-36 aminosavédt, mig a mdsik
a TNFe 37-157 aminosavdt kédolja /1dsd 1b. dbra/.
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Az pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Trp32Thr86/ plazmid felépitése
cél jébSél DNS 1 és 2 fragmenst standard médszerckkel Z1litunk eld
/Sambrook és tsai, 1989/, Az 1 fragmens /szekvencidkat l4sd
4. ébra/ a pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Trp32/ plazmid kis Bgll fragmense,
amely szabdlyozhaté promotort és a Trp32—TNFa 36-ig terjedd amino-~
savainak kédold tartomdnydt tartalmazza., A 2 fragmens a
pDS56/RBSII,SphI-TNFea/Thr86/ plazmid nagy Bgll fragmense, amely

a Thr86

~INFee 37-nél kezdddé aminosavainak kédolé tartomdnydt és a
plazmid replikdcids tartomdénydt tartalmazza. Az 1 fragmenst és az
enzimatikusan defoszforilezett 2 fragmenst egymdssal 1ligdl juk
/Sembrook és tsai, 1989/ és ily médon a pDS56/RBSII,SphI-TNFe—
/Trp32Thr86/ plazmidot alakit juk ki,

Az M15/pREP4;pDS56/RBSII,SphI-TNFe«/Trp32/ sejteket a
Budapesti Megdllapoddsnak megfelelden szabadalmi célokra a
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH / DSy/
intézetben /Braunschweig, Németorszdg/ 1990, november 19-én DSM 6241
szémén depondltuk.

Prp eS8 _TNFe termeldse

A pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Trp32Thr86/ plazmidot standard méd-
szerekkel /s.a./ olyan E, coli M15 sejtekbe trénszforméljuk, amelyek
a PREP4 plazmidot mér tartalmezzdk. A transzformdlt sejteket 37 °c-
-on 100 mg/liter ampicillint és 25 mg/liter kanamicint tartalmazé
1B tdptalajban tenyészt jiik. 600 nm optikai siiriiség mellett kb.
0,7-1,0 IPTG-t adunk hozzd 2 mM végsd koncentrdcibban. Az elegyet
tovébbi 2,5-5 érén 4t 37 °C-on tartjuk, majd a sejteket centrifu-
gdldssal Osszegyiijt jlik,

IV, példa
Ser?dmnr3 mPe, Ser?drrp32mrdt-mry, c1udlrnr®®_mEe
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és Asn3%g§p32Thr86-TNFa elédllitdsa

Elvi megfontoldsok
86

A Sernghr -TNFe, Ser29Trp32Thr86-TNFa, Glu3lThr86-TNFa

31Thr32Thr86-TNFa TNFe muteineket a I1I. példdban a

86

és Asn
Trp>2ThroC-TNFe el8411itdsdval kapcsolatban részletesen leirt el-
jdrdssal 41litjuk eld. Ezért a fenti TNFe« muteinek elfdllitdsdndl
csak a III, példa 1 fragmensének megfeleld DNS fragmenseket ismertet-
jik részletesen, Ezenkiviil a kilonbozé TNF« muteineket kédold kife-
jez6 plazmidok nevét adjuk meg.

SernghrSG-TNFa eldédllitdsa

Az 1 fragmens /a szekvencidkat az 5. dbrdn tiintet jik fel/
a pDS56/RBSII,SphI-TNF«/Ser29/ plazmid kis BglI fragmense, amely a
szabdlyozhaté promotort és a SerngNFa 36-ig terjedd aminosavainak
ké6doldé tartomdnydt tartalmazza., Az 1 fragmenst és az enzimatikus
defoszforilezett 2 fragmenst /14sd III., példa/ egymdssal ligdl juk
/Sambrook és tsai, 1989/ és a keletkezd pDS56/RBSII,SphI-TNFe-

/Ser29Thr86/ plazmidot haszndl juk fel E., coli-ban a Ser29Thr66

~TNFe&
termelésére,

Az M15 [pREP4;pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Ser29/] sejteket a
Budapesti Megdllapoddsnak megfelellen szabadalmi célokra a Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH /DSM/ intézetnél
/Braunschweig, Németorszdg/ 1990. november 19-én DSM 6240 szdmon
helyeztik letétbe,
Ser?9mrp3 26 TNFe o164111itdsa

Az 1 fragmens /a szekvencidkat a 6, 4brdn tintetjik fel/
a pDS56/RBSII, SphI—TNFa/Ser29Trp3a/ plazmid kis Bgll fragmense,
amely a szabdlyozhaté promotort és a SerngfﬁﬁQNFa 36-ig terjedd

aminosavainak kédolé tartomdnydt tartalmazza. Az 1 fragmenst és az
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enzimatikusan defoszforilezett 2 fragmenst /ldsd I1I., dbra/ egy-
médssal 1igdl juk /Sambrook és tsai, 1989/ és a képz3ds
pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Ser29Trp32Thr86/ plazmidot hasznil juk fel
E. coli-ban a SerZTrp>2Thri®-INPe termelésére.

6103 rnrO0 - INFe e164111itdsa

Az 1 fragmens a pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Glu3l/ plazmid kis
BglI fragmense, amely a szabdlyozhaté promotort és a Glu31—TNFa
36-ig terjed$ aminosavainak kédolé tartomdnydt tartalmazza., Az
1 fragmenst és az enzimatikusan defoszforilezett 2 fragmenst
/lésd I1I, példa/ egyméssal ligdl juk /Sambrook és tsai, 1989/ és
a képz8d8 pDS56/RBSII,SphI~-TNFe/G1lu3dlThr86/ plazmidot haszndl juk
fel E. coli=ban a G1u31Thr86-TNFm termelésére.‘

asn 1 nr32mrB6 rFe e18411itdea

Az 1 fragmens a pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Asn3lThr32/ plazmid
kis Bgll fragmense, amely a szabdlyozhatéd promotort és az
asn3 mnr32 INFe 36-ig terjeds aminosavainak kédold tartominydt tar-
talmazza. Az 1 fragmenst és az enzimatikusan defoszforilezett
2 fragmenst /ldsd III. dbra/ egymdssal 1ligdl juk /Sambrook és tsai,
1989/ és a képzbdé pDS56/RBSII,SphI-TNFe/Asn31Thr32Thr86/ plazmidot
h_aszndl juk fel E., coli~ban az Asn3lThr32Thr86-TNFa termelésére,

V. _példa

Humdn TNFe muteinek tisztitdsa

A fentiekben leirt médon transzformdlt és indukdlt E, coli

sejtek egyé jszakds tenyészetébsl 1 litert centrifugdldssal dssze-
gyijtink és 20 ml 50 mM trisz-ben /PH 7,2; 200 mM KCl; 50 mM MgCl,,
5 % glicerin/ ujraszuszpenddlunk., A sejteket présen 20 000 psi nyo-
mdson feltorjik., Ezutdn centrifugdldssal /70 000 x g, 30 perc,

4 °c/ deritiik, majd 30 %-os végsd koncentrdidig szildrd amménium-
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-szulfdtot adunk hozzd, Az oldatot szobahdmérsékleten egﬁgrén at
keverjik, majd 10 000 x g mellett /20 perc, 4°c/ centrifutgé.ljuk.

A feliluszét 0,45 /um-os sziirdn dtszirjik és ammdénium-szulfdtban
70 %-ra d11litjuk be, A kivdlé fehérjéket centrifugdldssal ossze-
gylijtjik, 20 ml 20 mM trisz-ben /pH 9,0/ oldjuk és ugyanezzel a
pufferrel szemben egy & jjelen 4t 4 °C-on dislizdl juk., A dializdlt
mintdk 1 ml-es aliquot részeit 20 mM trisz-—el /pH 9,0/ kiegyensu-~
lyozott MonoQ oszlopra /HR 5/5, LKB-Pharmacia/ vissziik fel és
linedris ndtrium-klorid gradiens szerint /0-400 mM, 20 mM trisz-ben,
pH 9,0/ 0,5 ml/perc csepegési sebesség mellett eludl juk, 0,5 ml-es
frakcidkat gylijtink Ossze és TNFe« muteinek jelenlétére nét;ium—
~lauril-szulfdt 'poliakrilamid gél elektrqurézissel /SDS-PAGE/ meg-
elemezzilk, A pozitiv frakcidkat Gsszegyiijtjuk, 20 mM 2-morfolino-
-etdnszul fonsavval /MES; pH 6,0/ szemben dializdl juk és 20 mM MES=-
-el /pH 6,0/ kiegyensulyozott MonoS oszlopra /HR 5/5, 1LKB Pharmacia/
visszilk fel, A fehérjéket linedris ndtrium-klorid gradiens szerint
/0—400 QM, 20 mM MES-ben, pH 6/ 0,5 ml/perc csepegési sebesség mel-
lett eludl juk. Az elektroforetikusan tiszta fehérjeként értékelt
klilonbozé TNF« muteineket 250 mM és 350 mM ndtrium~klorid kozott
eludl juk, Foszfdttal pufferolt ndtrium-klorid-oldattal /PBS/ szem-
ben végzett dializis utdn a fehérje koncentrdciét BCA fehérje meg-
hatdrozdssal /Pierce Chemical Company/ meghatédrozzuk; standardként
vadtipusu humdn TNFe~t alkalmazunk.

Vi, példa
Humén TNFe« és muteinek kompetitiv kot6dése rekombindns

humdn p75-TNF-R és p55-TNF-R receptorokhoz

A kompetitiv kot6dés meghatdrozdsa cél jdbél mikrotiter
lemezeket rekombindns humdn p75-TNF—R—humén IgGBB és p55-TNF-R-
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~humén IgG{B fuzidés fehérjék PBS-el késziilt, ordedsatvad 0,3 /ug/ml
illetve 0,1 jug/ml oldataival bevonunk /100 /xb'mélyedés, egy &jje-
len 4t 4 °C-on/ [Ioetscher H, és tsai: J. Biol, Chem. 266,
18324-18329 /1991/; Lesslauer W. és tsai: Bur, J. Immunol, 21,
2883-2886 /1991/]. Ezutén blokkold pufferrel /50 mM trisz pH 7,4,
140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,02 % NaNy, 1 % zsirmentesitett tejpor/
blokkol juk, majd a mikrotiter lemezeket PBS-el mossuk és 10 ng/ml
humdn 1277 -INF-amal / jodogén médszerrel kb, 30 /uCi/ug fajlagos
aktivitdsig jelzett; Pierce Chemical Company/ kiilonb6zé mutein-
~koncentrdcié mellett inkubdl juk. A térfogat mélyedésenként 100 /ul
és minden koncentrdciébdl hdrom meghatdrozdst végzink, Szobahdmér-
sékleten 3 dérdn 4t 411lni hagyjuk, majd a mélyedéseket PBS-el ala-
posan mossuk és g-szdmldldban szdmldl juk,
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Szabadalmi igénypontok

1, Eljidrds a humdn p55-tumor nekrézis faktor receptor-
hoz szelektiv kotédési affinitdst mutaté humdn tumor ﬁekrézis fak-
tor mutein vagy gyégydszatilag alkalmas séi elddllitédsdra, amely
muteint az jellemez, hogy a humdn tumor nekrézis faktor aminosav
szekvencidjdban legaldbb azt a vdltoztatdst tartalmazza, hogy a
86 helyzetben szerin maradék helyett treonin van jelen, azzal
jellemezve, hogy a fenti muteint ké6dolé DNS szekvencidt
tartalmazé kifejezd vektorral transzformdlt gazdasejtet megfeleld
tdptala jban tenyésztink, a muteint a tenyészet feliiluszdébbl vagy
magdbél a gazdasejtb8l izoldl juk és kivdnt esetben a muteint
gyégyészatilgg alkalmas sévd alakit juk.

2, Az 1, igénypont szerinti el jdrds, azzal jelle -
mezve, hogy olyan muteint dllitunk elé, amelynek aminosav
szekvencidja egy vagy tobb tovdbbi helyzetben, eldnyisen egy vagy
két tovdbbi helyzetben vdltoztatdst tartalmaz,.

3. A 2, igénypont szerinti el jdrds, azzal jelle-~
mezve, hogy olyan muteint d1litunk e16, amelyben a humdn
tumor nekrézis faktor aminosav szekvenclégaf" 29 és 863 31 és 863
32 és 863 29, 32 és 86 vagy 31, 32 és 86 helyze?ﬁen vdltoztatdst
tartalmaz,

4, Az 1-3, igénypontok bdrmelyike szerinti el jérds,
azzal jellemezve, hogy Thr86-TNFm, Ser29—Thr86
_TNFe, Glud -ThrOO-TNPe, Trp32-ThrO0-TNFe, Ser2d-Trp32-Throo-
~MNFe: vagy Asn3l-Thr3?-mnrO®_mPe muteint £11itunk el6.

5. Az 1-4, igénypontok bdrmelyike szerinti el jdrds,

azzal jellemezvVve, hogy gazdasejtként valamely pro-
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karidta vagy alacsonyrendii eukariéta gazdasejtet alkalmazunk.
6. Az 5, igénypont szerinti el jdrds, azzal jellemezve,
hogy gazdasejtként valamely E. coli torzset alkalmazunk.

T. Az 1-6. igénypontok bdrmelyike szerinti el jdrds,
azzal jellemezve, hogy kifejezd vektorként valamely,
a pDS csalddba tartozé vektort alkalmazunk.

8. Eljérds gybgydszati készitmények el6411itdsédra, azzal
jellemezve, hogy valamely, az 1-7, igénypontok bédr-
melyike szerinti el jdrdssal elédllitott vegyililetet és kivédnt eset-
ben tovdbbi gybgydszati hatbanyagot nem-toxikus, inert, kompatibi-
lis gydgydszati hordozdanyagokkal Osszekeveriink és a keverdket
galenikus formdra hozzuk,

| 9, Az 1-7. igénypontok bdrmelyike szerinti el jdrdssal
elédallitott vegyUletek felhaszndldsa a 8, igénypont szerinti gyé-
gyészati készitmények el18411itdsdra., \

10, Az 1-7, igénypontok bdrmelyike szerinti el jdrdssal
el6dllitott valamely vegyiiletet kédolé DNS szekvencidt tartalmazé
DNS szekvencia.

11, Vektor, kiilondsen prokariéta vagy alacsonyrendii
eukaridta gazdasejtben torténé kifejezésre szolgdlsé vektor, azzal
jellemezve, hogy a l0O, igénypont szerinti DNS szek-
vencidt tartalmaz.,

12, Gazdasejt, kiilondsen prokaridéta vagy alacsonyrendii
eukaridéta gazdasejt, azzal jel l eme z ve, hogy valamely,
a 11, igénypont szerinti vektorral transzformdlva van,

13, A 12, igénypont szerinti gazdasejt, azzal jel -
lemezve, hogy valamely E, coli torzs.
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. 1b. dbra

Xhol
1 CICGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT

ECORI
51 AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

101 AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

151 CCTGTAGCCC ATGTTGTCGC GAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProvalAlaH isValvalAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

BglI
201 GCTGAACcGe CGGGCCAATG CCCTCCTIGGE CAATGGCGTG GAGCTGAGAG
pLeuAsnArg ArgAlaAsnA laLeuLeuAl aAsnGlyval GluLeuArga
31 41

251 ATAACCAGCT GGTGGTGCCA TCAGAGGGCC TGTACCTCAT CTACTCCCAG
SpAsnGlnLe uValValPro SerGluGlyL euTyrLeuIl eTyrSerGln
51 61

301 GICCTCTTCA AGGGCCAAGG CTGCCCCTCC ACCCATGTGC TCCTCACCCA
ValLeuPheL ysGlyGlnGl yCysProSer ThrHisvall euLeuThrHi
71

351 CACCATCAGC CGCATCGCCG TCTCCTACCA GACCAAGGTC AACCTCCTCT
sThrlleSer ArglleAlav alSerTyrGl nThrLysvVal AsnLeuLeuS
81 91

401 cCTGCcaTC2A GAGCCCCTGC CAGAGGGAGA CCCCAGAGGG GGCTGAGGCC
erAlallely sSerProCys GlnArgGluT hrProGluGl yAlaGluAla
101 111

451 AAGCCCTGGT ATGAGCCCAT CTATCTGGGA GGGGTCTTCC AGCTGGAGAA
LysProTrpT yrGluProll eTyrLeuGly GlyvalPheG lnLeuGluLy
121

501 GGGTGACCGA CTCAGCGCTIG AGATCAATCG GCCCGACTAT CTCGACTTTG
SGlyAspArg LeuSerAlaG lulleAsnAr gProAspTyr LeuAspPheA
131 141

551 CCGAGTCTGG GCAGGTCTAC TTTGGGATCA TTGCCCTGTG AGGAGGACGA
laGluSerGl yGlnValTyr PheGlyIleI leAlalLeu
151 157
601 ACATCCAACC TTCCCAAACG CCTCCCCTGC CCCAATCCCT TTATTACCCC
651 CTCCTTCAGA CACCCTCAAC CTCTTCTGGC TCAAAAAGAG AATTGGGGGC

HindIIr
701 TTAGGGTCGG AACCCAAGCT TGGACTCCTG TTGATAGATC CAGTAATGAC

751 CTCAGAACTC CATCTGGATT TGTTCAGAAC GCTCGGTTGC CGCCGGGCGT

OTP szamlaszam: 218-98055
14541-5
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801

851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101

TTTTTATIGG TGAGRATCCA AGCTAGCTTG GCGAGATTTT CAGGAGCTAA
GGAAGCTAAA ATGGAGAAAA AAATCACTGG ATATACCACC GTTGATATAT
CCCAATGGCA TCGTAAAGAA CATTTTGAGG CATTTCAGTC AGTTGCTCAA
TGTACCTATA ACCAGACCGT TCAGCTGGAT ATTACGGCCT TTTTAAAGAC
CGTAAAGAAA AATAAGCACA AGTTTTATCC GGCCTTTATT CACATTCTIG
CCCGCCIGAT GAATGCTCAT CCGGAATTTC GTATGGCAAT GAAAGACGGT
GAGCTGGTGA TATGGGATAG TGTTCACCCT TGTTACACCG TTTTCCATGA
GCAAACTGAA ACGTTTTCAT CGCTCTCGAG TGAATACCAC GACGATTTCC
GGCAGTTTCT ACACATATAT TCGCAAGATG TGGCGTGTTA CGGTGAAAAC
CTGGCCTATT TCCCTAAAGG GTTTATTGAG AATATGTTTT TCGTCTCAGC
CAATCCCTGG GTGAGTTTCA CCAGTTTTGA TTTRAAACGTG GCCAATATGG
ACAACTTCTT CGCCCCCGIT TTCACCATGG GCAAATATTA TACGCAAGGC
GACAAGGTGC TGATGCCGCT GGCGATTCAG GTTCATCATG CCGTCTGTGA
TGGCTTCCAT GTCGGCAGAA TGCTTAATGA ATTACAACAG TACTGCGATG
AGTGGCAGGG CGGGGCGTAA TTTTTTTAAG GCAGTTATTG GTGCCCTTAA

GAAAATACCG CATCAGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG
CGCTCGGTCT GTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT
AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG
CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG

Dr. To Q

1093 Budapes

Adéqf
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1b. dbra folytatdsa

2151 TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC
2201 AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTTC
2251 CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC
2301 GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTOGCGC TTTCTCAATG
2351 CTCACGCTGT AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG
2401 GCTGTGIGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGRT
2451 AACTATCGIC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC
2501 AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA
2551 CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA
2601 TTTGGIATCT GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCOGAA AAAGAGTTGG
2651 TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTIG
2701 TTTGCAAGCA GCAGATTACG CGCAGAAMAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT
2751 TTGATCTTTT CTACGGGGIC TGACGCTCAG TGGAACGAAA ACTCACGTTA
2801 AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTT
2851 TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT
2901 TGGTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT
2951 CTGTCTATTT CGTTCATCCA TAGCTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA
3001 CTACGATACG GGAGGGCTTA CCATCTGGCC CCAGTGCTCC AATGATACCS
3051 CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC

' 3101 CGGRAGGGCC GAGCGCAGAA GIGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
3151 AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
3201 AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
3251 GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
3301 TTACATGATC CCCCATGTIG TGCAARAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
3351 CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT

3401 GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
3451

OTP sZamlaszdm: 218-98055
14541-5
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3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951

CGACCGAGTT GCTCTTGOCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACH
FAGCAGAACT TTAAMAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
AACTCICAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTIT ACTTTCACCA GCGTTTCTGG
CTGAGCRAAA ACAGGAAGGC AMAATGCCGC AARAAAGGGA ATAAGGGCGA
CACGGRAATG TTGAATACTC ATACTCTICC TTTTTCAATA TTATTGAAGE
ATTTATCAGG GTTATTGICT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GAARRATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
CTGACGTCTA AGARACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGIATCACGA GGCCCTTTCS TCTTCAC

A am?
OTPYzamlasza

m: 218-98055
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HindIII
1 AAGCTTCACG CTGCCGCAAG CACTCAGGGC GCAAGGGCTG CTAAAGGAAG

51 CGGAACACGT AGAAAGCCAG TCCGCAGAAA CGGTGCTGAC CCCGGATGAA
101 TGTCAGCTAC TGGGCTATCT GGACAAGGGA AAACGCAAGC GCAAAGAGAA
151 AGCAGGTAGC TTGCAGIGGG CTTACATGGC GATAGCTAGA CTGGGCGGTT
201 TTATGGACAG CAAGCGAACC GGAATTGCCA GCTGGGGCGC CCTCIGGTAA
251 GGTTGGGAAG CCCTGCAAAG TAAACTGGAT GGCTTTCTTG CCGCCAAGGA
301 TCTGATGGCG CAGGGGATCA AGATCTGATC AAGAGACAGG ATGACGGTCG
351 TTTCGCATGC TTGAACAAGA TGGATTGCAC GCAGGTTCTC CGGCCGCTTG
401 GGTGGAGAGG CTATTCGGCT ATGACTGGGC ACAACAGACA ATCGGCTGCT
451 CTGATGCCGC ‘CGTG'I'I‘CCGG CTGTCAGCGC AGGGGCGCCC GGTTCTTTTT
501 GTCAAGACCG ACC'IGTCCGG TGCCCTGAAT GAACTGCAGG ACGAGGCAGC
551 GCGGCTATCG TGGCTGGCCA CGACGGGCGT TCCTTGCGCA GCTGTGCTCS
601 ACGTTGTCAC TGAAGCGGGA AGGGACTGGC TGCTATTGGG CGAAGTGCCG
651 GGGCAGGATC TCCTGTCATC TCACCTTGCT CCTGCCGAGA AAGTATCCAT
701 CATGGCTGAT GCAATGCGGC GGCTGCATAC GCTTGATCCG GCTACCTGCC
751 CATTCGACCA CCAAGCGAAA CATCGCATCG AGCGAGCACG TACTCGGATG
801 GAAGCCGGTC TTGTCGATCA GGATGATCTG GACGAAGAGC ATCAGGGGCT
851 CGCGCCAGCC GAACTGTTCG CCAGGCTCRAA GGCGCGCATG CCCGACGGCG
901 AGGATCTCGT CGTGACCCAT GGCGATGCCT GCTTGCCGAA TATCATGGTIG
951 GAAPATGGCC GCTTTTCIGG ATTCATCGAC TGTGGCCGGC TGGGTGTGGC

1001 GGACCGCTAT CAGGACATAG CGTTGGCTAC CCGTGATATT GCTGAAGAGC
1051 TTGGCGGCGA ATGGGCTGAC CGCTTCCTCG TGCTTTACGG TATCGCCGCT
1101 CCCGATTCGC AGCGCATCGC CTTCTATCGC CTTCTTGACG AGTTCTTCIG
1151 AGCGGGACTC TGGGGTTCGA ARTGACCGAC CAAGCGACGC CCAACCTGCC
1201 ATCACGAGAT TTCGATTCCA CCGCCGCCTT CTATGAAAGG TTGGGCTTCG
1251 GAATCGTTTT CcCcGGGaceee GGCTGGATGA TCCTCCAGCG CGGGGATCTC
1301 ATGCIGGAGT TCTTCGCCCA CCCCGGGCTC GATCCCCTCG CGAGTTGGTT
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1351
1401

1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651

CAGCTGCTGC CTGAGGCTGG ACGACCTCGC GGAGTTCTAC CGGCAGTGCA
AATCCGTCG& CATCCAGGAA ACCAGCAGCG GCTATCCGCG CATCCATGCC

Salrl
CCCGAACTGC AGGAGTIGGGG AGGCACGATG GCCGCTTTCG TCGACAATTC

GCGCTAACTT ACATTRATIG CGTTGCGCTC ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG
GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA
GGCGGTTIGC GTATIGGGCG CCAGGGTGGT TTTTCTTTTC ACCAGTGAGA
CGGGCAACAG CTGATTGCCC TTCACCGCCT GGCCCTGAGA GAGTTGCAGE
AAGCGGTCCA CGCTGGTTTG CCCCAGCAGG CGAAAATCCT GTTTGATGGT
GGTTAACGGC GGGATATAAC ATGAGCTGTC TTCGGTATCG TCGTATCCCA
CTACCGAGAT. ATCCGCACCA ACGCGCAGCC CGGACTCGGT AATGGCGCGS
ATTGCGCCCA GCGCCATCTG ATCGTTGGCA ACCAGCATCG CAGTGGGAAC
GATGCCCTCA TTCAGCATTT GCATGGTTTG TTGAAAACCG GACATGGCAC
TCCAGTCGCC TTCCCGTTCC GCTATCGGCT GAATTTGATT GCGAGTGAGA
TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCCGAGACAG AACTTAATGG
GCCCGCTAAC AGCGCGATTT GCTGGTGACC CAATGCGACC AGATGCTCCA

CGCCCAGTCG CGTACCGTCT TCATGGGAGA AAATAATACT GTTGATGGGT

GTCTGGTCAG AGACATCAAG AAATAACGCC GGAACATTAG TGCAGGCAGC

TTCCACAGCA ATGGCATCCT GGTCATCCAG CGGATAGTTA ATGATCAGCC
CACTGACGCG TTGCGCGAGA AGATTGTGCA CCGCCGCTTT ACAGGCTTCG
ACGCCGCTTC GTTCTACCAT CGACACCACC ACGCTGGCAC CCAGTTGATC
GGCGCGAGAT TTAATCGCCG CGACAATTTG CGACGGCGCG TGCAGGGCCA
GACTGGAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAACG ACTGTTTIGCC CGCCAGTTGT
TGTGCCACGC GGTTGGGAAT GTAATTCAGC TCCGCCATCG CCGCTTCCAC
TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG AAACGTGGCT GGCCTGGTTC ACCACGCGGG
AAACGGTCTG ATAAGAGACA CCGGCATACT CTGCGACATC GTATAACGTT
ACTGGTTTCA CATTCACCAC CCTGAATTGA CTCTCTTCCG GGCGCTATCA

TGCCATACCG CGAAAGGTTT TGCGCCATTC GATGGTGTCA ACGTAAATGC
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2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3181
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701

ATGCCGCTTC
GCTACTGACG
CTAGCGGAGT
TGAAGTGCTT
GAATATGTGA
GCTCGGTCGT

GATTTCCTGG

AATCTGACGC
ACCAGGCGTT
TTICGGTTTAC
ACGCCTGACA
TGCACGAACC
CGTCTTGAGT
CACTGGTAAT
GGCTAAACTG
ACCTCGGTTC
GCAAGGCGGT
CGATCTCAAG
AGTGCAATTT

ATAAGTTGIT

Sall
GCCTTCGCGC GCGAATTGTC GACCCTIGTCC CTICCTIGTTCA

GGGTGGTGCG TAACGGCARA AGCACCGCCG GACATCAGCG
GTATACTGGC TTACTATGTT GGCACTGATG AGGGIGTCAG
CATGTGGCAG GAGAAAAMAG GCTGCACCGG TGCGTCAGCA
TACAGGATAT ATTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTAC
TCGACTGCGG CGAGCGGAAA TGGCTTACGA ACGGGGCGGA
AAGATGCCAG GAAGATACTT AACAGGGAAG TGAGAGGGCC
CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACA AGCATCACGA
TCAAATCAGT GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAT
TCCCCTGGCG GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCTGCCT
CGGTGTCATT CCGCTGTTAT GGCCGCGTTT GTCTCATTCC
CTCAGTTCCG GGTAGGCAGT TCGCTCCAAG CTGGACTGTA
CCCCGTTCAG TCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT
CCAACCCGGA AAGACATGCA AAAGCACCAC TGGCAGCAGC
TGATTTAGAG GAGTTAGTCT TGAAGTCATG CGCCGGTTAA
AAAGGACAAG TTTTGGTGAC TGCGCTCCTC CAAGCCAGTT
AAAGAGTTGG TAGCTCAGAG AACCTTCGAA AAACCGCCCT
TTTTTCGTTT TCAGAGCAAG AGATTACGCG CAGACCAAAA
AAGATCATCT TATTAATCAG ATAAAATATT TCTAGATTTC
ATCTCTTCAA ATGTAGCACC TGAAGTCAGC CCCATACGAT
AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAT

ye

A ﬂé

Yo,
41, 11/a

Dr ﬂ%gtb?
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4, dbra
BglI ‘

GGAAGGGCC GAGCGCAGAA GIGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATIGCTACA GGCATCGIGG TGTCACGCTC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
CCGATCGTTG TCAGAAGTRA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATRATA CCGCGCCACA
TAGCAGAACT TTAAPAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGRAA
AACTCTCRAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTRAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCTGG
GTGAGCAARA ACAGGRAGGC AAMATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA
CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GAAAAATARA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC~

AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProvalAlaH isValValAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

BglI
GCTGRACCGC TGGGCCAATG CCCTCCTGGC
pLeuAsnArg TrpAlaAsnA lalLeu
- 31 36
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5. dbra

Bgll
GGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTCCATCC

AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTIC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
CIGIGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
AARCTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCIGG
GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA
CACGGRAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GARAAATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
CIGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGIATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC-

Xhol
—CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT

EcoRI
AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTCAGGGGC AGCTCCAGTG
ProvalAlaH isValValAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

Bgll
GTCCAACCGC CGGGCCAATG CCCTCCTGGC
pSerAsnArg ArgAlaAsnA laleu
31 36

OTP szamlaszam: 218-98055
14541-5



3102
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951

81
101

151

201

.

o M ."
4 Pee o .
L g . M
“ee e P

6. dbra
BqlI

GGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCIGC AACTTTATCC GCCTCCATCC
AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAARAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA AGATGCTTTT
CTGTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATGCGG
CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
AACTCTCAAG GATCTTACCG CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCTCS
GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AARATGCCGC AAAAAAGGGA ATAAGGGCGA
CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GAAARATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA ARAGTGCCAC
CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG
CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC-

AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG
Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

CCTGTAGCCC ATGTTGTAGC AAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProValAlaH isValvValAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

. BglI
GTCCAACCGC TGGGCCAATG CCCTCCTCGC
pSerAsnArg TrpAlaAsnA laLeu

31 36
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