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Onkosztatin-M-antagonista alkalmazasa

KIVONAT

A talAdlmany targyat képezi kisméretli, szerves moleku-
144, vagy antitest-jellegli onkosztatin-M-antagonista al-
kalmazdsa gyulladasos arthropathiak vagy gyulladésos rend-
ellenességek kezelésére vagy megeldzésére szolgald gydgy-
szer elB4llitéséra.

A taldlmany szerinti megoldasban az onkosztatin-M al-

kalmazhatdé az ilyen antagonistak szkrinelésére is.

Aktaszamunk: 92927-5194/SG
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Onkosztatin-M-antagonista alkalmazasa

A talalmany targyat képezi az onkosztatin-M (OSM)
antagonistajanak alkalmazasa gyulladasos arthropathia vagy
gyulladasos rendellenességek kezelésében vagy megeldzésé-
ben, és az ilyen antagonistak szkrinelésére szolgald elja-
rasokban.

A rheumatoid arthritis (RA) az iziileteket érintd kro-
nikus gyulladasos betegség, amely synovialis hyperplasi-
aval, wvalamint a mononuklearis sejtek és a polimorfo-
nuklearis leukocitédk (PMN) extenziv infiltraciéjaval jelle-
mezhetd. A rezidens és az infiltralédod sejttipusok komplex
€s nem teljesen tisztazott k&lcsdnhatasa vezet a metallo-
proteinazok (MMP-k) szekréciéjdhoz, és ez az iziileti porc,
az inszalagok és a porc alatti (subchondralis) csont ron-
csoldédasat eredményezi [Firestein, G.S., Current Opinion in
Rheumatology 4: 348-54 (1992)]. Kimutattak, hogy a szamos,
proinflammatorikus citokin kozott, amely a RA patolégias
folyamatainak iranyitasaban szerepet 3Jjatszik, a TNFa-nak

kulcsszerepe van, és az anti-TNFo-terapiak ezt egyértelmiien

Aktaszadmunk: 92927-5194/8G
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bizonyitjak [Elliot, M.J. és mtsai., Lancet 344 (8930) :
1105-10 (1994)]. A TNFx kozvetit néhany patoldgias hatast:
tobbek kozott az MMP-k indukciéjat [Dayer, J.M. és mtsai.,
Journal of Experimental Medicine 162(6): 2163-8 (1985)],
mas, proinflammatorikus citokinek serkentd szabdlyozasat
(,upregulation”) [Haworth, C. és mtsai., European Journal .
of Immunology 21(10): 2575-9 (1991); Dinarello, C.A. és
mtsai., Journal of Experimental Medicine 163(6): 1433-50
(1986) ], és a PMN-adhéziét és a tranzendothelidlis sejtmig-
raciét ([Smart, S.J., Casale, T.B. American Journal of
Physiology 266: L238-45 (1994)]. Viszonylagosan keveset tu-
dunk a TNFa pozitiv szabadlyozasardl, annak ellenére, hogy
jelenleg a proinflammatorikus citokinkaszkad inicidtoranak
tekintjiuk (Feldman, M. és mtsai., Annual Review of
Immunology 14: 397-440 (1996)].

Az onkosztatin-M (OSM) egy 28 kDa méretd glikoprotein
[Rose, T.M., Bruce A.G. PNAS USA 88(19): 8641-5 (1991)],
amely az IL-6-ot, az IL-ll-et, a leukémia-inhibitoros fak-
tort (LIF), a cilidris neutrotrofikus faktort (CNTF) és a
kardiotrofin-l-et (CT-1) magaban foglaléd citokincsaladhoz
tartozik (Taga, T., Kishimoto, T., Annual Review of
Immunology 15: 797-819 (1997)]. A citokincsalad minden tag-
Ja k&6z6s Jjelatviteli lancon, a gpl30-on osztozik, amely a
heterodimer és homodimer receptorok egy komplex csaladja
részét képezi [Grotzinger, J. és mtsai., Proteins 27(1) 96-
109 (1997)]. Az OSM-nek és az LIF-nek k6zb6s, heterodimer
receptorja van (LIFr: I-es tipusu gpl30), és az OSM-nek van

egy sajat, egyedi receptorja is, amely OSMrB-lancot és (II-



es tipusu) gpl30-at tartalmaz [Mosley, B. és mtsai., Jour-
nal of Biological Chemistry 271(51): 32635-32643 (1996)].
Az OSM sokaig a sejtnovekedésre és differencialddasra gya-
korolt hatéasarél volt ismert ([Horn és mtsai., Growth
Factors 2(2-3): 157-65 (1990)]. Ujabban kimutattak, hogy az
OSM 1in vivo hatéasos, proinflammatorikus tulajdonsagokkal
rendelkezik egér esetében [Modur, V. és mtsai., J. Clin.
Invest. 100: 158-168 (1997)], és az IL-1l-gyel hatékony szi-
nergiat mutat az 1izlleti porc degradacidéjanak gyorsitasa-
ban, ex vivo modellrendszerekben [Cawston, T., Biochemical
& Biophysical Research Communications 215(1): 377-85
(1995)].

Az OSM az endothelsejtekben a P-szelektin (és az E-
szelektin) meghosszabbitott serkentését idézi el ([Yao, L.
és mtsai., Journal of Experimental Medicine 184(1): 81-92
(1996) ], a humdn eredetl synovialis fibroblaszt esetében
stimulalja az urokinadz-tipusu plazminogén-aktivator-
aktivitést [Hamilton, J. és mtsai., Biochemical &
Biophysical Research Communications 180(2): 652-9 (1991)]
és az endothelsejtekbdl szarmazd IL-6 hatékony indukaldja
[Brown, T.J. és mtsai., Journal of Immunology 147(7): 2175-
80 (1991)). Az 0OSM-ré8l ujabban kimutattdk, hogy RA esetében
kimérhetd, de OA esetében nem mérhetd ki a synovialis fo-
lyadékban [Hui, W. és mtsai., Annals of the Rheumatic
Diseases 56(3): 184-187 (1997)] és a synoviumban, ahol ter-
melése a makrofagokhoz kothetd [Okamoto, H. és mtsai.,

Arthritis and Rheumatism 40(6): 1096-4405 (1997); Cawston

és mtsai., Arthritis and Rheumatism 1(10): 1760-1771



(1998)]. A tovabbi kisérletek €zen a terlleten feltételezé-—
sekre éplilnek és az IL-6-alcsaladba tartozo tagok hasonlé-
sagan alapulnak (Carroll, G. és mtsai., Inlamm. Res. 47:
1-7 (1998)].

Felismertiik, hogy az OSM képes a TNFa-szekrécié indu-
kalasadra makrofagokban. Az a felismerés, hogy az 0OSM indu-
kalja a TNFa-szekrécidt, azt sugallta szamunkra, hogy az
OSM valdjaban szerepet jatszik a porc roncsoldéddsanak koz-
vetitésében; ez ellentétben all a Jelenleg rendelkezésre
allé adatokkal, amelyek valdészinlisitik, hogy az 0OSM serken-
t8leg szabalyozza a metalloproteinaz-1 (TIMP-1) széveti ti-
pusu inhibitorat [Nemoto és mtsai., A&R 39(4): 560-566
(1996) ], amely komplexet képez az MMP-1-gyel, inaktivalja
azt és ezaltal csokkenti a kollagénkiaramlast. E felisme-
résre alapozva bebizonyitottuk, hogy semlegesitd, anti-0OSM-
antitest terapias céld beadasa mas, az IL-6 csaladba tarto-
z6 tagok gatlasa nélkiil oénmagaban képes enyhiteni a kolla-
gén altal indukalt arthritist egérmodellben. A kollagén
porc altal torténd kibocsatasanak gyorsitasaban a TNFx és
az OSM szinergizmusat késdébb kimutatta T. Cawton [Cawston,
T. és mtsai. Arthritis and Rheumatism 41(10): 1760-1771
(1998)].

A talalmany targyat képezi az OsM antagonistajanak
alkalmazasa gyulladasos arthropathia vagy gyulladasos rend-
ellenesség kezelésére vagy megeldzésére szolgalé gydgyszer
eldallitasaban. Kozelebbrdl a talalmany targyat képezi az
OSM antagonistajanak alkalmazasa a kollagén iziileti porcbdél

torténd kidramlasanak megeldzésére vagy csodkkentésére szol-



galé gyodgyszer eldallitasaban. A taldlmany targyat képezi
tovabba gyulladasos arthropathia vagy gyulladidsos rendelle-
nesség kezelésére vagy megeldzésére szolgald eljaras, amely
magaban foglalja az OSM antagonistaja hatdsos mennyiségének
beadasat az ilyen rendellenességben szenvedd beteg részére.

Az antagonista kifejtheti hatasat ugy, hogy blokkolja
az OSM-et a gpl30-as OSM-receptorral, vagy mids receptorok-
kal, az OSMrf3-val vagy az LIFr-rel vald kolcsdnhatasaval
szemben, vagy blokkolhatja e fehérjék heterodimerjeinek ki-
alakulasat, és 1igy akadalyozza meg az OSM kotddését és
szignalizacidjat, ezaltal csokkentve a gyulladaskeltd cito-
kinek és/vagy MMP-k szintézisét. A talalmany szerinti anta-
gonista igy tehat lehet liganduma az OSM-nek, vagy egy vagy
tobb OSM-receptornak (a gpl30-nak, az OSMrB-nak vagy az
LIFr-nek), vagy lehet olyan hatdanyag, amely képes e reak-
cidkba térténd beavatkozasra olyan médon, amely az OSM bio-
légiai aktivitadsara hat. Az alabbiakban az ,0SM anta-
gonistaja” kifejezés alatt maganak az OSM-nek vagy recepto-
ral egyikének antagonistajat értjiik.

Kimutattuk, hogy rheumatoid arthritis-ben a
synovialis vaszkuldris endotheliumban a P-szelektin és az
E-szelektin a gpl30-cal, az I. és a II. tipusu OSM-receptor
szignalizacids elemével egyilittesen fordul eld. Noha nem ki-
vanjuk a talalmany szerinti megoldast az elmélethez kotni,
ugy tilnik, ez azt jelzi, hogy az iziileti makrofagok altal
termelt OSM késztetheti RA-ban a vaszkularis endotheliumot
a leukocita-toborzasra a P-szelektin és az E-szelektin ser-

kentd szabalyozasa (,upregulation”) utjan. Az a felismerés,



hogy az L-szelektin kotése akar specifikus antitesttel,
akadr fukoidannal (L-szelektin-antagonista) a mononukledris
sejteket OSM szekrécidjara készteti, nagy jelentdséqgl lehet
a gyulladasos valaszreakcid er8sitése szempontjabdl, az OSM
lokalis forrasanak tovabbi biztositasaval a TNFq, P-
szelektin és E-szelektin serkentése céljabdl.

Azonositottak azokat az aminosavakat, amelyek fonto-
sak az OSM és a gpl30 kolcsonhatdsdban. Az OSM publikalt
aminosav-szekvencidja alapjan [Mali és mtsai., Mol. Cell.
Biol. 9(7):2847-53 (1989); az M27288-as DNS-bejegyzés az
EMBL-adatbazisban, a P13725-6s fehérjeszekvencia-bejegyzés
a Swissprot-ban] ezek az aminosavak: a G120, a Ql6 és az
N123, és az N124 szintén szerepet jatszhat (lasd a 12. azo-
nositdészami aminosav-szekvenciat és az aldbbi szekvenciat).
Az elsd 25 aminosav szignalpeptidet alkot, és az érett fe-
hérje az AAIGS-szekvencidnal kezddédik (13. azonositdszamu
szekvencia, ezentul a. sz.). Ezt a szekvenciat az érett fe-
hérje elsdé aminosavatdl kezdve szamozzuk, amint azt bemu-
tatjuk.

12. azonositdszamu szekvencia

1 5 15 25 35
MGVLLTQRTL LSLVLALLFP SMASMAAIGS CSKEYRVLLG QLQKQTDLMQ DTSRLLDPYT
45 55 65 75 85 95
RIQGLDVPKL REHCRERPGA FPSEETLRGL GRRGFLQTLN ATLGCVLHRL ADLEQRLPKA
105 115 125 135 145 155
QDLERSGLNI EDLEKLQMAR PNILGLRNNI QCMAQLLDNS DTAEPTKAGR GASQPPTPTP
165 175 185 195 205 215
ASDAFQRKLE GCRFLHGYHR FMHSVGRVFS KWGESPNRSR RHSPHQALRK GVRRTRPSRK
225 227
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fgy tovabba a talalmdny targyat képezi olyan antago-
nista vagy hatdéanyag, amely rendelkezik e specifikus amino-
savak kozill az egyikkel vagy tobbel vald kdlcsdnhatas ké-
pességével, és/vagy az ezek segitségével meghatadrozhatd ko-
téhelyekkel vald kdlcsdnhatds képességével, és amely az OSM
bioldgiai aktivitaséanak megvaltoztatédsara szolgal.

A taldlmany szerinti megolddsban kezelhetd gyullada-
sos arthropathia-k tobbek k&zdtt a rheumatiod arthritis, a
psoriatikus arthritis, a gyulladasos osteocarthritis és/vagy
a reaktiv arthritis. A taldlmany szerinti megoldasban ke-
zelhet& gyulladasos rendellenességek tobbek kozott, a
Crohn-betegség, a colitis ulcerosa, a gastritisek, t&bbek
kozott a H. pylori fertdzése 4altal okozott gastritis, az
asztma, a krdnikus, obstruktiv tiudébetegség, az Alzheimer-
betegség, a sclerosis multiplex és a psoriasis.

Az OSM lehetséges antagonistai, tobbek kozétt, az
OSM-mel specifikus kolcsénhatdst kialakité kisméretidi szer-
ves molekuléak, ionok, példaul szubsztrat, lehetSleg termé-
szetes szubsztrat, sejtmembranalkotd, receptor vagy termé-
szetes ligandum, ezek fragmense vagy peptid vagy mas fehér-
jeszerd molekula, elénydsen az OSM szignalizaciéra nem ké-
pes mutans alakja, amely blokkolja az OSM OSM-rceptorhoz
vald kotddését, valamint médositott OSM-molekuldk. Az ilyen
antagonistak lehetnek a fehérjét vagy peptidet koédold DNS
formajaban és szolgalhatnak az antagonista in vivo
expresszidjara. Az antagonistak lehetnek az ilyen fehérje-
vagy peptidmolekulakat, vagy DNS-t tartalmazé vakcinak,

amelyek az OSM-re 1iranyuldé antagonista hatast keltenek a



nativ OSM-et célzdé in vivo antitestvalasz indukdalasaval. Az
ilyen antagonistdk lehetnek tobbek kozott antitestek, anti-
test-eredetli reagensek vagy kiméramolekulak. Az antagonista
definiciéja magadban foglalja barmely, fent ismertetett mo-
lekula szerkezeti vagy funkcionadlis analdgjat vagy mime-
tikumat. Az olyan nukleinsav-molekulakat, mint a DNS vagy
RNS-aptamerek, szintén ide soroljuk.

Elényds antagonistak tobbek kézott a kisméretld szer-

ves molekuldk. Az ilyen vegyiletek tartozhatnak barmely ve-
gyliletcsoportba, azonban az OSM bioldgiai aktivitéasara gya-
korolt, a fentiekben ismertetett mechanizmusok szerinti ha-
t4ds alapjan kerilnek kivalasztasra, és fiziolégiailag elfo-
gadhatoénak kell lenniik, azaz nem lehetnek toxikusak; vagy
elfogadhatd szintd toxicitéassal, vagy mas mellékhatéasokkal
rendelkeznek. Az alkalmas antagonistakat biztositd egyik
vegyliletcsoport 1lehet a ribonukleozidok csoportja, mint
példaul az N-{1H-pirazolo(3,4~-d]pirimidin-4-il)benzamid}
[Davoll és Kerridge, J. Chem. Soc. 2589 (1961)].
Mas, eldnyds antagonistak tobbek kozott az antitestek, ezek
fragmensei, vagy az antitesteket vagy fragmenseiket tartal-
mazé mesterséges kontrukcidk, vagy az antitestek vagy
fragmenseik kotésének utanzasa céljabdl tervezett mestersé-
ges konstrukcidk. Ilyen konstrukcidk részletes leirdsat
k6z1li Dougall [Dougall és mtsai., Tibtech. 12: 372-379
(1994)].

Az antitest definicidéja magaban foglalja a rekom-
bindns antitesteket, példaul rekombinadns, human eredetd an-

titesteket, amelyek szintén alkalmazhatdak. Az antitesteket



moédosithatjuk, azaz ezek lehetnek ,kiméra“ antitestek, ame-
lyek egy donorantitest varidbilis doménjait és egy human
eredetd antitest konstans doménjat tartalmazzak [amint
WO86/01533. sz. nemzetkdzi kdzzétételi iratban van leirval,
vagy lehetnek ,humanizalt® antitestek, amelyek esetében
csak a CDR-ek szarmaznak mas fajbol, mint az antitest vari-
abilis doménjének vazszekvencidja [az EPA-0239400. sz. eu-
ropai kozzéteteli iratban van feltadrval. A komplementari-
tast meghatarozé régidk (,complementarity determining reg-
ion”, CDR) szarmazhatnak ragcsédloeredetd vagy féemldSs-—
eredetl (primate) monoklonalis antitestb8l. A megvaltozta-
tott antitest wvariabilis doménjeinek vazszekvencidja és
konstans doménjei rendszerint humadn eredetdi antitestbdl
szarmaznak. Egy 1ilyen humanizalt antitest nem valthat ki
olyan nagymértéki immunvalaszt embernek torténd beadaskor,
mint egy teljesen idegen antigén, példaul egy ragcsalobél
szadrmazbé antigén beadasa.

Elényos antagonistak toébbek kozodtt a komplett anti-
testek, az F(ab’).-fragmensek, az Fab-fragmensek, az Fv-
fragmensek, az ScFv-fragmensek, mas fragmensek, CDR-pep-
tidek és mimetikumaik. Ezek a szakember altal kinyerheté&ek
vagy eldallithatdak. Példédul enzimes emésztést alkalmazha-
tunk F(ab’).-fragmensek és Fab-fragmensek el&allitasara
(IgG-molekula pepszinnel vagy papainnal tdrténd hasitasa-
val). Az ,antitest” kifejezés az alabbi leirasban magaban

foglal minden, fent emlitett lehetdséget.
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Amint az a szakember szamara nyilvanvald, alkalmazha-
tbak az antagonistak szarmazékai is ott, ahol specifikus
fehérje- vagy peptidantagonista leirasat adjuk meg. A
,szarmazék” kifejezés magaban foglalja a leirt antagonista
olyan valtozatait, amelyek az antagonistahoz viszonyitva
egy vagy tobb aminosavban szubsztitualtak, deletaltak vagy
inszercioét tartalmaznak, azonban rendelkeznek a leirt koté-
si aktivitassal. Elénydsen az ilyen szarmazékok aminosav-
szekvenciaja alapvetden azonos a megadott antagonista ami-
nosav-szekvenciajaval.

Az aminosavszekvencia-azonossag mértéke kiszamithatod
olyan programok alkalmazasaval, mint pl. a bestfit [Smith
és Waterman, Advances 1in Applied Mathematics 482-489
(1981)], amellyel barmely két szekvencia kozotti hasonldsag
legjobb szegmense megkeresheté. Az illesztés végrehajthatd
az aminosavak-hasonldésadgok matrixa, példaul a Schwarz és
Dayhof [Schwarz és Dayhof, Atlas of Protein Sequence and
Structure, szerk.: Dayhof, M.O. 353-358 (1979)] &altal leirt
eljaras alkalmazasaval kapott pontok maximalizalasat alapul
véve.

Elényosen a szekvenciaazonossag mértéke legalabb 50%,
elénydsebben legaldbb 75%. A szekvenciaazonossag a legeld-
nydosebben legaladbb 90% vagy legalabb 95%. Mindazonaltal a
szakember szamara nyilvanvald, hogy nagymértékid szekvencia-
azonossag nem szilkségszerden kovetelmény, mivel szamos ami-
nosav gyakran helyettesitheté mas, hasonld tulajdonsagokkal
rendelkezd aminosavakkal, anélkil, hogy Jjelentds mértékben

megvaltoztatnank vagy kedvezd&tleniil befolyasolnank egy fe-
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hérje bizonyos tulajdonsagait. Ezeket iddénként ,konzerva-
tiv” aminosavcsereként emlitjik. Igy a glicin, wvalin,
leucin vagy izoleucin aminosavakat gyakran helyettesithet-
jiik egymassal, és ugyanigy helyettesithet6k egymassal a ko-
vetkez&ék: a fenilalanin, tirozin és triptofdn (aromas ol-
dallanccal rendelkez6 aminosavak); lizin, arginin és
hisztidin (bazikus oldallanccal rendelkezd aminosavak);
aszparaginsav és glutaminsav (savas oldallancut aminosavak) ;
aszparagin és glutamin (amid-oldall&nccal rendelkezd amino-
savak); cisztein és metionin (kéntartalmid oldallanccal ren-
delkezé aminosavak). Igy a ,szarmazék” kifejezés alatt ért-
hetink olyan aminosavszekvencia-valtozatot, amely az adott
szekvencidhoz viszonyitva eqgy vagy tobb ilyen ,konzervativ”
védltoztatast tartalmaz.

A talalmany targyat képezik a talalmany targyat képe-
z6 antagonistak olyan fragmensei vagy szadrmazékai, amelyek
még rendelkeznek az leirt kotési aktivitassal. Az eldnyds
fragmensek legaldbb tiz aminosav hosszuak, de lehetnek
hosszabbak (példaul legfeljebb 50 vagy 100 aminosav hosszu-
sdguak) . Az OSM talalmény szerinti megoldasban alkalmazhatd
tovabbi, eldényds antagonistai oligonukleotid-ligandumok. A
»ligandumok szisztematikus kifejlesztése exponencialis dua-
sitassal” (,systematic evolution of ligands by exponential
enrichment”, SELEX) egy olyan eljaras, amellyel egyes szalu
oligonukleotidok oriasi méretd kényvtarai szkrinelhetdek
egy célfehérjére vagy mas célmolekulara iranyuld, kivant
aktivitdsra nézve ([Tuerk és Gold, Science 249:505-510

(1990); Green és mtsai., Meths. Enzymol. 2 (75-86 (1991);

.
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Gold és mtsai., Annu. Rev. Biochem. 064:763-797 (1995) ;
Uphof és mtsai., Curr. Opin. Struct. Biol. 6: 281-288
(1996)]. A szkrinelés terméke egy egyes szalu oligonuk-
leotid-szekvencia, amelyet aptamernek neveznek, és a cél-
fehérje szempontjabdl rendelkezik a kivant aktivitassal,
rendszerint nagy kotési affinitassal. A SELEX-eljéarast
rendszerint mintegy 10*-10%° random  oligonukleotid-~
szekvenciat tartalmazé RNS-konyvtarral vagy DNS-konyvtarral
inditjak. Egy teljesen randomizdlt oligonukleotid-k&nyvtar
esetében minden molekula egy egyedi harmadlagos szerkezetet
képvisel, amely teljes mértékben a molekula nukleotid-
szekvenciajatol figg. Igy célfehérjére szkrinelve az oligo-
nukleotid kotési affinitadsat az adott fehérje esetében az
oligonukleotid és a célfehérje epitépjainak alakja kozotti
illeszkedés hatarozza meg. Annak kdvetkeztében, hogy ériasi
méeretd és nagy valtozatossagu koényvtarbél indulnak ki,
rendszerint lehetséges a célfehérjéhez nM-nal kisebb affi-
nitassal rendelkezd, a célfehérjére mas fehérjékhez viszo-
nyitva szelektiv, altaléanos szerkezeti homolégiaju
aptamerek azonositasa [Tuerk és Gold (1990, lasd fentebb):
Green és mtsai. (1991, lasd fentebb); Gold és mtsai. (1995,
lasd fentebb); Uphof és mtsai. (1996, 1lasd fentebb)]. A
SELEX-eljaras alkalmazasaval tébb, mint 100 fehérjéhez és
kis molekulahoz fejlesztettek ki aptamereket, tobbek kozott
a dopaminhoz [Mannironi és mtsai., Biochemistry 36:9726-
9734 (1997)], a P-szubsztancidhoz [Nieuwlandt és mtsai.,
Biochemistry 34: 5651-5659 (1995)], a human eredeti

neutrofil elasztdzhoz [Bless és mtsai., Current Biol. 7:
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877-880 (1997)], a trombocita eredetl novekedési hormonhoz
(,platelet derived growth factor”, PDGF) ([Green és mtsai.,
Biochemistry 35: 14413-14424 (1996)], a vaszkularis endo-
thelidlis ndévekedési faktorhoz (VEGF) [Green és mtsai.,
Chem. Biol. 2: 683-695 (1995)]), a trombinhoz [Bock és
mtsai., Nature 355: 564-66 (1992) és az L-szelektinhez
[0" Connell és mtsai., PNAS USA 93: 5883-5887 (1996)].
Szamos aptamerrd8l kimutattak, hogy bioldégiai aktivi-
tassal, rendszerint receptor-antagonizmussal vagy enzim-
inhibitoros tulajdonsdgokkal rendelkeznek, 1in vitro és 1in
vivo egyarant. Példadul a human eredetd neutrofil elasztaz
(hNE) elleni nagy affinitdsu és inhibitoros aktivitasu
aptamert fejlesztettek ki vegyes SELEX alkalmazéséval
[Bless és mtsai., lasd fentebb, (1997)]. Az in vivo stabi-
litdst novelését szolgald mddositast kovetden az aptamert a
tudégyulladas patkanymodelljében tesztelték [Bless és
mtsai., lasd fentebb (1997)]. Egy masik, példaértékii eset-
ben egy 49 nukleotid hosszusagu, a fehérje irant nM-os af-
finitidst mutatd® DNS-aptamert fejlesztettek ki a humldn ere-
detd L-szelektin ellen [O’Connell, lasd fentebb (1996)] Az
aptamer 600-szoros szelektivitasu az L-szelektin irant, az
E-szelektinhez viszonyitva, és 10 000-szeres szelektivitasu
az L-szelektin irant a P-szelektinhez viszonyitva. Az
aptamer PEG-ben formulazott intravénas injekcidéja doézisfiig-
gé moédon gatolta a radioaktiv jelzéssel ellatott humd&n ere-
detdi PBMC-k nyirokcsomékba torténd vandorlasat, de méas
szervekbe torténd vandorlasat nem [Hicke és mtsai., J.

Clin. Invest. 98: 2688-2692 (1996)]. Egy harmadik példa
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esetében nagy affinitdsu RNS-aptamereket fejlesztettek ki
human eredetd VEGF ellen a VEGF angiogenezisben betdltott
szerepének tanulmadnyozadsa céljabdl [Jellinek és mtsai.,
Biochemistry 33: 10450-10456 (1994); Green és mtsai.
(1995); Ruckman és mtsai., J. Biol. Chem. 273: 20556-20567
(1998); Willis és mtsai., Bioconjug. Chem. 9: 573-582
(1998)]. A VEGF-aptamer egy liposzémalis formulaja gatolja
a VEGF altal indukalt endothelsejt-proliferacidét in vitro
és a vezikularis permeabilitds novekedését és az angio-
genezist iIn vivo [Willis és mtsai. lasd fentebb (1998) ] .
Igy a talalmany targyat képezi az OSM vagy az OSM-receptor
(OSMR, LIFR, gpl30) taldlmadny szerinti alkalmazas célijat
szolgald oligonukleotid-liganduma.

A talalmany szerinti alkalmazds céljait szolgald
aptamer kifejlesztése céljabdél az OSM-et vagy egy receptort
szkrineléshez lemezekre kell kikdtniink. A human eredetid OSM
elleni RNS- vagy DNS-aptamerek kifejlesztése céljabél a
szelekcid és amplifikdcidé iterativ lépéseit (azaz a SELEX-
eljarast) megvaldsithatjuk Fitzwater és Polisky [Fitzwater
és Polisky, Meths in Enzymol. 267: 275-301] eljarasanak
megfeleldSen. Jellemzd moédon ezek az aptamerek médositott
RNS-aptamerek, mivel az RNS biztositja a legnagyobb szerke-
zeti diverzitéast és ezdltal a nagy affinitasu molekuldk le-
het&ségét. Nagy affinitdst aptamer kifejlesztése utan sza-
mos, SELEX-eljarast kovetd optimalizaciés eljarast hajtha-
tunk végre az aptamer stabilitasanak noévelése céljabodl; az
aptamer csonkolasaval ,magszekvencia” eléréséiqg (az aptamer

jellemz&en 100 tagu vagy roévidebb), amely alkalmasabb szi-



lard fazisu szintézisre (igy csoOkkenthetd a szintézis kodlt-
sége); és az 1in vivo formuldk kialakitédsa céljabol.

Az elsé eljarasi lépésben az aptamert csonkolhatjuk a
molekula leroviditése céljabol, az aktivitashoz sziikséges
,magszekvencia” eléréséig. A rovid, gyakran 20 és 40
nukleotid hosszusdgu magszekvencia szintézise olcsdbb és
gyorsabb, és a bioldgiai hozzaférhetésége nagyobb. A mag-
szekvencia Osszetételére vonatkozdé informacidkat szekven-
ciahomolégia-Osszehasonlitasokbdl kaphatjuk. A csonkoléasi
kisérletek azonban rendszerint magukban foglaljéak fokozaﬁo—
san rovidilé aptamerek szintézisét, addig, mig az aktivi-
tashoz szikséges minimalis szekvenciat el&allitjuk. Ez
rendszerint a nem valtozd (,fixed”) szekvencia eltavolita-
saval jar, azonban szamos példa van arra, hogy a nem valto-
z6 szekvencian belili nukleotidok hozzajarulnak az aptamer
affinitasahoz [Fitzwater és Polisky, 1lasd fent (1996)
Ruckman, J. és mtsai., J Biol. Chem. 273: 20556-20567
(1998); Green és mtsai., lasd fentebb (1995)]). Ezért a ta-
lalmany targyat képezi az olyan aptamerek, amelyek a kiva-
lasztott aptamer csonkolt vagy kiterjesztett valtozatai,
vagy eqgy olyan valtozata, amely tobb, mint  70%-os
homoldgiat mutat egy kivadlasztott aptamerrel.

A csonkolast kOvetSen szamos médositasi alapkisérle-
tet hajthatunk végre az aptamer stabilitdsanak javitéasara,
ribonukleaz altal torténd hasitas elleni védelem kialakita-
saval. A SELEX-eljaras soran nem lehetséges 2’-médositott
purinbazisok beépitése, mivel az in vitro transzkripcié so-

ran alkalmazott T7-polimerazok nem tlirik ezt a médositast.



igy a SELEX-eljaras utani aptamerstabilitas-novelés célja-
b6l az aptamer purinbdzisait rendszerint 2’-mdédositott
purinbadzisokkal helyettesitik. E mbédositast rendszerint 2’-
metil-purinok alkalmazadsaval hajtjadk végre, azonban mé&s,
moédositott purinokat, toébbek kdzott 2’ -amino-purinokat vagy
2’ -fluoro-purinokat is alkalmazhatunk [Ruckman és mtsai.,
lasd fentebb (1998); Green és mtsai., lasd fentebb (19895)].
Ezt fokozatosan kell végrehajtani, mivel ez a SELEX-eljaras
utani mbédositds szintén az affinitdsvesztést eredményezhet
[Green és mtsai., lasd fentebb (1995)].

A csonkolas és stabilizalas utan lehetséges nagyon
nagy mennyiségi, rovid, teljes mértékben mbédositott aptamer
eldallitasa, kémiai, szilard fazisu szintézis alkalmazasa-
val. Sok molekuldat adhatunk az aptamer 5’-végéhez abbdl a
célbdl, hogy lehetdéSvé tegyilk az aptamer alkalmazasat in
vivo alkalmazasokra torténd formuladzads céljaira. Ez lehet,
tobbek kozott, a képi megjelenitést eldésegitd ,kalitkéaba
zart” (,caged”) molekularész [Hnatowich, D.J., Q. J. Nucl.
Med. 40: 202-8 (1996)], fluoreszcein, a molekularis detek-
talas eldsegitésére [German és mtsai., Anal. Chem. 70:
4540-5 (1998)], egy lipidcsoport liposzédmaba térténd beépi-
tés céljaira [Willis és mtsai., lasd fentebb (1998)], vagy
egy kismolekulaju hatdanyaggal vagy peptiddel képzett
konjugatum ([Charlton, J. és mtsai., Biochemistry 36: 3018-
3026 (1997b)]. Altaladban egy molekula hozzaadasa egy
aptamer 5’-végéhez nem eredményez az affinitasvesztést vagy

a specificitas elvesztéseéet.



Az 1n vivo féléletidd Jjavitasa céljabdél aptamereket
médositottak polietilén-glikol (PEG) hozzaadasaval vagy
liposzémakba torténé beépitéssel. Az ilyen mébdositas mind-
két esetben az in vivo féléletidé jelentds mértékid ndveke-
dését okozhatja [Willia és mtsai., lasd fentebb (1998)].

A liposzdémalis formulazason kivil az aptamereket for-
mulaztadk 20K-os, és 40K-os PEG-gel is az 1in vivo szérumsta-
bilitas novelése céljabdl. DNS-aptamert fejlesztettek ki a
humadn eredetl L-szelektin ellen. Az 1in vivo stabilitds no-
velése céljabdl 20K-os PEG-észtert kapcsoltak az aptamerhez
az N-termindlis aminrészen keresztiil. A PEG-gel konjugalt
aptamerrdl kimutatték, hogy blokkolja az L-szelektin-fiuggd
in vivo limfocitavandorlast SCID-egerekben [Hicke és mtsai,
lasd fentebb (1996)]. Igy ezaltal a talalmany targyat képe-
zi a taldlmadny szerinti megoldasban alkalmazhatdé aptamer-
molekula hordozdval, példaul PEG-gel képzett konjugatuma. A
taldlmany ilyen megvaldsitésa esetében az aptamert és a
hordozdét példaul az N-termindlis aminrészen keresztil kap-
csoljuk ¢©ssze. Raadasul a talalmany targyat képezi a taldl-
many szerinti megoldésban alkalmazhaté, aptamert és hordo-
zémolekulat, példaul liposzémat tartalmazd formula vagy ké-
szitmény. A taldlmany ilyen eldényds megvalbdsitadsa szerint
az aptamer és a hordozd6 kozott nem lehet kapcsolat; az
aptamer lehet egyszerlen kapszuléazva, diszpergadlva vagy el-
oszlatva kdzvetleniil a hordozdban.

Az izolalt aptamerek lehetnek médositva diagnosztikai
molekuldkként, a human OSM Jjelenlétének szérumban, szove-

tekben vagy mas ex vivo mintakban toérténd detektaléasa cél-



jébdl, vagy a humdn OSM jelenlétének kimutatdsdra a teljes
emberi test 1n vivo képalkotdsi vizsgadlataiban [Charlton,
J. és mtsai., Chemistry and Biology 4. 809-816 (1997);
Hnatowich, lasd fentebb (1996)]. Fluoreszceint, vagy mas,
fluoreszcens detektdlads céljat szolgdld csoportot adhatunk
az aptamermolekula 5’-végéhez a fluoreszcens detektalas
elésegitése az olyan alkalmazasok céljabdl, mint példaul a
FACS (,Fluorescence Activated Cell Sorting”, fluoreszcen-
cia-aktivalt sejtvalogatd) [Davis, K.A. és mtsai., Nuc.
Acids Res. 24: 702-6 (1996); Charlton és mtsai., lasd fent
(1997)1, az ELONA mérési eljarasok (,Enzyme Linked
Oligonucleotide Assays”, enzimhez kotdtt oligonukleotid mé-
rési eljaras) [Drolet, D:W. és mtsai., Nature Biotech. 14:
1021-1025 (1996)] és mas diagnosztikai alkalmazasok. A
technécium-99m (Tc99m) kelatképzd ~peptidkalitkak”
(,cage”), mint példaul a MAG3 [Fritzberg, A.R. és mtsai.,
J. Nucl. Med. 27: 111-6 (1986)] megjelenése nagyban hozza-
jarult ahhoz, hogy lehetévé valt molekuldk [Kubo, A. és
mtsai., Kaku Igaku 35: 909-28 (1998)] és makromolekuléak
[Taillefer, R. és mtsai., Eur. J. Nucl. Med. 22: 453-64
(1995)] széles valasztékanak alkalmazdsa a célfehérje in
vivo jelenlétének megjelenitése ([Palella, V.R. és mtsai.,
Nucl. Med. 40: 352-60 (1999)]. A képeket y-kamera segitsé-
gével vizualiz&ljak, és az eljarast a fajok széles valasz-
téka esetében megvaldsitottak, az egértél az emberig. A
Tc99m-kelatképz&k ujabb médisitasai lehetdvé teszik moleku-
lak hatékonyabb és stabilabb jeldlését, enyhe koériilmények

kozott [Hnatowich, D.J. Nucl. Med. 39: 56-64 (1998)]. Ki-



fejlesztettek egyszalu, radioizotdéppal jelolt oligo-
nukleotidokat alkalmazé eljarasokat, az ilyen, nem mbddosi-
tott jelolt oligonukleotidok sorsat eldzetesen in vivo ta-
nulmanyoztadk [Hnatowich, lasd fent (1996)].

Természetesen a taldlmény szerinti barmely peptid-,
fehérje- vagy nukleinsav-alapi antagonista eldnyOsen tisz-
titott formadban van, azaz mentes az olyan anyagoktdl, ame-
lyek a természetes allapotaban vagy az eldallitas eredmée-
nyeként vele asszocidldédnak, kozelebbrél tisztasaga na-
gyobb, mint 70%, de elénybsen a 80%-nal vagy 90%-nal na-
gyobb tisztasagu.

A talalmdny szerinti antagonista alkalmazhatd onmaga-
ban vagy immunszuppressziv hatdéanyagokkal kombinalva, mint
példaul szteroidokkal (prednizolon, stb.), ciklofoszfa-
middal, ciklosporin-A-val, vagy purinanaldggal (példaul
metotrexattal, 6-merkapto-purinnal, vagy 1ilyenekkel), vagy
antitestekkel, mint példadul antilimfocita-antitesttel, vagy
elénydsebben egy toleranciat indukald, anti-autoimmun vagy
gyulladasellenes hatdanyaggal, mint példaul egy CD4+T-
sejtet gatld hatdanyag, példaul egy anti-CD4-ellenanyaggal
(elénydsen egy blokkoldé vagy nem depletald antitest), egy
anti-CD23 ellenanyaggal, TNF-antagonistéaval, példaul anti-
TNF antitesttel vagy TNF-inhibitorral, példaul oldhatdé TNF-
inhibitorral, vagy az NSAID-khez hasonldé hatdanyagokkal,
vagy mas citokininhibitorral.

A taldlmadny szerinti antagonista megfeleld adagolasa
olyan faktoroktél figg, mint a Kkezelendd betegség vagy

rendellenesség, a beadds mébdja, az egyén kora és sulya, és
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az antagonista természete. Anélkil, hogy allast foglalnéank
barmely konkrét dézis mellett, feltételezzik, hogy példaul
parenteralis beadas esetében a talalmany szerinti antitest
(vagy mAs nagy molekula) napi dézisa 0.01-20 mg/kg (rend-
szerint egy gyogyaszati készitmény részeként, a fentiek
szerint) alkalmas lehet egy felndétt tipikus kezelésekor. Az
alkalmas doézisegység 1-400 mg lehet. Kisméretd, szerves mo-
lekulak doézisa hasonld lehet, és oligonukleotid-ligandumok
alkalmas doézisa lehet példaul 0.1-100 mg/kg.

A talalmany targyat képezi tovabba gybgyaszati ke-
szitmény, amely gyodgyaszatilag elfogadhaté hordozdét vagy
higitét, és aktiv osszetevdként a taldlmény szerinti anta-
gonistat, és kivant esetben mas terapias hatbanyagot tar-
talmaz, a fentiek szerint. A taldlmany szerinti anta-
gonistak és gyodgyaszati készitményeik kulondsen alkalmasak
parenteralis beadasra, példaul szubkutan, intramuszkularis
vagy intravénas beadasra, de az antagonista természetétdl
fliggéen a beadads mas mdédjai, mint példaul az oralis, inha-
lalassal torténd, intranazalis, topikalis, intraartikularis
beadas megfelel&bb lehet.

A parenteralis beadas céljait szolgald készitmény al-
taladban tartalmazza az antagonista oldatat, vagy egy elfo-
gadhaté hordozéban, eldénytsen egy vizes hordozdéban oldott
,koktéljat”. Az vizes hordozdk bd valasztéka alkalmazhato,
példaul viz, pufferolt viz, 0.4% sb6, 0.3% glicin és ehhez
hasonldék. Az oldatok sterilek és altaldban szemcsés anyag-
t61 mentesek. Ezek a készitmények sterilizdlhatdék hagyoma-

nyos, kozismert sterilizald eljarasok alkalmazasaval. A ké-
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szitmények tartalmazhatnak gydgydszatilag elfogadhaté se-
gédanyagokat, amelyek a fizioldgiai koérilmények megkdzeli-
téséhez szikségesek, mint példaul pH-4l1l1ité és pufferold
hatdanyagok, toxicitast 411itd hatdanyagok és ehhez hason-
16k, példaul natrium-acetat, natrium-klorid, kalium-klorid,
kdlcium-klorid, natrium-laktat, stb. Az antitest vagy mas
antagonista koncentracidéja ezekben a formuldkban széles ha-
tarok kozott valtozhat, példidul kevesebb, mint koriilbeliil
0.5%, rendszerint 1% vagy legaldbb 1%, egészen 15%-ig vagy
20%-ig (w/w) és els&dlegesen a folyadéktérfogat, a viszko-
zitasok, stb. alapjan hatarozzuk meg, a konkrét, kivalasz-
tott beadasi médtdl filiggden.

Igy egy tipikus, intramuszkuldris injekcié céljat
szolgald gydbgyaszati készitmény Osszedllitidsa lehet 1 ml
steril, pufferolt viz és 50 mg antagonista. Egy intravénas
infuzidé céljait szolgald készitmény tartalmazhat 250 ml
steril Ringer-oldatot, 150 mg, a taladlmany targyat képezd
antitestet vagy mas antagonistat. A parenteralisan beadhaté
készitmények aktualis eljarasai ismertek, vagy nyilvanvaléd-
ak a szakterilleten jartas szakember el&tt, és részletesebb
leirasuk megtalalhaté példaul Remington . kiadvanyaban
[Remington’s Pharmaceutical Science, 15. kiadas, kiad.:
Mack Publishing Company, Easton Pennsylvania (1980)]. A
nukleinsav-antagonistak formulazasdra alkalmas eljarasokat
fentebb ismertettiik.

A talalmany targyat képezé fehérjeantagonistakat,
mint példaul az antitesteket té&rolds céljara liofilizalhat-

juk és alkalmazas eldétt rekonstitudlhatjuk egy alkalmas



hordozéban. Ez az eljaras hatékonynak bizonyult hagyomanyos
immunglobulinok esetében. Barmely liofilizalasi és
rekonstitudlasi eljarast alkalmazhatjuk. A szakember szama-
ra nyilvanvald, hogy a liofilizdlas és a rekonstitualds az
antitest aktivitésanak kiilonbozé mértékl veszteségéhez ve-
zethet (példaul hagyomadnyos immunglobulinok esetében az
IgM-antitestek az TIgG-antitestekhez viszonyitva nagyobb
mértékld aktivitasvesztésre hajlamosak) és az alkalmazasi
szinteket a kompenzacidéhoz kell bedllitanunk.

A készitmény egyszeri vagy tobbszori beadasat végre-
hajthatjuk a kezeldborvos altal kivalasztott dbézisszintek és
dbéziselosztas szerint. Barmely esetben a gydégyaszati ké-
szitményeknek a talalmany szerinti antitestek vagy mas
antagonistak olyan mennyiségét kell biztositaniuk, amely
elegendd a beteg hatékony kezeléséhez.

A talalmany oltalmi korébe tartozik olyan vizsgalati
eljaras, amely annak megdllapitasadra szolgal, hogy egy
adott hatdanyag, amely kotést létesit az OSM-mel, alkalmas-
e egy gyulladasos betegség kezelésére. Igy a taladlmany tar-
gyat képezi az OSM antagonistainak azonositasara szolgald
eljaras, amely szerint az OSM-et és a teszt-hatdanyagot
egyesitjik, és meghatarozzuk, hogy a hatdanyag képes-e az
OSM és az OSM-receptor kozotti koélcsonhatds blokkolasara
vagy képes-e hatast gyakorolni az OSM bioldgiai aktivitasa-
ra egy markermolekula differencidlis expresszidjan keresz-

tul.



A taldlmadny szerint alkalmazhatdé antagonista kiva-
lasztasdhoz, a fentiek szerint, az OSM-et, vagy az OSM ko-
tésében kulcsszerepet jatszd aminosavait (lasd fentebb) egy
hordozdhoz kdtve, vagy olyan mdédon kell eldallitanunk,
ahogy a kotdhelyek definialva vannak (,O0SM-k6té molekula-
rész”); vagy OSM-receptort kell eléallitanunk. A humdn ere-
detd OSM-et kédold cDNS-t eldallithatjuk szintetikus uton,
az EMBL-szekvencia alapjan (kataldgusszam: M17288), alkal-
mas expresszids eszkézbe kldnozva és megfeleld gazdasejtet,
példaul rendszerint E. coli-t transzformdlva. A humdn ere-
deti OSM-fehérjét ezutdn a téapkozegbdl tisztitjuk és
szkrineléshez lemezekhez kotjluk.

Az OSM-et, az OSM-koté molekularészt és/vagy OSM-
receptort alkalmazhatunk a kis molekulaju szubsztratok és
ligandumok kotésének megallapitasara, példdul sejtekben,
sejtmentes preparatumokban, kémiai konyvtarakban, és termé-
szetes termékek keverékeiben. Igy a talalmany targyat képe-
zl az OSM antagonistajdnak azonositasara szolgadldé mérési
eljaras, amely szerint az OSM-et a teszt-hatdanyaggal
érintkezésbe hozzuk és a kotést mérjik. A szubsztrdtok és a
ligandumok lehetnek természetes szubsztratok és ligandumok,
vagy szerkezeti, vagy funkcionalis mimetikumok. Az ilyen
molekulak 1is az OSM-antagonistak definicidéjaba foglaltat-
nak. A szkrinelési eljaras lehet nagy atbocsatasi képessé-
gl. Példaul antagonista szkrinelésekor szintetikus reakcio6-
elegyet, cellularis kompartmentumot, mint példaul membrant,
sejtburkot vagy sejtfalat, vagy ezek barmelyikének prepara-

tumat eldallithatjuk az OSM-receptort expresszald sejtbdl.



A preparatumot ezutdn jelzett OSM-mel inkubaljuk jeldltmo-
lekula jelenlétében vagy anélkiil. A jeldltmolekula OSM-
receptorhoz vald kotddésének képességét a jelzett OSM csOk-
kend mértékd kotése tiukrozi. Valédészinlleg azok a Jjo
antagonistamolekuldk, amelyek az OSM funkcionalis hatasanak
indukdlasa nélkil kotddnek. Megvaldsithatjuk az eljaras
forditottjat, és alkalmazhatunk jelzett OSM-receptort nem
jelzett OSM-mel. ELISA-szkrinelést alkalmazhatunk az OSM-
antagonistak azonositéasara, ahol a jeldltmolekulanak azt a
képességét mérjik, hogy OSM-receptorkonjugatum, példaul a
gpl30-Fc-fuzidés fehérje lemezhez kotott OSM-hez vald kotd-
dését megakadalyozza; ebben a mérési eljarasban a kotott
gpl30-Fc-t detektdljuk enzimmel Jelzett antiFc antitest és
kolorimetrids mérési eljaras alkalmazasaval.

A potencidlis antagonistak funkcionalis hatésait mér-
hetjuk példaul ,riporter”-rendszer aktivitasanak meghataro-
zasaval, a jeloltmolekula egy sejttel vagy megfeleld sejt-
preparatummal vald kolcsdnhatasat kovetden, és Osszehason-
lithatjuk az OSM hatas&val vagy az OSM-en ugyanolyan hatast
kivaltd molekulédk hatasaval. Az ebbdl a szempontbdl alkal-
mas ,riporter”-rendszerek tobbek ko6zott, de nem kizardlag a
kolorimetriasan jelolt szubsztrat atalakulasa termékké, az
OSM-receptor funkciondlis aktivitasdban bekovetkezd valto-
zasokra fogékony ,riporter”-gén, és a technikéaban ismert

kotési mérési eljarasok.



Lol

Az aladbbiakban roviden ismertetjiuk az &brakat:

l.a 4&bra: Az 1izileti Dbiopsziakulturdk ex vivo
onkosztatin-M szekrécidéjat bemutatd ELISA.

1.b abra: Gyulladdsos és nem gyulladdsos synovialis
tenyészetek spontdn, ex vivo onkosztatin-M-szekrécidja.

2. abra: Az rhOSM hatasa a TNF-alfa-termelésre a PMA
altal differencialt THP-1-sejtek esetében.

3.a és 3.b 4bra: Az OSM és a TNFx szinergetikus hata-
sa az ex vivo kollagénkibocsatés gyorsitaséaban.

4.a abra: Az anti-L-szelekcidés antitest &altal kodzve-
titett OSM szekrécib.

4.b abra: A fukoidan altal induk&lt OSM-szekréciéb.

5.a-5.d &abra: Az RA-vaszkularis endothelium gpl30P-
és L-szelekcidés antitest alkalmazdsédval torténdé festddését
bemutaté mikrofotdk.

6. abra: A kontroll-egerek és a CII-arthritis-es ege-
rek iziileteinek OSM-mRNS-tartalma.

7. éabra: Kecske eredetd anti-OSM-mel vagy kontroll-
ként kecske eredetd IgG-vel kezelt arthritis-DBA-1 egerek.

7.a abra: klinikai pontszamok,

7.b abra: labvastagsag.

8. abra: Az izileti beszlrédést és a porcroncsoldédast
bemutato szovettani adatok kollagén altal indukalt
arthritisben megbetegedett egereknél.

8.a és 8.b abra: A kontroll-egerek iziiletei kiterjedt
PMN- és mononukledris sejtinfiltraciét és az iziileti fel-
szin kiterjedt neutrofil-infiltraciéjaval jellemezhetd ron-

csoldédasat mutatja (8b).



8.c és 8.d abra: A kbzepes/enyhe arthritis-es, anti-
OSM-mel kezelt allatok reprezentativ iziiletei, kifejezetten
cs6kkent szintd celluléaris infiltraciéval és ép izileti
porccal.

9. abra: A HepG2-B6 (sejtek) sPAP és MTS N-{1H-
pirazolo[3,4-d]Jpirimidin-4Yl)benzamidin}-mérések: az OSM
altal indukalt sPAP koncentraciéfiiggdé kibocsatasat mutat-
jak.

10. A&bra: A TNFo-, az sSPAP és az MTS N-{1H-
pirazolo{3,4-d]lpirimidin-4Yl)benzamidin}-mérések: a TNFo
altal indukalt, A549-es sejtekbd8l térténd sPAP-kibocsatas
korlatozott gatlasat mutatja be.

11. abra: Az sPAP-termelés antitest-gatldsa a HEPG2-
B6-mérési eljarasban. M2-M4 négy egyedi egér szérumait je-
lenti; OM5-6.1, OM5-6.10, OM6-10.111 kisérleti eredetii
hibridéma-feliiluszdkat jelsli.

12. abra: A vad tipusi és mutdns OSM-GST fuzids fe-
hérje kompeticidja a lemezhez kotott, vad tipusu OSM-mel a
pgl30-Fc kotéséért egy ELISA-kisérletben.

13. abra: A hérom mutédns OSM-GST OD-gdrbéi mutatjak a
legkisebb aktivitidst a HepG2-sejteknél az sPAP-termelés ki-

valtasaban.

Az alabbiakban a példak ismertetésével a talalmany

részletes leirasat adjuk, a kisérd abrakra hivatkozva.



1. példa

Az OSM detektaldsa ex vivo synovialis szdvetkulturdkban

1. kisérlet:

Diagnosztizalt rheumatoid arthritis-ben,
osteoarthritis-ben vagy bitydk létrejottétdl szenvedd bete-
gek frissen kimetszett szoveteket steril, hipodermikus tiik-
kel mechanikusan felvagtunk koriilbeliil 1 mm® fragmensekre.
Ezeket lapos fenekl, 200 pl-es drtartalmia iiregekkel ella-
tott, 96-1luku szovettenyésztd lemezre (Costar) helyeztiik és
10% hdéinaktivalt, AB' férfitdl szarmazd szérummal (North
London Blood Transfusion Centre), 10 mM Hepes-sel, 1% nat-
rium-piruvattal, 1% nem esszencialis aminosavakkal (minde-
gyik a Sigmatdl), 4 mM L-glutaminnal (Hyclone), 100 U/ml
penicillinnel+100 ug/ml sztreptomicinnel (Hyclone) kiegé-
szitett RPMI 1640-et (Sigma) (komplett human eredeti tapko-
zeg, CHM) adtunk hozza és 37°C-on inkubaltuk.

Uregenként 100 ul tenyészet-feliiluszot Osszegyldjtot-
tink a 0., 2., 5. és 9. napon, -20°C-on megfagyasztottuk és
ELISA-val OSM-re teszteltik (Quntikine R &D Systems). Az
adatokat az l.a adbran mutatjuk be. Szekretalt OSM-et detek-
taltunk az RA-betegekbdl szarmazd synovium-mintaban, de az
OA-betegek és az arthritis-ben nem szenvedd, kontrollként
alkalmazott betegekbdl szarmazd synovium-mintédkban nem. Az
OSM-szintek az RA-tenyészetekben kériilbeliil az inkubacidé 5.
napjan érték el maximalis szintjiket, megk&ézelitdleg 1400
pg/ml-es koncentracidéval és 800 pg/ml-nél magasabban marad-

tak a 9. napon is.
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2. kisérlet:

Az izuleti nedvbd&dl szarmazdé szoOvetet PBS-ben mostuk,
és a zsirszovetet eltavolitottuk. A szovetet steril olldk-
kal kis fragmensekre (1-4 mm) vagtuk. A szdvetet PBS-ben
mostuk feldolgozas eldtt. A szovet tomegét megmértiik, és
k6zvetleniil kilemezeltilk 24-iiregli vagy 48-iiregli lemezekre
(Costar), 100 mg/ireg mennyiségben. A szdvetet 37°C-on te-
nyésztettitk 5% CO,-ben, 1.5 ml mbédositott Dulbecco Eagle-
tdpkozegben (Sigma), amely 10% h&inaktivalt, AB+ human ere-
detd szérummal (Sigma), 2 mM L-glutaminnal (Life
Technologies), 200 U/ml penicillinnel és 200 pg/ml sztrep-
tomicinnel (Life Technologies), 480 U/ml nystatinnal
(Sigma), 50 pg/ml gentamicinnel (Life Technologies), és 10
mM Hepes-sel (Sigma) volt kiegészitve, és szliréssel volt
sterilizalva. A 3. napon a feliluszdkat eltavolitottuk és
OSM-re teszteltik parositott (,paired”) antitesteket alkal-
mazd (R&D Systems) ELISA-mérési eljarassal.

Az RA-ban vagy a gyulladadsos OA-ban szenvedd betegek-
b&l szarmazé térdbiopszia-szdvettenyészetek spontan médon
szekretidlnak OSM-et. 3 napos inkubdcids periddust kovetden
az RA-tenyészetek fellluszdjanak 4&tlagos OSM-szintje 246
pg/ml (a 30-982 pg/ml-es tartomaényban, n=12) és az OA-
tenyészetek feliluszdéiban 473 pg/ml (a 44-2001 pg/ml-es
tartomanyban, n=14) . A gyulladéasos iziuleti szbvet
szekretidlt OSM-et, a nyugvd izileti szdvet azonban nem (1.b

abra) .
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2.a példa

a THP-1-sejtek differencialddasa

Huméan eredetq, pro-monocitikus THP-1-sejteket
(AECACC) hetenként kétszer passzaltunk (4dtoltottunk) 10%
héinaktivalt FCS-sel, 10 mM Hepes-sel, 1% nem esszencidlis
aminosavakkal (a SIGMA-tdél), 4 mM L-glutaminnal (Hyclone),
100 U/ml penicillinnel + 100 ug/ml sztreptomicinnel
(Hyclone) kiegészitett RPMI-ben (komplett tapkdzeg, CM) és
ezutdn PMA-t adtunk (Sigma) a mosott sejtekhez 1 pg/ml kon-
centracidban, és 37°C-on 30 percig inkubdltuk. A sejteket
haromszor mostuk eldémelegitett PBS-ben, CM-ben reszusz-
pendaltuk és kilemezeltilk 96-ireqgl, lapos fenekl lemezekre
(Costar) 1.5x10°> sejt/ml koncentraciéban. A lemezeket 48
éran &t inkubaltuk 37°C-on 5% CO;-ben, majd PBS-ben mostuk,
a tapkozeget pdtoltuk, és tovabbi 24 éran a4t inkubaltuk. A

sejteket egyszer mostuk PBS-ben feldolgozas elétt.

2.b példa

IFNy 4dltal stimuldlt vér-monocitadk el8allitésa

Huméan eredeti, &alhartyas burkokat (buffy coat) (North
London Transfusion Centre) 1:3 aranyban higitottunk PBS-
sel, Lymphoprep-re rétegeztitk (Nycomed UK), és centrifugal-
tuk (600 x g, 30 perc, szobahdmérséklet). Az Osszegyldjtott
PBMC-ket 3-szor mostuk PBS-sel, szamlaltuk, majd 10 FCS-t
tartalmazé, 80 ml RPMI 1640-ben 5x10° sejt/ml koncentracié-
ban reszuszpendaltuk. Négy darab, 175 cm‘-es edénybe 20 ml-
nyl szuszpenzidkat vittink és egy éjszakdn A&t 37°C-on

inkub&ltuk, a monocitdk kitapadasa céljabdél. A nem kitapadd



sejteket eltavolitottuk; a kitapadd sejteket lekapartuk,
miutan Jéghideg versene-t adtunk hozza, és 4°C-on in-
kubaltuk 15 percig. A sejteket kétszer mostuk PBS-ben,
reszuszpendadltuk 10% human eredetd, hdéinaktivalt szérummal
kiegészitett (Sigma) RPMI 1640-ben 6.9x10°/ml koncentracid-
ban és 250 pl sejtszuszpenzidt vittink egy 96-iiregd, lapos
fenekll lemez minden liregébe (Costar). A lemez felén 100
IU/ml IFNy-t (Genzyme) adtunk hozza, a masik felét kont-
rollként alkalmaztuk. A lemezeket eqgy éjszakan at
inkubaltuk 37°C-on, 5% CO,-ben, mieldtt a méréseket elvé-

geztink.

2.c példa

A TNFo-kibocsatas stimulaléasa

Liofilizalt, rekombinans, human eredetl onkosztatin-
M-et (rhOSM) (az R&D System-tél) 10ug/ml-re higitottuk ste-
ril, 0.1% BSA-t (Sigma) tartalmazé PBS-sel, és aliquot
mennyiségekre szétosztva -20°C-on taroltuk felhaszndléasig.
Az rhOSM-et, E. coli-eredetd LPS-t wvagy CM-et adtunk
triplikatumban a fentiek szerint el&allitott makrofagokhoz,
monocitakhoz vagy Thp-l-sejtekhez, és inkubaltuk 7 éréan at
37°C-on, 5% CO,-ben. A feluluszdbdkat d&sszegylijtottiik, -20°C-
ra fagyasztottuk a TNFa-fehérje ELISA-val torténd meghata-
rozasaig. A TNFx mRMS egyiittes meghatdrozasara tervezett
mérési eljaradsban a sejteket a fentiek szerint 4 6ran &t
inkubaltuk, egyszer mostuk PBS-ben és RNS-extrakciés puf-

ferben (RNAzole) lizaltuk.



Az RNS—-t a kovetkezdképpen detektaltuk. Osszes RNS-t
41litottunk eld a gyartd utasitdsai szerint és -80°C-on ta-
roltuk DEPC-vel kezelt vizben. RT-PCR céljaira megkdzelitd-
leg 1 pg RNS-t reverz transzkripciénak vetettink ala oligo-
dT-lancinditas alkalmazasaval (first strand cDNS-szintézis
reagenskészlet, Pharmacia Biotech) és az eredményul Kapott
cDNS-sel 30-ciklusos PCR-t hajtottunk végre a kovetkezd,
TNFo-ra tervezett lancinditék alkalmazasaval (Clontech
amplimers): 3': GAGTGACAAGCCTGTTGTAGCA (1. azonositdszamy,
ezentul 1. a. sz. szekvencia), 5': GCAATGATCCCAAAGTAGACCT
GGCCCAGAC (2. a. sz.). Az amplifikalt terméket (444 bp)
agarbzgél-elektroforézissel (28%) elvalasztottuk és etidium-

bromid festéssel tettik lathatéva.

2.d példa

Az OSM indukalja a TNFa-termelést a monocitakbdl szarmazd

human eredetd sejtekneél

A human eredetd, pro-monocitikus Thp-1l-sejtvonal ese-
tében PMA alkalmazasaval differencialédast indukaltunk; a
sejteket alaposan mosasnak vetettilk ala, és rekombinéans,
human eredetii OSM-mel inkubaltuk a fentiek szerint. A te-
nyészet-feliiluszékat 8 ora elteltével levettik, és TNFa-
termelést mértink specifikus ELISA (TNF Quantikine, R&D
Systems) alkalmazasaval, a gyartdé utasitasainak megfeleld-
en. Az OSM dozisfiiggdé, 1 ng/ml OSM-felett mérheté TNFo-
kibocsatast indukalt, rendszerint nagyobb, mint 2500 pg/ml
TNFo-szekréciés szintet elérve. A fentiek szerint, RT-PCR-

rel meghatarozott TNFx-mRNS~expresszidé erdsen megndtt a



100 ng/ml OSM-mel 4 o6réan at inkubalt THP-1l-sejtek esetében,
a nem stimuldalt kontroll-sejtekhez viszonyitva (2. &bra).
Nagy jelentdséggel bir az, hogy a TNFa indukcidéja nem
szennyezd endotoxinnak tulajdonithatd, mivel az OSM elfze-
tes forraldsa teljesen megszilintette a TNFoa-szekrécidt (az
adatokat nem mutatjuk be). Az OSM specifikus antitestek al-
kalmazasaval végrehajtott immunprecipitacidéja szintén meg-
szlintette az aktivitast (az adatokat nem mutatjuk be). Eze-
ket a felismeréseket kiterjesztettiik human eredetii, IFNy-
val el&aktivalt vér-monocitékra, és tenyészetben 7 napon &t
differencidltatott human eredetii vér-makrofédgokra is. 8
6ran &t OSM-mel inkubdlva mindkét sejttipus szekretalt
TNFo-t, az ELISA-mérések szerint. A monocitdk atlagos TNFo-
szekrécidja 1447 pg/ml (a 137-4709 pg/ml-es tartoményban,
n=4 donor), és a makrofidgok &tlagos TNFo-szekrécidja 542

pg/ml (a 62-1428 pg/ml-es tartomanyban, n=3 donor) volt.

3.a példa

fziileti degradacid vizsgéalata

Marha eredetli orrsovényt 4°C-on tartottunk a vagas
utdn. 2 mm Atméréjd korongokat vagtunk ki 2 mm-es szeletek-
b&l, és kétszer mostuk HBSS-ben. 24-liregli lemezen (Costar)
liregenként két korongot 37°C-on, 5% CO,-ben 24 o6ran At
inkubaltuk 600ul térfogatu, 25 mM HEPES-t tartalmazd, 2 mM
glutaminnal, 100 ng/ml sztreptomicinnel, 100 U/ml penicil-
linnel és 2.5 upg/ml ampfotericin-B-vel kiegészitett DMEM-
ben (Sigma) (porcdegradéalédési tapkozeg, CDM). A porc-

szovetet négy ilregben tenyésztettiik: 600 pl CDM-ben, 2, 10



vagy 50 ng/ml koncentraciéju, human eredetl, rekombinans
TNFae-ban, 10 ng/ml rhOSM-ben (R&D Systems), vagy TNFx +
OSM-ben, és 7 napon at inkubaltuk 37°C-on, 5% CO,-ben. A
feliluszdkat Osszegyljtottiik, és friss, azonos teszt-
reagenseket tartalmazd tapkdzeggel pédtoltuk 1 napra. A ki-
sérletet tovabbi 7 napig folytattuk; a 14. napon minden
tapkdzeget eltavolitottunk, és a maradék porcszovetet 4.5
mg/ml papainnal (Sigma) emésztettiitk 5 mM EDTA-t és SmM
cisztein-hidrokloridot tartalmazé 0.1 M foszfatpufferben
(PH 6.5), 65°C-on 16 o6ran &t, a porcfragmensek maradék
hidroxiprolin-tartalmdnak meghatdrozasa céljabdl. A 14. na-
pig a tapkozegbe kiadramldé OH-prolin kumulativ szintjét a
teljes, kiaramldé anyag szazalékdban fejeztik ki, az alabbi-

ak szerint.

3.b példa

Hidroxi-prolin mérési eljaras

A hidroxiprolin-kidramlast (mint a kollagéndegradacio
mértékét) Bergman eljarasanak ([Bergman, I. és Ioxley, R.
Anal. Biochem. 35: 1961-1965 (1963)] mikrotiter-lemezre al-
kalmazott médositasadval hajtottuk végre. Kléramin-T-t (7%,
w/v) higitottunk 1:4 aranyban acetat-citrat pufferben (57 g
natrium-acetat, 37.5 g trindtrium-citrat, 5.5 g citromsav,
385 ml propan-2-ol 1 liter vizben). P-dimetilamino-benzal-
dehidet (DAB, 20 g 30 ml 60%-os perklérsavban) higitottunk
1:3 aranyban propan-2-olban. A mintdkat 6 M HCl-ben 20 &ran
at 105°C-on hidrolizaltuk, és a hidrolizatumot Savan Speed

Vac alkalmazasaval, NaOH felett, vakuumban szaritva neutra-



lizaltuk. A maradékot vizben oldottuk, és 40 pl mintat,
vagy standardot (hidroxi-prolin; 5-30 ug/ml) adtunk
mikrotiter-lemezekhez klOramin-T-reagenssel egyitt, majd 4
perc elteltével DAB-reagenst (150 pl) adtunk hozza. A le-
mezt ezutdn 65°C-ra melegitettiik 35 percre, lehltottiik, és

az abszorbanciat 560 nm-en meghataroztuk.

3.c példa

Az OSM és a TNFa szinergizmusa az MMPl és a porc kollagén-

kibocsatasanak ex vivo serkentésben

Marhaeredetli, orrbdél szarmazé porcot lemezeken te-
nyésztettink 14 napon at OSM-mel vagy anélkiil, vagy csak
TNFa-val (mindketté az R&D Systems-t&l), vagy ezek kombina-
cidéjaval, a fenti leiréds szerint. A tenyészetek feliiluszdit
teljes kollagenaz-aktivitésra teszteltik a 7, napon, és ki-
bocsatott kollagénre a 14. napon. A 3.b A&bra adatai bizo-
nyitjak, hogy a onmagdban sem az OSM, és a TNFa sem (10
ng/ml, vagy 50 ng/ml koncentraciéban alkalmazva) indukalt
jelentds mértékld MMPl-szekréciét. Az OSM és a TNFx ilyen
koncentracidéban alkalmazott kombindcibéja azonban mérhetd
MMPl-szekrécidét indukdlt. Ez a felismerés az OSM-nek és a
TNFax-nak a porc kollagénkibocsatasra gyakorolt meglepd,
szinergikus hatéasanak felismerésével parosult. A 3.a abra
bemutatja, hogy az OSM 6nmagadban 10 ng/ml-es koncentracié-
ban nem indukalt kollagénkibocsatast, mig a TNFa legna-
gyobb, alkalmazott koncentracidéja (50 ng/ml) kismértékid, de
kimutathaté kollagénkibocséatast (10%-ndl kisebb) indukalt.

10 ng/ml OSM és 50 ng/ml (vagy akadr 10 ng/ml) TNFx kombina-



ciéja nagyobb, mint 80%-os (és 30%-os) kollagénkibocsatast

indukalt.

4.a példa

A PBMC L-szelektin altali stimulaléasa

Mononukledris sejteket izoladltunk human eredetid al-
hartyas burkokbol (buffy coat), a fentiek szerint. 5 x 10°
sejtet 0.5 ml térfogatban kilemezeltiink, és 24 o6ran at
37°C-on, 5% CO;-ben inkubaltunk 60-80 kD molekulatdmegi
fukoidannal (Sigma), monoklonalis anti-L-szelektin antites-
tekkel, (LAM1-3 és TQl), vagy egy 1izotipus-azonos, kont-
roll-IgG-vel (a Coultertél). A felilluszdkat egy specifikus
ELISA-mérési eljarassal (Quantikine R&D Systems) vizsgal-

tuk, a gyartd utasitésai szerint.

4.b példa

Az L-szelektin lekotése OSM-szekrécidt indukal

Egészséges donoroktdl szarmazd mononukledris sejteket
24 6ran &t inkubdltunk a humén eredetd L-szelektin elleni
antitesttel (TQl-gyel, vagy akadr LAM-1l-gyel), vagy izo-
tipus-azonos kontroll-antitesttel, és a tenyészet-felil-
uszdkat ELISA-val OSM-re teszteltiik. A kontroll-antitest
minimélis hatadst mutatott. Ezutdn az L-szelektin-agonista
fukidan OSM-indukalasi  képességét vizsgaltuk a mono-
nukledris sejkultdirdban. A 4.b abra bemutatja, hogy a
fukoidan az OSM-szekrécid hatékony stimulaldja, hasonld

szinteket 1indukalva, mint amelyek az RA és OA izilileti



biopsziakulturdkban mérhetéek (1. példa, 2. kisérlet, 1.b

abra) .

5.a példa

Immunhisztokémia

Friss, humdn eredetd szovetmintakat lefagyasztottunk
CO.,-ben lehilitdtt cseppfolydés hexanban, és cseppfolydés N,
gézterében taroltunk feldolgozasig. 7 mm-es Kriosztat-
metszeteket vagtunk 3—aminqpropil—trietoxi—szilénnal (APES)
(Maddox, P. és mtsai., J. Clin. Path. 40: 1256-1260 (1987)]
burkolt Uvegbdl készilt térgylemezekre, és 10 percig 4°C-on
2% para-formaldehidben fixaltuk. Az endogén peroxidaz-
aktivitast 20 perces 0.05%-os H;0,-ben blokkoltuk. A nem
konjugalt, monoklonalis, elsd antitesteket a kovetkezdk
szerint szereztiik be: a CD62P: CLB, Hollandia; CD62E és
gpl30: R&D Systems, Egyesiilt Kirdlység. Az elsd antiteste-
ket optimadlis higitasban 45 percig alkalmaztuk, szobahémér-
sékleten. A negativ kontrollként szolgdldé metszeteket
monoklonalis, anti-BrdU-antitestekkel (Sigma) inkubaltuk,
és a teszt-antitestekkel egyenértékii fehérjekoncentracidban
alkalmaztuk. Biotinildlt masodik antitestet, majd ezt kove-
tden peroxidazzal jelolt ABC-t (Vector Elite) alkalmaztunk
az elsé antitest jeltlésére. A peroxidazt DAB-szubsztrattal

(3,3"-diamino-benzidin, Sigma) hivtuk eld.



5.b példa

A szelektinek és az OSM~receptorok egylittes el8fordulasa az

RA-synoviumban

A fagyasztott, gyulladasos, RA metszeteket a gpl30-
ra, a P- és E-szelektinre specifikus antitestek alkalmaza-
saval festettik. Az 5. abra mikrofotdjan bemutatijuk, hogy
az RA-vaszkularis endothelium erdsen pozitivan festédik
gpl30-ra. Az RA-iziilet P- és E-szelektin expresszidjara va-
16 festddése a gpl30-cal azonos festd8dési mintazatot mutat,
a vaszkularis endothelsejtekre korlatozédva (5b és c¢. ab-
rak) . Megjegyezzik, hogy az 5c. &bran a perivaszkularis
mononuklearis sejtinfiltracidé o©sszefilgg az E-szelektin-
festédéssel. A sorozatmetszetek kontrollként alkalmazott
antitestekkel torténd festése negativ eredményt adott a

vaszkularis endothelsejtek esetében (5. panelek, c és d).

6.a példa

A kollagén altal indukdlt arthritis kezelése anti-OSM anti-

testtel

Az arthritis-t kollagénnel indukaltuk himnemi, DBA/]-
egereknél (8-12 hetesek) nativ, marha eredetd, II. tipusu
kollagénnel (CII) torténd immunizalassal, a kordbban leir-
tak szerint [Plater-zyberk, C. Clin. Exp. Immunol. 98:
442-7 (1994), és Plater-zyberk. Nature Medicine 1l: 781-5
(1995)]. A CII-immunizalast kodvetd 16. napon az egereken
naponta megfigyeltik az izileti pir és a duzzadas jeleit. A

klinikai tilinetek els§ megjelenésétdl az egereket hetente

haromszor vizsgaltuk, és mindegyik végtagot osztalyoztuk a
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betegség sulyossaga szempontjabdl az alabbi, vizualis pont-

szamok alapjan: O = normalis allapot, 0.5 = az arthritis 2
vagy tobb ujjon, 1 = csekély mértékli duzzadds és a 1lab
erithémaja az wujjak érintettsége nélkil, 1.5 = ugyanaz,
mint az 1-nél, az ujjak érintettségével, 2 = kifejezettebb

duzzadas a lab erithémajaval, az ujjak érintettsége nélkiil,
2.5 = ugyanaz, mint a 2-nél, az ujjak érintettségével, 3 =
sulyos duzzadas a mozgas gatoltsdga mellett, 3.5 = ugyanaz,
mint az 3-nal, az ujjak érintettségével. A 1l4ab vastagséagat
mérékorz8 alkalmazasaval mértiik (Proctest 2T, Kroeplin
Langenmesstechnik) .

A CII-vel immunizalt DBA/l-egereket a betegség klini-
kai megjelenése utan 100 mg kecske eredetli, egér-0OSM-elleni
antitest i.p. injekcidéival (R&D Systems, kat. szam: AF-495-
NA) kezeltik. A betegség eld8rehaladasat a fentiek szerint
allapitottuk meg. A betegség fellépte utani 14. napon az
egereket a nyakcsigolya eltorésével felaldoztuk, és a laba-

kat hisztopatoldgiai vizsgalatok céljaira Osszegyldjtottiik.

6.b példa

Az arhritis-es egériziiletek hisztoldgiai vizsgalata

A labakat lenyuztuk (a bdért eltavolitottuk), a térde-
ket és a labfejeket levagtuk. Az iziileteket 10%-o0s,
pufferolt formalinba fixaltuk 4 napon A&t (térdek) vagy 1
napon at (labfejek), és 3 napon at mésztelenitettik 25%-o0s
hangyasavban; szaritottuk és parafinviaszba &gyaztuk. Az
iziletek nyiliranyu metszeteit (5-7 mm) viasztalanitottuk,

Safranin-O-val festettiik, és fast green/vas-hematoxillin



festékkel utédnszineztik (Plater-zyberk fenti, Nature
medicine-ben megjelent cikke szerint]. A synovitist vakpré-
ba elvei szerint pontoztuk 0-tél (nincs beszlrdédés) 3-ig
(extenziv infiltréacio és synovialis hyperplasia). A
Safranin-O-festéddés 1intenzitdscsokkenésének mértékét, a
porc proteoglikdn-veszteségének mértékét egy 0-td1 (teljes
mértékben festett porc) 3-ig (teljes kimerulés és a porc-

vesztés) terjedd skalan pontoztuk.

6.c példa

Az  OSM-mRNS detektaldsa a kollagén altal indukalt-

arthritis-es egerek iziileti szoveteiben

Arthritis-es egereket és kezeletlen kontroll-allatokat fel-
dldoztunk, a léabfejeket és a labakat levagtuk, és cseppfo-
lydés nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80°C-on taroltuk.
RNS-t allitottunk eld ugy, hogy minden végtagot megdrdltiink
RN-azol-ban, ultraturrax mechanikus homogenizatorban. A da-
rabos anyagot uUlepitettik, és a felilliszét ezutédn 1/10 tér-
fogatu kloroformmal Osszekevertilk, és centrifugdltuk az
RNS-t tartalmazd vizes fazis elvdlasztédsa céljaboél. Az RNS-
t RNAmate (Biochaih Institute Inc, San Leandro, California)
alkalmazédsaval kicsaptuk a szennyezd proteoglikanok eltavo-
litasa céljabdél. A teljes RNS-t 75% etanolban mostuk, majd
DEPC-vizben feloldottuk és reverz transzkripcidnak vetettiik
ald a Pharmacia first strand cDNS reagenskészlete és oligo-
dT-lancinditas alkalmazasaval. A PCR-reakcidt a kovetkezd,
az egér eredetld OSM szekvenciajabdél ([Yoshimura, A. és

mtsai., OMBO Journal 15: 1055-1063 (1996)] szarmazd lancin-



- 40 - .::. - .

See

ditbk (Life Technologies, rendelésre késziilt lancindité)
alkalmazisaval hajtottuk végre: GGGTGTCCTACCAAGGAACA (3.
asz. sz.), CTGAGACCTTTCAAGAGGAC (4. asz. sz.). 30 PCR-
ciklus utén a reakcidtermékeket (379  Dbp) agarbzgél-
elektroforézis alkalmazasaval detektaltuk. RT-PCR-t alkal-
maztunk az OSM-mRNS arthritis-es egérlabakban torténd de-
tektdldsédra, a fentiek Szerint. A 6. &abran bemutatjuk, hogy
az OSM-re specifikus PCR-termékek mennyisége nagyobb a fo-
kozottabban novekvs klinikaibetegség—pontokkal jellemzett
egerekbdl szarmazd iziiletekben. Ezzel Szemben a kontroll-

ként alkalmazott allatokban nem detektaltunk mRNS-t .

6.d példa

Az OSM semlegesitése enyhiti a kollagén 4&ltal indukalt

arthritis-t

A feltételezés (amely szerint a semlegesités javithat
az arthritis klinikai tinetein) kozvetlen tesztelése célja-
bdl a neutralizdlé poliklonalis antitestb81 két, 100 Hg-os
injekciét adtunk be 1.p. egy 6 egérbsl allé Csoport egyede-
inek az 1. és 3. napon, a klinikai arthritis elsg megjele-
nésekor. Ezzel parhuzamosan egy masik, 6 egérbdl allé cCso-
port arthritis-es egereit azonos médon kezeltink, az anti-
OSM helyett nem immunjellegili, kecske eredetd IgG-vel. Az
egereket az arthritis klinikai sulyossaga Szempontj&bdl
pontoztuk, és az egyedi labfejek duzzadasanak mértékét a
masodik antitest-injekciot kbvetden 11 napon a4t nyomon k&-

vettik. A kontrollként alkalmazott, kecske eredeti IgG-vel
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kezelt egerek esetében a labfejek nagyobb mértékd duzzada-
saval kisért progressziv arthritis alakult ki.

Ezzel éles ellentétben all az, hogy az OSM-elleni antitest-
tel kezelt egerek esetében a klinikai pontszamokban és a
labfejek duzzadasaban kifejezve jelentdsen kevésbé sulyos
arthritis fejlédott ki (7.a és 7.b &bra). Az arthritis-es
labfejek szama az OSM-elleni antitesttel kezelt egerek ese-
tében szintén csokkent a kontrollként alkalmazott IgG-vel
kezelt allatokhoz viszonyitva, ezzel bizonyitva, hogy ez a
terapias eldirat a mar kifejlédott betegséggel jellemezhetd
egerek esetében hatdsos volt a betegség tovabbi eldrehala-
dasaval szembeni védelemben (az adatokat nem mutatjuk be).
Ezt a kisérletet megismételtiik azonos mdbdon, 7 egérbdl allé
csoport alkalmazasaval, és teljesen hasonld adatokat kap-
tunk (az adatokat nem mutatjuk be).

Azt, hogy az OSM-elleni antitesttel torténd kezelés a
klinikai sulyossag csokkenését eredményezi, meger8sitettiik
az arthritis-es labfejek post mortem elvégzett hisztolodgiai
vizsgalataval, a betegség kezdete uténi 14. napon. A kolla-
gén altal indukalt arthritis-ben megbetegedett, kontroll-
ként alkalmazott IgG-vel vagy OSM-elleni antitesttel kezelt
egerek esetében az izuleti infiltraciét és a porc roncsold-
dasat Osszehasonlité hisztoldégiai adatokat a 8 abran mutat-
juk be. A kontrollként alkalmazott IgG-vel kezelt egerek
iziletei kiterjedt PMN-infiltraciét és mononukledrissejt-
infiltraciét mutattak (8.a &bra). Ezzel ellentétben, a 8.c
és 8.d abra az OSM-elleni antitesttel kezelt &llatok tipi-

kus izuleteit mutatja be: minimalis mértékd arthritis, ki-
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fejezetten alacsonyabb szintu sejtinfilralédads, ép izileti
porc. Raadasul az iziileteket pontoztuk a porc és a synovium
hisztopatolégiai épségének szempontjabdl vakpréba elvei
szerint, és normdlisnak, mérsékeltnek vagy sulyosnak nyil-
vanitottuk. Kezelési csoportonként &sszesen 73 egyedi iziu-
letet biraltunk el; az adatokat az 1. tablazatban foglaltuk
Ossze. Az OSM-elleni antitesttel kezelt &llatok esetében a
vizsgalt iziiletek 47%-a volt normalis vagy mutatott enyhe
synovitis-t, a kontrollként alkalmazott IgG-vel kezelt cso-
portnal tapasztalt 6%-hoz viszonyitva. Ehhez hasonléan, az
OSM-elleni antitesttel kezelt egereknél a vizsgalt iziiletek
58%-a kis mértékid porcroncsolédast mutatott, vagy nem muta-
tott porcroncsoldédast, a kontrollként alkalmazott IgG-vel
kezelt csoport 21 %-os értékéhez viszonyitva. Az OSM-elleni
antitesttel kezelt, az iziileti pir és duzzadads nyilvanvald
Jeleit mutatd két egér iziiletei a kezelés 1. napjan, és ezt
kOvetden az arthritis enyhiilését mutattak, és sem sejt-
infiltralédas, sem a porc és a synovium lathatdé abnor-

malitasa volt lathatd (az adatokat nem mutatjuk be).

1. téblazat

Az OSM-elleni antitesttel, vagy kontroll 1IgG-vel kezelt

egerek izlileteinek hisztolégiai pontozasa

Kezelés Normalis/enyhe Mérsékelt Sdlyos
porc synovium porc synovium porc synovium
OSM-elleni 58% 47% 21% 23% 22% 31%
IgG 21% 6% 26% 37% 53% 57%

Osszes vizsgalt iziilet: 73 iziilet/kezelés
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7. példa

Kisméretl, szerves molekuldju antagonistak azonositéasa

Az OSM kisméretl, szerves molekulaju antagonistait ugy azo-
nositottuk, hogy azok ,riportersejtvonal” OSM-altal indu-
kdlt biolégiaili valaszreakcidjat gatoljadk anélkiil, hogy
szemmel lathatdé citotoxicitéast okoznanak. Kontrollként a
vegyililetek TNFo-ra reagédld sejtvonalra gyakorolt hatasat is

teszteltilk.

7.a példa

Human eredetl OSM expresszidja és tisztitasa

Human eredetld OSM-et (hOSM) k&édold DNS-fragmenst, amely
tartalmazza a 25 aminosavbél &l1ll1l6 Ileader-szekvenciat,
polimeraz lancreakcidéval amplifikdltunk aktivalt leukoci-
tadkbdél szarmazé cDNS-konyvtarbdl, a hOSM-re az EMBL-
szekvencidja (M27288) alapjan tervezett szintetikus lancin-
ditd oligonukleotidok alkalmazadséaval: 5’ -GCATAGGATCCGCGGCTA
TAGGCAGCTGCTCG-3’ (5. a. sz.) és 5’'-ATCGTGAATTCCTACCGGGG
CAGCTGTCCCCT-3" (6. a. sz.). A PCR-terméket pCR2.1-be
(Invitrogen) szubklénoztuk, a pCR2.1hOSM-et elBallitva.
Sall restrikciés endonukledz szamara hasitéhelyet
hoztunk 1létre a pGEX-3X bakteridlis expressziéds vektor
(Pharmacia) Xa-faktor helyén belil a TG helyett AC-t beil-
lesztve Quickchange helyspecifikus mutagenezis céljat szol-
gadld reagenskészlet (Stratagene) alkalmazasaval, az alabbi

szekvencia (7. a. sz.) létrehozasa céljabdl:



BamHI EcoRI
AAA TCG GAT CTG ATC GAA GGT CGA CGG ATC CCC GGG AAT TCA TCG
K S D L I E G R R I P G N S
Xa faktor

(14. azonositdészamu szekvencia)

A pCRZ.1hOSM OSM-beillesztésének szekvencia-ellendr-
zése utén a humdn eredetd, érett OSM-et kédold DNS-t a vek-
torbdl PCR-rel amplifikaltuk, a kovetkezd, BsmBI restrikci-—
0s endonukledz szamara (aldhuzassal jelolt) hasitdéhelyet
tartalmazo 57-3" lancindité: 5’ -GATACGATCGTCTCATCGAG
CGGCTATAGGCAGCTGC--3’" (8. a. sz.), és az EcoRI szamara
(alahuzassal jelolt) hasitdhelyet tartalmazé 3'-5' lancin-—
dité: ATTACATGGAATTCCTATCTCCGGCTCCGGTTCGG-3' (9. a. sz.)
alkalmazasaval. Ez a PCR-termék a humdn eredetii OSM érett
formajat tartalmazza, a leader-szekvencia, és a C-
terminalis 31 aminosav nélkiil, amelyek a fehérje érése so-
ran tavoznak. A PCR-reakcidét koévetden az amplifikalt DNS-t
tisztitottuk, BsmBI és EcoRI restrikciés enzimekkel hasi-
tottuk, és mobédositott pGEX-3X-vektorba (a GST-t koédold
DNS-t tartalmazza, Pharmacia) szubklénoztuk; a vektort Salrl
és EcoRI enzimekkel hasitottuk a pGEX-plazmid létrehozasa
céljabol. A szekvencia ellendrzése utdn a pPGEXI96-plazmidot
BLR-DE3-as E. coli-sejtekbe (Novagen) transzformaltuk. A
transzformalt sejteket 100 ug/ml ampicillinnel kiegészitett
2xYT+G-téapkdzegben (16 g/l tryptone, 10 g/l élesztékivonat,
5 g/1 NaCl, pH 7.0 NaOH-val bedllitva, 2% gliikodz) tenyész-

tettik.



Tisztitott fehérje eldallitasa céljabdél a pGEX-196D
BLR-DE3-as E. coli-sejtekben készitett egy éjszakas tenyé-
szetéet 1:100 aranyban higitottuk és 37°C-on 0.8-as Acng—
értékig novesztettiik. A GST-hOSM fuzids fehérje
expressziéjat 0.1 mM IPTG (izopropil-1l-tio-p-D-galakto-
piranozid) hozzaadasaval indukaltuk, és a tenyésztést to-
vabbi két oran at folytattuk.

A GST-hOSM-et az E. coli-tenyészetbdl batch-
tisztitadssal izolaltuk. 3 literes baktériumtenyészetet
centrifugalassal (3000 rpm) Osszegylijtottiik, és az eredmé-
nytl kapott csapadékot 50 ml jéghideg, proteindz-inhibitor
tablettakat (Boehringer) tartalmazé PBS-ben (foszfattal
pufferolt séoldat) reszuszpendadltuk. 5 ml lizozimot adtunk
a sejtszuszpenzidhoz, és 5 percig jégen inkubdltuk. A sej-
teket 4°C-on szonikaltuk, és 1% Triton-X100-at, és 100 mM
ditio-treitolt adtunk hozza. A lizatumot billegtetve (,end
over end”) kevertiik 4°C-on 10 percig, és végiil centrifugal-
tuk (14000 g). A feluluszét glutation-agarézhoz (Sigma,
G4510) adtuk, és billegtetve Osszekevertiik 30 percen at,
4°C-on. A szuszpenzidét rovid centrifugaldsnak vetettiik ala,
a feliluszét leszivattuk, és a leililepedett agardzt kétszer
mostuk jéghideg PBS-ben. Eluciés puffert (20 mM glutation,
100 mM TRIS pH 8.0, 100 mM NaCl, pH 8.0) adtunk hozza, és a
szuszpenziot 5 percig inkubaltuk, jégen. A feliiluszét
Osszegydjtottiik, és a frakcidkat natrium-dodecil-szul-
fat/poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-PAGE) analizal-
tuk, majd festettiik Coomassie brilliant blue alkalmazasai-

val, a tisztitott fehérje azonositasa céljabél.



Proteolitikus hasitast optimalizdld kisérleteket &l-
litottunk be a Xa-faktor és trombin alkalmazasaval; a
trombin eredményezte a hOSM optimdlis mennyiségét, amint
azt a Coomassie brilliant blue alkalmazasaval végrehajtott
SDS-PAGE bizonyitotta. A GST és az OSM termékeinek elva-
lasztasat ioncseréld kromatografia alkalmazasaval hajtottuk
végre, és a tisztitott OSM-terméket N-terminéalis

szekvenalas és tomegspektrometria alkalmazasaval igazoltuk.

7.b példa

OSM~altal indukalt sPAP-mérési eljaréas

HepG2-sejtvonalat (ECACC) stabil médon transzfek-
taltunk hat, funkciondlis STAT3-ra reagald elemmel (STAT3
response elements) az SPAP (szekretalddd placentdlis erede-
td alkalikus foszfataz) cDNS-hez viszonyitott 5’-iranyban a
HepG2B6 létrehozasa céljabdl, az aldbbi leirds szerint. A
STAT3 (jJelatvivd és transzkripcidé-aktivator, signal
transzducer and activator of transcription) az IL-6
citokincsalad intercellularis jeléatviteli kaszkadjanak koz-
vetitdéje. A sejtfelszini receptorok dimerizacidéja utan a
STAT3 foszforildlédik, ezutan a nukleuszban (sejtmagban)
kotédik a DNS RE-khez, és aktivalja a 3’-iranyu DNS-t; eb-
ben a konstrukcidéban ez a DNS az SPAP-DNS. Igy ennél a vo-
nalnal egy éjszakas, onkosztatin-M-mel torténd inkubalassal
sPAP-termelés valthatd ki.

STAT-reaktiv, szekretalddod placentédlis alkalikus
foszfataz (sPAP) riportergént hoztunk létre a kovetkezdkép-

pen. Elészdr a STAT-reaktiv, palindrom szekvenciaju elem



harom koépiajat tartalmazéd oligonukleotid-par (Wegenka, U.
M. és mtsai., Mol. Cell. Biol. 13: 276-288, 1. tablazat a
277. oldalon (1993)], és az XhoI szamara 5’ helyet
klénoztunk a pBluescript tkSPAP plazmid egyetlen SallI-
helyére, a pIIP3-tk-SPAP létrehozasa céljabdl. A
fibrinogén-B-prométerben taldlhatdé STAT-reaktiv elemet koé-
doldé szintetikus oligonukleotid tovabbi hat koépiajat
[Dalmon és mtsai., Mol. Cell. Biol. 13: 1183-1193; a 9. ab-
ran, az IL6RE-konszenzus-szekvenciat és a TTG-leader-
szekvenciat (a GAT-végzdédés nélkul) magéban foglaléd hBFG-
szekvencia] ezutdn a pllP3-tk-SPAP hol-helyére klénoztuk a
pIIx6/II3-tk-SPAP létrehozdsa céljabol. A (STAT-) reaktiv
elemek szamanak igazoldsat szolgald szekvenalds utan a
pIIx6/II3-tk-SPAP-t Nrul és Xbal enzimekkel emésztettiik, a
9 STAT-reaktiv elemet és a tk-SPAP-ot kédold szekvencidkat
tartalmazé DNS-fragmens izoldlasa céljabol. A fragmenst
ezutan, HEPG-sejtvonal alapitasa céljabél, a pcDNA4-plazmid
(Invitrogen) Nrul és Xbal hasitohelyei kozé vittiik at (a
CMV-promdotert helyettesitve), 9 STAT3-reaktiv elemet és a
szelekcidra alkalmas NeoR-markert tartalmazéd SPAP-
riportergén létrehozAsa céljabél.

HepG2-sejteket (ECACC) tenyésztettink 2 mM L-gluta-
minnal, 1% NFEAA-val, és 10% HI magzati borjuszérummal ki-
egészitett DMEM-tapkcézegben 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazé,
92% péaratartalmu légtérben. A STAT-sPAP-riportergénnel tor-
ténd transzfekcidé céljabdl a sejteket 1%-os konfluencia
mellett 10cm-es szovettenyésztd edényben kilemezeltiik, és

kalcium-foszfat transzfekcids reagenskészlet (Invitrogen)
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alkalmazasaval 10 ug STAT-sPAP-riportervektorral transz-
fektaltuk. Az 1 mg/ml G418 jelenlétében torténd
klénszelekcibt kovetden az egyedi sejtvonalakat az
STATsPAP-riprtergénb8l az sPAP-expresszid IL-6-altal kival-
tott novekedésére szkrineltiik.

HepG2B6-sejteket kilemezeltink 96-iregli lemezekre,
3x10* sejt/lreg koncentraciéban, 100ul tapkézegben (1% nem
esszencialis aminosavakat, 2 mM glutamint, 500 pg/ml G418-
at (Life Technologies) tartalmazé DMEM, SIGMA). A sejteket
48 oran at egyensulyba hoztuk. A szilard formaju, feltéte-
lezett anti-OSM vegyiletekb8l torzsoldatot készitettiink
20 mM koncentracidéban, DMSO-ban, és 1:3 aranyban DMSO-val
sorozathigitast készitettink. Ezt tovabb higitottuk
HepG26B-mérési tapkozegben (ez a fent ismertetett tapko-
zeg), 10% FCS helyett 1% hdéinaktivalt, alacsony szintu
alkalikusfoszfatdz-aktivitassal rendelkezd FCS-sel (Life
Technologies) kiegészitve. A vegyiileteket 1:3 aranyban hi-
gitottuk (200 pM-tdl 0.09 uM-ig, a DMSO 1%-os végkoncentra-
ciéjaig, azaz 200 puM, 66.67 uM, 22.22 uM, 7.41 pM, 2.47 uM,
0.82 uM, 0.27 uM, 0.09 uM). A tapkdzeget minden Uregbdl el-
tavolitottuk, és 2 ng/ml OSM-et (R&D Systems) is tartalma-
z0, higitott vegyilettel helyettesitettiik, és a sejteket
tovabbi 20 6ran at inkubdltuk. Minden higitast haromszoro-
san vittink fel. 20ul tapkdzeget eltavolitottunk minden
Uregb8l és sPAP-aktivitédsra vizsgaltuk pNPP-t (p—nitro-
fenil-foszfat SIGMA) szubsztratként alkalmazva. Az endogén
alkalikus foszfatéazt L-homoargininnel blokkoltuk. A

szubsztrat optikai denzitasat 405-650 nm-en olvastuk le. A
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vegyulet koncentréciéjét az OD-vel szemben abrazoltuk a ke-
letkezett sPAP mértékeként; ez az abrazolas az IC50-értékek

meghatérozésa céljapol elemezhetd.

7.c példa
A549-es sejtek: TNFo altal indukalt sPAP-mérési eljaras

A mérésben az A549-es sejteket alkalmaztuk, amelyek
az E-szelektin citokin—reaktiv régiojéanak alkalikus
foszfatazzal kapcsolt génjet tartalmazo riportergénnel sta-
bilan vannak transzformalva [Ray és mtsal., Biochem. J.
328: 707-715 (1997) 1. Ennél a transzfektalt sejtvonalnél
spAP-termelést valthatunk ki a TNFo-val torténéd, egy éjsza-
kas inkubacioval.

a549-es sejteket 96-iiregii lemezekre vittink 5x10°
sejt/ured koncentracidban, 100l tapkozegben. A sejteket 24
bras inkubacioval egyensﬁlyba hoztuk. A szilard formaju,
feltételezett anti-OSM vegyuletekbél torzsoldatot készitet-
tink 20 mM koncentracioban, DMSO-ban, és 1:3 aranyban DMSO-
val sorozathigitést készitettink. Ezt tovabb higitottuk mé-—
rési tapkozegben [1% héinaktivalt, alacsony szintld
alkalikusfoszfatéz—aktivitéssal rendelkezd FCS-sel, 1% nen
esszencialis aminosavakkal, 2 mM glutaminnal, 500 wug/ml
c418-cal (Life Technologies) tartalmazo pDMEM], 0.09-200 uM-
os koncentracioiu valaszreakciot kivalto koncentracidig, a
DMSO 1%-0s végkoncentréciéjéig. A tapkozeget az tiregekbdl
eltévolitottuk, és 3 ng/ml TNFa-t (R&D systems) 1s tartal-

mazo, higitott vegyulettel helyettesitettﬁk, &s a sejteket

tovabbi 20 6ran at inkubaltuk. Minden higitast haromszoro-
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san vittiink fel. 20upl tapkozeget eltdvolitottunk minden
uregbdl és sPAP-aktivitasra vizsgaltuk PNPP-t (p-
nitrofenil-foszfat SIGMA) alkalmazva szubsztratként. Az en-
dogén alkalikus foszfatdzt L-homoargininnel blokkoltuk. A
szubsztrat optikai denzitasat 405-650 nm-en olvastuk le. A
vegylilet koncentrdciéjat az OD-vel szemben abrazoltuk a ke-
letkezett sPAP mértékeként; az 4abrazolas az IC50-értékek

meghatéarozasa céljabdol elemezhetd.

7.d példa

Sejtéletképesség-vizsgalat

A sejtek életképességének mérésekor a metabolikusan
aktiv sejtekben mértiik a dehidrogenadz-enzimek tetrazdlium-
vegyliletet [3-(4,5~dimetil-ticazol-2-11)-5-(3-karboxi-
metoxi-fenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-tetrazélium, belsd sb;
MTS] oldhat6, 490 nm-en mérhet$ formazantermékké atalakito
redukald képességét.

0.046 upg/ml fenazin-metoszulfatot (PMS, Sigma) tar-
talmazd, 2 mg/ml MTS-oldatot (Promega) &llitottunk eld
Dulbecco’s PBS-ben. A tapkdzeg sPAP-aktivitas mérése célja-
b6l torténé eltavolitasa utéan 20 upl/idreg MTS/PMS-t adagol-
tunk. A sejteket ezutan tovabbi 45 percig inkubaltuk. Ezu-
tan mértik 490 nm-en az abszorbanciat, 630 nm-es referenci-

at alkalmazva.



7.e példa

Antagonistak

Az N-{1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-il)benzamid}
[Davoll és Kerridge, J. Chem. Soc. 2589 (1961)] (GW
340442X) az OSM 4&ltal indukalt sPAP-kibocsatas koncentra-
ciéfiiggd gatlasat okozta, 0.3 uM-os ICso—értékkel (9. ab-
ra), azonban kevésbé hatdsos volt a TNFax altal indukalt
sPAP-kibocsatas gatlasdban (megkdzelitbleg 92 uM-os ICy-
érték, 10. &bra). Igy ez a vegyiilet 100-szorosnal nagyobb

mértékii szelektivitast mutat az OSM-re a TNFa-~val szemben.

8.a példa

Human eredet(i OSM-elleni antitestek elbédllitasa és teszte-

lése

A humdn eredetdi OSM (R&D Systems) elleni monoklonalis
antitesteket &llitottunk eld egerekben a koévetkezdképpen:
n&stény, SJL-egereket (Jackson, 1Inc. Bar. Harbor, MA)
rekombindns, humdn eredetli O0OSM-mel immunizaltunk (R&D
Systems): vagy RIBI-adjuvansban (RIBI, Hamilton, MT) emul-
gealt 1 pg rekombinans, szubkutan moédon beadott human OSM-
antigénnel, és intraperitonealis mdédon beadott komplett
Freund’s adjuvanssal a 0., 3., 5. és 24. napon (a 27. napon
1 pg antigént adtunk be séoldatban intraperitonealis mo-
don); vagy RIBI-adjuvansban emulgealt, intraperitonealisan
beadott 1 pg antigénnel a 0., 3., 5., 24. és 53. napon (az
54. napon 1 ug antigént adtunk be séoldatban intra-

peritonealis médon, injekciébban).
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Az utolsd immunizéalas utan 24 6raval az egereket fel-
aldoztuk, splenocitdkat gyljtottink és eldkészitettiink fu-
zibs célokra. A fuzidés eljdrast Su J;L. leirasa szerint va-
léositottuk meg. [Su J-L. és mtsai., Hybridoma 17(1): 47-53
(1998) ] Roviden: splenocitékat és mieldmasejteket
(P3X63Bcl-2-13) (Kilpatrick, K.E. és mtsai., Hybridoma
16(4): 387-395 (1997)] 5:1 vagy 1l:1 aranyban polietilén-
glikol-1500 (Boehringer Mannheim, Németorszag) alkalmazasa-
val fuziondltattunk. A fuzionalt sejteket 1x10° sejt/ml
koncentrdcidéban reszuszpendaltuk hibridéma ~Novekedési”
tapkozegben, amely egyenld térfogati RPMI 1640-bbé6l (Life
Technologies, Inc. Gaithesburg, MD) és 10% magzati borju-
szérummal (Hyclone, Logan, UT), 1 X Origen Hybridoma
Cloning Factor-ral (Igen, Gaithesburg, MD), 2 mM L-
glutaminnal, penicillinnel és sztreptomicinnel kiegészitett
EXCELL-610-b61 (JRH Biosciences, Lenexa, KS) &allt. A sejte-
ket ezutan 24-ireqgld mikrotiter-lemezekre (Costar, Cambrid-
ge, MA) vittik, 1 ml/Ureg mennyiségben. 24 o6éra elteltével
minden Ureghez 1 ml 2x HAT-szelekciés téapkdzeget: 100 uM
hipoxantint, 0.4 yuM aminopterint, 16 pM timint (Life
Technologies, Inc.) adtunk hibridéma ,novekedési” tapkozeg-
ben. A sejteket 2 hétig tenyésztettik 37°C-on, 5% CO.-ben,
majd a hibridéma-fellluszdékat FLISA alkalmazasaval OSM-
elleni antitest-szekrécidéra szkrineltiik. A kivalasztott
hibriddémakon ,hatarhigitasos klénozast” hajtottunk végre.

A hibridéma-feliluszdkat és higitott szérumot
inkubaltunk human eredetl OSM-mel burkolt 96-liregli lemeze-

ken. A hOSM-elleni antitesteket alkalikus foszfatazzal je-
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161t, egér elleni antitestekkel detektaltuk. A pozitiv
eredményt add antitestek dupla OD-értékeit a 2. téblézétban
foglaltuk Ossze:
2. tablazat
Hibriddbéma OD 1:10 OD 1:100 OD 1:1000
OM 5-6.1 1.346 0.901 0.302
1.329 0.929 0.249
OM 5-6.10 1.347 1.017 0.296
1.434 1.122 0.352
OM 6-10.111 1.77 1.073 0.36
1.615 1.557 0.0524
Egérszérum OD 1:500 OD 1:2500 OD 1:5000
M1 0.006 0 0.005
0.006 0.001 0.003
M2 1.843 1.086 0.73
1.86 1.052 0.794
M3 1.405 0.445 0.198
1.338 0.324 0.217
M4 1.48 0.537 0.18
1.631 0.484 0.18
A fellluszdk koziil harom, és az egérszérumok minde-
gyike, egy kivételével pozitiv eredményt adott az ELISA-
ban. Az ELISA-adatokat felhasznéalva az antitest-

koncentrécidé kozelitbleg megbecsiltiik,

és a pozitiv anti-




testeket ezutdn 2 ng/ml OSM-mel szemben titraltuk a 7b.
példanal leirt HepG2-B6 sPAP-méréssel. Osszefoglalva, anti-
testet inkubadltunk egy éjszakdn &t a citokinnel 4°C-on,
majd a HepG2 B6-sejtekkel. A sPAP-termelést a 7b. példanal
leirtak szerint mértik. A hibridémafeliluszék és az egér-

szérumok &ltal okozott sPAP-termelés—-gatlast a 11. &bran

mutatjuk be.

9.a példa

Az OSM-nek receptorhoz vald kot&désében kulcsszerepet Jjat-

sz6 aminosavak azonositasa

A hOSM receptorkoté régidvit kezdetben az IL-6-cito-
kincsaldd rokonségban levd tagjait figyelembe véve azonosi-
tottuk. az 1. és 3.régid feltehetden a receptor citokin-
specifikus lancahoz (lancaihoz) vald kapcsoldédasban, mig a
2.régid a koOzds receptorkomponenshez, a gpl30-hoz vald ko-
tédésben jatszik szerepet. Az IL-6 citokincsaladba tartozd
leukémia inhibitoros faktor = (LIF) ([Hudson és mtsai., J.
Biol. Chem. 271: 11971-11978 (1996)] és az interleukin-6
(IL-6) [Paonessa és mtsai., EMBO J. 14:1942-1951 (1995);
Savino és mtsai., EMBO J. 13: 1357-1367 (1994)] 2. régidjat
érintd mutacidés vizsgalatok azt valdszinlsitik, hogy a 2.
régiéban az aminosavak valtoztatédsa a gpl30-hoz vald kotd-
désben valtozast idéz eld. Az OSM gpl30-hoz vald kotddésé-
ben fontos szerepet jatszd aminosavak tanulmdnyozasanak
céljabdl sziikséges, hogy azonositsuk azokat az animo-

savakat, amelyek az OSM 2. régidéjdban a felszinen vannak.

Az NMR-kisérletekbdl szarmazd informacidkat [Hoffmann és



mtsai. J. Biomol. NMR 7:273-282 (1996)] és az LIF lekozdlt
szerkezetét [Robinson és mtsai., Cell 77: 1101-16 (1994)]
alkalmazva az OSM homoldgiamodelljét megszerkesztettiik. A
modellben a 2. régidban, a felszini pozicidkat elfoglald
aminosavakat valasztottuk ki mutagenezis céljabdél. Meghata-
roztdk novekedési hormon (az OSM homoldégja) és receptora
kézott kialakuld komplex szerkezetét [De Vos és mtsai.,
Science 255:306 (1992)]. Az OSM modellje és a novekedési
hormon modelljének egymadsra helyezésével meghataroztuk az
OSM és a gpl30 kozbtti potencidlis kélcsénhatds tovabbi he-
lyeit.

A modellezési vizsgalatok alapjan 27 poziciét valasz-
tottunk ki az OSM-ben mutacibéra, a gpl30-cal vald kdlcson-
hatdsa tanulmanyozas céljabél, lasd a 3. tédblazatot. Minde-
gyik esetben alaninra cseréltik a vad tipusi fehérjében

el6forduld aminosavat.

Pozicidé | Lokalizacid Megjegyzés

Ser 7 N-termindalis

régiéd

Lys 8 N-termindlis

régid

Glu 9 N-termindlis

régié
Tyr 10 A-hélix
Arg 11 A-hélix
Leu 13 A-hélix A jelenlegi modell szerint e leucinok ilyen

elhelyezkedése nem bizonyitott. Ha a 17.
aminosav alatt a hélix torzul, az 1. hélix
fels8 része elfordulhat, és ezek a csoportok

eltemetddnek




Leu 14 A-hélix

Leu 17 A-hélix

Gly 15 A-hélix

Gln 16 A-hélix A 16-22. aminosavak szinte a hidrofil cso-
portok folyamatos sorat képezik; ha az ala-
pul szolgédld szerkezet helikalis, akkor ezek
k8zUl néhany lehet a fehérje magjaban elte-
metett, és feltehetden hidrogénkdétést alaki-
tanak ki ma&s aminosavakkal. Alternativ eset-

ben a hélix torzul, és ezek az aminosavak
exponalddnak.

Gln 18 A-hélix

Lys 19 A-hélix

Gln 20 A-hélix

Thr 21 A-hélix

Asp 22 A-hélix

Gln 25 A-hélix

Asp 26 A-hélix

Met 113 C-hélix

Pro 116 C-hélix

Asn 117 C-hélix

Leu 119 C-hélix

Gly 120 C-hélix Az oldallancok nem hordoznak funkciét, de a
human eredetl LIF egyik négyszeres mutdnsa-

ban megvaltozott a gpl30-k&tés

Arg 122 C-hélix

Asn 123 C-hélix

Asn 124 C-hélix

Tyr 126 C-hélix

Gln 130 C-hélix




9.b példa

A mutans OSM-GST fuzids molekuldk szintézise

Mind a 27 mutacibd esetére egy par mutagén oligo-
nukleotidot terveztink. Ezek megkozelitéleg 33 Dbéazis
hosszisaguak, és eldnydsen G- vagy C-csoport van egyik vagy
masik (vagy mindkettd) végiukon. Ezeket a (IPTG &ltal indu-
kdlhatd) lac-prombdéter szabdlyozdé hatdsa alatt 4116 vad ti-
pusu OSM-DNS-t (12. a. sz.) tartalmazd, pGEX-b&Sl szarmazd
(Pharmacia) expressziés vektorhoz hibridizaltuk (,anneal”),
és nativ Pfu-polimerdz alkalmazasaval (Stratagene) meg-
hosszabbitottuk. Az eredeti, templatként szolgadld DNS-t
DpnI-enzimmel (New England Biolabs) emésztettik, és az
ljonnan szintetizalt plazmidot (amely nem szubsztrétja a
DpnI-nek) DH5alfa E. coli-ba (GibcoBBL/Life Technologies)
transzformadltuk. Néhany telepet (rendszerint 4-et) felvet-
tiink, plazmid-DNS-t izolaltunk, és a DNS-szekvenciat megha-
taroztuk. Minden mutacidé esetében egy reprezentativ mutéans
klént, és egy hasonldan szerkesztett, vad tipusu klént E.
coli BLR-torzsébe transzformaltuk (non DE3: Novagen) a
rekombinans fehérjék expresszidja céljabdl. 0.5 l-es tenyé-
szeteket alapitottunk és megkdzelitdleg 0.5-0s ODsso-érték
mellett indukaltuk. 3 d6ras indukcid utan a sejteket centri-
fugalassal uUlepitettik, és lizozimet, és szonikalast egylit-
tesen alkalmazd eljédrassal 1lizaltuk. Mivel a rekombinans
mutans fehérjék a GST-vel képzett fuzids fehérje formajaban
expresszaldédtak, glutation-Sepharose-oszlopokat alkalmaz-
tunk a fuzidés fehérjék kikotéséhez. A fuzids fehérjéket

ezutan az oszloproél szabad glutation alkalmazasaval
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eluadltuk, majd 10 mM DTT-ben 4 o6ran &t inkubaltuk szobahd-
mérsékleten a glutation-melléktermék eltavolitasa céljabél,

és -80°C-on taroltuk.

9.c példa

A pontmutdcidk hatasa az OSM-GST és a vad tipusu OSM

kompeticidjara a gp-130-Fc-kotésért ELISA-n

Nunc immunlemezeket (Fé6 Maxisorp, Life Technologies)
egy éjszakan (4°C-on) &t burkoltunk vad tipusi OSM-mel (a
7a. példanal leirtak szerint); 50pl/ireg mennyiségben,
1 pyg/ml koncentracidéban karbonat/bikarbondt pufferben, pH
9.4). A lemezeket mostuk (0.05%9 TWEEN-20-at tartalmazdé PBS-
sel, Skatron lemezmosé alkalmazasaval), szarazra ,litdget-
tik”, és blokkoltuk, a nem specifikus kotés csokkentése
céljabdél (1% BSA/PBS, 200 ul/iireg). 1 6ras inkubaciét (szo-
bahémérsékleten, billenSasztalon) kovetden a lemezeket sza-
razra ,uUtogettik”, és a 9.b példa szerint eldallitott wvad
tipustu (wt) vagy mutans OSM-GST-t adtuk hozza (50 nl/iireg,
20-0.002 ng/ml, 1% BSA/PBS-ben titralva). Pozitiv kontroll-
ként poliklonéalis, huméan OSM-elleni antitestet (R&D
Systems) szintén teszteltink (20-0.02 upg/ml). Gpl30-Fc (az
alabbiak szerint eldéallitva, 300 ng/ml) és humdn eredetd
IgG alkalikus foszfatazzal jelolt konjugatumanak (1:500,
Sigma) komplexét 1 & BSA/PBS-ben (50 pl/iireg) adtuk kozvet-
lentil a tesztelendd hatbdanyag utén. 5 6ras inkubalds utan
(szobahdémérsékleten, billendfasztalon) a lemezeket mostuk
(hatszor), és ELISA-amplifikaléasi rendszerrel (Life

Technologies) hivtuk eld a gyartd utasitédsai alapjan, és az



OD-t 490 nm-en mértiik. Mindegyik lemez esetében a teljes
kotést gpl30-Fc/konjugatummal és OSM-mel hataroztuk meg 1%
BSA/PBS Jjelenlétében, éé a nem specifikus kotést gpl30-
Fc/konjugatummal, OSM nélkiil, 1% BSA/PBS jelenlétében hata-
roztuk meg; a konjugatum OSM-hez vald kot8dését gpl30-Fc
nélkiil hataroztuk meg.

A huméan eredetid gpl30 extracellularis doménjét koédold
DNS-t polimeraz lancreakcié (PCR) alkalmazasaval amlifikal-
tuk, a kovetkezd szintetikus lancinditék alkalmazasaval,
amelyeket a GenBank adatbédzis gpl30-szekvenciaja (M57230)

alapjan terveztink:

5’-3’ lancindité:

5" CATCGGATCCAAGCTTTACAGTTACTGAGCACAGGACCTCACC (10. a. sz.)

BamHI - HindIII 5’UTR szekvencia
ATGTTGACGTTGCAGACTTG
M L T L Q T (15. a. sz.)
és 3’-5’ lancindité:
5’ CATCCTCGAGTTTCTCCTTGAGCAAACTTTGG (ll.asz.sz.)

Xhol

Az 5'-3’ lancinditdé tartalmazott a BamHI és HindIIT
restrikcidés endonukledzok szdméra hasitbéhelyeket, és 57
iranyban nem transzl4lédé konszenzusszekvenciat, amelyet a
gpl30 kdédold szekvencidja startjaval komplementer DNS-
szekvencia kovetett. A 3’-5' lancindité tartalmazott az
XhoI restrikcids endonukleaz szamara hasitdéhelyet, amely

utan a gpl30 extracellularis doménjét kdédold szekvencia 3/ -



végével komplementer DNS-szekvencia kovetkezett. A PCR-
fragmenst tisztitottuk, és pCRZ2.1-be (Invitrogen) klénoztuk
a pCR2.1gpl30 elballitasa céljabol.

A pCR2.1gpl130 plazmidot BamHI és XhoI restrikcidés en-
zimekkel emésztettilk, a gpl30-as fragmenst tisztitottuk, és
a humdn IgGl Fc-fragmensét kédold DNS-szekvenciat tartalma-
z6 plazmid BamHI és XhoI endonukledz-helyei kdzé szub-
klénoztuk. A plazmidot ezutdn HindIII restrikcids enzimmel
emésztettik, és az eredményil kapott gpl30Fc-fragmenst
tisztitottuk, és pFastBacl bakulovirus expresszids vektor
(Life Technologies) HindIII-helyére szubklénoztuk a
PBACgpFc-nek nevezett plazmid elddllitasa céljabol.

A gpl30Fc fuzidés fehérjét a Bac-to-Bac bakulovirus
expresszidés rendszer (Life Technologies) alkalmazasaval ro-
varsejtekben expresszaltuk, a sejttenyészet feliiluszdjabdl
protein-A affinitasi oszlopkromatografia alkalmazasaval
tisztitottuk, és Coomassie brilliant blue-val festett SDS-
PAGFE, és anti-gpl30 és anti-hIgG antitestekkel Western blot
alkalmazasaval ellendériztiik.

A mutans és vad tipusu OSM-GST-t 3-6 kisérletben
teszteltilk az ICspo-értékek meghatdrozédsa céljabél. Az atla-
gos OD-értékek OSM és gpl30-Fc jelenlétében, kompeticiéban
levé ligandum nélkil (azaz a teljes kotés esetében) 1.157
(a 0.825-1.807 tartomanyban), és a nem specifikus kotés
0.08-nal kisebb volt. Az OSM elleni antitest minden mérés-
ben koncentraciéfiiggé gatlast mutatott (74%+1% 1 pg/ml-
nél). A vad tipusu OSM-GST a lemezre kotott OSM-mel kom-

peticidban volt, koncentraciéfiggéd gatlast mutatva (12. &b-
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ra), 0.139+40.0258 pg/ml-es ICso-értékkel, amelyet 6 flgget-
len kisérletben hataroztunk meg. A mutdns OSM-GST lemezre
kotott vad tipusu OSM-mel vald kompeticids képességét a 4.
tablazatban foglaltuk Ossze. A vad tipusu OSM-mel a gpl30-
hoz vald kotésért vald kompeticidé képességében lényeges
csdkkenést eredményezd mutacidk a kovetkezdk voltak: L13A,
Ql16A, Q20A, G1l20A, N123A, N124A. Ezek kozil a Q20A és a
Q16A volt a leggyengébb: a maximalis, tesztelt koncentraci-
6nal (10ug/ml) a Q20A 66+2.3%-0s, a Ql6A csak 15+8%-0s gat-

last mutatott (12. &bra).

4. téblazat

A vad tipusu és a mutdns OSM-GST hatasossdga a lemezre KO-

tott, vad tipusi OSM-mel vald kompeticidéban a gp-130-Fc-

kotésért, ELISA-n mérve. Az ICso~értékeket 3-6 fiiggetlen

kisérletben hataroztuk meg.

Mutéans IC50 (pg/ml) Atlag Standard hiba
vad tipus |0.110 0.120 0.257 0.139 0.026
0.136 0.070 0.142

(1) s7A 0.199 0.078 0.121 0.133 0.035
(2) K8A 0.252 0.055 0.106 0.138 0.059
(3) ESA 0.208 0.163 0.097 0.156 0.032
(4) Y10A 0.320 0.180 0.168 0.223 0.049
(5) R11A 0.181 0.255 0.280 0.239 0.030
(6) L13A 2.960 1.990 2.640 2.530 0.285
(7) L14A 0.660 0.470 0.412 0.514 0.075
(8) G15A 0.090 0.203 0.171 0.155 0.034
(9) QleA >10 >10 >10 >10

(10) L17A |2.210 1.900 1.350 1.820 0.251




(11) Q18A [(0.320 0.310 0.555 0.395 0.080
(12) K19A |0.047 0.075 0.300 0.040 [0.116 0.062
(13) Q20A |4.130 5.570 4.100 6.200 |5.000 0.527
(14) T21A J0.108 0.044 0.101 0.084 0.020
(15) D22 0.040 0.080 0.092 0.071 0.016
{(16) M113A|0.511 0.199 0.252 0.321 0.096
(17) Pll1én|0.232 0.169 0.197 0.199 0.018
(18) N117A|0.983 0.756 0.617 0.785 0.107
(19) L119A(0.272 0.266 0.227 0.255 0.014
(20) G120A|3.650 2.680 2.950 3.090 0.289
(21) R122A[0.140 0.220 0.167 0.176 0.024
(22) N123A(4.750 1.570 2.560 2.960 0.940
(23) N124A[1.630 1.950 2.380 1.990 0.217
(24) Y126A|0.386 0.359 0.400 0.382 0.012
(25) Y130A[0.145 0.180 0.094 0.140 0.025
(26) Q25A (0.042 0.036 0.055 0.044 0.006
(27) D26A ]0.170 0.280 0.481 0.310 0.091
9.d példa

\

Az OSM pontmutacidinak hatésa az OSM altal kivaltott sPAP-

termelésre HepG2-B6 in vitro mérésben

A 7.b példanadl leirt mérési eljarast alkalmaztuk.
OSM-GST-mutansokat higitottunk 100 ng/ml koncentracidig a
9b. példaban eléallitott, intakt OSM-mutansok ismert kon-
centracidit alkalmazva. Vad tipusi OSM-GST-t alkalmaztunk
kontrollként. A higitésokat 1% héinaktivalt, alacsony
alkalikusfoszfatdz-aktivitdsu FCS-t tartalmazo HepG2-B6
tapkdozegben készitettik. 1:3 aranyu sorozathigitasokat ké-
szitettunk (100; 33.33; 11.11; 3.7; 1.23; 0.4 ng/ml). 3x10°
HepG2-B6 sejtet osztottunk 96-iiregi lemez egyedi Uregeiben

100 pl tapkozegben. A sejteket 48 6ran at egyensulyba hoz-
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tuk. A tapkozeget eltavolitottuk, és 100 ul, higitott OSM-
GST-mutanssal helyettesitettiik. A sejteket tovabbi 20 6ran
at inkubaltuk. Minden higitast haromszorosan vittiink fel.
20 npl tapkozeget levettiink, és sPAP-mérést végeztiink pNPP-
szubsztrat alkalmazasdval. Az endogén ALP-t L-homoar-
gininnel blokkoltuk. Az OD-t 405-650 nm-en olvastuk le. A
kisérletet kétszer megismételtiik.

A mutansok legtobbje a vad tipusu fehérjéhez hasonlé
mbdon sPAP-kiaramlast valtott ki. HArom mutédns nagyon ala-
csony sPAP-szintet produkalt. E mutansok esetében az ECs,-
értékeket nem hataroztuk meg A 13. abra mutatja az OD-
gbrbéket 9. muténs (Q16A), a 13. mutans (Q20A), a 20. mu-
tans (G120A) esetében, amelyek kevésbé hatasosak voltak az
sPAP-termelésben. A vad tipusi OSM-GST-t mutatjuk be &ssze-
hasonlitasképp. Ezeket az adatokat alkalmaztuk az ECe.--
értékek kiszamitadsdhoz. A tényleges ECso—értékeket minden
mutans esetében a vad tipusu fehérje ECso~értékek szazalé-

kaban fejeztik ki, és az 5. tabl&zatban mutatjuk be.
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Mutans

Vad ti-

pusu

1.87A

2. K8A

3. E9A

4. Y10A

5. R11A

L13A

7. L14A

8. G15A

9. Qlé6A

10. L17A

11. Q18A

12. K19A

13. Q20A

14. T21A

15. D22
16.M11
3A

1.

Kisér-

let

%

100

50

66

98

134

118

269

81

87

301

84

98

71

152
106

1. Ki-

sérlet

ECso/ml

24

12

16

23.6

32.4

28.6

65.7

19.4

21

NC

72.7

20.2

23.6

NC

17

36.7
25.6

2. Ki-

sérlet

%

100

69

38

27

256

86

171

77

55

174

68

37

33

50
78

2. Ki-

sérlet

]

32

22.2

12.5

82

27.7

54.9

24.9

17.8

NC

56

21.7

11.9

NC

10.5

16
25

3. Ki-
sér-let

ECso/ml

3. Ki-
sér-let
$

Atlag %

100

59.5

52

62.5

195

102

220

79

71

237.5

76

67.5

52

101
92

+Hata-

sossag’

hata-
sosabb
hata-
sosabb
hata-
sosabb
kevés-
bé ha-
tésos
azonos
kevés-
bé ha-
tésos
hata-
sosabb
hatéa-
sosabb
nem
szami-
tottuk
kevés-
bé ha-
tasos
hata-
sosabb
hata-
sosabb
nem
szami-
tottuk
hata-
sosabb
azonos

azonos




.
.
.
.
.
.
Sesne

17.P11 104 25 47 15 75.5 hata-
6A sosabb
18.N11 241 58 132 42.5 186.5 kevés-
TA bé ha-
tasos
19.L11 115 27.8 72 23 93.5 azonos
9A
20.G12 NC NC nem
0A szami-
tottuk
21.R12 135 32.4 43 13.8 124 47.3 101 azonos
2A
22.N12 157 37.9 154 49.7 155.5 kevés-
3A bé ha-
tasos
23.N12 125 30.2 113 36.2 119 azonos
4A
24.Y12 386 93 32 10.3 106.5 40.8 175 kevés-—
6A bé ha-
tasos
25.013 52 12.5 26 8.2 39 hata-
0A sosabb
26.0Q25 55 13.3 41 13 48 hata-
A sosabb
27D26A 81 19.5 79 25.5 80 azonos

Az ECsp—értékeket a vad tipusu ECqy-érték szazalékaban
fejeztik ki és az aktudlis ECso-értékeket mutatjuk be: 80%-
nadl kisebb érték: hatasosabb, mint a vad tipusu, 80%-120%.
a vad tipusuval azonos hatasossag, 120%-ndl nagyobb érték:
kevésbé hatdsos, mint a vad tipusu, NC: nincs kiszamitva.

A téblazatot megvizsgédlva, az FELISA-mérésekben a vad
tipusutdél lényegesen kiilénbéz&dnek bizonyult mutdnsok koziul
harom mutans szintén kevésbé hatasos az sPAP-mérésben: a
6.: L13A; al0.:L17A; a 22.: N123A, és a negyedik, a 23.:

N124A az Onkényes pontozasi rendszer szerint az azonos

hatasossagu fokozatba esik. Igy a két mérési tipus jé egye-




zést mutat. A mutansok koziil néhany a vad tipusunél , kevés-
bé hatasos” volt az sPAP-termelés kivaltasaban, de itt el-
térés mutatkozik a két mérés kozott, kivéve azokat a mutan-
sokat (Ql16A, Q20A, G1l20A), amelyek egydltaldn nem valtottak
ki sPAP-termelést. A mérési eredmények azt jelzik, hogy a
Q20A, Qle6A, Gl20A (mutacidk) hatast gyakorolnak az OSM
gpl30-hoz valdé kotddésére. Ugy tinik, hogy az N123A és az
N124A szintén kifejt valamilyen mértékd hatast a gpl30-vel

vald kolcsdonhatasokra.

10. példa

Az OSM szerepe gasztritiszben

A H. pylori egy Gram-negativ, spirdlalaki baktérium,
amely szerepet jatszik a gasztritisz, a gyomorfekély és a
gyomorrak eldidézésében. A H. pylori Cag’-tdrzsei nagyobb
gyakorisadggal fordulnak el fekélyekben, mint a H. pylori
Cag -torzsek. A H. pylori tdrzseket (a patogénebb Cag’-t és
a Cag -t) egylutt tenyésztettik in vitro, gyomorbdél szarmazd
KATO-III (ECACC) epitélsejt-vonallal, a H. pylori fertdzés
altal kivaltott gazdasejt-reakcid differenciélis gén-
expresszid-analizissel torténd tanulmanyozasa céljabdl. Ki-
16nb6z6 idépontokban mRNS-t izolaltunk: 45 percnél, 3 6ra-
nal és 24 6ranal; szarmazékolt radioaktiv prébakat hibridi-
zdltattunk a nagysilriségd dDNS-génsorozatokra (array), ame-
lyek megkozelitdleg 136 human eredetl gént, tdbbek kozott
citokineket, citokinreceptorokat és adhézidés molekulakat
tartalmaznak. A kapott génexpresszidés profil analizise sze-

rint a H pylori torzsek szamos gén indukcibdjat/ex-
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pressziéjat valtjak ki. Ugy talaltuk, hogy az onkosztatin-M
indukéalédott az erdsen patogén H. pylori tdrzsek (Cag’) ha-
tdsanak kitett sejtek esetében, az enyhén patogén H. pylori
(Cag) hatasanak kitett sejtekhez, vagy a kezeletlen kont-

rollsejtekhez viszonyitva.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. OSM-antagonista alkalmazéasa gyulladéasos
arthropathia vagy gyulladasos rendellenesség kezelésére
szolgald gydbgyszer elddllitasara.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazés, amelyben az
antagonista a human eredet(i OSM antagonistaja.

3. A 2. 1igénypont szerinti alkalmazas, amelyben az
antagonista a human eredetd OSM G120, Ql6-os, Q20-as, N123-
as vagy N124-es aminosavai koziil az egyikkel vagy tébbel
képes kolcsonhatasba lépni.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
zds, ahol az antagonista kisméretl szerves molekula.

5. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
zas, ahol az antagonista antitest.

6. Az 5. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az anti-
test humanizalt antitest vagy kiméra antitest.

7. Az 1-6. igénypont szerinti alkalmazas gydgyszer-—
ként a porc kollagénkibocsatdsdnak megel&zésére alkalmazha-
td gydgyszer eldallitaséara.

8. Az 1-7. igénypont szerinti alkalmazas gyégyszer-
ként rheumatiod arthritis kezelésére alkalmazhatd gydgyszer
eldallitéasara.

9. Az 1-8. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az
antagonista immunszuppressziv, toleranciat indukalsd, vagy

gyulladascsokkentd hatdanyaggal van kombinalva.
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10. A 9. igénypont szerinti alkalmazéds, ahol anta-

gonista CD4’-T-sejtet gatld hatbéanyaggal, CD23-elleni anti-

testtel vagy TNF-antagonistaval van kombinalva.

% {{ ftiﬁchx = A meghatalmazott:
/;4//f’/”/” ( Danubia
» ‘#; ¢ )

Szabadalmi és Védijegy Iroda Kft.
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5.a abra

Rheumatoid Arthritis
A CD130 az izuleti vérereky
endotélsejtjeiben lokalizalodik

5.b abra

Rheumatoid Arthritis

Az 5.a abra sorozatmetszete:

a CD62P lokalizalodasa azonos
vérerek endotélsejtjeiben
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5.d abra

Rheumatoid Arthritis

A CD62 lokalizalédasa az endotél-
sejtekben. Kicsi, pozitiv vérerek
lathatdak a limfoid aggregatumban |..
a kép tetején. ‘
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A klinikai tinetek megjelenése utani 1. és 5. napon kecske eredet(i anti-OSM-antitesttel
vagy kontroll kecske eredetii IgG-vel kezelt (100 ng/injekcio) arthritis-es DBA/1 -egerek
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