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(54) Eljaras alfa- és béta-interferonokkal szemben nagy affinitassal rendelkez6

vizoldhaté polipeptidek, az azokat koédolé DNS-szekvenciak, a polipeptideket
kifejezni képes sejtek és a polipeptideket tartalmazé
gyogyaszati készitmények eléallitasara

KIVONAT

A taldlmany térgya eljaris a- és B-interferonnal szem-
ben nagy affinitissal rendelkezd vizoldhat6 polipeptidek
el6allitasara O6nmagukban vagy egy masodik
polipeptiddel képezett hibridek formajaban. A taldlmany
értelmében az adott polipeptidet vagy hibridet kifejezni
képes sejteket alkalmas kozegen tenyésztik, majd a kife-
jezett terméket elkiilonitik.

A leiras terjedelme 22 oldal (ezen beliil 5 lap dbra)

A fenti polipeptideket és hibrideket kodolo DNS-
szekvenciék, a fenti polipeptideket és hibrideket kifeje-
z6 sejtek és a fenti polipeptideket és hibrideket tartal-
maz6 gyogyaszati készitmények el6allitdsa, tovabba in-
terferon receptor elleni antitestek el6allitasa és kimuta-
tasa is a talalmany targyat képezi.
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A talalmany targya eljaras 0j vizoldhato polipeptidek,
az azokat kodolé DNS-szekvenciadk, a polipeptideket
kifejezni képes sejtek, valamint a polipeptideket tartal-
mazé gyogyaszati készitmények elballitasara. A talal-
many tirgya tovabba eljaras interferon receptor elleni
antitestek eldallitasara, és az ilyen antitestek jelenlé-
tének diagnosztikai kimutatasdra.

Az a- és B-interferon a kiilénbozé biolégiai tulaj-
donsagokkal rendelkezd kivalasztott fehérjék egyik
csoportjat képezi, és gerincesek sejtjeiben virusellenes
és burjanzasellenes allapotot hoz Iétre. [I. Gresser és M.
G. Tovay: Biochem. Biophys. Acta 576, 23 (1978)].

Az o-interferon jelentés hatést fejt ki az immun-
rendszerre, a sejtrendszerre és a humordlis rendszerre,
és elsGsorban a B-sejtek poliklonos aktivaldsaban [M.
Peters: J. Immunol. 737, 3153 (1986)], a T-sejtek
funkcidinak gatlasaban [J. Knop és tarsai: J. Immunol.
133, 2412 (1984)] és a hisztokompatibilitas-antigének
kifejezésének modositasaban [M. Fellous és tarsai:
Eur. J. Immunol. 9, 446 (1979)] vesz részt. Mindezek a
folyamatok szerepet jatszanak az autoimmunitas kiala-
kuldséban.

Bar az interferont a szervezet hasznos tényez§jének
tekintik, abnormalis termelése oki szerepet jatszhat
egyes betegségek korfolyamataban, és kiilonb6zd ugy-
nevezett autoimmun-betegséggel kapcsolatos. Magas
interferonszint észlelhetd példaul a lupus erythema-
tosusban, reumas artritiszben, Behcet-szindromaban, cu-
korbetegségben, tobbszords szklerdzisban, csontveld-
aplaziaban és a stlyos immunhianyos betegségben szen-
veddé betegek szérumaban és szoveteiben. Kozvetlen
Osszefliggés all fenn a tilzott interferonszint és a rossz
prognodzisu AIDS-betegség kifejlédése kozott [E.
Buimovivi-Klein és tarsai: AIDS Res. 2, 99 (1986)].

Ismeretes, hogy az emberi lupus erythematosus al-
latmodelljeként szolgald spontan betegségben szenvedd
specialis egértdrzshéz (NZB) tartozé egereknek o-
vagy P-interferont beadva silyosbodik a betegség eld-
rehaladdsa [H. Heremans ¢€s tarsai: Infect. Immun. 2/,
925 (1978), C. Adam és tarsai: Clin. Exp. Immunol. 40,
373 (1980)].

Fiatal egerekben nagy mennyiségi interferon beada-
sa nOovekedésgatlé szindromat, majnekrozist s pusztu-
last idéz el6 [I. Gresser és tarsai: Nature 2358, 76 (1973)].
Hasonloképpen, ha néstény egereket neonatalis életsza-
kaszukban bizonyos virusokkal (pl. Pichinda limfocita
choriomeningitis virussal vagy reovirussal) fertéznek
meg, nagy mennyiségi endogén interferon termelddik,
ami ugyanazt a haldlos szindromat okozza. Az ilyen
virusokkal sziiletéskor megfert3zott fiatal egerek azon-
ban o~ vagy B-interferon beadasaval megvédhetdk a fen-
ti szindromatol [Y. Riviere és tarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 74, 2135 (1977), Y. Riviere és tarsai: J. Exp.
Med. 152, 633 (1980), T. Clark és tarsai: J. Virol. 59,
728 (1986)]. Ez a kisérlet meggy6zGen bizonyitja az in-
terferonnak a fenti betegség korfolyamataban kifejtett
karos szerepét.

Ismert az is, hogy mind az NK-sejtek aktivalasat,
mind a hisztokompatibilitis-antigének kifejezésének
modosulasat — amelyek donté szerepet jatszanak az atiil-
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tetett csontveld kilok8désében — az o- vagy a P-interfe-
ron szabalyozza [C. Chien és tarsai: Science 246,
66 (1989)]. Afifi és tarsai [J. Immunol. 134, 3739 (1985)]
kimutattak, hogy ha F1 egereket vagy allogén egereket
ragesald eredetd anti-o- vagy [-interferon-szérummal
kezelnek, lehet6vé valik a parentalis vagy allogén csont-
vel6 atiiltetése és elszaporodasa. Ez a tény azt igazolja,
hogy az o.- vagy B-interferon-termelés F1 hibrid egere-
ken a csontvelG-atiiltetéssel szembeni ellenallas kialaku-
lasanak egyik kulcsfontossagu eleme.

Ismeretes, hogy az interferonok és altipusaik biologi-
ai hatasai azaltal 1épnek fel, hogy az interferonok egy
specifikus, a sejtfeliilethez nagy affinitast mutat6 recep-
torral lépnek kolcsonhatasba [M. Aquet és K. E.
Mogensen: Academic Press, London, (1983)].

Jelenleg az autoimmun-betegségek és az azokkal
kapcsolatos mas betegségek (pl. sclerosis multiplex) ke-
zelésére nem all rendelkezésre megfeleld terdpia. Az
autoimmun-betegségek ismert kezelési eljarasai nem
kielégitdek, és toxikus hatasokkal jamak. A ,kilokddés-
ellenes” terdpidban hasznalt kezelések gatoljék ugyan a
betegség tlineteit, az okokat azonban nem sziintetik meg,
és ugyanakkor nagyon toxikusak. Nagy sziikség van te-
hat olyan gydgyszerekre, amelyek az autoimmun-beteg-
ségek kezelésében és a szervkilokddések megakadalyo-
zasaban kellGen hatasosak, ugyanakkor azonban csak
kevéssé toxikusak.

Nagyon célszer( lenne az a- vagy B-interferon hata-
sat antagonista anyag injektalasaval blokkolni, mert ez
mind az autoimmun tipusu betegségek kezelésében,
mind az atiiltetett szovetek kilokddésének megakada-
lyozasaban gyogyaszatilag kedvezé lenne. Az idegen
immunglobulinok injektalasan alapuld, mar hatékony-
nak bizonyult megoldasok azonban a huméan gyogya-
szat gyakorlatdban nem johetnek szamitésba.

A Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 25-39 (1983)
kozlemény olyan monoklénos antitestet ismertet, amely
egy human o-interferon fajtat a termindlis karboxil-
csoportjanal képes blokkolni. Minthogy a receptorhoz
kotédésben az o-interferon-molekula N-terminalis ré-
sze vesz részt, ez az antitest a sejtfellilet: receptorhoz
kotott allapotban is képes felismemi az o-interferon
terminalis karboxilcsoportjat. Ez az antitest azonban
nem ismeri fel magat a human «-interferon receptort, és
ez az antitest sem az o-interferon receptor oldhaté for-
maival, sem a receptor ellen haté monoklonos antites-
tekkel nem rokon. Az idézett kozleményben leirt anti-
test alkalmas azonban az a-interferon receptor oldhaté
formainak kimutatasara, mert képes az oldhat6 recep-
torhoz ko6tott interferonhoz kapcsolodni. Az igy kiala-
kult oldhat6 interferon receptor /interferon/anti-interfe-
ron monoklénos antitest komplex az anti-interferon
monoklénos antitest Fe-fragmenséhez kapcsolodni ké-
pes A-fehérje/Sepharose-gyongyokkel kicsaphato, és a
csapadékbol kimutathatd az oldhaté interferon receptor.

Talalmanyunk azon az j megkdzelitésen alapul,
hogy az o~ vagy P-interferon hatdsinak blokkolasdra
antagonistaként az a-interferon specifikus receptoranak
oldhato6 formait hasznaljuk. A természetes receptor gén-
sebészeti eljarasokkal el8allitott ilyen oldhato formai
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megtartjak a keringé vagy helyi endogén a-interferont
megkétd képességiiket, ugyanakkor azonban nem tar-
talmazzak azt a molekularészt, ami a természetes recep-
tort a sejtfeliilethez rogziti. Ezért az o-interferon speci-
fikus receptoranak oldhaté formai szabadon keringhet-
nek a szervezetben, és specifitisuk révén csak az o-
vagy B-interferonhoz k6t6dnek.

Az da-interferon specifikus receptoranak oldhatd
formai — az antitestekhez hasonléan — képesek az ¢-
vagy P-interferonnak a szervezetben kifejtett hatdsait
blokkolni.

A talalmény értelmében az a-interferon specifikus
receptoranak ilyen oldhaté formait allitjuk el8, ame-
lyeket a tovabbiakban vizoldhaté polipeptideknek
neveziink.

A taldlmany targya tehét eljaras vizoldhat6 polipep-
tidek, éspedig
a) az 1. abran bemutatott aminosav-szekvenciaja poli-
peptid és annak delécidval és/vagy helyettesitéssel ki-
alakitott szirmazékai,

b) az 1. abran bemutatott nukleinsav-szekvencia altal
kodoit polipeptidek, és

¢) a 2. abran bemutatott aminosav-szekvenciaji poli-
peptid delécidval és/vagy helyettesitéssel kialakitott
szarmazékai eléallitasara Gnmagukban vagy egy masik
polipeptiddel képezett hibridek forméjaban.

A talalmany értelmében ugy jarunk el, hogy az adott
polipeptidet vagy hibridet kifejezni képes sejteket alkal-
mas kozegen tenyésztjiik, majd a kifejezett terméket
elkiilonitjiik.

A taldlmény szerinti eljarassal eléallithaté vizold-
hat6 polipeptidek «- és PB-interferonnal szemben nagy
affinitdst mutatnak, ami azt jelenti, hogy a komplex
disszociacios allandoja 10-2 M-nél kisebb.

A ,vizoldhat6” kifejezés azt jelenti, hogy a poli-
peptid képes a szervezetben (példaul az emberi testben)
keringeni, majd egy sejthez kotédni.

A leirasban a ,,hibrid” megjelSlésen egy, a fentiek-
ben meghatarozott vizoldhaté polipeptid (természetes
receptor ,,0ldhat6é” része, modositott teljes receptor
vagy példaul helyettesitéssel modositott természetes re-
ceptor ,,oldhaté” része) és egy madsik polipeptid (példa-
ul egy immunoglobulin vagy immunoglobulin-frag-
mens) fuzids vagy konjugacios termékét értjiik.

Egyszeriisités céljabol a tovibbiakban az ,,o- és p-
interferon receptor” kifejezés helyett az , interferon re-
ceptor” kifejezést is hasznaljuk.

A taldlmany szerint eldallithat6 vizoldhatd polipep-
tidek egyik eldnyds képviselGje az 1. dbran bemutatott
aminosav-szekvenciaji vegyiilet, ami az a- vagy B-in-
terferon természetes nativ receptoranak extracellularis
oldhato része.

Az ebbdl a polipeptidbdl delécidval és/vagy helyet-
tesitéssel kialakitott szarmazékok is megtartjak a fenti
interferonokkal szembeni nagy affinitist. Az 1. dbran
feltiintetett polipeptid delécidkkal és/vagy helyettesité-
sekkel kialakitott szarmazékainak eldallitasa is a talal-
many targyat képezi.

A delécidkkal kapcsolatban megjegyezziik, hogy az
1. abran feltiintetett polipeptidben 1évé egy vagy tobb
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aminosav az o- és [-interferonnal szemben mutatott
affinitds kedvezGtlen valtozasa nélkiil deletalhato.

A delécidk a teljes és nativ receptorra is vonatkoz-
hatnak, kiilonésen az oldhato rész szintjén. Ily modon
példaul a sejtmembranhoz valé kotddés képessége el-
veszthetd, és ezaltal a deletalt termék a keringés szama-
ra rendelkezésre all.

Ha a nativ és teljes interferon receptornak a 2. abrén
transzmembran és citoplazmikus szakaszai elhagyhatok.

A transzmembran tartomanynak megfeleld
437-457. maradék €s a citoplazmikus tartomanynak
megfelel6 458—557. maradék deletélasa példaul oldha-
t6 (keringésre képes) formak képzGdéséhez vezet.

A teljes - és P-interferon receptort kddold amino-
savak és nukleotidok teljes szekvenciajit a 2. abran
mutatjuk be.

Amennyiben a delécidkat a transzmembran és
citoplazmikus (vagy cellularis és intracelluléris) szaka-
szokon végezziik el, kikiiszobolhetjikk a potencialisan
immun epitdpokat. A deletalt transzmembran tartoma-
nya nativ a- és B-interferon receptorok egyik elénye,
hogy a rekombinans gazdasejtek szovettenyészetének
feliiliszojaban képesek kivalasztodni.

Miként mar emlitettiik, az 1. és 2. dbran feltlintetett
aminosav-szekvenciaji polipeptidekbdl delécidval
szarmaztathaté vizoldhaté polipeptidek is a taldlmany
szerint elBallithat6 vegyiiletek k6zé tartoznak.

A helyettesitéses variansok elGallitasa szintén a ta-
lalmény targyat képezi. Ezeknél az interferon szekven-
cidgjdban 1évé egy vagy tobb aminosav eltavolithato
vagy mas aminosavakkal helyettesitheté oly maédon,
hogy az aminosav Gssz-szadma véltozatlan marad.

A helyettesitések elényosen az interferon receptor
oldhato részére vonatkoznak. Ha a receptor oldhato ré-
szének funkcidjéban vagy immunolégiai azonossaga-
ban szamottevé valtozast kivanunk el6idézni, olyan
nem konzervativ helyettesitéseket és aminosav-maradé-
kokat vagy szekvenciakat vélasztunk ki, amelyek a
polipeptidben eredetileg jelenlévS csoportoktdl abban
kiilonbdznek, ami a polipeptid haromdimenzi6s szerke-
zetének a helyettesités kozelében valé megtartasa, vala-
mint a molekula vagy az oldallanc tilnyomo része kon-
szempontjabol a legnagyobb jelentdséggel bir.

A receptor tulajdonsagait médosito helyettesitések
koziil kiilondsen jelentdsek az alabbiak:

— valamely aminosav-maradéknak (pl. szeril vagy
treonil) hidroféb maradékkal (pl. leucil, izoleucil,
fenilalanil, alanil vagy valil) torténd helyettesitése,

— ciszteinil-maradéknak barmely mas maradékkal tor-
ténd helyettesitése,

— elektropozitiv oldallancot tartalmazé maradéknak (pl.
lizil, arginil vagy hisztidinil) elektronegativ maradékkal
(pl. glutamil vagy aszpartil) torténd helyettesitése,

— nagy térkitoltést lancot tartalmazé maradéknak (pl.
fenilalanil) ilyen részt nem tartalmazé maradékkal tor-
ténd helyettesitése.

A helyettesitéses varidnsok szintén a teljes interfe-
ron receptor szerkezetére vonatkozhatnak, és eldnydsen
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a transzmembréan tartomanyt érintik. Az ezen a szinten
végzett helyettesitésck csokkentik a polipeptidnek a
lipidsejtekkel vagy membranokkal szembeni affinitasat,
¢és igy az a- és B-interferon receptoranak oldhaté forméa-
it eredményezik.

A transzmembran szakasz példaul egy attol eltérd
olyan aminosav-szekvencidval (igy homopolinukleotid
DNS-szekvencidval vagy 5—50 azonos aminosavat —
példaul szerint, lizint, arginint, glutamint és aszpara-
ginsavat — vagy mas hidrofil aminosavakat tartalmazo
barmely szekvenciaval) helyettesithet, ami lehetévé
teszi, hogy az oldhato receptor a rekombinéns gazda-
sejtek tenyésztésekor a taptalajba valasztodjon ki.

Az 1. és 2. abran bemutatott polipeptidekbdl helyet-
tesitéssel szarmaztathato vizoldhato polipeptidek elal-
litasa is a talalmany targyat képezi.

A fentiekb6l megallapithatd, hogy a talalmany sze-
rint elballitott polipeptidekben helyettesitések vagy
deléciok, valamint az ilyen médositasok kombinécidi
egyarant el6fordulhatnak.

Altaldnossagban megillapithat6, hogy a helyettesi-
téssel és/vagy delécioval kapott varidnsoknak nincs
funkcionalis transzmembran szakasza, és elénydsen
intracellularis (citoplazmas) része sincs.

Megjegyezzilk, hogy a talalmany szerint el8allitott
vizoldhato polipeptidekbd! kémiai modositisokkal mas
varidnsok is kialakithatok. Az ilyen madositasok célja
elsésorban az o.- és B-interferon receptor jellemz tulaj-
donsdgainak javitdsa. A kémiailag modositott polipep-
tidek példaul hidrofil polimereket tartalmazhatnak [ilyen
példaul a szabad aminocsoportot hordozé aminosav-ma-
radékokra (igy a lizinre) vagy a szulfhidrilcsoportokra
ojtott poli(etilén-glikol)]. A kémiai mddositasokkal no-
velhetd a polipeptidek felezési ideje a plazmaban, fokoz-
haté a polipeptidek oldhatosaga és/vagy csékkenthet a
polipeptidek immunogén jellege. Ezeket a modositaso-
kat 6nmagukban ismert médszerekkel — példaul a
4179337 szdmu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leirdsban ismertetett modon — végezhetjiik el.

A taldlmany tirgyat képezi tovabba a fentiekben
meghatarozott polipeptidek hibridizalt (vagy emellett
konjugalt) médosulatainak elGallitasa is.

A konjugédcioban (hibridizaciéban) részt vevd
masodik polipeptid példaul egy immunokompetens
polipeptid lehet. Ilyen polipeptidek példaul azok,
amelyek a hibridizalt polipeptiddel kezelt allatban
immunvalaszokat valtanak ki, vagy amelyek az oldha-
té interferon receptornak meg nem felelé polipeptid-
résszel szembeni bdrmely antitesthez kapcsolodni
képesek.

A receptornak meg nem feleld epitopok altalaban
olyan antigéneket tartalmaznak, amelyeket a szervezet-
ben mér meglévd antitestek fel tudnak ismerni. Ilyenek
példaul a baktériumok polipeptid-fragmensei, igy a -
galaktozidaz.

Az immunkonjugaciét példaul in vitro koriilmények
kozott keresztkotések kialakitasdval vagy egy
immunogén polipeptidet kédolé DNS-sel transzformalt
rekombindns sejt tenyészetének felhasznalasaval végez-
hetjiik el.
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Elényds megoldas szerint az immunogén agenst
polipeptid-kdtéssel illesztjiik be vagy kapcsoljuk hozza
az oldhaté receptorhoz vagy az oldhat6 receptorbél le-
szarmaztat6 fragmenshez Ggy, hogy az oldhaté recep-
tornak megfeleld epitopokat és legalabb egy, az oldhatd
receptortdl idegen epitdpot tartalmazé polipeptidlancot
kapjunk. Ezeket az epitopokat a polipeptidlancnak a
receptorral vagy a receptor fragmensével kompatibilis
barmely més l6kuszaba beiktathatjuk.

Ezek a hibridek kiilondsen elényoésen hasznositha-
tok interferonreceptor-ellenes antitestek kialakitdsara
melegvériek szervezetében. Az igy termelt antitestek
példaul diagnosztikai szerekként hasznalhatok az inter-
feron receptorok biologiai mintakban valé jelenlétének
kimutatasara, vagy a nativ receptor vagy az interferon
oldhaté receptoranak tisztitdsara alkalmazhatok.

A konjugilt polipeptidek egy masik csoportjat alkot-
Jjék azok az esetenként immunogén hibridek, amelyek a
talalmény szerint eléallitott polipeptid C-terminalis régi-
0javal konjugalt masik vizoldhat6 polipeptiden kiviil
még egy homopolimert (példaul pentahisztidint) is tar-
talmaznak. Ezek a hibridek hordozon rogzitett kelatkép-
20 szerek (példaul cinkionok) segitségével kénnyen el-
kiiloénithetSk a hibridek mellett szennyez6 anyagokat is
tartalmaz6 keverékekbdl. A hordozohoz kotétt kelatkép-
z8 szer segitségével adszorbealt hibridek egyszerien le-
oldhatok a hordozordl, majd az igy tisztitott hibridekb6l
kivéant esetben példaul enzimes hasitassal felszabaditha-
t6 az oldhat6 interferon receptor.

A hibridek egy tovabbi csoportjat képezik azok,
amelyekkel javithato az oldhaté receptor kivilasztasa.
Ezekben a hibridekben az oldhat6 receptor szignal
polipeptidjét egy heterolog szignal polipeptid helyette-
siti. Ha a gazdasejt ezt a hibridet felismeri, akkor azt fel
1s hasznalja, és a receptor kivalasztodik.

A szignl polipeptideket a felhasznalt gazdase;jt jel-
lemzdinek megfelelGen valasztjuk meg. A szignal poli-
peptid példaul baktérium-, élesztG-, gomba-, névény-,
emlGs- vagy viruseredetii szekvencia lehet.

A hibridek elényo6s csoportjat képezik azok, ame-
lyekben a hibridképzé maésodik polipeptid specidlis
szerkezete révén lelassitja a hibrid lebomlasét az emberi
szervezetben. Az ilyen masodik polipeptidek igen eld-
nyOs képviseldi a receptor oldhatd részénél hosszabb
(célszeriien tobb mint 20 drdval hosszabb) felezési idejt
plazmafehérjék, amelyek a taldlmany szerint el3allitott
oldhat6 polipeptidekkel hibridizalva meghosszabbitjak
az oldhat6é polipeptidek hatisanak idStartamat. Ilyen
plazmafehérje példaul a szérum albumin és az apolipo-
fehérjék. A plazmafehérjék kiilonosen elényos képvise-
181 az immunoglobulinok, elsésorban a G tipust, ki-
emelkedden elénydsen a G1 tipusi immunoglobulinok.

A fenti hibridek az azokkal kezelt llati vagy emberi
szervezetben el6nydsen nem immunogének, és a plaz-
mafehérjék sajat biologiai aktivalisuk révén a betegek-
ben kéros mellékhatasokat nem idéznek eld.

A taldlmany szerint elGéllitott vizoldhat6 poli-
peptideket eldnydsen a konstans tartomany szintjén
konjugaljuk immunoglobulinokkal. Elénydsen G tipu-
s, célszerlien G1 tipust immunoglobulint hasznalunk.
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Az immunoglobulinok és néhany variansuk ismert,
ezek sok képviselGjét rekombinans sejttenyészetekkel
allitjak eld [Kohler és tarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77, 2197 (1980), Morrison és tirsai: Ann. Rev.
Immunol. 2, 239 (1984)].

Az 0~ és B-interferon nativ receptora extracellularis
részének aktivitasival rendelkezd polipeptidek C-termi-
nalis végiikon a koénnyd lanc vagy nehéz lanc konstans
tartomanya N-termindlis végzddésével lehetnek kon-
jugélva,

Ily médon a varidbilis tartomany helyettesithetd, és
legalabb a nehéz lanc konstans tartomanyinak CH2 és
CH3 étmeneti tartoménya funkcionalisan aktiv forma-
ban megtarthato.

Erre a célra a megfeleld DNS-szekvencia kialakitha-
10, és a rekombinéns sejttenyészetekben kifejezhetd.

Az immunoglobulinok és az o- és B-interferon old-
hatd receptoranal a plazmaban hosszabb felezési id6t
mutatd mas polipeptidek ugyanigy konjugalhatok a fen-
ti receptorral és variansaival.

Az interferon receptor extracellularis része legfel-
jebb 427-436 aminosavat tartalmaz, a kezdeti metio-
nintdl kiindulva (lasd az 1. 4brat).

A rogzitési tartomanyt magaban foglald sejttarto-
manyt tartalmaz6 szekvenciakat altalaban az immuno-
globulinok szekvencidjaval konjugaljuk.

A konjugicié pontos helye nem dont§ jelentéségli
tényezd. A fentiekben megjelolt kotédési helyek csupan
tajékoztatod jellegiiek, és az a- és P-interferon oldhatd
receptora kivalasztodasi vagy rogzitési jellemzéinek
optimalizalasa céljabol a konjugacio szamara az oldha-
16 interferon mas szomszédos helyei is valaszthatok. Az
optimélis hely szokasos kisérletek segitéségével hati-
rozhat6 meg.

Altaldban azt talaltuk, hogy a hibridek kifejez3dnek
mértéke azonban bizonyos fokig valtozo. Az alabbi tab-
lazatban kiilonb6z6 kapott immunoglobulin-interferon-
receptor-fuzidkat mutatunk be.

a) RCl

b) (RC1)2

c) (RCh)2

d) (RCI2)2(RCh)2,

ahol ,,R” az 0- és B-interferon oldhat6 receptornak a
rogzités helyét tartalmazo extracelluldris szakaszanak
egy részét jelenti, mig Cl és Ch rendre a humén
immunoglobulin kénnyd lancanak és nehéz lancinak
konstans tartomanyat jelenti. A fenti szerkezetek csu-
pén a f6 szerkezeti jellemzbket mutatjak be, és példaul a
kozos (J) tartomanyt vagy az immunoglobulinok mas
szakaszait vagy a diszulfidhidakat nem mutatjak. Ha a
megkdtési aktivitashoz ilyen szakaszokra sziikség van,
ugy ezeknek olyan helyzetben kell jelen lenniiik, ame-
lyet az a- és B-interferon oldhaté receptorokban, az o-
és B-interferon immunoreceptorokban vagy az immu-
noglobulinban a természetben elfoglalnak.

Ezek a példak a kiilénboz6 ligandum/receptor-helye-
ket tartalmazd bifunkciondlis hetero-antitestek olyan
képvisel6i, ahol a VhCh immunoglobulin egy elére
meghatarozott antigénhez képes kapcsolodni. Mas osz-
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talyokba tartozé immunoglobulinok nehéz lancainak fel-
hasznalasa esetén komplexebb szerkezetek keletkeznek
(pl. IgM, 1gG2, 3, 4, IgA, IgE, IgD, elényosen IgGl).

Elényds hibridek keletkeznek olyan oldhat6é o- és
B-interferon receptor N-terminélisdnak fuziéjaval,
amely az o~ és B-interferon liganduma szdméra kétédé-
si helyet az immunoglobulin G1-t befolyasolé funkcid-
kat tartalmazé antitest Fc C-terminalis részében tartal-
maz. A példakban ilyen hibrideket is bemutatunk.

Az ilyen hibridek jellemzden az oldhaté a- vagy
B-interferon receptor elsé 436 vagy 427 aminosavijat tar-
talmazzak C-terminalis végével a K-lanc vagy a G1-lanc
konstans tartomanyéhoz kapcsolva. Az 1. 4brin bemuta-
tott oldhaté - vagy B-interferon receptort kodolé DNS-t
a PCR-reakcié [Polymerase Chain Reaction, lasd R. K.
Saiki és tarsai: Science 239, 487-491 (1988)] és megfe-
leld restrikcios enzimekkel valé emésztések kombinala-
saval szintetizdlhatjuk, a példakban részletesen leirtak
szerint.

Az (a/b) IFN-receptor cDNS-énak szekvencidjaban
az 5’ végz8déstol lefelé elére meghatirozott helyeken
komplementer oligonukleotidokat alkalmazunk, a 2. 4b-
ran bemutatott szekvencianak megfelelGen.

A PCR-reakcio templatjaként teljes cDNS-t [Uzé és
tarsai: Cell 60(2), 225-234 (1990)] vagy egy lambda
bakteriofdgot tartalmazé plazmidot alkalmazunk. Ke-
reskedelmi forgalomban beszerezhetd cDNS-konyvtart
is felhasznilhatunk. A cDNS-fragmens tovabba teljes
RNS-bdl vagy jol ismert moédszerekkel elGallitott
polis+RNS-bdl kozvetleniil is szintetizalhato {lasd O.
Ohara és tarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
5673-5677 (1989), J. Delort és tarsai: Nucl. Acid Res.
17, 6439—-6448 (1989)]. A cDNS- vagy RNS-konyvtar
emberi sejtekbdl (pl. Daudi, Namalwa) vagy szervekbél
(pl. emberi 1ép) is kialakithaté 1ényegében azonos ered-
ménnyel.

Noha az interferon receptor egyedi polipeptidnek
tinik, szekvencidjanak mégis létezhetnek bizonyos
allélikus valtozatai.

A DNS-fragmenst egy immunoglobulin (ha a hu-
man gyogyaszatban felhasznélhat6é terméket kivanunk
kialakitani, elénydsen egy humén immunoglobulin)
konnyt vagy nehéz lancanak konstans tartoméanyat ko-
dolo DNS-be illesztjiik be.

Az immunoglobulinokat kddolé6 DNS-ek ismertek,
és a kereskedelemben beszerezheték vagy szintetizalha-
tok [lasd példaul Adams és tarsai: Biochemistry 79,
2711-2719 (1980), Gough és tarsai: Biochemistry /9,
2702-2710 (1980), Dolby és tarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77, 6027-6031 (1980), Rice és tarsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 79, 7862—7865 (1982), Falkner
¢és tarsai: Nature 298, 286-—288 (1982), Morrison és
tarsai: Ann. Rev. Immunol. 2, 239-256 (1984)].

A hibrideket kodol6 DNS-eket elénydsen a gazda-
sejtekbe transzfektaljuk kifejezésiik céljabol.

Ha a gazdasejt mar transzfekcio el6tt nehéz
immunoglobulin-lancokat termel, Gigy a bifunkcionalis
hetero-antitestek termelése céljabol elegendd az oldhatd
o~ és B-interferon receptorok koénnyii lancait tartalmazo
hibridet transzfektalni. Hasonloan, ha a gazdasejt mar
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konnyi lancokat kifejez, igy az oldhaté o- és B-interfe-
ron receptorok nehéz lancait tartalmazo hibridet kodold
DNS transzfektalhato a bifunkcionalis antitest termelé-
se céljabol. Az o~ és PB-interferon kot3dési helyét maga-
ban foglald egy vagy tobb lancot és valtoztathato tarto-
manyokat magéban foglalé egy vagy tébb lancot tartal-
mazé bifunkcionalis immunoglobulinok kettésen speci-
fikusak, éspedig o~ és P-interferonnal, valamint egy
elére meghatérozott antigénnel szemben. Ezeket a fenti-
ekben ismertetett eljarasokkal vagy in vitro modszerek-
kel allithatjuk el6. Az utobbi esetben példaul a hibrid
F(ab)2 fragmenseit ismert modszerekkel (lasd példaul a
4444878 szamu amerikai egyesiilt 4llamokbeli szaba-
dalmi leirdst) alakitjuk ki.

Bifunkcionalis antitestek alternativ modszerrel oly
modon 4llithatok eld, hogy a kivant antigénnel szemben
specifikus antitesteket kivalaszté B-sejteket vagy
hibridémakat fuziondlunk immunoglobulin/oldhaté -
¢és B-interferon receptor-hibridet termeld sejtekkel (pl.
mielémakkal). A bifunkciondlis antitestek az ilyen
hibridomék tenyészetének feliilisz6jabol nyerhetdk ki.

A taldlmany tovabbd a fentickben ismertetett viz-
oldhaté polipeptideket vagy azok masodik polipeptiddel
képezett hibridjeit kodolé DNS-szekvencidk elballitasa-
ra vonatkozik. Ezeket a DNS-szekvenciakat gy allitjuk
eld, hogy a megfelel6 DNS-fragmenseket és/vagy nukle-
insavakat ismert géntechnologiai modszerekkel a helyes
sorrendben Gsszekapesoljuk egymassal, és a kapott ter-
méket PCR-el (polimerdz lancreakcié) megsok-
szorozzuk.

Az emlbs - és B-interferonokkal szemben nagy affi-
nitast mutat6 polipeptidek példaiként a primatok oldhat6
o~ és P-interferon receptorait, tovabba a humén, patkany-,
egér-, kutya-, macska-, szarvasmarha-, 16- és sertés-ere-
detli oldhaté - és B-interferon receptorokat emlitjiik
meg. Az ilyen polipeptideket kédolé DNS-szekvenciak
szamos teriileten alkalmazhatok. Kozelebbrdl ezek a
szekvencidk vagy szekvenciarészek, valamint szintetikus
vagy félszintetikus masolataik mas cDNS-konyvtarak
vagy human vagy allati genomkonyvtarak sziirésére al-
kalmazhatok, az oldhaté o- és B-interferon receptorokhoz
szelektalasara. Az ilyen DNS-ek, fragmenseik, valamint
szintetikus vagy félszintetikus masolataik az oldhat6 o-
és B-interferon receptorok varidnsait képezik, és kiindula-
si anyagokként hasznalhatoék mas varidnsok mutacié at-
jén torténd eldallitdsahoz. Ezek a mutdcidk vagy nem
képesek megvaltoztatni a mutdlt kodonok 4ltal kodolt
aminosavak szekvencigjat, vagy megvaltoztatjdk az ami-
nosavakat. Mindkét tipusi mutacié elénydsen hasznosit-
haté az oldhaté o- és B-interferon receptorok termelése
vagy felhasznaldsa szempontjabol. Ezek a muticiok pél-
déul nagyobb termelékenységet, egyszerlibb tisztitast
vagy nagyobb kotSkapacitast eredményeznek.

Egy alkalmas DNS-szekvencia példajaként a 2. ab-
ran bemutatott 1-1343. nukleotidbol allé szekvenciat
emlitjiikk meg.

A természetes o~ és B-interferon receptor oldhatd
formainak variansait kddolo DNS-t elénydsen olyan for-
maban alkalmazzuk, amely lehetdvé teszi annak kifeje-
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z8dését egy transzkripcios egységben, a tervezett gazda-
sejttel kompatibilis eml6sok, mikroorganizmusok vagy
virusok transzkripcidjara és transzlacidjara szolgalo ve-
zérléelemek vezérlése alatt. A megfeleld sejtek transz-
formalasa, transzfektilasa vagy infektildsa utan ezek a
vektorok lehetévé teszik a rekombinans polipeptid kife-
JjezBdését. A természetes a- és B-interferon receptor old-
hato variansai megfeleld promotorok vezérlése mellett
kifejezhetSk eml6sok, €leszték vagy baktériumok sejtje-
iben vagy mas sejtekben. Baktérium-, gomba-, éleszts-
vagy emlds-gazdasejtek klonozasara és kifejezésére fel-
hasznalt vektorokat Pouwels és tarsai irtak le [Cloning
Vectors: A Laboratory Manual, Elsevier, New York,
1985], a szakkdnyv relevans részeire referenciaként
hivatkozunk. A kifejezé vektor adott esetben, azon-
ban nem sziikségszeriien tartalmazhat egy replikacios
helyet, valamint egy vagy tobb, a transzformalt sejtek
kozott valasztast lehetové tevd szelekcids marker-szek-
venciat is.

A fent ismertetett polipeptideket k6dol6 DNS-be
varidciok is illeszthetSk be, ezek azonban nem valtoz-
tathatjdk meg a leolvasasi keretet, és nem hozhatnak
létre a kifejezés szempontjabol karos szekunderszerke-
zeteket termeld komplementer szekvenciakat.

A természetes interferon receptor oldhat6 variansai-
nak mindsiild polipeptidek kotési aktivitasa lényegében
megegyezik a természetes receptoréval, azonban — mi-
ként mar kozoltiik — a természetes receptorétol eltérd
(példaul javitott) jellemzékkel rendelkezd variinsok is
kialakithatok.

Bar a mutacios hely rogzitett, maga a muticié nem
az. fgy példaul az adott helyen lejatsz6d6 mutaci6 tel-
Jjesitményének optimalizaldsa céljabol a kodon vagy a
célzott tartomany véletlenszerien mutalhatd, és a ka-
pott polipeptid-variansok a szekunder jellemzék opti-
malis kombindacidjara szlirhetSk. A helyettesitéses mu-
tacioknak a DNS adott helyeire torténd beillesztésére
szolgalé modszerek jol ismertek, ilyen példaul az
M13-rendszer. A human receptort kddold DNS bar-
mely ismert eljarassal elGallithatd, szekvencisjat a 2.
abra mutatja be.

A fentiekben ismertetett polipeptid szekvenciak
klénozasara altalaban prokariotdkat alkalmazhatunk.
Kiiléndsen hasznosnak bizonyult az E. coli 294 (ATCC
31446) torzs, azonban mas torzseket, igy az E. coli X
1776 (ATCC 31537) torzset is felhasznalhatjuk.

Miként mér kozoltiik, az o és B-interferon receptor
oldhat6 variansai és azok hibridjei baktériumok, élesztGk
vagy emldsok sejtjeiben vagy mads tipusi sejtekben fe-
jezhetdk ki megfelelé promotor vezérlése mellett. A ta-
lalmany targyat képezi tovabba az ilyen polipeptideket
kifejez6 sejtek eléllitdsa. Ezeket a sejteket ugy allitjuk
eld, hogy a gazdasejtet az adott polipeptidet kodold
DNS-szekvenciaval transzfektaljuk.

A rekombinéans fehérjek kifejezésére prokariota-
rendszerek — példaul E. coli — alkalmazhatdok. Az E. coli
tipikusan a pBR322 (ATCC 37017) egy szarmazékanak
felhasznéldséval transzformalhatd, ez egy E. coli-torzs-
bél leszarmaztathato plazmid [Bolivar és tarsai: Gene 2,
95 (1977)]. A pBR322 ampicillin- és tetraciklin-rezisz-



1 HU 215 587B 2

tencia-géneket tartalmaz, €s egyuttal a transzformalt sej-
tek azonositdsanak egyszerli eszkdze. A pBR322-plaz-
midnak vagy mas mikrobaplazmidoknak a rekombinans
DNS-szerkezetben éltalanosan hasznalt kifejez6dést ve-
zérl6 szekvencidkat is kell tartalmazniuk, vagy ezeket
ugy kell modositani, hogy tartalmazzanak ilyen vezérlé
szekvenciakat.

A fenti vezérléelemek példaiként a kovetkezGket so-
roljuk fel: laktéz (lac) promotor (ATCC 37121) [J. Mol.
Appl. Genet. 1, 139-147 (1989)], B-laktaméz promotor
[Chang és tarsai: Nature 275, 615 (1987)], triptofén
promotor [Miozzari: J. Bact. 133, 1457—-1466 (1978)],
tovébba hibrid promotorok, példaul tac (ATCC 37138)
[H. de Boer és tarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
21-25 (1983)]. Ide tartoznak még a kereskedelmi forga-
lomban lévé vektorok, igy a lambda fag promotort és
hére labilis c1857-represszort tartalmazo trc vagy a pPL-
lambda promotort tartalmazé pKK223-3 (Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala, Svédorszag). A vezérloele-
mek kore azonban nem korlatozédik a példaként fent
felsoroltakra.

Mas funkcionalis promotorok is alkalmasaknak bi-
zonyultak. A DNS-szekvencidk altalanosan ismertek,
igy ezek megfeleld kotGelemek vagy adapterek felhasz-
nalasaval konjugalhatok az o~ és P-interferon receptor
oldhato variansait kodolé DNS-sel. A bakterialis rend-
szerek promotorai ezenkiviil egy uUgynevezett Shine-
Dalgamo (SD) szekvenciat is tartalmaznak, az antigént
lefelé kodolé DNS-hez operativan kapcsolva.

A megfelel6 gazdatorzs transzformaélasa és a transz-
formélt gazdatorzs megfelel6 tenyészetstirtiségig torté-
nd tenyésztése utan a kivalasztott promotort alkalmas
modon (példaul a hémérséklet megnovelésével vagy
kémiai indukcidval) de-represszaljuk, és a mikroorga-
nizmusokat tovabb tenyésztjiik. Ezutan a mikroorganiz-
musokat — rendszerint centrifugalassal — Gsszegytjt-
Jjuk, kémiai vagy fizikai Gton lizaljuk, és az extraktumot
tovabbtisztitasra elkiilonitjiik.

A mikroorganizmusokat maximalis névekedést biz-
tositd korilmények kozott levegdztetve, erds keverés
kozben fermentdljuk egy példaul 10 literes fermen-
torban. Elénydsen habzasgatlot hasznalunk. A torzste-
nyészetet Mott és tarsai altal leirt [Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 88 (1985)] szuperindukcids taptalajon 30 °C-
on tenyésztjikk. Aggy=5—6 abszorpcionak megfeleld te-
nyészetslriség elérésekor a hémérsékletet 42 °C-ra no-
velve de-represszaljuk a promotort, majd 2-20 (el6-
nydsen 3-6) oraval a hémérsékletvaltoztatds utan
Osszegyijtjiik a sejteket. A mikroorganizmus-masszat
elészor sziréssel vagy mas moédon tomoritjiik, majd
10 000 g gyorsulason 4 °C-on 10 percig centrifugaljuk,
végiil a kapott pelletet gyorsan megszilarditjuk. A bak-
tériumtenyészetben termel8dott rekombinans fehérjéket
a pelletet extrakcidjdval, majd az extraktum egy vagy
tobb lépésben végzett betdményitésével, somen-
tesitésével vagy ioncserés vagy kizarasos kromatog-
rafaldsaval kiilonitjiik el.

Az o- és B-interferon receptor oldhaté variansainak
kifejezésére felhasznalt mikroorganizmusokat barmely
alkalmas modszerrel (példul ciklikus fagyasztassal-fel-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

engedtetéssel, mechanikai feltdréssel vagy vegyszeres
Gton) lizalhatjuk. Az o~ és B-interferon receptor oldhato
varidnsai bizonyos mértékig aggregaciora hajlamosak.
Az aggregatumképzddés csokkentésére az extrakciot és
a tisztitast detergens (példaul Tween 80 vagy Triton
X100) jeleniétében végezhetjiik.

Olyan vizoldhatd polipeptidek esetén, amelyek
DNS-szekvencidja nem metioninnal kezdédik, az
inicialé szigndl felfelé egy tovabbi metionin aminosav
belépését eredményezi, és ez képezi a termék N-termina-
lis részét. Noha ezek a tovabbi N-termindlis metionint
tartalmazé termékek is felhasznalhatok a talalmany sze-
rinti eljarasokban, elénydsebb ezt a metionint elézetesen
eltavolitanunk. Az N-termindlis metionin eltdvolitisira
szolgal6 standard in vivo és ex vitro moédszerek jol
ismertek.

A korabbiakban meghatdrozott polipeptidek vagy
hibridek kifejezésére élesztdrendszerek, igy eldnydsen
Saccharomyces-tipusok (koztiik a konnyen hozzaférhe-
t6 S. cerevisiae) is felhasznalhatok.

Az alkalmas élesztdvektorok altaldban a kovetkezd
elemeket tartalmazzéak: replikacios origd, az élesztd és
E. coli transzformalasat lehetdvé tevd szelekcids marker
[példaul az E. coli ampicillin-rezisztencia-gén és a S.
cerevisiae trpl génje, ami egy triptofan jelenlétében no-
vekedésre képtelen élesztémutins (ATCC 44076) sze-
lekciés markerje], és egy az élesztGben szuper-
expresszalt génbdl kapott promotor a gén felfelé vald
transzkripciojanak indukdlasara. ElesztG-gazdaszerveze-
tek szamara alkalmas promotorok példaul a kovetkezdk :
a 3-foszfoglicerat-kinaz vagy mas glikolizis enzimek
promotorja, a savas foszfataz promotorja (példaul
PHOS), és az o-tipusit kapcsolofaktorok promotorja.
Eleszté-gazdaszervezetek szaméra alkalmas promotorok
tovabba a promotor régidk, igy a 2-alkohol-dehidroge-
néz [Russel és tarsai: J. Biol. Chem. 258, 2674 (1982)].
A promotor és a felfelé iranyulva kifejezendd struktir-
gén kozé egy szignalpeptid (példaul egy heterolog élesz-
téfehérje kivalasztasat lehetévé tevd faktor szig-
nalpeptidje) is beiktathat6 [lasd Bitter és tarsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82, 5330 (1984)]. Az élesztd
transzformalasidnak modszerei szakember szdméra jOl is-
mertek. Egy jellemz8 modszert Hinnen és tarsai ismer-
tettek [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 (1978)],
amellyel trp+ transzformansok szelektalhatok egy
0,67% nitrogéntartalmu €lesztébazist, 0,5% kazamino-
savat, 2% gliikozt és 10 pg/ml uracilt tartalmazo szelek-
cids taptalajon. A PHOS-promotort magéban foglald
vektorokat tartalmazo6 transzformalt gazdatdrzsek kez-
detben dus taptalajban képezett el6tenyészet formajaban
tenyészthet6k, majd a taptalaj szervetlen foszfatkoncent-
szokasos modszerekkel tenyésztjiik.

A rekombinans polipeptidet oly médon nyerjiik ki,
hogy a gliikkozidaz enzimes emésztéssel és ezt kovetd,
detergenssel végzett kezeléssel vagy mechanikai tton
(pl. préseléssel) lizalt sejtpelletet extrahdljuk, majd egy
vagy tobb 1épésben betdményitjik, somentesitjiik, ion-
cserélésnek vagy kizarasos kromatografilasnak vetjiik
ala. Ha a polipeptid a periplazmatikus térbe valasztodik
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ki, a sejteket a membran kiilsé rétegét karositd és a
rekombinans polipeptid felszabadulasat lehetdvé tevd
vegyszerrel (pl. EDTA-val) kezeljiik, és ezutan nyerjiik
ki a polipeptidet. Ha a polipeptid a taptalajba valaszto-
dik ki, azt kozvetleniil kinyerhetjiik.

A koradbbiakban meghatarozott polipeptidek vagy
hibridek eml8ssejtekben is kifejezheték alkalmas
promotorok vezérlése alatt. EmlSs o- és B-interferon
receptor oldhaté varidnsainak termelésére sejtmentes
rendszereket is felhasznalhatunk, a taldlmany szerint
kialakitott DNS-ekb6l leszdrmaztathatdo RNS-ek alkal-
mazasa mellett.

Az emlds gazdasejtekben t6rténd kifejezést vezérlé
promotorok kiilonbozd forrasokbol nyerhetSk. Ilyenek
példaul a virus (igy polioma, majom SV40-virus, adeno-
virus, retrovirus hepatitis B citomegalovirus) geno-
mokbdl szarmazo promotorok, egyes emlds promotorok
(példaul a human B-globin gén DNS-4z I-ére érzékeny
helyeket tartalmaz6 promotor), és egyes rovarvirus-pro-
motorok (igy a baculovirus-rendszer poliéder promotor).
Allati sejtekben valo kifejezésre eldnydsen hasznélhatd
az adenovirus-2 kései f promotorjabol leszarmaztathatd
vezérl8tartomany.

Az SV40 korai ¢és kései tartomanyait eldnydsen az
SV40-virusbol kiilonitjiik el, a virus replikacios origdjat
tartalmazod restrikcios fragmens formajaban [lasd Fiers
és tarsai: Nature 272, 113 (1978)].

A humaén citomegalovirus korai kozvetlen tarto-
manyéat Hind IIIE restrikciés fragmens formajaban
izolaljuk [Greenaway P. J. és tarsai: Gene I8,
356—360 (1982)]. Az adenovirus-2 kései promotorjat a
8—17. térképegységeket tartalmazo Hind III restrikcids
fragmens alakjéban izolaljuk [S. Hu és J. L. Manley:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 820—824 (1981)]. Szii-
18tipusu sejteredetii eukaridta promotorok is hasznosak-
nak bizonyultak.

Eukariota-kifejez6 vektorokban a transzkripciot
ugy noéveljiik, hogy a promotoron kiviil aktivatorokat
tartalmazo szekvenciakat is beiktatunk. Az aktivatorok
DNS-elemek, amelyek azonos oldalon hatnak, néhany-
szor tiz—hdromsz4z bazispart tartalmaznak, és fokoz-
zak a promotor transzkripciot inicialé képességét. Sza-
mos aktivatorré]l (globin, elasztaz, albumin, inzulin
stb.) ismert, hogy eml&sgénekre hat. Rendszerint azon-
ban eukaridta sejteket fert6zé virusok aktivatorait
hasznéljuk, amelyek koziil példaként a kovetkezSket
soroljuk fel: a replikacios origd kései oldaldnak
SV40 aktivatora (100-270 bazispar), a citomegalovi-
rus korai kdzvetlen promotorjanak aktivatora, a repli-
kécios origd kései oldala poliomajanak aktivatora, a
replikécids origd kései oldala poliomajanak aktivatora
és az adenovirus aktivatora. Az eukariéta sejtekben
(éleszt6k, gombak, rovarok, névények, allatok, ember)
hasznalt kifejezGvektorok tovabba a mRNS kifejezésé-
nek befolyasolasara képes faktorok transzkripcidjanak
hasitasahoz és lezardsahoz sziikséges szekvenciakat is
tartalmazhatnak. A kifejezé vektorok szelekcidos gént
tartalmaznak.

Az emldssejtek szelekcios markerjei koziil példa-
ként a dihidrofolat reduktazt (DHFR), a timidin-kinazt
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¢s a neomicint emlitjiik meg. Ha ilyen szelekciés mar-
kereket transzfektalunk emlés gazdasejtbe, a szelekcids
nyomads hatdsénak kitett transzformalt sejt tilélésre ké-
pessé valik. Rendszerint kétféle tipusa szelekcios rend-
szer hasznalatos. Az egyik tipus olyan mutans sejtvona-
lakat alkalmaz, amelyek ndvekedése attol fiigg, hogy a
taptalaj tartalmaz-e egyes meghatarozott anyagokat
vagy sem. Ilyenek példdul a CHO DHFR-sejtek vagy a
ragesaloeredeti LTK-sejtek, amelyek timidin vagy
hipoxantin hozzdadasa nélkiil nem képesek névekedni.
Ha ezekbe a sejtekbe transzfektaldssal funkcionalis
DHFR- vagy TK-gént épitiink be, a sejtek talél6képessé
valnak, mig a DHFR- vagy TK-génnek nem transzfor-
malt sejtek valtozatlanul nem névekednek a timidinnel
vagy hipoxantinnal ki nem egészitett taptalajon.

A masik megoldas a dominans szelekcid, ami nem
igényel mutans sejteket. Ekkor példaul a sejtbe a sejtet
egy toxikus anyaggal szemben rezisztenssé tevé gént
transzfektalunk, majd azt kifejezziik [lasd Southern és
Berg: J. Molec. Appl. Genet. 1, 327 (1982), Mulligan
és Berg: Science 20, 1422 (1980), Sugden és tirsai:
Mol. Cell. Biol. 5, 410-413 (1985)).

A sejt bizonyos kromoszématartomanyainak nove-
lését vagy replikdciojat amplifikdcionak (sokszorozas)
nevezziik, és ezt egy szelekcidos dgens [példaul a
DHFR-t inaktivalo metotrexat (MTX)] felhasznalasaval
hozzuk létre. Az MTX mennyiségének novekedésével
né a DHFR-gén amplifikicidja vagy masolatszama,
ami a DHFR-termelés ndvekedését eredményezi. Az
amplifikacié foka a taptalaj MTX-koncentraci6janak
novekedésével né. A kivant gén amplifikaciojat a ki-
vant gén és a kromoszémaban kointegralt DHFR-gén
ko-transzfekciojaval érjiik el. A kivant gén és a DHFR-
gén ko-amplifikicidja utan a kivéant fehérjét kodold gén
tobb kivant fehérjét fejez ki.

A korébbiakban meghatarozott oldhato interferon
receptor-varidnsok kifejezésére a talalmany szerint gaz-
dasejtként eldnyosen emlbssejteket, kdztikk majomve-
sesejteket (COS—7, ATCC CRL 1651) és kinaihoresog-
sejteket [CHO-, DHFR-, Urlaub és Chasin: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77, 4216 (1980)] hasznalunk.

Az emldssejtek transzformaélasara szolgalo modsze-
rek jol ismertek. Egy el6nyds modszert, amelynek sordn
a DNS-t kalcium-foszfattal csapjak ki, Graham F. és van
der Eb ismertetett [Virology 52, 456—457 (1973)]. Egy
mésik modszer szerint elektroportalast végeznek [G.
Chu ¢és tarsai: Nucl. Acid. Res. 15, 1311-1326 (1987)].
Mas transzfekciés modszereket is alkalmazhatunk, pél-
daul a magba val6 befecskendezést vagy a protoplasz-
tokkal végzett fiziot.

A kivant vezerl6 és kodolo szekvenciakat tartalmazo
kifejez6 vektorokat jol ismert standard modszerekkel
alakitjuk ki [lasd példdul Maniatis T. és tarsai:
Molecular Cloning, 133-134 (Cold Spring Harbor,
1982), tovabba Ausubel és tarsai (szerk.): Current
Protocols in Molecular Biology (kiadé: Greene
Publishing Associates és Wiley Interscience, 1987)].
A DNS plazmidjait vagy fragmenseit elkiilonitjiik, hasit-
Jjuk, méret szerint osztalyozzuk, majd a kivant formara
hasitjuk.
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A helyes plazmidszekvenciakat ligacios keverékek-
kel E. coli HB101 vagy E. coli K12 194 (ATCC 31446)
torzsben vald transzformacié utdn meghatirozzuk. Az
ampicillinnel szemben rezisztens transzformansokat ki-
valasztjuk. A plazmidokat elkiilonitjiik a transz-
forménsokbol, és jol ismert modon restrikcids enzimek-
kel valo kezeléssel vagy szekvenciameghatarozassal ele-
mezziik [lasd Messing és tarsai: Nucl. Acid. Res. 9,
309 (1981) és Maxam és tarsai: Methods in
Enzymology 65, 499 (1980)].

A gazdasejteket altaldban kifejez8 vektorokkal
transzformaljuk, majd olyan alkalmas taptalajban te-
nyésztjiikk, amely a promotor kifejezését indukald anya-
gokat, a transzformansok szelektalasira szolgalé kom-
ponenseket vagy a gének amplifikdcidjat elvégzs anya-
gokat tartalmaz. A kivélasztott kifejez tenyészethez al-
kalmazandd fermentacios koriilmények (pl. hGmérsék-
let, pH) szakember szdmara jol ismertek.

A taldlmany szerint eldallitott polipeptideket
rekombindns gazdasejtek feliilisz6ibdl izolaljuk és
tisztitjuk. A feliiliszokat rendszerint ultrasziiréssel to-
ményitjiik be, majd ioncserés kromatografiaval vagy
immunoaffinitassal tisztitjuk a vart polipeptidek ad-
szorbealasa és azt kovetd elualasa céljabol. Az antigén
aggregatumok képzésére er6sen hajlamos. Ezért a tisz-
titdsi miiveleteket elénydsen detergens (pl. Tween 80,
Triton X100 vagy CHAPS) jelenlétében végezziik.
A végterméket fehérjékkel (pl. albuminnal) stabilizal-
juk. Adott esetben ezek a fehérjék detergenst tartal-
mazhatnak.

Megjegyezziik, hogy a kifejezés vezérlésére szol-
g4lo Osszes vektor vagy szekvencia és az Osszes gazda-
sejt nem mikodik egyforman minden kifejezé rend-
szerben. A megfelelé vektorok, kifejezést vezérl§
szekvencidk és gazdasejtek kivalasztisa a jelen talal-
many oltalmi kdrén belill a szakember kételes tudasa-
hoz tartozik. Az alkalmas egysejtii gazdaszervezetek
megvalasztasakor példaul a kévetkezé tulajdonsagokat
kell figyelembe venni: a kivélasztott vektorral vald
OsszeférhetSség, a taldlmany szerint elBallitott DNS-
szekvencidk altal kodolt termék toxicitasa, a szekrécios
jellemzdk, a fehérjehajtogatd jellemz8k megfeleldsé-
ge, a fermentacios kovetelmények, a taldlmany szerint
eldallitott DNS-szekvenciakkal vald kifejezés utan
nyert rekombinans termékek tisztithatosaganak egy-
szerisége.

A fenti paraméterek figyelembevételével szakem-
ber kénnyen kivélaszthatja azokat a vektorrendszer /ki-
fejezést vezérld rendszer/ gazdasejt-kombinaciokat,
amelyek a taldlmany szerint elgallitott DNS-szekven-
cidkat allati sejtek (pl. CHO- vagy COS-7-sejtek)
nagyléptéki fermenticidja vagy tenyésztése soran
kifejezik.

Miként mar kozoltiik, a taldlmany szerint elgallitott
polipeptidek immunomodulatorokként (elsésorban
immunoszupresszansokként) hasznosithatdk, és a
gyogyaszatban példaul autoimmun-betegségek keze-
lésére, valamint az atiiltetések kilok8désének meg-
akadalyozasara alkalmasak. Ezekre a célokra a
talalmany szerint eldallitott polipeptideket els-
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nydsen gyogyaszati készitmények formajaban alkal-
mazzuk.

A taldlmany targya tehat tovabba eljaras gyodgyasza-
ti készitmény elballitasara oly moédon, hogy egy a talal-
many szerint eldallitott vizoldhatd polipeptidet gyo-
gyaszatilag alkalmazhatd hordozbanyagok, higitosze-
rek és/vagy egyéb segédanyagok felhasznalasaval, szo-
kasos gyogyszertechnoldgiai miveletekkel gydgyaszati
készitménnyé alakitunk.

A gyobgyaszati készitmények példaul szilard, fél-
szilard és folyékony kompozicidk, igy tablettak, pilu-
lak, porok vagy injekcios vagy infizids oldatok lehet-
nek. Az eldnyds kikészitési forma az adagolds modja-
tol és a terapias felhasznalastol fiigg. A taldlmany sze-
rint eldallitott gyogyaszati készitményeket mas gyogy-
4szatilag jelentSs polipeptidek alkalmazasdhoz hason-
16an hasznalhatjuk fel, és a készitmények formaja is a
mas polipeptideket tartalmazé készitményekhez ha-
sonlé. Igy a polipeptidet példaul liofilizalt alakban ta-
rolhatjuk, amib6l a felhasznalasra kész gyogyszert
kozvetleniil a felhasznalds el6tt alakitjuk ki steril viz
hozzaadasaval, majd ezt szokdsos mddon, igy paren-
teralisan (példaul szubkutan, intravénas, intramuszku-
laris vagy intralezionalis iton) adjuk be. A hatéanyag-
ok hatdsos dozisa napi 1-5 mg/testtdmeg kg nagysag-
rendil lehet, de megjegyezziik, hogy ennél kisebb vagy
a fels6 hatart kétszeresen meghaladé dézisok is karos
kovetkezmények nélkiil beadhatok.

A taldlmany szerint eléallitott gyogyaszati készit-
ményeket kirosan abnormalis o- és P-interferon-ter-
melésben szenvedd betegeknek példaul a kovetkezd
betegségek kezelése céljabol adhatjuk be: lupus
erythematosus, Bechet-szindroma, aplazids anémia,
diabetes mellitus, sclerosis multiplex, reumatoid arth-
ritis, sulyos immunhidnyos betegségek, AIDS. A talal-
mény szerint eldallitott gyogyaszati készitmények to-
véabba az immunaktivitist médosit6 tulajdonsagaik (pl.
NK-sejtek aktivalasa vagy hisztokompatibilis antigé-
nek kifejezése) révén olyan betegek kezelésére is alkal-
masak, akiknél fennall az atiiltetett szervek vagy szo-
vetek kilok&désének veszélye.

A taldlmény szerint elGallitott gyogyaszati készit-
mények hatdanyagai természetiik és hatasmechanizmu-
suk révén mentesek a korabban ismert hatéanyagok
(példaul a kémiai immunoszupresszinsok, igy a
legi klinikai gyakorlatban hasznalatos gydgyszerekhez
képest jelentSs eldrelépést jelentenek. A jelenleg hasz-
nalatos gyogyszerek koziil példaként az immunrendszer
osszes elemének sejtosztodasat és citokinszintézisét
gatld immunoszupresszorokat és szirmazékaikat (igy
az adrenalis kortikoszteroidokat), tovabba a ciklosporin
nevli gyliris undekapeptidet emlitjiik meg [az utobbi
szelektiven gatolja az immunrendszer aktivalodasat,
ami ugyan nyilvanvalé haladast jelent, de emellett sza-
mos nem immunologiai toxikus hatasa is van, lasd: N.
Engl. J. Med. 321 (25), 1725-1738 (1989)].

A talalmany szerint eldallitott polipeptidek az o~ és
B-interferontdl eltéré agonistak vagy antagonistak mi-
kodésének szabalyozaséra is felhasznalhatok.
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A taldlmany szerint eléallitott polipeptidek tisztitott
allapotban arra is felhasznalhatok, hogy meghatarozzuk
az oldhat6 o- és B-interferon receptorok kotédési helyé-
nek tercier szerkezetét. A tercier szerkezet ismerete el6-
feltétele az olyan molekularis modell kialakitasanak,
amibdl a gyogyéaszatban immunoszupresszorként fel-
hasznéalhat6é antagonistdk vagy virusellenes vagy
tumorellenes szerként alkalmazhaté agonistak szinté-
zisében hasznosithatd szerkezeti kovetkeztetések
vonhatok le.

A taldlmany szerint elallitott polipeptideket diag-
nosztikai célokra is felhasznalhatjuk.

A diagnosztikai célu felhasznalasok egyik példaja
az interferon receptor elleni antitestek kialakitasa oly
moddon, hogy melegvéri allatoknak a talalmany szerint
eléallitott polipeptidet és egy gyogyaszatilag alkalmaz-
hatd szubsztratumot adunk be, majd az immunreakcid
lezajlasa utan az allatokat kivéreztetjik, és a vérbdl
elkiilonitjiik az antitesteket. Ezeket a miiveleteket szo-
kéasos immunbiolégiai médszerekkel végezziik. Az igy
kialakitott antitesteket példaul kiilonféle diagnosztikai
mérésekhez vagy farmakologiai modellvizsgalatokhoz
hasznélhatjuk fel.

A diagnosztikai célu fethasznalasok masik példaja
az o- és B-interferon receptor elleni antitestek jelenlé-
tének kimutatasa biologiai mintakban. Az antitesteket
O6nmagaban ismert immunbiolégiai médszerrel mutat-
juk ki, amelynek lényege, hogy a vizsgalando biologiai
mintat az antitesttel komplexet képezd anyaggal hoz-
zuk érintkezésbe a komplex kialakuldsat lehetévé tevd
koriilmények k6z6tt, majd kimutatjuk a komplex jelen-
1étét. A talalmany értelmében az antitestte] komplexet
képezé anyagokként a talalmany szerint eldallitott
polipeptideket hasznaljuk.

Megjegyezziik, hogy ha kifejezetten mast nem ko-
z6ltiink, a ,taldlmany szerint eldallitott (vizoldhatd)
polipeptid” megjeldlésen a leiras bevezetd részében fel-
sorolt polipeptidek szabad és masodik polipeptiddel
hibridizalt formait egyarant értjiik.

Taldlmanyunk tovabbi részleteit a kovetkezd pél-
dakban ismertetjiik anélkil, hogy az oltalmi kort a pél-
dakra korlatoznank.

1. példa

Emléssejtek altal kivdlasziott nativ o- és B-inter-

Jferonok vizoldhato receptoranak és variansainak

kifejezésére szolgalo vektorok felépitése

1. szekcio
Nativ interferon receptor kifejezésére szolgalo plazmi-
dok felépitése

Teljes cDNS-t tartalmaz6 és a nativ o- és P-inter-
feronok receptorat kodolé DNS-fregmenseket PCR-
reakcid felhasznalasaval szintetizdlunk. Templatkénta 2.
4bran bemutatott o- és f-interferonok receptora cDNS-
ének teljes hosszat tartalmazo lambda ZAP-bakterofégot
alkalmazunk és a reakcidé primerjeként specifikus
oligonukleotidok szolgalnak. Kozelebbrdl, a lambda
ZAP-bakterofagot egy szintetikus oligonukleotid-parral
inkubaljuk, amely a cDNS 5° végén levd antiszemszallal
komplementer, az
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10

oligo 0:5-CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCG
GCTCCCAG-3’

szekvenciaju oligonukleotidbol és a cDNS 3’ végén
levé kodold szallal komplementer,

az

oligo—1:3’'~CAAAAAGTCGTCCTCAATGTG
ACCATGGCC-5’

szekvencidju oligonukleotidbdl all.

Az oligonukleotidokat oly modon épitjiik fel, hogy
a PCR-reakcid befejez8dése utan a kapott DNS-
fragmensek kettds széla a Pstl-enzim szdmara az 5° vég-
zGdésen és a Kpnl szdmara a 3’ végzddésen restrikcios
helyet tartalmaz.

A PCR-reakciot 100 pl reakciotérfogatban PCR-
pufferben végezziik el, amely 1-1 mM mennyiségben
primereket, 100 pg lambda ZAP-bakterofagot és 1 egy-
ség Tag-polimerazt tartalmaz. A reakcidkoériilmények
az alabbiak: 25 ciklus; egy ciklus 95 °C-on egy 6ran at
végzett inkubalasbol (denaturélas), 37-40 °C-on 3 per-
cen at torténd kezelésbdl (hibridizacid), majd 72 °C-on
4 percen at torténé melegitésbdl (polimerizacid) all. Az
utolsé ciklus utan a reakciot 72 °C-on 10 percen at foly-
tatjuk, €és a mintdkat 4 °C-on taroljuk. A reakcidtermé-
keket kloroformmal extrahaljuk, majd etanolos kicsa-
pas utan a termékeket egymas utdn Kpnl-el és Psti-el
emésztjikk. Az 1,7 kb fragmenst (1. fragmens) alacsony
olvadasponti agardozon végzett elektroforézis utan
Osszegylijtjiik és a pSVAdpAL kifejez6 vektorhoz kap-
csoljuk.

A pSVAdpAI kifejezd vektort a kdvetkez8képpen
épitjiik fel:

Az SV40-szekvencidkat a pSV2DHFR-plazmidbol
kapjuk [Subrami és tarsai: Molec. Cell. Biol. 1,
854—864 (1981)]. Ezek a replikacids eredetet, az
aktivatort, a korai ¢és kései promotorokat (Pvull-HindIII
fragmensek) ¢és a hasitéhelyei (donor és akceptor) altal
koriilvett antigén intronjat, valamint a korai tartomany
poliadenilezési helyét (Bgl II-Eco RI-fragmens) tartal-
mazzak.

A 2-adeno kései f6 promotor tartomanyat a
pAdD26SVpA-plazmidbdl (EcoRi—Pstl-fragmens) kap-
juk [Kaufman és Shimke: P. A.: J. Mol. Biol. 159,
601-621 (1982)]. Ez a promotort, a tripartita vezet6t
[Zain és tarsai: Cell. 16, 851 (1979)] és egy hibrid hasi-
tohelyet tartalmaz, amely a 2-adeno-donor hasitohelyé-
bS]l és az immunoglobulin véltoztathaté tartomanya
akceptorhasitd helyébdl all.

A tobbszo6ros kldnozohely a pUCI8-plazmidban ta-
lalttal azonos. Ez a Pstl, Sal I, Acc I, Hinc II, Xba I,
Bam Hi, Xma I, Sma I, Kpnl, Sacl, Ban II, EcoRI
szamara restrikcios helyeket tartalmaz.

A plazmid az E. coli replikécios eredetét és az ampi-
cillinrezisztens gént tartalmazza és a pML-plazmidbol
szarmaztattak le [Lusky és Botchan: Nature 293,
79-81 (1981)].

A pSVAdI-plazmidot egymas utan Kpnl-el és Pstl-
el emésztjiik, majd foszfatazzal kezeljiik és a plazmid {6
részét tartalmazo fragmenst (2. fragmens) alacsony ol-
vadasponti agarézon végzett clektroforézissel izolal-
juk. A 2. fragmenst az 1. fragmenshez kapcsoljuk és a



1 HU 215 587 B 2

kapcsolt keveréket kompetens E. coli HB 101-sejtekbe
transzfektaljuk. A transzformalt tenyészetet ampicillin-
tartalml téptalajt tartalmazd Petri-csészékbe ontjiik és
az ampicilinrezisztens telepeket szelektaljuk. Ezekbdl a
transzformansokb6l a DNS-plazmidot elkészitjiik és
analizaljuk; az elemzés sordn a megfelel§ inzert jelen-
1étét restrikcids enzimekkel vizsgaljuk és a szekvencia
helyességének megerSsitése céljabdl az 5° és 3 végzs-
déseken az inzert kapcsolodasait szekvencia-analizissel
hatarozzuk meg.

A nativ sejtreceptor emlSssejtekben torténd kifeje-
zéséhez a pSVAdIFRpA-plazmidot alkalmazzuk.

10

2. szekcio
Az o és B-interferon receptorok kivalasztott varidnsai-
nak kifejezésére szolgalo plazmidok felépitése

A kiilonboz4 karboxi-terminalisokat tartalmazé re-
ceptor kiilonbo6z8 delécioit tartalmazo és a receptor kiva-
lasztott formait kodolé DNS-fragmenseket PCR-reakcid
felhasznéldsaval szintetizalunk. Kozelebbr6l, a receptor
teljes cDNS-ét tartalmaz6 lambda ZAP-bakterofagot pri-
merként szolgald kiilonb6z6 szintetikus oligonukleotid-
parokkal inkubalunk, amelyek az 5° végen levd anti-
szemszallal komplementer, az

5’ vég oligo: 5’—~CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG-3’

szekvencidji oligonukleotidot és a cDNS kiilonb6z6
helyein levé kodoldszallal komplementer, valamely

3’ végoligo 1: 3’-CGTCCTTTATGGAGATTTACTCCATGGCC-5’
3’ vég oligo 2: 3’-TCACTGCGACATACACTCACTCCATGGCC-5’
3’ vég oligo 3: 3’-GTCAGACCTTTGTGCGGAACTCCATGGCC-5’
3’ vég oligo 4: 3’~GTCACACAGAAAGGAGTTTACTCCATGGCC-5’
3’ végoligo 5: 3’-CTCTGATGAATAACAGATACTCCATGGCC-5’

szekvencidju oligonukleotidok koziil egyet tartalmaz-

{6 részét tartalmazo fragmenst (2. fragmens) alacsony

nak. 25 olvadasponta agar6zon végzett elektroforézissel izolal-
Az oligonukleotidokat oly modon épitjiik fel, hogy juk. A 2. fragmenst kiilon-kiilén kapesoljuk a 3-7.
a PCR-reakcid befejez8dése utan a kapott kettds szali fragmensekhez és a kapcsolt keveréket kompetens E.
DNS-fragmensek a Pstl-enzim szdmara az 5° végz6dé- coli HB 101-sejtekbe transzfektaljuk. A transzformalt
sen €s a Kpnl szdmdra a 3” végzddésen restrikcios he- tenyészeteket ampicillintartalmu taptalajt tartalmazo
lyet tartalmaznak. 30 Petri-csészékbe ontjiik és a rezisztens telepeket szelek-
A PCR-reakciot 100 pl reakcidtérfogatban PCR-puf- taljuk. Ezekbdl a transzformansokbol a DNS-
ferben végezziik el, amely 1-1 uM mennyiségben prime- plazmidot elkészitjiik és analizaljuk; az elemzés soran
reket, 100 pg lambda ZAP-bakterofagot és 1 egység a megfeleld inzert jelenlétét restrikciés enzimekkel
Taq-polimerazt tartalmaz. A reakcidkdrilmények az vizsgaljuk és a szekvencia helyességének megersitése
alabbiak: 25 ciklus; minden ciklus 95 °C-on egy percen 35 céljabol az 5’ és 3’ végzédéseken az inzert kapcsoloda-
at végzett inkubalasbol (denaturalas), 37-40 °C-on sait szekvencia-analizissel hatarozzuk meg.
3 percen at végzett kezelésbdl (hibridizalas) és 72 °C-on A plazmidok elnevezése: pSVAdsIFIpA,
4 percen at végzett melegitésbdl (polimerizacio) all. Az pSVAdsIFR2pA, pSVAdsIFR3pA, pSVAdsIFR4pA,
utolso ciklus utan a reakciot 72 °C-on 10 percen at foly- pSVAdsIFR5pA. Ezeket a plazmidokat hasznaljuk fel
tatjuk, majd a mintdkat 4 °C-on taroljuk. A reakcidter- 40 az oldhatoé receptornak ¢s fragmenseinek emldssejtek-
mékeket kloroformmal extrahéljuk, majd etanolos kicsa- ben torténd kifejezésére.
pas utan a termékeket egymas utan Kpnl-el és Pstl-el
emésztjiik. A kivant fragmenseket alacsony olvadaspon- 2. példa
ti agarozon végzett elektroforézis utan osszegyijtjiik. CHO-sejtekben tortend kifejezés
Az 6sszegylijtott fragmensek hossza hozzavetSlegesen a 45 Miutan az oldhatd receptor atmeneti kifejezését
kovetkez6: teszteltiik, az oldhatd receptort folyamatosan kifejezé
1. reakcid (5’ vég oligo + 3’ vég oligo 1): 1,3 kb stabil sejtvonalat felépitjiik. Ennek elvégzéséhez
fragmens 3 gazdasejtként dihidro-folatreduktaz-deficiens vonalat
2. reakcid (5° vég oligo + 3 vég oligo 2): 1,3 kb alkalmazunk, éspedig a CHO DUK-X-vonalat hasz-
fragmens 4 50 naljuk [F. Kao és tarsai: PNAS USA, 64,
3. reakcid (5’ vég oligo + 3’ vég oligo 3): 1,1 kb 1284—-1291 (1969); Chasin L. és Urlaub G.: Proc.
fragmens 5 Natl. Acad. Sci, 77, 4216—4280 (1980)]. E rendszer
4. reakci6 (5’ vég oligo + 3’ vég oligo 4): 0,9 kb felhasznaldsaval az oldhaté - és B-interferon receptort
fragmens 6 az egér-DHFR-gént tartalmazdé pSV2DHFR-vektorral
5. reakcid (5° vég oligo + 3° vég oligo 5): 0,6 kb 55 ko-transzfektaljuk [Subrami és tarsai: Molec. Cell.
fragmens 7 Biol. 7, 854-864 (1981)]. E ko-transzfekcio elvégzése
A 3-7-b6l szarmazé DNS-fragmenseket kiilon-kii- el6tt az Osszes plazmidot egy restrikcidos enzimmel
16n kapcsoljuk a pSVAdpALl kifejezd vektorhoz. végzett restrikcioval linearizaljuk, és transzfekci6 el6tt
A pSVAdl-plazmidot egymas utan Kpnl-el és Pstl- minden plazmidot a pSV2DHFR-plazmiddal kiilon-
el emésztjiik, majd foszfatizzal kezeljiik és a plazmid g0 kiilon 6sszekeveriink oly moédon, hogy az SV2DHFR-
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és IFR-plazmid aranya 1:10 legyen. Ezéltal az IFR-gé-
nek kopidinak egy transzfektansra esd szimat maxima-
lizljuk. A plazmidok a sejtben polimerek képzddése
mellett kapcsolodnak, amelyek a gazdasejt kromosz6-
majéban rekombinici6é segitségével integrilhatok
[Haynes és Weismann; Nucl. Acids. Res. 11,
687-706 (1983); Scahill S. J. és tarsai: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 80, 4654—-4658 (1983)]. A patkany-
¢€s egér-DHFT-t egy o-tdptalajban kifejezd transzfek-
tansokat szelektaljuk; az o-tdptalaj nukleozidmentes
kozeg. Ezutan a DHFR-t magas szinten kifejezd sejtek
szelektalasa céljabol methotrexatot adunk hozza
(MTX; a DHFR-hez kapcsolddoé toxikus folat analdg).
Az MTX-el szembeni rezisztencia a DHFR magas fok
kifejezésének kovetkezménye és gyakran a DHFR-gén
sz0ma-szegmenseket — Qgynevezett ,,amplifikélt egy-
ségeket” — tartalmazhat [Kaufman és Sharp: Molec.
Cell. Biol. 1, 10691076 (1981)]. Ily médon a DHFR-
szekvencidk és oldhato a- és B-interferon receptorok
ko-integricidja az oldhaté o- és B-interferon recepto-

A stabilan transzfektalt sejtvonalakat 10% magzati
borjiiszérummal kiegészitett szelektiv tiptalajban
[DMEM/HAM F121:1, Gibco] torténd klonozassal
izolaljuk. Ezutan a klénokat a legoldhatdbb - és B-in-
terferon receptorokat kifejezd kloén megtalalasa célja-
bol oly médon screeneljiik, hogy a kondicionalt tapta-
lajt 35C-ciszteinnel torténd jelzés utan in vivo immuno-
kicsapasnak vetjiik ald. Kozelebbrdl, pSVAdIFRpA
vagy pSVAdsIFRIpA vagy pSVAdsIFR2pA vagy
pSVAdsIFR3pA vagy pSVAdpA vagy pSV2DHFR
plazmiddal transzfektalt koriilbeliil 107 CHO-sejtet
5 6ran at 37 °C-on 4 ml RPMI cys-téptalajban (Gibco)
100 mCi/ml 35S-ciszteinnel (Amersham) inkubalunk.
A sejtek jelzése utan 1 ml sziirt kondicionalt tipta-
lajt 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluoriddal beallitunk
¢s a késébbiekben ismertetésre keriild médon immuno-
lecsapasnak vetiink ala. A csapadékot elektroforézissel
reduktiv korilmények kozott 7,5%-os PAGE-gélen
[U. K. Laemmli: Nature 227, 680—685 (1980)] frak-
cionaljuk.

3. példa

Az oldhaté o- és B-interferon receptorok tisztitdsa

A pSVAdsIFR3pA-szerkezetd, a rekombinéns old-
haté o~ és B-interferon receptorokat kifejezé6 CHO-sej-
tek klonjat szelektaljuk és 1% magzati borjuszérummal
(FCS), 1 g/l gliikdzzal és antibiotikumokkal [pl.
sztreptomicinnal €s penicilinnel (100 g/ml)] és 0,5 mM
MTX-szel kiegészitett DMEM/HAM F12 (1:1) taptalaj-
ban 4 iivegben (Becton és Dickinson) 8 napon 4t te-
nyésztjiik. A feliilisz6t 6sszegytjtjiik, 0,2 um maxi csé-
szén (Gelman Sciences) atszrjiik és a kivalasztott fehér-
jét FPLC mono Q anioncseréld oszlopon (Pharmacia)
betdményitjiikk. Az oszlopot 100 mM Hepest (pH 7),
10% glicerint, 1| mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot
(PMFS) és 400 gatlasi egység aprotinin kallikreint/ml
tartalmazo pufferrel 6blitjiik, majd nem folyamatos gra-
diens szerint natrium-kloriddal (0,2 M-tél 1,0 M-ig)
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eludljuk. Az oldhato receptor az interferon megkotésére
képes és ezutdn a receptor tisztasiginak nyomon-
kovetésére a 125j6ddal jelzett interferon megkotését hasz-
naljuk.

A receptort tartalmazé anyagot dializalt mono Q osz-
lopon eludljuk és Micro-Prodicon tipusu késziilékben
betdményitjiik. A 10 000 daltonnal nagyobb molekula-
tomegl fehérjéket visszatart6 membrént hasznalunk.
A betdményitett anyagot 7,5% poliakril-amidot és 0,1%
SDS-t tartalmaz6 3 mm-es gélen csapjuk le. Egyidejiileg
ugyanezen gél masik oldaldn egy mintat (kb. 10 pg)
lecsapunk. Elektroforézis utan a gél ezen részét elektro-
mos uton polividinil-bifluorid-membréanra (Millipore)
vissziik at, majd !25j6ddal jelzett rekombindns human
o-8-interferonnal hibridizaljuk. Ily médon az oldhatd
receptor helyzetét elektroforézis utan azonosithatjuk.
A gélnek az oldhato receptort tartalmazd részét kivag-
juk, molekuldris ultrasziiréssel betdményitjiik és az SDS
eltavolitasa céljabol dializaljuk.

4. példa

Az o~ és B-interferonok oldhaté receptorai

variansainak kifejezésére szolgalo, humdn kappa

immunoglobulin konstans tartomdnyahoz és

human gl immunoglobulin konstans tartomanyd-

hoz fuzionalt plazmidok felépitése

A kénnyii lanc fuzioi

Az o- és B-interferonok oldhato receptorai kifejezé-
sére szolgalo olyan plazmidokat épitiink fel, amelyek a
kappa immunoglobulin konstans tartomanyahoz fuzio-
nalt kiilonb6zé hosszisagu extracelluldris tartoma-
nyokat tartalmaznak. Ezen plazmidok elnevezése a
tovabbiakban: pSVAJsIFRIK, pSVAdsIFR2K és
pSVAdsIFR3K.

A pSVAGJsIFRIK-plazmid a metionin iniciicids
kodonjatol a lizin 436 kodon utan levé fuziés pontig
terjedd N-termindlis részt tartalmaz, amelyet azonnal a
kappa immunoglobulin konstans tartomanya kévet,
amely a human kappa immunoglobulin treonin
109 kodonjanal kezdGdik [Kabat és tarsai: Hieter P.
A. és tarsai: Cell 22, 197-207 (1980)].

Hasonloképpen, a pSVAdsIFR2K-plazmid a me-
tionin inici4cidés kodonjatol a glutamét 427 kodon utan
lev fuziés pontig terjed§ N-terminalis részt tartalmaz,
amelyet azonnal a kappa immunoglobulin konstans tar-
tomanya kovet, amely a human kappa immunoglobulin
treonin 109 kodonjanal kezdédik [Kabat és tarsai; Hieter
P. A. és tarsai: Cell 22, 197-207 (1980)].

Ezeket a plazmidokat a kdvetkez8képpen épit-
jiik fel.

A kappa immunoglobulin DNS-fragmensét humaén
lép cDNS-konyvtarbol szintetizdljuk (Clontech
Laboratories, Inc.). A kivant cDNS szintetizalasa célja-
bol a PCR-reakcidhoz primerként oligonukleotidokat
alkalmazunk, amelyek a publikalt DNS-szekvencia
alapjan az el6re meghatarozott tartomanyokkal komple-
menter szekvenciakat tartalmaznak [Hieter P. A. és tar-
sai: Cell 22, 197-207 (1980)]. Az oligonukleotid 5’
végzddésének szekvencidja a kdvetkezs:

5’—~ACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCA-3’
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mig a 3° végz6dés szekvencidja az alabbi:
3’—CCCTCTCACAATCTCCCTCCATGGCCAG-5’
A PCR-reakciot az 1. példdban leirt médon végez-
ziik el azzal a véltoztatassal, hogy templatként 1 pg
plazmidot alkalmazunk, és a reakcié utan az elegyet a
két szal végének helyreallitasa céljabol 4 trifoszfat-nuk-
leozid jelenlétében Klenow-polimerazzal kezeljiik.

A DNS-t a Kpnl restrikcios enzimmel emésztjiik, és a
kivant fragmenst alacsony olvadaspont agarézon vég-
zett elektroforézissel izolaljuk.

Az oldhat6 a- és B-interferon receptorok fragmen-
seit kodoldo DNS-fragmenseket azonos moédon szinteti-
zaljuk. Az 5’ oligonukleotid 5’ végzdédése az 1. példa-
ban leirttal azonos, azaz

5’—~CCGGCTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG-3’

mig az oligonukleotid 3’ végzddése az alabbi:

3 -CTCTTTTGTTTTGGTCCTTTATGGAGATTT -5’ oligo 1
3’-TCGTCACAAAAATCACAGCGACATACACTC-5’ oligo 2
3’-CCACGAGGTTTTGTCAGACCTTTGTGCGGA -5’ oligo 3

A PCR-reakciokat az 1. példaban leirt modon vé-
gezzik el azzal a valtoztatassal, hogy az utolso6 reakcio-
ciklus utan a reakcidtermékeket a két szal végének hely-
reallitasa céljabol Klenow-polimerazzal kezeljiik, majd
az IFR1-, IFR2- és IFR3-fragmensek kialakitasa célja-
bol PstL restrikcios enzimmel kezeljiik.

A pSVAUJAL kifejezd vektort egymas utan Kpnl és
Pstl, majd foszfataz segitségével emésztjiik, és a
plazmid legnagyobb részét tartalmaz6 P-fragmenst ala-
csony olvadasponti agarézon végzett elektroforézissel
izolaljuk.

Harom komponenst tartalmazé reakcioban a P-
fragmenst az immunoglobulin-fragmenshez és a sIFR}-
fragmenshez kapcsoljuk. Hasonloképpen a P-fragmenst
az immunoglobulin-fragmenshez és az sIFR2-fragmens-
hez kapcsoljuk, és végiil a P-fragmenst az immunog-
lobulin-fragmenshez és az sIFR3-fragmenshez kap-
csoljuk.

Minden ligacids keveréket kiilon-kiilon kompetens
E. coli HB101-baktériumba transzformalunk, a transz-
formalt tenyészeteket ampicillintartalmi taptalajt tartal-
maz0d Petri-csészékbe Ontjiik és az ampicillinrezisztens
telepeket szelektaljuk. A plazmidokat a transzfor-
mansokbdl izolaljuk és analizaljuk; az analizis sordn az
inzertet restrikcios enzimekkel hatarozzuk meg, vagy az
inzert-Osszeillesztés DNS-szekvenciajanak megerdsité-
séhez szekvencia-meghatarozast végziink. Az a- és B-
ezeket a plazmidokat alkalmazzuk.

A nehéz lanc fuzioi

Az oldhatd - és B-interferon receptorok kifejezé-
sére szolgdld, a gl immunoglobulin konstans tartoma-
nyahoz fuzionalt kiillonb6z6 hossziusaga extracellularis
tartomanyokat tartalmaz6 plazmidokat épitiink fel.
Ezen plazmidokat a tovabbiakban a kovetkez6kép-
pen nevezziikk: pSVAdsIFRIgl, pSVAdsIFR2gl ¢s
pSVAdsIFR3gl.

A pSVAGJsIFRIgl-plazmid a metionin inicidcids
kodonjatdl a lizin 436 kodonja utan levé fiziés pontig
terjedd N-terminalis részt tartalmaz, amelyet azonnal a
gl immunoglobulin konstans tartomanya kovet, amely a
human gl immunoglobulin alanin 113 kodonjanal kez-
dédik [Kabat és tarsai; Ellison J. W. és tarsai: Nucl.
Acids Res. 10, 4071-4079 (1982)].

Hasonléképpen a pSVAdsIFR2gl-plazmid a
metionin inicidcids kodonjatdl a glutamat 427 kodonja
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utan levd fuzids pontig terjedd N-terminalis részt tartal-
maz, amelyet azonnal a gl immunoglobulin konstans
tartomanya kovet, amely a humén gl immunoglobulin
alanin 113 kodonjanal kezdddik [Kabat és tarsai;
Ellison J. W. és tarsai: Nucl. Acids Res. 10
4071-4079 (1982)].

A pSVAdsIFR3gl-plazmid a metionin inicidciés
kodonjatol a prolin 360 kodonja utan levé fuzids pontig
terjedé N-terminalis részt tartalmaz, amelyet azonnal a
gl immunoglobulin konstans tartomanya kdvet, amely a
human gl immunoglobulin alanin 113 kodonjanal kez-
dédik {Kabat és tarsai; Ellison J. W. és tarsai: Nucl.
Acids Res. 10, 4071-4079 (1982)].

Ezeket a plazmidokat a kovetkezéképpen épitjiik
fel:

A gl immunoglobulint kodold szekvenciat human
lép cDNS-konyvtarbol szintetizaljuk (Clontech Labora-
tories Inc.). A kivant ¢cDNS szintetizalasa céljabol a
PCR-reakciohoz primerként oligonukleotideket alkal-
mazunk, amelyek a publikalt DNS-szekvencia alapjan
[Ellison €s tarsai: Nucl. Acids Res. /0, 4071-4079 (1982)]
elére meghatdrozott tartoméanyokkal komplementer
szekvenciat tartalmaznak.

Az oligonukleotid 5° végének szekvenciaja a kovet-
kezé:

5’~-GCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTC
CCC-3
mig a 3’ vég szekvencidja az alabbi:

3’-GACAGAGGCCCATTTACTCACCATGGC
CAG-%

A PCR-reakciot a tovabbiakban ismertetésre keriilé
moédon végezziik el.

Az s [FR1-, sIFR2- és sIFR3-fragmens a fentickben
leirtakkal azonos és a kifejez8 vektorokat a korabbiak-
ban, a konnyi lanc fuzidja kapcsan leirtak szerint épit-
jiik fel.

5. példa

Az oldhaté a- és B-interferon receptorok E.

coliban torténd kifejezésére szolgalo vektorok

Selépitése

Az sIFR E. coliban térténd kifejezésére a
pHR 148 kifejezd vektort alkalmazzuk. A pHR148-vek-
tort Rink és tarsai irtdk le [Nucl. Acid. Res. /2,
6369-6387 (1984)]. A HR148-plazmidot egymas utan
Ncol restrikcios enzimekkel, majd a két szal végének
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helyreallitisa céljabdl 4 trifoszfat nukleozidok jelenlé-
tében Klenow-polimerdzzal és Kpnl-lel emésztjiik.
A foszfatdzzal végzett kezelés utan a plazmid legna-
gyobb részét tartalmazd DNS-fragmenst (1. fragmens)
alacsony olvadasponti agardzon végzett elektroforézis-
sel izolaljuk.

Az o~ és B-interferonok érett oldhaté receptorat ko-
dolé DNS-fragmenst (azaz amely nem tartalmaz peptid-
szignalt) PCR-reakcioval templatként a teljes cDNS-t
tartalmazé plazmid [UZE és tarsai: Cell 60 (2),
225-234 (1990)] és primerként egy oligonukleotid-par
felhasznalasaval szintetizaljuk.

Az oligonukleotid 5° végének (az interferon N-ter-
minalis tartomanyabdl szarmaztathaté 1le) szekvencidja
a kovetkezd:

5’-GGTGGAAAAAATCTAAAATCTCCTCAA
AAAG-3’ (oligo 1)
mig az oligonukleotid 3’ végének (az interferon transz-
maztathatd 1e) szekvencidja az alabbi:

3’-TCACTGCGACATACACTCATCCCATGG
CC-5’ (oligo 2).

Az oligonukleotidokat oly mddon vélasztjuk meg,
hogy PCR-fuzi6 utan a szintetizalt fragmens a 3° végz8-
désen egy Kpnl restrikcios enzim helyet és az 5° végzs-
désen egy ,,tompa” véget tartalmazzon.

A PCR-reakciot az 1. példaban leirtak szerint vé-
gezziik el azzal a valtoztatassal, hogy a reakcid utan a
termékeket a két szal végének helyreallitasa céljabol
Klenow-polimerazzal, majd Kpnl-enzimmel kezeljiik.
Az 1,3 kb fragmenst alacsony olvadaspont agar6zon
végzett elektroforézissel izolaljuk és az 1. fragmenshez
ligaljuk.

Egy masodik DNS-fragmenst hasonloképpen szin-
tetizalunk azzal a valtoztatassal, hogy az 5’ vég
oligonukleotidot az

5’-GGAAAAAATCTAAAATCTCCTCAAAA
AG-3
szekvenciaval helyettesitjiik.

A ligacios termékeket E. coli HB101-t6rzsbe
transzformaljuk és a transzformalt tenyészeteket
ampicillintartalmi taptalajt tartalmazdé Petri-csészébe
ontjiik. Az ampicillinrezisztens telepeket szelektaljuk,
a plazmidokat a transzformansokrol izolaljuk és anali-
zaljuk; az elemzés soran restrikcios enzimekkel
emésztjiik és az inzert fuzids pontja szekvencidjanak
megerdsitése céljabol szekvenciameghatarozast vég-
ziink el.

Az oldhatd receptor E. coliban torténd kifejezé-
séhez a ptrplFR1 és ptrpIFR2 elnevezésii plazmidokat
alkalmazzuk. A rekombindns fehérje kifejezése célja-
bol a transzformansokat 1,0 abszorpcids (A650) érték
eléréséhez 20—-50 ml tenyészGkozegben M9 taptalaj-
ba [Rink és tarsai: Nucl. Acid. Res. /2, 6369-6387
(1984)] helyezziik. Ezutan a sejteket centrifugaljuk,
mossuk, az oldhaté interferon-receptort a feltort sejtek-
16l extrahaljuk és tisztitjuk. Az oldhat6 o~ és B-inter-
feron receptort Western blot vagy dot blot analizissel,
a tovabbiakban ismertetésre keriild médon hatdroz-
zuk meg.
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6. példa

Human interferon oldhato receptordnak

meghatdrozdsdra szolgalo modszerek

Az oldhaté receptor meghatarozasinak modszerei a
receptor azon képességén alapulnak, hogy human o-in-
terferonhoz specifikus médon két3dni képes.

a) Immunokicsapds

A human o- és B-interferonok oldhaté receptoranak
meghatarozasa azon alapul, hogy az oldhatd receptor és
125j6ddal jelzett human a-8-interferon k6zott komplex
képzdédik, amely 25]-IFN-nek az a-2-interferon termi-
nalis aminorésze ellen irdnyitott monoklonalis antitest-
hez torténd kapcsolodasat gatolja [H. Arnheiter és tar-
sai: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) &0, 2539 (1983)].
Miutén az interferon receptorahoz kot6dott, a molekula
terminalis aminorésze az antitest szamara nem hozza-
férhet6 [H. Amheiter és tarsai (1983)]. A szabadon ma-
rad6é 125]-IFN-t az anti-IFN-antitesttel komplexbe
vissziik, majd A-sepharose fehérje (Pharmacia) hozza-
adéasaval kicsapjuk. Az anti-IFN-antitestet az A-fehérjé-
vel a gyart6 instrukcioi szerint konjugdljuk.

A meghatarozand6 oldhat6 receptorok 50 pl borat-
pufferrel (pH 8,3; 0,1 M H;BO,, 0,025 M Na,B,0,,
0,075 M NaCl, 0,1% NP40) képezett sorozathigitasait
81 Bq per fmol fajlagos aktivitasa 125j6ddal jelzett or-2-
interferon konstans mennyiségével (75 pmol) 6sszeke-
verjilk [K. E. Mogensen és G. Uze: Methods in
Enzymol. 119C, 267 (1986)] és egy oran at 4 °C-on
inkubaljuk. Konstans mennyiségli A-anti-IFN-fehérjét
50 ul térfogatban felvessziik, amelyhez 50 ul borat-puf-
fert (pH 8,3; 0,2 M H3;BO;, 0,05 M Na,B,0,, 0,15 M
NaCl, 0,1% NP40) adunk. Az elegyet egy Oran at 4 °C-
on keverjiik, majd Eppendorf-féle mikrocentrifugaban
10,000 g mellett egy percen at centrifugaljuk és a feliil-
uszot elontjik. A csapadékot boratpufferrel (pH 8,3;
0,1 M H;BOs, 0,025 M Na,B,0,, 1 M NaCl, 0,5%
NP40) hatszor, 40 mM HEPES-sel (pH 8) és 2% glice-
rinnel kétszer, 40 mM HEPES-sel (pH 8) és 1 M karba-
middal egyszer, végiil 40 mM HEPES-sel (pH 8) két-
szer mossuk. A csapadékban levé immunkomplex ra-
dioaktivitdsanak megszamlélasa — az interferon-anti-
interferon komplexképzidés gatlasi gorbéjével dssze-
hasonlitva — az ily modon tesztelt minta oldhaté a- és
B-interferon receptor tartalmanak meghatirozasat teszi
lehetdvé.

b) Humdn o- és B-interferonok oldhaté receptord-
nak meghatarozdsa a jelzett interferon sejtreceptorihoz
torténd kotédeésének gatlasa utjan

Az - és B-interferonok oldhaté receptorainak soro-
zathigitasait 30 percen at 4 °C-on 125j6ddal (fajlagos ra-
dioaktivitas 25 Bq per fmol) jelzett rekombinans humén
(0, 50, 100, 125, 500, 1000 és 2000 NE /ml) inkubéljuk.
Ezutan kiilonb6zé !25-IFN oldhaté receptor-
keverékekhez 107 sejt/ml végsd koncentracidban Daudi
human limfoidsejteket adunk, és 2 oOran at 4 °C-on
inkubéljuk. A sejteket centrifugaljuk (800 g mellett,
10 percen at), majd a feliiliszo6t elontjik. Ezutan 0,5%
magzati borjuszérumot (Flow Laboratories) tartalmazd
RPMI 1640 taptalajjal haromszor mossuk €s a sejtekhez
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kotott radioaktivitast LKB 1270 tipusi gamma-szamlé-
16val torténd szamlalassal meghatarozzuk.

Az a- és f-interferonok oldhat6é receptordnak
mennyiségét az interferon sejtreceptorahoz térténd spe-
cifikus kot6désének gatlasi gérbéjébdl hatarozzuk meg.
A fajlagos megkotés a 125-IFN dnmagéban és 100-
szoros nem jelzett interferon-folosleg jelenlétében fel-
vett megkotési gorbéi kozotti kiilonbség.

C) O~ és P-interferonok oldhaté receptoranak meg-
hatdrozasa ,, Western blot” médszerrel

Az o-interferon receptor jelenlétére vizsgalando
mintat a 30,000 daltonnal nagyobb molekulatdmegi fe-
hérjéket visszatarto6 Amicon Centricon 30 tipusi
membran felhasznaldsaval betoményitjiikk. A mintakat
60 mM trisz-HCl-pufferben (pH 6,8; 1,25% SDS,
1 mM PMFS és 400 gatlasi egység kallikrein/ml
aprotinin/ felvessziik, és 0,1% SDS-t tartalmazé 7,5%
poliakrilamid gélen lecsapjuk. Standard koériilmények
kozott végzett elektroforézis utdn a mintakat
félszilard” tipusa elektrotranszfer-késziilékben (Nova
Blot) 200 mA mellett egy ora alatt 39 mM glicint,
48 mM trisz-bazist (pH 8,3) és 18% metanolt tartal-
mazd pufferben polivinidil-bifluorid-membranra
(Millipora) vissziik at. Az atvitel utdin a membrant
20 mM trisz-bazist, 0,2% Tween 20-t (pH 7,8) és 10%
lef616z6tt tejet tartalmazoé pufferrel (Regilait, Franciaor-
szag) keverés kozben 25 °C-on 4 6ran at keverjik. Ez-
utan 10-10 M 125]— -8-interferonnal (fajlagos aktivitas
50 Bq per fentamo6l) 2 6ran at 25 °C-on keverés kozben
a fenti pufferben hibridizaljuk. A membrant ugyanezen
puffer aliquot részeivel 6tszér mossuk, majd levegén
szaritjuk és rontgensugarzasra érzékeny filmnek
tessziik ki.

A rekombindns human o.-8-(c-8)-interferont 1256d-
dal jelezziik, a korabbiakban leirt kléramin-médszer [K.
E. Mogensen és G. Uze: Methods in Enzym. 119C, 267
(1986)] moédositasaval. Ez 25 Bq per fmol vagy 6 Bq
per nemzetkdzi interferonegység fajlagos radioaktivi-
tasnak felel meg.

d) Humadn - és P-interferonok oldhaté receptora-
nak meghatdrozdsa ,,dot blot” modszerrel

A meghatarozandé oldhaté receptorok preparatuma-
inak sorozathigitdsait 50 pl, 39 mM glicint és 48 mM
trisz-bazist (pH 8,3) tartalmazé pufferben végezziik el
és polivinidil-bifluorid-membrannal (Millipore) t6ltott
,»Bio-Blot” tipusu késziilék (Biorad) mélyedéseiben
iilepedni hagyjuk.

A membrant 4 6ran 4t 25 °C-on keverés kozben
20 mM trisz-bazist, 0,2% Tween 20-t (pH 7,8) és 10%
folozott tejet tartalmazo pufferrel (Regilait, Franciaor-
szag) kezeljik. Ezutan ugyanebben a pufferben
125]-TFN «-8-cal 10-10 M (fajlagos aktivitas 25 Bq per
fmol) mellett 25 °C-on 2 6ran at keverés kdzben hibridi-
zaljuk, majd keverés kozben a fenti puffer aliquot része-
ivel Otszor mossuk és rontgensugarzasra érzékeny film-
nek tessziik ki. Az autoradiograf analizise és standard
gorbével torténd Osszehasonlitds segitségével a memb-
ranhoz kot3dd 1251-IFN mennyisége meghatarozhato6 és
¢bb6l a vizsgalt mintaban az oldhaté receptor koncentra-
ci¢ja megallapithato.
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A rekombinans human o-8-(c-8)-interferon 125j6d-
dal torténd jelzését a kléramin T-modszer [K. E.
Mogensen és G. Uze: Methods in Enzymol. 119C. 267
(1986)] modositasaval végezziik el. Ez 25 Bq per fmol
vagy 6 Bq per nemzetkdzi interferonegység fajlagos ra-
dioaktivitasnak felel meg.

7. példa
Gyogyaszati készitmény
Alabbi osszetétell injekcids készitményt allitunk eld:

Komponens Mennyiség
3. példa szerinti termék 100 mg
Injekcids készitményekben
felhasznalhato excipiens 2ml

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras vizoldhato polipeptidek, éspedig
a) az 1. abran bemutatott aminosav-szekvenciaji
polipeptid és annak delécioval és/vagy helyettesitéssel
kialakitott szirmazékai,

b) az 1. abran bemutatott nukleinsav-szekvencia altal
kodolt polipeptidek, és

c) a 2. dbran bemutatott aminosav-szekvenciaji
polipeptid-delécioval és/vagy helyettesitéssel kialakitott
szarmazékai el6éllitdsdra 6nmagukban vagy egy maéso-
dik polipeptiddel képezett hibridek formajiban, azzal
Jjellemezve, hogy az adott polipeptidet vagy hibridet kife-
jezni képes sejteket alkalmas kdzegen tenyésztjiik, majd
a kifejezett terméket elkiilonitjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras az 1. igénypontban
meghatarozott valamely vizoldhaté polipeptid eléallita-
sara olyan plazmafehérjével mint masodik polipep-
tiddel képezett hibrid formajiban, amelynek plazmaban
valé felezési ideje nagyobb az elsS polipeptidénél, azzal
Jjellemezve, hogy az adott hibridet kifejezni képes sejte-
ket alkalmas kozegen tenyésztjiik, majd a kifejezett ter-
méket elkiilonitjiik.

3. A 2. igénypont szerinti eljards masodik polipep-
tidként egy immunoglobulinnal képezett hibridek el64l-
litdséra, azzal jellemezve, hogy az adott hibridet kifejez-
ni képes sejteket alkalmas kozegen tenyésztjiik, majd a
kifejezett terméket elkiilonitjiik.

4. A 3. igénypont szerinti eljards masodik polipep-
tidként egy G tipusi, elénydsen G1 tipusi immunoglo-
bulinnal képezett hibridek eléallitasara, azzal jellemez-
ve, hogy az adott hibridet kifejezni képes sejteket alkal-
mas kozegen tenyésztjiik, majd a kifejezett terméket
elkiilonitjiik.

5. Eljaras az 1—4. igénypontok barmelyikében meg-
hatérozott polipeptidek és hibridek kddolasara alkalmas
DNS-szekvencidk elballitasara, azzal jellemezve, hogy
a megfeleld DNS-fragmenseket és/vagy nukleinsavakat
ismert géntechnoldgiai médszerekkel a helyes sorrend-
ben Osszekapcsoljuk, majd a kapott terméket polimeraz
lancreakcioval (PCR) sokszorozzuk.

6. Eljaras az 1 4. igénypontok barmelyikében meg-
hatarozott polipeptidek és hibridek termelésére alkal-
mas sejt eldallitasara, azzal jellemezve, hogy egy sejtet
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egy, az 5. igénypontban meghatirozott DNS-szekven-
cidval transzfektalunk.

7. Eljérés gyogyaszati készitmény elBallitasara, azzal
Jjellemezve, hogy egy, az 1-4. igénypontok barmelyike
szerint elééllitott polipeptidet vagy hibridet gy6gyészati-
lag alkalmazhat6 hordozo-, higitd- és/vagy mas segéd-
anyagok felhasznalasaval, ismert gyogyszertechnologiai
miiveletekkel gyogyaszati készitménnyé alakitunk.

8. Eljaras interferon receptor elleni antitestek el34l-
litdsara, azzal jellemezve, hogy melegvéri allatoknak az
1-4. igénypontok barmelyike szerint elBallitott
polipeptidet vagy hiridet és gyogyaszatilag alkalmazha-
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to szubsztratumot adunk be, majd az immunreakcié le-
zajlasa utan az allatot kivéreztetjiik, és a vérbdl elkiilo-
nitjiik az antitesteket.

9. Eljaras a- és P-interferon receptor elleni antites-
tek jelenlétének kimutatasara bioldgiai mintakban,
amelynek sorén a bioldgiai mintat az antitesttel immu-
nologiai komplexet képez6 anyaggal hozzuk érintke-
zésbe a komplex kialakulasat lehet6vé tevd korilmé-
nyek kozétt, majd a képz6dott immunolégiai komplexet
kimutatjuk, azzal jellemezve, hogy komplexképz8ként
az 1-4. igénypontok barmelyike szerint el@allitott
polipeptidet vagy hibridet hasznaljuk.
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GCC
Ala

AAT
Asn

GAC
Asp

GGG
Gly

GAT
Asp

ACC
Thr

GAA
Glu

TCA
Ser

CAG
Gln

GCA
Ala

A'I_‘G
MET
ATC
Ile

ATT
Ile

ACT
Thr

ATG
MET

GTG.
vVal

CTA
Leu

AAC
Asn

AAT
Asn

AAT
Asn
Lys

ATT
Ile

TGG
Trp

ATT
Ile

ATA
Ile

TGG
Trp

TGG
Trp

TAT
Tyr

TAT
Tyr

GTC
val

GGC
Gly

AAA

Lys

TTT
Phe

GTG
Val

TGG
Trp

TGC
Cys
Lys

TAT
TYr

GGT
Gly

GTG
val

GCT
Ala
Lys

TCC
Ser

TGT
Cys

GTC
val

cCa
Pro

TCT
Ser

ATC
Ile

ACT
Thr

ATA
Ile

AAC
Asn
TTG
Leu

GAG
Glu

CCT
Pro

ATA
Ile

TTG
Leu

AAC
Asn

AGA
Arg

CTA
Leu

CcTC
Leu

TGG
Trp

CCT
Pro

CTG
Leu

TTT
Phe

Lys

TTT
Phe

CGT
Arg

GTT
val

cca
Pro

CAC
His

GAT
Asp

TCT
Ser

CAT
His

Lys
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2. abra

CTG
Leu

GTG
val

CAA
Gln

AGG
Arg

TCA
Ser

TTG
Leu

TCT
Ser

ATA
Ile

GAC
Asp

GAA
Glu

ATC
Ile

GGT
Gly

TCA
Ser
Lys

GTT
vVal

GGC
Gly

TTG
Leu

Lys

TGG
Trp

TTC
Phe

TCT
Ser

TCA
Ser

AGA
Arg

TCA
Ser

GTA
vVal

TCT
Ser

TTA
Leu

GGT
Gly

ATT
Ile

Lys

CTGCAGGGATCTGCGGCGGCTCCCAG

GCG
Ala

TCC
Ser

GTA
vVal

AAC
Asn

GAT
Asp

GGG
Gly

CTC
Leu

GCa
Ala

TTT
Phe

CAT
His

CCT
Pro

AGC
Ser

GTA
Val

TAT
Tyr

GCA
Ala
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ACG
Thr

GCA
Ala

GAG
Glu

AGG
Arg

TAT
Tyr

TGT
Cys

AAG
Lys

Gaa
Glu

ACA
Thr

TTA
Leu

GGA
Gly

TTT
Phe

GAA
Glu

AAQ
Lys

GCA
Ala

ACC
Thr

GCC
Ala

GTC
Val

AGC
Ser

CAA
Gln

CAG
Gln

CTG
Leu

AAA
Lys

cca
Pro

GAA
Glu

ACA
Thr

ACA
Thr

GAA
Glu

CcTC
Leu

CTA
Leu

CTA
Leu

GCA
Ala

GAC
Asp

GAT
Asp

AAA
Lys

AAT
Asn

AAT
Asn

GAA
Glu

TTT
Phe

GCT
Ala

AAA
Lys

TAT
Tyr

AGG
Arg

TCA
Ser

CTT
Leu

GTG
Val

GGT
Gly

ATC
Ile

GAG
Glu

ACT
Thr

ATT
Ile

GTT
Val

AAC
Asn

CGC
Arg

GAA
Glu

GAT
Asp

AGC
Ser

ATT
Ile

CCA
Pro

ACG
Thr

CTC
Leu

GGA
Gly

ATA
Ile

TCT
Ser

GGG
Gly

ACT
Thr

TAT
Tyr

ACT
Thr

AAA
Lys

GAT
Asp

AGT
Ser

TTA
Leu

GAA
Glu

GAG
Glu

TCA
Ser

GTC
val

AAA
Lys

GAT
Asp

GTC
Val

ATG
MET

AGT
Ser

GAA
Glu

TCT
Ser

GCT
Ala

AAG
Lys

GTT
Val

CTT
Leu

AAT
Asn

ACT
Thr

TGG
Trp
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2. &bra folytatasa

AAA ATT GGT GTC TAT AGT CCA GTA CAT TGT ATA AAG ACC ACA
Lys Ile Gly Val Tyr Ser Pro Val His Cys Ile Lys Thr Thr

GTT GAA AAT GAA CTA CCT CCA CCA GAA AAT ATA GAA GTC AGT
Val Glu Asn Glu Leu Pro Pro Pro Glu Asn Ile Glu Val Ser

GTC CAA AAT CAG AAC TAT GTT CTT AAA TGG GAT TAT ACA TAT
Val Gln Asn Gln Asn Tyr Val Leu Lys Trp Asp Tyr Thr Tyr

GCA AAC ATG ACC TTT CAA GTT CAG TGG CTC CAC GCC TTT TTA
Ala Asn MET Thr Phe Gln Val Gln Trp Leu His Ala Phe Leu

ARA AGG AAT CCT GGA AAC CAT TTG TAT AAA TGG AAA CAA ATA
Lys Arg Asn Pro Gly Asn His Leu Tyr Lys Trp Lys Gln Ile

CCT GAC TGT GAA AAT GTC AAA ACT ACC CAG TGT GTC TTT CCT
Pro Asp Cys Glu Asn Val Lys Thr Thr Gln Cys Val Phe Pro

CAA AAC GTT TTC CAA AAA GGA ATT TAC CTT CTC CGC GTA CAA
Gln Asn Val Phe Gln Lys Gly Ile Tyr Leu Leu Arg Val Gln

GCA TCT GAT GGA AAT AAC ACA TCT TTT TGG TCT GAA GAG ATA
Ala Ser Asp Gly Asn Asn Thr Ser Phe Trp Ser Glu Glu Ile

AAG TTT GAT ACT GAA ATA CAA GCT TTC CTA CTT CCT CCA GTC
Lys Phe Asp Thr Glu Ile Gln Ala Phe Leu Leu Pro Pro Val

TTT AAC ATT AGA TCC CTT AGT GAT TCA TTC CAT ATC TAT ATC
Phe Asn Ile Arg Ser Leu Ser Asp Ser Phe His Ile Tyr Ile

GGT GCT CCA AAA CAG TCT GGA AAC ACG CCT GTG ATC CAG GAT
Gly Ala Pro Lys Gln Ser Gly asn Thr Pro Val Ile Gln Asp

TAT CCA CTG ATT TAT GAA ATT ATT TTT TGG GAA AAC ACT TCA
Tyr Pro Leu Ile Tyr Glu Ile Ile Phe Trp Glu Asn Thr Ser

AAT GCT GAG AGA AAA ATT ATC GAG AAA AAA ACT GAT GTT ACA
Asn Ala Glu Arg Lys Ile Ile Glu Lys Lys Thr Asp Val Thr

GTT CCT AAT TTG AAA CCA CTG ACT GTA TAT TGT GTG AAA GCC
vVal Pro Asn Leu Lys Pro Leu Thr Val Tyr Cys Val Lys Ala

AGA GCA CAC ACC ATG GAT GAA AAG CTG AAT AAA AGC AGT GTT
Arg Ala His Thr MET Asp Glu Lys Leu Asn Lys Ser Ser Val

TTT AGT GAC GCT GTA TGT GAG AAA ACA AAA CCA GGA AAT ACC
Phe Ser Asp Ala Val Cys Glu Lys Thr Lys Pro Gly Asn Thr

TCT AAA ATT TGG CTT ATA GTT GGA ATT TGT ATT GCA TTA TTT
Ser Lys Ile Trp Leu Ile Val Gly Ile Cys Ile Ala Leu Phe
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2. abra folytatasa

GCT CTC CCG TTT GTC ATT TAT GCT GCG AAA CTC TTC TTG AGA
Ala Leu Pro Phe Val Ile Tyr Ala Ala Lys Val Phe Leu Arg

TGC ATC AAT TAT GTC TTC TTT CCA TCA CTT AAA CCT TCT TCC
Cys Ile Asn Tyr Val Phe Phe Pro Ser Leu Lys Pro Ser Ser

AGT ATA GAT GAG TAT TTC TCT GAA CAG CCA TTG AAG AAT CTT
Ser Ile Asp Glu Tyr Phe Ser Glu Gln Pro Leu Lys Asn Leu

CTG CTT TCA ACT TCT GAG GAA CAA ATC GAA AAA TGT TTC ATA
Leu Leu Ser Thr Ser Glu Glu Gln Ile Glu Lys Cys Phe Ile

ATT GAA AAT ATA AGC ACA ATT GCT ACA GTA GAA GAA ACT AAT
Ile Glu Asn Ile Ser Thr Ile Ala Thr Val Glu Glu Thr Asn

CAA ACT GAT GAA GAT CAT AAA AAA TAC AGT TCC CAA ACT AGC
Gln Thr Asp Glu Asp His Lys Lys Tyr Ser Ser Gln Thr Ser

CAA GAT TCA GGA AAT TAT TCT AAT GAA GAT GAA AGC GAA AGT
Gln Asp Ser Gly Asn Tyr Ser Asn Glu Asp Glu Ser Glu Ser

AAA ACA AGT GAA GAA CTA CAG CAG GAC TTT GTA TGA
Lys Thr Ser Glu Glu Leu Gln Gln Asp Phe Val

CCAGAAATGAACTGTGTCAAGTATAAGGTTTTTCAGCAGGAGTTACACTGGTACC
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