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(s4) Eljaras gamma-interferon inhibitor hatasu rekombinans BCRF1-fehérjék,

és ezeket tartalmazé gyégyszerkészitmények elallitasara

KIVONAT

A taldlmany gamma-interferon szintézisét gatld mények elBallitasa, melyek tilzott gamma-interferon-
BCRF1-fehérjék rekombinans Gton torténd eléallitisara termeléssel és nem megfeleld immunvalasszal tarsult be-
és az erre szolgald rekombinans expressziés vektorok tegségek kezelésére szolgalnak.

elBallitisara vonatkozik.
A taldlmany targyat képezi tovabba a fenti rekom-
bindns BCRF1-fehérjéket tartalmazé gyogyszerkészit-

A leirds terjedelme 10 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)
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A taldlmany gamma-interferon inhibitor hatdst
BCRF1 Epstein—Barr (EBV) -virusproteinek rekombi-
nans aton torténd elballitdsara vonatkozik. A talalmany
targyat képezi tovabba a BCRF1-fehérjéket tartalmazo
gyogyszerkészitmények eldallitasa, amelyek elsésorban
a tilzott gamma-interferon-termeléssel és nem megfe-
lel6 immunvalasszal tarsult betegségek kezelésére szol-
galnak.

Az immunrendszer az egymasra erés kolcsonhatéast
kifejt6 szdvetek, sejttipusok és szolubilis faktorok bo-
nyolult dsszessége. Legutobb felvetették, hogy szdmos
betegség és immunoldgiai rendellenesség dsszefliggés-
ben lehet az immunrendszer bizonyos Osszetevéi, fo-
ként a citokinek kozott fennalld egyensulyhiannyal
[(lasd példdul: Mosmann et al., Ann. Rev. Immunol., 7,
145-173 (1989); Cher et al., J. Immunol., /38,
3688-3694 (1987); Mosmann et al., Immunol, Today,
8, 223-227 (1987); Heinzel et al., J. Exp. Med., 169,
59-72 (1989)].

Nagyszamu bizonyiték van arra, hogy példéul a
gamma-interferon (IFN—Y) talzott termelése felelds a 6
hisztokompatibilitasi komplexszel (MHC =major histo-
compatibility complex) Osszefliggé autoimmun beteg-
ségekért: Hooks et al., New England J. Med., 301,
5-8 (1979) (az IFN—v emelkedett szérumszintje kap-
csolatban van az autoimmunitassal); Basham et al., J.
Immunol., 730, 1492-1494 (1983) (az IFN—y novel-
heti MHC-géntermék kifejez6dését); Battazzo et al.,
Lancet, 1115-1119 (11/12/83) (az abnormalis MHC-
géntermék kifejez3dés kapcsolatban van az autoimmu-
nitas bizonyos formaival); Hooks et al, Ann. N. Y.
Acad. Sci., 301, 21-32 (1980) (SLE-betegekben a be-
tegség silyosabb volta Osszefliigg a magasabb IFN-y
szintekkel, és az interferon hisztaminkibocsatast fokozé
hatasat meg lehet gatolni antiinterferonszérumokkal);
Jacob et al., J. Exp. Med., 166, 798803 (1987) (szisz-
témas lupus erythematosus (SLE) egérmodellekben a
betegség kiilonboz4 allapotaival jard rohamokat eny-
hiti, és késlelteti az anti-IFN—y monoklonalis antites-
tekkel valé blokkolast); és Iwatani et al., J. Clin.
Endocrin. and Metabol., 63, 695—708 (1986) (az anti-
IFN—y) monoklonélis antitest megsziinteti a leuko-
agglutinin-stimulalt T-sejtek HLA—DR expressziot in-
dukalo képességét). Feltételezik, hogy az IFN—y feles-
lege okozza az MHC-géntermék nem megfeleld kifeje-
z3dését, amely azutdn autoimmun reakciokat valt ki
olyan szovetek ellen, amelyeknek a sejtjei nem megfe-
leléen fejezik ki az MHC-termékeket, és mint auto-
antigének lépnek fel a termékekkel Osszefliggésben.
Ezért McDevit [Clin. Res., 34, 163175 (1985)] felté-
telezte, hogy autoimmun betegségekben az IFN—y-szin-
tek csokkentése példaul IFN—y-antagonistak adéasaval,
jotékony hatassal jarhat.

A fenti megallapitasokon kiviil az IFN—y-nak az
allergiaban is szerepe lehet azaltal, hogy monocitikon
az Fce-receptorok szamat és siiriségét képes ndvelni;
szerepe van a sarcoidosis és psoriasis patogenezisében;
valoszintileg noveli a sejt kozvetitette immunitast,
amely f6 szerepet jatszik az idegen szovettel transzplan-
talt betegek szovetkilokodésében.
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A fentiek alapjan rendkiviil elény6s lenne, ha az
IFN—y-szintek csokkentésére alkalmas vegyiiletek all-
néanak rendelkezésre olyan betegségek kezelésére, ame-
lyek osszefiiggenek a nem megfelelé immunvélaszok-
kal, ilyenek példaul bizonyos parazitis megbetegedé-
sek, allergia és az MHC-vel 6sszefiiggé immunologiai
rendellenességek, beleértve a kovetkezdket: reumnatoid
arthritis, szisztémas lupus erythematosus (SLE), vészes
izomgyengeség (myasthenia gravis), inzulinfiiggé
diabetes mellitus, thyroiditis stb.

Meglepé médon azt talaltuk, hogy a talidlmény sze-
rint el6allitott BCRF 1-fehérjék gatoljak a gamma-inter-
feron taltermelBdését, és ennck alapjan alkalmasak a
nagymértékd IFN-—y-termeléssel Osszefiiggd betegsé-
gek kezelésére.

A taldlméany részben azon a felismerésen alapul,
hogy egy nemrég felfedezett proteint, a citokinszinté-
zis-gatl6 faktort (cytokine synthesis inhibitory factor=
CISF), kddol6 nukleinsavszekvencia nagyfoki homolo-
giat mutat az EBV BCRF1 nyilt leolvasasi keretével.
Az EBV egy human herpeszvirus, amely minden hu-
ménpopulacioban endémias, és szimos betegséggel tar-
sul [lasd példaul Dillner et al., Adv. Cancer Res., 50,
95—158 (1988); Thorley—Lawson, Biochim. Biophys.
Acta, 948, 263-286 (1988); és Tasato, Adv. Cancer
Res., 49, 75125 (1987)]. Az EBV koriilbeliil 172 kb
méreti kettds szalh DNS-genommal rendelkezik [Bear
et al., Nature, 370, 207-211 (1984)]. A genom tobb
nyilt leolvasasi keretet tartalmaz, melyek nyilvanvaléan
az EBV altal termelt fehérjéknek felelnek meg (EP—-A
0173254). Hudson és munkatarsai [Virology 147,
81-98 (1985)] meghataroztdk az EBV-genomban a
BCRF1 nyilt leolvasasi keretét (lasd 2. szami szekven-
cia), amely egy 170 aminosavbol all6 fehérjét kodol
(lasd 1. szam1 szekvencia), amelyben a szigndlszekven-
ciat 14 aminosavbol allonak javasoltak. Ezzel szemben
azt talaltuk, hogy a szignalszekvencia 23 aminosavat
tartalmaz, és az érett BCRF1-fehérje 147 aminosavbol
all (1asd 3. szami szekvencia).

A fentiek alapjan a talalmany targyat képezi egy
rekombinans eljaras, amely a BCRF1 nyilt leolvasési
kerete érett polipeptidjeinek és fehérjéinek eléallitasara
szolgal. Az eljaras abban all, hogy

(i) megszerkesztiink egy rekombinans expresszios
vektort oly médon, hogy egy érett BCRF1-fehérjét ko-
dolé DNS-szekvenciat mikodoképesen beépitiink egy
alkalmas expresszids vektorba,

(ii) egy gazdasejtet transzfektilunk vagy transzfor-
malunk az igy kapott rekombinans expresszids vektor-
ral,

(iii) az emlitett gazdasejtet tenyésztjiik a kivéant fe-
hérje expresszidjat biztosito koriilmények kozott, és

(iv) az expresszalt BCRF 1-fehérjét izolaljuk.

A talalmany targyat képezi még a rekombinédns
BCRF1 termelésére szolgalod expresszios vektorok els-
allitasa, melynek soran egy érett BCRF1-fehérjét ko-
dolé DNS-szekvenciat mikoddképesen beépitiink egy
alkalmas expresszios vektorba. Elényosen az 1. vagy 3.
szami szekvencidban megadott aminosavszekvenciaval
rendelkezd fehérjét kodoldo DNS-szekvenciat épitjiik
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be. Expresszios vektorként eldnydsen egy bakterialis
vagy egy emlds expresszios vektort hasznalunk.

A talalmany tovabbé a rekombindns BCRF1-fehérjé-
ket tartalmazd gyogyszerkészitmények elallitasira is
vonatkozik, amelyek a gamma-interferon-taltermeléssel
¢s nem megfeleld immunvalasszal tarsult betegségek ke-
zelésére szolgilnak, amely abban &ll, hogy egy talal-
many szerint el6allitott BCRF1-fehérje hatdsos mennyi-
ségét valamilyen gyogyszerészetileg elfogadhaté hordo-
z6val és/vagy segédanyaggal Osszekeverve gyogyszer-
készitménnyé alakitjuk. A taldlmdny szerinti gyogy-
szerkészitményekben hasznalt BCRF1-et elénydsen az
1. szamu szekvencidban megadott aminosavszekvencia
altal meghatarozott nyilt leolvasasi keret szerinti érett
polipeptidek és fehérjék csoportjabol vélasztiuk ki. Az 1.
szaml szekvencidban a roviditések az aminosav L-for-
maira vonatkoznak, és az aminosavakat az N-terminalis
végtdl kezdve soroljuk fel. Legelénydsebben a 3. szamu
szekvencia altal meghatarozott aminosavszekvenciaval
rendelkez6 BCRF1-fehérjét alkalmazzuk.

Az alabbiakban az abrak rovid leirasa kovetkezik.

Az 1. 4bran egy BCRF1 termelésére hasznalt eml3s
expresszios vektor vazlatos rajzat mutatjuk be.

A 2. 4bran egy BCRF1 termelésére hasznalt bakteri-
alis expresszids vektor vazlatos rajzat mutatjuk be.

Az alabbiakban részletesen ismertetjiik a taldl-
manyt.

A talalmény targyat képezi a BCRF1 nyilt leolvasasi
kerete érett polipeptidjeinek vagy fehérjéinek elallitasa.
A szekretdlt fehérjék esetében a nyilt leolvasasi keret
rendszerint olyan polipeptidet kodol, amely érett vagy
szekretalt termékbdl all, és ez N-terminalis végénél ko-
valens kotéssel kapcsolodik egy szignalpeptidhez.
A szignélpeptid az érett vagy aktiv polipeptid szekre-
taldsa el6tt lehasad. A hasitasi hely, tapasztalati szaba-
lyok alapjan, nagyfokd pontossaggal meghatdrozhat
[lasd példaul von Heijne, Nucleic Acids Research, /4,
4683-4690 (1986)], és ugy tiinik, hogy a szignalpeptid
pontos aminosav-gsszetétele nem lényeges funkcidja
szempontjabol [lasd példaul Randall et al., Science, 243,
11561159 (1989)]; [Kaiser et al., Science, 235,
312317 (1987)]. Ebbdl kivetkezik, hogy az érett prote-
ineket kdnnyen kifejezhetjiik olyan vektorokkal is, ame-
lyek egészen mas szignalpeptideket kodolnak, mint
amelyet az 1. szamu szekvencia altal meghatarozott nyilt
leolvasasi keret kodol.

Az expressziés rendszerek (azaz gazda-expresszids
vektor kombinéciok) széles valtozatat hasznalhatjuk a
taldlmany szerinti proteinek eléallitasara. A gazdasejtek
lehetséges tipusai kozé tartoznak — nem kizarolagosan
— a bakteriélis, éleszt6-, rovar-, emlGs- stb. sejtek. Sza-
mos kozlemény &ll rendelkezésre, amelyek ditmutatast
adnak a specifikus expresszios rendszerek kivalasztasa-
hoz és/vagy ezek moédositasahoz. Példaul (hogy néha-
nyat emlitsiink): de Boer és Shepard, ,,Strategies for
Optimizing Foreign Gene Expression in Escherichia
coli”, Kroon (szerk.) Genes: Structure and Expression,
John Wiley and Sons, 205247 old. New York (1983),
tobb E. coli expresszids rendszer attekintése; Kucher-
lapati et al., Critical Reviews in Biochemistry, /6, (4.
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kiadas) 349—-379 old. (1984) és Banerji et al., Genetic
Engineering, 5, 19-31 (1983) emldssejtek transzfek-
talasara és transzformalasara szolgalo médszerek ismer-
tetése; Reznikoff és Gold (szerk.) Maximizing Gene
Expression (Butterworths, Boston, 1986) E. coli, ¢lesz-
t6- és emldssejtekben vald génkifejezddésrdl szo16 va-
logatott kozlemények attekintése; és Thilly, Mamma-
lian Cell Technology (Butterworths, Boston, 1986) em-
16s expresszids rendszerek ismertetése. Fentickhez ha-
sonl6an tobb olyan 6sszefoglalé kozlemény 4ll rendel-
kezésre, amelyek a specifikus cDNS-ek dsszekapesola-
sara és/vagy manipullasara hasznalt technikakat és fel-
tételeket irjak le, valamint olyan expressziot szabalyozé
szekvencidkat ismertetnek, amelyek a taldlményban
valo felhasznalasra alkalmas expresszids vektorok ké-
szitéséhez és/vagy modositasahoz hasznalhatok [Pél-
daul: Sambrook et al., Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, 2. kiadés, Cold Spring Harbor Laboratory,
N. Y. (1989)].

Riggs a 4,431,739 szamt amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirdsban egy E. coli expresszios
rendszert ismertetett. Az emlitett szabadalmi leirast ez a
taldlmany referenciaként tartalmazza. Az E. coliban
valé magas szintli kifejez8déshez kiilondsen alkalmas
prokariéta promoterek kozé tartozik a tac-promoter,
melyet de Boer ismertetett a 4,551,433 szAmu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban, mely itt
referenciaként szerepel, és a Remaut és munkatarsai
[Gene, 15, 81-93 (1981)] altal leirt pL-promoter, mely
itt ugyancsak referenciaként szerepel. Szekrécids
expresszios vektorok szintén rendelkezésre allnak E.
coli gazdasejtek szdmara. Kiilondsen hasznosak a
pIN-III-ompA vektorok — ezeket Ghayreb és munka-
tarsai [EMBO 1., 3, 2437-2442 (1984)] ismertették —
amelyekben az atirandé cDNS-t fuzionalték az ompA-
protein szignalpeptidjét kodolé E. coli ompA-gén ré-
széhez, melynek kovetkezményeként az érett protein a
baktérium periplazmatikus terében szekretalédik.
A 4,336,336, 4,411,994, 4,332,892 és 4,338,397 szamti
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirdsok
prokaridtékhoz alkalmas szekrécios expresszids vekto-
rokat irnak le. Ezek az utalasok a taldAlmanyban referen-
ciaként szerepelnek. Szamos baktérium alkalmas gaz-
dasejt a prokariéta expresszios vektorok szamara. Ilye-
nek a kovetkezd E. coli térzsek: W3110 (ATCC
27325 sz.), JA221, C600, ED767, DHI, LE392,
HB101, X1776 (ATCC 31244 sz.), X2282, RR1
(ATCC 31343 sz.), MRC1; tovabba a Bacillus subtilis
torzsek; és mas enterobacteriaceae fajok, mint a Salmo-
nella typhimurium vagy a Serratia marcescens €s a kii-
16nb6z5 Pseudomonas fajok. Olyan baktériumtorzsek
eléallitdsdhoz, mint az eukariétaproteinek expresszio-
jara alkalmas E. coli K12 X1776, altalanos modszereket
ismertet Curtis a 4,190,495 szamii amerikai egyesiilt al-
lamokbeli szabadalmi leirasban. Ennek megfeleléen ezt
a szabadalmi leirast itt referenciaként hasznaljuk fel.
A prokariota- és eukariétamikroorganizmusokon kiviil
tobbsejti szervezetekbdl szarmazo sejteket tartalmazo
expresszios rendszerek is hasznalhatok a talalmany sze-
rinti proteinek elGallitdsara. Kiilonosen elényosek az
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eml8s expresszids rendszerek, mivel sokkal valoszi-
niibb, hogy ezek poszttranszlacios feldolgozémechaniz-
musa eml8sproteineket termel.

Szamos DNS-tumorvirust hasznaltak vektorként
eml8s gazdasejtekhez. Kiilonosen fontosak azok a vek-
torok, amelyek SV40 replikacids, transzkripcios
és/vagy transzlacids szabalyozoszekvencidkat tartal-
maznak bakterialis replikacids szabalyozoszekvencidk-
kal osszekapcsolva. Ilyenek példaul az Okayama és
Berg [Mol. Cell. Biol., 2, 161-170 (1982) és Mol. Cell.
Biol., 3, 280-289 (1983)] 4ltal kifejlesztett és Takebe
és munkatarsai [Mol. Cell. Biol., 8 466-472 (1988)]
altal tokéletesitett pcD-vektorok. Az emlitett kozlemé-
nyeket referenciaként hasznaljuk. Tovabbi SV40-en
alapuld eml6s expresszios vektorok példaul az adeno-
virus szabalyozoelemeket tartalmazé vektorok [Kauf-
man és Sharp, Mol. Cell. Biol., 2, 1304—1319 (1982) és
Clark et al., 4,675,285 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirds]. A szakirodalmi hivatkozas
és az emlitett szabadalmi leiras itt referenciaként szere-
pel. Rendszerint a majomsejtek az elényben részesitett
gazdasejtek a fenti vektorok szamara. Ezek a vektorok,
amelyek SV40 ori-szekvenciakat és egy és A gént tar-
talmaznak, autoném modon képesek replikalédni ma-
jomsejtekben (igy nagyobb masolatszamot és/vagy sta-
bilabb méasolatszamot adnak, mint a nem autoném mo-
don replikalédé plazmidok). Ezenkiviil azok a vekto-
rok, amelyek az SV40 ori-szekvenciakat és A gén nél-
kiil tartalmazzak, szintén autoném moédon replikaléd-
nak magas (de nem stabil) masolatszammal COS7 ma-
jomsejtekben. Ezeket a vektorokat, melyek az ATCC
intézményt6l beszerezhetSk CRL 1651 letéti szdmon,
Gluzman [Cell, 23, 175182 (1981)] ismertette. Fenti
SV40-alapi vektorok mas emlSssejtek — ilyenek az
egér L-sejtek — transzformalasara is képesek azaltal,
hogy a gazdasejt DNS-ébe integralédnak.

A taldlmény szerint eldallitott BCRF, biolégiai akti-
vitasa egyszerlien meghatarozhaté IFN—y-gatlisi vizs-
galatokkal. Ezekhez a vizsgalatokhoz IFN—y-t szinteti-
zalé sejtvonal vagy sejtpopulacio sziikséges. A perifé-
rias vérlimfocitak (PBL=peripheral blood lymphocyte),
amelyeket egy mitogénnel, példaul fitohemagglutininnel
(PHA =phytohemagglutinin) stimulaltak, alkalmas sejt-
populacioként johetnek szamitisba. A vizsgilatot nagy-
vonalakban a kovetkezdképpen végezzilk: a PHA-val
stimulalt PBL-eket két egyenld részre osztjuk. Az egyik
részhez hozzaadjuk a BCRF,-tartalmit mintat. A maésik
kész kontrollként szolgal. Tobb nap milva mindkét te-
nyészet feliiliszojat IFN—y-tartalomra vizsgaljuk. Ezt a
vizsgalatot alkalmas modon standard ELISA-médszerrel
végezziik, melyben kereskedelemben kaphat6 (példaul:
Genzyme Inc., Boston, MA., USA) monoklonilis és
poliklonalis IFN—y elleni antitesteket hasznéalunk.
A vizsgalat eredményét az atirt IFN—y mRNS-mennyi-
sége is kifejezheti, mely példaul RNS-blotting segitsége-
vel, PCR-rel (PCR=polymerase chain reaction) vagy
hasonlé modszerrel mérhet8. Periférias vérlimfocitakat
standard modszerekkel nyerhetiink [lasd példaul:
Mishell et al., (szerk.) Selected Methods in Cellular
Immunology, Freeman, New York (1980)].

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Ha a talalmény szerinti polipeptidek oldhat6 forma-
ban fejezédnek ki, példaul transzformalt élesztd- vagy
emlGssejtek szekretdlt termékeiként, Ggy ezeket a szak-
ma standard eljarasaival tisztithatjuk. Az eljarasok a
kovetkezd 1épésekbdl dllnak: ammonium-szulfatos ki-
csapés, ioncseréld kromatografia és/vagy ehhez hasonlo
modszerck. [Lasd példaul: Enzyme Purification and
Related Techniques, Methods in Enzymology, 22,
233-577 (1977) és Scopes, Protein Purification:
Principles and Practice, Springer—Verlag, New York
(1982); a hivatkozott irodalom utmutatast ad ilyen tisz-
titasi eljarasokhoz]. Ha a talalmany szerinti polipepti-
dek oldhatatlan formaban — példaul mint aggregatu-
mok, zarvanytestek vagy hasonlok — fejezédnek ki,
ezek a szakma standard eljarasaival ugyancsak tisztitha-
tok: a zarvanytesteket centrifugaldssal valasztjuk el az
elroncsolt gazdasejtektdl, s a zarvanytesteket kaotrop
szerekkel vagy redukaloszerekkel szolubilizaljuk, majd
a kaotrép szerek és redukaloszerek koncentraciojat ugy
csokkentjiik, hogy a polipeptid felvegye biologiailag
aktiv konforméciéjat. Ez utdbbi eljarasokat a kovetkezd
kdzlemények és szabadalmi leirdsok tartalmazzak:
Winkler et al., Biochemistry, 25, 4041—-4045 (1986);
Winkler et al., Biotechnology, 3, 992-998 (1985);
Koths et al., 4,569,790 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leiras; és EP A20215625 és EP
A20212960 szaml eur6pai kdzzétételi irat. Az emlitett
leirasokat referenciaként hasznaljuk fel.

A ,hatasos mennyiség’ kifejezés a leirasban egy
olyan mennyiséget jelent, amely elégségesen enyhiti az
INF—y feleslege altal kozvetitett betegség egy kortiine-
tét. Adott betegnél a hatisos mennyiség a kdvetkezd
tényezOktol fliggben valtozhat: a kezelendd betegség fo-
kozatatol, a beteg altalanos egészségi allapotatol, a be-
adas modjatdl, a mellékhatasok sulyossagatél stb.
A BCRF-et tartalmazé talalmany szerinti gyogyszerké-
szitményt ugy allitjuk el6, hogy BCRF, hatisos mennyi-
ségét és egy, a gyogyszergyartasban szokasos hordozot
vagy kot6anyagot Osszekeveriink és gyogyszerkészit-
ménnyé alakitunk. Gyodgyszerészeti hordoz6 lehet bér-
milyen kompatibilis, nem toxikus anyag, amely alkal-
mas arra, hogy a talalmany szerinti készitményt betegnél
alkalmazzuk. Az ilyen gyogyszerek parenterdlis bevite-
léhez hasznalt dsszetételek altaldban jol ismertek [pél-
daul: Remington’s Pharmaceutical Science, 15. kiadés,
Mack Publishing Company, Easton, PA., (1980)]. A ta-
lalmany szerinti készitmények egyébként gyogyszerki-
bocsaté rendszer forméjdban is beiiltethet6k a betegbe.
Példaul: Urquhart et al., Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,
24, 199-236 (1984); Lewis (szerk.) Controlied Release
of Pesticides and Pharmaceuticals, Plenum Press, New
York (1981); 3,773,919 szam, 3,270,960 szami ameri-
kai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras.

Ha parenteralisan alkalmazzuk a BCRF,-et, akkor
egy adagos injekcié formaban (példaul: oldat, szusz-
penzié vagy emulzid) formulazzuk, gyoégyszerészeti
hordozéval egyiitt. Az ilyen hordozék Snmagukban
nem toxikusak és nem gyoégyhatasiak. Ilyen hordozd
példaul a normal (izotonias) konyhaséoldat, a Ringer-
oldat, gliikézoldat és a Hank-oldat. Nemvizes hordozo-
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kat is hasznalhatunk, ilyenek az édllandd olajok és az
etil-oleat. Elényos hordozé az 5%-os gliikéz/konyhaso
oldat. A hordozé kis mennyiségben adalékanyagokat is
tartalmazhat, ilyenek az izotonicitast és a kémiai stabili-
tast fokozo anyagok, példaul a pufferek és konzervalo-
szerek. A BCRF -et elénydsen tisztitott formaban, le-
nyegében aggregitumoktol és mas proteinektdl mente-
sen formulazzuk, korilbeliil 5-20 pg/ml kozotti kon-
centracioban. A BCRF -et elnydsen folyamatos infu-
zioban alkalmazzuk olyan moédon, hogy naponta
1-10 mg/testtomeg-kg, eldnydsen 50-800 pg-nyi
mennyiségét (koriilbeliil 1-16 pg/kg/nap) adjuk be.
A napi infundalas iitemezése a mellékhatasok, vérsejt-
szam stb. megfigyelése alapjan valtoztathato.

Az alabbiakban példak kovetkeznek, melyek nem
korlatozzik a talalmany oltalmi korét.

1. példa
BCREF, kifejezése COS7-majomsejtekben.

A BCRF, nyilt leolvasasi keretét meghatarozo gént
polimeraz lancreakcioval (PCR) sokszorozzuk, olyan
primerek hasznalataval, amelyek lehetdvé teszik, hogy
a sokszorozott fragmentumot késébb EcoRI-gyel
emésztett pcD(SRa) -vektorba (1. dbra) épitsiik be.
A beépitett fragmentum kodolészalat a 2. szdmi szek-
vencia abrazolja.

A megfeleld iranyitottsagl inszertumot tartalmazo
klonokat a BCRF, expressziGja révén és/vagy restrikcios
emésztések elektroforetikus képe alapjan azonositottuk.
Egy ilyen vektor, mely a BCRF,;-gént hordozza,
pBCRF1(SRa) elnevezést kapott, és letétbe helyeztiik az
ATCC intézménynél 68193 letéti szamon 1989. 12. 20-
an. A pBCRF1(SRo)-t E. coli MC1061-sejtekben sok-
szoroztuk, standard technikékkal izolaltuk, és COS7-

i6jara hasznaltuk a kovetke-
z0képpen: a transzfekci6 elStt egy nappal koriilbeliil
1,5 x 106 COS7-majomsejtet oltunk le egyedi 100 mm-es
lemezekre, Dulbecco altal médositott 5% fetalis borju-
szérumot (FCS) és 2 mM glutamint tartalmazé Eagle
taptalajra (DME). A COS-sejteket — a transzfekei6 vég-
hezviteléhez — tripszinnel vald inkubalassal tavolitjuk el
a lemezekr6l, kétszer mossuk szérummentes DME-ben
és szérummentes DME-ben szuszpendaljuk 107 sejt/ml
sliriségben. A szuszpenzié 0,75 ml aliquot részé¢hez
20 ug DNS-t keveriink, és az elektroporacidhoz at-
vissziik egy steril, 0,4 cm-es kiivettaba. A sejteket
10 perc malva 200 V, 960 uF mellett pulzaljuk BioRad-
féle Gene Pulser késziilékben. Ujabb 10 perc milva a
sejteket eltdvolitjuk a kiivettabol, és bevissziik 20 ml 5%
FCS, 2 mM glutamin-, penicillin-, sztreptomicin- és
gentamicintartalmi DME-be. Az elegyet négy egyenld
részben négy 100 mm-es szovettenyésztd csészére
visszilk. A csészéket 12—24 6ran 4t 37 °C-on 5% szén-
dioxid mellett tartjuk, majd a taptalajt hasonlé, csak 1%
FCS-t tartalmazé taptalajra cseréljiik, és az inkubaldst
tovabb folytatjuk 72 éran at 37 °C-on, 5% szén-dioxid
mellett. Ezt kdvetben a tiptalajt Gsszegyiijtjik, és arra
vizsgaljuk, hogy képes-e gatolni az IFN—y szintézisét.

Frissen izolalt periférias vér limfocitdit tartalmazo
szuszpenzi6 (koriilbeliil 2 x 106 sejt/ml) 10 ml-eit 37 °C-
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on PHA-val (100 pg/ml) inkubaljuk olyan téptalajban,
melynek 90%-a 5% FCS-sel és 2 mM glutaminnal ki-
egészitett DME-bS1 és 10%-a az elézfleg pBCRF,
(SRa)-val transzfektalt COS7-sejtek feliiliiszojabol all.
A sejteket és a feliiluszokat 24 6ra milva dsszegytjtjik,
és akar IFN—o. mRNS, akar INF—y-protein jelenlétére
vizsgaljuk. A kontrollokat azonos médon kezeljiik, kive-
ve, hogy a 10% feliilusz6 olyan COS7-tenyészetrdl szar-
mazik, amelyet eléz6leg egy nem rokon cDNS-inszer-
tumot hordozé plazmiddal transzfektdltunk. A BCRF-
gyel kezelt mintdk az IFN—y-szintézisre korulbeliil
50%-os gatlast fejtettek ki a kontrollhoz kepest.

2. példa
Erett BCRF, kifejezése Escherichia coli sejtekben.

A 3. szamt szekvencia altal meghatarozott amino-
savszekvenciaval rendelkezd, érett BCRF,-et kodold
gént kifejeztiik E. coliban.

A pBCRF1(SRa) cDNS-inszertumét M13-plaz-
midba klénoztuk, amikor is kétszer modositottuk helyre
iranyulo mutagenezissel: el6szor egy Clal-helyet ké-
peztiink az érett BCRF-polipeptidet kodolo szakasz 5’-
végén, és masodszor egy BamHI-helyet képeztiink az
érett BCRF,-polipeptidet kodolo szakasz 3’-végén.
A mutagenizalt szekvenciat ezutan egyszer(ien beépitet-
tiik az alabb leirt TRPC11 expressziés vektorba.

A TRPC1 1-vektort ugy szerkesztjiik, hogy egy szin-
tetikus, 4ltalanosan elfogadott RBS-fragmentumot
(RBS=ribosome binding site) Clal-linkerekhez
(ATGCAT) ligalunk, majd a kapott fragmentumokat
A Clal-gyel hasitott pMT1 lhc-plazmidba (melyet eld-
z8leg ugy modositottunk, hogy Clal-helyet tartalmaz-
zon) klénozzuk be. A pMT11hc a pBR322-plazmid egy
kisméretii (2, 3 kilobazis méretd), magas masolatszamu
AMPR, TETS szidrmazéka, amely a mVX-plazmid
EcoRI-HindIII polilinker szakaszait hordozza [a TVX
leirasat lasd: Maniatis et al., Molecular Clonig:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1982)]. Ezt a plazmidot modositottuk olyan médon,
hogy Clal-helyet tartalmazzon. Ugy jarunk el, hogy a
pMT11hc-t EcoRI-gyel és BamHI-gyel hasitjuk, a ka-
pott 5 ragados végeket betdltjiik, és Clal-linkerrel
(CATCGATG) ligaljuk, mialtal visszaallitjuk az
EcoRI- és BamHI-helyeket, és a Smal-helyet Clal-
hellyel cseréljiik ki. A TRP11-szerkezet egy transzfor-
malt egyede tandem RBS-szekvenciat tartalmazott, me-
lyet Clal-helyek hataroltak. Az egyik Clal-helyet és az
RBS-szekvencia méasodik masolatanak egy részét olyan
médon tavolitjuk el, hogy e plazmidot Pstl-gyel
emésztjiik, Bal31-nukledzzal kezeljiik, EcoRI-gyel ha-
sitjuk és T4 DNS-polimeréazzal kezeljiik a négy dezoxi-
nukleotid-trifoszfat jelenlétében. A kapott 30—-40 bp
méreti fragmentumokat PAGE (poliakrilamid-gél-
elektroforézis) segitségével izolaljuk, és beklonozzuk a
Smal-gyel hasitott pUC12-be. A pKC101-bdl [Nichols
et al., Methods in Enzymology, /01, 155 oldal. Aca-
demic Press, N. Y. (1983)] szarmaz6 248 bp méreti E.
coli trpP-t hordozd EcoRI-fragmentumot ezutan beklo-
nozzuk az EcoRI-helyre, hogy teljessé tegyiik a
TRPC11 szerkezetét, melyet a 2. dbran mutatunk be. A
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TRPC11-et hasznaljuk a BCRF, vektora gyanant ugy,
hogy el&szor Clal-gyel és BamHI-gyel emésztjiik, tisz-
titjuk, majd Osszehozzuk az érett BCRF1-et kodold
nukleotidszekvenciat tartalmazé M13 Clal-BamHI
fragmentumaval, standard ligalooldatban. Az inszer-
tumot tartalmazé6 TRPC11-et — elnevezése TRPC11-
BCRF, — E. coli K12 JM101 térzsben — hozzaférhetd
az ATCC intézménynél 33876 letéti szdm alatt — sza-
poritjuk el.

A feltalalék a pBCRF, (SRa) -plazmidot hordozo
E. coli MC1061 térzset az ATCC intézményben (Ame-
rican Type Culture Collection, Rockville, MD., USA)
68193 letéti szamon helyezték letétbe. A letétbe helye-
zés 1989. december 20-an tortént, az ATCC ,,Szabadal-

Az 1. szam szekvencia leirasa:

10

Met Glu Arg Arg Leu Val Val Thr

5

Tyr Leu Ala Pro Glu Cys Gly Gly
20

Pro Gln Met Leu Arg Asp Leu Arg
35

Thr Phe Phe Gln Thr Lys Asp Glu
50

Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys
65

Leu Ser Glu Met Ile Gln Phe Tyr
80

Ala Glu Asn Gln Asp Pro Glu Ala
95

Gly Glu Asn Leu Lys Thr Leu Arg
110

Arg Phe Leu Pro Cys Glu Asn Lys
125

Lys Asn Ala Phe Asn Lys Leu Gln
140

Met Ser Glu Phe Asp Ile Phe Ile
155
Thr Ile Lys Ala Arg
170
A szekvencia azonositasi szama: 2

A szekvencia jellege: nukleotid
A szekvencia hossza: 513 bézis
A szekvencia szaltipusa: egyszala 60

mi Célokat Szolgalé Letétek”-re (Culture Deposit for
Patent Purposes) vonatkozé megallapodasban kikotott
feltételek mellett. A letétbe helyezés megfelel a ,,Buda-
pesti Egyezmény a Mikroorganizmusok Letétbe helye-
zésérol” elGirasainak.

Szekvencialista

A szekvencia azonositasi szama: 1

A szekvencia jellege: aminosav

A szekvencia hossza: 170 aminosavmaradék

A szekvencia szaltipusa: egyszali

Topologia: lineéris

A molekula jellege: protein/polipeptid

Eredeti forrasszervezet: Epstein—Barr-virus

Tulajdonsagok: BCRF1

Leu Gln Cys Leu Val Leu Leu
10 15

Thr Asp Gln Cys Asp Asn Phe
25 30

Asp Ala Phe Ser Arg Val Lys
40 : 45

Val Asp Asn Leu Leu Leu Lys
55 60

Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala
70 75

Leu Glu Glu Val Met Pro Gln
85 90

Leu
105

Lys Asp His Val Asn Sex

100
His
120

Leu Arg Leu Arg Arg Cys
115

Ser Lys Ala Val
130

Glu Gln Ile

135

Glu Lys
145

Gly Ile Tyr Lys Ala

150
Ile

Asn Tyxr Glu Ala

160

Tyr Met
165

Topologia: linearis

A molekula jellege: DNS-szekvencia
Eredeti forrasszervezet: Epstein—Barr-virus
Tulajdonsagok: BCRF1
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A 2. szam1 szekvencia leirasa:

1 ATGGAGCGAAGGTTAGTGGTCACTCTGCAGTGCCTGGTGCTGCTTTACCT 50
51 GGCACCTGAGTGTGGAGGTACAGACCAATGTGACAATTTTCCCCAAATGT 100
101 TGAGGGACCTAAGAGATGCCTTCAGTCGTGTTAAAACCTTTTTCCAGACA 150
151 AAGGACGAGGTAGATAACCTTTTGCTCAAGGAGTCTCTGCTAGAGGACTT 200
201 TAAGGGCTACCTTGGATGCCAGGCCCTGTCAGAAATGATCCAATTCTACC 250
251 TGGAGGAAGTCATGCCACAGGCTGAAAACCAGGACCCTGAAGCCAAAGAC 300
301 CATGTCAATTCTTTGGGTGAAAATCTAAAGACCCTACGGCTCCGCCTGCG 350
351 CAGGTGCCACAGGTTCCTGCCGTGTGAGAACAAGAGTAAAGCTGTGGAAC 400
401 AGATAAAAAATGCCTTTAACAAGCTGCAGGAAAAAGGAATTTACAAAGCC 450
451 ATGAGTGAATTTGACATTTTTATTAACTACATAGAAGCATACATGACAAT 500

501 TAAAGCCAGGTGA 513

A szekvencia azonositasi szdéma: 3 25 Topoldgia: lineéris

A szekvencia jellege: aminosav A molekula jellege: protein/polipeptid

A szekvencia hossza: 147 aminosavmaradék Eredeti forrasszervezet: Epstein—Barr-virus
A szekvencia szaltipusa: egyszala Tulajdonsagok: BCRF1

A 3. szamu szekvencia leirasa:

Thr Asp Gln Cys Asp Asn Phe Pro Gln Met Leu Arg Asp Leu Arg
5 10 15

Asp Ala Phe Ser Arg Val Lys Thr Phe Phe Gln Thr Lys Asp Glu
20 25 30

Val Asp Asn Leu Leu Leu Lys Glu Ser Leu Leu Glu Asp Phe Lys
35 40 45

Gly Tyr Leu Gly Cys Gln Ala Leu Ser Glu Met Ile Gln Phe Tyr
50 55 60

Leu Glu Glu Val Met Pro Gln Ala Glu Asn Gln Asp Pro Glu Ala
65 70 75

Lys Asp His Val Asn Ser Leu Gly Glu Asn Leu Lys Thr Leu Arg
80 85 90

Leu Arg Leu Arg Arg Cys His Arg Phe Leu Pro Cys Glu Asn Lys
95 100 105

Ser Lys Ala Val Glu Gln Ile Lys Asn Ala Phe Asn Lys Leu Gln
110 115 120

Glu Lys Gly Ile Tyr Lys Ala Met Ser Glu Phe Asp Ile Phe Ile
125 130 135

Asn Tyr Ile Glu Ala Tyr Met Thr Ile Lys Ala Arg
140 145




1 HU 215909 B 2

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy BCRF1-fehérje eldallitaséra, amely
képes a talzott gamma-interferon-termelés gatlasara,
azzal jellemezve, hogy

(i) megszerkesztiink egy rekombinans expresszids
vektort oly médon, hogy egy érett BCRF1-fehérjét ko-
dolé DNS-szekvenciat miikddGképesen beépitiink egy
alkalmas expresszios vektorba,

(i) egy gazdasejtet transzfektdlunk vagy transzfor-
malunk az igy kapott rekombinans expresszios vektor-
ral,

(iii) az emlitett gazdasejtet tenyésztjik a kivant
peptid expressziojat biztosito koriilmények kozott, €s

(iv) az expresszalt BCRF1-fehérjét izolaljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a 3. szamu szekvencia altal meghatdrozott
aminosavszekvenciaval rendelkez6 BCRF 1-fehérjét al-
litjuk el§.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras (i) lépése, azzal
Jjellemezve, hogy a megszerkesztett rekombinans
expresszios vektor az American Type Culture Collec-
tion letéteményes szervnél ATCC 68 193 szamon letét-
be helyezett pBCRF1 (SRa) vektor.

4, Az 1. igénypont szerinti eljaras (ii) 1épése, azzal
Jjellemezve, hogy gazdasejtként bakterialis sejtet alkal-
mazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras (ii) 1épése, azzal
jellemezve, hogy gazdasejtként emldssejtet alkalma-
zunk.

6. Eljaras rekombinéns expresszios vektor eldallita-
sara, azzal jellemezve, hogy egy érett BCRF1-fehérjét
kédold DNS-szekvenciat miikddGképesen beépitiink
egy alkalmas expresszios vektorba.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a 3. szamu szekvencidban megadott aminosav-
szekvenciaval rendelkezd BCRF1-fehérjét kodold
DNS-szekvenciat épitjiik be.

8. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az American Type Culture Collectionnél ATCC
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68193 szamon deponalt BCRF1 (SRat) rekombindns
expresszios vektort allitjuk el6.

9. A 6. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a TRPC11-BCRF1 rekombinans expresszids
vektort allitjuk eld.

10. Eljaras tlzott gamma-interferon-termeléssel
tarsult betegség kezelésére szolgald gyodgyszerkészit-
mény elallitdsara, azzal jellemezve, hogy egy 1. igény-
pont szerint eldallitott BCRF1-fehérje hatdsos mennyi-
ségét valamilyen gyogyszerészetileg elfogadhato hor-
dozoval és/vagy segédanyaggal Gsszekeverve gyodgy-
szerkészitménnyé alakitjuk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy BCRF1-fehérjeként egy, az 1. szdmi szek-
venciaban megadott aminosavszekvencidval meghata-
rozott nyilt leolvasasi keret szerinti érett fehérjét alkal-
mazunk.

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy BCRF 1-fehérjeként a 3. szami szekvenciaban
megadott aminosavszekvenciaval rendelkez6 fehérjét
alkalmazzuk.

13. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy 1—10 mg/testtdmeg-kg/nap
tartoméanyba es6 BCRF1-mennyiség intravénas beada-
sara alkalmas gyogyszerkészitményt allitunk eld.

14. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy parazitdk altal kivaltott betegség kezelésére
szolgalé gyogyszerkészitményt allitunk eld.

15. A 10. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy allergias betegség kezelésére szolgalo gyoégy-
szerkészitményt allitunk eld.

16. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a f6 hisztokompatibilitasi komplexszel (MHC)
Osszefliiggd immunrendellenesség kezelésére szolgald
gyogyszerkészitményt allitunk eld.

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy reumatoid artritisz, szisztémas lupus erythematosus
(SLE), vészes izomgyengeség (myasthenia gravis), inzu-
linfliggd cukorbetegség vagy pajzsmirigygyulladas keze-
1ésére szolgalo gyogyszerkészitményt allitunk eld.
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TRP C11 VEKTOR

Clal

CDNS inszertum

EcoRI Sall
ﬁ Pstl
HindIII

EcoRI RBS Clal
GAATTCCCAGGTTTRACGTARAGGAGGTTTARRCCATCGATG

2. 4dbra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tor8csik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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