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antitestek és az antitesteket tartalmazé gyégyszerkészitmények elGallitasara

KIVONAT

A talalmany targya eljaras polipeptid eldallitasara,
amely 5-26 aminosav-marad¢kot tartalmaz, és amino-
sav-szekvencidja megfelel a human IL-4 61-82 amino-
sav-maradékokbdl allé szekvencidjanak, vagy ennek egy
alszekvencidjanak, vagy a human IL—4 104—129 amino-
sav-maradékokbdl all6 szekvencijanak, amely abban
all, hogy a polipeptidet a megfeleld aminosav-maradé-
kokbdl egy peptidszintézisben ismert eljarassal megszin-

A leirds terjedelme 20 oldal (ezen beliil 7 lap dbra)

tezizaljak, és adott esetben kovalens kotéssel egy hordo-
z6émolekulahoz kapcsoljak.

A taldlmany tovabba ezekkel a polipeptidekkel vég-
zett immunizaldssal nyert poliklonalis, monoklonalis
antitestek, valamint anti-idiotipus antitestek eléallitasa-
ra is vonatkozik.

A talalmany targyat képezi tovabba a fenti antiteste-
ket tartalmazo6 gyogyszerkészitmények elballitasa.
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Az interleukin—4 egy olyan protein, amely a
hematopoetikus sejtek széles spektrumara hat [Strober et
al., Pediatr. Res., 24, 549 (1988)]. Az IL-4 szamos akti-
vitds fokozoja. Fokozza a makrofag funkciéit, az IgG- és
IgE-termelést, tovabba az immunglobulin-stimulalt
B-sejtek, antigén-stimulalt T-sejtek és az eritropoietin-
Noveli az [IL-3-stimulalt hizdsejtek proliferaciojat is.

Az IgE-vel egyiitt a hizosejtek is kozponti szerepet
jatszanak az allergias reakciokban. A hizosejtek szem-
csés kotdszoveti sejtek, amelyek az egész testet behal6zo
kapillarisok kozelében helyezkednek el, kiilonosen kon-
centraltan a tiidében, bérben és a gyomor-bél és hagy-
ivarszervi traktusban. Antigén természet(i anyag hatasat
kovetéen a hizosejtek degranulalodnak, és kémiai
mediatorokat, példaul hisztamint, szerotonint, heparint,
prosztaglandinokat stb. bocsatanak ki, s igy allergias re-
akciot okoznak.

Minthogy az IL-4 stimuldlé hatast gyakorolt az
IgE-termelésre és a hizdsejtek proliferacidjara, egy
IL-4 antagonista hasznos lehetne az allergidk kezelésé-
ben azéltal, hogy csokkenti a hizésejtek novekedését és
az IgE-termelést.

Néhany kutat6 antitesteket hasznalt az IL—4 biol6giai
aktivitdsanak a gatlasara. Példaul Finkelman és munka-
tarsai [Proc. Natl. Acad. Sci., 83, 9675 (1986)]
BSF-1 (jelenlegi neve IL—4) elleni monoklondlis anti-
testet hasznaltak az IL—4 indukalta IgE-termelés gatlasa-
ra egerekben, amelyeket vagy Nippostrongylus
brasiliensis hematoda parazitaval fertdztek, vagy kecs-
kében termelt egér IgD elleni tisztitott antitesttel oltot-
tak. Ismeretes, hogy mindkét kezelés stimulalja az IgE-
termelést; az utobbi kezelésrdl azt is tudjuk, hogy stimu-
lalja az IL—4 elvalasztast.

Legutébb Chretien és munkatarsai [J. Immunol.
Meth., 117, 67 (1989)] kozolték, hogy a részlegesen
tisztitott rekombinans huméan IL—4 elleni poliklonalis
nyul antiszérum az IL—4 bizonyos bioldgiai aktivitasait
in vitro semlegesiti. Az érett huméan IL-43-18, 3146,
52-65 és 112-127 csoportjainak megfeleld aminosav-
szekvenciaval rendelkezé szintetikus polipeptidek elle-
ni monoklondlis antitestek azonban nem semlegesitik
az IL—4 bioaktivitasat, jollehet kot6dnek a proteinhez.

A taldlmany 5-26 aminosavcsoportbol allé olyan
polipeptidekre vonatkozik, amelyek a humaén
IL-4 61-82 aminosavcsoportjaibol alléo szekvenciaval
vagy annak egy alszekvencidjaval vagy az
IL-4 104-129 aminosavcsoportjainak megfelelé szek-
vencidval rendelkeznek. Az el6nyds polipeptidek az
alabbi aminosav-szekvenciakkal jellemezhet6k:

Lys—Asp-Thr-Arg—Cys (KDTRC, 61-65),

Thr-Ala—GIn—Gln—Phe-His—Arg-His (69-76),

Lys—-Asp-Thr-Arg—Cys—Leu-Gly-Ala-Thr—Ala—

GIn-GIn—Phe-His—Arg-His-Lys—GIn—Leu-Ile-

Arg-Phe (61-82), és

Ala—Asn—Gln—Ser—Thr-Leu—Glu—Asn—Phe-Leu-

Glu-Arg-Leu-Lys—Thr-Ile-Met-Arg—Glu-Lys—

Tyr—Ser-Lys—Cys—Ser—Ser (104-129).

A fenti, human IL—4 polipeptideket a talAlmany ér-
telmében barmely ismert, a peptidszintézisben szokaso-
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san alkalmazott eljarassal megszintetizalhatjuk. ElS-
nyodsen szilard fazist peptidszintézist alkalmazunk.

A taldlmény targyat képezi a talalmany szerint el8-
allitott, fentiekben definialt polipeptidek elleni
poliklondlis antitestek el6allitasara szolgdld eljaras,
amely abban all, hogy egy taldlmany szerint el6allitott
polipeptiddel egy donorallatot immunizalunk, kivant
esetben egy vagy tobb emlékeztetd oltds utan az allatbol
vért vesziink, majd szérumot készitiink, amelyet stan-
dard moédszerekkel sziiriink, amelyben az emlitett
polipeptidet hasznaljuk antigénként.

A taldlmany targyat képezi tovabba a taldlmany sze-
rint eléallitott, fentiekben definialt polipeptidek elleni
monoklonalis antitestek eldallitasara szolgalo eljaras,
amely abban all, hogy egy donorillatot egy taldlmany
szerint eléallitott polipeptiddel immunizalunk,
immunkompetens B-sejteket izolalunk az immunizalt
donorallatbdl, a B-sejteket mieloma sejtvonalakkal fu-
zionaltatjuk, és a keletkezG hibridémék koziil szelektal-
juk az emlitett polipeptid-antigént felismeré antitesteket
termel6 hibridéma sejteket, az igy kapott hibridéma sej-
teket tenyésztjiik, és a termelt monoklonalis antitestet a
tenyészettdl elvalasztjuk.

A taldlmény targyat képezi a fent emlitett antitestek
elleni anti-idiotipus antitestek eldallitaséra szolgalo el-
jaras is. Ezeket a talalmany értelmében tugy allitjuk eld,
hogy egy allatot egy talalmany szerint eldallitott
poliklonalis vagy monoklonélis antitesttel immuniza-
lunk, és az immunizalt allat vérébdl az anti-idiotipus
antitesteket standard eljarasokkal teljes poliklonalis
antiszérum formajaban vagy ennek egy IgG-frakcidja
forméjaban vagy hibridomak 4ltal termelt monoklonalis
antitestek formajaban kinyerjikk. Ezek az antitestek va-
l6szinilleg ugy gétoljak az IL-4 bioldgiai aktivitasat,
hogy az IL—4-gyel versenyeznek a sejt receptoraihoz
valo kotddésért.

A taldlmany tovabba eljardst ismertet a human
IL—4 sejtreceptorokhoz vald kitédésének gatlasara. Az
eljaréas abban all, hogy a human IL—4 receptorokat hor-
dozd sejteket a talalmany szerint el6allitott poliklonalis,
monoklondlis vagy anti-idiotipus antitestekkel hozzuk
érintkezésbe.

A taldlmany szerint eldallitott antitest-anta-
gonistakat felhasznalhatjuk in vitro a receptorkotés ta-
nulmédnyozasaban, hogy meghatarozzuk az IL—4 hatas-
mechanizmuséat, és/vagy hogy azonositsuk az
IL—4 agonistait vagy mas antagonistait. Ezek allergiak
kezelésére lennének hasznalhatok, mivel csékkentik az
IL-4 stimulalt hizésejtek proliferacidjat, és az IgE-ter-
melést.

A taldlmany ezek alapjan az IL-4 kozvetitette aller-
gidk vagy mas allapotok kezelésére szolgald gyogyszer-
készitmény elballitasara is vonatkozik, melynek sordn
egy vagy t6bb taldlmany szerint elGallitott antitest haté-
kony mennyiségét fiziol6gids szempontbdl elfogadhatd
hordozdval §sszekeverve gyogyszerkészitménnyé ala-
kitjuk.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik az abrakat, me-
lyekre valé hivatkozas révén a taldlmany sokkal érthe-
t6bbé valik.
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Az 1. &bra az érett human IL-4 aminosav-szekven-
ciajat mutatja be, amino-terminalis végétdl karboxi-ter-
minalis végéig.

A 2. dbra grafikusan abrazolja az IL-4 (als6 gorbe)
és a 7-es polipeptid (felsé gorbe; lasd az 1. tablazatot)
kotédését egy ezen polipeptid elleni nytl IgG-frakeid-
hoz. Az analiziseket direkt ELISA-val végeztiik.
A megkotott protein/polipeptid mennyiséget piko-
molban, a 414 nm-en mért abszorpcid fliggvényeban
abrazoljuk.

A 3. abra grafikusan abrazolja, hogy hogyan gatolja
egy, a 7-es polipeptid elleni nyal IgG-frakcié a
125]-TL—4 specifikus két6dését Daudi-sejtekhez.
A specifikusan kotott radioaktivitdst a novekvo IgG-
koncentracio fiiggvényében abrazoljuk.

A 4. dbra grafikusan abrazolja, hogy hogyan ga-
toja az 1448 szamu anti-idiotipus antiszérum a
125J-1L—4 specifikus kotddését Daudi-sejtekhez. A spe-
cifikusan kotott radioaktivitast a csokkend antiszérum-
koncentracio fiiggvényében dbrazoljuk.

Az 5. abran a 7-es polipeptid elleni nyul anti-
szérummal végzett epitdp analizis eredményeinek grafi-
kus éabrazolasa lathaté. Az abran ELISA-abszorpcitt
abrazolunk, amelyet az antiszérumnak az analizisben
hasznalt oktapeptid-sorozathoz valé kotédése eredmé-
nyez. Az oktapeptidek szdmozasa a 3. tdblazatban meg-
adott szamoknak felel meg.

A 6. dbran a 6-os polipeptid elleni nydl anti-
szérummal végzett epitop analizis eredményének grafi-
kus abrazolasa lathat6. Az abran az antiszérumnak az
analizisben hasznalt oktapeptid-sorozathoz vald ké6té-
dés kovetkeztében létrejott ELISA-abszocpiét abrazol-
juk. Az antiszérumot, amelyet az A tdblan bemutatott
eredmények eléréséhez hasznalhatunk, a nyulimmuni-
zalas elején gyljtottilk, és ez a szérum nem gatolta a
125]-[L—4 kot6édését Daudi-sejtekhez. A B tablan hasz-
nalt antiszérumot késébb gytjtottiik, és ez a szérum
erGsen gatolja a jelzett IL-4 kotddését. Az okta-
peptidek szama a 4. tablazatban megadott szamoknak
felel meg.

A leirasban az idézett kozlemények teljes egésziik-
ben referencidkként szerepelnek. A bemutatott poli-
peptidek aminosav-szekvencidit az egy nagybetlis vagy
a harombetis jelekkel irjuk le (Lehninger, Principles of
Biochemistry, 1982, Worth Publishers Inc., New York,
96. oldal).

A talalméany olyan antitesteket bocsat rendelkezésre,
amelyek azaltal gitoljdk a human IL—4 kotédését
sejtreceptorokhoz, hogy
(a) az IL-4 egy olyan szakaszaval k6tédnek, amely va-

l6szindleg részt vesz a receptorokkal valé kolcson-

hatésban, és hogy
(b) magat az IL—4-et mimelik, s igy versenyben vannak

a sejtreceptorokhoz valé kotGdésért.

Minthogy az IL—4 stimulalja az allergias valaszok
két effektorat, az IgE-antitesttermelést, és a hizosejt-
proliferacidt, a taldlmany szerinti antitest-antagonistak
felhasznalhatok az allergidk kezelésében. Ezeket in
vitro IL—4-receptorkotd rendszerekben szintén felhasz-
nalhatjuk az IL—4 hatasmechanizmusénak a felderitésé-
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re vagy tovabbi IL—4 antagonistdk vagy agonistik szi-
résére.

Ebben a leirasban a humén ,,IL-4" alatt egy olyan
proteint értiink, amelynek
(a) az aminosav-szekvenciaja az 1. abran lathaté érett

human IL—4-szekvenciaval lényegében azonos, és
(b) biologiai aktivitasa az eredeti IL—4-ével k6zos.

Az aminosav-szekvencia lényegi azonossaga azt je-
lenti, hogy egy masik IL-4-szekvencia az 1. abra sze-
rinti szekvencidval dsszehasonlitva vagy azonos vele,
vagy egy vagy tobb megvaltozasa miatt (delécidk, addi-
ciok, szubsztiticiok), amelyek lényegében nem veszé-
lyeztetik a bioldgiai aktivitast, kiillonbozik téle.

Természetesen a fent emlitett IL—4-szakaszokban
1évé aminosav-szekvenciak kiilénbozhetnek a 1ényegé-
ben azonos IL—4-ckben 1évoktol.

Szintetikus polipeptidekkel végzett vizsgilatok —
lasd alabb ~ kimutattak, hogy a human IL-4-molekulan
beliil két olyan szakasz van, amelyek — Ugy tinik —
szerepet jatszanak a receptorkdtésben. Alkalmas hivat-
kozasi szempontbo6l ebben a leirdsban e polipeptidek
aminosav-szekvencidit az 1. dbrdn bemutatott érett hu-
mén IL-4 aminosav-szekvencidiban 1év6 csoportok po-
zicidjaval hatdrozzuk meg: az 1-es az aminoterminalis
hisztidincsoport és a 129-es a karboxiterminalis szerin-
csoport.

Vizsgalataink eredményeként megallapitottuk, hogy
azok a szintetikus polipeptidek, amelyeknek az amino-
sav-szekvencidja a humén IL—4, vagy alszekvencidinak
52-82 és 104—129 csoportjaibol allé szekvencianak fe-
lelnek meg, antigénként hasznalhatdk arra, hogy alla-
tokban olyan antitestek termelését inditsuk meg, ame-
lyek kot6dnek a polipeptidekhez és a human IL—4-hez.
A talalmany szerinti antitestek, minthogy az IL—4 ezen
specifikus szakaszaihoz képesek kotddni, legalabb
60%-ban gatoljak a 125]-IL-4 specifikus kotGdését
IL—4 receptorokat hordozo sejtekhez.

Az IL-4 elébb emlitett kotGszakaszai koziil a leg-
hosszabb (5282 csoportok) koriilbeliil 30 aminosav-
csoportot tartalmaz. A szakmaban j6l ismert, hogy az
antigéndeterminansok (epitépok) altalaban legalabb
5 aminosavcsoportot tartalmaznak [Ohno et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., 82, 2945 (1985)]. Tehat a talalmany
szerinti polipeptidek korilbeliil
5-30 aminosavcsoportbol dllnak, és a fent emlitett ami-
nosav-szekvencidval rendelkeznek. Azt, hogy egy adott
polipeptid a talalmany oltalmi koréhez tartozik-e,
konnyen meghatarozhatjuk rutinkisérletekkel az alabbi-
akban leirt modszerek alkalmazasaval.

A polipeptideket egy alkalmas eljarassal szinteti-
zaljuk, ilyen a teljesen szilard fazisu szintézis, a részle-
ges szilard fazisu modszerek, a fragmentumkondenza-
las vagy a klasszikus folyadékfazisu szintézis.
A polipeptideket elénydsen szilard fazisa peptidszin-
tézissel allitjuk el$, Merrifield [J. Am. Chem. Soc., 85,
2149 (1963)] szerint. A szintézist alfa-amino-termina-
lis végiikon védett aminosavakkal végezziik. A labilis
oldallancu trifunkciés aminosavakat megfelel6 csopor-
tokkal védjiik, hogy megel&zziik a nem kivant kémiai
reakciok el6forduldsat a polipeptid osszedllitasa folya-
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man. Az alfa-amino-védGesoportok eltavolitasihoz al-
kalmas koriilmények kdzott nem tavolitjak el az oldal-
lanc-védBcsoportokat.

Ismertek azok az alfa-amino-védGcsoportok, ame-
lyeket a lépcszetes polipeptidszintetizalé technikaban
hasznalnak. Ilyenek az acil tipusi védécsoportok (pél-
d4ul formil-, trifluor-acetil-, acetilcsoportok), az aromas
uretan tipusi védGcsoportok [példaul: benzil-oxi-
karbonil- (Cbz), szubsztitualt benzil-oxi-karbonil- és 9-
fluorenil-metoxi-karbonil- (Fmoc) csoportok], alifds
uretan tipusi véddcsoportok [példaul: t-butil-oxi-
karbonil- (Boc) csoport] és az alkil tipust védd-
csoportok (példaul: benzil-, trifenil-metil-csoport). E16-
nyds védbesoport a Boc. A Tyr szdméara alkalmas védo-
csoportok kézé tartoznak példaul a kovetkezdk:
tetrahidropiranil-, tercier-butil-, tritil-, benzil-, Cbz-, 4-
Br-Cbz- és 2,6-diklor-benzil-csoport. Elényds oldal-
lanc-védbesoport Tyr szamara a 2,6-diklor-benzil-cso-
port. Asp-hoz alkalmas oldallanc-véd6csoportok példa-
ul a kdvetkezdk: benzil-, 2,6-diklor-benzil-, metil-, etil-
és ciklo-hexil-csoport. A Thr- és Ser-csoporthoz alkal-
mas oldallanc-védécesoportok példaul a kovetkezok:
acetil-, benzoil-, tritil-, tetrahidropiranil-, benzil-, 2,6-
diklor-benzil- és Cbz-csoport. Elényos védéesoport Thr
és Ser szdmara a benzilcsoport. Az Arg-hoz alkalmas
oldallanc-védGesoportok kozé tartoznak a mitro-, Tos-,
Cbz-, adamantil-oxi-karbonil- és Boc-csoportok. Az
elényos véddcsoport Arg szdméra a Tos-csoport. Az
oldallanc Lys-aminocsoportjat a kdvetkez6 csoportok-
kal védhetjiikk meg: Cbz-, 2-C1-Cbz-, Tos- vagy Boc-
csoport. Lys szamara a 2-Cl-Cbz-csoport elényds.

A kivélasztott oldallanc-véd6csoportoknak épeknek
kell maradniuk az 6sszekapcsolds folyaman, és nem
szabad eltavolitani ezeket az aminotermindlis védd-
csoportok védShatidsanak megsziintetése alatt vagy az
Osszekapcsolas korillményei kozott. Az oldallanc-véds-
csoportokat a szintézis befejezése utan olyan reakciok-
kal kell eltavolitani, amelyek nem valtoztatjadk meg a
kész polipeptidet.

A szilard fazisu szintézist altaldban a karboxi-termi-
nalis végnél kezdjiilk meg ugy, hogy a védett alfa-
amino-csoportot (védett oldallanc) rakapcsoljuk az al-
kalmas szilard hordozéra. Eszterkotés keletkezik, ha a
kapcsolast klor-metil- vagy hidroxi-metil-gyanta hasz-
nalataval végezziik, s igy a kapott polipeptid szabad
karboxilcsoporttal fog rendelkezni C-termindlis végé-
nél. Ha benzhidril-amin vagy p-metil-benzhidril-amin-
gyantat hasznalunk, amidkotés keletkezik, és a kapott
polipeptidnek karboxamid-csoportja lesz C-terminalis
végénél. Ezek a gyantak a kereskedelembdl beszerezhe-
t6k, készitésiiket Stewart és munkatarsai irtak le [,,Solid
Phase Peptid Synthesis” (2. kiadas), Pierce Chemical
Co., Rockford, IL., USA (1984)].

A C-terminalis aminosavat — ha sziikséges, védjiik
az oldallancon ¢és az alfa-amino-csoporton — benzhidril-
amin-gyantahoz kapcsoljuk kiilonbozé aktivaloanya-
gok hasznélataval, ilyen példaul a diciklohexil-
karbodiimid (DCC), az N,N’-diizopropil-karbodiimid
és a karbonil-diimidazol. A gyantahordozéval valé
dsszekapcsolas utan az alfa-amino-véddcsoportot
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trifluor-ecetsav (TFA) vagy sosavas dioxan hasznalata-
val tavolitjuk el 0 °C és 25 °C kozott. Metionin (Met)
bevitele utan a TFA-hoz dimetil-szulfidot adunk a le-
hetséges S-alkilez6dés megakadalyozasara. Az alfa-
amino-védbcsoport eltivolitisa utin a visszamaradt
aminosavakat 1épésenként, a kivant sorrendben kap-
csoljuk 6ssze, hogy megkapjuk a kivant szekvenciat.

Az oOsszekapcsolasi reakcidkban kilonbozd
aktivaloreagenseket haszndlhatunk, ilyen példaul a
DCC, N,N’-diizopropil-karbodiimid, benzo-triazol-1-il-
oxi-trisz-(dimetil-amino)-foszfénium-hexafluoro-foszfat
(BOP) és a DCC/hidroxi-benzo-triazol (HOBt). Minden
védett aminosavat feleslegben (>2,0 ekvivalens) haszna-
lunk, és az Osszekapcsoldst rendszerint N-metil-
pirrolidinben (NMP) vagy DMF-ben (N,N-dimetil-
formamid) vagy metilén-dikloridban (CH,Cl,) vagy
ezek elegyében végezziik. Minden lépésben ellendriz-
ziik, példaul ninhidrin-reakciéval [Kaiser et al., Anal.
Biochem., 34, 595 (1970)], hogy az &sszekapcsolasi re-
akcié milyen mértékben ment végbe. Azokban az ese-
tekben, amikor azt taldljuk, hogy az Osszekapcsolodas
nem teljes, az &sszekapcsolasi reakciot megismételjiik.
Az osszekapcsolasi reakcidt automatikusan, kereskede-
lemben forgalmazott késziilékkel is elvégezhetjiik.

A kivant polipeptid teljes Osszeéllitasa utan a
polipeptid—gyanta kétést 0 °C-on, 1-2 6ra alatt elhasit-
juk. Ilyen célra alkalmas reagens példaul a hidrogén-
fluorid, amely a polipeptidet lehasitja a gyantar6l, és
eltdvolitja az 6sszes oldallanc-védbesoportot. A folyé-
kony hidrogén-fluoridhoz rendszerint anizolt haszna-
lunk gyokfogoként, hogy a hasitas folyaman keletkezett
kationokat megakadalyozzuk abban, hogy a poli-
peptidben 1évé aminosavcsoportokat alkilezzék.
A gyanta-polipeptid védelmét kivant esetben a hasitds
el6tt TFA/ditio-etannal sziintethetjiik meg.

Szilard hordozon az oldallanc oldalldnccal képzett
gytriijének kialakitdsa olyan ortogonalis védérendszer
hasznalatat kivinja meg, amely lehetévé teszi a savanya
aminosavak (példaul Asp) és a bazikus aminosavak (pél-
déul Lys) oldallancfunkcidinak szelektiv hasitasat. Erre
a célra a 9-fluorenil-metil- (Fm) védbcsoportot hasznal-
juk az Asp oldallancdhoz és a (9-fluorenil-metoxi)-
karbonil- (Fmoc) véddcsoportot hasznaljuk a Lys oldal-
lancahoz. Ezekben az esetekben a Boc-védett polipeptid-
gyanta oldallanc-véddcsoportjait DMF-ben oldott
piperidinnel szelektiven tavolitjuk el. Szilard hordozon a
gylriizarast kiilonb6zé aktivaléanyagok hasznélataval
érjiik el, ilyenek példaul a DCC, DCC/HOBt vagy BOP.
A hidrogén-fluoridos reakciét a gytiris peptidgyanta
esetében a fent leirt modon végezziik el.

Rekombinans DNS-metodoldgia is hasznalhaté a
polipeptidek elkészitéséhez. A kivant aminosav-szek-
venciakat kodold oligonukleotidok szintetizalasara fel-
hasznélhaté az ismert genetikai kod, amelyet kivant
esetben atalakithatunk ismert eldnyds kodonokkal,
hogy egy adott gazdaszervezetben hatékonyabb ex-
pressziot érjiink el. A Matteucci és munkatarsai [J. Am.
Chem. Soc., 103, 3185 (1981)] szerinti foszforamidites
szilard fazisi moédszert vagy mas ismert modszereket
hasznalhatunk ezekhez a szintézisekhez. A kapott
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oligonukleotidokat megfeleld vektorba épithetjiik be, és
egy kompatibilis gazdaszervezetben fejezhetjiik ki.

A taldlmény szerinti polipeptideket HPLC-vel,
gélszliréssel, ioncseréld és megoszlasos kromatografia-
val, ellenaram elvélasztassal és mas j6l ismert médsze-
rekkel tisztithatjuk.

A talalmany szerinti polipeptidek ellen standard
moédszerek hasznalataval antitesteket termelhetiink.
A leirasban hasznalt ,antitest” sz6 mind poliklonalis,
mind monoklonalis antitestekre vonatkozik, tovabbéa
teljes immunglobulinokra is és ezek antigénkotd frag-
mentumaira is.

A poliklonalis antitesteket ugy termeljiik, hogy az
egyik polipeptiddel allatot immunizalunk, példaul nyu-
lat, patkanyt, kecskét, birkat, egeret stb. Elényds, ha az
els6 injekcié utdn egy vagy tébb emlékeztetd oltast
adunk az antitestszint novelése céljabol. Ezutan vért
vesziink az allatb6l, majd szérumot készitiink, amelyet
standard mddszerekkel sziriink, példaul enzim-im-
muno-assayvel (ELISA), amelyben a polipeptidet hasz-
naljuk antigénként.

A polipeptidek immunogenitisat elénydsen ugy no-
veljiikk, hogy adjuvanssal kombindljuk és/vagy az im-
munizalas el6tt formajat megndveljilk.

Az allatok vakcinaldsara hasznalt alkalmas
adjuvéansok kozé tartozik példaul az Adjuvant 65 [ame-
rikai mogyordolajat, mannidmono-oleatot (Arlacel A)
és aluminium-mono-sztearatot tartalmaz]; a Freund
komplett vagy inkomplett adjuvéns; a szervetlen gélek,
példaul az aluminium-hidroxid, aluminium-foszfat ¢és
timso; a feliiletaktiv anyagok, igy a hexadecil-amin,
oktadecil-amin, lizolecitin, dimetil-dioktadecil-ammo-
nium-bromid, N,N-dioktadecil-N,N’-bisz(2-hidroxi-
metil)-propan-diamin, metoxi-hexadecil-glicerin és a
Pluronic poliolok; a polianionok, mint a pirdn, dextran-
szulfat, poli-IC, poli-akrilsav és karbopol; a peptidek,
mint a muramil-dipeptid, dimetil-glicin és tuftszin; és
az olajemulziok. A polipeptideket liposzomakba vagy
mas mikrokarrierekbe vald bevitelitk utan is beadhat-
juk. A fenti felsorolas nem korlatozo jellegd.

A polipeptidek immunogenitasat agy is fokozhat-
juk, ha a polipeptidet térhalésitjuk vagy hordozémole-
kuldhoz kapcsoljuk (a makromolekuldknak az a tulaj-
donsaga, hogy az 4llatban immunolégiai vélaszt valt ki
onmaga is, és ilyen makromolekulahoz kéthetjiik a ta-
lalmany szerinti polipeptideket kovalens kotéssel).
A térhalésitas vagy a hordozémolekuldval valé konju-
galas sziikséges lehet, mivel a kis polipeptidek néha
mint haptének viselkednek (a haptének olyan moleku-
14k, amelyek képesek specifikusan kotédni egy antitest-
hez, de nem képesek antitesttermelést kivaltani, tehat
nem immunogének). Az ilyen peptideknek egy immu-
nogén hordozémolekulaval valé konjugéldsa a frag-
mentumokat immunogénné valtoztatja, mely altalaban
,,carrier effect” néven ismert.

Alkalmas hordozémolekulak példaul a proteinek és
a természetes vagy szintetikus polimervegyiiletek. Ilye-
nek a polipeptidek, poliszacharidok, lipopoliszacha-
ridok stb. Hasznos hordozé a Quil A elnevezési glii-
kozid, melyet Morein és munkatarsai irtak le [Nature,
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308, 467 (1984)]. Kiilondsen a proteinhordozé moleku-
lakat részesitjiik elényben, ezek k6z¢é tartoznak a tenge-
ri csiga hemocianin (keyhole limpet hemocyanin) és az
emlés-szérumproteinek, mint a human vagy bovin gam-
maglobulin, a human vagy bovin vagy nyulszérum-al-
bumin vagy e proteinek metilezett formai vagy mas
szarmazékai. Ez a felsorolds nem jelent korlatozast, ter-
mészetesen mas proteinhordozokat is ismernek a szak-
emberek. El6nyés, de nem sziikséges, hogy a protein-
hordoz6 idegen legyen annak az allatnak a szamdra,
amelyben a polipeptidek ellen antitesttermelést ohaj-
tunk kivaltani.

A hordozémolekulahoz valé kovalens kétés kialaki-
tasat a szakteriileten jo1 ismert modszerek hasznalatéval
végezhetjiik, s ezeknek a megvalasztasat a hasznalt hor-
dozémolekula tulajdonsaga hatirozza meg. Ha az im-
munogén hordozémolekula protein, a taldAlmany szerinti
polipeptideket példaul vizben oldhaté karbodiimidek —
példaul diciklohexil-karbodiimid vagy glutaraldehid —
segitségével kothetjiik ra.

A kotést el6segitd ilyen reagensek felhasznalhatok
maguknak a polipeptideknek a halositasdra is, kiilon
hordozémolekula hasznalata nélkil. A halositas révén
keletkez6 aggregatumok szintén novelni képesek az im-
munogenitast.

Az igy immunizalt allatokban termelt szérum koz-
vetleniil is felhasznalhat6. Egy masik modszer szerint
az IgG-frakciot standard eljarasokkal valasztjuk el a
szérumbol, példaul plazmaforézissel vagy adszorpcids
kromatogréafiaval, amikor is IgG-specifikus abszorben-
seket, példaul immobilizalt A-t hasznalunk.

A monoklonalis antitesteket standard modszerekkel
allithatjuk el6, példaul Kohler és munkatarsai szerint
[Nature, 256, 495 (1975); Eur. J. Immunol., 6,
511 (1976)]. Lényegében allatot immunizalunk a fent
leirtak szerint, s igy antitest-szekretalé szomatikus sej-
tek keletkeznek. Ezeket a sejteket eltavolitjuk az immu-
nizalt allatbdl, s mielomasejtekkel fuzionaljuk.

A potencialisan antitesttermelé szomatikus sejtek,
foképpen a B-sejtek, alkalmasak mieloma-sejtvonalak-
kal valo fuzidra. A szomatikus sejtek az oltott allatt
nyirokmirigyeibdl, 1épébdl és periférids vérébol szar-
mazhatnak. A talalmany megvalositasat bemutatd egy
példaban részben egérlépsejteket hasznaltunk, mivel
ezek a sejtek viszonylag nagy szézalékban képesek sta-
bilan fuzionilni egérmieloma-sejtvonalakkal. Egyéb-
ként patkany-, nyul-, béka- vagy mas sejteket is hasz-
nalhatunk.

A hibridomatermel§ fizids eljarasokhoz sziikséges
specializalt mieloma-sejtvonalakat limfocitds tumo-
rokbol fejlesztették ki [Kohler és Milstein, Eur. J.
Immunol., 6, 511 (1976); Shulman et al., Nature, 276,
269 (1978); Volk et al., J. Virol., 42, 220 (1982)]. E
sejtvonalak kifejlesztésének legaldbb harom oka volt.
Az elsé: a fuzionalt hibridéméknak a nem fuzionalt és
a hasonloan végtelenségig szaporod6 mielomasejtektdl
vald elvalasztasanak a megkdnnyitése. Ezt rendszerint
ugy oldjak meg, hogy enzimhidnyos mielomasejteket
hasznalnak, amelyek nem képesek bizonyos olyan sze-
lektiv taptalajban novekedni, amely a hibridémak né-
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vekedését fenntartja. A masodik ok a limfocitds tumor-
sejteknek arra a tulajdonsagéra vezethetd vissza, hogy
sajat antitesteket termelnek. A monoklondlis technika
hasznélatanak az a célja, hogy olyan fuzionalt hibrid
sejtvonalakhoz jussunk, amelyeknek korlatlan az élet-
tartama, és a kivant egyetlen antitestet termelik a hib-
ridéma szomatikus sejt komponensének genetikai
kontrollja alatt. A hibridémdk tumorsejtantitest-terme-
lésének kikiiszobolése érdekében olyan micloma-sejt-
vonalakat hasznalnak, amelyek nem képesek immun-
globulin kénnyd vagy nehéz lancok termelésére, vagy
nincs antitest-szekréciés mechanizmusuk. A harmadik
oka a sejtvonalak kivalasztasanak, hogy alkalmasak le-
gyenek a fuzidra, és jo hatdsfokkal fuzionljanak.

Fuzionalt sejthibridek elGallitisdra szdmos mielo-
masejtvonalat hasznalhatunk. Példaul: P3X63-Ag8,
P3/NS1-Ag4-1 (NS-1), Sp2/0O-Agl4 és S194/5.
XXO0.Bu.l. A P3X63-Ag8 és az NS-1 sejtvonalat
Ko6hler és Milstein irta le [Eur. J. Immunol., 6,
511 (1976)]. Shulman és munkatarsai [Nature, 276,
269 (1978)] fejlesztették ki az Sp2/0O—Agl4 mieloma-
sejtvonalat. Az S194/5.XXO0.Bu.l sejtvonalat
Trowbridge [J. Exp. Med., 148, 313 (1979)] ismertette.

Az antitesttermels 1ép- vagy nyirokmirigysejtek és a
mielomasejtek hibridjeinek az eléallitasara hasznalt el-
jarasokban a szomatikus sejteket és a mielomasejteket
rendszerint 10:1 aranyban keverik (az arany 20:1-t6]
1:1-ig véltozhat) olyan hatéanyag vagy hatdéanyagok
(kémiali, viralis vagy elektromos) jeleniétében, amelyek
a sejtmembranok fuzidjat elsegitik. A fazios eljaraso-
kat Kohler és Milstein (lasd fentebb), Gefter és munka-
tarsai [Somatic Cell Genet., 3, 231 (1977)] és Volk és
munkatarsai [J. Virol.,, 42, 220 (1982)] irtak le. Az em-
litett szerz6k fiziot segitd hatdanyag gyanant a Sendai
virust és a polietilén-glikolt (PEG) hasznaltdk. A talal-
many szerinti példaban leirt fizids eljardsban PEG-et
hasznaltunk.

Minthogy a fazids eljardsokban igen kis gyakori-
saggal keletkeznek é16 hibridek (példul ha lépsejteket
hasznilunk szomatikus sejtekként, minden 1x103 1ép-
sejtbdl koriilbeliil csak egy hibridet kapunk), Iényeges,
hogy eszkozeink legyenek a fuzionalt sejthibrideknek
a megmaradt nem fuzionalt sejtektdl, kiilondsen a nem
fuzionalt mielomasejtekt8l valé elvalasztasara. Sziik-
ség van arra is, hogy ki tudjuk mutatni a kivant anti-
testtermeld hibridomakat a tobbi fuzionalt sejthibrid
kézil.

A fuzionalt sejthibrideket altaldban ugy szelektal-
juk, hogy a sejteket olyan taptalajban tenyésztjiik,
amely a hibridémasejtek névekedését fenntartja, de
megakadalyozza a nem fuzionalt mielomasejtek nove-
kedését, mivel osztédasuk normal kériilmények kozott
végtelenségig folytatédna. A fliziéhoz hasznalt szoma-
tikus sejtek életképessége in vitro tenyészetben nem tart
hosszu ideig, és igy ez nem jelent problémat. A talal-
manyban szereplé példaban olyan mielomasejteket
hasznilunk, amelyek nem termelnek hipoxantin-
foszforibozil-transzferazt (HPRT-negativ sejtek). Ezek-
kel a sejtekkel szemben hipoxantin/aminopterin/timidin
(HAT) taptalajban torténik a szelektalas. Ebben a tépta-
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lajban a fuzionalt sejthibridek tlélok lesznek a 1épsej-
tek HPRT-pozitiv genotipusanak kdszonhetden. Kiilon-
b6z08 genetikai hianyossaggal rendelkezd (gyogyszerér-
zékenységek stb.) mielomasejteket is hasznalhatunk,
ezeket a genotipusosan kompetens hibridek névekedé-
sét fenntarto taptalajjal szemben szelektaljuk.

A fuzionalt sejthibridek szelektiv tenyésztése tobb
hetet vesz igénybe. Ez id6 alatt legeldszor azokat a
hibrideket sziikséges azonositani, amelyek a kivant an-
titestet termelik, hogy ezutdn ezeket klénozzuk és sza-
poritsuk. A kapott hibrideknek altaldban koriilbeliil a
10%-a termeli az antitestet, de nem ritka a koriilbeliil
1%-t61 koriilbeliil 30%-ig terjedd tartomany. Az anti-
testtermelé hibridek kimutatdsat a szamos standard
vizsgalé modszer barmelyikével elvégezhetjiik, tobbek
kozott enzim-immuno-assay-vel és radio-immuno-
assay-vel. Ezeknek a technikaknak a leirdsa a szakiro-
dalomban megtalalhaté [lasd példaul: Kennet et al.
(szerkeszt6k), Monoclonal Antibodies and
Hybridomas: A New Dimension in Biological
Analyses, 376-384. oldalak, Plenum Press, New York
(1980)].

Mihelyt a kivant fuzionalt sejthibrideket szelektal-
tuk, és beklonoztuk egyedi antitestet termeld sejtvona-
lakba, a sejtvonalakat két standard eljards valamelyiké-
vel szaporithatjuk. A hibridémasejt szuszpenzidval
hisztokompatibilis allatokat olthatunk. A beoltott allat-
ban ezutin tumorok képzédnek, s ezek a fuziondlt
sejthibrid altal termelt specifikus monoklonalis antitestet
szekretaljak. Az allat testfolyadékainak — ilyen a szérum
vagy az ascites-folyadék — a pungéldsaval magas kon-
centracidban kaphatjuk meg a monoklonalis antitesteket.
Egy masik modszer szerint az individualis sejtvonalakat
in vitro, laboratoriumi tenyésztéedényekben szaporithat-
juk. Az egyetlen specifikus monoklonalis antitestet ma-
gas koncentracidban tartalmazé taptalajt dekantaldssal,
sziiréssel vagy centrifugalassal arathatjuk le.

Hogy vajon a fent leirt modon eldallitott anti-
polipeptid antitestek alkalmasak-e a taldlmany szerinti
felhasznalasra, azt egy két részbdl allo szlirGvizsgalattal
hatarozzuk meg:

(a) ELISA-analizis, amelyben az immunizalé
polipeptidet és a huméan IL—4-et hasznaljuk antigén
gyanant, és

(b) radioligand receptorkstdé analizis, melyben a
125]-IL—4 sejtreceptorokhoz valé specifikus kotédé-
sének gatlasat mérjiik.

A fenti vizsgalatokban hasznalt rekombindns huméan
IL-4 kereskedelmi arucikk, beszerezheté példaul a
Genzyme Corporationtol (Boston, MA, USA) egyéb-
ként elballithatjuk az IL-4 gén ismert nukleotidszek-
venciajanak a felhasznalasaval [lasd példaul: WO
87/02990 szamon kozzétett nemzetkdzi szabadalmi le-
iras; Kimmenade et al., Eur. J. Biochem., /73,
109 (1988)].

Az ELISA-analizist standard eljarasok szerint vé-
gezziik el, ilyen példaul a Chretien és munkatarsai [J.
Immunol. Meth., 117, 67 (1989)] szerinti modszer,
amelyben egy polipeptidet vagy IL—4-et adszorbealunk
mikrotitralé lemezre. Az immobilizalt polipeptidhez
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vagy proteinhez kotott antitestek jelenlétét jelzett anti-
IgG-vel, mint masodik antitesttel mutatjuk ki. A maso-
dik antitesteket eldnydsen enzimmel jelezziik, példaul
peroxiddzzal, gliikéz-oxiddzzal, B-galaktozidazzal vagy
alkalikus foszfatazzal. A torma peroxidaz spektrofoto-
metridsan mutathatd ki, amikor is valamely szubsztra-
tumra — ilyenek a pirogallol, o-fenilén-diamin vagy a
2,2’-azino-bisz(3-etil-benztiazolin-6-szulfonsav) — gya-
korolt hatasat mutatjuk ki.

Azokat az antitesteket, amelyekr6l megéllapithat-
juk, hogy mind az immunizalé polipeptidhez, mind az
IL—4-hez specifikusan kotédnek, tovabb vizsgaljuk ar-
ra vonatkozoéan, hogy képesek-e gatolni a jelzett
IL4 kotdését a megfelelS célsejteken 1€v6 recepto-
rokhoz. A taldlmany szerinti anti-polipeptid antitestek-
re jellemzd, hogy legalabb 60%-ban képesek gétolni
ezt a kotddést.

Barmely IL—4 receptorhordozé sejt — ilyenek a
Jijoye, U-937, CCRF-CEM ¢és a CEM-CM3 sejtek —
felhasznalhaté a kotési vizsgéalat elvégzéséhez, de a
Daudi-sejtek hasznalata kényelmes, és konnyen besze-
rezhetdk. A Daudi-sejtek Burkitt-lymphomas betegb6l
szarmaz6 jo! jellemzett B limfoblaszt sejtvonalat alkot-
nak, mely az American Type Culture Collection intéz-
ményt6l ATCC CCL 213 letéti szamon beszerezhetd.
A vizsgélathoz hasznalt 125]-dal jelezziik, s vagy a
laktoperoxiddz modszert [David et al., Biochemistry,
13, 1014 (1974)] vagy a Bolton és munkatarsai altal
leirt [Biochem. J., 133, 529 (1973)] moédszert hasznal-
juk. A gliikozilalt rekombinans human IL-4 kereske-
delmi arucikk, beszerezheté példdul a Genzyme
Corporationt6l (Boston, MA, USA).

A taldlmany szerinti anti-idiotipus ellenanyagok a
talalmany szerinti polipeptidekben jelenlévé IL—4 anti-
gén determinansokra specifikus antitestek ellen iranyul-
nak. Az ilyen anti-idiotipus antitestek az eredeti antigén
determinansokat mimelik, vagy ezekhez hasonléan mi-
kodnek (lasd példaul: 4,731,237 szaml amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi leiras; Reagan et al.). Felte-
hetden ezek az antitestek, hasonléan magahoz az IL—4-
hez, specifikusan és kozvetleniil kotédnek IL—4 recep-
torokhoz. Az anti-idiotipus antitestek azonban nem ren-
delkeznek az IL—4 biolégiai aktivitisaval.

Ezeket az anti-idiotipus antitesteket Gigy allitjuk eld,
hogy egy taldlmany szerinti polipeptid elleni (poli-
klonalis vagy monoklonalis) antitesttel vakcinalunk egy
allatot. Az antitesteket vagy teljes poliklonalis anti-
szérum formajaban kaphatjuk meg, vagy ennek IgG-
frakcioja formajaban, vagy klonozott hibridomak altal
termelt monoklonalis antitestek formajaban, ahogyan
fent leirtuk.

Eléallithatunk olyan gydgyszerkészitményeket,
amelyek a taldlmany szerinti egy vagy tobb antitest
hatékony mennyiségét tartalmazzdk egy fizioldgidsan
elfogadhaté hordozoval egyiitt. Az ilyen hordozokat j6l
ismerik az ezen a teriileten gyakorlott szakemberek. Az
antitesteket kozvetleniil vagy készitmény forméajaban
adhatjuk be a betegeknek allergidk vagy mas, IL—4 koz-
vetitette allapotok kezelése céljabol. A gyogyszerké-
szitményt Ogy allitjuk el8, hogy egy fiziolégiailag elfo-
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gadhaté hordozohoz hozzakeverjikk az egy vagy tobb
antitestbdl all6 hatéanyag hatékony mennyiségeit.

Egy adott helyzetben a taldlmany szerinti valamely
antitest megfelelé adagoldsianak a meghatdrozasa a
szakmai jartassaggal jar egylitt. A kezelést dltalaban ki-
sebb adagokkal, az optimalisnal kevesebbel kezdjiik.
Ezutan kicsinyenként ndveljiik az adatokat, amig a ko-
rillményeknek megfelel$ optimalis hatast el nem érjiik.
Kényelmi szempontbdl a teljes napi adagot szétoszt-
hatjuk, és részletekben adhatjuk be a nap folyamén, ha
kivanatos.

A taldlmany szerinti antitestek beadott mennyiségét
és az alkalmazis modjat a kezelGorvos sajat megitélése
szerint fogja beallitani, tekintetbe véve bizonyos ténye-
z6ket, igy a beteg korat, allapotat, testméreteit, valamint
a kezelendd kortiinetek sulyossagat.

Az alabbi példdk semmiképpen sem korlatozzék a
talalmany oltalmi korét.

Ha masként nem jelezzik, a szilard keverékekben a
szilard anyagok, a folyadékokban a folyadékok és a
folyadékokban a szilard anyagok szazalékat tomeg/to-
meg, térfogat/térfogat, illetve toémeg/térfogat alapjan fe-
jezziik ki.

A protein-meghatarozasokat Lowry és munkatérsai
[J. Biol. Chem., 193, 265 (1951)] médszerével végez-
ziik, standardként bovinszérum-albumint alkalmazva.
Az IL-4 bioassay-t Mossman [J. Immunol. Methods.,
65, 55 (1983)] altal leirt modszerrel végezzik, amikor
is a sejtproliferacio stimulacidjat a PHA-stimulalt peri-
férias vér-limfocitak MTT [3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-
2,5-difenil-tetrazolium-bromid] felvételével mérjiik.
Egyegységnyi IL—4-aktivitas az IL-4 azon mennyisé-
gével egyenld, amely a vizsgalatban 2x105 sejtben a
maximalis stimulaci6 felét idézi el. A vizsgélatban a
tiszta huméan IL-4 egy mikrogrammja koriilbeliil
20000 egység aktivitast tartalmaz.

Polipeptid szintézis

Tobb polipeptidet szintetizaltunk, s ezek aminosav-
szekvenciait Osszekapcsolva a teljes érett human
IL—4 protein aminosav-szekvencidjat kapjuk meg.

A polipeptideket a Merrifield- [J. Am. Chem. Soc.,
85, 2149 (1963)] féle szilard fazish modszerrel szinteti-
zaltuk, az Applied Biosystems Model 430A szintetizato-
ranak alkalmazasaval. A terc-butoxi-karbonil-amino-
védGBesoportot hasznaltuk, valamint szimmetrikus anhid-
rideket. A védbéesoportok eltavolitisa utan a polipep-
tideket hidrogén-fluoriddal hasitottuk le a gyantarél.

A polipeptidek tisztitasit reverzfazisu HPLC-vel
végeztiik, Rainin Dyanamax C-8 oszlop alkalmazasa-
val. A kifejlesztés 0,1% trifluor-ecetsavat tartalmazé
acetonitril-gradienssel tortént. Az eluatum folyamatos
ellendrzését a 214 nm-en mért ultraibolya abszorpcid-
val végeztilkk. A tisztitott polipeptidek azonosségat
aminosav-szekvendlassal és tomegspektral-analizissel
végeztiik, standard modszerek felhasznélasaval.

Az elballitott polipeptideket, a polipeptidek amino-
jait (szignalpeptid nélkiil; lasd az 1. abrat), amelyeknek
a polipeptid-szekvencidknak megfelelnek, az 1. tabla-
zatban mutatjuk be.
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1. tablazat
A polipeptid
A megfeleld IL—4-csoportok
szama szekvencidja

1 HKCDITLQEIIKTLNSLTEQKTLCTE 1-26

2 CDITLQEIIKTLNSLT 3-18

3 TEQKTLCTELTVTD 1831

4 DIFAASKNTTEKETFC 3146

5 ETFSRAATVLRQFYS* 43-57

6 LRQFYSHHEKDTRC 52-65

7 KDTRCLGATAQQFHRHKQLIRF 61-82

8 LKRLDRNLWGLAGLNSCPVK 83-102

9 AQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWG 70-92
10 CPVKEANQSTLEN 99-111
11 ANQSTLENFLERLKTIMREKYSKCSS 104-129
12 FLERLKTIMREKYSKC 112-127

* Az 5. szamu polipeptid aminosav-szekvencigja a human IL—4 43—57 csoportjanak felel meg, kivéve, hogy a huméan IL—4 46. pozici6jaban 1évé

ciszteincsoportot szerincsoporttal helyettesitettik.

A human IL—4 hidrofilitasi analizise, amelyet Hopp
¢és munkatdrsai [Proc. Natl. Acad. Sci., 78, 3824 (1981)]
szerint végeztiink, azt mutatta, hogy a 7. polipeptidnek
megfeleld szakasz hidrofil és hibroféb csoportokat egy-
arant tartalmaz, s ez el6relathato volt az IL—4-ben lévé
alfa-helikalis szakasz valoszin{i formajanak masodlagos
szerkezete alapjan.

Az anti-polipeptid antitestek elallitdsa és vizsgdlata

A human IL-461-82 csoportjainak megfelel§ 7-es
szamu polipeptid (1. tablazat) 2 mg-jat 0,4 ml 0,5 M
trisz.HCl-ben (pH=6,8) és 0,1 ml pertussziszvakcinaban
(hével jelolt 18224 jeld torzs; 20 E/ml; 1:10 000 higitasu
tiomerzal) oldottuk fel, s ehhez 0,5 ml komplett Freund-
adjuvanst adtunk. Az anyagot fecskendében homogeni-
zéltuk. A kapott 1 ml-nyi mintaval Gj-zélandi fehér nyu-
lakat immunizaltunk, 0,1 ml (200 pg polipeptid) bdrbe
adott injekciokkal.

Kériilbeliil 4 honap milva és ezutan idénként emlé-
keztetd oltasokat adtunk Ggy, mint fent. A nyulak fiil-
vagy combvéndjabol ismélten vért vettiink, és hagytuk
megalvadni.

Egy nyll szérumabdl IgG-frakciét izolaltunk ugy,
hogy a szérumot 1,5 M glicinpufferrel (pH=8,9) ki-
egyenstlyozott Protein A-Sepharose oszlopra
(Pharmacia, Piscataway, NJ, USA) adszorbealtuk.
A kromatografalast a Forton Biochem. Co. standard
modszerének alkalmazasaval végeztik. A tisztitott
anyag tisztasagat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
[Laemmli, Nature, 227, 680 (1970)] allapitottuk meg.
Az anyag koriilbeliil 98%-os tisztasdgu IgG volt, mely-
nek 343-6 antiszérum IgG-frakci6 elnevezést adtunk.

Hasonlo eljarasok alkalmazasaval készitettiik el az
1. tiblazatban szerepld tovabbi polipeptidek elleni anti-
szérumok IgG-frakcioit.

Az izolalt IgG-frakciok ELISA-vizsgélatat ugy vé-
gezziik, hogy 96 tartidlyos mikrotitrdlé lemezekre
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(Becton—Dickinson) egy-egy polipeptidbdl 0,25 pg-ot —
50 pl trisszel pufferolt konyhasooldatban (TBS: 50 mM
trisz, 0,15 M natrium-klorid; pH=7,0) feloldva — adszor-
bedlunk 1 6ran 4t szobahdémérsékleten. Az inkubalas
utan a tartalyokat 6tszér mossuk 0,1% Tween 20 (po-
lioxi-etilén-szorbitan-monolauredt) tartami TBS-sel.

A kimosott tartalyokat TBS-ben oldott 1% bovin-
szérum albuminnal (BSA) 1 éran 4t szobahémérsékle-
ten blokkoljuk, 6tszor mossuk TBS-sel, 2 6ran 4t szoba-
hémérsékleten TBS-ben oldott 0,1% nem specifikus
1gG-vel blokkoljuk, és 6tszor mossuk, mint fent leirtuk.
Ezutan a TBS-ben oldott IgG-frakciok kiilonb6z4 higi-
tasaibol 50 pl-eket mériink a tartilyokba, a lemezeket
1 oran 4t szobahSmérsékleten inkubaljuk, majd ugyan-
ugy mossuk, mint elébb.

Ezutan minden tartalyhoz TBS-ben oldott 2,5 ng tor-
ma-peroxidazzal jelzett kecske anti-nyil IgG-t adunk, és
a lemezeket 1 6ran at szobahémérsékleten inkubéljuk.
A lemezeket mossuk, mint fent, és a tartalyokat hidro-
gén-peroxiddal és 2,2’-azino-di(3-etil-benztiazolin-
szulfonat)-tal fejlesztjiik ki.

A kontrolltartalyokat, amelyekbdl a vizsgalathoz
sziikséges harom komponens koziil egy (példaul anti-
gén vagy antitest vagy jelzett masodik antitest) hiany-
zik, szintén kifejlesztjilk. A lemezeket Dynatech Model
650 spektrofotométer hasznalataval olvassuk le.

A 7-es szamu polipeptiddel (1. tablazat) és a huméan
IL-4-gyel, mint antigénekkel €s a 343-6 antiszérum
IgG-frakcidval végzett vizsgalatok eredményét a 2. abra
mutatja be. Az abrabol, ahol a 414 nm-en mért abszorp-
ciét, azaz az antigénk6t6dés mértékét a tartalyonkénti
polipeptid vagy IL-4 mennyisége fliggvényében abra-
zoljuk, lathatd, hogy az antitest mindkét antigénhez ko-
tédik. Az eredményekhez ugy jutottunk, hogy a
343-6 antiszérum IgG-frakciot 1:200-ra higitottuk, és
ezutan fedtiik a tartalyokat 50 pl alikvot mennyiségeivel.
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Annak meghatdrozasara, hogy vajon az anti-
polipeptid IgG-frakcidkban 1évé antitestek specifikusan
kotédnek-e human IL-4-hez, s igy gatoljak-e az
IL-4 kot6dését sejtreceptorokhoz, radioligand kotési
vizsgalatokat végeztiink.

CHO-sejtekben kifejez6dott tisztitott human IL—4-et
[Le et al., J. Biol. Chem., 263, 10817 (1988)] 125]-dal
jeleztink Bolton és munkatarsai [Biochem. J., 133,
529 (1973)] modszerének modositott valtozata szerint,
Bolton—Hunter-reagenst (DuPont-NEN, Boston, MA,
USA) hasznalva. Roviden kifejtve: 2 mCi Bol-
ton—-Hunter-reagenst 0,5 g tisztitott IL—4-gyel — 100 ul
50 mM nétrium-foszfat-pufferben; pH=8,0 — reagalta-
tunk 2 6ran at 22 °C-on. A reakcidt azonos térfogati
1,0 M glicin hozzaadasaval allitjuk le 1 6ra alatt.

A jodozott proteint gélsziiréssel 0,2% zselatintartal-
mu 50 mM natrium-foszfat-oldattal (pH=7,4) egyen-
sulyba hozott PD-1 oszlopon (Pharmacia, Piscataway,
MA, USA) izolaltuk. Az tires térfogattal elualt radioak-
tiv anyagot egyesitettiilk €s analizaltuk. A jelzett
IL—4 specifikus radioaktivitasa 1500 Ci/mmol volt, me-
lyet a Calvo és munkatirsai [Biochem. J., 272,
259 (1983)] szerinti 6neltolédasi mddszerrel hataroz-
tunk meg. A molaris beépiilési arany 0,68 mol jod/mol
protein volt.

A kotési vizsgalatok elvégzése el6tt a kiilonboz6 an-
ti-polipeptid IgG-frakcidknak a kotést elGsegitS taptalaj-
jal [RPMI 1640 10% fetalis borjiszérummal (FCS)] ké-
szitett sorozathigitasaibdl 0,1 ml-eket a 125]-1L—4 azo-
nos mennyiségeivel (korilbeliil 2x105 cpm) 1,0 ml ko-
tést eldsegitd taptalajban inkubalunk 1,5 ml-es kémcso-
vekben 18 6ran at 4 °C-on. Ezutin az el8inkubaci6 utan
a kémesodvek tartalmat 2x106 Daudi-sejttel keverjiik, és
a keverékeket 2 6ran at 4 °C-on inkubéljuk.

Az inkubalds utan a sejteket 30 masodpercig 4 °C-
on centrifugalassal 800 vagy 12 000 g mellett iilepitjiik,
és a feltiliszokat eldobjuk. A sejteket 0,1 ml frissen ké-
szitett kotést eldsegitd taptalajban, jelzett IL—4 nélkiil,
4 °C-on reszuszpendaljuk, ilepitjiik, mint fent, 100 pl
vizsgalathoz sziikséges taptalajban reszuszpendaljuk, és
100 pl dibutil-ftalat és dioktil-ftalat 1:1 elegye f6lé réte-
gezziik. A sejteket 13 000 g mellett 2 percig ulepitjiik,
folyékony nitrogénben lefagyasztjuk, ezutin gamma-
szamlaloban mérjiik. A specifikus kotédést 1,0 mg jel-
zetlen human IL—4-et tartalmazé parhuzamos mintak-
ban hatarozzuk meg.

A fent leirt vizsgalatok eredményét a 2. tablazat
foglalja ossze.

2. tablazat
Anti-polipeptid IgG-frakciok vizsgalata
Antigénkeént Antitest reaktivitasab A
hasznalt 125)-IL—4 kotddés
polipeptid® | polipeptiddel | IL—4-gyel | gatldsa%-ban
1 + - 0
2 + +
3 + + 2.4

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Antigénként Antitest reaktivitasab A
hasznalt 125]-11.4 kotédés
polipeptid? polipeptiddel IL—4-gyel gatlasa%-ban
4 + + 0
5 + + 8,7
6 + + 76
7 + + 78
8 + - 7,5
9 + + 39
10 + + 26
11 + + 60
12 + + 0

2 A polipeptidek aminosav-szekvenciait és a human IL—4 molekulan
beliili megfelel§ szakaszokat az 1. tablazat tartalmazza.

b Az antitest-reaktivitas meghatérozasaban a + jel azt jelenti, hogy a
414 nm-en mért abszorpcié >0,05 a kontrolltartalyok abszorpcidja-
nak levondsa utan.

A 2. tablazat adatai azt mutatjak, hogy a humén
IL.-4 52-56 (6-o0s szamu polipeptid), 61-82 (7-es szamu
polipeptid) és 104-129 (11-es szamu polipeptid) cso-
portjainak megfeleld polipeptidek ellen termelt antites-
tek er8sen gatoltak a 125]-IL-4 kot3dését Daudi-sejtek-
hez. Ezek az antitestek az immunizal6 polipeptidekhez is
és az IL-4-hez is specifikusan k6t6dnek, ugyanakkor a
preimmunszérum egyikhez sem kotddik, és nincs hatasa
a receptorkétésre.

A 2. tablazatbdl lathaté még, hogy a 6-os szamu és
7-es szamu polipeptid elleni antitestek egyforman haté-
konyan gatoljak a jelzett IL—4 kot8dését. Az 1. tiblazat-
bol kitlinik, hogy ezek a polipeptidek egy k6z6s KDTRC
aminosav-szekvenciat tartalmaznak. Ezek a bizonyité-
kok egyiitt arra engednek kovetkeztetni, hogy ez az al-
szekvencia egy fontos epitopot képez, és ez képezi alap-
jat annak, hogy a talalmany szerinti polipeptidek ilyen
kevés, azaz 5 aminosavcsoportot is tartalmazhatnak.

A 6-0s szam1 polipeptid elleni monoklonalis antites-
tek altal a kotésre kifejtett gatlas kiilonosen érdekes.
Mint fent megjegyeztiik, Chretien €s munkatirsai azt
talaltdk, hogy az ugyanezen polipeptid elleni mono-
klonalis antitestek nem semlegesitik az IL—4 bioaktivita-
sat. Az alabb leirt epitOpanalizis azonban kimutatta,
hogy ez az antitest valdsziniileg a polipeptid aminoter-
mindlis vége felé esé csoportok ellen iranyul, és nem a
karboxi-terminalis végnél 1év6 Lys—Asp-Thr-Arg—Cys
alszekvencia ellen. E példa szerinti poliklonalis antitest
valdszintileg azért gatolta az [L—4-et, mivel a benne 1év6
néhany antitest ezen specifikus alszekvenciat magaba
foglald epitop ellen irdnyult.

A 7-es polipeptid elleni 343-6 antiszérum IgG-frak-
ciéval kapott eredményeket a 3. abran grafikusan abra-
zoljuk. A vizsgalatban 2x106 Daudi-sejtet 50 pM
125]-IL—4-gyel és a megadott antitest-koncentraciokkal
inkubéltunk 2 6ran at 4 °C-on. Antitest tavollétében a
specifikus kotés értéke 3,347 cpm volt. Abbol a megfi-
gyelésbdl, hogy a kotés ersen gatolt volt, és hogy ez
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azzal a ténnyel parosult, hogy az antitestek specifikusan
kotédtek a 7-es polipeptidhez és IL—4-hez, azt a kovet-
keztetést vontuk le, hogy azok az aminosavcsoportok,
amelyek ellen az antitestek irAnyultak, az IL—4 feliiletén
helyezkedhettek el.

Monoklondlis anti-polipeptid antitestek

A monoklonilis antitesteket lényegében a Kohler és
Milstein [Nature, 256, 495 (1975)] 4ltal leirtak szerint
allitottuk eld. Az inkubalasokat 37 °C-on, 5% szén-di-
oxidot tartalmazo inkubdtorban végeztiik.

Balb/c egereket (Charles River) 500 pl 2,6,10,14-
tetrametil-pentadekan (Pristane) intraperitonealis (i. p.)
bead4saval immunolégiailag szenzitizalunk. Kériilbeliil
négy nappal késébb a 7-es szami polipeptiddel (1. tab-
lazat; a human IL-461-82 csoportjainak felel meg)
250 pg-okat oldunk fel 250 pl foszféttal pufferolt kony-
hasooldatban (PBS), ehhez 250 ul komplett Freund-
adjuvanst adunk, s az elegyeket homogenizaljuk. Min-
den egémek intraperitonealisan adjuk be az igy készitett
anyagot. Koriilbeliil egy hénap mulva az egereket emlé-
keztetd oltdst kapnak (i. p.), mely 125 pg polipeptidet
tartalmaz 1:1 ardnyban higitott inkomplett Freund-
adjuvéansban.

Harom vagy négy héttel késébb kapjak az egerek az
utolsé (i. p.) oltast, mely 250 ug 7-es polipeptidet tartal-
maz PBS-ben oldva. Az immunizalas folyaman id6n-
ként probavért vesziink a farokvénabdl, melyet ELISA-
val analizalunk a fent leirtak szerint. Az utolsd immuni-
zalo oltas utani negyedik napon az allatokat ledljiik, €s
Iépiiket eltavolitjuk.

A 1épeket két targylemez kozott, 100 pg/ml sztrep-
tomicint és 100 egység/ml penicillint tartalmazé RPMI
1640 taptalajban (RPMI pen/strep taptalaj) maceraljuk,
majd atvisszilkk egy nagy kémcsGbe. A tormelékeket
iilepedni hagyjuk 1 percig, majd a csé felsd rétegében
1évé sejteket atvissziik egy 5 ml-es kémcsdbe. Hozzé-
mériink az RPMI pen/strep taptalajbol 4 mi-t, melyben
a sejteket felszuszpendaljuk, és ezutan centrifugalassal
(korulbeliil 300 g) ilepitjiik 8 percig.

A lépsejtekbdl és az NS-1 egér-mielomasejtekbdl
(ATCC TIB 18) 5:1 aranyu keveréket készitiink. A sej-
teket egyszer mossuk RPMI pen/strep taptalajjal. Ez-
utan a sejteket, mint elbb, iilepitjiik, a taptalajt eldob-
juk, majd cseppenként 1 perc alatt hozzaadunk 0,5 ml
PEG-et (2 g/liter 75 mM HEPES-pufferben) — moleku-
latomeg koriilbelil 1500 dalton — 37 °C-on, 20 mésod-
percenként Gvatosan razogatva. A PEG-hozzaadast is-
mételjiik, el6szor 0,5 ml, majd 1,0 ml PEG-oldattal.

A fuzid utan a sejteket iilepitjik, és 1-1 percig 0,5,
1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16,0 és 32,0 ml RPMI pen/strep tapta-
lajjal mossuk. A fuzionalt sejteket iilepitjiikk, mint
¢l6bb, és a taptalajt eldobjuk. Ezutan 0,2933 mg/ml glu-
tamint és 10% fotélis borjiszérumot (FCS) tartalmazo
RPMI pen/strep taptalajban kezeletlen egérb6l szarma-
z6 koriilbeliil 1x105 1épsejtet adunk t51td (feeder) sejtek
gyanant a fuzionalt sejtekhez. A sejteket osszekeverjik,
majd iilepitjiikk, mint elébb. Az el6z6 napon egérb6l
izolalt t51t6 1épsejteket egy éjszakan at 37 °C-on
inkubaljuk glutamin- és FCS-tartalmiu RPMI pen/strep
taptalajban.
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A fuzionalt és a toltGsejteket egyiitt tenyésztjiik
7 napon 4t 0,2933 mg/ml glutamin, 10% FCS, 1x10-2
M hipoxantin, 4x10-5 M aminopterin és 1,6x103 M
timidin-tartalmi RPMI pen/strep taptalajban (HAT-tap-
talaj) 96 tartalyos, laposfenekd mikrotitral6é lemezeken
(COSTAR), tartalyonként 150 ul-ben. Inkubdlds utdn a
tartalyokban 1év6 taptalajt HT-taptalajjal (aminopterin-
mentes HAT-taptalaj) helyettesitjik, és folytatjuk az
inkubdlast.

T6bb nap mulva a hibridoma-feliiliszokat ELISA-
val vizsgaljuk a fent leirtak szerint, kivéve, hogy jelzett
anti-egér IgG-antitestet hasznalunk. A pozitiv ered-
meényt adé tartalyokban 1évé hibridomakat HT-taptalaj-
ban hatarhigitdsos médszerrel klénozzuk.

Osszesen 382 klénozott hibridémat allitottunk el8
ezzel a modszerrel, s ezek koziil mindegyik termelt mo-
noklonalis antitestet. Miutan a hibridomakat ELISA-val
sziirtiik — a 7-es polipeptidet hasznaltuk antigénként —
12 pozitiv sejtvonalat azonositottunk. Ezek kozil tizet
talaltunk pozitivnak IL—4-gyel szemben, ELISA-sz{-
réssel.

A pozitiv klénok koziil nyolcat Ouchterlony maod-
szerével szlirtilk agarban, standard modszerekkel,
immunoglobulin-specifikus antiszérumokkal. Ez a vizs-
galat kimutatta, hogy 6 klon IgGl-antitestet, egy klon
IgG2a-t és egy klon IgM-antitestet termelt.
Anti-idiotipus antitestek eléallitasa

Anti-idiotipus antitestek eléallitasdhoz 0,5 ml PBS-
ben oldott 1,5 mg 343—6 antiszérum IgG-frakciéhoz —
lasd fentebb — hozzdadunk 0,5 ml komplett Freund-
adjuvanst, és alapos keveréssel emulgedljuk. Ezt az
anyagot birkdba (Dorset keresztezett fajta) oltjuk
szubkutan. Ezt kovetSen néhany hetes id6kozonként em-
1ékeztets oltasokat adunk a birkanak hasonlé modon,
kivéve, hogy inkomplett Freund-adjuvanst hasznalunk.

Az immunizalas folyaméan idénként levett probavé-
rek ELISA-analizisénél antigénként a 343-6 anti-
szérum IgG-frakciot hasznaljuk — mint fent leirtuk —,
kivéve, hogy az immunglobulinnal valé blokkolast ki-
hagyjuk, és 0,5 ng tormaperoxidazzal jelzett szamar an-
ti-birka IgG-t hasznalunk mdsodik antitest gyanant. Azt
talaltuk, hogy az igy kapott birka-antiszérum (jele:
1448 antiszérum) specifikusan kot6dott a 343-6 nyul
antiszérum IgG-frakciohoz, de nem k6tddott IL—4-hez
vagy a 7-es polipeptidhez.

Vizsgaltuk, hogy vajon az 1448 jelli birka-anti-
szérum valoban tartalmaz-e anti-idiotipus antitesteket.
Ennek érdekében az antiszérum sorozathigitasait
radioligand receptorkétési analizisnek vetettilk ala, ami-
kor is 125]-IL—4-et és Daudi-sejteket hasznaltunk, mint
fent leirtuk. A kapott eredményeket a 4. dbra mutatja
be. Minden vizsgalt minta 2x10% sejtet és 50 pM
125]TL.—4-et (2x105 cpm) tartalmazott. Antiszérum nél-
kiil a specifikus k6t6dés 5,931 cpm volt.

A 4. abrabdl lathatd, hogy az 1448 jelG birka-anti-
szérum er8s kompetitiv gatlast gyakorolt a jelzett
IL—4 sejtekhez valé kotGdésre, és az alacsonyabb higi-
tasokban a specifikus kotédés tobb mint 80%-4t megga-
tolta. Ezzel szemben a birka pre-immunszérumnak nem
volt hatdsa az IL—4 kotodésére.
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Epitép-analizis

Annak meghatdrozasara, hogy a 6-os és 7-es poli-
peptidekben mely aminosavcsoportok jatszottak lénye-
ges szerepet az olyan antitestek termelésében, amelyek

testeket egy olyan nagyobb polipeptid vagy protein ellen
termeltilk, amelyeknek az aminosav-szekvenciaja magé-
ba foglalta a kis polipeptidek aminosav-szekvenciajat.
Ha az antitestek a nagyobb immunogénen beliil egy

meg tudtdk gatolni az IL—4 kotdését a sejtrecep- 5  olyan epitdpra specifikusak, amelyet a kis szintetikus
torokhoz, epitop-analizist végeztiink, lényegében polipeptidek tartaimaznak, az antitestek kotédni fognak
Geysen és munkatarsai [Proc. Natl. Acad. Sci., 81, a polipeptidekhez, és igy ELISA-val kimutathatok.
3998 (1984)] modszere szerint. A Geysen és munkatarsai-féle modszert (lasd fent)
A Geysen és munkatarsai szerinti médszer kis hasznalva 15 oktapeptidbdl all6 sorozatot szintetizaltunk
polipeptidek szdzainak gyors, parhuzamos szintézisét te- 10 polietilén tiikén (Cambridge Research Biochemicals
szi lehetdvé szilard hordozoén, ELISA kivitelezéséhez Inc., Valley Stream, NY, USA). Ezeknek az aminosav-
megfeleld tisztasigban és megfeleld mennyiségben, mi- szekvenciai az aggregatumban felolelik a 7-es polipeptid
alatt a polipeptidek ahhoz a szilard hordozdéhoz tapad- (megfelel az érett human IL—4 61-82 csoportjainak)
nak, amelyen szintetizalodtak. Az ELISA-t altaldban minden csoportjat. Ezek oktapeptidek szekvencidit a 3.
olyan polipeptideken végeztiikk, amikor a hasznalt anti- 15 tablazat mutatja be.
3. tabldzat
Az érett humén IL—4 61-82 aminosav-maradékai kizétti oktapeptidek
Oktapeptid Szekvencia Megfelel6 IL-4 csoportok Kozponti csoport*
1 KDTRCLGA 61-68 65
2 DTRCLGAT 6269 66
3 TRCLGATA 63-70 67
4 RCLGATAQ 64-71 68
5 CLGATAQQ 65-72 69
6 LGATAQQF 66-73 70
7 GATAQQFH 67-74 71
8 ATAQQFHR 68-75 72
9 TAQQFHRH 69-76 73
10 AQQFHRHK 70-77 74
11 QQFHRHKQ 71-78 75
12 QFHRHKQL 72-79 76
13 FHRHKQLI 73-80 77
14 HRHKQLIR 74-81 78
15 RHKQLIRF 75-82 79

* Az oktapeptidek kozponti csoportjat onkényesen olyan médon jeloltitk meg, hogy az érett huméan IL—4 azon csoportjanak a poziciészamahoz,
amelynek az oktapeptidek N-terminalis csoportja megfelel, négyet hozzaadtunk.

Hasonlé médon készitettiink el egy 17 ti-immobi-

csoportot felolelték. Ezeknek az oktapeptideknek az

lizalt oktapeptidbél all6 sorozatot, ezek egylttesen az 45 aminosav-szekvencidjat a 4. tablazat mutatja be.

érett human IL-447-70 csoportjanak megfeleld dsszes

4. tabldzat
Az érett huméan IL—4 47-70 aminosav-maradékai kozotti oktapeptidek
Oktapeptid Szekvencia Megfelel IL—4 csoportok Kozponti csoport*
1 RAATVLRQ 47-54 51
2 AATVLRQF 48-55 52
3 ATVLRQFY 49-56 53
4 TVLRQFYS 50-57 54
5 VLRQFYSH 51-58 55
6 LRQFYSHH 52-59 56

11
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4. tablazat (folytatds)

Oktapeptid Szekvencia Megfelel6 1L—4 csoportok Kozponti csoport*
7 RQFYSHHE 53-60 57
8 QFYSHHEK 54-61 58
9 FYSHHEKD 55-62 59

10 YSHHEKDT 56-63 60
11 SHHEKDTR 57-64 61
12 HHEKDTRC 58-65 62
13 HEKDTRCL 59-66 63
14 EKDTRCLG 60-67 64
15 KDTRCLGA 61-68 65
16 DTRCLGAT 6269 66
17 TRCLGATA 63-70 67

* Az oktapeptidek kozponti csoportjat 6nkényesen olyan modon jeloltik meg, hogy az érett huméan IL—4 azon csoportjanak pozicioszamahoz,

amelynek az oktapeptidek N-terminalis csoportja megfelel, négyet hozzaadtunk.

A 7-es szamu polipeptid epitop analizisének elvég-
zéséhez e polipeptiddel a fentickben leirt médon immu-
nizalt nyulbél kapott, 129-88 jelzésd antiszérumot
ELISA-val vizsgaltuk, s antigénként a 3. tablazatban
felsorolt polietilén ti-immobilizalt oktapeptideket hasz-
naltuk. A fent leirt vizsgalodmoszer szerint azt talaltuk,
hogy ez az antiszérum erdsen gatolja a 125J-IL-4 kots-
dését Daudi-sejtekhez. Az ELISA-t lényegében a fent
leirt médon, a 12988 jelii antiszérummal, 96 tartalyos
mikrotitralé lemezeken végeztiik, kivéve, hogy a tiiket
hasznaltuk a tartalyokban ahelyett, hogy a tartilyokat a
szabad antigénnel fedtiik volna. A tliket eltavolitottuk a
tartalyokbél, mieldtt a szint a Titertek MCC 340 ELISA
lemezleolvaséval leolvastuk.

Ennek az analizisnek az eredményét az 5. 4brdn mu-
tatjuk be, ahol az oktapeptidekre vonatkoztatott
414 nm-en mért abszorpciét abrazoljuk. Az 5. &dbran
szerepl8 oktapeptidek szama egyezik a 3. tdblazat sza-
maival. Az 5. 4brén lathato, hogy az 5-12 oktapeptidek-
hez erdsen kotddnek az antitestek. Utalassal a 3. tabla-
zatra lathatd, hogy ezeknek az oktapeptideknek a koriil-
beliili kozepe az érett human IL—4 69-76 csoportjainak
felel meg. Ezek az adatok, azzal a ténnyel egyiitt, hogy
a 129-88 jeldi antiszérum gétolta a jelzett IL-4 kotdde-
sét sejtreceptorokhoz, arra utalnak, hogy az érett human
1L—469-76 csoportjai epitdpot (epitépokat) alkotnak,
és az ezen epitép elleni antitestek gatoljdk a humaén
IL—4 kotddését a sejtreceptorokhoz.

A 4. tablazatban szereplé immobilizalt oktapepti-
deket hasonlé médon haszndltuk a 6-os szamu poli-
peptid ellen termelt nytl-antiszérum analizisére. Ezt az
antiszérumot — jele: 3426 — kétszer ellendriztiik arra
nézve, hogy képes-e gitolni a 125]-IL—4 kot6dését
Daudi-sejtekhez. Az immunizalas korai szakaszaban
vett szérummintak (3426 korai antiszérum) nem gatol-
tak a jelzett IL-4 kot8dését; a késGbbi szérummintdk
(342-6 késbi antiszérum) erés gatlast mutattak. Ennek
az analizisnek az eredményét a 6A, illetve a 6B abra
mutatja be. A 6A dbra a korai antiszérummal, a 6B dbra
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a késdi antiszérummal kapott eredményeket abrazolja.
A 6. 4bran lathato oktapeptidek szamozasa megfelel a
4. tablazat szamainak.

A 6A 4brabdl kitlnik, hogy a 6-os polipeptiddel
szembeni nem gatld 342-6 korai antiszérum olyan an-
titesteket tartalmaz, amelyek a 3—7 és 9-13 oktapepti-
dekkel reagilnak. Utalva a 4. tdblazatra, lathatd, hogy
ezeknek az oktapeptideknek a kézepe nagyjabol az
érett humén IL—4 53-57, illetve 59-63 csoportjainak
felel meg.

A gatld 342-6 késdi antiszérum hasonlé kotési ké-
pet mutat (6B abra), kivéve, hogy ez olyan antitesteket
is tartalmaz, amelyek er8s gatlé hatast fejtenek ki a
11-6 oktapeptidekre, amelyeknek a kozepe a human
IL-461-66 csoportjainak felel meg. A 6. dbra A és B
tablajanak adatait sszegezve azt a kovetkeztetést von-
hatjuk le, hogy az érett human IL—4 61-66 csoportjai
egy epitopot alkotnak. Az ezen epitép elleni antitestek
gatoljék a humdn IL—4 kitddését sejtreceptorokhoz.

Ezt a feltevést olyan ELISA-vizsgalatok erdsitették
meg, amelyeket a fent leirtak szerint végeztiink a 6-os
és 7-es polipeptidek és a 7-es polipeptid elleni egyik
monoklonalis antitest hasznalataval. Ez az antitest er6-
sen kotdtte mindkét polipeptidet, és ugyancsak erésen
gitolja a 125]-1L—4 kot6dését Daudi-sejtekhez. A poli-
peptidekben az egyetlen kozos szekvencia a KDTRC,
amely az érett human IL—4 61-65 csoportjainak felel
meg. Ebbdl kovetkezik, hogy e gatléd monoklonalis anti-
test ez ellen az alszekvencia ellen iranyul, és hogy ez az
alszekvencia egy fontos epitopot képez.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras polipeptid el8allitisara, amely 5-26 ami-
nosav-maradékot tartalmaz, és aminosav-szekvenciaja
megfelel a huméan IL—4 61-82 aminosav-maradékokbol
allé szekvenciajanak vagy ennek egy alszekven-
ci4janak, vagy a human IL-4 104-129 aminosav-mara-
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dékokbdl all6 szekvencidjanak, azzal jellemezve, hogy a
polipeptidet a megfeleld aminosav-maradékokbdl egy
peptidszintézisben ismert eljarassal megszintetizaljuk,
¢s adott esetben kovalens kotéssel egy hordozémoleku-
lahoz kapcsoljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a polipeptidet szilard fizisa peptidszintézissel al-
litjuk el6.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljrds, azzal
Jjellemezve, hogy a polipeptidet kovalensen hozzako6tjitk
egy hordozémolekulahoz.

4. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljards, azzal
Jjellemezve, hogy az alabbi aminosav-szekvencidval ren-
delkezd polipeptideket allitjuk eld:
Lys—Asp-Thr—-Arg—Cys,
Thr--Ala-GIn-GIn—Phe-His-Arg—His,
Lys—Asp-Thr—Arg—Cys-Leu-Gly—Ala-Thr-Ala—-
GIn-GlIn—Phe-His-Arg-His-Lys—GIn-Leu-Ile-Arg—
Phe vagy
Ala-Asn-Gln—Ser-Thr-Leu—Glu-Asn—Phe-Leu—
Glu-Arg-Leu-Lys-Thr-Ile-Met-Arg-Glu-Lys—
Tyr-Ser-Lys—Cys—Ser—Ser.

5. Eljaras az 1. igénypont szerint eldallitott
polipeptid elleni poliklonalis antitestek elallitasara, az-
zal jellemezve, hogy egy 1. igénypont szerint eléallitott
polipeptiddel egy donorallatot immunizalunk, kivéant
esetben egy vagy t6bb emlékeztetS oltas utan az éllatbol
vért vesziink, majd szérumot készitiink, amelyet stan-
dard modszerekkel szliriink, amelyben az emlitett
polipeptidet hasznaljuk antigénként.

6. Eljaras az 1. igénypont szerint el6allitott poli-
peptid elleni monoklonalis antitestek eldallitaséra, azzal
Jjellemezve, hogy egy donoréllatot egy 1. igénypont sze-
rint elBallitott polipeptiddel immunizalunk, immun-
kompetens B-sejteket izolalunk az immunizalt donor-
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allatbol, a B-sejteket mieloma-sejtvonalakkal fuzional-
tatjuk, és a keletkez6 hibridémak koziil szelektaljuk az
emlitett polipeptid-antigént felismerd antitesteket ter-
meld hibridomasejteket, az igy kapott hibridomasejte-
ket tenyésztjiik, és a termelt monoklonalis antitestet a
tenyészettdl elvalasztjuk.

7. Eljaras huméan IL-4 sejtreceptorokhoz vald kétd-
désének gatlasara, azzal jellemezve, hogy az IL—4-et
egy 5. vagy 6. igénypont szerint eldallitott antitesttel
érintkeztetjiik.

8. Eljaras IL—4 kozvetitette allergidk vagy mas alla-
potok kezelésére szolgalé gyogyszerkészitmény el6alli-
tasara, azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb, 5. vagy 6.
igénypont szerint elallitott antitest hatékony mennyi-
ségét fiziologias szempontbdl elfogadhaté hordozéval
osszekeverve gyogyszerkészitménnyé alakitjuk.

9. Eljaras anti-idiotipus antitestek el6éllitasara, az-
zal jellemezve, hogy egy allatot egy 5. igénypont szerint
eldallitott poliklonalis vagy egy 6. igénypont szerint
eldallitott monoklonalis antitesttel immunizalunk, és az
immunizalt allat vérébdl az anti-idiotipus antitesteket
standard eljarasokkal teljes poliklonalis antiszérum for-
majaban vagy ennek egy IgG-frakciéja formdjaban,
vagy hibridomak altal termelt monoklonélis antitestek
formajaban kinyerjik.

10. Eljaras human IL—4 sejtreceptorokhoz valé ko-
t6désének gatlasara, azzal jellemezve, hogy az 114 re-
ceptorokat hordozé sejteket egy 9. igénypont szerint
eléallitott anti-idiotipus antitesttel érintkeztetjik.

11. Eljaras IL—4 kozvetitette allergiak vagy mas élla-
potok kezelésére szolgald gyogyszerkészitmény eldalli-
taséra, azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb 9. igény-
pont szerint el@allitott anti-idiotipus antitest hatékony
mennyiségét fiziologids szempontbdl elfogadhaté hor-
dozdval dsszekeverve gyogyszerkészitménnyé alakitjuk.
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