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trehozott delécidkat foglalnak magukban, mikOdzben megtéarte
jék bioldgisi ektivitdeukat, El6nyds mutédnsok azok, emelysk

az N-termindlison (1-14 aminosavak) és/vagy & C-~termindlison
(116=~133, 120-130 és/vagy 130~133 aminossvak) egy vagy tdbb
delécidt tartalmaznak, A muténsoknak =gy méasik elbnyds cso-
portjat képezik a szubsztitucids mutédnsok, tzen mutansok ko=
zUl néhdnynek antagonista hatéss van, Specifikue példék a

Cys & Ala muténsok (Cys16 > A1a16. Cys160y384+-Ala16A1384).

Mds antagonists hatdsu mutdnsok & Glu50 é’LySSO és Lys79 > clu”’
Végil a 29 és 54 aminosavak kozdtt elhelyezked6 spescifikus

epitopokkal szembeni antitssteket is elddllitanak,
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Jelen talédlmany targyst telsp-stimuladléd fake
torok rekombinidns DNS technikaval eléillitott mutédnsai ké-
pezik, A tal&lmiény specifikuean az interleukin-3 mutédnsai-

val nglaikozik. Kézelebbrfl olyan mutédnsokkal, amslyek
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egy vagy tdbb delécidt és/vagy egy vagy tdbb szubsztitu-
cidét tartalmaznak, Ezen mutdnsok gydgyédszati alkalmazha-
tésdga ezek specifikus receptor kOtésétél és szignsl-ét-
vivl tulajdonsdgaitél fligg,

A hematopoietikus sejtekre haté faktorokat a
csontvelé ssjtek prolifericidjinak és/vagy differencidléda-
sédnak lagy agar kulturdban vald mérési vizsgdlata scrin nu-
tattédk ki, Az ilyen aktivitédssal bird faktorokat kézdsen
telep~stimul&éld faktoroknak (colony-stimulating factor, to=-
vabbiakban CSF) navezték el, A legutébbi id6ben zzt talaltdk,
hogy klilénbdz8 CSF-=2k vannak, amelyszket részben annak alsp-
jén lehat osztdlyozni, hogy milyen hematopoietikus dget stie-
mulédlnak,

Human és =gér rendszerekben ezsk a fahérjék
G-CSF-at és M=-CSF-2t foglalnak magukban, Ezek & fehérjék eti-
muldljék & tulnyombdan nsutrofil granulocitédk, illetves & mak-
rofdg telepek in vitro kialakulésit, Az interleukin-2 (to=~
vébbiakban IL-2) stimuldlja az aktivdlt T-sejtek és az akti=-
valt B-sejtek proliferdciéjét, azonban ezt nem tekintik te=-
lep~stimuléld faktornak,

A GM=CSF es az interleukin=3 (IL-3, amely
multi-CSF~ként is ismert) stimuldljik a makrofdg, a neutro-
fil es az eozinofil granulocita telepek képzdédését, Ezen

kivil az IL=3 stimuldlja a megakariocitéa és a tiszta és kevert



eritroid telepek képzb6dését LD, Metcalf, "The hematopoietic
colony-stimulating factors™, 1984, Elsevier, Amsterdam és D,
Metcalf: Science 2838, 16-22 (1985)1,

A nbvekedési fzktor &ltal indukdlt sejt proli-
ferdcid bonyolult folyamat, A nOvekedési faktornak a sejt
feliileten a receptordhoz vald igsn spacifikus kdtbdését kdve=-
téen a komplex endocitbzissal a esejt belseajébe keril és az egy
intracellulédris vélasz reakcidt indukdl, amelyet gyakran meg-
eléz a receptor foszforildcidja [Sibley és mtsai: Cell 48,
913-922 (1987)1, Eze! az intracellulédris jelek specifikus
gén transzkripciot, véglil DNS szintézist és sejt replikdcidt
eredményeznek.,

A CSF-ek kiildonds érdekességiisk, minthogy te-
répids lehatb6séggel birnak, amely lehatbség a hematopoietikus
és limfoid tbérzs eredetl sejtek csdkkent szintjének a normé-

lisra vald visszzdllitdsdban van,

A humén IL=3 (tovédbbiakban hIL-3) ilyen CSF,
Az érett hIL-3 133 aminosavbél 4ll; a fehérje egy diszulfid-
hidat tartalmaz, és két potencidlis glikozildcids hsllyel
rendelkezik L[Yang és mtsai: Cell 47, 3-10 (1986)]1, Tdbbek

kozott a kdvetkez8 tulajdonsdgokkal rendelkezik:

1) Stimuldlja a2 humidn hematopoietikus fs-sej-
tek telep képzbdését, ahol a képz6dott telepeken eritroidokat,

granulocitékat, megakariocitékat, granulocita makrofégokat
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és ezek keverékét értjuk,

2) Stimulédlja a humén akut myelogén leukémia

(tovébbiakban AML) blasztok DN3 szintézisét,

Egy fehérje alkalmazhaté hatdanyagait és anta=-
gonistéit abban az esetben lehst el64llitani, ha a moleskula
szerkezete ¢€s funkcidja kozb6tti Gsszefliggést megértettik, Al-
taldban ezt az Osszefliggést az aminosavak médositédsival, he-
lyettesitésével vagy delécidjdval tanulméanyozzék, Ezen az uton
informdcidk nyerheték z fshérje aktivitdsdban fontosséggal
birdé egyes aminosavakrél, A fehérjék fontos doménjei lehat-
nek az aktiv hely, a fém és kofaktor kdét8 helvek, rsceptor ko-
t8 helyek, az alegység kdlcsdnhatédsokban résztvevé aminosavak
és az antigén determinansok,

Ha & fehérje elsddleges szeskvenciidjz mar meg-
hatdrozott, kilénbbéz6 eljarasokat lehat azlkalmazni z fent em=~
litett jellemzd8 tulajdonsdgok tanulmanyozdséra, Példdul, ha
mas specieszekbll szdrmazé homoldg fehérjék elsSdleges szer=-
kezete & rendelkezésiinkre 4ll1, ezeket a szekvencidkat Sssze=-
hasonlithatjuk, A megtartott szekvencidk gyakran jelzik bizo-
nyos aminosavak fontosséagat,

A mgsodlsgos szerkezeteket ismert algoritmusok-
ka} elére meg lehst jésolni, Lisd példéulz Hopp és Woods:
Proc, Natl, Acad, Sci, USA, 78, 3824-3828°(1981); Garnisr és
mtsai: J, Mol, Biol,, 120, 97-120 (1978); Biou és mtsai: Prot,

Eng., 2, 185-191 (1988); Carmenes és mtsai: Biochem, Biophys,
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Reg, Commun,, 159, 687-693 (1989),

Ha a homoldg fehérjék kozdtti fajtakdzi ho-
molégia magas és ezek egyikénsk a 3D szerkezete (hdrom dimen-
zids szerkezet) ismert, ebb8l a szerkezetb8l a fontos amino-
savak szintén megdllapithaték,

Az elsbdleges és/vagy térszerkezeti adatokat
fel lehet haszndlni a mutagenezis kisérletek megtervezéséhez,
A mutagenizalt fehérjék expresszidja és szen muteinsk (muta-
genizdlt fehérjék) bicldgiai tesztelése informécidt nyujt bi-
zonyos aminosavak relativ fontossagardl,

A jelen talélmény célja IL=3 muténsck, elbnyd-
sen a fenti eljdrdsok alkalmazdsdval tSrténd olB4llitédsa, a-
melyek hasonlé vagy javitott farmakolégiai tulajdonsdgokkal

rendelkeznek, mint a nativ IL-3,

Human interleukin-3

1984~ben izolalték az egér IL-3-at kédold

cONS klénokat [Fung és mtsai: Nature 307, 233-237 (1984) és
Yokota és mtsai: Proc, Natl, Acad, Sci, USA, 81, 1070-1074
(1984)1, Ez a cDNS nem hibridizélt a humén DNS vagy cDNS klé-
nokkal, Igy feltételezhetf volt, hogy az egér IL-3 (mIL=-3)
humdn megfelel6je nem létezik, Ezt a feltételezést meger8si-
tette a humdn GM-CSF aktivitédsinak a széles spektruma, Végiil
1986-ban egy gibbon (Hylobates agilis) cDNS expresszibs t&r

segitségeével megkapték a gibbon IL-3 szekvencidt, Ezt a szek-



venciidt késbébb egy humdn genomidlis tér prébédjaként hasz-
n&ltdk fel, Ez bizonyitékot nyujtott az IL-3 jelenlétére

emberben [Yang és mtsai: Cell 47, 3-10 (1986)1,

Id6kdzben Dorssers és mtsai L[Gene 55, 115-124
(1987)1 egy humédn cDNS térban taldltak egy klént, amely meg-
lep8 mdédon hibridizélt a mil-3-al, Ez a hibridizécidé az mIL=-3
és hIL=3 3’-nem~-k6doldé régidéi kozdétti nagyfoku homoldgidnak

volt a kévetkezménye,

Médositott, az IL~3-t0)l eltérd CSFeek

Mcoonen és mteai [Proc, Natl, Acad, Sci, USA,
84, 4428-4431 (1987)1 leirtdk a humdn GM-CSF killérbdz8 re-
kombindns forridsokbdél, igy E. colibdl, élesztdbbl és &llati
sojtekbbl torténd el6allitésat, Vizsgsdltak a deglikozilacio
hatésédt az éleszt8bdbl és 4llati sejtekbdl szzrmezd, részben
tisztitott expresezibe termékekre, Az N-hez kapcsclt oligo-
"szacharidok eltédvolitidsa az immunreaktivitdst 4-8-szorosara
névelte , A specifikus bioldgiai aktivitds ugy a krénikus
mieloid leukémia (chronic myelogenous leukemia, tovébbiakban
CML), mint & humdn csontveld vizsgalatban huszszoroséra ndve-
kedett,

Kaushansky és mtszi L[Proc, Natl, Acad, Sci,
USA, 86, 1213-1217 (1989)1 megkisérelték meghatédrozni a
GM=CSF polipeptid azon régidéjét (régidit), emely a bioldgiai
aktivitéshoz sziikeéges, Minthogy a humén ;s az egér GM=-CSF

telep-képz8 vizsgidlataiban nincs keresztreakcié, ez a felfogds



a h- és m~GM-CSF k{ildnbdz8 hosszuségu régidit tartalmazd
hibrid DNS molekuldk haszndlatén alazpul, COS sejtekben tdr-
ténd expresszid utan a hibrid fehérjéket humén és egér telep=-
~képz6 vizsgalatokban tesztelték, A GM=CSF két régidjat ta~
14ltdk a2 hematopoistikus funkcidéban kritikusnak, Ezeket a
régidkat egy amfifil hélix és egy diszulfid kdtésl hurok
jellemzi,

Gough és mteai [Eur, J, Biochem,, 183,

353-358 (1987)]1 egér GM=CSF bals6 delécids muténsokat irtak
le, A muténsok egyike sem mutatott bioldgisi aktivitést,

Kuga és mtsai [Biochem, Biophys, Res, Commun,,
158, 103-111 (1987)1 leirtak a humén G-CSF mutsganezisét, Az
eredmények azt mutattik, hogy a belsé vagy a C-terminédlis
régidkban lévé mutécidkat tartslmezO expresszids termékek
legtébbje nem rendslkezik hG-CSF aktivitdssal, Masrészrél
(az ésszesen 174 aminosavbdl) az N-termindlison 4,5,7 vagy
11 aminosav delécids mutinsok megtartjdk az aktivitisukat,
Néhany N-termindlis aminosav-mutédns fokozott aktivitast
mutat,

Humédn interleukin-1 (IL=1) delécids mutdnsait
megfeleld endonukledz restrikcids helyek és eukariota sej=-
tekben valdé expresszid alkalmazésédval dllitotték eld, A
polipeptid karboxi-termindlis harmadik (63-as) aminosav
tartalmazza az aktiv helyet [Makino és mtsai: Proc, Natl,

Acad, Sci, USA, 84, 4572-4576 (1987)1,



Az IL=-1e¢ és IL~18 ujabb vizsgédlata azt mutatta, haogy 140,
illetve 147 aminosav (az Osszesen 153 aminosavbél) sziikséges
& teljes bioldgiai aktivitéshoz [Mosley és mtsai: Proc, Natl,
Acad, Sci, USA, 84, 4572-4576 (1987)1, Egyetlen aminosav vé&l-
toztatéds mindkét végen a bioldgiai aktivitds szignifikéns
csbkkenését eredményezi, Azonban ezek a vizsgélatok na=m ad-

tak részletes informécidt az IL-1 receptor-kdét6 doménjesirdl,

A humén interleukin-2 aktivitdesdt jelentdsen
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gétolja a Cys és Cys1 eltdvolitédea, a harmadik Cys cso-
port (125) delécidjénak viszont nince hatdez [Wang ész mtseai:
Science_224, 1431-1433 (1984); Consn és mtesai: Science 234,
349-352 (1985)1, Minden szubsztitucid ezan fehérjs hslika-
lis feltekeredéseénak = megbomlasédt eredményezi, amelyrd6l meg-
éllapitottak, hogy a bioldégiai sktivitéds szignifikédns csdk=-
kenését eredményezi, Az IL-2 potenciédlis receptor koté helyét
egy tizenegy aminosav hosszusédgu peptidnek taladlték, Ebben a
régidébesn egyedi aminosav szubsztitucidknzk nagymértékld haté=-
sa van [Cohan és mtsai, lisd fent; Zurawski és Zurawski:

EMBO J.,, 7, 1061-1069 (1988)1, Tovébbi mutdciOs analizisck
bebizonyitottak, hogy az IL-2 kiilénbdz6 doménjei jétszanak
szerepet az IL=-2 receptor komplex nagyfoku vagy csekély affi-
nitdsu kdétdédésében [Robb és mtsai: Proc, Netl, Acad, Sci,
USA, 85, 7708-7713 (1988)1,

' Le lehst vonni azt sa kéve;keztetést, hogy &

CSF-gk médositdsai &ltaldban a molekula bioldégiai aktivité-

sdnak a nagyfoku vAdltozdsit eredményezik, azaz a humén G=-CSF



elveszti aktivitdsdt a belsé vagy C-termindlis mutdcidbk ko=
vetkeztében, A humin G-CSF-ban 11 aminosavig terjeds, az N~
-terminédlison (az Osszesen 174 aminosavbdl) tortént delécidk
nem ellentétasen hatnzk az aktivitésra, ugyanez érvényes
az IL-1=-re, shol a 153 aminosavbdl legalédbb 140 szikséges &
teljes aktivitdshoz, Vilégos, hogy ezekbdl a molekuldkbdl

kevesebb, mint 10 % tavolithatd el.

Modositott IL=~3

Clark-Lewis és mteai [Scisnce 231, 134-139
(1986)]1 elvégezték szintetikus egér IL=-3 analdgok funkciondlis
analizisét, Msgédllapitottak, hogy a teljes molekula stabil har=-
madlagos szerkezete sziikséges a teljes aktivitéshoz, A diszul-
fidhidask szerepének a vizsgédlata szerint a négy Cys cscportbél

79 140__9 Ala7g, Ala140

kettét alaninnal hslyesttesitve (Cys’~, Cys )
az sktivitde megndvekedését eredményezi [Clark-Lewis és mtsai:
Proc, Natl, Acad, Sci, USA, 85, 7897-7901 (1988)1,

A hIL-3 javasolt médositésai az irodalomban
ritkak, A hIL-3 megvalbeitott médositdsai még inkdbb ritkdk,
A WO 88/00598 kdzzétételi szdmu nemzetkdzi szabadalmi bejelen=-
tés egy "természetben el6forduld” Ser27;4>F7027 helyettesitéstA
ir le, (Meg kell jegyezni, hogy az aminosavak szdmozésa a
WO 88/00598=-ban magdban foglalja a 19 aminosavbdél 4l1l6 szigndl-
peptidet, ) Felmerilt tovédbbd az 6tlet a Cys Ser-sl valé helyette-
sitésre és ezdltal a diszulfidhid hasitésdra és a glikozilé=~
cids helyen lévd egy vagy t6bb aminosav helyettesitésére

34 35 89 A 91).

(Asn Cys Sar36 és Asn 1590 Ser



Az EP~-A (0275598 szabadalmi bejelentés
(WO 88/04691) szerint az Ala'-et deletalni lehet, mikdzben
a biolégiai aktivitds megmarad, Néhdny muténs hIL~3 szekven-
ciadt megadnak, nevezetessn két kettds mutanst, &z Ala1-—?
asp’, Trp'3_, Arg'> (poB/IL-302) és Ale' —>Asp', Met®—>Thr>
(pGB/IL=304) és egy hdromszoros muténst, az Ala1—ﬁ>Asp1,

S 13

Leug__;Pro ' Trp13__;Amg (pGB/IL=303) muténsokat (a szde

mozds az érett fehérje els6 aminosavandl kezdddik),

A WO 88/05469 leirja, hogyan lehet el6éllitani

a fent emlitett deglikozildcids muténsockat és az Arg54 ArgBS,

Q
108-Arg1o‘ Lys110 mutédnsokat (& szamozés azonos

valamint az Arg
az EP=A-U275598~ban zlkalmazottal), Az utdbbit azon meggondo-
4s alapjén készitették, hogy elkeriiljék a Saccharomycze ce-
revisiae expresszid sorén a KEX2 proteéz okozta protzolizist,
Nam irnak le mutélt fehérjéket., A glikozildcid és a KEX2 pro-
tedz asktivitde csak 2z éleszt8ben tdérténd expresszid esetében
bir fontosséggal.

Végilil az EP-A-0282185 szabadalmi bajelentés
kiil6nbdz8 mutdnsckat emlit meg, amelyek a konformécidé és anti=-
genitds szempontjabél semlegesek, Ennsk elérése céljabdl soro-
zat szinonim aminosav szubsztitucidét javasolnak, A javasolt
aminosav valtoztatdsoknak a célja a szerkezet megtartdsa és
az IL-3 molekula t&ltés eloszldsdnak a valtozatlanul tarta-

sa, Csak a Metz__;Ile2 és az Ile131-—;Léu131 mutdcidkat
végezték el, Nem kbézlik, hogy a tervezett neutralitést meg-

tartottak=-e,
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Mostandig nem ismertek a hIL-3 mutagsnezi-
sével kapcsolatos kiterjsdt kisérletek,

A jelen talélmény a farmakoldgiai érdekesség-
gel bird vegylletek két uj osztélyst sdja meg, navezstesen a
hiL-3 delécids és szubsztitucibés mutédnsait, amelysk a hIL-3-
hoz hasonldé bioldgisi ektivitdsuzk és néhdny zsetben zzzal

antagoniste hatésuak,

A taldlmzny egyik térgyédt képezik sz inter-
leukin=3 (tovébbiakban "hIL-3" mutdnsként vagy "mutein"-ként
jeléljik) bioldgiailag aktiv olyan anzldégjai, zmelyek leg-
alébb két aminosav delécidt tartalmaznak,

El6nyds muténsck azok, amslyek az N~-tarmind=-
lison (1-14 aminossvak) és/vagy C-termindlison (120=130 és/vagy
130-133 aminosavak) egy vagy t6bb delécidt tartalmzznak,

A jelen talélmény egy médsik térgydt a hIL-3
ezon szubsztitucids mutédnsai képezik, amelyek az alédbbizkban

megadott szubsztitucidk k6zGl legzlébb egyet tartalmaznak:

asp®'G1u? -> Lys“Arg&
Asp3>6 - Arg“
Glu“asp* -> Lys“arqg*
ArgMArgss -> Glu'sl’As,p55
Asp"6 -> Lys* Vo Arg“
Glu* -> Lys®? vag Arg”?
Gl -> Lys®® vay Arg®’
Glu” -> Gly”vag; Pro*’

(a-helix megtdrs )



Arg“Ala“ ‘ -> Pro“Gly“

Glu” -> Arg75 vagy Gly7S
Lysn -> Glu™

arg™ -> Pro’*
His%Lys1°°Asp1°1 - Glu95A5p1°°Gln1°1
G1u'% - Lyswé
ArgmArg1°9Lys”° o GluwBAspmGlu”O
Phe”sTyr”4 - ala'Boare!t
Cys16 -> ala'

cys® -> a1a®

CyswCys“ -> alaa1a®

A jelen taldlmény egy mésik térgydt a hiL=-3
clyan szubsztitucils muténsai képezik, amelyek hatisosabbak a
receptor kétésben, mint a DNS szintézis stimuldldsiban, igy
antagonistékat foglalnak magukban, Még pontosabban, ezek egy-
szeri vagy kett8s Cys muténsok, El6nydsen a Cye~t Alg~-val he-
lyettesitjik (Cys16—7 A1a16, Cys16Cyss4—7 Ala16AlaS4).

Mas antagonista hatidsu mutédnsok a Gluso—a Lys50 és a Lys7947

Glu7g.

A fenti polipeptideket megfelalSen médositott
DNS szekvencidk expresszidjédval nyartiik, Ezen kiviil a jelen
talélmény megfeleld expresszids vektorokat és az ezekkel kompa-
tibilis gazdasejteket is megad.

Egy tovébbi tdrgyat képezik a taldlminynak
olyan gyégyszerkészitmények, amelyek a hiL-3 fent leirt bica=
légiai aktivitéssal rendelkez8 peptid anaiégokat gyégyédszati=-

lag megfelelS vivbanyagokkal kombinadlva tartalmazzék,



Végil a jelen tsldlmény vonatkozik olyan
monoklondlis antitsstekre is, amelyek a 29, és 54, amino-
savak k6z6tt elhelyezkedd epitopokkal szemben hatédsosak,

Mindezeket és més szempontokat a kdvatkezb
részletes leirdesban vézoljuk,

Az &brék roévid magyarézsta:

1, @bra: A pGB/IL~336 fuzids fehérje inszer-
tumédnak nuklesotid- ée transzlatdlt aminosav-szekvencidja,

A kisbetiivel jelzstt aminosavak nem hIL-=3 aminosavak, &z
IL-3 fehérje szskvencidja az Ala-ndl kazdddik,

2, @bra: A pGB/IL=-339 el6dllitésa céljibdl
bevezetett 5' és 3' szekvencia valtozdsok, Az 1, &bravel
azonos modon & kisbetlivel irott aminosavak nsm hIL-3 amino-
savakat jeldlnek, az érett IL-3 fehérje szekvencidja az Ala'-
nél kezdbddik,

3, abra: A kdvetkez6 19 IL-3 muténs poliakril-
amid-gél elektroforatikus képének fényképe (1-19 oszlopok):
peB/IL-336, pGB/IL-339, 932, 810, 934, 812, 935, 813, 936,
820, 937, 821, 938, 822, 939, 9329, S04, 905, 9045 és =
Pharmacia LMW marker (20, oszlop), Az ezeknek a szémoknak
megfeleld mutécidk a 4, tdblazatban talidlhaték,

4, dbra: az IL-3 (%) és IL~3 821~es muténs
(*) AML proliferscids vizsgédlata,

5, dbra: IL~3 receptor kotési kisérlet,

Radioaktiv jelzéssel elldtott IL-3 betegek AML blasztjaihoz

valé kotédését nem jelzett IL-3 fehérje (referancia készitmény)



kdtb6désével hasonlitottuk o6ssze, A kisérletben észlslt nenm
specifikus kotédés szinteket (alsd oszlop) és a maximdlis

teljes k6t6dést (felsé oszlop) megadjuk (lésd 5, példa),

6, dbra: A kivdlasztott mutédns IL-3 fehérjék
relativ bioldégiai sktivitédsédnak (lres oszlopok) és & relativ
kotb8dési aktivatésnak (fekete oszlopok) Osszehasonlitésa,

Az aktivitdst a referencia IL-3 ké&zitmény aktivitdsdnak a

szédzalékdban adjuk meg., (4, téblazat),

A

A taldlmény részletes leirdsa:

Az itt alkalmazott humén IL-3 sz 1, ébréban
megadott smincsav-Osszetétell (1-133), A természetben sllfor-
duld varidnsok szintén ide tartoznak, Tovéabbéd, azon hIli«3
molekuldk esetében, amelyek post-tranzlacibsan médositottak
(pl, glikozilicidval), szintén az IL-3 jelzést alkalmazzuk,
Az IL-3 ezarmazékok alatt minden olyan IL-3 molekuldt értlnk,
amelyek kémiai vagy enzimatikus uton médositottsk, és meg-
8rizték bioldgiai aktivitasuknak legalébb egy részét,

Az itt alkalmazott IL-3 analdgok azon moleku-
likat jelentik, amelyek szerkezete sgy vagy tdbb delécid vagy

szubsztitucid kévetkeztében eltér az érett IL=-3-t6l,

A humadn IL=-3=-at tovabbd azon biolégiazi akti=~
vitdssal jellemezziik, amellyel stimuldlja a humén hematopoie-
tikus Os-sejtek telepképzését, A képz6ddtt telepek lehetnek
eritroidok, granulocifék, megakariociték; granulocita makro-
fagok és ezek keverékei, A hIL-3 bioldgiai aktivitésat (e

jelen célbdl) még két ceoportra lehst felosztani: szignal



transzdukciéra és receptorhoz vald kdétb6désre,

Jobb tulajdonsidgokkal rendelkezé hiL-3

[

naldg alatt olyan analdégot értink, amelynek kedvez8bb s
szignal transzdukdld/recsptor kotbdési ardnya., Ahol a "jobb"
a kivént tulajdonsagoktdl fligg., Példiul egy nagyobb kotddési
koefficiens egy antagonista esetében vagy egy egyenld vagy
nagyobb biolégiai aktivitdsa egy delécids muténs asstében
kivédnt, A jobb azt is jelenthati, hogy a polipeptid znaldg
kevésbé érzékeny aggregdtumok képzbdésére,

A jelen célokra a humén IL~3 analégok (bio=-
logiai) sktivitdsédt humén akut mielogén blaeztok altali DNS
szintézis alapjén hatdrozzuk meg, A receptor koét6dési vizsgi-
latokat pedig donor leukocitékkal, bategek AML sejtjeival vagy
MV4=11 sejtekkel végeztik,

Az IL-3 a receptor kétddési és a transzduk=-
cidés vizsgédlatok szerint aktiv, Ha lehetséges lenne ezeket az
aktivitésokat speéifikus aminosav szekvencidknak tulajdoni-
tani, zmelyek lehetnek folyzmatcsak vagy megszakitottak, le-
hetségessé vélna szétvilasztani, a k6tddési és a szigndl transz-
dukcids aktivitdsokat, Ez lehetévé tenné spascifikus IL=-3
receptor antagonistdk eld6dllitéesdt,

Ennek a célnak az elérését szolgdld elsd
lépésként a hIL-3 szerkezete és funkcidja kdzdtti 6sszefiig-
gés alapos ismeretére van szlikség, A természetben elé8fordulé
vagy a természetes mutdlt IL-3 tulajdonségai megvéltoztat-

haték a fehérjében végrehajtott kilonb6z6 mutdcidkhal, Az



ilyen valtoztatédsokat megfelelfen el lehst végezni az itt
leirt mutagén technikékkal és a mutélt molekuldkat (hIL-3
muteinek) magfelelden lehat szintetizdlni a leirt expresszids
vektorokkal, A szerkezet és funkcid kézétti Osszefliggés meg=
hatédrozésa céljébdl tdbbek koézdtt a kdovetkez6 mutagén techni=-

kakat lehst alkalmazni:

a) Egy aminogsav hslyettesitése kiilénbbzd8 funkcibd-
ju izoszterikus csoporttal, példiaul Asp helyettesithstd Asn=-
el, Ez megtartja a hidrogén-kotési tulajdoneédgokat, mikdzben

megsziinteti a tdltést,

[

b) Egy aminosav helyettesitése sgy masik azonos
funkcidju, de eltérd szerkezetiivel, példdul Glu Asp-zl vald
helyettesitése, amikor & karboxicsoport 1 R tédvolségra kinyu-

lik,

c) Egy aminosav helyettesitése egy masikkal,

amelynek eltérd a funkcidja,

d) Diszulfidhidak bevitele vagy eltdvolitdsa,
e) Delécids muténsok szerkesztése,

f) Hélix megtérék (példdul Pro) bevitele,

g) Inszercids mutidnsok szerkesztése,

h) Glikozildcidés muténsok elbdllitdsa,

A jelen talslmény egyik tédrgya egy spe_cifikus

antagonista kifejlesztése, amely blokkolja a receptort ahhoz



specifikusan koétddve, aelbnydsen magas k&tési kosfficiens-
sel, és ezdltzl meggdtolja a szigndl transzdukcibt,

Egy antagonista lehet barmilyen kémisi mole-~
kula, amely kdét6dik & receptorhoz, és ezaltal megakaddlyozza
& hatdanyag kotédését, A jelen taldlmény spacifikus céljat
jelentik olyan fehérjék, amelyek ilyen blokkolé hatdssal
rendelkeznek, A jelen taldlmény tdrgyanak egyike egy hIL-3
mutein, amely legaldbb egy részlegee antagonista hatassal
rendelkezik, Még spscifikusabban, ezek egyszeres vagy kettés
Cys mutdnsok, Eldnydeabben z Cys Alaz~=val halyasttoeitett

s16Cy384——éAla16Ala84), Més antagonista

hatdsu mutdnsok a Gluso__>l_ys50 s a Lys79_9 Glu79 mutansok,

(Cys'®_y Ala'®, ¢y

ElGre feltételezhat8, hogy a fenti muténsok szignifikéns
adagjénak az alkalmazdsa esetében az ki fogjs védeni a fizio-
1dgiailag rendelkezésre 4116 IL-3 kot8déedt, és ez&ltal fejti

ki antagoniste aktivitdsét,

A Jelen taldlmény egy mésik targysz hIL-3 vagy
hIL-3-szeri aktivitdsu fehérjék biztositédsa, amelyek kisebbek,
eldnydsen kériilbeliil 3-25 %-zl, mint a nativ hIL=3 molekuls,
Amint a késbbbiekben a példékkal bemutatjuk, specifikus de=
léciokkal meghatarozhatd, hogy mely része a molekuldnak nél-
kilézhetetlen a recsptor kétéshez #s a szigndl transzdukcié-

" hoz,

A jelen taldlmény egy tovabbi tdrgya az amino-

savak szubsztitucidja, ez szintén lehet6vé teszi azon amino-

sav meghatdrozdsédt, amelyek fontosak a receptor kdtésben



€s/vagy a szignal transzdukcidban,

A muténsok ket specifikus fajtajdt dllitottuk
elé: a) delécids mutdnsok és b) szubsztitucids nmutdnsok,
Kénnyen megérthetd, hogy ezen mutidcidk kombinicidja kénnyén
el8dllithatdé az emlitett médszerekkel,

Delécibs muténsokat dllitottunk eld lényesgéban
& teljes kodolé régioval, Az itt alkalmzzott delédcidk barmi-
lyen aminosav delécidi lehstnek, amelyek minimadlisan két egy-
mast kovetd (vagy kildénidllé) aminosavbdédl Allnzk, El8nybsen négy
vagy tébb aminosav deletdlhatd, Az adott delécidk a molekuldban
lévé bédrmely aminosavval kezdddhatnesk (kivéve természetssen a
C-terminalis kdzelében levbket). Az is lehetséges, hogy a mole=-
kuldban két kiilénadllé delécid tdrténik (azaz kétszer egy amino-
sav delécidja, vagy kétszer két aminosavé, stb,) A legelényé-
sebb megvalositésok egyikében 32 aminosavat deletdltunk, 14=-et
a fehérje N-termindlisdndl és 18-at a C-termindlisndl, Meg-
lepd modon mindegyik kifejezett delécide mutédns fehérje speci-
fikus IL=-3 bioldgiai aktivitést mutat, de legtdbbjik erdsen
csbkkent mértékben, Ezért le lehet vonni azt a kdvetkeztetést,
hogy a fehérjében nincs egy egyediili, folyamatos peptid domén,
amely a receptorral kotédik,

A muténsok koéziil négy, az 1-14 aminosav hidnyos
N-tgrminélis delécide mutédns, a 120-130 aminosav hidnyos C-ter-
- mindlis delécids mutédns, ezek kett8s mutdnsz és a 130~133-zs
C~termindlis delécids mutédns, olyan bioldégiai és koétSdési ak=-

tivitdst mutat, amely 8sszehasonlithatd z nativ IL-3 mole-
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kulédval, Meglep6~, hogy az egészen 25 amincsav szamig

(a hIL-3 teljes hosszénak koriilbeliil a 20 %~a) még meg-
tartja a teljes aktivitadsat, A Cys16-ot figyelembz véve,
amely résztvesz a diszulfidhid képzésben, az varhatéd, hogy
az N-terminalison egy 15 aminosav delécidjival keletkezett
mutdns megtartja a teljes aktivitdsdt, A kettds dslécids
mutansok, amslyekbdl hidnyzik az N~-terminilison 14, és =
C-terminilison akdr 18 aminosav is (4, téblédzat, X és Z),
még megtartjak teljes aktivitdsukat, Az ilyen mutédnsok a=~
melyekbdl hidnyzik 32 aminosav ie, kdézelit8leg a nativ mo=-
lekula 25 Y~4t nem tartalmazzak, Minthogy ez a kett8s mutdns
megtartja a teljes aktivitést, azt kell vérnunk, hogy a C-
terminédlison 18 aminOsavat nem tartzlmazd mutdns szintén
teljes mértékben aktiv lesz,

Olyan mutédnsokat is el188llitottunk, smelyek
csak belsd delécidkat tartalmaznak, A jelen taldlményban
leirunk egy bslsd delécids muténst, amsly megtartje & tal-
jes aktivitdsat, ez & muténs nem tartalmazza a 120-tél
130:19 elhelyezkedé aminosavakat (4, féblézat, 939), Valé-
szinl, hogy tobb ilyen mutanst lehat el68llitani, Az elé-
éllitds szempontjabol megfontolva el6nyds lehet megtartani
az erett IL-3 fehérje elds néhiny amincsavat, Minthogy a
14 aminosavat nem tartalmazd N-termindlis delécibs muténs meg-
tartja teljes aktivitdsdt, azt vértuk, hogy az N-terminélis
régidéban egy bels6§ delécids mutdns szintén megtartja az

aktivitdsdt, Egy misik régid, ahol eresdményesnek latszott
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egy delécidé megvalédsitédsa, & Gln29 - Leu35 régis,
Az 1-t6l 7 aminosavakig terjed& dslécid, esetleg kombi-
ndlva a Lyszs—e»Pro28 szubsztitucidval a beled delécids

muténsok egy ujabb csoportjat adhatjék,

Az a felfedezés, hogy a hIL-3 aktivitdsz meg=-
marad a fent leirt kettds muténsokban vagy barmely més mu=-
tans esetében, amelybll 2 fehérje nagyobb részei hidnyoz-
nak (azaz kozelitbleg 25 %), sgy méeik lehetséges elbnnyel
is bir, Egy hIL-3-at tartalmazdé gyoégyszerkészitményt paren-
teréalisan, intravéndsan vagy szubkutdn lehest alkalmazni,
Biolgéiai uton lebonthaté polimerb6l 4116 hidrogélben 1lévé
polipeptid folyamatos felszabadulds limitdlt & bezérhatd po=~
lipeptid mennyisége 4ltal, A polipeptid egy delécids mutén=-
sét alkalmazva, amely specifikue aktivitésa magasabb, azzal
jér, hogy molekuldrisan tobb aktiv anyagot lshst bezédrni u-
gyanolyan térfogatba és ezdltal ndvelni lehet a besadisok ko=
z0tti id6tartamot vagy esetleg elkerilhetévé lehet tenni az

ismételt beadisokat,

A szubsztitucids mutdnsokat ugy &llitottuk eléf,
hogy & DNS szinten specifikus mutédcidkat végeztiink és ezdltal
a kdédolt fehérjébe aminosav szubsztitucidkat vittink, Ezek
a2 szubsztitucidk elvégezhet6k azokban a régidkban, amelysk
fontosak a fehérje konformdciéjdhoz vagy aktivitdsdhoz, Egy

16 és Cy584 kézdtti

ilyen mutécidra példa az, amelyben a Cys
diszulfidhid felhasad, A cisztein csoportok egyikét (vagy

mindkettdt) alaninnal helyettesitve a hid nem tud kialakulni,
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ami nagymértékben csbkkent aktivitdst eredményez, A lehst-
séges mutdnsok kézil mind a harmat elédllitottuk, és ezek egy
viszonylag magas kdtédési sktivitdst mutattak (Osszehasonlit~
va a bioldgiai aktivitéssal) a receptor kdtési vizsgdlatok=-
ban, Minthogy a relativ kdt6dési aktivitéds és a relativ bio-~
légiai aktivitds kilénbdzd8 ardnyait taldltuk (4, téblézat),
elényds lehet a fent leirt IL-3 analégok kombindcidinak az
alkalmazasa, Tovabbé, elényds lehet olyan polipeptid amalogok
alkalmazdsa, amelyek mindegyike egy vagy tobb delécidt és egy
vagy tobb szubsztitucidt tartalmaz,

A diszulfidhid felhasitédse az adott fehérje 30 szar=-
kezetének lénysges védltozidsat eredményezi, més aminosav szubsz-
titucidk szintén bafolyésoljdk ezt a szerkszetet és igy az ak=-
tivitast is,

A mdsodlagos szerkezet vizsgsdlata (cirkulédris dikroiz-
mus) ezt mutatta, hogy a hIL-3 molekula nagy szézalékban (70 %
20 %C-on) s=-hélixb6l &ll, A masodlagos szerkezet ellre jelzé=-
sét sezolgédlé programok [lisd: Hopp és Woods: Proc, Natl, Acad,
Sci, USA, 78, 3824-3828 (1981); Garnier.és mtsai: J, Mol, Biol,
120, 97-120 (1978); Biou és mteai: Prot, Eng.,, 2, 185-191
(1988); Carmenes ¢és mtsai: Biochem, Biophys, res, Commun,,
159, 687~693 (1989)]1 alapjén feltételezhetd, hogy ezek az «-
~hélixek a kovetkezd aminosavak kézo6tt helyezkednsk el:

26 5

Met19-His ' Gly42-Arg5 . Leusa-Glueg, ala71-Leu81, Leu87-Hisgs,

HisgB-Leu111 és Lsu11s-Ala121.
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Az w=hélixekben 1lév6 t6ltés-eloszlé t tekintve és
minthogy lehetséges, hogy ezek a tdltések fontos szerepet

jadtszanak a receptorral vald kélcsdnhatésban, a kévetkezb

“toltést vdltoztatd" szubsztitucidbkat is tartslmazza a jelen

taldlmény:
Asp?'G1u?? -> Lys®'Arg®
Asp“ -> Arg36
Glu“asp™ -> Lys“arg"
Arg>*Arg” -> GluAsp”
" 46
Asp -> Lys™ vegy :’-\rgd'f:J
c1u® -> Lys® vagy Arg
c1u¥ -> Lys” vagy Arg
59
Glu -> G1y59vagy Pro”’
(a-hélix t&ré)
Arg“Alaé'/’ -> Pro‘SSGly64
75 5
Glu => Argnxﬂq,clyh
LYS?9 -> Glu79
Arg94 -> Pro’’
His95Lys1°°Asp1°1 - Glu%Asp100G1n1m
c1u'% - Lys'%
ArgmArgngys”O - Glu1°3Asp1°9Glu”°
Phe! BTy r!t - Ala'PBppptt

A dslécids és a szubsztitucids muténsok mindegyike
alkalmas lehet a glikozildcids helyek megvéltoztatésére,
Igy kivénség ezerint lehetdvé tehetd glikozildlt vagy nem=-
~-glikozildlt polipaptidek termelése az e'ukariota gazda-

sejtekben,



A fent leirt mutédnsokat felhaszndltuk az epitop tér-
képezési kisérletekben abbél a célbél, hogy meghatarozzuk
a molekula azon szegmsntjeinek & heslyét, amelyek fontosak
& receptor kétddésben, Ennsk elérésére az érett hIiL-3-al
szembsni monoklondlis antitesteket hoztunk létre, Ezt ko=
vetden ezeket az antitesteket alkalmaztuk a muténs fehérjé-
vel szemben & "vgstern blotting" kisérlatekben, Legalsbb

egy antigen fragmantumot lehstett kimutatni,

A jelen talédlmény szerinti uj hIL-3 mutédnsokat szo-
késos egy helyre irdnyuld mutagenezissel 4llitottuk eld, de
€zémos mas, a szakterlileten ismart technikdt lahet alkalmaze
ni a médositott fehérjeék elésllitéssra,

Magfeleld vektorokat, amslyek képeszk a kivint hIL=3
mutansokat kodold mutdns DN5 szekvencidk  kifejezésére al-
kalmas mikrocrganizmusckat transzformdlni, baleértvs az ératt
hiL-3-at kdédolé szekvencidbdl szarmazd. adott mutdcidkat maguk=
ban fogleld expresszids vektorokat, Osszekapcsoltuk az expresz-
s§zi6t szabdlyzd és a termindtor régidkkal, Ezeket a régidket
attél flggben vélasztottuk ki, hogy gazdassjtként prokariota
vagy eukariota ssjteket alkalmazunk-s, E16nyds gazda tdrze-
ként E,colit vagy Bacillust alkalmazni. Azonban gombdk, élesz~
t0 sejtek és sz6vet teényszeti sejtek is alkalmazhaték (lded,
EP=-A-0275598),

Az E.coli esetében alkalmazott expresszids vektorok

magukban foglaljék a pGB/IL-336~0t és a pGB/IL-330-st, amelyek



mindegyike tartalmazza a lacZ promotert, és Bacillus e~
sotében & pGB/IL-322~t, amely tartalmazza az %-amildz pro=-
motert €s szigndl peptidet, valamint ezek szarmazékait.
Ezeket €s mds vektorokat leirjdk sz EP~A-0275598 és
EP-A-90200624 szabadalmi bejelentésekban [bajelentve

1990, mércius 5-én a kévetkezd prioritdsok alapjén:

EP-A 89200660 (bsjeslentve 1989, mérc, 15-én) és

EP-A 89201967 (bejelentve 1989, julius 25-én)l,

Elénybdsség szempontjébdl alkalmazhatdak olyan ki-
fojezb konstrukcidk, amelyek a fehérjét a gazdassjten kivil-
re szekretdljik, Példaul ez t6rténik a Bacillus konstrukcidk
alkalmazdss esestében, A sejten belUli anyag izoldlésa, igy
példdul az E, coli esstében, szintén 1ehstséges.

Az expresszidé utdn kapott polipeptid tisztitidsa a
gazdasejtt6l és az alkalmazott expresszids konstrukcidtdl
fugg. Altaldban a hIL-3 muteinek tisztitdsa a nativ hIL-3
tisztitasaval azonos médon térténhet, A nagytisztasagu mu-
teinek el8a8llitédséra a kévetkez8 lépésesket alkalmazzuk:
hidrofob kdlcsdnhatdson alapulé kromatografaléds, majd anion-
cseréld kromatografédléds ée adott esetben géleziirés, Ele-
gendd lehet ezen tisztitési lépések kézll egyet vagy kettét
alkalmazni [a hIL-3 tisztitédsdnak a részletes leirdsédt az
EP-A 90200624 (bejelentve 1990, mérc. 1?.) adja meg, amely
a kévetkezé prioritégbkon alapszik: EP=-A 89200660 (bejelent-

ve 1989, mérc, 15-én) és EP_A 89201967,0 (bejelentve 1989,

julius 25-én)l,
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Vézlatosan ismertetve, az E, coliban toérténé ki=-
fejezés utan elsd lépésként elkilonitjik a fehérjét tartal-
maz6 sejteket, Utdna 8 mdélos karbamid-oldatban ultrahanggal
kezeljuk, majd a fehérjét anioncserélé kromatografialisszl
tovdbb tisztitjuk, A karbamid eltédvolitdsa utédn a szlréssel
torténd eterilizéisds olyan fehérjét eredményez, amelyet kdze
vetlenll haszndlunk fel a bioldgiai és biokémiai tulajdon-

sdgok meghatéarozissara,

Gazdaszjtként Bacillust alkalmeazva, ami & polipepti-
dek szekrécidéjst is jeslenti, hidrofob kd8lcednhatéson alapuld
és anioncseréld kromatografdlds utédn nagytisztasdgu polipep-
tideket kaptunk, Nyilvanvald, hogy magvadltozott tdltés(i mutén-
sok eltérd fizikai tulajdonsédgokkzl rendazlkezhstnek, ami epe~
cidlis elucids kdrilménysket vagy mds oszlop tdltetet igénysl,
mint & példédkban specifikusan slkalmazottak,

A tisztitott muteinesket gydgyszerkészitményként lehst
formuldzni egy gyodgydszati szempontbdl elfogadott nem toxikus
vivb6anyaggal, Amint a fentiekben emlitettik, az ilysn készit-
ményeket parenterédlis (szubkutén, intramuezkﬁléris vagy intra=-
vénds) alkalmazds céljéra lehet késziteni oldat vagy szuszpen=-
zidé formajatan,

A készitmények alkelmazhatok egység dozisként ki-
szerelt forméban, és készitheték a gydgyszertecnoldgidban is=-
mert barmely mds modaon is, példdul amint azt a Remington’s

Pharmaceutical Sciences-bsn leirjék (Mack Publishing Company,
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Easton, Pa,, 1870), A paranterialisan alkalmazhatd formak

gyakori vivbanyaga a steril viz vagy sdéoldat, polialki-
lénglikolok, mint példaul a polietilénglikol, ndvényi ere-

detl olajok, hidrogénszett naftalinok és hasonlédak,

A talédlmény szerinti anyzgok alkalmazhaték egy
gyogyszerven egyedili hztdanyagként vagy mas hatdanyaggal
kombindlve is, Az egyéb hatdanyagokat példiul a kévetkezbk-
b8l vélaszthatjuk ki: hematopoietinek, CSF-ek és interleu-
kinsk, Ezek a koévetkezbket tartalmazzdk: GM-CSF, CSF=-1,
G-CSF, M=CSF, eritropoistin, IL-1&, IL-18, IL~2, IL=-4-t61

IL-8~ig és tumor nskrozis faktor,

Szamos teszt 41l rendelkezésre a taldlminy szerinti
hIL-3 analdgok bioldgiai aktivitdsanak és képességének a vizs=
gdlatéra, Példdul az analdgokat & szakterileten jol ismert
technikédkkal meg lehst vizsgdlni annak megédllapitésdra, hogy
az a fehérje stimuldlja-e a humadn hematopoietikus 8s=-sejtek
telep képzOdését, A képzbdott telepek magukban eritroidok,
granulocitédk és granulocita makrofdgok, Alternativ médon az
ektivitds megdllapitésa céljdbdél meg lehet vizsgdlni a szdban-
forgd analggok azon képességét, hogy stimuldljsdk-e a huméan
akut mielogén leukémia (AML) blasztok DNS szintézisét, ami
pelddul sz jelzett timidin felvételével &4lllapithatéd meg,
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A humdn IL-3 jelen taldlminyban megadott bioldgiai-
lag aktiv polipeptid analégjait terépids és diagnosztikai
celra is fel lehst haszndlni, A terdpids felhasznalas magéban
foglaljas rosszindulatu &s nem rosszindulatu betegségek keze-
iését s megelézésért,

A megadott mutdnsok specidlis tulajdonsdgainak ko=
szbnhet8en az alkalmazds fejleszthets,

A felhaszndlds a kbvetkez8 betegségek kezelését fog=-

lelja magéban:

- fert8zés okozta citopénia és/vagy immunszuppresszid;

- kemoterédpids és/vagy besugérzis hatdsira fellépd ci=-
topénis;

- ceontbategségsk, mint a csonttdrések és csteoporozis;

- immunhiényossédgok, amelysk 4ltslénoes anssztézids ka-

zelések kdvetkezményei;

- csontveld transzplantédcid uténi feléplilés;
- vakcindcid s=git6 anyagként és fertdzéssk adjuvéns
terapidja,

A taldlményt a kdvetkezd, nem korlatozd példak

meg bdvebben bemutatjak,

1, példe

Expresszids vektorok szerkesztése
Az érett humén IL-3-hoz kdzel 4116 polipeptid elé-

éllitédeca céljdbdél egy olyan szerkezetet készitettlink, amelybél
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hidnyoznak az 5’'~nem trancszlatdlt és e szignal peptidst

kédold szekvencidk, A pLH1 IL-3 cDNS inszertumat (lasd

EP-A 0275598) HincIl-vel és HindIII-mal hasitottuk, gy, az
ératt IL-3 14 N-termindlis aminosavét kédold szekvencist
tartzlmszd szintetikus oligonukleotidhoz (SalI-kinyuld/

tompa, 418/420, 1, téblazat) ligaltuk és Sall-HindIII-mel
emésztett pTZ18R-be (Pharmaciz) inszertaltuk, A szerkezet he-
lyssségének a bizonyitdsa utdn a teljes insze;tumot adtvittik
puUC8-ba a fehérje termelés céljébdl (amint szt leirtédk az

EP-A 0275598=-ban), igy ez a pGB/IL=335-06t eredményezte, A kdz~-
vetlen szekvencia kialakulédsa és a mutegenezis lshztdvé té-
tele céljédbol a replikédcid f1-origéjat tartalmazd pTZ18R plaz~
mid pVul fragmentumdval halyettesitettiik a puUC8 megfelsld

pvul fragmentumdt, Az ennsk eredményeképpen keletkezd pGB/IL~
336 bakteridlis expresszids plazmid segitségével keletkezett

& 145 aminosavbdél 4116 fuzids fehérje, amelynek z szamitott

molekulasulya 16384 dalton (1, ébra),

A pGB/IL-339 szerkeszxése

Egy mésik expressziés plazmidot szerkesztettink,
hogy megkdnnyitsiik a potencidlisan érdekességgel bird mutén-
sok Bacillus expresszids vektorokba (ldsd aldbb) valé dtvite-
1lét, EbbSl a célbdl pGB/IL-336-0t emésztettink HpaI-gyel és
HindIII-mal, hogy eltavoliteuk az IL-3 cDNS 3'~termindlis
régiéjanak a nagyobb részét, A kilogéd vég;ket tompava tettik

és ezt kovetden a megfeleld IL-3 szekvenciskat (nt 137-497)
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tartalmazé tompa végh fragmentumot és a pGB/IL~337-b8l szar-
mazé B, lichenoformis x-amilédz termindtort hozzd ligédltuk,
amely & pGB/IL-338 plazmidot eredményezte, A pGB/IL=-337-et
pGB/IL=324-b8]l szerkesztettik (amelyet a 83201 9670 sz&mu
eurdpai szabadalmi bsjelentésben irnak le, mely kézleményt
itt referenciaként haszndlunk fel) az IL~3 cDNS 3’~nam kédolé
€s az «~-amildz strukturdlis szekvencidk hurok képzésével
(looping-out") egy szintetikus oligonukleotid segitségével
(1, téblédzat, 944) a cDNS-ben lév8 IL-3 stopkodon és az
s~zmildz termindtor kozdtt, Ez az oligonuklsotid besvitt egy
XhoI hslyst az IL-3 stopkodontél kézvetleniil lefelé (down=-
stream), A pGB/IL-338 plazmidot BamHI-gyel ée HincII-vel s-
mésztettik és a polilinker iészt és az IL-3 szekvsncis 5°'-~ter=~
minélis részét a foszforildlt 1055/1056 szintetikue oligonuk-
leotidokkal halyettesitettik (1, tdblazat), igy el6allitva a
pGB/IL=-339 plazmidot, Igy az IL-3 gént egy kismértékben hete-
roldg szignal peptidat k6dold szekvencidval ujra szerkssz-
tettik, Ezutdn egy 148 aminosavat tartalmazd fuzids fehérjét
szintetizéltunk, amelynsk a szadmitott molekulasulya 16541
dalton (2, &bra)., A pGB/IL-339 DNS szekvencidjit megvizsgdl-
tuk, ee azt hslyesnsk taldltuk, A kifejszett fuzide fehérje
biolégiai aktivitdsédt véltozatlannak tzldltuk,

Egy mésik, E, coli expresszids vektort szerkesz-

tettlink, a8 pGB/IL-340-et, amelyben a lacZ promotert kézvetlenil



kévetik az érett IL-3-hoz pontosan kapcsol6dd Bacillus
#-amildz szigndl peptidet kdédold szekvancidk, az amildz ter-
mindtort ezektdl lefelé (downstream) tartalmazva, Ezt a plaz-
midot, amely a Bacillus expresszidbs vektorok szerkesztésének

a kbézbansd termékeként is szolgédl, ugy szerkezstettik,hogy &
fent emlitett Osszes szekvencidt tartalmazd, & pGB/IL=-337-b6l
szdrmazd NdeI-KpnI-gyel hasitott E, coli pTZ18RN vektorba bas=-
vittik, A pTZ18RN a pTZ18R=-nek (Pharmacia) olyan mdédositott val-
tozata, amelybs & lacZ ATG starkodontdél felfelé (upstrezam) egy
NdeI helyet vittink be a 731 cligonukleotid felhasznilésaveal
(lédsd ez 1, tébldzatot), A pGB/IL=-340 az E, coliban az IL=3

magas hozamu termelését eredményszi,

2, peélda

D2lécids és szubsztitucids mutédnsok szerkesztése

Az in vitro mutagenezist ezintetikus oligonukleotidok
alkslmazdsaval (1, és 2, tablédzat) végeztik a Kunkel és mtsai
dltal kidolgozott mddszerrel [Meth, Enzymol,, 154, 367-382
(1987)1, Az egyszédlas DNS templétot a pGB/IL-336 vagy a pGB/IL=-
339 DNS CH236 E. coli tdrzsbe (BioRad) vald transzformdlisaval
és M13K07 helper faggal (Pharmacia) valé szuperinfekcidval
dllitottuk eld, A féag DNS-t standard eljarésokkal allitottuk
elé, és 0,6 %~os alacsony olvadaspontu agardézon frakcionaltuk
‘a helper fdg ssDNS eltavolitidsa céljabol, A kivagott savot meg=

olvasztottuk és fenollel extrahdltuk, A pGB/IL~336 vagy a pGB/
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IL-336 vagy a pGB/IL=339 esDNS visszanyerését butanolos kon-
centraléssal és etanolos kicsapdssal végeztik, és primer~depe=-

dens DNS szintézisre teszteltilk egy kdvetkezé reakcidban,

A tisztitott pGB/IL-336 vagy a pGB/IL=339 ssDNS~t
(: 100 ng) 20 ng foszforilalt primsrral 65 9C-on maglégyitottuk,
eés lassan lehiitéttik szobzhbmérsékletre, A komplamenter szdl szin-
teézigét 1-2/ug 32 fehérje gén, 4 egység T4-DNS polimeréz és 2,5
egyseég T4-DNS ligédz fslhaszndldsdval végeztik, A reakcidt O °c-
on 5 parcen at, majd 20 %c-on 10 percig ée végil 37 9-on 90 par~
cig végeztik, A bafejezées utédn a reekcideslegyegyharmsedadt felen-
gedett IM109 sejtekkel [Hanahan, 0,: "DNA Cloning", (D,#,Glover
kiad, ), 1, kdtet, 1585, IRL Press, Washingtonl ksvertik dssze,
€s lemszre teritettliik, Egyedilag kiemelt telspasket hasznidltunk
a folyékony téptalaj besoltdséra és a sejteket M13K0O7 halper féggal
ezuperinfektdltuk az ssDNS elfallitdse céljabél, A klénok szekven=-
cidjét a M13 reverz szekvendld primer és két IL-3 szekvencia spe=-
cifikus primer felheszndlésédval igazoltuk (1, téblézat, 823 :

nt 118-137 és 824 : nt 261-.80),

A kettls cisztein mutdnst (9045) ugy szerkesztettik,
hogy & 904 és 905 mutdns IL-3 génekst tartalmazé plazmidok meg-
feleld BstBI-BamHI fragmentumait ligéltuk,Haconlé médon az X és
Z kombindcidés mutdnsokat egy 5’-delécidt tartalmazd fragmen-
tumok és 3’'-delécidkat tartalmazd fragmentumok ligilésaval

szerkesztettiik, A keletkez8 klénokat restrikcids enzimes analizis-



sel €s ezekvencies analizisssl vizsgédltuk,

A 9328 nuténs a ©39-531 szdrmazik Hpal és RamHI
emészteés €s 1424/1425 oligonukleotidokkal vald ligéléde utén,
A kloénckzst elészér & Hpal hsly hidnys alepjén, majd & korrakt
DNS szakvenciz alapjén szonositottuk,

Fiinden trenszformdtumbdl izolaltuk a plezmid

DONS=t egy mésodik, IM10S s=2jtekba vald transzformdlés cél=-

w

jére, hogy kizérjuk az ersdeti IL-3 szerkezettel tdrténd lehzt-

0

eéges szennyszldést, A szakvasncia igazoldsat kdévetben aszeket

e klonokat hseznéltuk & fehérje termalésre,

Néhdny itt leirt muténst (811, 933 és 9322) bD2-
vittink & pGB/IL=340=bs, Ezt egy pGB/IL~339 eradetl muténs
PstI-Xhol fragmentum PstI-XhoI-gyel hasitott pGB/IL=340-be
valod ligalédséval vegeztik, amsly & pGB/IL-340/811, pGB/IL-340
/933 és & pGB/IL=340/9329 plazmidokat eredményszte,

IL-3 muteineket kifejez6 Bacillus expresszids vsk-
torokat szerkssztettink a pGB/IL=322 PetI-HindIII fragmasntumit
(amely sz alfs~-amildz szigndl peptidet, & teljes érett IL-3
cDNS szekvencidt és az amiladz termindtort tartalmazza) kicserél-
ve egy pGB/IL=340 mutdns szédrmazék PetI-HindIII fragmentummal
(amely az w-~amildz szignél psptid egy részét, a mutdns IL=3
cDNS szekvencidt és az x-amildz termindtort tartalmazza),

A 811, 933 és 9325 muteinek Bacillus expresszids vektorait
‘pGB/IL-322/811, pGB/IL-322/933 illetve pGB/.IL-322/9329 névvel

lattuk el,



see s
-
.

. . .
svee o .e

- 33 -

Egy mésik mutdnst (1455, amelybSl hidnyoznak a
130-133 aminosavak) szerkesztettink kézvetlenil a pGB/
IL-340 segitségével hurok-képzéses (loop-out) mutagenszis-
sel, az 1455 oligonukleotid felhaszndléasdval (1, tablazat),
amely a pGB/IL-340/1455 Plazmidot eredményszte, Ezt kdvatl~
&N a muténs szekvenciidt &tvittik PGB/IL=322-be a 811, 933
€s 9329 mutdnsoknal lsirtakhoz hasonlé médon, igy elé-

allitve z pGB/IL-341 plazmidot,
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1, Téblézat

Mutagenszisnél felhzezpdlt cligonukleotidok

| kéd Szekvencisz (5'->3") Résztvevd
aminosavak
810 AACTGCTCTAACATééCTTTGCCTTTGCTG 20-30
811 CACTTAAAGCAGCCA&AAAATAACCTTCGA 31-49
812 ATGGAAAATAACCT&AACAGGGCTGTCAAG 54-61
813 TTCAACAGGGCTGT&&TCCTGCCATGTCTG 66-380
820 AATCTCCTGCCATGééCACCCACGCGACAT §5-90
821 ACGGCCGCACCCACééACTGGAATGAATTC 94-102
822 GGTGACTGGAATGAAAATGCGCAGGCTCAA 107-119
932 CGGGGATCCGTCGA&AACTGCTCTAACATG 1-14
833 ATAACACACTTAAAéAACAACCTCAATGGG 29-37
934 GGGGAAGACCAAGA&AGGCCAAACCTGGAG 47-5¢
935 AGGCCAAACCTGGAééCATCAGCAATTGAG 60-70
936 GCATCAGCAATTGAéiGTCTGCCCCTGGCC 76-83
937 TGTCTGCCCCTGGC&&CAATCCATATCAAG 89-95
938 CATATCAAGGACGG&ACGTTCTATCTGAAA 103-111
939 CTGAAAACCCTTGAééCGATCTTTTGAGTC 120-130

823 CCTTGAAGACAAGCTGGGTT

824 CCAAACCTGGAGGCATTCAA

419 TCGACGCTCCCATGACCCAGACAACGCCCTTGAAGACAAGCTGGGTT

420 AACCCAGCTTGTCTTCAAGGGCGTTGTCTGGCTCATGGGAGCG

731 CAGGAAACACATATGACCATGATT

944 TGAGCCTCGCGATCTTTTGACTCGAGTAGAAGAGCAGAGAGGACGG

1055 GATCCTCTGCAGCAGCGGCGGCTCCCATGACCCAGACAACGCCCTTGAPG—
, ACAAGCTGGGTT

1056 AACCCAGCTTGTCTTCAAGGGCGTTGTCTGGGTCATGGGAGCCGCCGCTG—

CTGCAGAG

1424 GATCCTCTGCAGCAGCGGCG

1425 CGCCGCTGCTGCAGAG

1455 CTCAACAGACGACTTTGAGCTGACTCGAGTAGAAGAGCAGAG

N &z IL-3 génben & delécid mallatti nukleotidot jelzi
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2, Tablazat

Szubsztitucids mutagenezisben résztvevd oligonukleotidok

Kéd - Szekvencia(5'->3") Résztvavl
eminosavak
S04 GACAAGCTGGGTTAACGCTAGCAACATGATCGATGAA 16
905 CTTAAAAATCTCCTGCCGGCGCTGCCCCTGGCCACGG 84
1480 TTGCCTTTGCTGCGCTTCAACAACCTC 36
1481 AACCTCAATGGGAAACGCCAAGACATTCTG 43-44
1482 GGGGAAGACCAACGCATTCTGATGCGAA 46
1433 CACATTCTGATGAAARATAACCTTCGA 50
1484 GAAAATAACCTTGAAGATCCAAACCTCGAG 54-55
1485 AGGCCAAACCTGAAAGCATTCAACAGG 59
1486 CAGGCATTCAACCCGGGCGTCAAGAGTTTA 63-64
1487 GCATCAGCAATT[C/G)GTAGCATTCTTAAA 75
1488 GAGAGCATTCTTGAAAATCTCCTGCCA 79
1489 GCCGCACCCACGCCGCATCCAATCCAT 94
1490 CGACATCCAATCGAAATCGATCAGGGTGACTGGAAT 98-101
1491 GGTGACTGGAATAAATTCCGGAGGAAA 106
1492 TGGAATCGAATTCGAAGATGAACTCACGTTCTAT 108-110
1493 AGCAAACTGACGGCGACCCTGAAAACCCTT 113-114




3, pelda

E, colibdl vagy Bacillusbdl szérmazd IL-3

muteinsk tisztitésa

JM109 E., coli tenyészeteksat (100 ml) bsoltot-
tunk & (mutdns) IL-3 kloén egy friss, éjszakén &t nbvesztett
tenyészetének 0,5 ml-ével és 37 ®c-on gzaporitottuk mind-
addig, mig az OD érték 550 nm-en mérve 0,4-0,6 nem lett,

A plazmid 4ltal irdnyitott fehérjeszintézist 1 nmol IPTG
[izopropil-f-D-tiogalaktopiranozid; (Phzarmscia)l hozzéadé=-
saval indukaltuk, Tovébbi 3-16 O6réds tenyésztés utédn a sej-
tekat centrifugéldssal (10 perc, 4000 rpm 4 °c-on) 6ssze-
gylijtdttik, és fagyasztva téroltuk,

A baktériumokat 10 ml TE-ben (10 mM Tris-HCl,

pH=8, 1 mM EDTA) szuszependéltuk és lizozimet adtunk hozzg
(0,25 % = SOQ/ug/ml). Szobah6mérsékleten 30 percig tarté
inkubdlést kdvetben MgCl,~t és DNazt adtunk hozzd 10 mM,
ill, 20/ug/m1 végsd koncentracidig, Miutén 37 ®C-on 15 par=
cig inkubdltuk, Tween 20-at (0,2 %), DTT-t (2 mM) és PMSF=et
(phenyl-methyl-szulfonil-fluorid, tovébbiakban PMSF) (0,1
mM) adtunk hozzd, A szuszpenzidt jeégben lehitéttik és erélyes
ultrahang kezelésnek vetettik ald (keétszer 35 masodperc).
A homogenizétumot centrifugdléssal (30 perc, 15 000 x g,
10 000 rpm, Beckman JS13,1 rotor) tisztitottuk 4 °Cfon és
a feliluszdét eldobtuk,

Az Uledéket 4 ml 55 ¢ szachar6zt tartalmazod

pufferolt TPD-ben (50 mM Tris~HCl, pH=8, 0,1 mM PMSF és



2 mM DTT) ultrahangos kezeléssel felszuszpendéltuk és vagy
kicsaptuk és karbamid oldatban oldottuk & bioldgizi aktivi-
téde kbzvetlen mérésére, vagy szekaszos szachardz gradiens~
re rétegeztik (75 és 60 Y~0s szachardz-oldat TPD pufferban,
2 ml~ss &dagok), lényegében & WO 88/00598~ban leirtzk szzrint,
200 000 g=-nél 25 ®C-on 2 6rén 4t térténé centrifugdlas
(35 000 ford/perc, Sorvall TH641 rotor) utén az IL-3 fehérjé-
ket tartalmazd testeket & 75 %=~0s szachardzos interfazisbdl
kinyertik,

Legaldbb négyszeres higitds utéan e hstdanyagot
tertslmaz¢ tsstsket 25 000 g-vel Glepitettiuk (30 perc,
13 000 ford/psrc, Beckman JS13,1 rotor) és 50 mi Trig-HCl-t
(pH=8,%) és 2 nM OTT=t tartalmzzd 8 mdlos karbasmid-gldat
5 ml-ében ultrahanggal kezsltiik, és éjjelen at 4 ®C-on &llni
hagytuk, A feltisztult oldatot ezt kovetden falvittuk egy
3 ml-ze DEAE~Sephsross Fast Flow oszlopra (Pharmacia), amelyst
kisgyensulycztunk 8 M karbamidot, 50 mM Tris-HCl-t (pH=8,9)
és 1 mtl DTT=-t tertalmezzd pufferrz2l, Az IL-3 fehérje zz oszlop=
hoz kot6dodtt, és fekozatosan eludltuk 75 mM NaCl-t tartalmszé
ugyanezen pufferrel, Az eludlt fehérjét tobbszdér ismételvs
dializdltuk 10 mM Trig-HCl-t (pH=8,0) és 1 mM DTT~-t tartal-
mazd pufferrel szemben, majd izotdnidssé tettik 1 % marhs
szérum albumint tartalmzzé tizszeressére koncentralt RPMI sejt
tenyészet tédptelajt (Sigma) adva hozzd, A szliréscel sterile~
zett (0,22/um Millex=-GV, Millipor) oldatot haszndltunk bioc-

l6égiai és biokémiai jellemzésre,



A Bascillus 4ltal termelt 811, 933, 1455, 9329,
X és Z mutédns fehérjék a tédptzlajbz valasztddnak ki, és nzem
igényslnek ilyen drasztikus tisztitdsi eljérdsokat & bioldgiai
aktivitas tesztelése eldtt, Ezért a tikrdsen tiszta felill-
uszot (1 liter) (amelyst 5 mM EDTA, 1 mM PMSF és 1 M ammé-
nium-szulfdt Osszetétellre bedllitottunk) &tnyomattuk egy
15-20 ml-es Fractegél TSK Butyl 650 (C) oszlopon (Merck), amelye
1M amménium=-szulfdtot tartalmazé 10 mM=os Tris~HCl (pH=7)
pufferral egyensulyoztunk ki, A megkdtétt IL-3 fehérjét 10 m=~
mélos Tris-HCl pufferrsl eluédltuk, és ezt kdvetben egy 1,5
mle-cs DEAE~Sepharose Fast Flow oszlopon engedtik 4t, amalyat
elézbleg kiegyensulyoztunk 10 mmélos Tris=-HCl (pH=8) puffer-
rel, Az atfolyt oldatot Osszegyljtottik, és 70 %~0s ammdénium=
~szulfét tdménységlire dllitottuk sz IL-3 fehérje koncentrélésa
céljabél, A csapadékot 10 000 ford/psrc-cel centrifugélva
(JS=13 rotor) Osezegyljtéttik, oldottuk és 1 mM DTT-t tartalmazd

10 mmélos Tris=-HCl (pH=8) pufferrel szemben dializdltuk,

Az eredeti baktérium tenyészet 25-109/ul-ének mege
feleld mennyiségl mintdkat 0,75 x 75 x 100 mm-gs (BioRad mini-
protean II) SDS~-poliakrilamid gélen (akril/biszakril = 29/1)
analizédltuk, A fehérjéket Coomassie Brilliant Blue G250 fes=-
téssel vagy immunoldgiasi mdédszerekkel tettik lithatové, A 4,
abra mutatja az E, coli dltal kifejezett tisztitott muteinsk
eg; példéjat, A mutédns pGB/IL=339 szérmaéék IL-3 fehérjék

expresszibja az E, coliban dltaléban nagyobb mértéki, mint
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ugyanennak & mutdns fehérjének az expresszidje a pCB/IL-336
expresszibés vektorral, Az alkalmazott tisztitdsi lépésekst

nam ugy vélasztottuk ki, hogy teljecen tiszta IL-3 fehérje
készitményeket nyerjiink, Altaléban kevés nagyobb molekula=-
sulyu szennyezd anyagot tal&dltunk az SDS geéleken, A megfes-
tett SDS gélek denzitometrids vizsgdlatéval hatdroztuk meg

gz IL-3 fehérje mennyiségét, Bér néha z dializis utén nagy
fehérje~veszteségat tapaszteltunk, a kinyert "tisztitott”

IL-3 fehérjének &ltalédban a teljes mennyiségs O,1-1 mg volt,
Ceak a 811 6s 933 mutdnsok képsztek kivétaslt, zmelyek nem
adtsk fuzide fehérjz termékst az E, coli expresszids vzktorok
egyikénsk esetébsn esem, A "Northarn” enalizis szarint a bakté-
rinmokban erBean csbkkent &z IL=3 epecifikus RNS, mig nem volt
magfigyelhat8 kiildnbeég a plazmid DNS tartzlomban. Ennek &z
sredménynek @z alapjén feltételazhstd, hogy valdszinlileg cedk=-
kant az mRNS etabilitde az eukeariote IL-3 cDNS ezekvencidban
végrzhajtott delécidk kdvetkezteében,

A 811 és 833 muteinek szintézisénsk egyetlen
megfeleld médszere & Bacillus lichenoformisban térténd expresz-
szid, Bar a termelt fehérje mennyisége igesn alacsony Ossze=~
hasonlitva mé&s muteinekksl, igy S©329-st és 1455-t szintetizé-
16 Bacillus t6rzsek &ltal termelt fehérjék mennyiségével szem=-
ben, mégis elegend8t készitettink a 811 és 933 muteinek rész-

legas tisztitdsdhoz ahhoz, hogy elvégezzik vellk az itt leirt
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bioldégiai vizsgédlatokat,

4, pelda

Az IL=3 muteinzk immunolégiai jellemzése

A poliklondlis és monoklonédlis antiszérumok ké=-
gzitéeeét & WO 88/04591-ben irtdk le,

Az IL=3 muteinzk immunoldgisi kimutatéss céljibdl
a gélen frakcionalt fehérjéket (lésd 3, példe) nitrocsllu-~
lézra vittik fel (0,2 /um; Schleichsr és Schill BA83) & fé-
lig szérez "blotting"” rendszert alkalmazzva (Novoblat, Phare~
macia JLKB/) egy folyamatos puffer rendszerrel (38 mM gli-
cin, 48 mM Tris, 0,0375 ¢ SDS és 20 ¢ metanol) 1,2 mA/cm2
dramerlsséggel S0 percen at, Ezt kdvetben a nitroc=lluléz
szlr6t levegbn megszédritottuk, 3 %=o0s marha szérum albumin
(BSA, Sigma) oldattsl [10 mM Tris-HCl (pH=7,6), 350 mM NsCl,
0,1 & PMSF és 0,1 % natriume-azidl el6inkubdltuk, és 4-16
6rdn a4t inkubdltuk humén IL-3-al szembani poliklondlis
(10-3 higités) vagy monoklondlis (a terwezett kisérlet cél-
jatol fuggben) antitestekkel (MCA A1, A4, A5, A8, A18,
10”4 higitéds) RIA pufferben [10 mM Tris=HCl (pH = 7,6),
150 mM NaCl, 1 % Triton- X-100, 0,1 ¢ SDS, 0,5 % nétrium=-
-dezoxikoldt, 0,1 mM PMSF és 0,3 % BSAl, Az immunolédgiai
komplexeket bictinilezett anti-nyul vagy ~-2gér Ig-vel,
streptavidin~biotinilezett torma peroxididzzal (Amersham
International, Amersham, UK) és 4=klér-1-naftollal (Gibco-

-BRL) tettik lathatdvéd és gydrté cégek elbirdsa szerint el-



Jérva, Alternativ médon az antiszérum inkubdcidkat Tris-
el pufferolt séoldatban végeztik, amely 0,05 % Tween 20-at
tartalmazott, Az alkalikus foszfatiazhoz kapcsolt anti-sgér
Ig komplexeket standard el6irdsck szerint (Promaga) tettiik
lathatova,

A specifikus monoklondlis antitestek és z hIL=3
muteinek kozdtti "western blotting" kisérletekben létrejdvd

kblcesbnhatdsokra vonatkozé adatokat a 3, tdblazat tartale~

mazza,
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A 3, tablézatban besmutatott eradmények analizi-
séb6l nyilvénvaléd, hogy z gélen tisztitott denasturdlt fuzids
fehérjével szemben kifejlesztett monoklondlis antitestek nagy
része sz érett IL~3 polipsptid 30 és 50 ceoportjai kdzdtt =l-
helyezked6 epitopokkal szemben képzddtek, Ezek az epitopok
f8leg linsdris polipeptid lancok, csak egy esetben zzonosi-
tottunk nem Osezefliggd epitopot (13), A legnagyobb csoport
képes azonositani & 933 mutdnst, dz nam reagdl 2 811 nutédnssal,
Igy &z epitopnak a 37 ég 50 ceoportok kdzdtt kell slhszlyszkad-
nie, £z & régio nagymérteékben hidrofilnz2k bizonyult agy fel-
tételezatt L-ceavarodédsssl és wehélix.ezel (UNASIS softwirs) ée
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determinans, Az antitestek masodik csoportjét jellemzi, hogy
nam raagdl & 933 muténssal (amslyb8l hidnyzik 9 aminosav),
Err6l & hidrofdb, prolinban gazdag régidérdél nem faltételezett,
hogy 6 entigén hzly legysn,

Ezen epitopok pontosabb lokalizdcidjst az aszcites
moncklondlis antitesteknsk a kdvetkezd szubsztitucids mutén-

sokkal adott rsakcidje slapjén &llapitottuk meg: Aspgqé Arg,

Glu43Asp-9 Lys43Arg ée Asp46—9 Arg.

Az aszcites monoklondlis antitestek kattls szendvics
ELISA-val vegzett tovabbi vizsgélata szerint nincs kélcsdnhz-
tds az A1 és A5 vagy A8 kdzdtt, valamint az AS és A18 kdzdtre,
A‘kompeticiés ELISA vizsgédlat szerint kérgszt-kOmpeticié van

gz A1 és A18 kBzdtt, az A5 és AS kézdtt, valamint zz A8 és

A18 kdzOtt, Az A4 esetében nem tapasztaltunk kereszt-kompati-
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cidét, Ezek sz adatok megegyeznek az "immun~blotting" kisér-
letek eredménysivel, Tovédbbad azt tepasztaltuk, hogy az aszcite
antitestek reagdlnak az emlds, bakteridlis és élesztd te=-
nyészetekbdl szdrmazdé hIL-3 készitményskkel, tekintet nél-
kil a glikozilacibs &llapotukra,

Ezen immunoldgizi tesztskb8l nyert informdcidkbdl

az epitopokat & kévetkez&k szarint tudjuk lokalizdlni,

- A1 és A18 & 29 és 37 zminosavak kozbtt elhelyez=~
ked6 epitoppzl szemben hatédsos, Tovdbbsd a 36 D - R muténsbdl
le lehet vonni azt a kdvetkeztetést, hogy az A18 epitop va=-
lamivel tavolebb helyezkedik el & C=termindlistdl, mint &z
A1 epitop,

- Az A5 a 45 és 54 aminosavek koé6zott elhslyezkedd

epitoppal szemben hatésos,

- Az A8 a 36 és 47 aminosavak k&6zdtti epitoppal

szemben hatdsos,

5, példa
Az IL-3 muteinsk bioldgiai jellemzések

Az AML DNS szintézist humdn AML193 sejteken tesz=-
telttk, Hum&n AML193 sejteket (ATCC : CRL-9589) 10-20 egy-
ség humén IL-3-at tartalmazé szérum mentes kdzegben tar-
tottuk (Serum Free Medium, tovébbiakbén SFM) [Iscove’s modi=-

fied Dulbecco’s Medium (Gibco BRL), amely 0,1 % BSA-t (Beh-



ringwerke A,G, Marburg), 10/ug/ml inzulint (Organon) és
transzferrint, valamint 0,1 mM B-msrkapto-etanolt tartale-
mazl,

A (muténe) IL=-3 készitmények higitdsait (SO/ul)
kerek alju 96 vélyatu lemeiekben végeztlik SFM-ban, Mosctt
sejteket (1-2 x 10% 50,ul SFM-ben) adtunk hozzajuk, és

/

6 napon &t tenyésztettiik, Ezutén 3H-timidint;(O,1 uCi/mmél)

/
zdtunk 20/u1 SFM=ban, és & sejteket 16 6raval késdbb Ossze-~
gyujtdttiok, Az IL=-3 aktivitédsédnak egysége az & mennyiség,
amely shhoz szlikséges, hogy ezen kisérleti kérilmények
k8zO6tt a DNS szintézis maximumédnsk az 50 Y=4t adja, A re-

6 7

ferencis IL~3 készitmények aktivitdsz 2 x 10 ée 2 x 10

egység/mg fehérje kézbtt van, Altalédban & muteinsk biolégiai
aktivitdsa Osszshasonlithaté mértéki z referencis kéezit-
ményével,

A 4, ébra sz AML proliferédcids vizegdlat egy pél-
dajét adja meg, amelyben a 812 muteint hasonlitottuk Gssze
a Bacillus &ltel kifejezett referenciz TL-3-mal, A rajz nu-
tatja, hogy & 812 mutein aktivitésa kézel négy nagységrend-
del cebkkent a nem médositott IL=-3~-hoz viszonyitva, Azonbzan
& mutein meég mindig képes stimulédlni az AML sejteket a
maximélis aktivitdsig, csak ehhez tdbb fehérje ezikséges,

IL-3 receptor koét8dési vizsgdlatot tisztitott
rekombindns hIL-3-mal végeztiink (ldsd EP-A 0275598),

Az IL-3-2t rediosktivan jeleztik Bolton-Hunter reagenssel

[amint azt Budel és mtsai leirjak, Blood 74, 565-571
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(1989)1, Az IL-3 specifikus asktivitasat 80 0093 cpm/ng-

nak mértik, Teszt anyagként vagy donor leukocitdkst, bete-
gzk AML e2jtjeit vagy MVA=11 sejtekst (ATCC : CRL-~S531) al-
kalmzztunk, A szjt=2k=at Hanks Balznced Salt (Henk-féls ki-
egyansulyozott sodoldat, tovabbizkban HBS) oldesttal mostuk

€s 1 G BSA~t tartzlmazd Alpnz MEM oldatban falszuszpznddl-

B

tuk, Rendezerint 3-10 x 107 ssjtezt inkubaltunk 200-300 pi

-

adiosktivan jelzstt IL-3-z)l és kil6nbdzd koncentrécidju
nam jalzett mutédns fehérjéval 200/ul Besz~térfogatban 1 Orén
at 37 %Ceon, A sajthaz kotdtt jeslzett IL-3-3t 10 psarcig

1000 g=nél 4 %Cc-on centrifugédltuk =gy 0,5 ml borjuk szérum
rétagen keresztul Eppandorf cedben (Budsl és mtsai: 193%),

A csbveket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, & végsket le-
végtuk, és Packard gamma-szédmlgldben mértik a radioaktivitést,

A kompeticids kotddést a referencia készitménynez viszonyit-

va hatdroztuk meg, Az 5, 4dbra egy IL-3 raceptor kdotbdeési kiser=-
lat példét mutat ba, Radioaktiv jelzéssel elldtott IL-3 bete=-
gek AML blasztjaihoz vald kotédése kompeticidban van a nem
jelzett IL-3 fehérjével (refersncia készitmény), A cél-sej-
tekben 1évd receptorok kis ezdménak e.kévatkeztében (kevesebb
mint 200) a kompeticid zdatai sokszor egy nagységrenddel is
véltoznak,
’ A spscifikus delécids és szhhsztituciés mutén-
sokkal kapcsolatos fenti vizsgdlatok eredményeit a 4, téblézat
mutatja be, Az eredménysk egy részét a 6, dbraban grafikusan

is bemutatjuk,
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Amint lathatdé, a pGB/IL-3356 vegy a pGB/IL-339
expresszibés plazmidokbél szdrmazd IL-3 fuzids fehérjék bio=~
légiai aktivitdsa azonos és n=m ternek el ezignifikansan a
8, lichenoformis referencia készitményét8l, amsly a pGB/IL~
322-ben 1év8 teljes hosszusdgu IL-3 cONS expresszi0jabol
szarmazik (lasd EP-A 89201967,0). Nyilvénvalé, hogy &z E,coli
fuzibs fehérjékban a heterolég vezér-peptid nem fejt ki na-
gativ hatdst a biolégiai esktivitasra, A lagtébb IL=3 delé-~
ciés mutdns biolégiai sktivitdsa szignifikénsan csOkkent,

Az 50 és 105 aminosavak koézdtti delécidk a specifikus akti-
vitasnak tébb mint 10 000-szeres csdkkenését idézik eld,
~Azonban minden esetben kimutattunk maradék bioldégisi aktivi-
tadst, amely jelzi a bioldégiai vizegdlat érzékenységét és azt,
hogy 2 fehérje készitményesk nem tartalmsznak toxikus anyago=-
kat. A biolégiai aktivitds teljes magtartésdt figyeltik meg

a 932 (1-14) és a 938 (120-130) delécids muténsokban és a
megfeleld S329 katt8s mutidne esatében, valamint a C~termi-
ndlis 1455 muténs esetében, A deletdlt N- és C~terminilis
szekvenciadk nyilvénvaldan nem vesznek részt a receptorhoz
valé kétédésben vagy a molekula sajétos feltekeredéséban,
Ezzel ellentétben & cisztein csoportok egyetlen szubsztitu-
cidje (904 és 905 muténsok) a biolodgiai aktivitds 5000-szeres
csbkkenését eredményszi, Hasonlé hatédsok tapssztalhatodak a
kett8s cisztein mutdns esetében (9045), jelezvén, hogy az
S-S hid fontos stabilizdld szerepet jétszik a nativ IL=3

molekuldban,



A fenti fejezetben leirt, £, coliban kife-
jezett muteinek mind fuzids fehérjék., Annak bizonyitésé=-
ra, hogy az extra N-terminidlis aminosavak nem sziikeégesak
a dsletdlt IL-3 spscifikus aminosavak kompsnzdldsdhoz,
pGB/IL=322/9392 szerkazatat készitettink, és B, lichzano-
formisban kifejeztlik azt, Ez & szerkszat agy 1-14/120-130
IL=3 nmutein keépzd8dést eredménysz anélkil, hogy 2z ez Ne=ter=-
minélison k{lén aminosavakat tartalmazna, Ennek & .mutein-
nek az aktivitase Osszshesonlithatd mértékd e vad-tipueu
molekulséval, bizonyitva, hogy csak & maradék 108 anino-

sav T2lells az IL=3 aktivitdsdért:,

th

A legtébb nutédns IL-3 fehédrjs rscaptor ko-
déset meghatéroztuk, A kdot8dési kisérlestak nam eszik
lehatlvé a részletss Osezzhasonlitést, ami 2 cél-s2jteksn
1év6 alzcsony receptor szémnak tulajdonithatd, Azonban 4l-
taldban jo Osszefiiggés van a bioldgizi aktivitas és & re-
ceptor kétddés kozdtt (4, tablézat), A legtébb mutdns IL-3
feherje ssetében 2 relativ kot8dés és bioldgiai aktivitds
k6zdtti ardny kdzelitdleg 1, Az 1483, 1480, 904 és 9045
muteinsk jelent8sen nagyobb ardnyt mutatnak (4, téblézat
és 6, ébra), jelezvén a potencidlis antagonista azktivi-
tast, Ez azt jelenti, hogy ezeket a molekuldkat az IL=-3
részleges antagonistdjeként lehet tekinteni, Tovabbi ki-
sérleti muteineknél azt tapasztalhatjok, hogy azonos ko=~
tédési kapacitidsuak, mint a nativ IL-3, de 104-szer alz=-

csonyabb az aktivitésuk, Ezek & molekuldk az IL-3 valddi



a

antagonistédi, A jelen taldlménybasn lsirt megoldis ilyen

molekuldk elbéllitédsének &z eszkdzsit és mbdszereit adja

msg.
4, tédblézat
Az IL=3 muténeok bioldégisi aktivitdsa
Mutans Aminosav dslé=- Relativ Relativ
kéd cibé vzgy szubsz~  epecifikus antagonista
titucido 1/ biolégisi képesség 3/
ektivitds 2/
Referencia 1.0 .
pGB/IL-339 3.7 %10
pGB/IL-336 7.9 %107 1.1 (0.2-3.3)
932 1-14 7.1 x 107! 2.8 (0.6-4.9)
810 20-30 2.1 x 107 2.4
934 47-54 7.3 x 107 N.C.
812 54-61 5.3 x 107 1.2 (0.9-1.4)
935 60-70 1.2 X 107 N.C.
813 66-30 2.4 x 107 N.C.
936 76-83 6.4 x 10°° N.C.
820 85-90 1.1 x 107 N.C.
937 89-95 1.0 x 107 N.C.
821 94-102 1.8 x 107 N.C.
938 103-111 6.6 x 107 N.C.
822 107-119 2.1 x 107 1.9 (0.6-3.9)
939 120-130 2.0 1.8 (0.3-2.8)
9329 1-14/120-130 4.0 x 107 2.0 (1.8-2.1)
904 16C-->A 2.4 x 10 100 (33-210)
905 84C-->A 1.9 x 10 11 (4.8-38)
9045  16/84C-->A 3.1 % 107 88 (13-170)
1480% 36D-->R 3.1 x 107 12
1481 43ED-->KR <1.5 x 107 N.C.
1482% 46D-->R 7.5 x 107 0.6
1483 50E-->K 2.7 x 107 37 (4-67)
1484 54RR-->ED 8.0 x 107 3.5 (2.3-4.7)
1485% 59E-->K 1.1 x 107 3
1486 63RA-->PG 9.8 x 107 14 (3.5-27)
1487A% 75E-->G 1.5 x 10°° 3
1487B* 75E-->R 8.6 x 107 3
1488 79K-->E 1.9 x 1073 65 (54-77)
1489 94R-->P 1.7 x 10738 N.C.
1490*% 98HIKD-->EIKQ 2.2 x 107 5
1491* 106E-->K 3.2 x 107 6
1492  108RRK-->EDE 3.1 x 107 2 (1.2-3)
1493 113FY-->AT <1.2 x 107 N.C.
X¢  1-14/120-133 2.3 x 107 8.9 (3.6-14)
Z4  1-14/116-133 1.1 x 107'$ 1.6 (1-1.9)
9334 29-37 5.7 x 1078 1.1 (0.2-2.9)
811% 31-49 4.8 x 1073 1.6 (0.5-3.2)



A téblazat jelzéseinek magyardzata:
1 Az érett humdn IL-3 aminosavainak a szédmmal jeldlt

helyei k6zdtti delécidkat jeleztik,

2, Az &tlag specifikus bioldgiai aktivitédst & raferencia

IL=3 készitményekhez viszonyitva fejeztuk ki,

3. Az antagonista képescéget a relativ receptor kdté ake
tivitédst a2 relativ bioldgiei aktivitédssal osztva adjuk

meg, A hatdrokat z4rdéjelek kdzdtt adjuk meg.

* A hatbanyzgot tartalmazdé tasteket szechardz oldatbdl
Ulepitettik, és karbzmide-ocldatban oldottuk, A muteins=-
ket reakcidoldattal higitottuk, és vizsgéltuk biolégiai
aktivitdsukat, A receptor kotédési kisérleteket egy alka=

lommal veégsztik el,

# A muténs fehérjékst Bacillusban fejeztik ki, és ezek

nem tartalmazzdk a vezér polipeptid ezekvenciit,

$ A mutein fehérje koncentrdcid tulsdgosan alacsony volt
a denzitometrids méréshez, és a gélekbdl és “"western blot"-

okbdél hatdroztuk meg azoket,
N.C, Nem volt megfigyelhetd kompsticid a konkreét muteint

készitményben,

A jelen leirisbzn emlitett minden kdzlemény (beleértve

a szabadalmskat és a szabadalmi bejelentéseket) utmutatdnak



tekintendd azon szakterileten jértas szakember ezémara,
amely szakteriilsethez ezen tzlélmany tartozik, Minden kdz~
leményt itt a hivatkozdsokkal olyan mértékben adunk meg,
anilysn mértékben minden sgyes publikécidt spzcifikusan
és egyedilesg jeleztink = raferencidkba foglalva,

Bir & fznti taladlményt & megérthatiség vilagosea
tétels céljabdl részletzssn leirtuk &z illusztréciokkal

ég példakkal, & tarllet szak

<

w

mbare szdmérc nyilvénvealo,

hogy véltoztatdsckat és modosit

ok
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t lehst 2zekan végra-
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hajtani znélkil, hogy a mellékeslt igénypontok szellemetdl

vagy térgykorétél eltérnenk,



ese
.e cows e @

- s e s @

- » ee ove

.
ese o . i
. es e .

seee

- 52 -
SZABADALMI IGENYPONTOK
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1. A humdn interlsukin<3 biolgdieilag aktiv an 1je

vl
(8]

azzel jelleme zve , hogy az érett humén interleu-
kin-3 molekuldhoz képest lagaldbb két aminosav delécidt

tertelmzz, és tulajdonsédgai annil jcbbak,

2, A humdn interleukin-3-nzk az 1, igénypontnak mag-
teleld bioldgiailag aktiv polipsptid znaldgje aszzal jelle-

mezve, hogy legaldbb 4 zminosav dslécidét foglal mzgédban,

3. A humdn interleuvkin-3-nzk az 1, vegy 2, igénypontok
szerinti bioldégiesilag aktiv polipasptid aneldgja azzal jells-
mezve, hogy 4 aminosav C-terminadlison elhslyezkedd dalécidjst

faglaljs magsben,

4, A humén interlsukin-3 1, vagy 2, igénypontok szerinti
biolégiailag ektiv polipeptid analégje azzal jzllemszve,hogy
@z N-termindlison 14 sminosavig terjedd és/vagy & C~termini-

lison 18 aminosavig terjedS delécidt foglzl magdban,

5. A humédn interlevkin-3 1, vagy 2, igénypontok ezerinti
biolégisilag aktiv polipeptid analégje azzal jellemezve, hogy
egy belsé deléciét foglal magédban,

6, A humén IL-3 bioldégiailag aktiv polipeptid ansldgje

azzal jellemezve, hogy az aldbbi szubsztitucidkbdl legaldbb

egyet tartalmaz:
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8, A hIL-3 7, igénypont szerinti bioldgiailag
aktiv polipeptid analdgja azzal jellemezve, hogy azt a
koévetkezl csoportban felsorolt mutédcidk valamelyikét tar-
talmszza:

16

Cys ) Ala16. Cys16

84

Cvys +»Ala16A1884,

Glu50 9-Lysso, Lys79 9:G1u79.

9., A humédn IL-3 biolgdisilag aktiv polipsptid
analdégja azzel jellemszve, hogy mind delécidt mind szubsz-
titucidt tartalmaz,

10, Gybgyezerkészitmény azzal jellemeszve, hogy
hatéanyagként a humdn interleukin-3-nak sz 1-9, igénypontok
badrmelyikénsk megfeleld bioldgiailag aktiv polipeptid analdg-
jét vagy annak egy szérmazékat egy gyodgyédszatilag elfogadott

viv8anyaggal egylitt tartalmazza,

11, A 10, igénypont szerinti gydgyszerkészitmény,
azzal jellemezve,hogy az tartalmaz még egy, az aldbbiakbdl
4116 csoportbdl valaeztott anyagnak a gydgydszatilag hatédsos
mennyiségét: GM=CSF, CSF=1, G=CSF, M=CSF, eritripoietin, IL=1e,

IL-18, IL-2, IL-4=-t8l IL-8-ig &s tumor nekrézis faktor,

12, Egy DNS fragmentum azzal jellemezve, hogy az
1=9, igénypontok barmelyikének megfeleld polipesptidet kédold

D&S szekvencidt tartalmazza,
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13, Az 1-9, igénypontok barmelyike szerinti
polipeptidet kodoldé DNS szekvencidt tartalmazé klénozé hore-
dozd azzal jellemezve, hogy olyan transzkripcids és transz=
ladcids szabdlyzd6 szekvancigkkal van kombindlva, zmslyek le=
hetévé teszik, az emlitett polipeptidek megfelel gazdase j=

tekben vald expresszidjit,

14, Gazdesejt ezzel jellemezve, hogy & 13, igény-

pont szerinti klonozé hordozéval van transzformzlva,
15, Eljarée humdn interleukin-3-nak &z 1-9, igény-
pontok egyikének magfeleldé bioldgiailag sktiv polipsptid ana=

16gjét kdédoldé DNS szskvencia el6&llitédedrs, azzal jellemezve,

hogy :

- &z érett hIL-3 fehérjét kédold DNS szskvanciit izo-
laljuk;

- in vitro mutagenezist hajtunk végre & kivant nukleo-

tidok delécidje vagy szubsztitucidja céljabél,

16, Eljarés humén interleukin-3-nak az 1-9, igény-
pontok egyikénsk megfelel6 bioldgiszilag sktiv bolipeptid &ané -
logjének az el6é&llitédsdra azzal jellemezve, hogy
- az adott polipsptidet k&daold DNS székvenciét be=
visszlk egy expresszids vektorba olyméden, hogy az a megfeleld

expresszidt szabidlyzd szekvencidk kontrolljas alatt lagyen;

- az adott expresszids vektort bevisszlk egy meg-

feleld gzzdasejtbe;
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- & gazdasejtet tenyésztjik;
- ' ez adott gazdzsejtek &ltal termelt fahérjét ki-

nysrjik,

17, tionoklonalis antitest azzal ja2llemszva, hagy
az érett humén IL-3 29 és 54 aminoceavai k0zOtt elhzlyezkadd

epitoppzl szmeben hatésos,

18, Eljérés ez érett humén IL-3 28 és 54 aminosevai
kézbtt elhelyszkedd epitoppal ezemben hatdscs monokloridlies znti-

test elbédllitdsars,
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