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A Kemokin-mutansok a sclerosis multiplex kezelésében

KIVONAT

A taldlmany targyat olyan kemokinmutansok képezik, amelyek szerkezetében a
40-es hurok kationos helyén legalabb két mutacidt tartalmaznak, és amelyek a vad tipusu
molekulaval 6sszehasonlitva csokkent GAG-kotd aktivitdst mutatnak. Kiilonosképpen, azt
figyeltiik meg, hogy az ilyen mutalt kemokinek hatékonyak a sclerosis multiplex és/vagy
mas, a mielinpusztulassal jar6 betegségek kezelésében. A haromszoros mutaciét hordozé

RANTES az a vegyiilet, amely a legjobb eredményeket mutatta.
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Kemokin-mutansok a sclerosis multiplex kezelésében

A taldlméany targyat olyan kemokinmutansok képezik, amelyek szerkezetében a
40-es hurok kationos helyén legalabb két mutaciét tartalmaznak, és amelyek a vad tipusi
molekuléval 6sszehasonlitva csokkent GAG-kotd aktivitast mutatnak. Kiilonosképpen, azt
figyeltik meg, hogy az ilyen mutélt kemokinek hatékonyak a sclerosis multiplex és/vagy
mas, a mielinpusztuldssal jaré betegségek kezelésében.

A leukocitdkra kemotaktikus és azokat aktivalé kemokinek a kisméretii,
gyulladdsgatlo citokinek egyik csaladjat képezik. Az elsé konzervalt ciszteinek helyzeté-
nek fliggvényében, a kemokinek csaladjat C-C, C-X-C és C-X3-C kemokinekre lehet osz-
tani [Baggiolini és mtsai., Adv. Immunol. 55, 97-179 (1994); Baggiolini és mtsai., Annu.
Rev. Immunol. 15, 675-705 (1997); Taub és mtsai., Cytokine Growth Factor Rev. 7, 355-
376 (1996)].

Szamos C-X-C kemokin, mint példéul az interleukin-8 (IL-8), a neutrofilekre
kemotaktikus, mig a C-C kemokinek kiilonféle leukocitakon, igy monocitakon, limfo-
citdkon, eosinophilelken, basophileken, NK-sejteken és dendritikus sejteken, aktivak.

A kemokinek NH,-terminélis doménje a receptorhoz val6 kétédésben vesz részt,
¢s az NH,-terminalis processzilasa a kemokineket aktivalhatja vagy éppen teljesen inak-
tivva alakithatja.

Szintetikus C-C kemokinek N-terminalis valtozatait mar korabban tesztelték arra
nézve, hogy természetes formdkat gatlé vagy antagonista aktivitast mutatnak-e. Az olyan
MCP-1, MCP-3 és RANTES kemokinek, amelyekbd] 8-9 NH,-terminalis aminosav hiany-
zik, monocitdkon inaktivak, és receptor-antagonistdnak alkalmasak [Gong és mitsai., J.
Exp. Med. 181, 631-640 (1995); Gong és mtsai., J. Biol. Chem. 271, 10521-10527 (1996)].

A RANTES egyetlen metioninnal torténé meghosszabbitasa eredményeként egy-
részt a molekula csaknem teljesen inaktiv lesz, masrészt a Met-RANTES az eredeti
RANTES antagonistdjaként viselkedik [Proudfoot és mtsai., J. Biol. Chem. 271, 2599-
2603 (1996)].

A WO 99/16877 sz. nemzetkozi kdzzétételi irat targyat a természetes korilmé-
nyek kozott eléfordulé6 RANTES NH,-terminalis 1., 1-2., 1-3., vagy 1-4. aminosavainak
megfelelé6 NH-terminalis aminosavakat nem tartalmazé, kemokin-antagonista aktivitdst

RANTES, az ezt k6dolé cDNS-szekvenciék, és ezeknek a kemokinhatas gatlasat igényld
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betegségek terapidjaban és/vagy diagnosztizalasaban t6rténd alkalmazasa képezi. Egy el6-
nyds csonkolt kemokin-antagonista a RANTES (3-68).

Bar a RANTES és dltaldban mas CC kemokinek, foként a specifikus sejtmemb-
ran-receptorokkal kapcsolatos kemoattraktins aktivitisat tanulméanyoztdk eddig, a
RANTES gliikk6zaminoglikanokkal (GAG-ok) is képes kolcsonhatasba 1épni. A gliikéz-
aminoglikanok olyan rendkiviil valtozatos, elagazé cukorcsoportok, amelyek szamos, alta-
lanosségban proteoglikdnoknak (PG-k) nevezett fehérjéhez kétédnek a poszttranszlacids
modositasok soran. Ilyen fehérjék vannak jelen a sejtmembranon, az extracelluldris mat-
rixban és a véraramban, ahol egyébként izolalt GAG-ok szintén jelen lehetnek.

A GAG-okkal torténé kolcsonhatds a sejt szignalfolyamataiban kézremiikédd
szamos oldhat6 molekula (interleukinok, novekedési faktorok) esetében létrejon. PG-k,
vagy izolalt GAG-ok oldhaté molekuldkkal komplexet képezhetnek, feltehetéen abbol a
célbol, hogy ezen oldhaté molekuldkat az extracellularis kdrnyezetben a proteolizistsl
megvédjék. Feltételezziik azt is, hogy a GAG-ok eldsegithetik a sejt szignalmolekulainak
helyes bemutatdsat azok specifikus receptorainak, és igy modulalhatjik a célsejtek aktiva-
lasat is.

A kemokinek esetében ugy tiinik, hogy a gyulladas helyén, immobilizalt gradi-
ensként torténd koncentralodast, és ennek kovetkeztében, a sejt receptoraival valé kolcson-
hatast és a kemokinek aktivaciés stddiumat a GAG-ok kiilsnbz6 formai modulaljak
[Hoogewerf és mtsai., Biochemistry 36, 13570-13578 (1997)]. Ezért feltételezziik, hogy az
ilyen kolcsonhatdsok modulaciéja a gyulladasos betegségek [Schwarz és Wells, Curr.
Opin. Chem. Biol. 3, 407-417 (1999)] és HIV-fert6zés [Burns és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 96, 14499-14504 (1999)] gydgyitasinak egyik lehetéségeként meriil fel.

A GAG-RANTES kolcsonhatas szerkezeti feltételeit és funkcionalis hatasait kii-
l6nféle modelleken tanulmanyoztdk mar. Emberi kold6kzsinérbél szarmazé véna
endotéliumsejtiecin (HUVEC-ek) a RANTES mikromoléris koncentraciokban, mas
kemokineknél, példdul MCP-1, IL-8, vagy MIP-1a., nagyobb affinitassal és specificitassal
kotddik a GAG-okhoz. Az ilyen kélcsonhatas feltehetden nem egyszertien elektrosztatikus
természetli, hanem szdmos mds paramétertdl, példaul a GAG-ok hosszatél és N- és O-
szulfatdltsiganak mértékétél is fiigg [Kuschert és mtsai., Biochemistry 38, 12959-12968
(1999)]. GAG-ban hidnyos sejtvonalak képesek kemokineket kotni, de a sejtfelszini GAG-
ok jelenléte jelent6s mértékben fokozza receptorokra gyakorolt aktivitdsukat, amennyiben
alacsony koncentraciéban vannak jelen [Ali és mtsai., J. Biol. Chem. 275, 11721-11727
(2000)]. Mas kisérletek kimutattdk, hogy a GAG-ok és a heparinszulfét kiilsnosen elésegi-
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tik a RANTES kolcsonhatasat a makrofagok sejtfelszinével és ennek kévetkezményeként a
HIV-fertdzés gétlasat. Ez az eredmény Osszhangban van a heparinszulfatot gyengén
expresszalo sejtek jol ismert rezisztens tulajdonsagaval, illetve a RANTES antiviralis hata-
saival [Oravecz és mtsai., J. Immunol. 159, 4587-4592 (1997)].

Oldhat6 GAG-ok versenyeznek (kompeticiét mutatnak) a sejtmembran-eredetii
GAG-okkal, és képesek a RANTES Altal indukalt aktivélasi felszin specifikus inhibitora-
ként [Appay és mtsai., Int. Immunol. 12, 1173-1182 (2000)], vagy HIV-fert6zés
szuppresszoraként miikddni [Burns €s mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 14499-14504
(1999)].

Mivel a hagyoményos konszenzus szekvencia (BBXB, ahol B bazikus aminosa-
vat, X pedig barmilyen aminosavat jelent) tilsigosan éltalanos, a szerkezet és funkcié ké-
zotti Osszefuggésre irdnyuld néhany vizsgalattal megprobaltak azonositani a RANTES
azon doménjét, amely felelés a GAG-okkal t6rténé kolcsonhatas kialakuldsaért.
Rekombinans, emberi RANTES ellen eléallitott, az antiviralis hatas és a RANTES altal
kozvetitett intracellularis kalciummobilizalas blokkoldsira képes monoklonalis antitest
alkalmazaséval epitoptérképezési vizsgélatot végeztek [Burns és mtsai., J. Exp. Med. 188,
1917-1927 (1998)]. E megkozelités lehetdvé tette, hogy meghatarozzak 55-66. aminosavat
tartalmaz6 szakaszt, mint az ilyen aktivitasokhoz és a GAG-gal valé kolcsonhatishoz
sziikséges régiot, és ezzel bizonyitottak, hogy a GAG-kolcsénhatasoknak a kanonikus re-
ceptorok altal kozvetitettekkel komplementer vagy attol elkiiloniilt funkcidjuk van, aho-
gyan az a megvaltoztatott aggregacios tulajdonsagi RANTES-variansokon végzett kisérle-
tekbdl is kideriilt azota [Appay és mtsai., J. Biol. Chem. 274, 27505-27512 (1999)].

A C-termindlis o-helikalis szegmentumot alkotd, 55-66. aminosavak alkotta régid
homolég mas kemokinek, példaul IL-8, GAG-ot k6td doménjével [Witt és Lander, Curr.
Biol. 4, 394-400 (1994)], és lizint és arginint tartalmazo kationos helyet (KKWVR) tartal-
maz. Az ilyen kotérégié az N-terminalison talalhaté sejtreceptor-kotohelytdl eltér
[Pakianathan és mtsai., Biochemistry 36, 9642-9648 (1997)], és bizonyos, a RANTES mo-
diszaggregéaciés mutaciok, ugy tiinik, nincsenek hatassal a GAG-okkal val6 kélcsonhatasra
[Czaplewski és mtsai., J. Biol. Chem. 274, 16077-16084 (1999); WO 98/13495 sz. nem-
zetkozi kozzétételi irat).

A RANTES tartalmaz egy masik kationos helyet is (RKNR) a 44-47. aminosavak

altal hatarolt szakasznal, amely mas kemokinek, példaul MIP-1a [Koopman és Krangel, J.
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Biol. Chem. 272, 10103-10109 (1997)] és MIP-1pB [Koopman és mtsai., J. Immunol. 163,
2120-2127 (1999)], GAG-ot k6tdé doménjében konzervalt.

E kationos helyeken egyetlen mutaciot hordozd, emberi RANTES-valtozatokat,
mint a HIV-fert6zés és gyulladasos vagy allergids betegségek kezelésében potencidlisan
terapidsan alkalmazhaté RANTES-antagonistakat ismertet a WO 99/33989 sz. nemzetkozi
kozzétételi irat.

Szintén ismert, hogy a RANTES csak azon haromszoros mutansa vesztette el
GAG-ot kotd képességét, amelyben a 44., 45. és 47. poziciokban 1évé harom aminosavat
alaninnal szubsztitualtak [Proudfoot és mtsai., Chemokine Gordon Conference, Session I.,

2000. julius 24., személyes kozlés].

Az alabbiakban leirjuk a talalmany szerinti megoldast.

Felismertiik, hogy az ugy nevezett ,,40-es hurok” kationos helyén két mutéciot tar-
talmazé CC kemokinek hatékonyak a sclerosis multiplex és/vagy mas, a mielinpusztulassal
jar6 betegségek kezelésében. E hely a CC kemokinekben (mint a RANTES, MIP-1a, MIP-
1B, MIP-3, MIP-4, HCC1, 1309, MCP-2), konzervalt GAG-ké6t6helynek felel meg. A meg-
felel6 vad tipusu molekulakhoz képest, a kemokinek e mutansainak GAG-ot koté aktivita-
sa lecsokkent.

Azt a régiot (az ugynevezett 40-es hurkot), amelyben a talalmany szerint legalabb
két mutacidnak jelen kell lennie, az 1. dbran bemutatott szamos CC kemokinnél megjelél-
tiik. Kiilonésen a RANTES haromszoros mutédnsa — amelyben a 44., 45. és 47. pozicidkban
1évd bazikus aminosavakat alaninnal szubsztitualtuk — bizonyult aktivnak a sclerosis mul-
tiplex kezelését modellez6 allatmodellben. Az egér EAE modellben a RANTES ezen ha-
romszoros mutansa egyrészt dézistol fliggd hatast mutatott, masrészt pedig a rekombinans
B-interferonnal végzett referenciakezeléssel 6sszevethet6 hatékonysagi volt. Analég ered-
ményeket kaptunk a RANTES csonkolt, hdromszoros mutéansa — amelyben a 44., 45. és 47.
poziciokban 1évé bazikus aminosavakat alaninnal szubsztitualtuk, és amelybdl az elsé két
N-termindlis aminosav hidnyzik - esetében is. A RANTES e csonkolt mutansa (a szekven-
cialistdban 3. azonositészdmon bemutatott szekvencia) 0j és a talalmany szerinti megoldas
kidolgozasa soran egy masik célunk volt.

Hasonl6 kisérletes bizonyitékokhoz jutottunk a MIP-1a és MIP-18 haromszoros
mutansainak — mdr ismert mutansok, és amelyek a taladlmanyban MIP-1a. haromszoros,

R18A-R46A-R48A mutansként [Koopman és Krangel, J. Biol. Chem. 272, 10103-10109
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(1997)] és MIP-1B haromszoros, K45A-R46A-K48A mutansként [Laurence, Biochemistry
40, 4990-4999 (2001)] szerepelnek - vizsgalataval is.

A leirés szerinti értelemben, a ,,csokkent GAG-ko6t6 aktivitas” kifejezés azt jelenti,
hogy a talaAlmény szerinti mutansok GAG-ot kot képessége alacsonyabb, azaz a megfeleld
vad tipusu molekuldhoz képest e mutiansok mindegyike alacsonyabb aranyban kotodik a
GAG-okhoz (mint példaul heparinszulfathoz).

Elény6sebbek az emberi RANTES azon mutansai, amelyekben a vad tipusi mo-
lekula 44., 45. és 47. pozicidiban 1év6, harom bazikus aminosavat mds aminosavval
szubsztitudltunk. Ezen aminosavak kisméretii, alifds, nem polaros vagy gyengén polaros
aminosavakkal, mint példaul Ala, Ser, Thr, Pro és Gly, szubsztituilhatok. Elényds az
alanin.

Az MS kezelésében kiilénosen hatékonynak bizonyult RANTES-mutansok azok,
amelyek aminosav-szekvencidit a szekvencialistaban 2. azonositdszamon bemutatott szek-
vencia és a szekvencialistaban 3. azonositdszimon bemutatott szekvencia tartalmazza.

A taldlmany szerinti megoldas kidolgozasa soran egy masik célunk az volt, hogy a
fentieckben meghatirozott kemokinmutansokat sclerosis multiplex és/vagy maés, a
mielinpusztulassal jaré betegségek kezelésére szolgalé gyogyaszati készitmény eldallitasa-
ra alkalmazzuk.

A sclerosis multiplex (MS) a CNS lassan kifejlod6 betegsége, amely soran az
agyban és gerincvel6ben elszort foltokban a mielin leépiil, és ennek t6bbszorss és tobbféle,
altalaban 4tmeneti enyhiiléssel/javulassal és sulyosbodassal jar6, neurolégiai szimptéma és
tiinet Iép fel [lasd, The Merck Manual, 16. kiadas].

A kivaltd ok ismeretlen, azonban néhany jel arra mutat, hogy valamilyen specifi-
kus mechanizmus 1tjan végbemend, immunoldgiai abnormalitas 4ll a hattérben. A lehetsé-
gesnek tartott kivaltoé okok k6zé lassu vagy latens virus altali fert6zés, és enzimek altali
mielinbontas tartozik. A CNS-ben az IgG szintje altaldban megné. E megnovekedett szin-
tet mar szamos virussal, igy kanyar6t okoz6 virussal, hoztak kapcsolatba. E felismerések és
a HLA-allotipusokkal fennéll6 asszociaciok, illetve a T-sejtek megvaltozott szamanak je-
lentdsége nem vildgos, mivel a bizonyitékok némileg ellentmondésosak. Az esetek egyes
csaladokban tapasztalt megnovekedett szama felveti a genetikai 6rokolhetdség esélyét; a
ndk esetében bizonyos mértékig gyakrabban fordul el6 a betegség, mint a férfiakban. Kor-
nyezeti faktorok is ugy tiinik, befolyasoljak az MS kialakulasat. Bar a veszélyeztetett élet-
kor altalaban 20-40. életévnél kezdddik, léteznek olyan foldrajzi teriiletek, ahol az MS-ben
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megbetegedett paciens mégcesak a 15. életévét toltstte be. A 15. életév betdltését kovetd
lakohely-valtoztatis nem befolyasolja a megbetegedés esélyét.

Oligodendroglia-pusztuldssal és perivaszkularis gyulladdssal jar6 mielin-
pusztuldsos plakkok vagy szigetek széles kérben elterjednek a CNS-ben, elsédlegesen a
fehérallomanyban, foként a lateralis és poszterior kotegekben (kiilondsen a nyaki és hati
régiokban), a szemidegekben, és a periventrikularis teriiletekben. A betegség a k6zépagy,
hid (pons) és kisagy idegpalyait szintén megtamadja, és a betegség a kisagy és gerincvel
sziirkeallomanyat is érintheti.

A sejttestek és axonok altalaban megmaradnak, kiilondsen a karosodas korai sza-
kaszaban. A kés6bbiekben az axonok elpusztulhatnak, kiilondsen a hosszi koétegekben
1évok, és a kialakul6 szalas gliézis miatt az idegkotegek ,,szkler6zisos” megjelenéstiecknek
lesznek. A korai és késdi karosodas egyidejlileg, egyarant megtalalhatd. A mielin lipid- és
fehérje-Osszetételében bekdvetkezd kémiai valtozasok kimutathatdk a plakkok kérnyékén.

A betegséget a CNS koéros milkddésére visszavezetheté, atmeneti enyhiilés-
sel/javuldssal és ismétlédSen jelentkezé stilyosbodassal jar6, kiilénb6z6 panaszok és tiine-
tek jellemzik.

Sok plakk kimutathaté a legérzékenyebb leképezési eljarassal a magneses rezo-
nancia-leképezéssel. Lézidk szintén lathatova tehetdk kontraszt tekintetében felerdsitett
CT-leképezésekben.

A sclerosis multiplex (MS) kezelésében csak mérsékelt foku fejlodés tapasztalha-
t0, részben azért, mert az elvaltozas patogenezise nem teljesen ismert. A tapasztalaton ala-
pul6 kezelésben a legfébb akadalyt az MS igen valtozatos megjelenési formai mellett az
jelenti, hogy a legfontosabb kovetkeztetéseket csak hosszi idd elteltével vonhatjuk le, és
hogy a kezelés hatasait, kiilonosen a révid idétartami hatédsokat, objektiven jelzé markerek
hidnyoznak.

Bar az MS patogenezise még mindig homalyos, a betegség természetének tanul-
manyozéasa folyamatban van. A magneses rezonancia-leképezésen (MRI) alapjan objekti-
ven levonhat6 kévetkeztetések és a klinikai tesztek szamos csapdéjanak ismerete tokélete-
sitett teszteljarasokhoz és az eredmények jobb értelmezéséhez vezetett.

Ezért, a taldlmany szerinti megoldéas egy maésik célja MS kezelésére szolgalo elja-
ras kifejlesztése, amelyben a taldlmany szerinti kemokinmutinsok hatékony mennyiségét
¢s gyogyaszatilag elfogadhat6 kétéanyagot tartalmazé készitményt adunk be.

A leiras szerinti értelemben, a ,hatékony mennyiség” kifejezés az aktiv dsszetevd

azon mennyiségét jelenti, amely a betegség lefolyasat és sulyossagat befolyasolva, az ilyen
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patoldgias éallapot redukélasat vagy enyhiilését eredményezi. A hatékony mennyiség fiigg a
beadas mddjatol és a paciens allapotatol.

A taldlmany szerinti megoldas tovabbi célja a talalmany szerinti kemokin-
mutansokat, egy vagy tobb gydgyaszatilag elfogadhato kétdanyag jelenlétében tartalmazo,
MS és/vagy mas mielinpusztulasos betegség kezelésére szolgalo készitmény kifejlesztése.

A leiras szerinti értelemben, a ,,gyogyaszatilag elfogadhato” kifejezés barmely
olyan hordozéanyagot jelent, amely az aktiv 6sszetevé biologiai hatékonysagat nem akada-
lyozza, és amely nem toxikus arra a gazdara nézve, amelynek beadjuk. Példaul,
parenterdlis beaddsra, a fenti aktiv Osszetevoket injektalasra szolgalé egységnyi dézisfor-
maba formulazhatjuk olyan vivéanyagokkal, mint példaul s6oldat, dextrézoldat, szérumal-
bumin és Ringer-féle oldat.

A taldlmany szerinti készitmény, a gydgyaszatilag elfogadhat6 vivéanyagok mel-
lett, tartalmaz kis mennyiségii adalékanyagokat, mint példaul stabilizalokat, kstéanyago-
kat, puffereket és tartositoszereket.

Ilyen aktiv Osszetevot beadhatunk intravénasan, intramuszkularisan vagy szub-
kutdn médon. A megfelel6 osszetevd koncentracidjat a vérben biztositani képes mas be-
adasi médok is a taldlmany targykorébe tartoznak.

Az aktiv 6sszetevd optimélis dézisat a beadas modjanak, a paciens allapotanak és
jellemzéinek (nem, kor, testtdmeg, egészség, méret), a szimptomak elterjedtségének, a
parhuzamos kezelésnek, a kezelések gyakorisaganak és az elérni kivant hatasnak fiiggvé-
nyében vélasztjuk ki. A dézishatirok beallitdsa és manipulaldsa a szakember szamara is-
mert.

Rendszerint, az aktiv 6sszetev$ napi dozisa testtémeg-kilogrammonként 0,01-100
mg lehet. A kivant eredmény elérésére, szokasosan, naponta, testtdmeg-kilogrammonként
1-40 mg-ot adunk be felosztott dozisokban, vagy késleltetett felszabadulast biztosito for-
maban. Masodik vagy rakovetkez6 beadas torténhet olyan dozisban, amely azonos, keve-
sebb, vagy t6bb, mint az egyednek a kiindulaskor vagy elézbleg beadott dézis.

A taldlményt leirjuk a specifikus megvalositasi médokra hivatkozva, azonban a
leiras tartalma magéban foglalja az 6sszes olyan modositast vagy helyettesitést, amely a
szakember szdmadra, a szabadalmi igénypontok jelentésétol és céljatol valo eltérés nélkiil,
egyértelmii.

A taldlmanyt az alabbi példak segitségével is leirjuk, azonban e példak a talal-
manyt ssmmiben sem korldtozzak. A példdkban, az alabbiakban specifikalt abrakra hivat-
kozunk. ‘
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Az alédbbiakban leirjuk a taldlmanyhoz tartoz6 abrakat.

Az 1. ébra példaként néhény, a 40-es hurok mentén egymas mellé rendezett, CC
kemokin szekvencidjanak egyeztetését mutatjia be. E fehérjeszegmenst és a GAG-koté-
motivumnak megfeleld kationos helyet bekereteztiik.

A 2. dbra a vad tipusi RANTES és ennek, a példak szerinti mutinsai klénozasara
alkalmazott plazmid térképét mutatja be.

A 3. 4bra a ['*’I]-RANTES-sel és annak muténsaival, heparin alkalmazéséval,
heparinnal bevont gydngyokon végzett kompeticios kotési vizsgalat eredményeit mutatja
be.

A 4. dbra a RANTES-sel és a RANTES haromszoros, 40-es mutansaval végzett
kompeticids egyenstilyi k6tési vizsgélat eredményeit mutatja be.

Az 5. abra a monocita és T-sejt kemotaxis RANTES-sel és a haromszoros, 40-es
és 50-es RANTES-muténsokkal t6rtént indukalasat mutatja be.

A 6. abra a peritonedlis sejtek toborzasanak (,recruitment”), haromszoros, 40-es
RANTES-muténssal tortént gatlasat mutatja be.

A 7. abra peritonedlis sejtek, RANTES a4ltal indukalt toborzasanak, Pichia
pastorisban eldallitott, csonkolt, hiromszoros, 40-es RANTES-mutanssal (3-68) tortént
gatlasat mutatja be.

A 8. abran a peritonedlis sejtek MIP-1B-vel indukalt toborzasinak haromszoros,
40-es MIP-1PB mutanssal (K45A-R46A-K48A) tortént gatlasat lathatjuk.

A 9. abran a peritoneilis sejtek MIP-1a-vel indukalt toborzasanak, haromszoros,
40-es MIP-1a muténssal (K18A-R46A-K48A) tortént gatlasat lathatjuk.

A 10. abra a peritonealis sejtek tioglikolattal indukalt toborzasanak, haromszoros,
40-es RANTES-muténssal tortént gatlasat mutatja be.

A 11. abra a kisérleti autoimmun enkefalomielitisz-rohamnak a taldlmany szerinti

0sszes haromszoros RANTES-mutanssal tortént gatlisat mutatja be.

Példak

1. Anyagok és eljardsok

a) Heparint nem kitd RANTENS-mutansok eléallitasa

A RANTES mutagenezisét inverz polimeraz-lancreakci6s eljarassal végeztiik. A
pontmutacidkat az emberi RANTES kédolé szekvencijaval (GenBank katalogusszéma:
NM_002985) torténd hibridizalasra alkalmazott két lancindité egyikével, ellentétes orien-
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taciéban vittiik be. A lancindit6-anellalas hatékonysiganak fokozasara (kiiléndsen akkor,
amikor tobbszoros mutaciokat vittiink be lancinditokba) a DNS-t luggal denaturaltuk. A
denaturalt DNS-t koriilbeliil 10 pg/reakcié koncentraciéra higitottuk a nem mutalt DNS-
nek a transzformacids reakcioba valé beépiilésének elkeriilése céljabol.

Az aminosavaknak a példakban és a leirasban megadott szamozasa az érett fehér-
jének felel meg, azaz a szekvencialista szerinti 24. pozicidban talalhatd szerinnel kezd6dik.
Ezért, a szekvencialistaban és a példdkban megadott aminosavak szdmai kozotti tékéletes
megfeleltség miatt, a példakban vagy a leirasban megjelent szimokhoz 23-at kell hozzaad-
ni.

A mutagenezisben alkalmazott lancinditok szekvenciai az alabbiak, a mutalt bazi-
sokat alahuzassal jeleztiik:

R44A (szensz)

5>-TTT GTC ACC GCA AAG AAC CGC CAA G-3’ Pl
R44A (antiszensz)

5’-GAC GAC TGC TGG GTT GGA GCA CTT G-3° P2
K45A (szensz)

5’-TTT GTC ACC CGA GCG AAC CGC CAA G-3’P3
K45A (antiszensz)

5’>-GAC GAC TGC TGG GTT GGA GCA CTT G-3’ P4
R47A (szensz)

5’-CGA AAG AAC GCC CAA GTG TGT GCC A-3’ P5
R47A (antiszensz)

5’-GGT GAC AAA GAC GAC TGC TGG GTT G-3’ P6
R44A-K45A-R47A (hdromszoros, 40-es muténs, szensz)
5’-TTT GTC ACC GCA GCG AAC GCC CAA GTG TGT GCC AAC P7
R44A-K45A-R47A (haromszoros, 40-es mutans, antiszensz)
5’-GAC CGA CTG CTG GGT TGG AGC ACT TGC C-3’ P8

K55A (szensz)

5’-GCC AAC CCA GAG GCG AAA TGG GTT CGG-3’ P9
K55A (antiszensz)

5’>-ACA CAC TTG GCG GTT CTT TCG GGT GAC-3° P10
K56A (szensz)

5’-AAC CCA GAG AAG GCA TGG GTT CGG GAG-3’ P11
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K56A (antiszensz)
5’-GGC ACA CAC TTG GCG GTT CTT TCG GGT-3’ P12
R59A (szensz)
5’-AAG AAA TGG GTT GCG GAG TAC ATC CAA C-3’ P13
R59A (antiszensz)
5’-CTC TGG GTT GGC ACA CAC TTG GCG-3’ P14
K55A-K56A-R59A (hdromszoros, 50-es mutans, szensz)
5’-GCC AAC CCA GAG GCG GCA TGG GTT GCG GAG TAC ATC-3’ P15
K55A-K56A-R59A (haromszoros, 50-es mutans, antiszensz)
5’-ACA CAC TTG GCG GTT CTT TCG GGT GAC AAA GAC-3’ P16

Az amplifikaciot DNS-héciklizalo késziilékben (Perkin-Elmer-Cetus), 35 ciklus-
ban, pfuturbo® DNS-polimeraz (Stratagene) alkalmazasaval végeztitk. DNS-ligalast kove-
tden, Top 10 F* kompetens E. coli sejteket (InVitrogen) transzformaltunk. A mutansok
szekvenciajat DNS-szekvenalassal ellendriztiik.

b) Vad tipusii (WT) RANTES és RANTES-mutinsok expresszaldsa és tisztitisa

E. coliban

A fentiekben leirtak szerint PCR-rel eldallitott DNS-fragmentumokat pET24d
plazmidba (2. dbra) klénozva vektorsorozatot készitettink. WT vagy mutalt RANTES ko-
dol6 szekvenciajat a pT7 prométer 3° végébe klonoztuk az Xbal és Nhel/Xhol helyek kozé.
A plazmid két markergént (Km és lacl) és egy aktiv replikacids origét (Ori fl) tartalmaz.

Az eredményiil kapott vektorokat BL21(DE3) E. coli torzs, amely a pT7/Lacl
rendszer alkalmazasakor erés fehérjeexpressziét biztosit, ujratranszformaldsara alkalmaz-
tuk. A fehérjeexpresszié indukédlasra a tenyészoldathoz 1 mM izopropil-B-D-tio-
galaktopiranozidot adtunk. Az 6sszegytijtott sejteket lizispufferben (50 mM Tris-HCI, pH
8, 10 mM MgCl,, 5 mM benzamidin-HCI, 1 mM DTT, 0,1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid
(PMSF), 20 mg/l DN4z) szuszpendaltuk fel. A sejteket Franciaprés-egységen tértént ha-
romszori 4tpréseléssel tortilk dssze. A szuszpenziét 10000 x g-vel, 4°C-on, 30 percig cent-
rifugaltuk. A WT RANTES-t vagy az egyik RANTES-mutanst tartalmazé inkluzids tes-
tekbdl all6 iiledéket 0,1 M Tris-HCl-ben (pH 8,0, + 6 M guanidin, 1 mM DTT) feloldottuk
¢s 30 percig, 60°C-on kevertiik. Az oldatot haromszor cserélt, 1%-o0s ecetsav ellen
dializaltuk. Az oldhatatlan anyagot 10000 x g-vel, 30 percig tortént centrifugalassal eltavo-
litottuk. A WT RANTES-t vagy az egyik RANTES-mutanst tartalmazé feliiliszot liofili-

zaltuk.
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A liofilizalt port 0,1 M Tris-HCl-ben (pH 8,0, + 6 M guanidin-HCl, 1 mM DTT)
feloldottuk gy, hogy koériilbeliil 1 mg/ml koncentraci6ju oldatot kapjunk. A fehérjéket
tizszeres mennyiség(, 0,01 mM oxidalt glutationt és 0,1 mM redukalt glutationt tartalmazé
20 mM Tris-HCl-hez (pH 8,0) cseppenként hozzaadva renaturaltuk. Az oldatot 12 éran At
4°C-on kevertiik. Az oldhatatlan anyagot 10000 x g-vel, 30 percig tortént centrifugalassal
eltavolitottuk. A pH-t ecetsavval 4,5-re, a vezetSképességet pedig vizzel tértént higitassal
20 mS-re éllitottuk be. Az oldatot 20 mM nétriumacetéttal (pH 4,5) ekvilibralt HiLoad S
26/10 oszlopra vittiik fel, és a fehérjét ugyanazzal a pufferrel késziilt, linearis 0-2 M NaCl-
gradienssel eludltuk. A WT RANTES-fehérjét vagy az egyik RANTES-mutansfehérjét
tartalmaz¢ frakciokat 6sszeontéttiik, és haromszor cserélt ecetsav ellen dializaltuk, azutan
liofilizaltuk.

A liofilizélt fehérjéket 50 mM-os Tris-HCI pufferben (pH 8,0) oldottuk fel. A
klénozasi folyamatb6l visszamaradt MKKKWPR leader szekvenciat a WT RANTES-
fehérjérél vagy az egyik mutins RANTES-fehérjérl endoproteinaz Arg-C enzimmel
(1:600 enzim:szubsztratum, w/w), 37°C-on, 12 6rén at végzett inkubalassal hasitottuk le. A
hasitott fehérjéket a nem hasitottaktél 20 mM natriumacetattal (pH 4,5, + 6 M karbamid)
ekvilibralt HiLoad S 26/10 oszlopon vaélasztottuk el, és a fehérjéket ugyanazzal a pufferrel
késziilt, linedris 0-2 M NaCl-gradienssel elualtuk. A hasitott fehérjét tartalmazo frakciokat
Osszeontottiik, €s elébb kétszer cserélt 1%-os ecetsav, végiil pedig 0,1%-os trifluorecetsav
ellen dializaltuk, azutdn liofilizaltuk [Edgerton és mtsai., Chemokine Protocols, Methods in
Molecular Biology 2000, 138, 33-40, kiad.: Humana Press; Proudfoot és mtsai.,
Chemokine Protocols, Methods in Molecular Biology 2000, 138, 75-87, kiad.: Humana
Press].

A WT RANTES-fehérje és mutins RANTES-fehérje eredetiségét tomeg-
spektrometridval igazoltuk. Ezzel analég eljarassal egy masik, az NH2-terminalisan tovéb-
bi Met aminosavat tartalmaz6 muténs mellett, egyszeres vagy héaromszoros 40-es
RANTES-mutéansokat és egyszeres vagy haromszoros 50-es mutansokat is elallitottunk.

¢) Vad tipusi (WT) RANTES és RANTES-mutinsok expresszilasa és tisztitasa
Pichia pastorisban

Erett, haromszoros, 40-es RANTES-muténst (R44A-K45A-R47A) dllitottunk el
mega-lancinditon alapulé PCR-mutagenezis [Datta, Nucl. Acid Res. 23, 4530-4531

(1995)] alkalmazéasaval. A mutanst, S. cerevisiae-eredetit Mat-o pre-proszignalpeptiddel,

pPICIK Pichia pastoris expresszids vektorba, leolvasasi keretbe klénoztuk.

v
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A szekvencia ellen6rzése utan, a plazmidot elektroporaciéval Pichia pastoris
GS115(his4) gazdatérzsbe transzferaltuk. His'-klonokat szkrineltiink a RANTES-mutans
expresszidjara nézve. A Kkisléptékii expresszids vizsgalatot az InVitrogent6l (Life
Technologies) szarmazo6 Pichia Expression Kit reagenskészlethez mellékelt leiras szerinti
standard eljarasokkal végeztiik. Réviden, a tenyészetet szénforrasként glicerint tartalmazo,
dusitott tdpoldatban felszaporitottuk, majd leiilepitettiik és metanolt tartalmazo tapoldattal
indukaltuk a mutins RANTES-fehérje expressziéjat. A RANTES-muténs tapoldatba torté-
no szekrécidjat Coomassie kékkel festett SDS-PAGE-vel mutattuk ki.

RANTES-muténst magas szinteken (koriilbeliil 500-750 mg/l) termelé klént al-
kalmaztunk nagy, razatott flaskakban torténd léptéknovelésre. A fermentalt tapoldatot
5000 rpm-mel lecentrifugaltuk és a feliiliszot tisztitottuk.

A feliilisz6bdl a fehérjét egyetlen kromatografias 1épésben, 0,1 M Tris-HCl-lel
ekvilibralt, Heparin Sepharose oszlopon tisztitottuk. Az eluciét 20 oszloptérfogat mennyi-
ségli, az el6bbi pufferrel késziilt, linearis 0-2 M NaCl-gradienssel végeztiik. A fehérje azo-
nossagat tdmegspektrometridval igazoltuk és felismertiik, hogy ilyen rendszerben, az igy
termelt RANTES-mutdns (R44A-K45A-R47A) a vad tipustt molekuléhoz képest, az N-
termindlison csonkolt (azaz az els6 két aminosav hianyzik). Az igy eldallitott mutanst ha-
romszoros, 40-es RANTES (3-68) mutansként (R44A-K45A-R47A) azonositottuk, amely-
nek az aminosav-szekvencidja a szekvencialistdban 3. azonositdszamon bemutatott szek-
venciaval azonos.

d) A heparin kétddésének vizsgalatai

Heparin Sepharose kromatografiat végeztiink 50 pg WT vagy mutans RANTES-
fehérjék alkalmazasaval, amelyeket a 25 mM Tris-HCI (pH 8,0) és 50 mM NaCl tartalmu
pufferrel ekvilibralt Heparin Sepharose oszlopra vittiink fel, és 25 mM Tris-HCl (pH 8,0)
pufferrel késziilt, lineris 0-2 M NaCl-gradienssel elualtunk.

Heparin Sepharose kromatografiat végeztiink 50 pg WT vagy mutdns RANTES-
fehérjék alkalmazasaval, amelyeket 50 mM natriumacetattal (pH 4,5) ekvilibralt MonoS
kationcseréld oszlopra vittiink fel. A fehérjét 0-2 M NaCl-gradienssel elualtuk.

Kompeticiés kotési vizsgilatot végeztink WT RANTES, hdromszoros, 50-es
RANTES-muténs, és haromszoros, 40-es RANTES-mutans (a szekvencialistaban 2. azo-
nositészamon bemutatott szekvencia, masnéven R44A-K45A-R47ARANTES) alkalmaza-
saval, amelyeket '*°I-vel (specifikus aktivitas: 2200 mCi/m6l) (Amersham) radioaktiv jel-
zéssel lattunk el. Kilencvenhat-lyuku sziirdlemezeket kétési pufferben (50 mM HEPES, pH
7,2, 1 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 0,15 M NaCl és 0,5% BSA) aztattunk. A kotési pufferrel a

-
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heparinbdl 20 mg/ml - 1 pg/ml koncentracidtartoméanyban higitasi sorozatot készitettiink.
A vizsgélatot lyukanként 100-100 pl &ssztérfogatban (25 pl higitott heparin + 25 pl ['%1]-
kemokin + 25 pl heparingydngy (0,2 pg/ml, vizben) + 25 ul kotési puffer) végeztiik. A
vizsgalat hdromszoros ismétlésben tortént. A lemezeket szobahémérsékleten, mozgatassal,
4 oran &t inkubdltuk. A sziirlemezeket 200-200 pl mosopufferrel haromszor mostuk, a
nem kotott jelzett kemokin eltavolitdsara vakuumpumpét alkalmaztunk. Ezutén az egyes
lyukakhoz 50-50 pl scintillanst adtunk, és radioaktivitast mértiink (1 perc/lyuk). Az adato-
kat GraFit szoftverrel analizaltuk.

e) Egyensiilyi kompeticiés receptorkétési vizsgalati eljaras

A vizsgélatot CCR1-et vagy CCR5-6t expresszalé CHO-transzfektansokbol pre-
paralt membranokon, scintillicios proximitasi vizsgalattal (SPA) végeztikk, amelyben
tracerként ['*°I]-MIP-1a-t alkalmaztunk. A kompetitorok a jeloletlen kemokinekbél, 107-
10" M koncentraciétartomanyban, vizsgalati pufferrel (50 mM HEPES, pH 7,2, 1 mM
CaCl,, 5 mM MgCl,, 0,15 M NaCl, 0,5% BSA) késziilt higitisi sorozatok voltak.
Wheatgerm (buzacsira) SPA gyongyoket (Amersham) PBS-ben, 50 mg/ml koncentrécio-
ban feloldottunk, és a kotési pufferrel 10 mg/ml-re higitottuk (0,25 mg/lyuk végkoncentra-
cif). A CCR1-et vagy CCR5-6t expresszalo CHO-transzfektansokbol preparalt membra-
nokat -80°C-on téroltuk és kotési pufferben 80 pg/ml koncentraciora higitottuk. A hattér
csokkentésére iranyulo vizsgalat el6tt, a membranokat tartalmazé torzsoldatbol és gyon-
gyoket tartalmazo torzsoldatbol egyenlé térfogatokat kevertiink dssze. A membranok vég-
koncentréaci6ja 2 pg/ml, az ['°I}]-MIP-1a végkoncentracidja pedig 0,1 nM volt. A lemeze-
ket szobahdmérsékleten, mozgatéssal, 4 6ran 4t inkubaltuk. A radioaktivitdst mérése és az
adatok elemzése a heparinkotési-vizsgalatban leirtak szerint tortént.

f) Kemotaxis vizsgalatok

Monocitakon a kemotaxisvizsgalatokat mikro-Boyden kamréaban térténé vizsga-
lattal végeztiik. Monocitakat tisztitottunk ,,buffy coat” frakciobél az alabbi izolicids eljaras
alkalmazasaval: 100 ml ,,buffy coat” oldatot 100 m! PBS-sel higitottunk, Ficoll-ra rétegez-
tiink és szobahdmérsékleten, 600 x g-vel, 20 percig centrifugéltuk. A koztes réteget alkotd
sejteket Osszegytijtottiik, PBS-ben kétszer mostuk, és 5%, Ujsziilétt borjubodl szarmazd,
hével inaktivélt szérumot, 2 mM glutamint és 25 mM HEPES-t tartalmazé RPMI 1640
tapoldatban (pH 7,2) 40-100*10%ml koncentracidban felszuszpendaltuk. A sejteket a
limfocita-frakciétol Gigy valasztottuk el, hogy a sejtekhez, milliliterenként 10° db, birkaere-

deti vorosvérsejtet tartalmazé szuszpenzié adtunk, 12 6ran at, 4°C-on rozettaltattuk
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(-rosetted”), és egy masodik Ficoll gradiensen szobahdmérsékleten, 900 x g-vel, 20 percig
tjra lecentrifugéltuk. A monocitak a Ficoll és a puffer érintkezési feliiletén, a T-sejtek pe-
dig az iiledékben voltak. A monocitdkat PBS-ben mostuk és 2,5*10%ml koncentracioban
RPMI 1640 tapoldatban felszuszpendaltuk. A sejtszuszpenzio tisztasagat eloére és oldal-
iranyban szérédassal FACS-analizissel mértiik, és gy talaltuk, hogy a donortél fiiggden a
tisztasag 40-80%-0s. RPMI tépoldatban, 30 pl végtérfogatra higitott kemokint (10%-107'2
M koncentriciétartomanyban) mértiink be az als6 lyukakba. Az alsé lyukakra, 1égbuborék-
mentesen, monocitak esetében 5 pum, T-sejtek esetében pedig 8 pm porusméretii filtert
(Neuroprobe) helyeztiink, és a rendszert légmentesen lezartuk. A felsé lyukakba RPMI
tapoldatban 2,5*10° sejt/ml koncentraci6ju sejtszuszpenziobol 50-50 pl-t mértiink be. A
kamrat monociték esetében 30 percig, T-sejtek esetében pedig 1,5 oraig inkubdltuk 37°C-
on, CO,-atmoszféraban. Ezutan a sejteket kiontottiik, a membran fels6 felszinét a sejtektol
tisztara kapartuk, és a membrant PBS-sel mostuk. A membrant MeOH-ba tértént 1 perces
meritéssel fixaltuk, levegdvel megszaritottuk és Fields A és B oldatokkal festettiik. Az el-
vandorolt sejteket az egyes lyukak esetében véletlenszeriien kivalasztott mezékon 20x ob-
jektivvel felszerelt, IBAS leképezés-analizalé szoftverhez illesztett standard mikroszkop-
ban szamoltuk meg. Az adatok illesztését GraFit szoftver alkalmazasaval végeztiik.

g) Peritonealis sejtek toborzasat vizsgalo eljarasok

Az els vizsgalatban, 8-12 hetes korti ndstény BALB/c egerekben sejtek toborza-
sat indukaltuk 0,2 ml steril sGoldatban (LPS-t61 mentes NaCl) oldott 10 pg kemokin
intraperitonedlis injektalasaval. A kemokinmutanst (0,2 ml steril séoldatban oldott 10 Hg
kemokin) az agonista beadasa elétt 30 perccel adtuk be. Hatvan 6raval késobb, az egereket
aeroszolozott CO,-vel eloltiik. A hasiireget haromszor 5 ml PBS-sel kioblitettiik, és az
oblitéfolyadekokat dsszedntottiik. A lecentrifugalt (600 x g, 10 perc) sejteket 1 ml végtér-
fogatban felszuszpendaltuk és az 6sszes leukocitat hemocitométerben megszamoltuk.

A masodik vizsgélatban, az 1. napon, 8-12 hetes korii néstény BALB/c egerekben
sejtek toborzasat indukaltuk 200 pl, desztillalt vizzel késziilt 3%-os tioglikolat oldat intra-
peritonedlis injektalasdval. A kemokinmutanst (0,2 ml steril séoldatban oldott 10 pg
kemokin) a tioglikolat beadasa eldtt 30 perccel adtuk be. Ezutin 3 napon at a kemo-
kinmutanst naponta beadtuk (2., 3., és 4. nap). Az 5. napon az egereket aeroszolozott CO,-
vel eldltiik. A hasiireget haromszor 5 ml PBS-sel kioblitettiik, és az oblitéfolyadékokat
Osszedntottiik. A lecentrifugélt (600 x g, 10 perc) sejteket 1 ml végtérfogatban felszusz-

pendaltuk és az dsszes leukocitat hemocitométerben megszamoltuk.
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h) Kisérletes autoimmun enkefalomielitisz (EAE)

Immunizalasi eljaras

Nyolchetes kort, 18-22 gramm tomegii, néstény BL/6NCrIBR egereket a nyak
hatsé részén, 0,1 ml, 0,25 mg komplett Freund-féle adjuvansban (Mycobacterium
tuberculosist tartalmazé CFA, Difco, Detroit, USA) emulgealt 200 pg MOG;s.ss-peptiddel
(Neosystem, Strasbourg, Franciaorszag) s.c. injektaltunk (0. nap). Az s.c. injekciét meg-
el6zden, az egerek farokvéndjaba 200 pl, PBS-ben oldott 300 ng pertussis toxint (List
Biological Lab., Campbell, CA, USA) adtunk be i.v. A 2. napon az éllatoknak egy maéso-
dik, 300 ng pertussis toxint tartalmazo injekciét adtunk be i.p.

E folyamat eredményeként, koriilbeliil a 8-10. napt6l kezdve az allatoknal, a fa-
roktol kiindulva a mellsé 1ab irdnyaba fokozatosan terjedd, progressziv paralizis jelentke-
zZett.

Kisérleti terv

A kisérlethez az éllatokat 10-10 4llatbol 4116 csoportokba osztottuk. Minden cso-
portot CFA-ban oldott MOGss.ss-peptiddel és pertussis toxinnal immunizaltunk, az immu-
nizélasi rend szerint.

1. csoport:  pozitiv kontrol, csak vivéanyaggal (PBS) oltva i.p.

2. csoport:  pozitiv kontrol, csak vivéanyaggal (PBS) oltva s.c.

3. csoport:  haromszoros, 40-es RANTES mutans, 10 pg/egér, i.p.

4. csoport:  haromszoros, 40-es RANTES mutans, 1 pg/egér, i.p.

5. csoport:  haromszoros, 40-es Met-RANTES muténs, 10 pg/egér, i.p.

6. csoport:  haromszoros, 40-es Met-RANTES muténs, 1 pg/egér, i.p.

7. csoport:  egéreredetii rekombinéns B-interferon (m-IFN-B), 10000 U/egér, s.c.

8. csoport:  m-IFN-B, 20000 U/egér, s.c.

Vivéanyag

Az 6sszes 40-es RANTES mutanst, az dsszes 40-es Met-RANTES mutanst és az
m-IFN-B-t PBS-sel higitottuk a megfeleld koncentraciora.

Beadasi mdédok

A 40-es RANTES muténst, a 40-es Met-RANTES muténst és az m-IFN-B-t na-

ponta i.p. adtuk be. A beadési térfogat egerenként 200 pl volt. Az 1. és 2. csoportot ege-
renként 200 pl PBS-sel injektaltuk.
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Kezelési idGtartam

A kezelés minden éllat esetében a kisérlet 4. napjan kezdédstt (a betegség szoka-
sos jelentkezése el6tt koriilbeliil 3-5 nappal) és 14 egymast kovetd napon at folytatodott (az
allatokat a kisérlet 18. napjan eloltiik).

Klinikai megfigyelések

Az 5. naptdl kezdve, az allatokat egyenként megvizsgaltuk a paralizis kialakul4sa-
ra nézve az alabbi klinikai pontrendszer szerint:

0 = a betegségnek nincs jele

0,5 = a farok részleges paralizise

1 = a farok paralizise

1,5 = a farok paralizise + az egyik hatsé lab részleges paralizise

2 = a farok paralizise + a hatsé 1ab gyengesége vagy részleges paralizise

2,5 = a farok paralizise + a hétsé 14b részleges paralizise (medencestilyedés)

3 = a farok paralizise + a hatso 1ab teljes paralizise

3,5 = a farok paralizise + a hatsé 14b teljes paralizise + akaratlan valadékomlés

4 = a farok paralizise + a hatso 14b teljes paralizise + a mellsd 1ab gyengesége
vagy részleges paralizise

5 = haldoklas vagy halal

2. Eredmények

a) Heparink6tés vizsgalata

A tisztitott, egy vagy hidrom helyen mutalt RANTES-fehérjéket analizaltuk

heparinkromatografidval és az ezek elualasahoz sziikséges NaCl-koncentraciét 6sszehason-
litottuk a WT RANTES eluciés profiljaval. Mivel a heparinnal létesitett kélcsénhatas
elektrosztatikus jellegii, a mutansok viselkedését MonoS oszlopon is megvizsgaltuk. Ennek
eredményeként megallapitottuk, hogy mivel a mutagenezissel bazikus aminosavakat tavo-
litottunk el, ezért a mutdnsok elualasahoz sziikséges NaCl-koncentraci6 lecskkent. Ha a
NaCl-koncentréci6t tekintve a kationcserél-kromatografianal tapasztalt eltérés és a
heparinkromatografianal tapasztalt érték kiilonbsége pozitiv, akkor a heparinnal létesiilt
kolcsonhatast specifikusnak tekintjiik (1. tablazat).

Heparin és a hdromszoros, 40-es és 50-es RANTES-mutansok kozotti kozvetlen
kdlesonhatast kompeticios kotési vizsgalattal mértik. A WT RANTES-t és a mutansokat
az Amersham altal megadottak szerint jédoztuk, és mindegyik ugyanazon specifikus akti-
vitdsu volt (2200 mCi/moél). Azonban, a hiromszoros, 40-es muténsoknak kériilbeliil a

20%-a kotédott a heparingyongyskhoz (maximalis cpm = 4000, a WT RANTES és az 50-
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es mutansok esetében pedig 22000 cpm (3. abra)). Ez azt mutatja, hogy a 40-es hurokban
1év6, mutdlt aminosavak alkotjAk a RANTES heparinksté-kapacitdsanak donté részét.
Masfeldl, ez azt is felveti, hogy az 50-es hurokban 1év6 feltételezett GAG-kété motivum
nem ,,igazi” GAG-kétShely.

b) Egyensilyi kompeticids receptorkétési vizsgélati eljarasok

A haromszoros, 40-es és 50-es mutansok azon sajatsagat vizsgaltuk, hogy képe-
sek-e a ['*I]-MIP-1a-val versengeni a stabil CHO-transzfektdnsokboél preparalt
rekombindns CCR1-hez és CCR5-héz valé kotédés terén. A két receptor tekintetében
egyetlen egyszeres mutdci6 esetében sem tapasztaltunk jelentds kiilsnbséget (eredmények
nincsenek bemutatva). A haromszoros mutinsok koziil egyik sem kiilonbozott WT
RANTES-t6l a CCR5-héz valé kotddésben. Azonban, a CCR1 esetében, a haromszoros,
40-es mutans affinitisa szazadara csékkent, mig a haromszoros, 50-es muténs affinitasaban
csak kismértékii (haromszoros) csokkenést tapasztaltunk (4. abra).

c) Kemotaxis-vizsgalat

A haromszoros, 40-es és 50-es mutansok a WT RANTES aktivitasaval 6sszevet-

heté mértékben tudtak monocita-kemotaxist indukalni, kivéve a haromszoros, 40-es mu-
tanst, amely csak 1 uM-os koncentracioban volt képes jelentés kemotaxis kivaltasara.
Azonban, a haromszoros, 40-es és 50-es mutinsok egyenlé mértékben voltak képesek T-
sejt kemotaxist indukaélni (5. dbra). A monocitdkkal végzett kemotaxis-vizsgalat eredmé-
nyei j6l egybecsengenek a receptorkétési-vizsgalatok soran kapott eredményekkel.

A monocitédkkal végzett kemotaxis-vizsgilat eredményei j6l egybecsengenek a
receptorkdtési-vizsgalatok soran kapott eredményekkel. A haromszoros, 40-es RANTES-
mutansnak a monocitadk kemotaxisaval kapcsolatos aktivitdsanak hianya 6sszhangban van
a CCR1-re vonatkozé affinitds hidnyaval.

g) Peritonealis sejtek toborzasat vizsgalé eljarasok

Abban a koncentracidban (10 pg/egér), amelyben a RANTES jelentés mértéki
toborzast valtott ki, a haromszoros, 40-es RANTES-mutans nem volt képes indukalni a
sejtek toborzasat a peritoneumban (6. abra).

Tovabba, ha a RANTES beadasa el6tt 30 perccel a mutansbél beadtunk 10 pg-t, a
RANTES altal indukalt sejtek toborzodasa gatlodott. Ennek kévetkeztében, a GAG-kotés
megsziintetése in vivo gatlo hatassal volt a kemokin 4ltal indukalt sejttoborzasra.

Analég eredményeket mutatunk be a 7. abran a csonkolt RANTES (3-68) harom-

szoros, 40-es mutdnsaval (Pichia pastorisban el6allitva), a 8. abran a haromszoros, 40-es
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MIP-1B muténssal (K45A-R46A-K48A), és a 9. 4bran a MIP-1a haromszoros, 40-es MIP-
la muténssal (R18A-R46A-R48A) kapcsolatban. A tioglikolattal indukalt sejttoborzast a
RANTES héromszoros, 40-es muténsa jol gatolta (10. 4bra)

h) Kisérletes autoimmun enkefalomielitisz (EAE)

A RANTES haromszoros, 40-es muténsa dézistél fliggé hatast mutatott az egér
EAE-modellen. Az 1 pg/egér és 10 pg/egér dozisban, a MOG-gal végzett elsédleges im-
munizélast kovetd 10. naptol naponta, i.p. beadott fehérje a rekombinans m-IFN-B-vel
végzett referenciakezeléssel sszevetheté hatékonysagot mutatott (11. dbra). A betegség
kitdrésének ideje jelentds mértékben eltolodott és a betegség sulyossaga (a gorbe alatti
teriilet mérete szerint) jelentdsen redukalédott. Tovabba, a kisérlet soran elért maximalis
klinikai pontszamok 4tlaga szintén lecsdkkent. Hasonlé kisérletben, a masik mutans (Met-
RANTES haromszoros, 40-es muténsa) semmiféle jétékony hatast sem tudott kifejteni.

Az eredményeink szerint, a RANTES 6sszes haromszoros, 40-es mutansaval vég-
zett kezelés egyértelmiien jotékony hatdst volt. MOG-gal tortént immunizalast kévetSen
egerekben csokkentette a kronikus EAE klinikai jeleit. Ezért, a RANTES haromszoros, 40-
es mutansa jotékony terapids hatast gyakorol, és kronikus mielinpusztulassal jard betegsé-
gek, példaul MS, kezelésére alkalmazhato.

1. tiblazat
Heparin és Mono-S (kationcserél6) oszlopokrdl torténé eliciéhoz sziikséges
NaCl-koncentracio (M)

RANTES Muticié | Heparin MonoS
ANacCPersS | A NacMeres | A A,
No (WT) 0. 80 ) S e D
R44A 0.61 0. 82 0.19 0. 09 0.10
K45A 0. 65 0.97 0.15 0.04 0.11
R47A 0. 65 0. 84 0.15 0. 07 0.08
R44A-K45A-R47A 0.47 0.70 0.33 0.21 0.11
K55A 0.70 0. 86 0.10 0. 05 -0.05
K56A 0.90 0.94 -0.10 0. 07 -0. 17
RS59A 0.79 0.85 0.01 0. 06 -0.05
K55A-K56A-R59A 0.70 0.75 0.10 0.16 -0.06

eee ese -
[N e o o o
. (1]
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Az alébbi 2. tablazat egyértelmiivé teszi a szekvencialistdban és a sz6vegben emli-

tett szekvencidk azonossagat.

2. tablazat

Szekvencia azonosité szam A szekvencia leirasa
vad tipusu (vt) RANTES
Haromszoros 40-es RANTES muténs
Haromszoros 40-es RANTES (3-68) mutans
Haromszoros MIP-1-alfa mutins (R18A-R46A-R48A)
Haromszoros MIP-1-béta mutans (K45A-R46A-K48A)
Héromszoros 50-es RANTES muténs
Haromszoros 40-es Met-RANTES muténs
R44A-RANTES mutans
K45A-RANTES mutans
R47A-RANTES muténs
K55A-RANTES mutans
K56A-RANTES mutans
RS59A-RANTES mutans
P1 lancindit6
P2 lancindito
P3 lancindito
P4 lancindit6
P5 lancindit6
P6 lancindito
P7 lancindit
P8 lancindit6
P9 lancindit6
P10 lancindito
P11 lancindito
P112 lancindit6
P13 lancindito
P14 lancindité
P15 lancindité
P16 lancindito
vad tipusu 1309
vad tipusu MIP-1-alfa
vad tipusit MIP-1-béta
vad tipusi MIP-4
vad tipusi  MIP-5
vad tipusi HCCI
vad tipusu 136512
vad tipusi MCP-2

WL [WIILIWIWIWIWINIININ[DI NN N[N NI NI [t [t [ 1 f ot [t |t |t [t | | 4t
N N Y PN N S I M = -1 I RN e R N N I Y I Y = L S I e T I N I I S NS A A e e T Y U E A R )
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Szabadalmi igénypontok

1. Az 1. dbran bemutatottak szerint, a 40-es hurok kationos helyén legalabb két
mutaciot hordozo, és a vad tipusi molekuldhoz képest csokkent GAG-kotési aktivitast mu-
tato6 CC-kemokinmutans alkalmazésa sclerosis multiplex és/vagy mas mielinpusztulassal
jard betegség kezelésére szolgald gyogyaszati készitmény eldallitasara, ahol a CC-kemokin
RANTES, MIP-1a, MIP-1B3, MIP-3, MIP-4, HCC1, 1309, 135612 vagy MCP-2 lehet.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben a kemokinmutans RANTES-
mutans.

3. A 2. igénypont szerinti alkalmazds, ahol a kemokin mutans olyan, tripla
RANTES-mutans, amelyben a 40-es hurok kationos helyén a harom bazikus aminosav mas
aminosavval lett szubsztitualva.

4. A 3. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a 40-es hurok kationos helyén 1évé ha-
rom bazikus aminosav alaninnal, szerinnel, treoninnal, prolinnal vagy glicinnel lett
szubsztitualva.

5. Az 1. igénypont szerinti alkalmazds, ahol a kemokinmutins a szekvencia-
listaban 3. azonositdszamon bemutatott szekvencia szerinti RANTES-muténs.

6. Az 1. igénypont szerinti alkalmazés, ahol a kemokinmutans a szekvencia-
listdban 2. azonositészamon bemutatott szekvencia szerinti RANTES-mutans.

7. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a kemokinmutins a szekvencia-
listdban ncialistaban 4. azonositészamon bemutatott szekvencia szerinti MIP-1o-muténs.

8. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a kemokinmutins a szekvencia-
listaban 5. azonositészamon bemutatott szekvencia szerinti MIP-13-mutans.

9. Gyobgyaszati készitmény, amely sclerosis multiplex és/vagy mas
mielinpusztuldssal jar6 betegség kezelésére szolgalo, aktiv dsszetevoként az 1-8. igénypon-
tok barmelyikében maghatérozott kemokinmutinst gyogyaszatilag elfogadhat6 kétdanyag-
gal egyiitt tartalmaz.

10. Csonkolt és mutélt, emberi RANTES, amelynek aminosav-szekvencidja a
szekvencialistdban 2. azonositdszdmon bemutatott szekvencia.

11. A 10. igénypont szerinti csonkolt és mutalt RANTES-t kodolé6 DNS-
szekvenciat tartalmaz6 DNS-molekula.

12. A 10. igénypont szerinti DNS-molekulat tartalmazé expresszios vektor.

13. A 12. igénypont szerinti expresszids vektort tartalmazo6 gazdasejt.
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14. Az 1. igénypont szerinti polipeptid eldallitasara szolgélé rekombindns eljaras

azzal jellemezve, hogy a 13. igénypont szerinti sejteket megfelel6 tapoldatban tenyésztjiik.

A meghatalmazott:
10 DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
Dr. Svingor Adam

szabadalmi ligyvivo

. 2 ( wlalof
£ J1 alne

Y% M-uﬁ&uu,ck

4G stelf
Focbi



ANY

-

KOZZETETELI
PELD

P oiuuisk

PCT/EP01/11428

111

yoiny se-Qf

ST 0T S

a OINDIIOATIINS QUAMSEN AU OATND XS TAYINID, INITYIASTTIOTAINUNIANIODIIEISASAAD Z-doR
b omzqaomomgauHz>amazuamaqmazmﬁawwo§nnzmzau LAZTIYETHD +  NTORADAATHEETANEAXNTOO LS LNANEANL ZT9GEL
Q2 NDINAXIAAOAMIASANIIOASHOMN TTIATOINED « BSNIZAXAWIUORE HXLLALIDOASIHAIOUSSBILAL T TOOH
(O NTZTAXARZOAMSISAQYOAT N 1B3ANYEDSD)|  18SLEAXAANINEATIYVLASIOOYIAAASONAY dt-aIm
. I5XEXDRINOA0ADADE DADNOMN|TTIIADIASD - 486 LAIASAWISOITSVSIRBLOOAYYAHAS SO/ZOOKR/S-AIR
IO IN T ATITRINDADADNaSANYO A LTITIADENED - ZSNIEJIXSITISOI ISUAIASIDOAYSIVHANA €-dIn
- YNDIIAS TANOAMDINGAVO IO O LTIIADTIAED + BASLESKAATINDA IOMSLXATOOTIANIOAD OUVYA/GTE6€8Y/V-dIR
WSTFIASAKNOANTEEAAY[OADNUSDALTIIADIASD - DESIBIAAYT NGOG IOUSIASIDOYIALAVYISY DIT-&IR
émmoﬂﬁgﬁo;ganﬁ IRINNDIINIITOANSD .Hmmazm.ﬂoqaqmHaomdhmmoommmgozmmm 60€I
SWITSNIXTIANNIANYOAT NI IAAAAVANED ‘NOSLAIXIIHVIATANYIXYIDDAL ' LASEALE SEINVI

Ajay souoney




PCT/EP01/11428
2/11

BspHI

.BspHI
..Nsil
“Nsil

" Clal

- BspHI




PCT/EP01/11428

3/11
3. abra
25000 | |
20000 g § I % -
5 | E
L 15000 } .
- - ]
o - ]
E » ]
§ 10000 [ .
“ 5000 | .
VI
10° 10° 10* 10° 102 10" 10° 10

Heparin (pg/ml)

WT (O); Haromszoros 50-es mutans (A ), Haromszoros 40-es mutans (e)



PCT/EP01/11428

4/11

- 120
100!
H
g 80
2
a
s 60
A 40
20
105 104 10 102 10-' 10° 10' 102 103
RANTES (nM)
10° 102 10" 10° 10' 10> 10°
120 ‘
__ 100 [ ' T
E ; —
Q.
S 80 .
= B e |
e 60 [ .
s | |
F ol -
s — —
20 .
0 |-

WT (O); Haromszoros 50-es mutans (A ), Haromszoros 40-es mutans (e)



PCT/EP01/11428
5/11

5. abra

3l
| [_Monocitak |

Kemotaxis-iidex
)

102 1™ 10 10° 10° 107 10°
RANTES (M)

10" 1™ 10" 10° 10°* 107 10°

4—r-rmm|—nTnnq—r11mnr-r|Tnm]—r‘rm1m—l‘rrmﬂﬂ

Kemotaxis-iidex

WT (O); Haromszoros 50-es mutans (A ), Hiromszoros 40-es mutans (e)



PCT/EP01/11428

Sejtek (x10°)

6/11
6. abra
7.5 1
_.A_‘_*—
5.0 -
- s & Yyv-
—
25 1 .
0.0
NaCl NaCl NaCl NaCl
+ + +

WT RANTES Haromszoros Haromszoros

40-es RANTES 40-es RANTES

mutans

mutans
+

WT RANTES



PCT/EP01/11428

7/11
7. abra
10,0 -
) ] A
;5_/ 75 A .
-“% 5.0 1 A ®
? Y ee
254 m vY "o
L |
0.0 -
B NaCl
A NaCl + WT Rantes
V¥ NaCl + haromszoros 40'-es RANTES (3-68) mutans
¢ NaCl + 10 pg haromszoros 40-es RANTES (3-68) mutans +
WT RANTES
® NaCl + 10 0,1 ug haromszoros 40-es RANTES (3-68) mutans +

WT-RANTES



PCT/EP01/11428

¢ 4 > g

8/11
8. abra

10.0 -
754 A
“’g -
>
<  50-
3 I
) . e
@ 25 v

. v ¢

0.0

NaCl

NaCl + WT Rantes
NaCl + haromszoros 40'-es RANTES (3-68) mutans

NaCl + 10 ug haromszoros 40-es RANTES (3-68) mutans +
WT RANTES

NaCl + 10 0,1 pg haromszoros 40-es RANTES (3-68) mutans +
WT-RANTES

NaCl + 0.1 pg haromszoros 40-es MIP-1B mutans + WT MIP-1



PCT/EP01/11428

Sejtek (x10°)

9/11
9. abra
7.51
A
5.0 1
2.5+ .
. [ ]
NaCl NaCl NaCl
+ +
WT MIP-1a WT MIP-1a
+
1 ug haromszoros
40-es MIP-1q

mutans

PYICLY T
. .

. e
v veo - 2'
? “wv .

.....

v Poeov



Sv Voos
v ‘u_ e, .

. oV - -
aee - 90

. A .y .

- ' P .. [ 4 ~

] PCT/EP01/11428
10/11
10. abra
15 4
% 10
5 -
_LV"_-
-—I'l—
0
Alapvonal NaCl haromszoros
40-es RANTES

mutans (10 pg)



PCT/EP01/11428

¢ p @ O

Klinikai pontszamok

11/11
11. abra
3 TT11 ] TVE 1 ] TT 10 [ TV 11 | TTT1 ] T 11
2.5 —
2 —
15 —
1 —
05 —
0 SENEEEEENE ENN!
0 5 10 15 20 25
Napok
kontroll

haromszoros 40-es RANTES mutans
m-IFN-B

haromszoros 40-es Met-RANTES mutans



	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings

