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SEJTEK DEGRANULACIOJAT GATLO HIBRID PROTEIN

ES ALKALMAZASA

KIVONAT

A talalmany szerinti hibrid protein

egy 6nmagaban ismert proteinbdl, amely 6nmagaban is-
mert médon hizésejtekhez és/vagy bazofil sejtekhez kéto-
dik és/vagy amelyeket hizdsejtek és/vagy bazofil sejtek
felvesznek, és

egy o6nmagaban ismert protedzbdél, amely a hizésejtek

és/vagy bazofil sejtek kivalasztészervének egy vagy tébb

proteinjét hasitja,

all vagy azokat tartalmazza.

A talalmany targykéréhez tartozik tovabba a fenti hibrid
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re és alkalmazasara vonatkozik.

Azonnali tipusu allergias reakcidokra az jellemz6, hogy az
érintett betegekben allergiat kivalté anyagokkal (igy pollennel,
haztartasi porban Iévé atkdkkal vagy allati szérokkel) szemben
[gE-tipusy antitestek képzddtek. Ezek az antitestek nem csak a
véraramban keringenek, hanem kétédnek olyan széveti sejtek-
hez is, amelyeknek a plazmamembranban az IgE-molekula egy
részére, az Fc-fragmentumra vonatkozd specifikus receptora
van [Fishman, A., Lorberboum-Galski H.: Eur. J. Immunol., 27,
486-494 (1997); Hamawy, M. M. (szerkesztd): IgE Receptor
(FceRIl) Function: Mast Cells and Basophils, Springer Verlag,
1997]. IgE-receptorokat tartalmazo6 sejtek kizardlag hizésejtek
és bazofil sejtek. Azonnali tipusu allergias reakcidok tekinteté-
ben e sejtek felelé6sek a hatas kozvetitéséért. E sejtek olyan
hélyagocskakat tarolnak, amelyek erekre haté aminokat, tovab-
ba prosztalgandint és leukotrint (arachidonsavszarmazékokat)
tartalmaznak. Ezen anyagok - hizésejtek degranulacidjahoz ve-
zetd - leadasa specifikus és nemspecifikus mechanizmus utjan
kovetkezik be. Ha sejtek - példaul a béron esett karcolas atjan
- mechanikusan roncsolédnak, hisztamin nemspecifikus leada-
sa kévetkezik be. A seben a bér kivorésodik. Odémak képzéd-
nek, tovabba a boér viszket (haromszoros reakcio). A hisztamint
specifikusan leadé anyagok viszonylag csekély koncentracio6-
ban hatasosak, és a kdvetkezdé eseménylancolatot (jelkaszka-

dot) inditjdak el: C foszfolipaz aktivalasa - a diacilglicerin és
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IP3 masodik hirvivé képzése - a sejtbeli tarolokbdl kalcium
mobilizalasa - a granulak fuziéja a sejtmembréannal - a granulak
sejten kivuli Urulése citolizis nélkal - a heparinnal és egy bazi-
kus proteinnel alkotott komplexbdl a pozitiv toltésl hisztamin
kicserélédése natriumra - a hisztamin leadasa a granuldk mat-
rixabol. Ha allergiaban szenvedd beteg hizdsejtjei és egy al-
lergiat kivalté anyag érintkeznek, akkor a sejt feluletén |évd
IgE-molekulak megkotik ezt az allergiat kivalto anyagot. Ha az
allergiat kivaltéo anyag kell6 szami molekulaja megkétodik, a
plazmamembranban lévé receptorok aggregaciojara kerul sor.
Az aggregacid a specifikus inger a sejt belsejében a fentiekben
ismertetett jelkaszkad kivaltdsara. A leadott anyagok kivaltjak
az allergias tuneteket (kétéhartyagyulladas, natha, asztma,
gégeddéma, csalankiutés, a kifejezett allergias sokk kivalta-
saig bekdvetkezdé vérnyomascsdkkenés). Méhek mérgeben lévo
peptidek, igy a hizésejtek degranulaciojat kivaltdo peptid (MCD)
szintén hizésejt-degranulaciét valtanak ki. Nemkivanatos ha-
tasként néhany gyogyszer is specifikus hisztaminleadast okoz.
Human betegek esetén izomgdrcsoldd szerek, dextran, acetil-
szalicilsav (aszpirin), morfin, antibiotikumok, réntgenvizsgalati
kontrasztszerek és idegen szérumok esetén ismertették a
hisztamin leadasat.

Amennyiben sikerul meggatolni a hélyagocskak ésszeolva-
dasat a plazmamembréannal, akkor elmarad az aminok és
arachidonsavszarmazékok kiuritése. Ennek kdvetkeztében al-
lergias reakciék kivaltasara nem kerul sor. A kivalasztasi fo-
lyamatban, illetve a leadasban szdmos protein (fuziés protein)

vesz részt, amelyek kivalasztasi holyagocskak membranjain
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eés/vagy a plazmamembranokon lehetnek kétve. E proteinek
el6fordulhatnak a sejtfolyadékban is. SNAP 25, szinaptobrevin
(VAMP) és szintaxin, illetve izomer alakjaik tartoznak e protei-
nekhez. Ezek a proteinek komplexet (fizids komplexet) alkot-
nak, amely a kivalasztasi holyagocskakat a plazmamembran
belsé oldalan régziti. A régzitést megelézi a hélyagocska
Osszeolvadasa a plazmamembrannal, amit Ca'*-ionoknak IgE
kbézvetitésével sejtekbe valo dramlasa valt ki. A proteinek egyi-
kének inaktivalasa, vagyis a proteolitikus hasitas meggatlasa
altal megakadalyozhat6 a komplex képzddése.

Idegsejtek esetén a nevezett flzids proteinek ismeretesen
a Bacillus Clostridium botulinum &ltal termelt idegmérgek
konnyld lancanak célmolekulai (szubsztratumai) [Ahnert-Hilger
G., Bigalke H.: Progress in Neurobiology, 46, 83-96 (19995);
Bigalke, H.: Clostridial Toxins, Handbook of Experimental
Pharmacology and Toxicology, Just & Aktories (szerkeszték),
Springer Verlag 1999]. Jelenleg a Botulinum-idegmérgek 7 ka-
I6nb6z6 tipusa ismert (A, B, C1, D, E, F és G). Az emlitett
szinaptobrevin ezenkivul célmolekula a Clostridium tetani altal
termelt TeNT szamara [Link E., Edelmann L., Chou J., Binz T.,
Yamasaki S., Eisel U., Baumert M., Sudhof T. C., Niemann H.
és Jahn R.: Biochem. Biophys. Res. Comm. 189, 18423-26
(1992)], valamint Neisseria gonorrhoeae eredet(i proteaz sza-
mara [Binscheck T., Bartels F., Bergel H., Bigalke H., Yama-
saki S., Hayashi T., Niemann H., Polner J.: J. Biol. Chem. 270,
1770-1774, (1995)]. A legutobb emlitett kivételével a toxinok
legalabb két funkcionalis doménbél allnak. A protein C-

-terminalis része (nehéz lanc) felelés az idegsejthez valo kété-
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déséért, mig az N-terminalis rész (kénny( lanc) a fentiekben
ismertetett, nagymértékben specifikus proteolitikus aktivitas-
ban jatszik szerepet. A toxinok a protein nehéz lancan keresz-
tul kotddnek az idegsejtekhez, és receptor &ltal kdézvetitett
sejten kivuli kiurités és azt kévetd transzlokacid atjan jutnak a
sejtfolyadékba, ahol a fuziés komplexet felépité egy vagy tébb
megnevezett fuziés proteint hasitanak. A mindenkori protein
hasitasa utan az acetilkolin, illetve egyéb atvivé kivalasztasa
az idegsejtekbdl gatlast szenved [Binscheck T. és Wellhéner
H. H.: Tetanus and botulinum toxins - zinc proteases - synap-
totagmin - exocytosis, Toxins and signal transduction, Gutman
Y., Lazarovici P. (szerkeszték) 1, 457-487 (1997)].

Az atvivoék uritésének gatlasat gyodgyaszatilag mar haszno-
sitjdk rendellenes izomténus okozta mozgaszavarok kezelésé-
re, valamint tulzott paraszimpatikus aktivitasok csdkkentésére
[Benecke R., Kessler K. R.: Akt. Neurol. 22, 209-213 (1995)]. A
Clostridium eredetl idegmérgek szamara a fuziés proteineken
kivual egyéb bioldogiai szubsztratumok nem ismeretesek. A ne-
héz lancok affinitdsa periférias idegsejtekhez nagy, ugyhogy az
ezekkel 6sszekapcsolt kénnyl lancok csak ezekbe a sejtekbe
jutnak be, és ezekben fejtik ki hatasukat, jollehet egyéb sejtti-
pusok, igy hizésejtek és bazofil sejtek is - amelyekben kiva-
lasztasi folyamatok lejatszédnak - tartalmazzak a fent emlitett
szubsztratumokat, azonban nem all rendelkezésre mechaniz-
mus a protedzok felvételére [Marxen P., Fuhrmann U., Bigalke
H. Toxicon 27, 849-859 (1989)].

A fentiek alapjan a talalmany hibrid protein, amely
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egy 6nmagaban ismert proteinbél, amely énmagaban is-
mert médon hizésejtekhez és/vagy bazofil sejtekhez ko6té-
dik es/vagy amelyet hizésejtek és/vagy bazofil sejtek fel-
vesznek, és

egy 6nmagaban ismert proteazbdl, amely a hizésejtek
és/vagy bazofil sejtek kivalasztdszervének egy vagy tébb

proteinjét hasitja,

all vagy azokat tartalmazza.

A talalmany egyik elényés kiviteli alakja hibrid protein,

amely

i)

egy proteinb6l, amely hizésejtekhez és/vagy bazofil sej-
tekhez kotodik és/vagy amelyeket hizosejtek és/vagy
bazofil sejtek felvesznek, ahol a protein a kdévetkezd cso-
portbdl van kivalasztva:

IgE,

IgE-fragmentum, kalénésen IgE-Fc-fragmentum,

hizésejtek és/vagy bazofil sejtek IgE-receptorainak anti-
testjei,

hizésejtek és/vagy bazofil sejtek IgE-receptorai antitestjei-
nek fragmentumai, kalénésen Fab-fragmentumok,
hizésejtsre pecifikus kaliumcsatorna-antitest és

inaktiv, azonban k6t6dé MCD-peptid, és

egy proteazbdl, kaléndésen egy é6nmagéban ismert prote-
azbol, amely a hizoésejtek és/vagy bazofil sejtek kivalasz-

toszervének egy vagy tébb proteinjét hasitja,

all vagy azokat tartalmazza.

A talalmany egy tovabbi elényés kiviteli alakja hibrid pro-

tein, amely
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i) egy proteinbdl, kulénésen egy 6nmagaban ismert protein-
bél, amely hizosejtekhez és/vagy bazofil sejtekhez kotddik
és/vagy amelyeket hizosejtek és/vagy bazofil sejtek fel-
vesznek, kalénésen 6nmagaban ismert moédon felvesznek,
és

ii) egy proteazbdl, amely a hizésejtek és/vagy bazofil sejtek
kivalasztoszervének egy vagy tobb proteinjét hasitja, ahol
a proteaz a kovetkez6 csoportb6l van kivalasztva:

- egy Clostridium botulinum-toxin, kulénésen A, B, C1, D, E,
F vagy G tipus kénnyu lanca;

- egy Clostridium botulinum-toxin, kidlénésen A, B, C1, D, E,
F vagy G tipus kénnyl lancanak katalitikusan aktiv frag-
rhentuma;

- tetanusztoxin kénnyd lanca;

- tetanusztoxin kénnyl lancanak katalitikusan aktiv frag-
mentuma;

- Naisseria gonorrhoeae IgA-proteaza és

- Naisseria gonorrhoeae IgA-proteazanak katalitikus doménje,

all vagy azokat tartalmazza.

A talalmany szerinti hibrid proteinek tovabbi el6ny6s val-
tozatai i) proteinként az el6zéekben felsorolt csoportbél kiva-
lasztott proteint és ii) proteazként az el6zéekben felsorolt cso-
portbdl kivalasztott proteazt tartalmazzak.

A fenti hibrid protein egy Clostridium botulinum-toxin vagy
tetanusztoxin kénnylG lancan kivul az illeté toxin nehéz lanca-
nak N-terminalis részét (Hy-fragmentumat) vagy annak egy

fragmentumat is tartalmazza.
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A talalmany ezenkivul a fenti hibrid protein alkalmazasa
hizésejtek degranulaciojanak gatlasara.

Ha a hizdésejteket eldlnénk, allergias sokk veszélye alina
fenn, ha az elhalé hizésejtek a tarolt endogén aminokat lead-
nak. Ezenkivil a hizosejtek szamanak csdkkenése e sejtek uj-
boli szintézisét stimulalja, és az uj sejtek is rendelkezésre all-
nanak allergias reakcidkhoz. A talalmany szerinti hibrid protein
ezaltal alapvetéen kulénbdézik az ismert IgE-Fc/pszeudomo-
nasz-exotoxin-konjugatumtél, amely a protein szintézisét ADP-
-ribozilez® aktivitasa utjan gatolja, és ezaltal sejthalalt idez eld
[Fishman, A., Lorberboum-Galski H.: Eur. J. Immunol., 27, 486-
-494 (1997)]. Ezzel szemben a taldlmany szerinti hibrid protein
nem 6li el a hizosejteket. A sejtek a behatast kévetéen életké-
pesek maradnak, és csak azt a képességuket veszitik el, hogy
érsziikité hatasi aminokat adjanak le. Uj hizésejtek szintézisé-
nek stimulalasa elmarad. Terapias alkalmazas esetén lehetsé-
ges toxikus mellékhatasokat elkeruliunk, amelyek olyan konju-
gatum esetén lennének varhatbéak, amely a komplett pszeudo-
monasz-toxin sejtmérgen vagy Osszehasonlithaté sejtmérgen
alapszik.

A talalmany tehat olyan konjugatumra (hibrid proteinre) is
vonatkozik, amely
i) hizésejtekhez/bazofil sejtekhez nagy affinitasu proteinbdl

vagy peptidbdl (transzportproteinbdl/transzportpeptidbél)

es
ii) a sejtek degranulacidjat vagy kivalasztasi mechanizmusat

gatlo specifikus proteazbol
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all. A konjugatum azonnali tipusu allergias reakcidok kezelésére
és megelbzésére szolgal.

i) A konjugatum nagy affinitasu, hizosejtekhez kot6doé
komponenseként kaléndésen E tipusu immunglobulint (IgE), il-
letve ebb6l szarmaztatott fragmentumot, igy Fc-fragmentumot
alkalmazunk. Ezenkivul hizésejtek/bazofil sejtek specifikus fe-
IGleti molekulai tekintetében olyan antitesteket is alkalmazunk,
amelyek szelektiv moédon kétédnek azok plazmamembranjahoz.
Féleg az IgE-receptor antitestjei teljesitik ezt a célt. Fentieken
kival a hibrid proteinben transzportpeptidként a hizésejteket
degranulalé peptid inaktiv, azonban koét6dé mutansait is alkal-
mazzuk. Ezek a transzportpeptidek/transzportproteinek arra
szolgalnak, hogy proteazt juttassanak a sejtekbe. Ez a proteaz
nagymértékben specifikus, a sejtek degranulaciés mechaniz-
musat beinditdé proteineket hasit a hizdosejtek fuziéskomplexé-
ben.

iit) Nagymértékben specifikus protedzként metalloprotei-
naz, igy A, B, C1, D, E, F vagy G tipusu botulinumtoxin
(BoNT/X) vagy tetanusztoxin (TeNT) koénnyl lanca vagy pedig
Neisseria gonorrhoeae eredetu IgA-proteaz szolgal. Ezek a
proteazok hasitjdk a szinaptoszomalis koétédésl proteint (MR
25 000, SNAP 25), szinaptobrevint vagy szintaxint. Ha a meg-
nevezett proteinek/peptidek csak egyike is el van hasitva, a
hizésejtek degragnulacidoja gatolt. Ekkor hisztamin, proszta-
glandinok és leukotriének kivalasztdsa mar nem megy végbe,
és allergias tunetek nem Iéphetnek fel.

A taldlmény értelmében a toxinok nem mérgezd, kénnyd

lancai 6sszekapcsolhatdk transzportproteinekkel, amelyek ki-
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zarélag hizosejtekhez, illetve bazofil sejtekhez koétdédnek, és
ezért csak ezek a sejtek veszik fel, ennek soran a kénnyu lan-
cok - ugyszolvan katapultalva - egyidejldleg ilyen sejtekbe jut-
nak. ldegsejtekbe vagy a szervezet egyéb sejttipusaiba nem
tudnak behatolni, igy hatasuk hizosejtekre és bazofil sejtekre
korlatozott marad. Ha a szubsztratumok egyike proteolitikus
roncsolast szenved, ezen JIgE-tartalmi sejtek allergiat kivalté
anyaggal vagy valamely fentiekben emlitett gyogyszerrel valé
érintkezését kovetden allergias tiunetek nem Iépnek fel.
Hizésejtekre specifikus kapcsoldproteinként alkalmazha-
tok:
1. E tipusu immunoglobulin, ennek Fc tipusu fragmentuma,
IgE-receptor antitestek,

hizésejtet degranulald peptidek és

A

hizésejtre specifikus kaliumcsatorna antitest.

A felsorolt proteinek tekintetében a szakirodalomra utalunk

a kévetkezdk szerint:

- IgE és IgE-Fc-fragmentum [Helman L.: Eur. J. Immunol. 23
(1), 159-167 (1995)];

- hizdsejtek/bazofil sejtek IgE-receptor antitestek, hizdsejtre
specifikus kaliumcsatorna antitestek, valamint az antites-
tek Fab-fragmentuma [Liddel és Weeks: Antikorper-Techni-
ken, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, 1995];

- MCD peptid [Gmacehl M. és Kreil G.: J. Biol. Chem. 270
(21), 12704-12708 (1995)];

- inaktiv, azonban ké6t6dé mutansok, a mutalt peptid eldallit-

hatéo ismert eljarassal [Nichol D. S. T.: Gentechnische

Methoden, Spektrum Akademischer Verlag, 1995];
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a kilénb6zé A-G tipusi botulinumtoxinok kénnyl lancai

[Binz T., Kurazono H., M., Frevert J., Wernars K., Niemann

H.: J. Biol. Chem. 265, 9153-9158 (1990)];

- tetanusztoxin kénnyd lanca [Link E., Edelmann L., Chou J.,
Binz T., Yamasaki S., Eisel U., Baumert M., Sudhof T. C.,
Niemann H. és Jahn R.: Biochem. Biophys. Res. Comm.
189, 18423-26 (1992)] és

- IgA-proteaz [Binscheck T., Bartels F., Bergel H., Bigalke
H., Yamasaki S., Hayashi T., Niemann H., Polner J.: J.
Biol. Chem. 270, 1770-1774, (1995)].

Ismertettek IgE Fc tovabbitasara szolgalé rendszert (US
4 902 495).

Sejtaktivitast szabalyozé hatéanyagrol is beszamoltak (WO
94/21300).

A két komponens (transzportprotein és proteaz) Osszekap-
csolasa lefolytathatd kulénb6z6é médon. Elészor a toxin kénny
lancat kromatografiai eljarassal tisztitjuk. A kénnyG lanc egyal-
talan nem mérgezd, minthogy a nehéz lanctél, a neurotrop
transzportproteintdl torténd elvalasztast kévetéen nem juthat
be idegsejtekbe, és sejten kivuli szubsztratum nem fordul elé.
A konnyl lancot ezutan a hizésejtekhez kapcsol6dd négy pro-
tein egyikevel kémiai Gton konjugdtumma kapcsoljuk Gssze,
amelyet hizdsejtek sejtfolyadéka felvesz. Ott a kénny(i Ianc ha-
sitja szubsztratumat, miutan hisztamin és egyéb anyagok kiva-
lasztasa gatoltta valik. A konjugatum egy masodik szintézisutja
abban all, hogy a kénnyl lancot kédolé gént a hizésejtekhez
kapcsol6d6é négy protein egyikét kédolé génnel fuzionaltatjuk,

majd alkalmas gazdasejtekben hibrid proteint termelunk. Ez a
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biotechnolégiai uton el6allitott hibrid protein két proteinkom-
ponensbdl eldallitott konjugatumhoz hasonléan gatolja a hizo-
sejtekbdl torténd kivalasztasi folyamatot.

Hibrid proteinek eldallitasa 6nmagaban ismert eljaras, ka-
Ibnésen a daganatos betegségek gydgyitasa terén [Vogel, C.-
-W. (szerkeszt6é): Immunoconjugates: Antibody conjugates in
radio-imagining anth therapy of cancer, Oxford UP Inc., 1987,
Magerstadt M.: Antibody conjugates and malignant diseases,
CRC Press, 1991]. Ebben a gydégyaszati megoldasban rakos
sejtek eldlésére a rakos sejtek feluleti proteinjeire nézve anti-
testet kapcsolnak o6ssze sejtméregnek min0sul0 proteinnel,
amely tébbek k6zott lehet ricin vagy difteriotoxin. A talalmany
szerinti eljarasban Uj a specifikus proteazok vagy proteolitikus
domének alkalmazasa hibrid proteinekben hizésejtek degra-
nulaciojanak gatlasara és ezaltal allergia gyogyitasara. Ezek-
kel a hibrid proteinekkel nem csak a kézérzetet erésen ronté
allergias tunetek (szénanatha, asztma és neurodermitisz) ga-
tolhaték meg. E vegyuletek beadhatdok profilaktikusan is élet-
menté gyogyaszati készitményekkel végzett terapia keretében
allergias reakcidk elkerulésére. E hibrid proteinek ezenkivul
meggatolhatnak allergias tuneteket is, amelyek érzéketlenités
soran lépnek fel.

A talalmanyt a kévetkezékben példakkal szemléltetjuk.

1. példa - Hibrid protein szintézise IgE bazisan és
BoNT/A konnyd lancanak eldallitasa

5,0 mg A tipusu tisztitott botulinumtoxint 15 mmol/l natri-
um-tetraboratot és 30 mmol/l foszfatot tartalmazd, 8,4 pH-ju

pufferben az egyensuly beéllasa utan ugyanezen pufferrel e-
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gyensulyi allapotba hozott (1,0x3,0 cm mereti) QAE-
-Sephadex tipusu oszlopra viszuank fel. Ezt kévetéen az oszlo-
pot 120 mmol/l ditioeritrolt, 2 mol/l karbamidot és 1 mmol/l
EDTA-t tartalmazé 10 ml oldattal mossuk és éjszakan at in-
kubaljuk. Ezt kévetéen a kénnyl lancot az oszloprél 10 mmol/l
koncentraciéju boratpufferrel elualjuk, majd 7,0 pH-ju, 20
mmol/l foszfatot tartalmazd oldattal szemben dializaljuk.

Kereskedelmi forgalomban szerzunk be (patkany eredet)
E immunoglobulint. 10 mg immunoglobulint (4 °C hémérsékle-
ten éjszakan at) 1 ml foszfatpufferben 50 ng papainnal hasi-
tunk. Az Fc-fragmentumot Sephacryl S200 tipusu gélszird osz-
lopon tisztitjiuk. 3,0 mg tisztitott Fc-fragmentumot botulinum-
toxin 3,0 mg tisztitott kénnyl lancaval 2 ml 7,0 pH-ju natrium-
-foszfat-oldatban lévd ditiobiszszukcinimidilpropionat bifunk-
cios szerrel 16 éran at inkubalunk. Az igy szintetizalt hibrid
proteint (Sephacryl S200 tipusu oszlopon lefolytatott) gélszi-
rés utjan tisztitjuk, és SDS-gélelektroforézis utjan tisztasagra
elemezzuk.

A hizosejtek degranulacidjanak gatlasat két kisérletben
vizsgaljuk. Az elsO kisérletben patkany eredetl hizdsejteket a
hibrid molekulaval inkubalunk, és ezt kdvetéen stimulaljuk a
hisztamin leadasat. A stimulalashoz specifikus hisztaminfelsza-
badité anyagokat, igy MCD-peptidet és Concanavalin A nev(
terméket hasznalunk (utobbi kisérletekben hasznéalatos anyag),
illetve stimulalas céljabsl a sejtekben kézvetlenul megnéveljuk
a kalciumkoncentraciét. Az utébbi modszer esetén egyes hizé-
sejtekbe kalciumot injektalunk. Ezaltal a fentiekben ismertetett

jelkaszkadot rovidre zarjuk, minthogy a kalciumkoncentracio
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novekedése a kivalasztasi folyamatban az a |épés, amelyet a

holyagocskak fuzidja kdévet. A hizésejtek - hisztaminleadast

tukréz6 - degranulaciojat faziskontraszt-mikroszképpal koévet-

juk. A tovabbiakban leadott hisztamint mennyiségileg meghata-

rozhatunk fluoreszcenciamérés segitségével. Végul elektrofi-

ziolégiai modszerrel meghatarozhatjuk a hizésejtek névekede-

sét, amelyet a degranulacié soran hdolyagmembranok plazma-

membranba torténé beagyazodasa okoz. A hibrid proteinnel

kezelt sejtekben - ellen6rz6 sejtekkel ellentétben -

1. morfoldgiai valtozasok nem Iépnek fel,

2. a sejtek feluluszdjaban a fluoreszcencia erb6sédése nem
tapasztalhato, és

3. a sejtek mérete nem ndévekszik.

Ezaltal igazolhatd, hogy a hibrid protein hisztamin leadasat

blokkolja.

A masodik kisérletben a hibrid proteint él6 patkanyokba
injektaljuk. Néhany nap mulva a patkanyokat leéljuk, és a hizé6-
sejteket szokasos mddon kinyerjuk. A degranulaciot, illetve
hisztamin leadasat a fentiekben ismertetett médon hatarozzuk
meg. Ebben a kisérletben azt vizsgaljuk, hogy a konjugatum
él6 allatban is eljut a testnek abba a tartomanyaba, ahol a hi-
zo6sejtek vannak, és hogy a konjugatum a hizdsejteket ott
inaktivalja-e.

2. példa - Rekombinans hibrid protein eléallitasa Clost-
ridium botulinum A tipusa koénnya lancat kodolé gént az E
immunglobulint vagy annak egyik fragmentumat (Fc-frag-

mentumat) kédolé génnel 6sszekapcsolva
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A botulinumtoxin A kénny( lancat kédolé gént alkalmas
primer segitségével PCR (polimeraz lanc reakcigja) utjan izo-
laljuk. Ehhez A tipusu Clostridium botulinum tenyészetet hasz-
naljuk, amelyb6l a DNS-t preparéaljuk. A toxingén publikalt
szekvenciaja [Binz T., Kurazono H. M., Frevert J., Wenars K.
és Niemann, H.: J. Biol. Chem. 265, 9153-9158 (1990)] alapjan
primerpart vezetiunk le, és PCR uatjan amplifikaljuk a kénnyd
alegységet kédold gént. Ezt kévetében e gént kereskedelmi for-
galomban kaphaté pQE expresszids vektorban az eldallitéd
adatainak megfeleléen klonozzuk.

A human E immunoglobulin Fc-fragmentumat kodold gent
[Helman L.: Eur. J. Immunol. 23 (1), 159-167 (1995)] PCR utjan
kereskedelmi forgalomban kaphaté cDNS-bankbél izolaljuk, és
botulinumtoxin A kénny( lancat kédolé génnel vektorban fuzio-
naljuk.

A kapott vektorral alkalmas (E. Coli) M15-sejteket transz-
formalunk. Minthogy ebben az expressziés rendszerben az
inszertalt gének ,hisz-toldattal” vannak ellatva, a rekombinans
proteint Ni-affinitasi oszlopon tisztitjuk. A nagy tisztasagu
anyagot Shepacryl S300 tipusu oszlopon lefolytatott gélszi-
réssel tisztitjuk.

A bioldgiai aktivitast ez esetben is izolalt hizésejtek in
vitro vizsgalataval hatarozzuk meg.

3. példa - Rekombinans hibrid protein eléallitasa teta-
nusztoxin kénnyi alegységét kodolé gént a hizésejtet de-
granulalé peptidet (MCD) kédolé mutalt génnel 6sszekap-

csolva

93203-12194/VO/LZs PCT/EP99/03272
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A hizdésejteket degranulalé peptid - 22-tagu - szekvenciaja
ismert [Gmach!l M. és Kreil G.: J. Biol. Chem. 270 (21), 12704-
-12708 (1995)]. Ennek alapjan megfelelé oligonukleotidot szin-
tetizalunk.

Tetanusztoxin kénny( alegysége szekvenciajanak izolala-
sara C. tetani tenyészetet hasznéalunk, és abbdl kinyerjuk a
DNS-t. A tetanusztoxin ismert nukleinsavszekvenciajabél PCR
szamara primert és ezaltal a toxin kénnyl alegységét kodoléd
gént nyerunk ki.

Az 1. példaban ismertetettek szerint mindkét nukleinsav-
szekvenciat pQU expressziés vektorban fuzionaljuk, majd E.
coli gazdasejtben exprimaljuk. A hibrid proteint - amely ez
esetben is hisz-toldattal van ellatva - affinitasi oszlopon le-
folytatott kromatgorafias eljarassal és azt kdvetéen gélszireés
atjan tisztitjuk. A hizésejteket degranulalé peptidet kddolé tisz-
titott gént kémiailag szintetizaljuk a peptid aktiv doménjében
lefolytatott pontmutaciéval. E gént 6sszekapcsoljuk a tetanusz-
toxin kénnyl lancat koédoldé gennel. A hibrid proteint E. coli
gazdaszervezetben exprimaljuk és tisztitjuk. Az igy eldallitott
hibrid proteint hizosejtek degranulaciés vizsgéalataban in vitro
tanulmanyozzuk.

4. példa - Rekombinans hibrid protein elbéallitasa az IgE
Fc-fragmentumat kédol6é gén és az IgA-proteazt kédolé gén
osszekapcsolasaval

Az IgE Fc-fragmentumat kodoldé gént az 1. példaban is-
mertetett médon izolaljuk.

Az N. gonorrhoeae eredetl IgA-proteazt kédold gén ismert.

Ebbdl primert vezetunk le, és N. gonorrhoeae nukleinsavprepa-
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ratumabol PCR atjan kinyerjuk a specifikus proteazt koédolé
gént.

A két nukleinsavat kereskedelmi forgalomban kaphatd
vektorban a gyarté adatainak megfeleléen egyesitjuk, és a hib-
rid proteint affinitasi oszlopon lefolytatott kromatografias elja-
rassal tisztitjuk (lasd a 2. példat).

A gatlo aktivitast ez esetben is (a fentiekben ismertetett
modon) izolalt hizésejteken in vitro mutatjuk ki.

5. példa - IgE-receptor antitestjének Fab-fragmentuma-
bol és B tipusu botulinumtoxin kénnyd lancabdl allé hibrid
protein eléallitasa

Hiz6sejteken 1évo IgE-receptor monoklonélis antitestjét ke-
reskedelmi forgalomban szerezziUk be, és kromatografias elja-
rassal utotisztitast végzunk. 0,5 mg antitestet F botulinumtoxin
0,4 g tisztitott kénnyu lancaval konjugalunk. Az idegtoxin el6-
allitasa utan a koénnyu alegységet az 1. példaban ismertetett
médon az idegtoxin hasitasaval és ezt kévetbéen ioncserés
kromatografias eljarassal végzett tisztitassal izolaljuk.

A két proteint (F tipusu toxin kénnyl alegységét és mono-
klonalis antitestet) bifunkciéos reagenssel kapcsoljuk 6ssze
egymassal. Ehhez az izolalt proteineket 10 mmol/l koncentraci-
6ju malemidobenzoil-N-hidroxi-szukcinimid-észterrel inkubal-
juk. Ezt kévetéen a hibrid proteint Shepacryl S300 tipusu osz-
lopon lefolytatott gélsziréssel tisztitjuk meg nemkonjugalt pro-
teinektdl.

Ez esetben is izol4lt hizésejteken igazoljuk, hogy a szin-

tetizalt hibrid protein gatolja a hisztamin kivalasztasat.
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Szabadalmi igénypontok

1. Hibrid protein, amely

egy énmagaban ismert proteinbél, amely 6nmagaban is-
mert modon hizosejtekhez és/vagy bazofil sejtekhez kotd-
dik és/vagy amelyet hizésejtek és/vagy bazofil sejtek fel-
vesznek, és

egy O6nmagaban ismert proteazbdl, amely a hizésejtek
és/vagy bazofil sejtek kivalasztészervének egy vagy tébb

proteinjét hasitja,

all vagy azokat tartalmazza.

2. Hibrid protein, amely

egy proteinbdl, amely hizésejtekhez és/vagy bazofil sej-
tekhez kotoédik és/vagy amelyeket hizosejtek és/vagy ba-
zofil sejtek felvesznek, ahol a protein a kdvetkezd cso-
portbdl van kivalasztva:

IgE,

IgE-fragmentum, kulénésen IgE-Fc-fragmentum,

hizésejtek és/vagy bazofil sejtek IgE-receptorainak anti-
testjei,

hizosejtek és/vagy bazofil sejtek IgE-receptorai antitestjei-
nek fragmentumai, kilénésen Fab-fragmentumok,
hizésejtre specifikus kaliumcsatorna-antitest és

inaktiv, azonban k6t6d6 MCD-peptid, és

egy proteazbdl, kulénésen egy 6nmagaban ismert prote-
azbol, amely a hizésejtek és/vagy bazofil sejtek kivalasz-

tészervének egy vagy tébb proteinjét hasitja,

all vagy azokat tartalmazza.
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3. Hibrid protein, amely
i) egy proteinb6l, kilén6ésen egy 6nmagaban ismert protein-

bél, amely hizésejtekhez és/vagy bazofil sejtekhez kétédik

és/vagy amelyeket hizésejtek és/vagy bazofil sejtek fel-
vesznek, kulénésen énmagaban ismert médon felvesznek,
és

ii) egy proteazbdl, amely a hizésejtek és/vagy bazofil sejtek
kivalasztészervének egy vagy tébb proteinjét hasitja, ahol
a proteaz a kévetkezd csoportbdl van kivalasztva:

- egy Clostridium botulinum-toxin, kilénésen A, B, C1, D, E,
F vagy G tipus kénny( lanca;

- egy Clostridium botulinum-toxin, kuléndésen A, B, C1, D, E,
F vagy G tipus kénnyl lancanak katalitikusan aktiv frag-
mentuma;

- tetanusztoxin kédnnyl lanca;

- tetanusztoxin kénny(G lancanak katalitikusan aktiv frag-
mentuma;

- Naisseria gonorrhoeae IgA-proteaza és

- Naisseria gonorrhoeae IgA-protedzanak katalitikus doménje,

all vagy azokat tartalmazza.

4. A 2. vagy 3. igénypont szerinti hibrid protein, amely a 2.
igénypont szerinti csoportb6l kivalasztott i) proteint és a 3.
igénypont szerinti csoportbdl kivalasztott ii) proteazt tartalmaz.

5. A 4. igénypont szerinti hibrid protein, amely egy
Clostridium botulinum-toxin vagy tetanusztoxin kénny( lancan
kival az illeté toxin nehéz |ladncanak N-terminalis részét (Hy-

-fragmentumat) vagy annak egy fragmentumat is tartalmazza.
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6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti hibrid protein

alkalmazasa hizésejtek degranulacidjanak gatlasara.
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