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A taldlmdny szerinti humdn TNF-muteinek a humén p75-TNF-
-receptorhoz nagyobb affinitdst mutatnak mint a humén p55-TNF-re-
ceptorhoz. Ezek a muteinek a vadtipusid humédn TNF~hez viszonyitva,
a vadtipusd aminosav-szekvencia 33, 65, 67, 75, 87, 143, 145
dg/vagy 147 helyzeteinek megfeleld helyzetben legaldbb egy
aminosav-vdltoztatdst tartalmaznake.

A taldlminyunk szerinti muteinek humédn p75-receptor
jellemzésére hasznilhatdk, tovdbbéd a humdn p55~TNF~receptorhoz
szelektiv kot8ddsi affinitdst mutatd ismert muteinekkel egylitt a
humin p75~-receptorhoz ill. a humdn p55-receptorhoz torténd kotd-
dés d1tal kizvetitett THF funkcidk megkiilonbdztetésére alkalmaz-
hatdke.

A _TNFR-p75 és—THFR-p55 receptorhoz torténd kot8déet a
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Taldlménywnk twmor nekrézis faktor mwteinekre vonatkozike.

A tumor nekrézis faktor, vagy ktzelebbrll twmor nekrdzis
faktor-alfa /a tovdbbiakban az egyszerliség kedvéért a "tmmor
nekrézis faktor" vagy "TNF" kifejezés a "TNF-o"-ra vonatkozik
feltéve, hogy mést nem kdzllnk/ elsésorban stimuldlt makrofdgok
d1tal termelt citokine. A twmor nekrézis faktor nem csupdn kliltn-
b626 tumorsejtek ellen fejt ki jelentés citotoxicitdet /Tarswell
et al., Procd. Nat. Acad. Sci., USA 72, 3666-3670, /1975//, hanem
kozvetit8ként gywlladésos folyamatokban és az immwunvdlaszban is
jelent8e szerepet jéteszik /Bewtler és Cerami dttekintése: Ann.
Rev. Immwnol. 7, 625-655 /1989/; Bonavista és Granger /edm./
"Pamoy Necrosis Factor: Structure, Mechanism of Action, Role in
Disease and Therapy, Karger, Basel /1990/7. A humén tumor nekrézis
faktor-alfa /hTNF~«/ primer sszerkezetét egy E. coli-ban kléno~-
z0tt 68 kifejezett cDNS nukleotid mzekvencidjébél kvetkeatettdk
le /Pennica et al., Nature 312, 724-729 /1984/; Marmenout et al.,
Ewrope. J. Biochem. 152, 515-522 /1985/; Wang et al., Science 228,
149-154 /1985/; Shirai et al., Nature 313, 803-806 /1985/7.
A hTNF-alfa és a humén limfotoxin aminosav-szekvencidja k¥zBtt
nagyfokd /30 %/ homolégidt taldliak; wtébbi anyaa 1;zl,niv?lakrmn tuwmor
nekrézis faktor betdnak /hTNF-p/ nevezett, fékéntVliimfoolitdk
d1tal termelt citokin /Tray et al., Nature 312, 721-724 /1984/;
Fiers et al., Cold Spring Harbomr Symp. 51, 587-~595 /1986/7«

A médositott aminosav-szekvencidkat tartalmazé hTNF ==t
- wn. TNF-sc-muteinek ~ az irodalombdan leirték [Yamagishi et al.,
Protein Engineering 3, 713~719, /1990/; Fiers: "Twmor Necrosise
Factors: Structure, FPunciion and Mechanism of Action"; Flers

et al.: Bonavista és Granger, 77-81 oldal /1ésd fent/;
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Goh et al., /1991/: "Structural and fanctional domains in human
tumor necrosis factors." Probt. Engineering 4: 385-389; Kircheis
et ale., /1992/ "Biological activity of mutants of haman tumor
necrosis factor-alpha," Immwnology 76: 433-438; Van Ostade et
ale, /1991/: "Localization of the active site of hwman tumor
necrosis factor /hTNF/ by mmtational analyses," EMBO Je 10:
827-836; Van Ostade et ale.y /1993/: "Human TNF muwtante with
selective activity on the p55 receptor," Nature 361: 266-269;
Zhang et al., /1992/: "Site-directed mmtational analysis of
human tumor necrosis factor-o¢ receptor binding site and stracture-
-functional relationship," J. Biol. Chem. 267: 24069-24075; és
Ito et al., /1991/: "Novel muteins of human tumor necrosis
factor alpha," Biochim. Biophys. Acta 1096: 245-25&7. Ezenkivil
a TNF-alfes mateinek szimos szabadalmi bejelentés tdrgydt képezik
[Ple WO 86/02381, WO 86/04606, WO 88/06625 sz. nemzetkdzi sza-
badalmi bejelentések; 155 549, 158 286, 168 214, 251 037 és

340 333 8z. eurdpai kbzrebocsdjtott eurdpai szabadalmi bejelen-
tések; s 3 843 534 sz. német kozrebocsdjtdsi irat/.

Az irodalomban a limfotoxin muteinjeit is leirtdk /ldsd
ple 250 000, 314 094 és 336 383 sz. eurdpai kozrebocsdjtdsi
iratok, valamint az aldbbi két publikécié: Goh et al., /1991/:
mAspartic acid 50 and tyrosine 108 are essential for receptor
binding and cytotoxic activity of tumor necrosis factor beta
/lymphotoxin/," Prot. Engineering 4: 785-791, é8 Wakabayashi
et al., /1990/: "Deletion of lysine 89 enhances the cytotoxicity
and the receptor binding affinity of haman lymphotoxin," Jo. Biol.
Chem. 265: 7604-7609/.



-4 -

A TNF bioldégiai hatédsait specifikus receptorok ktzve-
titik, éspedig a nédtrium-dodecilszulfdt poliakrilamid gél
elektroforézis /SDS-PAGE/ szerint 55 kD ldétszdlagos molekula-
tomegli receptor /p55-TNF-R/ és az SDS~PAGE szerint 75 kD 1ldt-
sz6lagos molekulatomegii receptor /p75-TNF-R/. A TNF-receptor
mindkét formdjdt klénoztdk, éspedig a p55-TNF-R receptort
Loetscher és tsai /Tell. 61, 351-359 /1990/_7 és a p75-TNF-R
receptort pl. Dembic és tsai /Cytokine 2, 53-58 /1990/_7;/mind-
két receptor klénozését, tovébbd pl. a 90116707.2 sz. eurdpai
gzabadalmi bejelentésben ismertették/. Az utSbbi idSben azt
talédltdk, hogy mindkét receptor nem csupén a TNF-x-%, hanem
nagy affinitéssal a TNF-f-t is megkoti /Schonfeld és tsai:

Je Biol. Chem. 266, 3863-3869 /1991/_7.

Az irodalombdl jé1 ismert, hogy a TNF-ot bioldgiai
aktivitésai alapjén kiilonbbz8 rendellenességek kezelésére al-
kalmazhaté. Igy ple a TNF-o tnmagéban vagy interferonnal kombi-
nédlva hatékony tumorellenes szer lehet /Brouckaert és tsai:
Int. J. Cancer 38, 763-769 /1986/ 7. E vegyiilet szélesebbkiri
gyégyészati alkalmazdsdt azonban szisztémds toxicitédsa gdtolja
/[Taguchi T. és Sohmura Y: Biotherapy 3, 177-186 /1991/ 7.

Azt taldltdk, hogy a hTNF-x és az mTNF-x a humén
p55-TNF-R és hamén p75-TNF-R receptorhoz csaknem azonos aktivie
tdssal kot8dik. Ugyanakkor azonban azt taldlték, hogy egéren a
humén TNF-of /hTNF«/ csak a kisebb egér TNF-receptorhoz kotddik
/rdgcsélé p55-TNF-R/. Egéren a hTNF-o. sokkal kevésbé toxikus,
mint a régcsdlé TNF-o« / mTNF-/, amely windkét mp55-TNF-R és
mp75-TNF-R egér receptorhoz kdtddik. Igy pl. C57B16 egéren az
mTNF=o¢ 65 hTNF=cC LD50 értéke 10 /ug/egér illetve Soo/ug/egér



/Brouckaert et al., Agents and Actions 26, 196-198 /1989/;
Everaerdt, B. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 163, 378-385
/1989/; Lewis, M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2830
/1991/; Brouckaert, P., Libert, C., Everaerdt, B. and Flers,

W. /1992/. "Selective species specificity of tumor necrosis
factor for toxicity in the mouse." Lymphokine Cytokine Rese.

11, 193-1967. Ezért gy tinik, hogy a p75-TNF-R a szisztémés
toxicitdsban jelentds szerepet t5lt be.

Az irodalom szerint tovdbbd a burjédnzdsos jelzések
humdn T limfocitékban hp75-TNF-R &ltal kozvetithetdk /Gehr et al.,
Je Immunole 149, 911, 1992; Tartaglia et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88, 9292, 1991/.

A humén p75-tumor nekrézis faktor receptorhoz
/hp75-TNF-R/ és a humén p55-tumor-nekrézis faktor receptorhoz
/hp55-TNF~R/ szignifikéns mértékben eltér8 ktt8dési affinitédst
mutaté humén tumor nekrézis faktor muteineket a 486 908 8ze
eurépai kbzrebocséjtdsi iratban irtak le. Az it¥ ismertetett
LTNF muteinek a hp55-TNF-R receptorhoz valé kttddési aktivitd-
sukat megtartotték, ugyanakkor azonban a hp75-TNF-R receptorhosz
valdé kot8dést csaknem teljesen elvesztették.

Talélményunk térgya humén tumor nekrézis faktor
mutein, amely a humén p75-tumor-nekrézis-fakior receptorhoz
nagyobb kotédési affinitdst mutat, mint a humén p55-~tumor=-
-nekrézis-faktor-receptorhoz /a "humén tumor nekrézis faktor
mutein" kifejezés a humén tumor nekrézis faktor mutein géit is
magéban foglalja/.

A /vadtipusd/ humén TNF-o¢ aminosav-szekvencidjét
pennica és tsai /1ésd fent/ a kivetkez8képpen irték le:
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SER ARG TR PRO SER ASP LYS PRO VAL ALA HIS

20 30
VAL VAL ALA ASN PRO GLN ALA GLU GLY GLN LEU GLN TRP LEU ASN

40
ARG ARG ALA ASN ALA LEU LU ALA ASN GLY VAL GLU LEU ARG ASP

50 60
ASN GLN LEU VAL VAL PRO SER GLU GLY LEU TYR LEU ILE TYR SER

70
GLN VAL LEU PHE LYS GLY GLN GLY CYS PRO SER THR HIS VAL LEU

80 90
LEU THR HIS THR ILE SER ARG ILE ALA VAL SER TYR GLN THR LYS

100
VAL ASN LEU LEU SER ALA ILE LYS SER PRO CYS GLN ARG GLU THR

110 120
PRO GLU GLY ALA GLU ALA LYS PRO TRP TYR GLU PRO ILE TYR LEU

130
GLY GLY VAI PUE GLN LEU GLU 1LYS GLY ASP ARG LEU SER ALA GLU

140 150
ILE ASN ARG PRO ASP TYR I.EU ASP PHE ALA GLU SER GLY GLN VAL

157
TYR PHE GLY ILE ALA LEU

A fenti aminosav-szekvenciét tovédbbé Marmenout és tsai
/18sd fent/, vagy Wang és tsal /1é4sd fent/, vagy Shirai és tsal
/1dsd fent/ k6z0lték, vagy az érett TNF-&~t kédolé pDS56/RBSII,—
SphI~TNF~-& plazmid /SEQ ID No. 1; 14sd la és 1b ébra valamint
I. példa; vagy a 486 908 sz. eurépai szabadalmi leirés 3bl-3b3
dbréja/inzertjének nukleotid gzekvencidja kdédolta.

A jelen talélmény kidolgozésa el8tt az irodalom nem tar-
talmazott utaldst arra, hogy a hp75TNF-R receptorhoz szelektiven
k5t838 hTNF muteinek el8dllithatdk lennének. A taldlményunk
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ezerinti muteinek eldnydsen alkalmazhaték hp75-TNF~R receptor
Jjellemzésére, és a tovdbbiakban ismertetésre keriilé diagnosz-
tikai ¢és gydgydezati teriileteken is kedvezden alkalmazhatdk.

A muteinek a vadtipusi humédn TNPF-«~hoz viszonyitva,
az N-termindlis aminosavhoz képest a 33, 34, 65, 67, 75, 143,
145 és/vagy 147 helyzetnek megfeleld helyzetek legaldbb egyiké-
ben legaldbb egy aminosav-védltoztatdst tartalmaznak. A fenti
"megfeleld"kifejezés azt jelenti, hogy a taldlmédnyunk szerinti
muteinek a vadtipusi humén TNF-g-val a megjel8ltektdl eltérd
helyzetekben nem sziikségszeriien homoldgok, minthogy ilyen hely~-
zetekben a vadtipusi aminosav-szekvencidhoz viszonyitva t8rlé-
sek, beillesztések vagy helyettesitések eszkbzolhetdk, feltdve,
hogy ezek a hp75-TNF-R-hez torténd kdt8dési affinitdst lényege-
sen nem befolydsoljék.

A fehérjék és polipeptidek olyan aminosav helyettesi-~
tései, amely a biolégiai aktiv1§ést lényegében nem vdltoztatjdk
meg, az irodalombdl jél 1amer£€E¥ﬁ:Rﬁgurath and ReLe Hill:

"The Proteins", Academic Press, New York /1979/, klildnBsen a
l4. oldalon lev$ 6. dbra. A leggyakoribb megfigyelt aminosav-
~helyettesitések az aldbbiak: Ala/Ser, Val/Ile, Asp/Glu,
Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Vel, Ser/Gly, Tyr/Phe,
Ala/Pro, lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu, Asp/Gly
és vice versa.

A muteinek eldnybsen a vadtipusi szekvencidban fel~-
tiintetett helyzeteknek megfeleld aldbbi helyzetekben tartalmaz-
nak legalédbb egy aminosav-vdltoztatdst.



A33T
K654
K65W
Q67K
Q67T
Q6TY
L75H
L75w
D143N
D143E
D143F
D143W
D143Y
D143V
D143V
D143N
D143V
A145R
Al45D
Al45G
Al145H
Al45K
Al45F
Al458
Al45T
A145W

Al45Y
Al45V

E146R
S147L

- F144L - Al45S
- Al45R
- Al45S

L]
.....
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A fenti nomenklaturéban szerepld betilk az egybetiis aminosav
kédnak megfelelden aminosavakat jeltlik. A kdt6jelek az egynél
t5bb aminosav-vdltoztatdsokat vdlasztjdk el egyméstél. Minden
aminosav-véltoztatds esetében az elsd betii a vadtipusi humén
TNFx-ban levd aminosavat, mig a mésodik betii a muteinben levd
aminosavat jelzi. A szémok a vadtipusd szekvencia azon helyze-
tét jelolik, amelyben a vadtipusdi szekvencia a megjelolt amino-
gsavat tartalmazza.

A varidnsok kdzil az aldbbiak hp75-TNF-R-hez killdndsen
36 kot8dési szelektivitdst mutatnake

K65W

D143N

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F144L - Al45S

D143N -~ Al45R

D143V - Al45S

Al45R

Al45H

A145K

Al45F

Al45W

Al145Y

Klilnosen kedvezd tulajdonsédgokkal rendelkeznek az

aldbbi variédnsok:



- 10 -

D143N

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F1l44L - Al45S

D143N - Al45R

D143V - Al45S

Al45R

Al45K

Al45F

Al45W

Al145Y

Megjegyezzilk, hogy valamennyi felsorolt varidns a
vadtipusi szekvencia helyzeteinek megfeleld 143 és/vagy 145
helyzetben aminosav-védltoztatdst tartalmaz. Ezért a fenti hely-
szetekben eszktzolt aminosav-védltoztatésok eldnybsek.

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteinek tovébbd
wlinker" szekvencidk dltal kédolt klilonbozd aminosav-szekven-
cidkat tartalmazhatnak. Ezek a szekvencidk a fent ismertetett
LTNF muteinek kifejezésére haszndlt kifejezd vektorok révén
keletkezhetnek.

A taldlményunk szerinti hTNF muteinek tovédbbd olyan
specifikus szekvencidkat tartalmazhatnak, amelyek nagy szelek-
tivitdssal affinitéds hordozdanyagokhoz ktt8dnek és ily wmédon
a tisztitdst eldsegitik. Az ilyen gzekvencidk példdjaként a

legaldébb két szomszédos hisztidin-maradékot tartalmazé szekven=
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cidkat emlitjiik meg /18sd 282 042 sz. eurdpai kbzrebocsdjtdsi
irat/. Az ilyen szekvencidk nitrilotriecetsav nikkel keldt _
gyantédkhoz szelektiven kotddnek /Hochuli és Dtbeli: Biole Chem.
Hoppe-Seyler 368, 748 /1987/; 253 303 sz. eurdpai kdzrebocsdj-
téasi ira£7. Az ilyen specifikus szekvencidkat tartalmazé hTNF
muteinek a hTNF-mutein eminosav-szekvencidjénak C-termindliséhoz
vagy N-termindlisdhoz vagy wmindkét termindlisdhoz kapcsolédhat-
nake

A taldlményunk szerinti hTNF muteinek kiilonbdz8 nehéz-
1éncd immunoglobulinokkal vagy konnyliléncd polipeptidekkel is
kombindlhaték. Ez kimer hTNF mutein immunoglobulin polipeptidek-
hez vezet, amelyek hosszabbin vivo felezési iddvel rendelkez~
hetnek. Hosszabb in vivo felezési id8ket tapasztaltunk ple olyan
kimer polipeptidek esetében, amelyek az emlds immunoglobulin
nehézlénca vagy konnyiildnca konstans tartomédnyédnak elsd két ré-
5z6b81 d1lnak /Tdsd Tranunecker és tsai: Nature 331, 84-86
/1988/; 394 827 sz. eurdpal kdzrebocsdjtdsi irat7. A hINF
muteinek bérmely més peptid szekvencidval fuziondlt kimer fehér-
jéi is el8d11ithatdke.

A hTNF muteinek tovébbd polimerekhez is kapcsolhatdk,
ple 500-20.000 Dalton nolekulatomegli polietilénglikolhoz vagy
polipropilénglikolhoz /pegilezett hTNF muteinek/. Ez védett
hTNF mutein kompozicidkhoz vezet, amelyek lényegében nem-immuno-
gének lehetneke. A polimer és polipeptid Usszekapcsoléséra 5764~
mos médszer ismeretes /lésd ple 4 179 337 8Z. amerikai egyesilt
é1lamokbeli szabadalmi leirés/. Ennek megfelelden talélményunk
pegilezett hTNF muteinekre vagy gyégyészatilag alkalmas séikra
is kiterjed.
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A taldlményunk szerinti hTNF muteineket az irodalom-
b6l jé1 ismert médszerekkel dllithatjuk el / Sambrook és tsai:
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. kiadds, Cold Spring |
Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour ILaboratory Press, USA
/1989/ 7 vagy a k6vetkez8 bekezdések. A példdkban leirt médon
hatédrozhaté meg, hogy az ilyen hTNF muteinek a p75-TNF-R recep-
torhoz szelektiven kdtédnek-e vagy sem. A taldlmdnyunk szerinti
WTNF muteinek alternativ médon az irodalombél ismert standard
kémiai médszerekkel is szintetizdlhatdk; eldnydsen szildrdfédzisi
médszereket alkalmazhatunk /" 1édsd Merrifield médszerel: J. Am.
Chem. Soc. 85, 2149-2154 /1963/_7. Taldlményunk tovédbbd e mutei-
nek séira is kiterjed. A sék el8éllitésa “nmagukban iemert mdéd-
gszerekkel torténik.

Feltdtelezéslink szerint a TNF-el Usszefliggd betegségek
és &llapotok kezelésében dltalédnosan haszndlhatd az a stratégia,
amely szerint a hasznos és nemkivénatos TNF-ot aktivitdsokat az
egyik vagy médsik TNF-receptorhoz k6t8d8 vegyliletek - ple a ta-
141lményunk szerinti hTNF muteinek - felhasznédldsdval szétvdlaszt~
Juke.

Taldlményunk tdrgya tovdbbd a fentiekben leirt hTNF
muteineket kédold DNS-szekvencifk. Az ilyen szekvencidk /vagy
fragmentjeik/ egyrészrél a taldlmdnyunk szerinti muteinek elé-
411it4séndl felhasznélhaté kdzbensd termékek, mdsrészrfl a
génterépidban is felhaszndlhatdk és ezdltal egy meglevd gén
kedvezd hatésok fellépése mellett médosithatde A szekvencidk
/vagy fragmenseik/ tovdbbd anti-DNS-ként is felhaszndlhatdk,
gén kifejezés szabdlyozéséra, komplementer mRNS szekvencidkhoz

t8rténd kotddés dutjéne
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A fenti DNS-szekvencidk hTNF-t kédoldé genom-vagy
cDNS-szekvenciékb6l kiindulva, az irodalomban leirt médon alakit-
hatdk ki /1ldsd: fent/, az in vitro mutagenézis ismert médsze-
reinek alkalmazdsdval /ldsd: pl. Sambrook és tsai., 1989/.
Taldlmdnyunk tovédbbd a jelen taldlmény szerinti DNS-szekvencidk-
kal komplementer RNS-szekvencidkra is kiterjed, amelyet ple cDNS
szekvencidk elddllitdsdra alkalmazhatunk,

A fent emlitett mutagenézist t6bbféleképpen végezhet-
juk eles Az egyik médszer a "véletlenszerU" mutagenézis. Ennek
sorén nagyszémi mutdnst kapunk, amelyeket megfeleld vizsgdlé$
rendszerekben a kivédnt tulajdonsédgokra megvizsgélunk. Mdsik méd-
gzer szerint az une. "helyre irdnyitott" mutagenézis [ 1lésd:
ple. Sambrook és tsai /1989/ 15.51-15.1137; ennek sordn egy adott
DNS-szekvencia meghatdrozott helyzeteiben wmutdcidkat végziink el.
A mutagenézis tovédbbd polimerdz lédnc reakcid segitségével is
elvégezhetd /Tdsd: pl. White et al.; Trends in Genetics 5,
185-189 /1989/_7.

A véletlenszeriien végzett mutagenézisnél alkalmazott
egyik kémiai mutagén dgens a nétrium-biszulfit, amely a cito-
zinmaradékot uracilmaradékkd alakitja és ezdltal a "C"——npt
dtmenethez vezet /nukleotidok standard roviditése; a médszer
tekintetében 1dsd pl. Shortle és Nathans, Procd. Nate. Acad.

Sci. USA 75, 2170-2174 /1978/ vagy Pine és Huang, Methe Enzyme.
154, 415-430 /1987/_7. Ez a mutagén dgens csak az egyszéld

DNS~-re hat, mig a mutdlt cél DNS-szekvencia kifejezése kettds~-
gz41d plazmid vektorral torténik. A mutagenézisnél és kifejezd
vektorokndl az Wjraklénozds tobbek kozdtt un. "phazmidok" al-
kalmazdséval keriilhet8 el. Ezek vektorok, amelyek a replikdcié



- 14 -

plazmid eredetén kivil valamely szdlszeri fégbdl leszérmaztatott
replikdcié eredetet is hordoznak. Az ilyen phazmidok példédiként
a Stanssen $s tsai d1tal leirt / Nucleic Acids. Res. 17,
4441-4454 /1989/_7 pMa- és pMc-phazmidokat emlitjlik mege Ezen
kifejez8 rendszer felhaszndldsédval un. "hézag-duplex" szerkeze-
tek alakithaték ki /" 1dsd tovébbd Kramer és tsai: Nucl. Acids.
Res. 12, 9441~9456 /1984/ 7, amelyekben csak a TNF-t kédoléd
szekvencia /1dsd: fent/ van egyszdld konfigurdcidban és ezért

a specifikus kémiai mutagén dgens gzéméra hozzéférhetd. A vélet-
lenszeri mutagenézisben felhaszndlt "hézag-duplexek™ a hely~-
-specifikus mutagenézissel kapcsolatban Stanssen és tesai dltal
/1ldsd: fent/ leirt mdédon épithetdk fel azzal a kiilonbséggel,
hogy a /-/sz8l ugyanazt az aktiv antibiotikum rezisztens gént
tartalmazza wmint a /+/szél. A hTNFx~t kédolé DNS~szekvencidban
kiilonbbz8 restrikcids helyek felhasznélésdval a hézag szélessége
véltoztathaté. Az ilyen restrikcids helyes példédiként a
Clai-Sall helyeket /470 nukleotid/, BetX1-BstXl helyeket /237
nukleotid/ vagy Styl=Styl helyeket /68 nukleotid/ emlitjik meg.
Az ilyen "hézag-duplex" segzetételeket ezutén ndvekvs koncent-
réciéji /4 M-ig/ biszulfittal kezelhetjlik, majd szémos dializis
1épésnek vethetjiik ald [/ Shortle és Nathans /1ésd: fent/ dltal
leirt médon/. EgY megfeleld prokariéta gazdasejtet ezutén az
irodalombél ismert és pl. Sambrook és tsai /lésd: fent/ dltal
leirt médszerekkel ilyen phazmidokkal transzformédlhatunk. Ebben
az vsszefliggésben "megfeleld prokariéta gazdasejten" olyan gaz-
dasejtet értlink, amely egy specifikus regeneréldé funkcidjéban
hidnyos és ezért a replikdcié alatt az uracil-maradék a DNS~ben

megmarad; ez a gazdasejt tovébbé a megfeleld mutdlt TNF kifeje-
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zésére képes. Az ilyen specifikué gazdasejtek az irodalombdl
ismertek, ple Ee coli torzsek, wint ple E. coli BW 313 / Kunkel
TeAe: Procd. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488-492 /1985/ 7. A ke-
letkezd kldnokbdl screeneléssel megfelell vizsgdld rendszerek
segitségével kivdlasztjuk azokat, amelyek a kivdnt hTNF kifeje-
zésére képesek. Igy pl. eljdrhatunk oly médon, hogy minden te-
lepet mikrotiter-lemezen a relevédns antibiotikumot tartalmazé
megfeleld tédptalajban inokuldlunk. A sejteket lizozim hozzdadd-
gdval lizdlhatjuk, majd szekvencidlis fagyasztisos—felengedéses
ciklusokat hajtunk végre. A nukleinsavak kicsapdsa és centri-
fugdlds utén minden telep fellilisz$jét kdzvetleniil a megfeleld
vizsgélatoknak vethetjilk ald /lésd: pl. jelen szabadalmi leirés
III. példdja/.

A nutécidé specifikus helyeit ple. restrikcids fragmens
analizissel hatdrozhatjuk meg / 1ldsd: pl. Sambrook és tsai
/1lésd: fent/_?. Az ilyen fragmensek DNS-szekvencidjédnak meg-~
hatdrozédsdval a mutdcid pontos helyzete meghatdrozhaté és ha
az ilyen mutécié aminosav-cseréhez vezet, Ugy az Uj aminosav a
meghatédrozott DNS-szekvencidbdl leszdrmaztathatée A DNS szek-
vencidlédst az irodalombdl ismert mddszerekkel végezhetjlk el,
pl. T7 polimeréz felhaszndlédsdval szuperspirdlis DNS-en a ke~
reskedelemben beszerezhetd szekvencidld kit segiteégével
/Pharmacia, Uppsala, Svédorszég/.

Mint mér emlitettilk, egy adott DNS-szekvencia mutd-
14séra rendelkezésre 8116 mésik lehet8ség a "hely irdnyitott
mutagenézis". Az ilyen tipusi mutagenézis széleskdrlien haszndlt
stratégidjét Hutchinson és Adgell / J. Virol. 8, 181 /1971/ 7
irtdk le; ennek lényege, hogy a kivént nukleotid helyettesitést
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hordozd szintetikus oligonukleotidet valamely egyszédlu DNS-
-gzekvencia azon cél-tartoménydba épitjik be, ahol a mutdcidt
el kivédnjuk végezni / 14sd: pl. Smith Annual Rev. Genet. 19,
423 /1985/; javitott médszerek vonatkozédséban lédsd Stanssen
és tsai: 2-6. hivatkozds /1989/_7.

Egy ilyen elényos médszert Stanssen €s tsai /1989/
irtak le, amelynek sorén "hézagos duplex DNS"-t alkalmaznak a
Kramer és tsai /1984/ dltal leirt médon / lésd: fent és
Kramer és Fritz: Methods in Enzimology, /1987/, Academic Press
Ince /USA/_7, azonban a mutdcidét tartalmazd szdl kivélasztdsd-
hoz M13 funkcionélis gének helyett antibiotikum rezisztens
géneket alkalmazunk, a phasmid-technoldégidn kiviil / 1dsd tovébbd:
Stangsen és tsai /1989/, /lédsd: fent/_ 7. E médszer eldnye, hogy
egymds utén t6bb mutagenézis ciklus elvégzésére képes anélkiil,
hogy a gént egy Uj mutagendzis vektorra ét% kellene vinni; a
misodik mutagendzis ciklus csupédn abban klilonbUzik, hogy egy
mésik antibiotikum markert kell kivélasztani /Stanssen és tsai,
14sd: fent/. Kontrollként a mutdnsnak a vadtipusdi TNF-¢é t6rténd
hely-specifikus visszgmutagenézise alkalmazhaté. Ezenkiviil a
TNF génben egy restrikcids helyet 1étrehozé vagy megszlintetd
oligonukleotid alkalmazésa esetén a mutdns nem csupén a hely-
-irdnyitott mutagenézishez felhasznélt oligonukleotiddé t6rténd
hibridizdcié Gtjén ellen8rizhetd, hanem a restrikcids hely je-
lenléte vagy hidnya &1tal is. Az aminosav-szekvencidban a vad-
tipusi aminosavak helyén bérmely természetben el8forduldé amino-
gavat tartalmazé hTNF mutein készlet el8dllitdsa céljdbdl egy
oligonukleotid készletet alkalmazunk, amely a meghatérozott
helyzetekben minden lehetséges kodont tartalmaz.
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Mint mdr emlitettiik, egy adott DNS-szekvencia muté-
14sdnak tovédbbi lehetdsége a polimerdz lédnc reakciét /PCR/
alkalmazd mutagenézis. A mddszer elveit pl. White és tsai
/1989/ ismertették, mig javitott médszereket pl. Innis és tsai
irtak le /PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications,
Academic Press Inc. /1990/_7.

A PCR nagymennyiségii, meghatdrozott hosszisdgh és
szekvencidjl specifikus DNS fragmens kis mennyiségii templdt
DNS~b61 torténd termelésére szolgdld in vitro mdédszer. A PCR
a cél szekvencia ellentétes szdlaihoz hibridizdlé két oligo-
nukleotid primer 4ltal szegélyezett DNS fragmens enzimes ampli-
fikdcidjén alapul. A primerek orientdcidja olyan, hogy 3° végeik
egymisfeléd mutatnak. A templdt hdvel t6bb ciklusban végzett
denaturdlédsa, a primereknek komplementer szekvencidikhoz t0r-
ténd illesztése és az igy dtalakitott primerek DNS polimerézzal
végrehajtott kiterjesztése a PCR primerek 5° végei kizott levd
gzegmens amplifikdciéjédt eredményezi. Minthogy minden primer
kiterjesztett terméke egy mésik primer templétjaként szolgdl-
hat, minden ciklus 1lényegében megkétszerezi az el8z8 ciklusban
termelt DNS fragmens mennyiségét. Minthogy a primerek a megsok-
azorozott termékbe fizikailag beédplilnek, s a primer 5°' végei
és a templdt kozbtti hibds Osszeillesztések az amplifikdcid
hatékonysdgét jelentSs mértékben nem befolydsoljdk, a megsok-
szorozott szekvencia megvéltoztathaté és ezdltal a kivdnt mu-
t4cié a megsokszorozott DNS-be beépithetd. A termofil Thermus
aquaticus baktériumbél izoldlt termostabil Taq DNS polimerdz
felhaszndldsdval a polimeréz denaturdlédésa elkeriilhetd; ez a
denaturélédds mindezideig minden egyes denaturdlési 1lépés utén
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enzim hozzdaddsdt tette szilkségessé. E fejlesztés segitségével
a PCR szémos egyszerii, hlmérséklet-cikluson alapuld berendezés
felhszndldsdval automatizdlhaté. Ezenkiviil az amplifikédcids
reakcié specifikussdga oly mddon nGvelhetS, hogy a primer be-
illesztésnél és kiterjesztésnél magasabb hdmérsékleteket alkal-
mazunk. A megndvelt specifikussédg a megsokszorozott termékek
teszkitermelését azdltal javitja, hogy a nem célzott fragmensek
kbzott az enzimekért és primerekért folyS versengést minimumra
cstkkenti.

Az oligonukleotidok megtervezését és szintézisét az
irodalomban ismert és ple. Sambrook és tsai /1989/ dltal leirt
médon vagy a hely-irényitott mutagenézissel kapcsolatban idézett
irodalmi helyek valamelyikében leirtak szerint végezhetjilk el.

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteint kédolé DNS-szek-
vencia létrehozdsa utdn a kifejezést a fentiekben leirt phasmid
technoldgidval vagy az irodalombdl jélismert bédrmely megfeleld
prokaridta vagy eukaridta kifejez§ rendszer felhaszndlédsdval
/14sd: pl. Sambrook és tsai, 1ldsd: fent/ végezhetjilk el.

A kifejezést eldnytsen prokariéta sejtekben végezhet-
jik el, igy pl. az aldbbi sejteket alkalmazhatjuk: E. coli,
Bacillus subtilis stb., eldnydsen E. coli, klilondsen E. coli Kl2
torzsek, pl. M15 /7 Dz 291, Villarejo és tsai: J. Bacteriol.

120, 466-474 /1974/_7, HB 101 /[ ATCC No. 33694_7, WK6 /Stranssen
¢s tsai, 14sd: fent/ vagy E. coli SG13009 / Gottesmann és tsai:

J. Bacteriol. 148, 265-273 /1981/_7+ A taldlményunk szerinti
hTNF muteineket tovdbbd alacsonyabb vagy magasabb rendU eukari-

éta sejtekben is kifejezhetjilk, igy ple élesztdsejtekben /pl.
Saccharomyces, Pichia stb./, szdlszerii gombdkban /pl. Asper-

gillus stb./ vagy sejtvonalakban /pl. kinai hdrcsdg petefészek-
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sejtvonalakban stb./; a kifejezést eldnytsen élesztdsejtekben
végezhetjlik el / 1ésd: Sreekrishna és tsai: Biochem. 28, ‘
4117-4125 /1989/; Hitzeman és tsai: Nature 293, 717-722 /1981/;
263 311 sz. eurdpai kozrebocsdjtdsi irat 7. A taldlmdnyunk
szerinti hTNF muteinek az ilyen rendszerekben intracelluldrisan
vagy - a gén megfeleld adaptdldsa utédn - extracelluldrisan fe-
jez6dnek ki /T14sd: Lermans és tsai: Gene 85, 99-108 /1989/_7.
Az E. coli-ban t6rténd kifejezésre alkalmas vektoro=-
kat tobbek kozott az aldbbi irodalmi helyeken irtédk le:
[fSambrook és tesai, /1dsd: fent/ vagy Fiers és tsai: "Procd.
8th Int. Biotechnology Symposium", Soc. France. de Microbiol.,
Paris, /Durand és tsai kiadé/, 680-697. oldal /1988/_7 vagy a
pDS csalédhoz tartozdé egy vagy t8bb specifikus vektor /[ Bujard
és tsai: Methods in Enzymology, kiadé: Wu és Grossmann, Academic
Press, Inc., 155. kotet, 416-433 /1987/; Stlber és tsai: Immuno=-
logical Methods, kiadé: Lefkovits és Pernis, Academic Press,
Inc., IV. kttet, 121-152 /1990/_7, wmint pl. pDS56/RBSII,
SphI-TNFo</D143N, A145R/,/1dsd: I.példa/ vagy pDS56/RBSII,
SphI-TNRx/mutein/, /ldsd: II. példa/ - aholis a "mutein" 826
az 1. téblédzatban felsorolt TNFX-muteinekre vonatkozik. Mint-
hogy ezekkel a specifikus pDS56/RBSII plazmidokkal gpecifikus
gzabdlyozhaté promotor/operdtor elemeik‘és riboszémés megkttd
helyeik révén magas szintl kifejezés érhetd el, a plazmidok az
E. coli sejtekben csak akkor tarthaték fenn, ha a promotor/ope~
rédtor elem aktivitédsdt a lac represszornak az operdtorhoz tbr-
tén8 kBt8dése represszdlja. A promotor aktivitdsa a kivént
sejteliriiségre IPTG hozzédaddeéval dllithatd vissza, amely a
represszort inaktivédlja és a promotor? megtisztitjae Minthogy
a legttbb E. coli tdrzs nem rendelkezik az ilyen nagy képia=-
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szdmi plazmidokban jelenlevd promotor szekvencidk funkcidjénak
teljes represszdldsdhoz elegendd represszor molekuldval, az ilyen
E. coli torzseket / pl. E. coli M15 vagy SG13009/ a specifikus |
pDS56/RBSII plazmidokkal t8rténd transzformdlds eldtt a lac
represszort kédolé valamely plazmiddal /pl. pREP 4 - lésd: 2a és
2b dbra/ transzformAlni kell; ezutén a plazmidok az E. coli sej-
tekben stabilan fenntarthaték. A pREP4 a lac represszor kédolésén
kiviil a pACYC184 plazmid / Chang és Cohen: J. Bacteriol. 134,
1141-1156 /1978/ 7 egy tartoménydt is tartalmazza, amely a rep-
likdcidhoz €8 a lednysejtekhez torténd stabil transzmisszibhoz
gzilkséges Usmzes informécidt tartalmazza / tovdbbi informdecidk
tekintetében ldsd tovébbd "System for high level production in

E+. coli and rapid pufification of recombinant proteins: applica=-
tion to epitope mapping, preparation of antibodies and structure
function analysis" - Stlber és tesai: Immunological Methods,

IV. kbtet, 121-152. oldal, Lefkovits és Pernis /kiadék/, Academic
Press, New York /1990/_7.

A gazdasejteknek vektorok dltal végzett, a fentiekben
leirt transzformécidjédt bérmely szokésos médszerrel végrehajt-
hatjuk / 1éed: pl. Sambrook és teai /1ésd: fent/_7. Prokaridta
gazdasejtek /pl. E. coli/ esetében DNS felvételére alkalmas kom-
petens sejtek az exponenciélis ntvekedési fézis utén Ysszegylj-
t5tt, majd az ismert kalcium-kloridos médszerrel kezelt mejtekbsl
g11ithaték el18. A transzformécid a gazdasejtbdl tBrténd proto-
plaszt képzés utén vagy az irodalombdl ismert és leirt més méd~-
szerekkel is elvégezhet8 / Sambrook és tsal /lésds: fent/;7. Ennek
megfelelden valamely vektor - kililsntsen a fentiekben leirt hTNF
muteint kédolé DNS-szekvencidt tartalmazd, prokaridta vagy ala-

csonyrendli eukariéta gazdasejtekben torténé kifejezésre képes
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vektorok ~ és az ilyen vektorok dltal transzformdlt gazdasejtek -
klildntsen prokaridéta gazdasejtek, ple E. coli vagy alacsonyrendii
eukaridta gazdasejtek - szintén taldlmdnyunk tédrgyét képezike.

A kivdnt kifejezd8 vektort tartalmazd gazdaszervezeteket
dl1taldban a nbvekedés szempontjébSl optimdlis kbriilmények kvzttt
tenyésztjlik. Prokariéta gazdasejtek esetében az exponencidlis
ntvekedés végén - amikor az id8egységre vonatkoztatott sejtezédm-
novekedés lassul - a kivént hTNF mutein kifejezését indukdéljuk,
azaz a kivdnt hTNF muteint kédoldé DNS~-t dtirjuk és az dtirt
mRNS-t leforditjuk. Az indukcidét oly médon végezhetjiilk el, hogy
a tdptalajhoz valamely induktort vagy derepresszort adunk vagy
a fizikai paramétereket médositjuk /pl. hémérséklet védltoztatds/.
A teldlmédnyunk eldnybs kiviteli alakjait képezd kifejezd vekto-
rokban a kifejezést a lac represszor ellendrzi. A kifejez8 koni-
roll szekvencidt izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid /IPTG/ hozzé-
addsdval derepresszdljuk és ezdltal a kivédnt hTNF mutein szinté-
zisét indukdljuke.

A transzformélt gazdasejtek dltal fentiek szerint ter-
melt taldlményunk szerinti hTNF muteineket a fermentdcids kizeg-
b8l nyerhetjik ki vagy a sejtek felnyitésa utén és/vagy a fehér-
je 68 peptid kémidban ismert bérmely megfeleld extrakcidés méd-
gzerrel izoldlhatjuk. Igy pl. az aldbbi kinyerési médszerek al-
kalmazhatdk: amménium-szulfdtos kicsapds, dializis, ultrasziirés,
gélazlirés vagy ioncserél$ kromatografdléds, gél elektroforézis
izoelektromos fékuszélés, affinitds kromatogrédfia, mint pl.
immunoaffinitds kromatogréfia, HPLC stb. Klltndsen eldnylsnek
bizonyultak az alsibbi eljérésock: amménium-szulfdtos és/vagy
polietilénimines kicsapds, dializis, affinités kromatogrédfia, pl.

fenil-agarézon, kiilontsen fenil-sepharozon, vagy ioncseréld
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kromatografélds, kiilondsen MONO-Q~- és/vagy MONO-S-matrixon
/Pharmacia, Uppsala, Svédorszég/ vagy klilondsen a Tavernier és
tsai élt%al leirt / J. Mol. Biol. 211, 493~501 /1990/ 7 és a
IV. példdban leirt médszer.

Taldlmédnyunk tdrgyaennek megfelelden eljérds a fentiek-
ben meghatdrozott hTNF muteinek el18d1litésédre oly médon, hogy
valamely a fentiekben leirt transzformdlt gazdesejtet, eldnydsen
valamely prokariota gazdasejtet, pl. E. coli sejtet vagy eukariota
gazdasejtet megfeleld tdptalajban tenyésztiink, a muteint a tenyé-
szet feliilisz6jdbbl vagy magdbdl a gazdasejtbdl izoldljuk és a
muteint kivént esetben Onmagéban ismert mdédon pegilezziik vagy
gydeyészatilag alkalmas sévé alakitjuke

Taldlmédnyunk tovébbé a fenti eljdrdssal elldllitott
vegyliletekre is kiterjed.

A taldlmdnyunk szerinti hTNF muteineket az jellemzi,
hogy humén p75-TNF-R receptorhoz szelektiv kotddési affinitédst
mutatnak. Ezt a tulajdonsdgot az irodalombdl a kittddési affini-
tésok mérésére ismert bdrmely médszerrel meghatérozhatjuk. Igy
pl. a TNF és a taldlmdnyunk szerinti muteinek kotb6dését sejt=-
tenyészetekben olyan sejtek alkalmazéséval hatérozzuk meg, ame-
lyek a TNF-receptorok két tipusdt kiilonbszl mértékben fejezik ki
ilyen sejtek pl. a Hep-2 sejtek, amelyek kizdrélag a humén
pS55-TNF~R receptort fejezik ki, vagy az U937 és HI6O sejtek,
amelyek ezen kiviil a humén p75-TNF~-R receptort is kifejezik.
[“Brockhaus et al., Procd. Nate Acad. Sci. USA, 87, 3127-3131,
/1990/; Hohmann et al., Je. Biol. Chem. 264, 14927-14934, /1989/;
Loetscher et ale /1990/; Dembic et ale /1990/_7. A ktt6dési affi-
nitdsok természetesen kdzvetlenlil, tisztitott nativ vagy rekom-

bindns p55-TNF-R és p75-TNF-R felhasznéldsdval, a példékban
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leirt médon, vagy az ilyen receptorok megfeleld oldhaté analdg-
jai alkalmazdsdval is meghatdrozhatdk.

A jelen szabadalmi leirésban haszndlt "humén p75-tumor=-
~nekrézig-faktor-receptorhoz torténd szelektiv kotddési affini-
t4a" kifejezés a két TNF-receptor tipushoz vald kttddési affini-
tds killonbségére utal.

A példékban leirt vizsgélé rendszer vonatkozéséban a
taldlmdnyunk szerinti mutein a hp75-TNF-R receptorhoz eldnytsen
gzelektiven kotddik /kivédnatos, hogy a vadtipusd TNF-hez hasonlé
mértékben/, ugyanakkor azonban a hp55-TNF-R receptorhoz vald ki-
tG3dését 1lényegében teljesen elveszti. A taldlményunk szerinti
specifikus hTNF mutein K, értéke a rekombindns oldhaté hp55-TNF-R
receptorral végzett in vitro kotldési teszt szerint - a példéban
megadott vizsgdlati rendszer alapjén - eldényBsen legalédbb 10-szer
és eldnyvsen legaldbb 102-szer nagyobb mint a vadfipusﬁ TNF-oG
megfeleld értéke, mig ugyanezen hINF mutein megfeleld K, értédke
a rekombindns oldhatéhp75-TNF-R receptorral végzett in vitro ko-
t83dési teszt szerint legfeljebb 20-szorosa a vadtipusd TNF-pc
megfeleld értékének. Megjegyezzilk azonban, hogy a fenti specifi-
kus K értékek csupdn tédjékoztaté jellegiiek és szabadalmunk ol-
talmi kore szempontjébél semmilyen korldtozést nem jelentenek.

A taldlményunk szerinti hTNF umuteineket “nmagukban
vagy egy vagy tobb tovébbi hatdéanyaggal egylitt ordlisan, injekcid
vagy helyi tton felhaszndlésra kerlild készituények formdjéban
alkalmazhatjuke A hatéanyag dézisdt oly médon vdlasztjuk meg,
hogy a hTNF mutein funkcidval kapcsolatos bioldgiai funkcidét ha-
tékonyan médositsa.

Talidlményunk tdrgya tovébbd gydgydszati készitmény,
amely taldlményunk szerinti hTNF muteineket és megfeleld inert
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gyégydszati hordozdanyagokat tartalmaz. Bdrmely szokdsos gydgyé-
szati hordozdanyag felhaszndlhaté. E célra enterdlis, perkutdns
vagy parenterdlis adagolésra alkalmas, gzerves vagy szervetlen |
hordozdanyagok alkalmazhatdék, pl. viz, zselatin, gumiardébikum,
laktéz, keményitsd, magnézium-szteardt, talkum, novényi olajok,
polialkilénglikolok, vazelin stbe. A taldlményunk szerinti gyd-
gyéezati készitmények tovAbbi hatdanyagokat is tartalmazhatnake.
A készitumények ezenkiviil més adalékanyagokat is tartalmazhatnak,
pl. izesit8-, tartdésité-, stabilizilé-, emulgedlészereket, puffe-
reket stb. A készitmények a gydgyszergydrtdsndl haszndlatos ada-
lékanyagokat tartalmazhatnak.

A taldlmdnyunk szerinti gydégyédszati készitmények bdr-
mely szokdsos formédban elddllithatdk, pl.

a/ ordlis adagoldsra szolgéld szildrd formdk, pl. tablették,
kapszuldk, piluldk, porok, granuldk stb.;

b/ orélis adagoldsra szolgdld folyékony formdk, pl. oldatok, szi-
rupok, szuszpenzidk, elixirek stb.;

c/ parenterdlis adagoldsra szolgdlé készitmények, ple. steril ol-
datok, szuszpenzidk vagy emulzidk; és

d/ helyi alkalmazdsra szolgdlé formdk, pl. oldatok, szuszpenzidk,
kenGcodk, krémek, gélek, mikronizédlt porok, aercszolok stbe.

A gydgydszati készitmények sterilezhetSk és adjuvénso-
kat /pl. tartésité-, stabilizdlé-, nedvesitb-, emulgedlészerek,
az ozmézisnyomds viltozdsét e18idéz8 sk &s/vagy pufferek/ tar-
talmazhatnake.

A parenterdlis adagoldsra szolgélé készitmények intra-
véndsan vagy intramuszkulérisan befecskendezhetd infuzids vagy

injekciés oldatok lehetnek. Ezek a készitmények tovébbi gydbgyd-
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szati hatéanyagokat is tartalmazhatnak. A készitményekhez adalék-
anyagokat /pl. tartésité-, stabilizélé-, emulgedlészerek, pufferek
stb./ is adhatunk, a gydgyszergydrtéds szokdsos médszereinek meg—‘
felelGene.

Taldlményunk tdrgya tovébbd eljérés gydgydszati készit-
mények el841litdsdra oly médon, hogy valamely taldlminyunk szerin-
ti vegylletet és kivént esetben tovébbi gydgydszati hatdanyagokat
nem-toxikus inert gydgyészatilag kompatibilis hordozdanyagokkal
ssszekeveriink és a keverdket galenikus formdra hozzuk.

Taldlmédnyunk tdrgya tovdbbd a taldlményunk szerinti el-
jdrdssal el841litott vegylletek felhaszndlésa gybgydszati készit-
mények el8dllitésdra.

raldlményunk tdrgya tovédbbd a taldlményunk szerinti
hTNF muteinek ellen termelt antitestek. Az ilyen antitestek jé1=-
ismert médon diagnosztikai vagy gydgydszati célokra és tisztitési
mnédszereknél alkalmazhatdk. Az antitesteket oly médon termeljiik,
hogy egy emldsbe vagy madédrba a taldlményunk szerinti hTNF mutein
elleni antitest termeldésének meginditésdhoz elegendl mennyiségii
taldlményunk szerinti hTNF muteint és gybgyészatilag kompatibilis
hordozdanyagot tartalmazdé vakcindt fecskendezlink. Az e célra
szlikeéges hTNF mutein mennyiség a szakember dltal jélismert vagy
rutin kisérletekkel hatérozhaté meg. A jelen szabadalmi leirdsban
hasznilt "gydégydszati hordozdanyag" kifejezés a humédn gydgyészat-
ban alkalmazhaté standard készitményekben vagy d1lati vakcindk-
ban hasznédlatos tipikus adjuvénsokra vonatkozike

A TNF - mint arra mdr rémutattunk - potens pleiofrop
citokin. Szdmos kiilonboz8 aktivitdsa /pl. immun sejtek novekedési

faktordnak aktivédlédsa, gyulladésokndl betultdtt k6zvetit8 szerep



----------------

-----

- 26 -

vagy az endotdliumban levs specifikus gének induktora/ & gazda-
szervezetnek fertdzdsekkel vagy sérlilésekkel szemben kifejtett
védekezésében jdtszik szerepet. A TNF erds szisztémds toxicitést
is mutat; a bakteriaemia kdros hatédsait és a bakteridlis menin-
gitis okozta szeptikus sokkot nagy mértékben endogén citokinek
kbzvetitik és ezek kozttt a TNF korai és fontos szerepet t0lt be.
Ezenkivil a TNF kozvetlen citotoxikus aktivitdsdval szemben sok
sejt és sejtvonal érzdékeny. Allatkisérletek tantsdga szerint a
TNF tumorellenes hatdséban kiilonbbz8 szisztéméds hatdsok és cellu-
1dris toxicitds feltehetlen kombindldédnak.

A fenti tények redlis alapot szolgdltatnak a taldlméd-
nyunk szerinti hTNF muteineket felhaszndld 4j gydgyédszati stra-
tégidk kidolgozdsdhoz. Ezek sordn a sok kiilsnb8z6 hTNF aktivités
gzétvédlasztdsdival a nemkivdnatos toxikus hatdsokat a kivédnt ak-
tivitdsoktdl kiilonvdlasztjuk oly wmédon, hogy a két hTNF receptor
tipus kozlil csak az egyiket aktivdljuk /ellentétben a vadtipusi
hTNF-el, amely mindkettdt megktti és aktivdlja/. A taldlményunk
gzerinti hTNF muteinek potencidlis felhasznédlédsa nem korlédtozé-
dik a rékterdpidra. A 75kDa TNF receptor tipusd specifikus gyé-
gydszati hatéanyagok /mint pl. a talédlményunk szerinti hTNF mu-
teinek/ minden olyan betegség kezeléséhez kedvezlen alkalmazha-
t6k, amelyben a TNF gazdaszervezet védekez$ faktorként bakterid-
lis fertézésekben /[ 1dsd: pl. Kindler, V. et al., CELL 56,
731-740 /1989/; Nakano, Y. et ale., J. Immunol. 144, 1935,
/1990/_7 vagy gyulladdsokban kbzvetitSként jétékony szerepet
jétszik. Bzenkiviil a TNF-x zsirsejtekre és egész édllatokra bizo-
nyos katabolikus hatdst fejt ki és ezért a cachexiéban jdtszik
szerepet / Beutler, B. és Cerami, /ldsd fent/; Hotamisligil et
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al., Science 259, 87 1993;7 és ezdért a taldlményunk szerinti
TNF muteinek elhizds kezelésére alkalmazhatSk. Azt taldltuk %o-
vébbd, hogy a TNF-« az inzulin dltal serkentett periférids
gliikéz-hasznositds mértékét kozbubVsiti /Hotamisligil s tsai,
149d: fent/. A TNF- elhizdseal Osszefliggd inzulin-rezisztencid-
ban kifejtett fenti feltételezett szerepe a cachexidban jétszott
lehetséges hatdsdval a két TNF receptor rendszer biolégiai hatd-
saiban jelentkezd dézisfliggd kiiltnbségek és a két receptor rend-
szer kiilonbdzd szerepe dltal kiegyenlithetd és ez vadtipusu
PNF-inhibitorok jelenlétében vagy ndlkiiliik, receptor-tipusd spe-
cifikus agonistdk alkalmazdsdval eredményesen kihaszndlhatd. Még
a tdlzott mértdki TNF felszabadulds dltal okozott toxikus akti-
vitdsok &1tal jellemzett betegségek /ple. szeptikus sokk vagy bak-
teridlis memingitis/ is kedvez8en kezelhetdk TNF receptor speci-
fikus agonistékkal /pl. a taldlményunk szerinti nuteinekkel/ tn-
magukban vagy vadtipusd TNF antagonistédkkal képezett kombindcid-
ikkal.

Az irodalomban tombr veszefoglaldst kozBltek a TNF vir-
haté szerepére olyan Uj terdépids teriileteken, ahol a TNF-receptor
tipusi specifikus agonistdk a sok kiildnbbz8 TNF aktivitds koziil
csupén néhényat inditanak be €s ez a vadtipusdi TNF-el ©sszehason-
litva vérhatdéan jelent8s eldnySket hoz majd. /Tumor Necrosis
Factors, The Molecules and their Emerging Role in Medicine,

B. Beutler, ed., Raven Press, 1992, ISBN 0-88167-~852-X/. Ide tar-
toznak a TNF aktivitédsok az aldbbi terlileteken: endothelids sejt
nomosztatikus tulajdonsdgok és neutrofil adhézid modulédlédsa,
sz6vet-lskémia és reperfizids sériilés, osteoblasztok és osteoclas~
tok csont reszorpcidban, tovdbbd novekedési faktorként sok seji-

ben dltaldban és hematopoiesisben, valamint metabolikus és tédp-
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1416 hatésoke A TNF limfokin-aktivdlt killer /LAK/ sejtek képzé-
sdben novekeddés/differencidlds faktorkdnt vesz részt és lgy tinik,
hogy ez a TNF tumorellenes aktivitdsdban szerepet jatezike.

Ennek megfelelden taldlmdnyunk a fentiekben leirt, ta-
141mdnyunk szerinti hTNF-muteinekre vagy gydgydszatilag alkalmas
géikra is kiterjed.

Valamennyi fenti aktivitds mds rekombinédns citokinekkel
/pl. gamma-interferon/ vald egyittes alkalmazds esetén er8sithetd
vagy médosithatde.

Taldlményunk tovébbi részleteit az aldbbi példdkban is-
mertetjik, a kisérd rajzokra hivatkozva.

Az aldbbi roviditéseket és szimbSlumokat alkalmazzuk:
B, E, H, S, ¥b 4s X aBglI, EcoRI, HindIII, Sall, Xbal illetve
XhoI restrikcids enzimek hasitdsi helyeit jelOlik.

N jelentése a N250PSN250P29 szabdlyozhatd promotor/operdtor
elem;

Fr7 jelentése a RBSII, Sphl szintetikus riboszémds ktt8dési
hely;

S jclentése a TNF-o¢/TNF-x/, beta-laktamédz /bla/, kloramfenikol
acetil transzferdz /cat/, lac represszor /lacl/ és neomicin
fogzfotranszferdz /neo/ génjei;

([N jelentése a fdg lambda t, transzkripcids termindtora /to/

45 az Be coli rrnB operon T1 /T1/;

X5 jelentése a pBR322 és pREP4 /repl/ plazmid replikdcids tar-
toményai;

~) jelentése a N250PSN250P29 és RBSII, SphI éltal ellen8rzott
kédoldé tartomdny.

Az la. 4brdn a pDS56/RBSII, SphI-TNF-otplazmid semati-
kus rajzét tlintetjlik fel.
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Az 1b. 4bra a pDS56/RBSII, SphI-TNF~-« /SEQ ID No.l/
plazmid teljes nukleotid szekvencidjét tartalmazza. Ebben a szek-
vencidban a restrikcids enzimeknek az la. dbrdn feltiintetett fél-
ismer8 szekvencidit megjelOltilke A bemutatott aminosav-szekven-
cia az érett TNF-oc /157 aminosav; SEQ ID No.l és 2/ hérombetiis
kédban feltiintetett aminosav-gzekvencidjae.

A 28, dbrén a pREP4 plazmid sematikus rajzdt tiintetjlk
fel.

A 2b. Zbra a pREP4 /SEQ ID No.3/ plazmid teljes nukle=-
otid szekvencidjét tartalmazza., Ebben & szekvencidban a restrik-
cids enzimeknek a 2a. ibrédn feltiintetett felismerd szekvencidit
bejeldltilk /14sd tovébbd 486908 sz. eurdpai szabadalmi leirés
261-263 4bréi/.

A 3. dbrdn a TNF-e/DL43N, Al45R/ TNF-« muteint kddolé
EcoRI-HindIII fragmens készitését tilintetjik fel.

A 4. 4brdn humédn tipusd TNF-o és D143N, Al45R és
D143N-A145R muteineknek humén TNFRp75 és TNFRp55 receptorokhoz
$6rt4nd kompetitiv kitt8dését tuntetjlik fel. Rekombindns humén
TNFRp75-hy3 fizids fehdérjével /felsd rész/ és rekombindns humén
TNFRp55-hy3 fuzids fehdérjével /alsé rész/ bevont 96-mélyedéses
mikrotiter lemezeket radioaktiv jelzett humédn TNF-x~val inkubéd-
lunk, kiilonboz8 koncentricidji jelzetlen vadtipusi TNF-e, D143N,
A145R vagy D143N-A145R mutein jelenlétében. A gzobahdméraékleten
3 4ra alatt megkttott radioaktivitést gamma-szdmldldban szémlél-
Juke

Taldlminyunk tovébbi részleteit az aldbbi példédkban
ismertetjiik, anélkiil, hogy az oltalmi kdort a példdkban korlédtoz=-
ndnk. A szilérd anyagokra szildérd keverékekben, folyadékokra fo-
lyadék-elegyekben és gzildrd anyagokra folyadékokban megadott
gzdzaldkos értékek tomeg/tomeg, térfogat/térfogat illetve
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tomeg/térfogat %-ban 4rtend8k, feltdve, hogy mist nem kdzlink.

I. példa

TNF=0/D143N~-A145R/ el8d1llitésa
A pDS56/RBSII, SphI-TNF-« plazmid

A pDS56/RBSII, SphI-TNF-e¢ humén TNF=-¢ kifejezési plaz-
mid /14sd 1. dbra/ a talédlminyunk szerinti kUlonbszd TNF-¢¢ mute-
inek e18411it4s4ndl felhaszndlt TNF-X gén forrds. A transzformdlt
/ PREP4;pDS56/RBSII, SphI-TNF-o¢7 E. coli M15 t0rzset a "Mikro-
organizmusok Szabadalmi Célokra Torténd Deponédldsénak Nemzet-
k6zi Elismerésére" irdnyuld Budapesti Szerz8dés értelmében a
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH /Dsy/,
Braunschweig, Németorszdg torzstenyészetnél 1991. szeptember 8~4n

DSM 6713 szdmon helyeztilk letétbe.
A TNF-« gén mutagenézise PCR felhasznéldsédval

A pDS56/RBSII, SphI-TNF-i /1. 4bra/ plazmiddal mint
templdt DNS-sel, Perkin-~Elmer Cetus GeneAmpR DNS ampfikécids
reagens kit felhaszndlédsdval, AmpliTaqR rekombindns Taq DNS
polimerdz /1dsd 3. dbra/ felhaszndlésdval két PCR reakcidt vég~-
ziink el.

Az T. reakcidt az aldbbi primerekkel végezziik el: 17/F
/" 5*GGCGTATCACGAGGCCCTTTCG=3" /SEQ ID No.4/; a 17/F primer a
pDS56/RBSII, SphI-~TNF-# plazmid 3949-3970 nukleotidjeit tartal-
mazza_7, &s a 46/M12 [75'~GCGAAAGTIGAGATAGICGGGCCGATTG-3"/SEQ
ID No.5/; a 46/M12 primer a pDS56/RBSII, SphI-TNF-o plazmid
552~525 nukleotidjeivel komplementer nukleotideke?t tartalmaz; &

mutdlt bdzisokat aléhdztuk;7.
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A II. reakcidét az aldbbi primerekkel végezziik el:
29/NR2 _/_'—5’-GAGTCTGGGCAGGTCTACTTTG-3’ /SEQ ID No.6/ ; a 29/MR1
primer a pDS56/RBSII, SphI-TNF-e< plazmid 553-574 nukleotidjeit
tartalmazza_7, és a 17/0 [f5’-CATTACTGGATCTATCAACAGG-3’ /SEQ ID
No.7/; & 17/0 primer a pDS56/RBSII, SphI-TNF-« plazmid 748-=727
nukleotidjeivel komplementer nukleotideket tartalmaz 7.

Egy tipikus kisérletben 10 /ul templdat DNS-t /10 ng/,
5=5 /ul primert /windkét primerbdél 100 pmél/, 16 /ul dNTP keveré-
ket /1,25 mM 4ATP, 4dGTP, 4CTP és 4TTP/ 10 /ul 10x reakcidpuffert
/100 wM Tris-HC1l pH 8,3, 500 mM KCl, 15 mM Mg012 és 0,1 % zsela-
tin/ 10 /ul /5 egység/ Ampli’l‘aqR DNS polimerdzt és 53 /ul vizet
Eppendorf-cslben Usszekeverilink és 80 ml dsvédnyolajat /Perkin-
~Elmer Cetus/ rétegeziink fléje. A csbveket DNS termikus ciklus
berendezésbe /TRIO-Thermoblock Biometra/ visszilk 8t és 1 percen
it 94 °C-on tartjuk, majd 35 ciklust végzlink el, amelyek sorédn a
DIiS-t megolvasztjuk /1 percen at 94 0C-on/, a primereket Ossze-
kapcsoljuk /1 percen 8t 50 °C-on/ és a primereket kiterjesztjlik
/3 percen 4t 72 °C-on/. Ezutén tovdbbi 2 percen &t 72 %c-on tart-
juk, majd a reakcibelegyeket szobahdmérsékletre hiitjlik és kloro-
formmal extrahdljuke. A vizes fédzisban levé DNS~t etanollal kicsap-
juk 8s 6 %-0s poliakrilamid gélben /Sambrook és tsai, 1989/ elek-
troforézisnek vetjilkk ald. A DNS-t etidium-bromiddal megfestjlik,

a T. $s II. fragmenst /14sd 3. dbra/ a gélrdl izoldljuk és tisz-
titjuk /Sambrook és tsai 1989/.

A TNF-x/D143N-A145R/ kédolédséra szolgdlé DNS fragmens elbdllitésa

A I. é8 II. fragmenst enzimatikusan foszforilezziik,
majd egymdssal ligdljuk /Sambrook és tsai 1989/. A ligdzt hdvel

inaktivdljuk, EcoRI és HindIII restrikcids enzimekkel emésztjiik,
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majd a DNS-t 6 %-o0s poliakrilamid gélben elektroforézisnek vet-
juk ald. A DNS-t ethidium-bromiddal megfestjik, majd az
ECoRI-HindIII A fragmenst /1ésd: 3. dbra/ a gélr8l izolédljuk és
tisztitjuk /ldsd fent/.

A TNF-/Dl43N=-A145R/ kdédolésédra szolgdld plazmid el84llitdsa

Az EcoRI-HindIII A fragmenst standard médszerekkel
/Sambrook és tsai 1989/ EcoRI-HindIII nyitott pDS56/RBSII,
SphI-TNF- plazmidba illesztjiik be, a pDS56/RSBII, SphI-TNF-oc
/D143N-A145R/ plazmid kialakitdsa kOzben. A DNS plazmidot elké=-
szitjiik /Birnboim és tsai 1979/ és a TNF-o¢ muteint kédold tarto-
mdnyt a kett8s-szdld DNS szekvencia meghatdrozdsdval azonositjuk

/Sambrook és tsai 1989/.

TNF-pc/D143N~A145R/ termelése

A pDS56/RBSII, SphI—TNF-¢7D143A—A145R/ plazmidot stan-
dard wédszerekkel /1dsd fent/ pREP4 plazmidot tartalmazé E. colil
M15 sejtekben transzformdljuk. A transzformdlt sejteket 37 %c=on
100 mg/1l ampicillint 4s 25 mg/l kanamicint tartalmazd LB tédpta-
lajban tenyésztjiik. Ezutén 600 nm optikal gliriiség mellett kbe.

0,7 - 1,0 IPTG-t adunk hozzd, 2 uM végs6 koncentrdcidig. Ezutén
tovdbbi 2,5 = 5 S8ran &t 37 OCc~on tartjuk, majd a sejteket centri-

fugdldssal learatjuke.
II. élda
mTovébbi TNF-ocuuteinek el8dllitésa

A T. tédblézatban felsorolt tovébbi TNF-ocmuteineket
az I. példdban a THF-o/D143N-A145R/ e18411itds4ra megadott rész-
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letes eljdrds szerint készitjiuk el. A kapott, a pDS56/RBSII,
SphI~THF-o¢/D143N~A145R/ plazmiddal analdg kifejezési plazmidok
elnevezése: pDS56/RBSII, SphI-TNF-&«/mutein/; ahol a "mutein" ki-
fejezés az I. tdbldzatban felsorolt THF-« muteineket jelenti.
Ezek a plazmidok a TKF-o¢ muteineket kédold tartomdnyokat tartal-
maznak, amelyekben a pDS56/RBSII, SphI-TNF-« plazmidban levd ko-
donokat a fenti muteineket kédold kodonok helyettesitik /lésd:
1. téblézat/.

III. példa

Humin TNF-o muteinek receptor tipusd specifikus kotédési akbtivi-

t4gdnak meghatérozdsa E. coli lizétumokban

E., coli lizdétumok el8dllitédsa

Az I. 3s II. példdban leirt médon transzformdlt és in-
dukdlt E. coli sejtekbdl készitett szuszpenzidkat /10 ml/ per-
cenként 4.000 fordulat mellett 10 percen dt centrifugélunk és
0,9 ml lizis pufferben /10 mM Tris-HC1l pH 8,0, 5mM EDTA, 2 uM
TMSF, 10 mM benzamidin, 200 egység/ml aprotinin és 0,1 mg/ml 1li-
zozin/ Gjraszuszpenddlunk. Ezutén gzobahdmdérsékleten 20 percen
4t inkubaljuk, wmajd 50/u1 1M MgClz-t, 20 /ul 5 mg/ml DNaseI-%t,
50 /ul 5 M NaCl-t és 50 /ul 10 %=0s NP=40-t adunk hozzéd és az
elegyet szobahdémdrsékleten tovébbi 15 percen 4t inkubdljuke. A
lizdtumot percenkénti 13.000 fordulat mellett 5 percen ét centri-
fugdljuk, majd 0,5 mwl ily médon deritett lizdtumot amménium=-szul-
fitos lecsapésnak vetiink ald /25 % - 70 % végés/. A 70 %~08 ammé-
nium-szulf4t pelletet 0,2 ml PBS-ben oldjuk és a rekombinéns fe-
hérjék jelenlétét és hozzédvetSleges mennyiségét ndtrium-dodecil-
~szulfdt poliakrilamid-gél /SDS~PAGE/ elektroforézissel meghaté-

rozzukKe
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Szildrd fdzisd radioligand kompetitiv megkdtési vizsgdlat

96-mélyedéses mikrotiter lemezekre rekombindns humdn
TNFR~p75-hy3 és TNFR-pSS—hFB flizids fehérjdket viszink fel /a
receptor extracelluldris része fizionél a humén IgG3 Fc részé-
vel/, 0,3 /ug/ml illetve 0,1 /ug/ml koncentricidban, foszféttal
pufferolt konyhasé-oldatban / PBS, 100 /ul/mélyedés, egy éjjelen
at 4 0C--on_7, [ Loetscher, He et al. Je Biol. Chem. 266,
18324-~18329 /1991/; Lesslauver, W. et al. Eur. J. Imounol. 21,
2883-~2886 /1991/ 7. Ezutén blokkold pufferrel /50 mM Tris pH 7,4,
140 ol NaCl, 5 wM EDTA, 0,02 % NaNB, 1 % zsirmentesitett tejpor/
blokkoljuk, majd a mikrotiter lemez? PBS-el mosgsuk és 0,1 %
zsirmentesitett tejport tartalmazdé blokkold pufferben 10 ng/ml
humén vad-tipusi 125 oyp-g-al és E. coli liz&tumok véltozd hi-
gitdsaival /10-2 - 10'7; tizszeres sorozat higitds/ inkubdljuk.
A TNF-x~-t jodogén médszerrel /Pierce Chemical Company/ kbe 10-30
/uCi//ug fajlagos aktivitdssal jelezziik. A térfogat 100 /ullmé—
1yedds és minden lizdtumhigitdst kétszer vagy hdromszor hatdro-
zunk meg. Az elegyeket szobahdmérsékleten 3 Srdn 4t tartjuk,
majd a mélyedéseket PBS-el alaposan mossuk és y-szdmldldban
szdml4ljuk. A fenti muteineket tartalmazd lizdtumokkal kapott

eredményeket a 2. tdbldzatban tiintetjik fel.

IVe élda

Humén TNF-e muteinek tisztitésa

Az To 48 II. példédban leirt mddon transzformédlt és
indukdlt E. coli sejtek egy éjszakds tenyészetelit /1 liter/
centrifugdléssal Ssszegyujtjik és 20 ml pufferben /50 wM Trisz
pH 7,2, 200 mM KC1l, 50 mM MgClz, 5 % glicerin/ ijraszuszpendél-
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juk. A sejteket francia présen 20.000 psi nyomdson vagy Branson S
sugdrzdval /Model 450, 2x2 perc maximdlis teljesitménnyel, jégen/
végzett besugdrzdssal felttrjilks Ezutén centrifugdldssal /70.000‘3,
30 perc, 4 °C/ deritjlik, a mintékat 20 wM Tris-HCl-el /pH 9,0/
gzemben egy $jjelen it 4 O¢~on dializdljuk, majd a fenti pufferrel ’
kiegyensilyozott Q-Sepharose oszlopra /Pharmacia, 2,6 x 15 cm/
felvisszlike A fehérjéket linedris ndtrium=~klorid gradiens szerint
/0-400 mM, 20 mM pH 9,0 értékii Tris-ben/1 ml/perc dtfolydsi sebes-
séggel eludljuk. Az eludtumbél 5 ml-es frakcidkat gyljtink Ossze,
45 a THF fehérjék jelenlétét SDS-PAGE analizissel meghatdrozzuke

A pozitiv frakcidkat Osszegyijtjik, 20 mM 2-morfolino-etdnszulfon~
savval /MES/ szemben dializdljuk /pH 6,0/ és 20 mM MES-el /pH 6,0/
kiegyensilyozott MonoS oszlopra /HR 5/5, IKB-Pharmacia/ felvissaiike
A fehérjdéket linedris nétrium~klorid gradiens szerint /0-400 mM,

20 mM MES-ben pH 6,0/ eludljuk, 0,5 ml/perc dtfolydsi sebesssg
mellett. A kiilonboz8 TNF-& muteineket 250 mM $s 350 mM nétrium-
~klorid kizott elektroforetikusan tiszta fehérjék formdjéban elu-
§1juk. Ezutén PBS-el szemben dializdljuk, majd a fehérjekoncent~
récidt BCA fehérje vizsgdlat /Pierce Chemical Company/ segitedgé~
vel meghatérozzuk; standardként vad-tipusd humédn TNF-«-t alkalma-
zunk. A fehérjekoncentrdciét 280 nM mellett végzett abszorbcid

méréssel is meghatdrozzuke.

V. példa

Tigsztitott vadtipusi TNF-oc és muteinek kompetitiv kotddése rekom-

bindns humdn TNFR-p75 $s TNFR-p55 receptorhoz

A kompetitiv kot8aési teszt elvégzése cé1j4bdl tiszti-

tott muteineket alkalmazunk és mikrotiter lemezeket a III. példd-
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ban leirt médon rekombindns humén TNFR—p?S-th és TNFR-p55-hj3
fuzids fehdérjékkel vonunk be. Blokkold pufferrel /50 uM Tris

pH 7,4, 140 uM NaCl, S5 mM EDTA, 0,02 % NaN3, 1 % zsirmentesitett
tejpor/ to8rténd blokkolds utédn a mikrotiter lemezt PBS-el mossuk,
3s 0,1 % zsirmentesitett tejport tartalmazd blokkold pufferben

10 ng/ml humdn vadtipusu 1251

~INF-p-val és jelzetlen vadtipusu
TNF-pCvagy a muteinek kiilonbdz6 koncentrécidival _/_—102 - 1072
/ug/ml; tizszeres sorozat higitds_7 inkubdljuk. A TNF-0-t jodogén
médszerrel /Pierce Chemical Company/ kb. 10-30 uCi//ug fajlagos
aktivitissal jelezzikk. A térfogat 100 /ul/mélyedés és minden kon-
centrdcidval két vagy hédrom meghatdrozdst végziink. Az elegyeket
szobahdémdrsékleten 3 Srédn 4t Allni hagyjuk, majd a mélyedéseket
PBS-el alaposan mossuk és T-szdmldldéban szdmldljuk.

A fenti muteinekre kapott eredményeket a 3., tdbldzatban

tiuntetjik fel és a 4., 4dbrédn mutatjuk be.



- 37 -

1. tdblizat

tttttt

A muteinekben levd Uj aminosavak kédoldsédra felhaszndlt kodonok

Mutein Uj kodon
N19D GAC

Q21S TCT

L29sa TCC
L29S-R32W TCC-TGG
L29S-R32W-586T TCC-TGG-ACC
L.29S-S86T TCC-ACC
N30T ACC

R31E GAG

R31K AAG
R31N-R32T AAC-ACT
R31N-R32T-N34S AAC-ACT-AGT
R31N-R32T-S86T AAC-ACT-ACC
R31E-S86T GAG-ACC
R32Wa TGG
R32W-S86T TGG-ACC
A33D GAC



A33T
N34R
N34D
N34C
N34Q
N34E
N34G
N34H
N341
N34M
N34F
N34P
N34T
N34Y
N34Y
N34V

K65A
K65W
Q67K
Q67T

Q67Y
H73Q
H73T
L75R
L75H

- 38 -
ACC
CGT
GAC
TGT
CAA
GAA
GGT
CAC
ATT
ATG
TTT
CCT
ACT
TAT
TAC
GTT

GCA
TGG
AAA
ACA
TAC
CAA
ACT
CGT
CAC

oooooo



L75W

S86D

S86T

Y87Q
Y87Q-Q88A
Y87E
Y87G
Y87L
Y87K
Y87F

Y87T

Y87T-E104G

N92R
197K
197Y
S99A
S99Y

Y115W

D143N
D143E
D143F
D143W

-39 -

TGG

GAC
ACC
CAG
CAG-

GAA

GGT

CTG

AAA

TTC

ACC
ACC-GGG

CGT
AAG
TAC
GCA
TAC

TGG

AAC
GAA
TTC

TGG

'''''

cccccc
.
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D143Y TAC

D143V GTC
D143V-F1441-A145S GTC-CTG-TCC

D143N-A145R AAC-CGC
D143V-A145S GTC-TCC
F144R CGT
F144D GAT
F144G GGT
F144L TTG
F144W TGG
F144Y TAC
A145R CGC
A145D GAT
A145G GGT
A145H CAC
A145K AAA
A145F TTT
A145S TCC
A145T ACA
A145W TGG
A145Y TAC
A145V GTT
E146R CGT
S147N AAC
S147L CTG

8 g 1295 $s R32W muteineket dr. W. Fiers laboratSriuméban /Ghenti
Egyetem/ kiszitették el /1dsd tovébbd EP 486 908 sz. eurdpail

szabadalmi leirds/e.
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2. tdbléazat

Humdn THF-ocmuteinek kttbd$se TNFR-p55 és TNFR-pT75 receptorhoz

1251 rNp-ot k5t6dés 50 %-os

gdtldssdhoz szikséges IDg TNFR~-p55 b/
Mutein Ee col} lizdtum higitéds,
a
ID5O IDSO TNFR=pT5
TNFR=-p55 TNFR=-p75
~-8zoros -8Z0ros
vadtipus ¢/ 14'260 14'140 1
N19D 5'000 5'000 1
Q21S 2’500 2'500 1
L29S¢) e 2'980 <100 >29.8
L29S-R32W 5'000 <<100 >>50
1.29S-R32W-S86T 2'500 <<100 >>25
L.29S-S86T 200 <<100 >>2

N30T 2'860 2'500 11



R31E ¢

R31K
R31N-R32T ¢
R31N-R32T-N34S
R31N-R32T-S86T
R31E-S86T
R32W ¢) )
R32W-S86T
A33D

A33T

N34R d)

N34D

N34C

N34Q

N34E

N34G

N34H

N341d)

N34M @)

N34F d)

N34P

3'470

3'330

3'260

<<100

2'000

8'780

3'330

<100

1110

<100

670

<100
100

<100
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180
3'330
<100
<<100
<100
<<100
<100
<<100
<<100
1'250
<<100
<100
<100
<<100
<<100
<100
<100
<100
<<100
<100

<<100

se00 s003 ro
.
won sen
. 3

19.3

>32.6

>>20

>87.8

>>33.3

>1

0.9

>1

>2.5

>2.5

>1

>>3.3

>3.3

>6.7

>2

>1

>1

>1

o8 *wer
» L]

-



N34T
N34Y d)
N34Yd)

N34V d)

K65A
K65W @)
Q67K
Q67T
Q67Y
H73Q
H73T

L75R
L75H

L75W

S86D

S86T

Y87Q
Y87Q-Q88A

Y87E

..43..

1'000

<100

<100

<100

20'000
500
25'000
25'000
20'000
10'000
2'000
<100
1'670

220

6'670
10'000
<<100
<<100

<100

<100

<<100

<<100

<<100

33'330
3'330
50'000
33'330
33'330
10'000
2'000
<100
2'500

330

1'000
<100
<<100

<<100

<<100

“o00 9a0s o ey oces
. -

¢ sey oo - L
. . . [ [
ss see s stes &

>10

>1

>1

>1

0.6

0.2

0.5

0.75

0.6

0.7

0.7

6.7

>100

>1
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Y87G <<100 <<100 1
Y87L <<100 <<100 l 1
Y87K <<100 <<100 1
Y8TF 200 <100 >2
Y87T <<100 <<100 1
Y87T-E104G <100 <100 1
N92R 5'000 1'250 4
197K 143 <100 >1.4
197Y 2'500 330 7.6
S99A 6'670 6'670 1
S99Y <100 <100 1
Y115W 2'220 2'220 1
D143N ¢ <<100 330 <<0.3
D143E <100 330 <0.3
D143F <<100 250 <<0.4
D143W <<100 100 <<1
D143Y ¢ <<100 1'330 <<0.08
D143V <<100 <100 <1

D143V-F1441-A145S <<100 <100 <1
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D143N-A145R @) <<100 125 <<0.8
D143V-A145S ¢ <<100 200 - <<0.5
F144R 2'500 330 7.6
F144D 5'000 330 15.2
F144G | 2'500 2'000 1.2
F144L 5'000 5'000 1
F144W 400 180 2.2
F144Y 2'860 2'860 1
Al145R <100 3'330 <0.03
A145D 5'000 6'670 0.7
A145G 2'500 6'670 0.4
A145H 330 1670 0.2
A145K <100 1'820 <0.05
A145F ¢ 240 6'000 0.04
A1458 14'290 25'000 0.6
A145T 5'000 6'670 0.7
A145W @) <<100 <100 <1
A145Y 1'670 11'110 0.1
A145V 1'000 2'000 0.5
E146R 6'670 <100 >67
S147N 10'000 10'000 1

S147L 2°000 3330 0e6



- 46 -

A humdn vadtipusi TNF-xX-t és a muteineket

fejezziik ki 49 a baktdriumok lizdldsdval extrahdljuk. . L%
vadtipusd 4s mutdns TNF-X szelektiv receptor kttSdési akt. .dsét
g7i14rdfdzist radioligand kotddési vizsgdlattal hatérozzuk meg.
A humédn vadtipusd L27T-THF~p-nak immobiliz&lt humén THFR-p75 $s
TNFR-p55 receptorokhoz t5riénd kompetitiv kit6dési gdtldsdnak
vizsgdlatdhoz E. coli lizdtumok kiilonbdzd higitdsait /10-2-10-7;
tizszeres sorozathigitdsok/ alkalmazzuke Az ID50 értédkeket
/50 %~0s gatldshoz szlikséges higitds/ oly médon hatdrozzuk meg,
hogy a kitddés gdtldsit a lizdtum higitédsdval szemben dbrézoljuke
Minthogy a rekombindns fehérjék koncentrdcidéja a lizédtumban
SDS=PAGE analizis szerint 0,05 és 1 mg/ml kozdtti érték, az abszo~
10t IDgy értékek nem tekinthet8k releviansnak. A receptor szelek=-
tivitdst oly mddon fejezzilk ki, hogy az adott mutein TNFR=-p75 és
TNFR-p55 receptorokkal szemben mutatott ID50 drtékeit kbzvetleniil
dgszehasonlitjuke
a/ "<" jelzés azt jelenti, hogy az ériék a megadot? gzédmndl kisebd

/jelen esetben a 1251 L pyF-n-k5t8d 68 gétldsa mérhetd, azonban az

50 %-o0s gitlést a legalacsonyabb vizsgélt higitéasban = 1:100 -

nem éri el/;

n¢" jelzés azt jelenti, hogy az érték a megadott szémndl 18-
nyegesen kisebb /jelen esetben a legalacsonyabb vizggdlt higi-
tédsban = 1:100 - mérhetd gdtldst nem tapasztaltunk/.
b/ ardny = 1, nincs receptor szelektivitds;
ardny > 1, TNFR-p55 szelektivitds;
ardny < 1, TNFR-p75 szelektivitéds.
A taldlményunk szerinti muteinek
ID50 TNFR-p55
ID50 TNFR=-pT75
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Srtdke 1-ndl kisebb kell hogy legyen. Ez az érték dltaldban
0,5-né1l kisebb, azonban eldnydsen 0,2-nél kisebb vagy ezzel
egyenld /ldsd: az 5. igénypont szerinti wuteinek/ és még eld-
nyGsebben 0,1-nél kisebb vagy ezzel egyenld /ldsd: 6. igénypont
gzerinti muteinek/. Az l. tdbldzatban feltintetett "<" vagy “
n¢¢r jelvlések esetében a szébanforgd muteinek eldnyUsen a

fenti tartomdnyokba tartoznake.

¢/ E muteinek esetéhen legaldbb hérom klilénbdzé lizdtumot készi-

tettink el és vizsgdltunk; az 4tlagos ID50 értédkeket tlintetjik
fel.

d/ Ezek a muteinek az E. coli lizdtumok készitésénél alkalmazott

e/

korilmények kozott csak részlegesen oldhatdk /megjegyezziik
azonban, hogy kiilonboz8 tisztitdsi médszerek esetén eltérs old-
hatdsdgi viszonyok alakulhatnak ki/e Az oldhatdé mutein koncent-
rdcidjét ezekben a lizdtumokban SDS~-PAGE analizissel hatdrozzuk
meg 4s a kapott értédk 0,05 mg/ml-nél kisebb.

A 1298 48 R32W muteineket dr. W. Fiers laboratériumdban

/Ghenti egyetem/ készitették el /1dsd: tovébbd EP 486 908 sz.

eurdpai szabadalmi leirds/.
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30 téblézat

Szelektdlt humdn THF-« muteinek kotSddse humdn. TNFR-p75 €s

TNFR-p55 receptorokhoz

1251 _qyp-x k6t6dds 50 %-os A K5t6dési affinitds
. gitldsdhoz sziikséges vadtipusi termékhez b/
Huteln mutein koncentrdacid viszonyitott cstkkenése
a/
Cs0
TNFR~p55 TNFR=-pT75 TNFR~-p55 TNFR-p75
ng/ml ng/ml -g9Z0ros -8z0ros

D143N >100'000 300 >2'500 6.7
D143Y >100'000 350 >6'660 ‘ 17.5
A145F 500 K1 33 1.5
A145R 100'000 3b 2'500 0.8
A145W 10'000 100 250 2.5
D143N- >>100'000 300 >>2'600 6.7

A145R
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A humén TNFR-p75 receptorhoz preferencidlisan kot6dé
muteineket szelektdljuk /lédsd: 2. téblézat/ és szekvenocldlis ion-
coeréld kromatografidval ldtszdlagos homogenitdsig tisztitjuke A
tisztitott muteinek szelektiv receptor kotddési aktivitdedt szi-
14rdf4zisd radiolipand kot8dési vizsgdlattal mérjike. A humén vad-

4

tipust L2IT-THP-0c /10 ng/ml/ rogzitett humén TNFR-pT5 €8 TNFR=p55
receptorhoz torténd kompetitiv kotddési gdt1ldsénak meghatérozésd-
hoz kUlonbbz8 mutein koncentrdciékat vizsgélunk /102-10-5/ug/m1;
tizszeres sorozathigitds/. Az IC50 értékeket /50 %~os ghtléshoz

szliksdges koncentrdcid/ oly médon hatdrozzuk meg, hogy a kttbdés

gdtldsdt a koncentrdcidval szemben Abrdzoljuk.
o/ "y jelolés mérhetd kompetitiv kotédést jelent, amelynek érté-
ke azonban 100 /ug/ml mellett 50 %-ndl kisebb;

nyyn jelslés azt jelzi, hogy a legmagasabb vizsgélt koncent-
‘ydcidban /100 /ug/ml/ mérhet6 kompetitiv gétlédst nem tapasz-
talunke.

b/ Az affinités cetkkonését oly médon szémitjuk ki, hogy a mute—
inekre kapott 1050 Srtékeket a vadtipusi TNF-x-ra kapott 1050
értékekkel elosztjuke A vadtipusi TNF-i ICg grtékét minden
kigérletsorozatndl meghatdrozzuk; a kapott &rtékek 15-45 mg/ml
tartoményba eenek, a felhasznélt radioaktlv jéddal jelzett

TNF-0~t61 fuggden,
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Szabadalmi igénypontoks

1/ Humédn pT75-THF-L-receptorhoz a humidn p55-TNF-L~recep-
tornil nagyobb kotédési affinitdst wmutatd humdn TNF~-L muteinek
vagy gydgydszatilag alkalmas séike.

2/ Az l. igénypont szerinti vegyilet, a z z a 1
jellemez Vv e, hogy a vadtipusd humin TNF-«-hoz viszonyitva,
a vadtipusd humén TNF-L-nak megfeleld 33, 65, 67, 75, 143, 145
és/vagy 147 helyzetben legaldbb egy aminosav-vdltoztatdst tar-

talmaz.

3/ A 2. igénypont szerinti vegylilet, a z z a 1
jellemez ve, hogy a mutein a vadtipusd humédn TNF-~L-nak
megfeleld 143 $s/vagy 145 helyzetben legaldbb egy aminosav-valtoz~-
tatést tartalmaz.

4/ A 2. igénypont szerinti vegylilet, a z z a 1
jelleme z Vv e, hogy a mutein a vadtipusd szekvencidnak meg-
feleld helyzetekben legaldbb egy aldbbi aminosav~vdltoztatdist

tartalmaz:

A33T

K654

K65W

Q67K

Q67T

Q67Y

L75H

L75W

D143N

D143E

D143F

D1l43W

D143Y

D143V

D143V - F144L - Al45S
D143N ~ Al45R
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D143V -~ Al45S

A145R

Al45D

Al45G

Al45H

A145K

Al45F

Al45sS

Al45T

Al45W

A145Y

A145V

E146R

S147L

5/ A 4. igénypont szerinti vegyiilet, a z z al
jellemez ve, hogy a mutein a vadtipusd gzekvencidnak
megfeleld helyzetekben legalédbb egy aminosav-vdltoztatdst tar-~
talmaz:

K65W

D143N

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F144L - Al45S

D143N = Al45R

D143V =~ Al45S



6990 svee o oo
P "% e LT Y]
e e ese .
d . ¢ e

- 52 -

Al45R

Al45H

A145K

Al45F

A145W

A145Y

6/ Az 5. igénypont szerinti vegylilet, a z z a 1
jelleme z v e, hogy a mutein a vadtipusd szekvencidnak meg-~
feleld helyzetekben legaldbb egy aldbbi aminosav-védltoztatdst
tartalmaz:

DI143N

D143E

D143F

D143Ww

D143Y

D143V

D143V -~ F1l44L - Al45S

D143W ~ Al145R

D143V ~ Al45S

A145R

A145K

Al45F

A145W

Al145Y

7/ Az 1-6. igénypontok bdrmelyike szerinti vegylilet
azzal jellemezve, hogy a mutein a vadtipusi szek=-
vencidnak megfeleld helyzetekben legaldbb egy aminosav-valtozta-

tast tartalmaz:
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D143W

D143Y

Al45F

A145R

A145W

D143N - Al45R

8/ Az 1-T7. igénypontok barmelyike szerinti vegylilet
pegilezett formdbane

9/ Az 1-=T7. igénypontok bdrmelyike szerinti muteint
kédold DNS-szekvencia.

10/ A 9. igénypont szerinti DNS szekvencidt tartalmazé
vektore

11/ A 10. igénypont szerinti vektort tartalmazdé gazda-
sejte

12/ A 10. igénypont szerinti DliS-szekvencidval komple~
menter RNS-szekvencia.

13/ Gybgydszati készitmény a z zal jelleme z~-
v e, hogy hatdanyagként valamely, az 1-8. igénypontok bdrmelyike
gzerinti vegyiiletet s inert gydgydszatilag alkalmas hordozd-
anyagot tartalmaze.

14/ Eljérés humédn p75-TNF-receptorhoz a humédn p55~TNF~-
-receptorhoz viszonyitva nagyobb kot8dési affinitdst mutatd hu=-
mén TNF-x muteinek, adott esetben pegilezett formédban, vagy gyé-
gydszatilag alkalmas sdéik elSdllitdsdra, azz al jelle=
me z Vv e, hogy valamely , a fenti muteineket kédold DNS-szek-
vencidt tartalmazdé kifejezd vektorral transzformdlt gazdasejtet
megfeleld tdptalajban tenyésztlink, majd a muteint tisztitjuk és
az ily médon kapott tisztitott muteint adott esetben az irodalom=-

bdl ismert médszerekkel pegilezzilkk vagy sévd alakitjuke
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15/ A 14. igénypont szerinti eljidrds, a z z a 1
jellemez ve, hogy olyan muteint 411litunk eld, amely a
vadtipusi humdn TNF-«~hoz viszonyitva, a vadtipusd humédn TNF-«-
nak megfeleld 33, 65, 67, 75, 143, 145 és/vagy 147 helyzetben
legaldbb egy aminosav-vdltoztatdst tartalmaz.

16/ A 15, igénypont szerinti eljédrds, a z z a 1
jellemzv e, hogy olyan muteint éllitunk eld, amely a vad-
tipusu huwmédn TNF-0¢-hoz vigzonyitva, a vadtipusd humén THF-pt-nak
megfeleld 143 $s/vagy 145 helyzetben legaldbb egy aminosav-vile-
toztatdst tartalmaze.

17/ A 15. igénypont szerinti eljédrds, a z z a 1
jelleme z v e, hogy olyan muteint dllitunk eld, amely a
vadtipusi szekvencidhoz viszonyitva az aldbbi helyzetekben lega-
14bb egy aldbbi aminosav-vdltoztatdst tartalmaz:

A337T

K654

K65W

Q67K

Q67T

Q67Y

L75H

L75W

D143W

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F1441 - Al45S

D143N -~ Al45R



- 55 -

D143V - Al458

Al45R

Al45D

Al45G

Al45H

Al45K

Al45F

Al458

Al45T

Al45W

Al45Y

Al45V

E146R

S147L

18/ A 17. igénypont szerinti eljdrés, a z z a 1
jellemezvVve, hogy olyan muteint 41litunk els, amely a
vadtipusi szekvencidnak megfeleld helyzetekben legaldbb egy
alibbi aminosav-vdltoztatdst tartalmaz:

K65W

D143N

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F144L - Al45S

D143N - Al45R

D143V - Al45S



*2s0 guse X »
L] L
. . P . ":
veoe [XYs - .
. L
b v sese o

Al45R

A145H

A145K

A145F

A145W

Al45Y

19/ A 18. igénypont szerint eljérés, a z z a 1
jellemez v e, hogy olyan muteint d1litunk eld, amely a
vadtipusd szekvencidnak megfeleld helyzetekben legaldbb egy alabbi
aminosav-v4ltoztatdst tartalmaz:

D143N

D143E

D143F

D143W

D143Y

D143V

D143V - F144L - Al145S

D143W - Al145R

D143V - Al45S

Al45R

Al45K

Al45F

A145W

Al45Y

20/ A 14-19. igénypontok bérmelyike szerinti eljdrds,
azzal jellemez Ve, hogy olyan muteint 411itunk el8,
amely a vadtipusd szekvenciédnak megfeleld helyzetekben legaldbb

egy aldbbi aminosav-valtoztatést tartalmaz:
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D143N

Dl43Y

Al45F

Al45R

A145W

D143N - Al45R

21/ A 14-20. igénypontok bdrmelyike szerinti eljérds,
azzal jellemne v e, hogy gazdasejtként valamely pro-
karidta vagy alacsonyabbrendi eukaridta gazdasejtet alkalmazunke.

22/ A 21. igdnypont szerinti eljdrds, a z z a 1
jellemez v e, hogy prokaridta gazdasejtként valamely Ee.coli
sejtet alkalmazunk.

23/ A 14-22. igénypontok bdrmelyike szerinti eljédrés,
azzal jellemez v e, hogy kifejez6 vektorként valamely,
a pDS csalddba tartozd vektort alkalmazunk.

24/ Eljérés gybgydszatl készitmények elddllitdsdra,
azzal jellemezvVve, hogy valamely, a 14-23. igénypon-
tok birmelyike szerint el8dllitott vegyliletet, $s kivdnt esetben
tovébbi gydgydszati hatdanyagot vagy hatdanyagokat, nemtoxikus
inert gySeydszatilag alkalmas hordozdanyagokkal Usszekeveriink és
a keveréket galenikus formdra hozzuk.

25/ A 14-23. igénypontok bérmelyike szerinti eljérdssal
e18411itott vegyliletek felhaszndldsa a 13. igénypont szerinti gyé-
gydszati készitmények elbéllitdsdra.

26/ DNS~szekvencia a zza l jelleumez Ve, hogy
a 14=-23. igénypontok birmelyike szerinti eljdrdssal eld4llitott
vegylletet kédold DNS-szekvencidt tartalmaz.

27/ Vektor, kiilondsen valamely prokaridta vagy alacso-

nyabbrendii eukaridta gazdasejtben torténd kifejezésre a z z a 1
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jellemnm é z v e, hogy valamely, a 26. igénypont szerinti
DN3-szekvencidt tartalmaz.

28/ Gazdasejt, klilonosen valamely prokaridta vagy ala-
csonyabbrendli euvkaridta gazdasejt, a z za l jelleme z vV e,
hogy valamely, a 27. igénypont szerinti vektorral transzformdlva
van.

29/ A 28. igénypont szerinti gazdasejt, a z z a 1

jellemez v e, hogy valamely E. coli sejte.

A bejelentd helyett

a meghatalmazott:
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ugyvéd
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1B/1 abra

Xhol
CTCGAGAAAT CATAAAAAAT TTATTIGCTT TGTIGAGCGGA TAACAATTAT

[

EcoRI
51 AATAGATTCA ATTGTGAGCG GATAACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG

101 AGGAGAAATT AAGCATGGTC AGATCATCTT CTCGAACCCC GAGTGACAAG

Val ArgSerSerS erArgThrPr oSerAspLys
1 11

151 CCTGTAGCCC ATGTTGTCGC GAACCCTCAA GCTGAGGGGC AGCTCCAGTG
ProValAlaH isvalValAl aAsnProGln AlaGluGlyG lnLeuGlnTr
21

Bqll '
201 GCTGAACCGC CGGGCCAATG CCCTCCTGAC CAATGGCGTG GAGCTGAGAG
pleuAsnArg ArgAlaAsnA laleuleuAl aAsnGlyVal GluLeuArgA
31 41

251 ATAACCAGCT GGTGGTGCCA TCAGAGGGCC TGTACCTCAT CTACTCCCAG
spAsnGlnLe uValValPro SerGluGlyL euTyrLeull eTyrSerGln
51 61

301 GTCCTCTTCA AGGGCCAAGG CTGCCCCTCC ACCCATGTGC TCCTCACCCA
ValLeuPheL ysGlyGInGl yCysProSer ThrHisValL euLeuThrHi
71

351 CACCATCAGC CGCATCGCCOG TCTCCTACCA GACCAAGGTC AACCTCCICT

SThrlleSer ArglleAlav alSerTyrGl nThrLysVal AsnLeuLeuS
81 91

401 CIGCCATCAA GAGCCCCIGC CAGAGGGAGA CCCCAGAGGG GGCTGAGGCC
erAlallely sSerProCys GlnArgGluT hrProGluGl yAlaGluAla
101 1

451 AAGCCCIGGT ATGAGCCCAT CTATCTGGGA GGGGTCTTCC AGCTGGAGAA
LysProTrpT yrGluProll eTyrLeuGly GlyvalPheG lnLeuGluLy
121 .

501 GGGIGACCGA CTCAGCGCTG AGATCAATCG GCCCGACTAT CTCGACTTIG

SGlyAspArg LeuSerAlaG lulleAsnAr gPtoAsp‘l‘yr LeuAspPheA
131

551 CCGAGTCTGG GCAGGICTAC TTTGGGATCA TTGCCCTGTG AGGAGGACGA
laGluSerGl yGlnValTyr PheGlyIlel leAlaLeu
151 157

601 ACATCCAACC TTCCCAAACG CCTCCCCTGC CCCAATCCCT TTATTACCCC
651 CTCCTTCAGA CACCCTCAAC CTCTTCTGGC TCAAAAAGAG AATTGGGGGC

HindIII
701 TTAGGGTCGG AACCCAAGCT TGGACTCCTG TIGATAGATC CAGTAATGAC

751 CTCAGAACTC CATCTGGATT TGTTCAGAAC GCTCGGTTGC ccccc;GGccr/'f“/’"/" i
Dr. T6th-Urbéan Laszlé
o ugvveéd
1093 Budapest, Kozraktar u, 24, I, 11/a
165/ 1073 Ad6szam: 41462056-2-21
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1B/2 abra

801 TTTTTATIGG TGAGAATCCA AGCTAGCTITG GCGAGATTTIT CAGGAGCTAA
851 GGAAGCTAAA ATGGAGAAAA ARATCACTGG ATATACCACC GTTGATATAT
901 CCCAATGGCA TCGTAAAGAA CATTTIGAGG CATTTCAGIC AGTTGCTCAA
951 TGTACCTATA ACCAGACCGT TCAGCTGGAT ATTACGGCCT TTTTAAAGAC
1001 CGTARAGARA AATAAGCACA AGTTTTATCC GGCCTTTATT CACATTCTIG
1051 CCOGCCTGAT GAATGCTCAT CCGGAATTTC GTATGGCAAT GAAAGACGGT
1101 GAGCTGGTGA TATGGGATAG TGTTCACCCT TGTTACACCG TTTTCCATGA
1151 GCAAACTGAA ACGTTTTCAT CGCTCTGGAG TGAATACCAC GACGATTTCC
1201 GGCAGTTICT ACACATATAT TCGCAAGATG TGGCOGTGTTA CGGTGAAAAC
1251 CTGGCCTATT TCCCTAAAGG GTTTATTGAG AATATGTTTT TCGTCTCAGC
1301 CAATCCCTGG GTGAGTTTCA CCAGTTTIGA TTTAAACGTG GCCAATATGG
1351 ACAACTTCTT CGCCCCCGIT TTCACCATGG GCAAATATTA TACGCAAGGC
1401 GACAAGGTGC TGATGCCGCT GGCGATTCAG GTTCATCATG CCGTCIGTGA
1451 TGGCTTCCAT GTCGGCAGAA TGCTTAATGA ATTACAACAG TACTGCGATG
1501 AGTGGCAGGG CGGGGOGTAA TTTTTTIAAG GCAGTTATTG GTGCCCTTAA
1551 ACGCCTGGGG TAATGACTCT CTAGCTTGAG GCATCAAATA AAACGAAAGG

1601 CTCAGTCGRA AGACTGGGCC TTTCGTTITA TCIGTIGTIT GTOGGTGAAC

1651 GCICICCTGA GTAGGACAAA TCOGCOGCTC TAGAGCTGCC TOGCGOGTTT
1701 CGGTGATGAC GGTGAAAACC TCTGACACAT GCAGCTCCCG GAGACGGTCA
1751 CAGCTIGICT GIRAGCGGAT GCOGGGAGCA GACAAGCCCG TCAGGGOGSG
1801 TCAGCGGGTG TTGGCGGGIG TCGGGGCGCA GCCATGACCC AGTCACGTAG
1851 CGATAGCGGA GTGTATACTG GCTTAACTAT GCGGCATCAG AGCAGATTGT
1901 ACTGAGAGTG CACCATATGC GGTGTGAAAT ACCGCACAGA TGCGTAAGGA
1951 GARAATACCG CATCAGGCGC TCTTCCGCTT CCICGCTCAC TGACTOGCTG
2001 CGCTCGGTCT GTOGGCIGCG GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT

2051 AATACGGTTA TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGIGAG

/

2101 CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCIGGCG /'f/,.(,/,g e e,

) Dr. T6th-Urban Laszlé
Gzyvéd
165/1073 1093 Budapest, Kézrakidr u, 24. 1. 11/a
Adbszém: 41462056-2-21

VT amlvalace Lo . a4 n Annma
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2251
2301
2351
2401
2451
2501
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2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001

3051

3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401

3451
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1B/3 abra

TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC
AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTIC
CCCCTIGGAAG CTCCCTCGIG CGCTCTCCIG TTCCGACCCT GCCGCTTACC
GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG
CTCACGCIGT AGGTATCTCA GTTCGGIGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCIGG
GCTGTGTGCA CGAACCCCCC GTTCAGCCCG ACCGCIGCGC CTTATCCGGT
AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC
AGCAGCCACT GGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA
CAGAGTTCTT GAAGTGGIGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA
TTTGGTATCT GCGCfCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG

TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTIG

TARATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT
TGGTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT
CTGICTATTT CGTTCATCCA TAGCTGCCTG ACTCCCCGTC GTGTAGATAA
CTACGATACG GGAGGGCTTA CCATCTGGCC CCAGTGCIGC AATGATACCG
CGAGACCCAC GCTCACCGGC TCCAGATTTA TCAGCAATAA ACCAGCCAGC

BglI CATC
CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GIGGTCCTGC AACTTTATCC GCCTC -

AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT
AGTTTGCGCA ACGTTGTIGC CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC
GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGGCGAG
TTACATGATC CCCCATGTTG TGCAAAAAAG CGGTTAGCTC CTTCGGTCCT
CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT
GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCOGTA AGATGCTTTT

CTGIGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTIGAGAATA GTGTATGCGG

11/4

T ,
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Dr. Téth-Urban Laszlé

Uz2yvéd

1093 Budapest, Kozraktar u. 24, I. 11/a

Addszam: 41462056-2-21
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3501 CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA CCGCGCCACA
3551 TAGCAGAACT TTAAAAGTGC TCATCATIGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA
3601 AACTCTCAAG GATCTTACCG CIGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT
3651 CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTTTCIGG
3701 GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAARAAGGGA ATAAGGGCGA
3751 CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
3801 ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
3851 GAAAAATAAA CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC
3901 CTGACGTCTA AGAAACCATT ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG

3951 CGTATCACGA GGCCCTTTCG TCTTCAC

—
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Dr. T6th-Urban Laszlo
tgyvéd
1003 Budapest, K6zraktar u. 24. 1. 11/a
Addszam: 41462056-2-21
165/1073 . OTP szamlaszam: 218-98055
14541-5
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51
101
131
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
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2B/1 abra
HindIII

AAGCTTCACG CTGCCGCAAG CACTCAGGGC GCAAGGGCTG CTAAAGGAAG

CGGAACACGT AGRAAGCCAG TCCGCAGAAA CGGTGCTGAC CCCGGATGAA

TGTCAGCTAC TGGGCTATCT GGACAAGGGA AAACGCAAGC GCAAAGAGAA

AGCAGGTAGC TTGCAGIGGG CTTACATGGC GATAGCTAGA CTGGGCGGTT

TTATGGACAG CAAGCGAACC GGAATTGCCA GCTGGGGCOGC CCTCTGGTAA

GGTTGGGAAG CCCTGCAAAG TAAACTGGAT GGCTTICTIG CCGCCAAGGA

TCTGATGGCG CAGGGGATCA AGATCTGATC AAGAGACAGG ATGACGGTCG

TTTCGCATGC TTGAACAAGA TGGATTGCAC GCAGGTTCTIC CGGCCGCTIG

GGTGGAGAGG CTATTCGGCT ATGACTGGGC ACAACAGACA ATCGGCTGCT

GTCAAGACCG ACCTGTCCGG TGCCCTGAAT GAACTGCAGG ACGAGGCAGC

GOGGCTATCG TGGCTGGCCA CGACGGGCGT TCCTTGOGCA GCIGIGCTCG

ACGTTGTCAC TGAAGCGGGA AGGGACTGGC TGCTATIGGG CGAAGTGCCG

GGGCAGGATC TCCTGTCATC TCACCTTGCT CCTGCOGAGA AAGTATCCAT
CATGGCTGAT GCAATGOGGC GGCIGCATAC GCTTGATCOG GCTACCTGCC
CATTCGACCA CCAAGCGAAA CATCGCATOG AGCOGAGCACG TACTCGGATG
GAAGCCGGTC TTGTCGATCA GGATGATCTG GACGAAGAGC ATCAGGGGCT
CGCGCCAGCC GAACTGTTCG CCAGGCTCAA GGOGOGCATG CCCGACGGCG

AGGATCTCGT CGTGACCCAT GGCGATGCCT GCTTIGCOGAA TATCATGGTG

GAARATGGCC GCTTTTCTGG ATTCATCGAC TGTGGCOGGC TGGGTGTGGC
GGACCGCTAT CAGGACATAG CGTTGGCTAC CCGTGATATT GCTGAAGAGC
TTGGCGGCOGA ATGGGCTGAC CGCTTCCTOG TGCTTIACGG TATOGCCGCT
CCCGATTCGC AGCGCATOGC CTTCTATOGC CTTCTTGACG AGTTCTICTG
AGCGGGACTC TGGGGTTCGA AATGACCGAC CAAGCGACGC CCAACCTGCC

ATCACGAGAT TTCGATTCCA CCGCCGCCTT CTATGAAAGG TTGGGCTTCG

GAATCGTTTT CCGGGACGCC GGCTGGATGA TCCTCCAGCG CGGGGATCTC

"/
ATGCTGGAGT TCTTCGCCCA CCCCGGGCTC GATCCCCTCG CGAGTIGGTT T8l by -(¢ C £ <
Dr. Toth-Urban Laszl6

1093 Budapest, Kozrakt,
Adobszdm: 41462
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056-2-21

OTP szdmlaszim: 218-98055
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2B/2 abra
1351 CZAGCTGCIGC CTGAGGTTIGG ACGACCTCGC GGAGTTCTAC CGGCAGTGCA

1401 AATCCGTCGG CATCCAGGAA ACCAGCAGCG GCTATCCGCG CATCCATGCC

Sall
1451 CCCGAACTGC AGGAGTGGGG AGGCACGATG GCCGCTTTGG TCGACAATTC

1501 GCGCTAACTT ACATTAATTG CGTTGCGCTC ACTGCCCGCT TTCCAGTCGG
1551 GAAACCTGTC GIGCCAGCTG CATTRATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA
1601 GGCGGTTTGC GIATTGGGCG CCAGGGTGGT TTTTCTTTTC ACCAGTGAGA
1651 CGGGCAACAG CTGATTGCCC TTCACCGCCT GGCCCTGAGA GAGTTGCAGC
1701 AAGCGGTCCA CGCTGGTTTG CCCCAGCAGG CGARAATCCT GTTTGATGGT
1751 GGTTAACGGC GGGATATAAC ATGAGCTGTC TTCGGTATCG TCGTATCCCA
1801 CTACCGAGAT ATCCGCACCA ACGCGCAGCC CGGACTCGGT AATGGCGCGC
1851 ATTGCGCCCA GCGCCATCTG ATCGTTGGCA ACCAGCATCG CAGTGGGAAC
1901 GATGCCCTCA TICAGCATTT GCATGGTTTG TTGAAAACCG GACATGGCAC
1951 TCCAGTCGCC TICCCGTTCC GCIATCGGCT GAATTTGATT GCGAGTGAGA
2001 TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCOGAGACAG AACTTAATGG
2051 GCCCGCTAAC AGCGCGATTT GCTGGTGACC CAATGCGACC AGATGCTCCA
2101 CGCCCAGTCG CGTACCGTCT TCATGGGAGA ARATAATACT GTTGATGGGT
2151 GTCTGGTCAG AGACATCAAG AMATAACGCC GGAACATTAG TGCAGGCAGC
2201 TTCCACAGCA ATGGCATCCT GGICATCCAG CGGATAGTTA ATGATCAGCC
2251 CACTGACGCG TTGOGCGAGA AGATTGIGCA COGCCGCTTT ACAGGCTTCG
2301  ACGCCGCTTC GTTCTACCAT CGACACCACC ACGCTGGCAC CCAGTTGATC
2351 GGCGOGAGAT TTAATCGCCG CGACAATTTG CGACGGCGCG TGCAGGGCCA
2401 GACTGGAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAACG ACTGTTTGCC CGCCAGTTGT
2451 TGTGCCACGC GGTTGGGAAT GTAATTCAGC TCCGCCATCG CCGCTTCCAC
2501 TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG AAACGTGGCT GGCCTGGTTC ACCACGCGGG
2551 AAACGGTCTG ATAAGAGACA CCGGCATACT CTGCGACATC GTATAACGIT

2601 ACTGGTTTCA CATTCACCAC CCTGAATTGA CTICTCTTCCG GGCGCTATCA

v e e

2651 TGCCATACCG CGAAAGGTTT TGCGCCATIC GATGGTGTCA ACGTAAATGC S e 4 L&k

Dr. T6th-Urban Laszlg
. ugyvéd
165/ 1073 1093 Budapest, Kozraktar u. 24.1 11/a
Adészém: 41462056-2-2]
OTP szamluszam: 218-98055
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2B/3 abra

3all
ATGCCGCTTC GCCTTCGCGC GCGAATTGTC GACCCTIGTCC CTCCIGTTICA

GCTACTGACG GGGTGGTGCG TAACGGCAAA AGCACCGCCG GACATCAGCG
CTAGCGGAGT GTATACTGGC TTACTATGTT GGCACTGAIG AGGGIGICAG
TGAAGTGCTT CATGTGGCAG GAGAAAAAAG GCTGCACCGG TGCGTCAGCA
GAATATGTGA TACAGGATAT ATTCCGCTTC CTCGCTCACT GACTCGCTAC
GCTCGGTCGT TCGACTGCGG CGAGCGGAAA TGGCTTACGA ACGGGGCGGA
GATTTCCTGG AAGATGCCAG GAAGATACTT AACAGGGAAG TGAGAGGGCC
GCGGCAARGC CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACA.AGCAEC&CGA
AATCTGACGC TCAAATCAGT GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CTATAAAGAT
ACCAGGCGTT TCCCCTGGCG GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTITCCIGCCT
TTCGGTTTAC CGGTGTCATT CCGCTGTTAT GGCCGCGTIT GTCTCATTCC
ACGCCTGACA CTCAGTTCCG GGTAGGCAGT TCGCTCCAAG CIGGACTGTA
TGCACGAACC CCCCGTTCAG TCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT
CGICTTGAGT CCAACCCGGA AAGACATGCA AAAGCACCAC TGGCAGCAGC
CACTGGTAAT TGATTTAGAG GAGTTAGTCT TGAAGTCATG CGCCGGTTAA
GGCTAAACTG AAAGGACAAG TTTTGGTGAC TGCGCTCCTIC CAAGCCAGTT
ACCTCGGTTC AAAGAGTTGG TAGCTCAGAG AACCTTCGAA AAACCGCCCT
GCAAGGCGGT TTTTTCGTTT TCAGAGCAAG AGATTACGCG CAGACCAAAA
CGATCTCAAG AAGATCATCT TATTAATCAG ATAAAATATT TCTAGATTTC
AGTGCAATTT ATCTCTTCAA ATGTAGCACC TGAAGTCAGC CCCATACGAT

ATAAGTTGTT AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAT
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