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KIVONAT

A taldlmany térgya antitestmolekula, amely meghatéaro-
zott antigénre specifikus, és amely Gsszetett nehézlancot
és komplementer konnyilancot tartalmaz. A talalmany
szerinti antitestmolekula jellemzd vonasa, hogy az
Osszetett nehézlanc olyan valtozé6 domeént tartalmaz,
amely meghatdrozott helyeken akceptor antitest nehéz-
lanckeret eredetli aminosavakat és donor antitest nehéz-
lanc antigénkotd régié eredetii aminosavakat tartalmaz,
és adott esetben a komplementer konnytilanc egy dssze-

A leiras terjedelme 36 oldal (ezen beliil 15 lap dbra)

tett konnytlanc, amely olyan valtozé domént tartalmaz,
amely meghatarozott helyeken akceptor antitest kony-
nyldlanckeret eredetl aminosavakat €s donor antitest
kénnytilanc antigénkotd régid eredetli aminosavakat tar-
talmaz, ahol a donor antitest a meghatarozott antigénre
specifikus.

A taldlmény kiterjed a fenti antitestmolekula el6al-
litasara.
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A taldlmény targya eljaras humanizélt antitestmoleku-
lak eléallitasara.

A leirasban alkalmazott ,,humanizalt antitestmole-
kula” kifejezés olyan molekuldra vonatkozik, amely
egy nem human eredetli immunoglobulinb6l szarmazé
antigénkoté helyet, valamint humdn eredeti immuno-
globulinbdl szarmazd tovéabbi részeket tartalmaz. Az
antigénk6té hely tipikusan olyan komplementarités-
meghatdrozo régidkat (Complementarity Determining
Regions=CDRs) tartalmaz, amelyek meghatirozzak az
antitestmolekula kotéspecifikussagat, és a valtozé do-
mének megfelel keretrégidiban vannak. Minden ne-
héz és kénnytlanc valtoz6 doménjében hiarom CDR
(CDR1, CDR2 és CDR3) van.

A leirasban alkalmazott irodalmi hivatkozasok lis-
tajat abc rendben sorszamozva a leirashoz csatoljuk, és
a szovegben a sorszamra hivatkozunk.

A régéta ismert természetes immunoglobulinok kii-
16nb6z6 enzimes hasitasbol szdrmazé fragmenteket,
mint példaul a Fab, (Fab’), és Fc fragmenteket tartal-
maznak. A természetes immunoglobulinok egy olyan,
altaldban Y formdji molekulat tartalmaznak, amelynek
mindkét felsS karjan, a vég iranyaban egy antigénkotd
hely helyezkedik el. A szerkezet t6bbi része, elssor-
ban az Y széra kozvetiti az immunoglobulinok hatés-
funkciéit.

A természetes immunoglobulinokat kisérletekben,
diagnozisokban és kisebb mértékben gyogyaszatban al-
kalmazzak. Ezeket az alkalmazasokat, kiiléndsen a
gybgyaszati felhasznalast, azonban mostandig a termé-
szetes immunoglobulinok poliklonalis természete ga-
tolta. Az immunoglobulinok gyogyszerként vald poten-
cidlis alkalmazasa irdnyaban nagyon jelentGs 1épcsének
tekinthetd a meghatarozott specifikussigii monoklo-
nalis antitestek (MAbs) el3allitasi eljarasdnak kidolgo-
zasa (1).

A MADb-ok el6allitasa azonban olyan hibridémak-
ban torténik, amelyek ragcsalolépsejtek és ragesald-
mielomasejtek egyesiilésével jonnek létre, ezért ezek
tobbnyire ragesalofehérjék. A human MAb-ok termelé-
sér8l nagyon kevés irodalmi kézlemény jelent meg.

Mivel a legtobb, hozzaférhet6 MAb rageséld erede-
td, az emberben természetesen antigén, és emiatt nem
kivant HAMA- (Human-Anti-Mouse-Antibody=hu-
man antiegér antitest) valasznak nevezett immunvi-
laszt valt ki. A ragcsal6 MAb-ok emberben valé alkal-
mazasat az a tény korlatozza, hogy a MAb az emberben
vagy azt teljesen eltavolitd vagy hatdsat legalabb rész-
ben csokkentd immunvalaszt valt ki. A ragcsald erede-
ti MAb-bal a beteg legfeljebb egy vagy néhiny alka-
lommal kezelhetd, mert a HAMA-valasz gyorsan kiala-
kul, és a Mab-ot hatastalanna teszi, és emellett nem ki-
vant reakcidkat valt ki. Példaul az OKT3 - amely egy,
a T-sejt CD3-receptorkomplexben egy antigént felis-
mer6, egér IgG2a/k MAb - alkalmazdsat az akut
allograft elutasitds kezelésére alkalmas immuno-
szuppresszorként [Chatenoud és munkatarsai (2) és
Jeffers €s munkatarsai (3)] az egész vilagon jovahagy-
tak. Az ilyen és hasonlo tipusi MAb-ok alkalmazasa-
kor azonban jelentds mérték, tobbségében antiidioti-
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pustt komponenst tartalmaz6 HAMA-valasz 1éphet fel.
Nagyon kivanatos tehat ennek a nem kivint HAMA-
valasznak a csdkkentése vagy megsziintetése, és ezaltal
ezen nagyon hasznos antitestek alkalmazasi teriiletének
kiszélesitése.

A nem humén MAb-ok emberekben vald, kevésbé
antigén alkalmazhatésaganak fokozésara kiilonbz6 ja-
vaslatokat tettek. Ezeket 4ltalaban ,humanizicios” el-
Jjarasoknak nevezziik.

Ezek az eljarasok 4ltaldban magukban foglaljék az
antitestmolekula polipeptid lancait koédolé DNS-szek-
vencidk manipulalasdhoz a rekombindns DNS-techno-
logia alkalmazasat.

A MAb-ok humanizalasara alkalmazott korabbi el-
Jarasok magukban foglalnak egy olyan kimér antitest
eléallitasi eljarast, amelyben egy antitest teljes valtozo
doménjét tartalmazo antigénkotd hely egy masik anti-
testb6l szarmazo allandé doménhez kapcsolddik. Ilyen
kimerizicids eljarasokat ismertetnek a 0 120 694,
0125023,0 171 496 és 0 173 497 szdmon kozrebocsa-
tott eurépai és a 86/01533 szamon kdzrebocsatott PCT
szerinti nemzetk6zi bejelentések. Ez utobbiban egy
olyan antitestmolekula elallitasat ismertetik, amely
egér MAb-bol szarmazd valtozé doméneket és human
immunoglobulinbél szdrmazé allandé doméneket tar-
talmaz. Az ilyen, humanizalt kimér antitestek azonban
még mindig jelentds arany nem human aminosavszek-
vencidkat, azaz teljes nem human valtozé6 domént tar-
talmaznak, és ezért, killondsen hosszabb idejii alkalma-
zaskor, kivalthatnak valamilyen HAMA-vélaszt [Begent
és munkatarsai (4)].

Egy masik, a 0239 400 szamon kozrebocsatott eu-
ropai bejelentésben olyan eljarast ismertetnek, amely-
ben hosszil oligonukleotidokkal megvaldsitott helyspe-
cifikus mutagenezissel egy egér MADb teljes kiegészités-
meghatarozd régiéit (CDRs) egy huméan immunoglo-
bulin valtozé doménjeinek keretébe ojtjak.

A talalmany a fenti eljarassal elGallitott humanizalt
antitestmolekuléra, azaz CDR-ojtott humanizalt anti-
testmolekulékra vonatkozik. Az ilyen, CDR-ojtott hu-
manizilt antitestek sokkal kisebb nem humén amino-
savszekvencia-tartalmuk kovetkeztében valosziniileg
sokkal kisebb mértéki HAMA-valaszt valtanak ki,
mint a humanizalt kimér antitestek.

A CDR-ojtassal megvalgsitott, legkorabbi MAb-
humanizalé eljarasok kivitelezését MAb-felismerd
szintetikus antigénekkel, mint példaul az NP vagy NIP
antigénekkel végezték. Olyan kisérleteket is ismertet-
nek azonban, amelyekben CDR-ojtassal egy lizozim-
felismer6 egér MAb-ot és egy human T-sejt antigénfel-
ismer6 patkany MAb-ot humanizalnak [Verhoeyen és
munkatarsai (5), illet6leg Riechmann és munkatarsai
(6)]. CDR-rel ojtott, human T-sejt antigénfelismerd an-
titest el6allitast ismertetnek a 89/07452 szdmon kédzre-
bocsatott nemzetkdzi bejelentésben is.

Riechmann és munkatarsai (Medicial Research
Conncil=0rvosi Kutatdsi Tandcs) azt tapasztaltak, hogy
a CDR-régiok transzferalasa [Kabat (7) és (8)] 6nmaga-
ban nem elegendé a CDR-ojtott termék megfeleld anti-
génkotd aktivitdsanak kialakitdsara. Riechmann és mun-
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katérsai azt tapasztaltik, hogy javitott antigénkotd akti-
vitdsit CDR-ojtott termék elGallitasdhoz a humén szek-
vencia 27 helyén 1évé szerincsoport megfeleld patkany
fenil-alanin-csoportta valo atalakitdsara van sziikség.

Ez a nehézlanc 27 helyzetében 1év3 csoport a
CDR1-gyel szomszédos szerkezeti hurokban van. A ne-
hézldnc 30 helyzetében 1év8 human szerin patkanytiro-
zinna valé tovabbi valtoztatisa eredményeként a kots-
aktivitds nem sokkal jobban véltozik, mint ha a 27 hely-
zetben csak szerin—fenil-alanin atalakitast végziink.
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az dsszetettebb
antigének felismerésére alkalmas CDR-ojtott antitestek
hatasos antigénkoté aktivitasanak létrehozasahoz sziik-
séges lehet a CDR-régiokon kiviil, elsésorban a CDR1-
gyel szomszédos szerkezeti hurokban 1évé csoportok
megvaltoztatisa. A legjobb CDR-ojtott antitestek kots-
aktivitisa azonban még mindig kisebb volt, mint az ere-
deti MAb-é.

Leghjabban Queen és munkatarsai (9) olyan, az
interleukin 2 receptorhoz k6t6d6 humanizalt antitest-el§-
allitasi eljarast ismertetnek, amelyben egy patkany MAb
(anti-Tac) CDR-jeit human immunoglobulinkerettel és
allandé doménekkel kombinaljak. A humdn keretrégiok
kivalasztasa ugy torténik, hogy az anti-Tac MAb-szek-
vencidval maximalisan homoldg legyen. Emellett a
CDR-¢kkel vagy antigénnel valdszin(ileg kélcsonhatas-
ban 1év6 keret aminosavainak azonositdsat szamitogépes
modellezéssel végezték, és a humanizalt antitestek ezek-
ben a helyzeteiben egéraminosavat haszndltak.

Queen és munkatarsai a 90/07861 szamon kozre-
bocsatott PCT szerinti nemzetkdzi bejelentésben a hu-
manizalt immunoglobulinokat négy kritériummal jel-
lemzik.

Az els6 kritérium, hogy humén akceptorként egy
olyan sajatos human immunoglobulinkeretet kell alkal-
mazni, amely a humanizaland6, nem humén donor im-
munoglobulinnal homolog, vagy pedig a szimos human
antitest koziil egy egytittmiikodd keretet kell alkalmazni.

A masodik kritérium, hogy ha a humén akceptor-
csoport a szokésostol eltér, és a donorcsoport a keret
egy specifikus csoportjdnal a human szekvencidkra tipi-
kus, inkébb a donor eredetli aminosavat, mint az akcep-
tort alkalmazzuk.

A harmadik kritérium, hogy a CDR-ekkel kézvetlen
szomszédsdgban 1év6 akceptor helyett inkabb a donor
keret eredetii aminosavcsoportot alkalmazzuk.

A negyedik kritérium a donor aminosavcsoport ab-
ban a kerethelyzetben valé alkalmazisa, amelyben az
aminosav egy oldallancatomja egy hiromdimenzids
immunoglobulin modellben varhatéan a CDR-ek kériil-
beliil 0,3 nm-es tartomanyan beliil van, és képes az anti-
génnel vagy a humanizalt immunoglobulin CDR-jeivel
val6 kolcsonhatasra.

Azt javasoljak, hogy az elsé kritériummal egyiitt
vagy amellett a masodik, harmadik vagy negyedik kri-
térium O6nmagéaban vagy egymdassal kombinalva telje-
siiljon.

A 90/07861 szamon kozrebocsatott PCT szerintt
nemzetkdzi bejelentésben egy olyan, egyetlen CDR-
ojtott humanizalt antitest-elGallitisi eljarast ismertet-
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nek, amely az IL-2 receptor P55 Tac proteinre specifi-
kus. A humanizélt antitest tervezésénél a fenti négy kri-
térium mindegyikének kombinacidjat alkalmaztik, és
akceptorként az Eu humén antitest modosithaté régio-
keretet alkalmaztdk (7). Az igy el8allitott humanizalt
antitestben a donor CDR Kabat és munkatarsai (7) és
(8) altal meghatarozott volt, és a médosithatd tarto-
manykeretekben a nehézlanc 27, 30, 48, 66, 67, 89, 91,
94, 103, 104, 105 és 107 helyzetekben és a konnyiilanc
438, 60 és 63 helyzetekben a human akceptorcsoportok
helyett egér donorcsoportokat alkalmaztak. Az igy ka-
pott humanizalt anti-Tac antitest p55-re mutatott affini-
tasa 3 x 109 mol-!, ami az egér MAb-affinitas koriilbe-
lil egyharmada.

Mi tovébb vizsgaltuk a CDR-ojtott és humanizalt
antitestmolekulak elGallitasi eljarasat, és a valtoz6 domé-
nek keretén beliil (azaz a Kabat-CDR-eken és a valtozd
domének szerkezeti hurkan kiviil) egy olyan pozicidhie-
rarchiat azonositottunk, amelyben a megfeleld kotGaffi-
nitasi CDR-ojtott termékek kialakitdséhoz fontos a cso-
portok aminosavazonossiga. Ez olyan, kielégitd CDR-
ojtott termékek elballitasi eljarasanak kidolgozasat tette
lehet6vé, amely a donor immunoglobulin és az akcep-
torkeret kozotti homologia mértékére valo tekintet nél-
kiil széles korben alkalmazhat6. Az éltalunk azonositott,
kritikus fontossagl csoportelrendez8dés nem azonos a
Queen és munkatarsai (9) altal azonositottakkal.

A fentieknek megfelelGen a talalmény egyik targya
olyan antitestmolekula, amely meghatérozott antigénre
specifikus, és amely Osszetett nehézlancot és komp-
lementer konnyftilancot tartalmaz. A talidlmany szerinti
antitestmolekula jellemzG vondsa, hogy az sszetett ne-
hézlanc olyan valtozé domént tartalmaz, amely ak-
ceptor antitest nehézlanckeret eredetdi aminosavakat és
donor antitest nehézlanc antigénkotd régié eredetii ami-
nosavakat tartalmaz, ahol a donor antitest a megha-
tarozott antigénre specifikus, és ahol a Kabat-féle sza-
mozasi rendszer szerint az dsszetett nehézlancban leg-
aldbbaz 5, 8, 10, 12-17, 19, 21, 22, 40, 42—44, 66, 68,
70, 74, 77, 79, 81, 83-8S5, 90, 92, 105, 109, 111 és
113 helyzet(i aminosav akceptor eredett, és legalabb a
23, 24, 31-35, 49-58, 71, 73, 78 és 95-102 helyzeti
aminosav donor eredeti.

A taladlmany egyik elény6s valtozataban az 6ssze-
tett nehézlancban a 26—30 és 59-65 helyzetii amino-
sav szintén donor eredet(.

Egy kiilonosen elényos valtozatban az dsszetett ne-
hézlancban legaldbb egy az 1, 3 és 76 helyzetli amino-
savak koziil szintén donor eredetdi. Az is kiilondsen el6-
ny0s, ha az 6sszetett nehézlancban legalabb egy a 36,
94, 104, 106 és 107 helyzeti aminosavak kéziil szintén
donor eredetli. A legel6nydsebb, ha az dsszetett nehéz-
lancban legaldbb egy a 2, 4, 6, 38, 48, 67 és 69 helyzeti
aminosavak koziil szintén donor eredetd.

Az Osszetett nehézlancban a fentieken kiviil adott
esetbena 7,9, 11, 18, 20, 25, 37, 39, 41, 45, 47, 48, 72,
75, 80, 82, 86-89, 91, 93, 103, 108, 110 és 112 helyze-
ti aminosav szintén donor eredetti.

A taldlmény targyat az olyan CDR-ojtott antitest
termékek képezik, amelyek akceptorkeretet és donor
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antigénkotd régiokat tartalmaznak. A CDR-ojtott anti-
testek altalaban a taldlmany targyat képezik. Ennek
megfelelden a donor és akceptor antitestek ugyanazon
fajta allatbol, és akar ugyanazon antitestosztalybdl vagy
-alosztalybol szarmazhatnak. Italanosan azonban a
donor és akceptor antitestek kiilénbozd fajta allatokbol
szarmaznak. A donor antitest tipikusan nem humén an-
titest; példaul egy ragcsalé MADb és az akceptor antitest
egy human antitest.

A taldlmany targyat képezd CDR-ojtott antitestter-
mékek donor antigénkotd régidja tipikusan legalabb egy
donor antitest CDR-t tartalmaz. A donor antigénkd&td ré-
gio altalaban a nehézlanc és/vagy konnylilanc valtozo
domének mindegyikébdl legalabb két, és el6nydsen
mind a harom CDR-t tartalmazza. A CDR-ek lehetnek
Kabat- és szerkezeti hurok CDR-ek vagy ezek barmi-
lyen kombinacidja. A CDR-ojtott nehézlanc valtozo
domén antigénk6té régiok eldnydsen olyan CDR-eket
tartalmaznak, amelyek a CDR2-nél (55—65 csoportok)
és CDR3-nal (95-100 csoportok) megegyeznek a
Kabat-CDR-ekkel, és a CDR1-nél (2635 csoportok) a
Kabat- és a szerkezeti hurok CDR-ek kombinacidi.

A fentiekben és a leirdsban barhol alkalmazott cso-
portjelolések a Kabat-féle szamozassal egyezdek [(7) és
(8)]. Ennek megfeleléen a csoportjelolések nem min-
dig kovetik az aminosavcsoportok linearis szamozasat.
A tényleges linearis aminosavszekvencia az alap valto-
z6 doménszerkezet szerkezeti komponense, kerete vagy
CDR-je, rovidités vagy beiiltetéssel vald bdvités miatt
kevesebb vagy tobb aminosavat tartalmazhat, mint a
szamozéasnak megfeleld, szigorGan vett Kabat-csoport.
Példaul a Queen és munkatarsai (9) altal ismertetett
anti-Tac antitest nehézlanc modosithaté régidja a
CDR2, Kabat-szamozas szerinti 52 csoport utdn egyet-
len aminosavinszertet (52a), és a 82 keretcsoport utin
egy harom aminosavas inszertet tartalmaz. A csoportok
pontos Kabat-szamozasat egy adott antitest esetén ugy
hatarozzuk meg, hogy az antitestszekvencia-homolog
régiokat egy ,standard” Kabat-szimozast szekvencia
mellé sorakoztatjuk.

A talalmany értelmében a komplementer koénnyt-
lanc el6nydsen egy Osszetett konnytilanc, amely olyan
valtoz6 domént tartalmaz, amely akceptor antitest
konnyiilanckeret eredetii aminosavakat és donor anti-
test konny(lanc antigénkoté régio eredeti aminosava-
kat tartalmaz, ahol a donor antitest a meghatarozott an-
tigénre specifikus, és ahol a Kabat-féle szamozasi rend-
szer szerint az Osszetett konny(ilancban legalabb az 5,
7-9, 11, 13-18, 20, 22, 23, 39, 41-43, 57, 59, 61, 72,
74-79, 81, 82, 84, 86, 88, 100, 104, 106 és 107 helyze-
ti aminosav akceptor eredetd, és legalabb a 2434, 46,
48, 50-56, 58, 71 és 89-97 helyzetli aminosav donor
eredetii.

A taldlmany egyik el6ny6s valtozataban az dsszetett
konnytilancban az 1, 3 és 47 helyzetG aminosav szintén
donor eredett.

Egy kiillondsen elényds valtozatban az Osszetett
kénnyiilancban a 36, 44, 47, 85 és 87 helyzet(i amino-
sav szintén donor eredet(i. Az is kiilondsen el6nyds, ha
az Osszetett konnyilancban legaldbb egy a 2, 4, 6, 49,
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62, 64—69, 98, 99, 101 és 102 helyzetii aminosavak ko-
zl] szintén donor eredeti. A legel6nydsebb, ha az
Osszetett konnyiilancban legalabb egy az 1, 3, 10, 12,
21, 40, 60, 63, 70, 73, 80, 103 és 105 helyzetii aminosa-
vak koziil szintén donor eredetii.

ADR-ojtott konnytlanc véltozo domén antigénkdotd
régiok elénydsen olyan CDR-eket tartalmaznak, ame-
lyek a CDRI1-nél (24-34 csoportok), CDR2-nél
(50-65 csoportok) és CDR3-nal (89-97 csoportok)
megegyeznek a Kabat-CDR-ekkel.

A talalmany szerinti humanizalt antitestmolekulak
és lancok tartalmazhatnak :

- egy teljes antitestmolekulat, amely teljes hosszu-

sagi nehéz- és konnylancokbol all;

— ezek fragmenseit, mint példaul Fab, (Fab’), vagy
FV fragmenst;

— egy konnyilanc vagy nehézlanc monomert vagy
dimert;

— egy egylancu antitestet, példaul olyan egylancu
FV-t, amelyben a nehéz ¢és konnyiilanc valtozo
doménrégiok peptid kapcsolocsoportokkal kap-
csolddnak Ossze; vagy

— barmilyen mas CDR-ojtott molekulat, amely az
eredeti antitestdonorral megegyezé tulajdonsa-
gokkal rendelkezik.

A CDR-ojtott nehéz és konnytilanc valtozé domén-
régidk sziikség esetén egyéb antitesttartoméanyokkal is
kombinalhatok.

A taldlmény szerinti nehéz- vagy konnytilancokhoz
vagy humanizalt antitestmolekuldkhoz effektor- vagy ri-
portermolekula is kapcsolhatd. Ez a molekula lehet pél-
daul egy nehézfématom vagy toxinnal kelatképz6 mak-
romolekula, mint példaul ricin, amely kovalens hidképzd
csoporttal kapcsolodik a lanchoz vagy molekulahoz. Re-
kombinans DNS-technoldgiai eljarasokkal olyan immu-
noglobulin molekula is eléallithatd, amelyben a teljes
immunoglobulin molekula Fc fragmensét vagy DH3-tar-
tomanyat egy funkcionalis nem immunoglobulin fehér-
jével, mint példaul egy enzimmel vagy toxinmolekulaval
helyettesitjilk vagy peptidkotéssel hozzdkapcsoljuk.

Az antigénkotd régiok forrasaként alkalmazott do-
nor antitest osztalyanak/tipusanak figyelembevételével
barmilyen, megfelelé akceptor valtozé doménkeretet
alkalmazhatunk. Az alkalmazott akceptor tipusa eld-
nyGsen azonos/hasonld, mint a donor antitestosztaly/ti-
pus. A keretkivalasztds eldnydsen ugy torténik, hogy a
donor antitestszekvenciaval valé homologia kiilondsen
a CDR-ekhez kozeli vagy ezekkel szomszédos helye-
ken maximalis vagy optimdlis legyen. A taldlmany al-
kalmazasdhoz azonban nem sziikséges magas szintl
donor- és akceptorszekvencia-homologia. A talalmany
azonban a keretcsoporthelyzetekben, amelyekben a
donorcsoport fontos lehet, vagy megfeleld kétési tulaj-
donsagokkal bird CDR-ojtott antitestterméket kell el6-
allitani, hierarchiat allapit meg. A CDR-ojtott termékek
koétbaffinitasa altalaban 105 mol-!; eldnydsen legaldbb
108 mol-!, elsGsorban 108—1012 mol-!. A talalmany el-
vileg, tekintet nélkiil a szekvenciak kozotti homologia
mértékére, barmilyen donor- vagy akceptorantitest-kom-
binacidhoz alkalmazhato.
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A taldlmany barmelyik, egyedi donor akceptor
antitestparhoz valé alkalmazésahoz megfeleld eldirast a
kovetkez6kben részletesen ismertetjilk. Humén keret-
ként alkalmazhatunk példaul KOL-t, NEWM.-t, REI-t,
EU-t, LAY-t és POM-t [(4) és (5)]; vagy a nehézlanc-
hoz példdul KOL-t és NEWM-t; a kénnyilanchoz REI-t;
és mindkett6hdz EU-t, LAY -t és POM-t.

A taldlmany szerinti termék 4llandé régidtartoma-
nyait is Ogy vélaszthatjuk ki, hogy figyelembe vessziik
a javasolt antitestfunkcidt, elsésorban az adott esetben
kivant effektorfunkciot. Az é4llandé régidtartoméanyok
lehetnek példaul human IgA, IgE, IgG vagy IgM tarto-
méanyok. Ha a humanizélt antitestmolekulat gyogya-
szati célra szanjuk, és antitest effektorfunkcidk sziiksé-
gesek, els6sorban IgG huméan allandé régidtartoméanyo-
kat, elsGsorban az IgG1 és IgG2 izotipusokat alkalmaz-
zuk. Abban az esetben, ha a humanizalt antitestmo-
lekulat gyogyaszati célra szanjuk, és antitest effektor-
funkcidk nem sziikségesek, példaul az egyszerii blok-
kol6 vagy limfokin aktivitishoz, az IgG2 és 1gG4 izo-
tipusokat alkalmazzuk.

Az antitestmolekula fennmaradd része nem sziik-
ségszerlien csak immunoglobulinokbél szarmazé fehér-
Jeszekvencidkat tartalmaz. Szerkeszthetd példaul egy
olyan gén, amelyben egy humén immunoglobulin l4n-
cot részben kodoldo DNS-szekvencia egy olyan DNS-
szekvencidval egyesiil, amely egy funkcionalis polipep-
tidet, mint példaul egy effektort vagy riportermolekulat
kédol.

A CDR-ojtott antitest nehéz és kénnyiilanc, vala-
mint az antitestmolekulatermékek el6allitasa elényodsen
rekombinans DNS-technologiaval térténik.

A taldlmany tovabbi targyat képezi a CDR-ojtott
nehéz és konnyilancokat tartalmazé antitestmolekulak
eldallitasi eljarasa.

A vektorok szerkesztésére alkalmazhato altalanos
eljarasok, transzfektald eljarasok és tenyésztési eljara-
sok a szakteriileten jol ismertek, és nem tartoznak a ta-
lalmény oltalmi kéréhez. Ilyen eljarasokat ismertetnek
peldaul a (10) és (11) irodalmi helyeken.

A donor aminosavat kodold DNS-szekvencia el3al-
litdsa valamilyen jol ismert eljarassal torténhet. Donor
koédoloszekvenciat eldallithatunk példaul genomialis
klénozassal, vagy megfeleld hibridoma sejtvonalakbél
cDNS-kl6nozéssal. A pozitiv klonok vizsgalata az adott
nehéz és konnyilanchoz alkalmazhaté probakkal tor-
ténhet. PCR-klénozas is alkalmazhato.

Akceptor-, példaul humén akceptorkodolé DNS-
szekvencidk barmilyen, megfelel6 eljarassal elGallitha-
tok. Az elénydés human akceptorkereteket, mint példaul
KOL, REI, EU és NEWM kodolé DNS-szekvencidk a
megfeleld gyartoktol széles kdrben beszerezhetdk.

A CDR-ojtott termékeket kodolo DNS-szekvencidk
eldallitasa standard bioldgiai eljarasokkal térténhet.
Oligonukleotid-szintézissel a kivant DNS-szekvencidk
teljes egészében vagy részben elballithatok. Alkalmaz-
hat6 helyspecifikus mutagenézis és polimeraz lancreak-
ci6 (PCR) is. Alkalmazhat6 oligonukleotid iranyitasa
szintézis, példaul a Jones és munkatarsai 4ltal ismerte-
tett eljaras (20), és el6re meglévd valtozé6 domén oli-
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gonukleotid irdnyitési szintézis a Verhoeyen és munka-
tarsai dltal ismertetett eljaras (5) vagy a Riechmann és
munkatdrsai altal ismertetett eljaras. T4 DNS-polimeraz
alkalmazasaval hidnyos oligonukleotid enzimfeltoltést
is alkalmazhatunk; ilyen eljarast ismertetnek peldaul
Queen és munkatarsai a (9) irodalmi helyen.

A CDR-ojtott nehéz és konnyidlancokat kédold
DNS-szekvencidk kifejezésére barmilyen, megfeleld
gazdasejt/vektor rendszer alkalmazhaté. Antitest frag-
mentek, mint példaul FAb és (FAD’), fragmentek és el-
s6sorban FV fragmensek és egylanct antitestfragmen-
sek, példaul egylanct FV-k kifejezésére bakterialis E.
coli és egyéb mikroorganizmusok alkalmazhatok. Na-
gyobb CDR-ojtott antitesttermékek, koztiik teljes
antitestmolekulak el3allitasara eukariéta, példaul emlds
gazdasejt kifejezérendszerek alkalmazhatok. Megfeleld
emlds gazdasejtek a CHO sejtek és mieloma vagy
hibridoma sejtvonalak.

A talalmény targya a fentieknek megfelelden olyan
eljaras rekombindns antigénkotd molekula elallitasa-
ra, amely meghatdrozott antigénre specifikus, melynek
soran

1. meghatérozzuk egy donor antitest, amely a meg-
hatdrozott antigénre specifikus, nehézlancaban taldlha-
t0 valtozo domén aminosavszekvenciajat,

2. meghatarozzuk egy nem specifikus akceptor anti-
test nehézlancaban talalhatd valtozd domén aminosav-
szekvencidjat,

3. egy antitestmolekulahoz sziikséges dsszetett ne-
hézlancot allitunk el6, amely akceptorkeret eredeti
aminosavakat és donor antigénkotd régié eredetii ami-
nosavakat tartalmaz, ahol a Kabat-féle szamozasi rend-
szer szerint legalabb az 5, 8, 10, 12—-17, 19, 21, 22, 40,
42-44, 66, 68, 70, 74, 77, 79, 81, 8385, 90, 92, 105,
109, 111 és 113 helyzeti aminosav akceptor eredett, és
legalabb a 23, 24, 31-35, 49-58, 71, 73, 78 és
95--102 helyzetli aminosav donor eredetf,

4. a 3. 1épés szerint el6allitott nehézlancot egy komp-
lementer kénnytilanchoz kapcsolva egy antitestmoleku-
lat allitunk el8,

5. meghatdrozzuk a 4. 1épésben elGallitott antitest-
molekula affinitdsit a meghatarozott antigénre,

6. ha az 5. 1épésben meghatarozott affinitas nem ek-
vivalens a donor antitest affinitdsaval, akkor a 3. 1épés
szerint egy nehézlancot allitunk el, amelyben a 71,
73 és 78 helyzetl aminosav szintén donor eredet,

7. a 6. Iépés szerint elballitott nehézlancot egy komp-
lementer kénnytilanchoz kapcsolva egy antitestmoleku-
1at allitunk eld,

8. meghatarozzuk a 7. 1épésben elBallitott antitest-
molekula affinitisat a meghatarozott antigénre,

9. ha a 8. l1épésben meghatarozott affinitis nem ek-
vivalens a donor antitest affinitasdval, akkor a 6. 1é-
pés szerint egy nehézlancot éllitunk el§, amelyben a
26-30 helyzet(i aminosav szintén donor eredetd,

10. a 9. lépés szerint elBallitott nehézlancot egy
komplementer kénnytilanchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat éllitunk eld,

11. meghatarozzuk a 10. lépésben elBallitott anti-
testmolekula affinitdsat a meghatarozott antigénre,
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12. ha a 11. 1épésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 9. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk eld, amelyben az 1,
3 és 76 helyzet aminosavak koziil legalabb egy szin-
tén donor eredetti,

13. a 12. Iépés szerint elGallitott nehézlancot egy
komplementer kénnyilanchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk eld,

14. meghatarozzuk a 13. 1épésben elGallitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

15. ha a 14. 1épésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitasival, akkor a 12. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk eld, amelyben a 36,
94, 104, 106 és 107 helyzeti aminosavak koziil leg-
alabb egy szintén donor eredetii,

16. a 15. lépés szerint eldallitott nehézlancot egy
komplementer kdnnyilanchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk elg,

17. meghatarozzuk a 16. Iépésben elballitott antitest-
molekula affinitdsat a meghatarozott antigénre,

18. ha a 17. lépésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitdsaval, akkor a 15. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk el8, amelyben a 2,
4, 6, 38, 48, 67 és 69 helyzetd aminosavak koziil leg-
alabb egy szintén donor eredetti,

19. a 18. lépés szerint elballitott nehézlancot egy
komplementer kénnyilénchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk eld.

El6nydsen Ugy jarunk el, hogy tovéabbi 1épésként

1. meghatdrozzuk egy donor antitest, amely a meg-
hatarozott antigénre specifikus, kénnytlancaban talal-
hato valtozé domén aminosavszekvenciajat,

2. meghatarozzuk egy nem specifikus akceptor anti-
test konnytilancaban talalhaté valtozé domén aminosav-
szekvencidjat,

3. egy antitestmolekulahoz sziikséges Osszetett
konnytlancot allitunk eld, amely akceptorkeret eredeti
aminosavakat és donor antigénkoté régid eredet(i ami-
nosavakat tartalmaz, ahol a Kabat-féle szimozasi rend-
szer szerint legaldbb az 5, 7-9, 11, 13-18, 20, 22, 23,
39, 41-43, 57, 59, 61, 72, 74-79, 81, 82, 84, 86, 88,
100, 104, 106—109 helyzeti aminosav akceptor erede-
ti, és legaldbb a 24-34, 46, 48, 50-56, 58, 71 és
89—97 helyzetli aminosav donor eredetd,

4. a 3. lépés szerint elBallitott konnylilancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk eld,

5. meghatdrozzuk a 4. 1épésben eldallitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

6. ha az 5. 1épésben meghatarozott affinitas nem ek-
vivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 3. 1épés
szerint egy konnyilancot allitunk elS, amelyben az 1,
2, 3 és 47 helyzetli aminosav szintén donor eredet(i,

7. a 6. 1épés szerint elGallitott konnyiilancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk el8,

8. meghatarozzuk a 7. lépésben elballitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

9. ha a 8. lépésben meghatarozott affinitas nem ek-
vivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 6. 1épés
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szerint egy konnyilancot allitunk elS, amelyben a 36,
44, 47, 85 és 87 helyzetl aminosav szintén donor ere-
deti,

10. a 9. 1épés szerint eldallitott konnydlancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk eld,

11. meghatarozzuk a 10. 1épésben eldallitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

12. ha a 11. 1épésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitasival, akkor a 9. 1é-
pés szerint egy konnytlancot allitunk eld, amelyben a
2,4,6,49, 62, 64—69, 98, 99 és 101 helyzet( aminosa-
vak koziil legalabb egy szintén donor eredett,

13. a 12. 1épés szerint elGallitott konnyiilancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk eld.

A CDR-ojtott termék tartalmazhat csak nehéz vagy
csak konnyiilanc eredetii polipeptidet; ebben az esetben
a gazdasejtek transzfektalasara csak nehézlanc vagy
csak konnytlanc polipeptidet alkalmazunk.

A nehéz vagy konnyilancokat egyarant tartalmazo
termékek elBallitdsahoz a sejtvonalat olyan két vektor-
ral transzfektalhatjuk, amelyek koziil az egyik egy
konnytlanc eredetii polipeptidet kodolé operont, a ma-
stk egy nehézlanc eredetl polipeptidet kodold operont
tartalmaz. A vektorok, a kodoldszekvencidk és a sze-
lektalhato markerek kivételével, azonosak, hogy a poli-
peptidek mindegyike a lehet legnagyobb mértékben
legyen kifejezve. Alkalmazhatunk egyetlen, a konnytd
¢és nehézlanc eredetli polipeptideket egyarant kodold
vektort is.

A koénnyi €s nehézlancokat kodolo szekvencidkban
1évé DNS tartalmazhat cDNS-t vagy genomialis DNS-t
vagy mindkett6t.

A talalmany béarmilyen megfeleld tulajdonsagokkal
bir6 antitestekhez alkalmazhat6. A talalmanyt azonban
elénydsen in vitro gyogyaszatban vagy diagnozisban al-
kalmazhaté nem humén antitestek humanizalasara al-
kalmazzuk. Ennek megfelelden az antitestek olyan hely-
specifikus antitestek, mint példaul tumorspecifikus anti-
testek lehetnek, amelyek in vitro terapidban vagy diag-
nozisban, példaul tumorleképzésben alkalmazhatok.
Sejtfeliilet-specifikus antitestek példaul az anti-T-sejt
antitestek, mint példaul az anti-CD3 és CD4 és adhézios
molekulak, mint példaul a CR3, ICAM és ELAM. Az
antitestek lehetnek interleukinokra (limfokin, novekedé-
si és stimuldlé faktor), hormonokra és egyéb biologiai-
lag aktiv hatéanyagokra vagy ezek barmelyikének re-
ceptoraira specifikusak. igy példaul specifikusak lehet-
nek az a—, B, gamma-, vagy d—interleukinokra, az IL1-
re, IL2-re, IL3-ra vagy IL4-re, a TNF-re, GCSF-re,
GMCSF-re, EPO-ra, hGH-ra vagy inzulinra.

A talalmany tovabbi targyat képezik az olyan terapi-
as vagy diagnosztikai készitmények, amelyek talal-
many szerinti CDR-ojtott antitestmolekulat tartalmaz-
nak gyogyszerészeti hordozoanyag, higitdanyag vagy
segédanyag mellett.

A taldlmany szerinti CDR-ojtott antitest nehéz vagy
konnytlancok eldallitasat a kovetkez6kben ismertetésre
keriil elbirds és megfontoldsok segitségével végezhet-
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Jik. Az elGiras és a megfontoldsok a taldlmany altalanos
kérét nem korlatozzak.

Elgiras

Legel8szor a donor antitest nehéz és konnyilanc
valtozé doménrégidk nehéz és kénnyildnc kédolo
DNS-eit kell szekvenalni az aminosavszekvencidk
meghatarozasara.

Az is Iényeges, hogy ismert aminosavszekvencidk
megfeleld akceptorinak nehéz és kénnytlanc valtozd
doménrégibit valasszuk. A CDR-ojtott lancot ezutén az
akceptorszekvencia alapjan tervezziik. Fontos szem-
pont, hogy bizonyos esetekben a donor és akceptor ere-
detl aminosavak egy adott helyzetben azonosak lehet-
nek, és ezért akceptorkeretbe tartozé aminosavak meg-
véltoztatdsa nem sziikséges.

1. Az els6 lépcsében a CDR-ekben a donor eredeti
aminosavakat az akceptor eredeti aminosavakkal he-
lyettesitjiik.

Erre a célra a CDR-eket a kdvetkez6képpen defini-

aljuk:
Nehézlinc:  CDRI: csoportok: 26—35
CDR2: csoportok: 50-65
CDR3: csoportok: 95-102
konnytilanc: CDRI1: csoportok: 24-34
CDR2: csoportok: 50-56
CDR3: csoportok: 89-93.

A keret azon helyzeteit, amelyeknél a donorcso-
portokat az akceptorokra helyettesitjiik, Gigy valasztjuk
ki, hogy el8szor a nehézlancot, majd a kénnyiilancot
vessziik figyelembe.

2. Nehézlinc

2.1 A nehézlinc 23, 24, 49, 71, 73 és 78 helyzetei-
nek mindegyikében vagy a 23, 24 és 49 helyzetek
mindegyikében valasztunk donorcsoportokat (a 71,
73 és 78 helyzetek mindig vagy teljes egészében donor-
vagy teljes egészében akceptorcsoportok).

2.2 Ellendrizziik, hogy a kdvetkezd helyzetekben a
donor- és akceptorszekvencidk aminosavja azonos-e,
ha nem az, elénydsen a donort valasztjuk: 2, 4, 6, 25,
36, 37, 39, 47, 48, 93, 94, 103, 104, 106 és 107.

2.3 Az affinitds tovabbi optimalizélasahoz a kévet-
kez8 egy, néhany vagy valamelyik helyzetben vegyiik
fontolora donorcsoportok valasztasat.

) 1,3;

i) 72, 76;

iii) ha a 48 a donor- és akceptorszekvencidk kozott

kiilonbozik, vegyiik figyelembe a 69-et;

iv) ha a 48-ban donorcsoportot valasztottunk, ve-

gyik figyelembe a 38 és 46 helyzeteket;

v) ha a 69-ben donorcsoportot vélasztottunk, ve-

gyiik figyelembe a 80-at és azutdn a 20-at;

vi) 67;

vii) ha a 67-ben donorcsoportot valasztottunk, ve-

gyiik figyelembe a 82-t, majd a 18-at;

viii) 91;

ix) 88; és

x) 9,11,41,87,108, 110, 112.

3. konnyiilanc

3.1 Vilasszunk donort a 46, 48, 58 és 71 helyzetek-
ben.
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3.2 Ellenérizziik, hogy a kévetkezd helyzetekben a
donor és akceptor aminosavszekvenciai azonosak-e, ha
nem, véalasszunk donort: 2, 4, 6, 35,38,44,47, 49, 62,
64-69, 85, 87, 98, 99, 101 és 102.

3.3 Az affinitas tovabbi optimalizaldsihoz a kivet-
kez6, egy, néhany vagy valamelyik helyzetben vegyiik
fontol6ra a donorcsoportok vélasztasat :

i) 1,3;

i) 63;

i11) 60, ha a 60 és 50 potencialis sohidképzésre képes;

iv) 70, ha a 70 és 24 potencialis sohidképzésre képes;

v) 73 és 21, haa 47 a donor és akceptor kozott kii-

16nboz4;

vi) 37 és 45, ha a 47 a donor és akceptor kozott kii-

16nb6z6; és

vii) 10, 12, 40, 80, 103, 105.

Megfontolasok

Valamely antitestk6té hely egy masik akceptorke-
retbe val6 transzferdlaséhoz szdmos tényez6t kell fi-
gyelembe venni.

1. A CDR-ek terjedelme

A CDR-eket (Complementary Determining Re-
gions=komplementaris meghatarozé régiok) WU és
Kabat [(4) és (5)] az antitest véltozé domének kiilénbo-
z0 régidi valtozékonysdganak elemzésével hatirozta
meg. Tartoményonként hirom régiot hataroztak meg.
A konnyiilancban a 24-34, 50-56 és 89—97 Kabat
szerinti szdmozasu (4) régiot (koztiik az Eu-t) és a ne-
hézlancban a 31-35, 50-65 és 95-102 régiot adtak
meg.

Amikor egy antitest szerkezete ismertté valik, az is
nyilvanvalo lesz, hogy ezek a CDR-régiok a konnyii és
nehéz véltozé6 domének PB-hengerkeretétdl terjedd f6
hurokrégidban sszhangban vannak. A Hl-nél, a H2-
nél és az L.2-nél azonban kiilonbség van, ami abban
mutatkozik, hogy a hurok rendre a 2632, az 52—56 és
az 50-53 helyzetekben van. A H1 kivételével azon-
ban a CDR-régidk korilveszik a hurokrégiokat, és be-
lenytlnak a B-szalkeretbe. A Hl-ben a 26 csoport
tobbnyire szerin és a 27 fenil-alanin vagy tirozin, és a
29 csoport tobbnyire fenil-alanin. Az oldészernek kitett
feliileti 28 és 30 csoportok valdszini részt vesznek az
antigén megkotésében. A H1 CDR 6vatos meghatéro-
zasa ennek megfeleléen az lehet, hogy magaban foglal-
Jja a 26-35 csoportokat azért, hogy a hurokrégiot és a
33--35 csoportokat is tartalmazza.

Erdemes megjegyezni Riechmann és munkatarsai
(3) munkajat, akik a CDR—HI-hez a 31-35 valasztast
alkalmaztak. Hatékony antigénkotés eléréséhez a donor
(patkany) antitestbdl a 27 csoportot is be kell épiteni.

2. Az antigénkotésben részt vevd, nem CDR cso-

portok

A hozzaférheté rontgensugar-felvételeken meglévé
szerkezetekb6l szamos olyan csoportot azonositottunk,
amelyek tiszta antigénkoté hatasuak lehetnek, és a ki-
sérleti célokra alkalmazhatok. Ezek a csoportok kiilén-
boz6 osztalyokba sorolhatok.

2.1 CDR-kézeli feliileti csoportok [az 6sszes szamo-
zés azonos a Kabat és munkatarsai altal megadottakkal

().
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2.1.1 Nehézlanc — kulcscsoportok: 23, 71 és 73.
A kisebb mértékben részt vevd egyéb csoportok lehet-
nek: 1, 3 és 76. A 25 csoportot altalaban megdrzik, de
ha probléma van, egér- (murine) csoportot kell alkal-
mazni.

2.1.2 Konnyftilanc — szamos, CDR-hez kozeli cso-
portot, példaul a 63, 65, 67 és 69 csoportot konzerval-
nak. Ha a konnyilanc feliileti csoportok egyikét sem
konzervaljak, valoszinii, hogy ezek hatdsa lesz az el-
s6dleges. Ha az egércsoport jelenléte ezekben a helyze-
tekben szokatlan, a valdszin(i részvétel kozelebbi elem-
zése megoldas lehet. A kotésben az 1 és 3 és a 60 és
70 csoportok részvételét is figyelembe vehetjik, ha
ezekben és az 54 és 24 helyzetben, azaz a 60+54 és
70+24 helyzetben lévé csoportok potencidlisan s6hid-
képzok.

2.2 CDR-ekhez kozel 1évd burkolécsoportok

2.2.1 Nehézlanc — kulcscsoportok: 24, 49 és 78.
Tovabbi kulcscsoport lenne a 36, ha nem triptofan; a
94, ha nem arginin; a 104 és 106, ha nem glicin; és a
107, ha nem treonin. A nehézlanc stabil burkolasaban
részt vevo, és emiatt affinitaskovetd, tovabbi csoportok
a2, 46,38, 46,47 és 69. A 67 és 63 CDR-csoporttal
szemben burkol, ez a par vagy mindketté egér vagy
mindketté human eredetd. Végiil a hosszabb tarto-
manybol ezt a régiot burkold csoportok a 18, 20, 80, 82
és 86. A 82 a 67 ellen, a 18 a 82 ellen burkol. A 80 a
69 ellen, a 20 a 80 ellen burkol. A 86 a 38 és 46 cso-
portokkal H-kotéshalot képez. Az egér-human kiilon-
bozd kapcsolatok nagy része, példaul a Leu-Ile ki-
sebbségben jelenik meg, de a pontos burkolast kismér-
tékben befolyasolhatja, és beolvashatja a CDR-ek meg-
valtozott helyzetébe.

2.2.2 Konnyitilanc — kulcscsoportok: 48, 58 és 71.
Tovébbi kulcscsoport lehet a 6, ha nem glutamin, a 35,
ha nem triptofdn, a 62, ha nem fenil-alanin vagy
tirozin, a 64, 66, 68, 99 és 101, ha nem glicin, és a 102,
ha nem treonin. Tovabbi részt vevé csoport lehet a 2,
4, 37, 45 és 47 csoport. Végiil a hosszabb tavolsag-
bol a burkolasban részt vevd, kisebbségi csoport a 73,
21és19.

2.3 A nehéz és konnyiilancok kozotti valtoztathatd
tartomany natir feliileten 1év6 csoportok. A nem CDR
feliileti csoportokat mind a konnyd, mind a nehézlan-
cokban konzervaljuk. Ha a konzervalt csoportot egy el-
térd karakterd, példaul méretii vagy tdltésii csoporttal
helyettesitjiik, megfontoland6 az egércsoportként vald
megtartasa.

2.3.1 Nehézlanc — nem sziikséges figyelembe venni
a 37 csoportot, ha nem valin, de nagyobb mértékd ol-
dallanc térfogata, toltése vagy kapacitasa van, tovabba
a 39 csoportot, ha nem glutamin, a 45-6t, ha nem leu-
cin, a 47-et, ha nem triptofan, a 91-et, ha nem fenil-
alanin, vagy tirozin, a 93-at, ha nem alanin és a 103-at,
ha nem triptofan. A 89 csoport szintén a talalkozasi fe-
liileten van, de nem olyan helyzetben, ahol az oldallanc
nagy hatasu lehetne.

2.3.2 Konnyiilanc — nem sziikséges figyelembe
venni a 36-ot, ha nem tirozin, a 38-at, ha nem glutamin,
a 44-et, ha nem prolin, a 46-ot, 49-et, ha nem tirozin, a
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85-0t és 87-et, ha nem tirozin és a 98-at, ha nem fenil-
alanin.

2.4 Valtozo-dllando régick hatarfeliilete

A viltozé és az alland6 régiok kozotti konyokszog a
valtozo regio allando régioval szembeni kulcscsopor-
tokkal vald burkolasanak valtozasaval megvaltozhat, és
ez megvaltoztathatja a V és Vy egymashoz viszonyitott
helyzetét. Emiatt nem szamit, hogy a csoportok valdszi-
nileg az allando régidval érintkeznek. A nehézlanc felii-
leti csoportok potencidlisan a moddosithaté régioval
érintkeznek, és egér és human antitestek kozott konzer-
valodnak, emiatt a valtozo régidval érintkezé csoportok
a V—C kolcsonhatast befolyasolhatjak. A kénny(Glanc-
ban az alland6 régié szamos érintkezési pontjan megta-
lalhat6 aminosavak valtoznak, és a V—C régiok nincse-
nek olyan szoros kozelségben, mint a nehézlancban.
Emiatt a kénnytilanc V-C hatarfeliileti hatasok kismér-
tekdek.

2.4.1 Nehézlanc — érintkezé csoportok a 7, 11, 41,
87,108,110 s 112.

2.4.2 Konnyilanc — a konnylilancban potencilisan
érintkezd csoportok a 10, 12, 40, 80, 83, 103 és 105.

A fentiekben ismertetett ,,el8iras” szdmos, kiilonbo-
z6 antitest CDR-ojtassal kapcsolatos gyakorlati tapasz-
talatainkon alapul.

A mellékelt dbrak rovid ismertetése:

Az 1. abran az OKT3 konnyiilanc DNS- és amino-
savszekvencidkat mutatjuk be.

A 2. abran az OKT3 nehézlanc DNS- és aminosav-
szekvencidkat mutatjuk be.

A 3. dbran az OK T3 konnytlanc valtozo régioé ami-
nosavszekvenciajat viszonyitjuk a human REI antitest

A 4. dbran az OKT3 nehézlanc régié aminosav-
szekvenciat viszonyitjuk a human KOL antitest nehéz-

Az 5. abran az OKT3, KOL és kiilonboz6, megfele-
16 CDR-ojtvanyok nehézlanc valtozd régié aminosav-
szekvencidjat mutatjuk be.

A 6. dbran az OKT3, REI és a kiilénb6z6, megfele-
16 CDR-ojtvanyok konnyilénc valtozé régié amino-
savszekvencidit mutatjuk be.

A 7. ébran a kilénb6zd ojtott OKT3 antitest kotési
kisérleti eredményeit mutatjuk be.

A 8. abran a kiilonb6z6 ojtott OKT3 antitestek
blokkolasi kisérleti eredményeit mutatjuk be.

A 9. dbran a fentihez hasonld blokkolasi kisérlet
eredményeit mutatjuk be.

A 10. dbran a fentiekhez hasonlé kotési és blokko-
lasi kisérlet eredményeit mutatjuk be.

A 11. abrén a fentiekhez hasonlo kétési és blokko-
lasi tovabbi kisérlet eredményeit mutatjuk be.

A 12. dbran olyan, kompetitiv kisérleti eredményeket
mutatunk be, amelyeket minimalisan ojtott OKT3 anti-
test és az OKT3 egér referenciastandard dsszehasonlita-
saval kaptunk.

A 13. abran a fentiekhez hasonlo olyan, kompetitiv
kisérleti eredményeket mutatunk be, amelyeket egy tel-
jesen ojtott OK'T3 antitest és az egér referenciastandard
Osszehasonlitasaval kaptunk.
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A talalmany részletes ismertetése

1. példa

OKT3 CDR-ojtas

Anyag és eljarasok

1. Kiindulasi sejtek

OKT3 antitesttermel$ hibridomasejteket az Ortho-
eljarassal allitottunk el6 (magrészlet: 4882.1), és glu-
taminnal és 5%-os magzati borjuszérummal kiegé-
szitett, antibiotikum-mentes Dulbecco-féle modosi-
tott Eagles-kdzegben (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium=DMEM) névesztettiik, két részre osztottuk;
mindkét részbdl értékelési célu talndvesztett feliiltszot
és RNS-extrahalasra sejteket allitottunk eld. A tilné-
vesztett feliiliszo 250 pg/ml egér IgG2a/kappa antites-
tet tartalmazott. A feliilusz6 egér lambda konny(ilancra
és IgGl, IgG26, 1gG3, IgA és IgM nehézlancra negativ
volt. 20 ml feliiluszobol megallapitottuk, hogy a jelen-
1év4 antitest az OKT3.

2. Molekularis biologiai eljardsok

A molekuléris bioldgiai eljardsokat a bizonyos ese-
tekben kismértékben modositott, Maniatis és munka-
tarsai altal ismertetett eljarassal (9) végeztiik. A DNS-
szekvenalast a Sanger és munkatérsai (11) altal és az
Amersham International Plc szekvenalasi kézikényv-
ben ismertetett eljarasokkal folytattuk le. A helyspe-
cifikus mutagenézist a Kramer és munkatarsai altal és
az Anglia Biotechnology Ltd. kézikonyvben ismertetett
eljarassal végeztiikk. A COS sejtkifejezési és anyagcsere
jelolési kisérleteket a Whittle és munkatarsai altal is-
mertetett eljarassal (13) folytattuk le.

3. Kutatasi kisérletek

3.1 Osszedllitdsi kisérletek

Az Osszedllitasi kisérleteket transzfektalt COS sej-
tekbdl szarmazo felilliszoval végeztik a jelen 1évé,
sértetlen IgG-mennyiség meghatarozasara.

3.1.1 Egér OKT3 génekkel transzfektalt COS sejtek

A COS sejt feliiluszoban 1évé sértetlen egérsejtek
ELISA-elrendezését a kdvetkezOképpen alakitottuk ki.

Egy 96 lyuki mikrolemezt F(ab’), kecske antiegér
IgGFc-vel vontunk be. A lemezeket vizben mostuk, és a
hozzaadott mintdkat 1 6rén 4t szobahOmérsékleten tar-
tottuk. A lemezeket mostuk, és F(ab’), kecske antiegér
IgGF(ab’),-t (HRPO konjugalt) adtunk hozza. A reak-
ciot megjelenitd anyaggal lathatova tettiik. Standardként
egy egér IgG2a mieloma UPC10-t alkalmaztunk.

3.1.2 Kimér vagy CDR-ojtott OKT3 génekkel
transzfrektalt COS és CHO sejtek

A COS sejt feliiliszoban 1év6 kimér vagy CDR-
ojtott antitestek ELISA-elrendezését a kovetkezGképpen
alakitottuk ki.

Egy 96 lyuku mikrolemezt F(ab’), kecske antihu-
mén IgGFc-vel vontuk be. A lemezeket mostuk, a min-
takat hozzaadtuk, és 1 oran at szobah8mérsékleten in-
kubaltuk. A lemezeket mostuk, és monoklonalis egér
antihuman kappa-lancot adtunk hozza, majd 1 6réan at,
szobahémérsékleten tartottuk. A lemezeket mostuk, és
F(ab’), kecske antiegér IgGFc-t (HRPO-konjugalt) ad-
tunk hozza. A reakciot enzim hozziadéssal tettiik ldtha-
tova.
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Standardként B72.3 (I1gG4) (13) alkalmaztunk.
A monoklonalis anti-kappa-lanc ebben az elrendezés-
ben val6 alkalmazasa a kimér standardrol leolvashatd
ojtott antitestek eléallitasat teszi lehet8vé.

3.2 Antigénkétés-aktivitis meghatdrozdsa

Az OKT3 antigén CD3 pozitiv sejtekre mutatott,
kozvetlen elemzéssel mért aktivitasit COS sejtfeliil-
uszokbol nyert anyaggal mértiik. Az eljarast a kovetke-
z8képpen folytattuk le.

Tenyészetben karbantartottunk HUT 78 sejteket (hu-
man T-sejtvonal, CD3 pozitiv). A HUT 78 sejtek mo-
norétegeit poli-L-lizin és glutaraldehid alkalmazisaval
96 lyuktr ELISA-lemezekre preparaltuk. A monoréte-
gekhez hozzaadtuk a mintdkat, és 1 6rdn 4t szobah6-
mérsékleten tartottuk. A lemezeket PBS-ben enyhén
mostuk. A humanizalt vagy egénnintdkhoz megfeleld
F(ab’), kecske antthuman IgGFc (HRPO-konjugilt)
vagy F(ab’), kecske antiegér IgGFc-t (HRPO-konjugalt)
adtunk hozza. A reakci6t megjelenitd anyaggal lathatova
tettilk. A sejtbazisi mérés negativ kontrolljaként kimér
B72.3-t alkalmaztunk. Pozitiv kontrollként egér Ortho-
mune OKT3-t, és, ha hozzaférhetS volt, kimér OKT3-t
alkalmaztunk. Ezt az elemzést nehezen tudtuk lefolytat-
ni, ezért egy érzékenyebb és konnyebben kivitelezhetd
CDR-ojtott OKT3-kisérletet is elvégeztiink.

Ebben a kisérletben COS sejtek 4ltal termelt CDRF-
ojtott OKT3 CD3-pozitiv HPB—ALL (humén periférids
vérakut limfocitikus leukémia) sejtvonalthoz vald kotd-
képességét vizsgaltuk. Azt is megvizsgaltuk, hogy
mennyire képesek az egér OKT3 ezekhez a sejtekhez
valo kotésének blokkolasara.

A koétésvizsgalatot a kovetkezd eljarassal folytattuk le.

Szovettenyészetb6l HPB—ALL sejteket gytijtottiink.
A sejteket kiilonboz6 vizsgélt antitest, pozitiv kontroll
antitest- vagy negativ kontroll antitesthigitasokkal 4 °C-
on 1 6ran at inkubaltuk. A sejteket mégegyszer mostuk,
majd 4 °C-on, 1 6ran at, FITC-jelzett kecske antihuméan
IgG-vel (Fc-specifikus, egérabszorbealt) inkubaltuk.
A sejteket kétszer mostuk, és citofluorografidsan ele-
meztiik. A kozvetlen kotés pozitiv kontrolljaként kimér
OKT3-t alkalmaztunk. A sejteket hamis transzfektalt
COS sejt feliiliszoval, majd negativ kontrollal elgallitott
FITC-jelolt kecske antihuman IgG-vel inkubaltuk.
A CDR-ojtott OKT3-t az egér OKT3 kotésblokkold ké-
pességének vizsgalatdhoz 4 °C-on kiilénbozd vizsgald
és kontroll antitesthigitasokkal inkubaltuk 1 6ran 4t. Az
elegyhez meghatirozott telitési mennyiségii FITC
OKT3-t adtunk. A mintdkat 4 °C-on, 1 6r4n 4t inkubal-
tuk, kétszer mostuk, és citofluorografidsan elemeztiik.
A maximalis kétés meghatarozasahoz pozitiv kontroll-
ként FITC-jelzett OKT3-t alkalmaztunk. Negativ kont-
rollként adott esetben hamis transzfektalt sejt feliiliiszo-
val egyiitt alkalmazott, nem foltos sejteket alkalmaz-
tunk. El8szor a kimér OKT3 nehézlanccal kombinécio-
ban a CDR-ojtott OKT3 kénny(ilanc CD3-pozitiv sej-
tekhez val6 kotOképességét és az egér OKT3 kotésblok-
kolo képességét vizsgaltuk. A kimér OKT3 nehézlanc
az egér OKT3 valtozo régiobdl és a human IgG4 allan-
do régiobol épill fel. A kimér nehézlanc gén a CDR-
ojtott gének kifejezésére alkalmazott vektorban keriil ki-
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fejezésre. A CDR-ojtott konnyfilanckifejezd vektort és a
kimér nehézlanckifejez6 vektort COS sejtekbe ko-
transzfektaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a teljesen kimér
OKTS3 antitest (kimér konnytilanc és kimér nehéz lanc)
teljesen képes a CD3-hoz vald kotddésre, és az egér
OKT3 ezekhez a sejtekhez valod kotGdésének blokkola-
séra.

3.3 Relativ kétéaffinitas meghatdrozdsa

A CDR-ojtott anti-CD3 monoklonalis antitestek re-
lativ kotaffinitasat kompetitiv kétéselemzéssel hata-
roztuk meg (6). CD3 antigénforrasként a HPB—ALL
humén T-sejtvonalat és nyomjelz§ antitestként ismert
kotdaffinitast fluoreszceinkonjugalt egér OKT3-t
(F1-OKT3) alkalmaztunk. Az F1-OKT3 nyomjelzd
antitest kotSaffinitasat kozvetlen kotéselemzéssel hats-
roztuk meg gy, hogy az F1-OKT3-t novekvd meny-
nyiségben 5% magzati borjiszérummal kiegészitett
HPB-ALL PBS-oldattal (5 x 105) 60 percen at, 4 °C-on
inkubaltuk. A sejteket mostuk, és a fluoreszcenciain-
tenzitast kvantitativ mikrogyongystandardokkal ka-
libralt FASC-can aramlasos citométerrel (Flow Cy-
tometry Standards, Research Triangle Park, NC) mér-
tikk. A fluoreszcenciaintenzitis/antitestmolekula (F/p)
ardnymeghatarozast elére meghatarozott szamu egér
IgG antitestk6td helyet tartalmazd mikrogyongyok-
kel (egyszerd, Flow Cytometry Standard sejtgyon-
gyok) végeztik. Az F/p szamot Ggy kapjuk, hogy az
F1-OKT3-mal telitett gyongyok fluoreszcenciainten-
zitasét osztjuk a gyongyonkénti kotShelyek szdmadval.
A kotott és szabad F1-OKT3 mennyiségét a sejtenkén-
ti atlagos fluoreszcenciaintenzitasrél szdmoljuk, és a
kotott/szabad értékeket a kotott antitestek molszama
fliggvényében abrazoljuk. A kotésaffinitds-meghatiro-
zast linedris illesztéssel (az abszolit meredekséggel)
végeztiik.

A kompetitiv kotéshez egy kozepes telitési mennyi-
ségli F1-OKT3-hoz novekv6 mennyiség(i antitestet ad-
tunk, és 5% magzati borjuszérummal kiegészitett,
200 ml PBS-ben 5x 105 HPB—ALL-t tartalmazo elegy-
ben 4 °C-on, 60 percig inkubaltuk. A sejtek fluoresz-
cens intenzitasat kvantitativ mikrogydngystandardok-
kal kalibralt FACS-can aramlasos citométerrel mértiik.
Kiszamoltuk a kotott és szabad F1-OKT3 koncentréci-
okat. A kompetitiv antitestek affinitasat a

[X]-[OKT3]=(1/Kx)-(1/Ka)
egyenletb6]l szamoltuk. Az egyenletben az egér
OKTS3 affinitas
Kx jelentése az X kompetitoraffinitas,

[1 jelentése az a kompetitor antitest-koncentracio,
amelynél a kotott/szabad érték R/2, és
R jelentése a maximalis kotott/szabad érték.

4. cDNS-konyvtar szerkesztés

4.1 mRNS-eloallitas és cDNS-szintézis

OKT3-termelé sejteket novesztettiink a fentiekben
ismertetett eljarassal, begyijtottiink 1,2 x 109 sejtet, és
guanidinium/LiCl extrakcids eljardssal mRNS-t extra-
héltunk. Oligo—dT-bdl a teljes hosszasiagh cDNS-
el6éllitashoz elészor cDNS-t allitottunk el5. A ¢cDNS-t
metileztiik, és a klénozashoz EcoRI kapcsoldcsopor-
tokat adtunk hozza.
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4.2 Kényvtarszerkesztés

A cDNS-kényvtarat EcoRI-gyel vagott pSP65 vektor
DNS-sé ligaltuk, és borjubél-foszfatizzal (EcoR1/CIP)
az 5’ foszfatot eltavolitottuk. A ligalast a nagy transz-
forméciés hatékonysag Escherichia coli (E. coli)
HBIOI transzformdlasara alkalmazzuk. cDNS-kényvta-
rat készitettiink. A konnyilanchoz 3600 koloniat, a ne-
hézlanchoz 10 000 koléniét szkrineltiink.

S. Szkrinelés

A nehéz- vagy konnytilancprobakra pozitiv E. coli
kolénidkat oligonukleotid szkrineléssel, a kovetkez oli-
gonukleotidok alkalmazaséval azonositottuk :

— a konnydlancra az
S’TCCAGATGTTAACTGCTCAC, amely egy, az egér
kappa éllandé tartoményban 1év§ szekvenciaval komp-
lementer; és

— a nehézlancra az
5S’CAGGGGCCAGTGGATGGATAGAC, amely egy,
az egér IgG2 allandé CHI tartomanyrégiéban 1évé
szekvenciaval komplementer.

12 kénnytilanc és 9 nehézlanc klont azonositottuk,
¢és ezeket méasodik szkrinelésnek vetettiik ald. A maso-
dik szkrinelésbdl kapott pozitiv klénok ndvesztésével
DNS-t allitottunk eld. A géninszertek méretét gélelekt-
roforézissel mértiik, és a teljes hossziisagii DNS befo-
gadasara képes méretil inszerteket DNS-szekvenalasra
M13-ma szubklénoztuk.

6. DNS-szekvendlas

Az M13-ban négy méretcsoportba sorolhaté konnyti
¢€s nehézlancot képvisel6 klonokat kaptunk. Eléallitot-
tuk az 5° nem leolvasott régid, a szigndlszekvencia, a
valtoz6 1égid és a teljes hosszisagli cDNS 3’ nem leol-
vasott régié6 DNS-szekvencidkat (la. és 2a. 4brak), és
varhatéan a megfeleld aminosavak képz3dnek (1b. és
2b. abrak).

Az la. 4bran a nem leolvasott régidkat nagybetiivel
jeloltiik, és mindkét dbran a szignalszekvencidkat hiz-
zuk ala.

7. cDNS kifejezé vektor szerkesztése

A sejttechnolégiai kifejezd vektorok alapja a
PEEG4CMV-plazmid (14). A humén Cytomegalovirus
(4CMV) 18 kozbiilsé korai promoter/fokozé utn a ki-
fejezendd gén inszertalasahoz egy polilinkert (polikap-
csolot) iiltettiink be. A transzfektdlt eukaridta sejtek-
ben 1év6 plazmid szelektdlasara szolgalé markergé-
neket BamHI kazettdkként a PEEG4CMV egyetlen
BamHI helyére iltettiik be; példaul a neomarkerrel a
pEEG4CMYV neo-t allitunk el6. A neo- és gpt-markerek
szoban forgd génbeiiltetés eldtti beiiltetése szokdsos el-
jaras, amelyben a kazettaban 1év8 belsd EcoRI helyek
jelenléte miatt a GS-markert iltetjiik be utoljara. A sze-
lektalhaté markereket az utolsé SV40-promoterbdl fe-
Jjezziik ki, amely ismét egy replikaciot indit, és igy a
vektorok a COS sejt tranziens kifejezési rendszerben
kifejezésre alkalmazhatdk.

Az egérszekvenciak a fentiekben EcoRI fragmens-
ként ismertetett M13-bazisi vektorokbdl szarmaznak,
és/vagy a nehézlanc pEEG-4CMV-neo vagy a kénnyti-
lanc EEGk4CMV-gpt helyeken keriilnek kifejezésre, és
igy pJA136, illetSleg pJA135 vektorok képz&dnek.
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8. cDNS COS sejtekben valo kifejezése

A pJA135 és pJA136 plazmidokat COS sejtekbe
kotranszfektaltuk, és a tranziens kifejezési kisérletbdl
szarmazo feliiliszo olyan Gsszeallitisa antitestet tartal-
maz, amely limfocitakban gazdag T-sejthez kotddik.
A 35§ metionin alkalmazésaval lefolytatott jelzéskisér-
let a nehéz és hosszl lancok kifejezését és Osszeszer-
kesztését mutatta.

9. Kimér gén szerkesztése

A kimér gén szerkesztését a fentiekben ismertetett
stratégia alapjan végeztiik [Whittle és munkatérsai (13)].
A viltozd doménszekvencia 3’ vég kozelében egy rest-
rikcios helyet azonositottunk, és a fennmarad6 egér val-
tozo domeént kdédold oligonukleotid adapterkapcsolasra
hasznaltuk; és egy megfelel§ restrikcios helyet azonosi-
tottunk a kivalasztott allando domén kapcsolasara.

9.1 Konnyilancgén szerkesztése

Olyan egér konnyiilanc ¢cDNS-szekvenciat allitot-
tunk el§, amely a valtozo régio 3’ kozelében egy Aval-
helyet tartalmaz (la. dbra). A véltozé régidszekvencia
nagyobb részét 396 bp EcoRI-Aval fragmensként izo-
laltuk. Az Aval-hely valtozo régio fennmarad6 3’ része
helyett egy oligonukleotid adaptert terveztiink, amely
magaba foglalja a human allandé régid 5° csoportot, és
egy olyan magaban all6 Narl helyet tartalmaz, amelyet
korabban épitettiink be az allandd régioba.

A kapcsolécsoport beiiltetéshez egy HindIIl helyet
tiltettiink be markerként.

A kapcsolocsoportot a V| fragmenthez ligaltuk, és a
ligalé elegybdl tisztitassal elvalasztottuk a 413 bp
EcoRI-Narl adaptalt fragmenst. Az allando6 régiot egy
M13 NW36! klonbol izolaltuk Norl —BamHI fragmens-
ként, és egy haromutas reakcioban a DNS valtozé régio-
val egy EcoRI/BamHI/CIPpSP65 kezelt vektorba ligal-
tuk, és igy Ja143 plazmidot kaptunk. A klonokat E. coli-
ba valé transzformalassal elvalasztottuk, és a kapcsold
és keresztezé szekvencidkat a HindIIl hely jelenlétével
és DNS-szekvenalassal megerdsitettiik.

9.2 Kénnyiildncgén szerkesztése

Az elsé kimér konnytilancgén szerkesztése egy egér
és egy human aminosavszekvencia valtozo-allando régio
kapcsolodassal létrejové egyesiilésével jon létre. Az
OKT3 konnytilanc esetén a kimér keresztez8désnél 1évé
aminosavak a kévetkezok

.....Leu-Glu-Ile-Asn-Arg/ -/Thr-Val-Ala -Ala

valtoztathatd konstans

Ezzel a szekvenciaelrendezGdéssel a V—C kereszte-
zB6désnél egy, az aszparaginhoz (Asn) kapcsolt (N-kap-
csolt) glikozildlashoz alkalmas potencialis helyet ilte-
tink be.

igy a kimér kénnyiilanc oligonukleotid adapter egy
olyan, masodik valtozatat terveztik meg, amelyben a
human éllando régid elsé aminosavjat, a treonint (Thr)
az egér allando régié ekvivalens aminosavjaval, az ala-
ninnal (Ala) helyettesitettiik.

A két kimér kénnylilancgén megkilonboztetéséhez
ebbe az adapterbe nem épitettiink be belsé HindlII he-
lyet.

A valtozo6 régidfragmenst 376 bp EcoRI-Aval frag-
mensként izoldltuk. Az oligonukleotid kapcsoldcsoportot
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a Narl pNW361 hasitassal ligaltuk, majd az EcoRI-gyel
modositott pNW361 fjrahasitdsa utdn az adaptalt 396 bp
allando régiot elvalasztottuk. A valtozo régidfragmenst
és a moddositott allando régidfragmenst kozvetleniil az
EcoRI/C1P kezelt pEEG4CMWneo-ba ligaltuk, és igy
pJA137-t kaptunk. Kezdetben az Gsszes vizsgélt klon a
beiiltetést nem megfelel§ irdnyban tartalmazta. Emiatt a
beiiltetést Gjraizolaltuk, és a beliltetés megforditasira
yjraklénoztuk, és igy pJA141 plazmidot kaptunk.

igy szamos, megfelel6 helyzetben 1évé beiiltetést tar-
talmazé klont kaptunk, és az adapterszekvenciat DNS-
szekvenalassal megerGsitettiik.

9.3 Nehézlancgén szerkesztése

9.3.1 Nehézlanc-izotipus kivalasztisa

A nehézlanchoz alkalmas allandoé régidizotipusként
a human IgG4-t valasztottuk.

9.3.2 Gén szerkesztése

A nehézlanc cDNS-szekvencia a véltozd régid 3’
vég kozelében egy Ban! helyet mutat (2a. 4bra). A val-
tozé régidszekvencia nagyobb részét 426 bp
EcoRI/C1P/Ban] fragmensként izolaltuk. A Banl hely
valtoz6 régio fennmaradé 3’ része helyett egy oligo-
nukleotid adaptert terveztiink, amely egy olyan, egyet-
len HindIll helyet foglal magiban, amit az 4llando ré-
216 elsé két aminosavjaba mar korabban beépitettiink.

A kapcsolocsoportot a Vi fragmenshez kapcsoltuk,
és a ligdlé elegybdl az EcoRI-HindIIl adaptalt frag-
menst tisztitdssal elvalasztottuk. A valtozd régiodt
pJA91 EcoRI-gyel val6 vagasaval az allando régidhoz
ligaltuk, a HindlII-at az intronfragmensté] elvalasztot-
tuk, és Vy-val helyettesitettiik, és igy pJA142-t kap-
tunk. A klénokat E. coli IM101-be valo transzforma-
ldssal elvalasztottuk, és a kapcsolo- és keresztezGszek-
vencidkat DNS-szekvenaldssal megerdsitettik (meg-
Jjegyzés: a klonozaskor a HindlII hely elveszett).

10. Kimér kifejezG vektor szerkesztése

10.1 Neo- és gpt-vektorok

A kimér konnyilancot (1. valtozat) a pJA143-t6l
EcoRI-fragmensként elvalasztottuk, és az EcoRI/C1P-
kezelt pPEEG4CMVneo kifejez6 vektorba klonoztuk. igy
pJA145-t kaptunk. A megfelel6 elhelyezkedés beiilteté-
seket tartalmazo klonokat restrikcios térképzéssel azono-
sitottuk.

A kimér koénnyilancot (2. valtozat) a fentiekben is-
mertetettek szerint szerkesztettiik. A kimér nehéz-
lancgént 2,5 Kbp EcoRI/BamHI fragmensként a
pJA142-bdl izolaltuk, és az EcoRI/Bcl1/C1P-kezelt
pEEG4CMVgpt szarmazék vektorfragmensébe klonoz-
tuk. igy pJA144 plazmidot kaptunk.

10.2 GS kiilon vektorok

A pJAl41 és pJA144 GS valtozatokat (gy szerkesz-
tettiik, hogy a plazmidok BamHI/Sall/C1 kezelésével a
neo- ¢és gpt-kazettakat helyettesitettiik, a vektorfragmenst
elvalasztottuk, és a pR049 plazmidbdl szirmazo, GS-
tartalmt fragmenshez kapcsoltuk. igy a pJA179 kony-
nytlancvektort és a pJA180 nehézlancvektort kaptuk.

10.3 GS szingli vektor szerkesztése

Olyan szingli vektorszerkezeteket hoztunk létre,
amelyek egy plazmidban tartalmazzak a cL-t (kimér
kénnytilanc), a cH-t (kimér nehézlanc) és a GS géneket,
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amelyek rendje cL—cH-GS vagy cH-cL-GS, és a gé-
nek leolvasasdval Ggynevezett fejtdl farokig, példaul
cL>cH>GS szerkezetet szerkesztettiink. Ezeket a plaz-
midokat ugy allitottuk el8, hogy pJA179-t vagy pJA180-t
BamHV/C1P-vel kezeltiink, és egy BglI/HindIIl hCMV
promoter kazettaban a HindIII/BamHI fragmenst a
pJA182 plazmid cH—cL-GS el6allitasara a pJA141-bél
a pJA180-ba vagy a pJA181 plazmid cL-cH-GS elal-
litasara a pJA144-bGl a pJA179-be ligaltuk.

11. Kimér gén kifejezése

11.1 Kifejezés COS sejtekben

A pJA145 kimér antitest plazmidot (cL) és a
pJA144-t (cH) COS sejtekbe kotranszformaltuk. Az ide-
iglenes kifejezési kisérletbdl szarmazo feliiliiszd olyan
Osszedllitdsn antitestet tartalmaz, amely a HUT 78 hu-
méan T-sejtvonalhoz kapcsolddik. A 35S-metioninnal
végzett anyagcserejelzés-kisérletek a kifejezést és a ne-
héz és konnyilancok kapcsolodasat igazoljak. A kony-
nylilanc redukalt géleken mért mozgékonysaga azt je-
lenti, hogy a potencialis glikozilezési hely glikozilezd-
dott. A tunicamicin jelenlétében végzett COS sejtekben
valo kifejezés a konnytilanc méretcsékkenését mutatja a
kontroll kimér antitestekhez és az OKT3 egér konny(-
lanchoz képest. Ezért Jal41-t szerkesztettiink, és kife-
jeztiik. Ebben az esetben a konny(ilanc nem mutatott
rendkiviili mozgékonysagot vagy a tunicamicin jelenlé-
tétd] fiiggd méreteltolodast. Ez a masodik kimér kony-
nytlancvaltozat, ha kifejezését kimér nehézlénccal (cH)
végezzilk, olyan antitestképzédést eredményez, ami
HUT 78 sejtekhez j6 kapcsolodast mutat. Az antigén-
kotédés mindkét esetben az egér antitesttel ekvivalens.

11.2 Kifejezés kinaihdrcségpetefészek-sejtekben

(CHO)

Stabil sejtvonalakat allitottunk elé a pJA141/pJA144
és pJA179/pJA180, pJA181 és pJA182 plazmidokbél
CHO sejtekké valo transzfektalasaval.

12. CDR-ojtas

A kiseérletben egy human valtoz6 régiokeretbe meg-
probéltunk annyi egér eredetd csoportot bejuttatni,
amennyi az egér és a kimér antitestekkel Osszehasonlit-
hat6 antigénk6td aktivitast mutat.

12.1 Valtozo régio elemzése

Antitestszerkezetek €s antigén-antitest komplexek
kis adatbazisanak elemzésébdl nyilvanvalod, hogy csak
kis szdm1 antitestcsoport kertil kozvetlen érintkezésbe
az antigénekkel. Az egyéb csoportok Ugy vehetnek
részt az antigénkotésben, hogy a kontaktcsoportokat
kedvezd konfiguradciokka pozicionaljék, vagy az egye-
di valtozo régidkat stabilan burkoljak, és a konnyi és
nehézlanc valtozo régidk egymassal stabil kdlcsonha-
tasban vannak. A transzferalasra kivalasztott csoporto-
kat a kévetkezé eljarasokkal azonosithatjuk.

a) Az antitest rontgensugar kristalyszerkezet-elem-
zésekor azt tapasztaljuk, hogy az antigénkoté felilet el-
s6dlegesen régionként harom olyan huroksoron helyez-
kedik el, amely a B hengerkeretbdl kinyulik.

b) Az antitest valtoz6 régidszekvencidk elemzésé-
vel ugynevezett hipervariabilitast [a meghatdrozast a
komplementaritdsmeghatarozé régiok (CDR)-nél WU
és Kabat (5) ertelmezte] mutattunk ki. A legtébb, de
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nem mindegyik esetben ezek a CDR-ek megfelelnek a
fentiekben ismertetett hurokrégioknak, de kevéssel
ezek mogé nyulnak.

¢) Az a) és b) eljarasokkal nem azonositott csopor-
tok az antigénkotS hely topologiabefolyasolasaval koz-
vetleniil vagy kdzvetve vagy az egyedi véltozo6 régiok
stabil burkolasaval, és a valtozo régiok belsd kolcson-
hatdsanak stabilizalasdval vehetnek részt az antigénko-
tésben. Ezeket a csoportokat igy azonosithatjuk, hogy
ezeket a szekvencidkat egy ismert szerkezet(i, adott an-
titestre helyezziik és megfigyeljiik, a kulcscsoportok
hogyan vesznek részt az antigén kotésében; vagy a
szekvencidkat sorba allitjuk, és megjegyezziik a ,ko-
ros” csoportokat, majd megvizsgaljuk szerkezeti elhe-
lyezkedésiiket és valoszinii hatasukat.

12.1.1 Konnyilanc

A 3. 4dbrdan a human keret REI-régio- és az
OKT?3 konnyi véltozo régioszekvencidk sorba allitdsat
lathatjuk. A feltételezhetSen az antigénkotd régidnak
megfelelé szerkezeti hurkokat (LOOP) és CDR-eket
(KABAT) jeloltik. Az antigénkdtésben a 12¢. pontban
ismertetettek szerint szintén részt vevd, szamos egyéb
csoportot is megjeloltiink. A 3. abran a szekvencia fe-
lett feltiintetett csoport tipus mindegyik csoport oldal-
lancanak térbeli elhelyezkedését jelzi, amelyet rontgen-
sugar kristilyelemzéses eljarasbol kapott rezolvalt
szerkezetek vizsgalataval hataroztunk meg.

Az ilyen tipusu csoportok jel6lési kulcsai a kovet-
kez6k:

N =CDR mellett (rongtensugar-elemzés)

P =burkolas

S =feliilet

I =hatarfeliilet

B =beépitett — nem burkolt

E =exponalt

* =hatarfeliilet

=burkolas/rahatas

? =nem CDR-csoport, amely egérszekvenciaként

szitkség szerint fennmaradhat.

A 3. abran alahuizott csoportok aminosavak. Humén
keretként REI-t valasztottunk, mert a konnyfilanc egy
kappa-lanc, és a kappa valtozo régidk az egérszekven-
ciakkal nagyobb homoldgiat mutatnak, mint a lambda
konnyi valtozo régiok, példaul KOL (14sd a késbbiek-
ben). Az REI-vélasztas az egyéb kappa konnytilancok-
hoz képest azért el6nyos, mert a konnyilanc rontgensu-
gar szerkezetét ugy hataroztuk meg, hogy az egyedi
csoportok szerkezeti elemzését elvégezhessiik.

12.1.2 Nehézlanc

A 4. abran a human keret KOL-régi6- és az
OKT3 nehézlancrégid-szekvenciak sorba allitisat lathat-
Juk. A feltételezhetGen az antigénkotd régionak megfele-
16 szerkezeti hurkokat és CDR-eket jeloltikk. Az antigén-
kotésben a 12c. pontban ismertetettek szerint szintén
részt vevl, szamos egyeb csoportot is megjeloltiink. A 4.
abran a csoportok jelolésére alkalmazott kulcsok és
egyéb jelek a 3. abran alkalmazott jellésekkel azonosak.

Nehézlanckeretként KOL-t valasztottunk, mert a
rontgensugar szerkezet szerint jobb megoldast biztosit,
mint példdul a NEWM, és az OKT3 nehéz valtozo ré-
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gidszekvencia sorba allitasa is jobb homoldgiat mutat a
KOL-lal, mint a NEWM-mal.

12.2 Valtozo gének tervezése

A valtozd régidtartomanyokat egér véltozé régio

hetjiik oligonukleotidok alkalmazasaval, a Jones és
munkatarsai (17) altal ismertetett eljarassal; vagy az
osszes CDR vagy hurokrégi6 oligonukleotid iranyitasn
helyspecifikus mutagenézissel valé egyideji helyettesi-

optimalis kodonb alkalmazassal terveztitk [Grantham 5 tésével, a Verhoeyen és munkatarsai (2) altal ismertetett
és Perrin (15)], és a B723 szignalszekvencidkat alkal- eljarassal. Mindkét stratégiat alkalmaztuk, és az igy ki-
maztuk [Whittle és munkatarsai (13)]. A szekvencidkat alakitott szerkezeteket az 1. és 2. tabldzatban és a 4. és
gy terveztiik, hogy az allandd régidhoz ugy kapcso- 5. abran foglaljuk Gssze. Néhany esetben megfigyeltiik,
l6djanak, mint a fentiekben ismertetett kimér géneknél. hogy a mutagenézis delécidkhoz és a génben vald dtren-
Néhany szerkezet a , Kozak-konszenzusszekvencia”t 10 dez3dés tjramodellezéséhez vezetett, az Osszeépités pe-
[Kozak (16)] tartalmazza, amely kdzvetleniil a génben dig nagyon érzékeny volt az oligonukleotid minGségére.
1év6 szignalszekvencia 5°-hez kapcsolodik. Ez a szek- 13. Kifejezévektorok szerkesztése
venciaminta, feltételezésiink szerint, segit az eukaridta M13-bdl vagy SP65-bazist intermedier vektorok-
szervezetekben a leolvasas inditdsiban. bol izolalt géneket a kénnyiilanchoz pEEG4CMVneo-
12.3 Génszerkesztés 15 ba, a nehézlanc elGallitdshoz pedig pEEG4ACMVgpt-be
A viltozd régid épitéséhez kiilonbozd stratégiskat klonoztunk. Az eljarast a kimér géneknél fentiekben is-
alkalmazhatunk. A szekvencidk Osszeillesztését végez- mertetettek szerint folytattuk le.
1. tablazat
CDR-ojtott génszerkesztés
Kod Egérszekvencia-tartalom Szerkesztési cljaras Kozak-szckvencia
~ +
Kénnytilanc Osszes human keret RE1
121 26-32, 5056, 91-96 SDM és gén-bsszekapcs. - n.d.
26-32,50-56,91-96 i A
121A +1,3,46,47 részleges gén-Osszekapcs. n. d. +
26-32,50-56,91-96 , o
121B +46,47 részleges gén-Osszekapcs. n. d. +
221 24-24,50-56,91-96 részleges gén-Osszekapcs. + +
24-34,50-56,91-96 ) o
221A +1,3,46,47 részleges gén-Osszekapcs. + +
221B 141_?’ 30-56,91-96 részleges gén-osszekapces. + +
221C 24-34, 50-56,91-96 részleges gén-osszekapcs. + +
Nehézlanc Osszes human keret KOL
121 26-32,50-56,95-100B gén-0sszekapcs. n.d. +
131 26-32,50-58,95-100B geén-Osszekapcs. n. d. +
141 26-32, 50-65, 95-100B részleges gén-osszekapcs. + n. d.
321 26-35, 50-56, 95-100B részleges gén-sszekapcs. + n. d.
131 26-35, 5058, 95 100B re’szltages gén-Osszekapces. +
gén-Osszekapcs. +
341 26-35, 50-65, 95-100B S,DM L + +
részleges gén-Osszekapcs.
26-35, 50-65,95-100B
341A +6, 23,24, 48,49, 71, 73, 76, 78, 88, gén-Osszekapcs. n.d. +
91 (+63 — human)
26-35, 50-65,95-100B +48, 49, 71, i
341B 73,76, 78, 88, 91, (+63 — human) gén-0sszekapcs. n.d. +

A kifejezésck jelentésc:
n. d.=nincs clballitva.
SDM=helyspecifikus muticid.

gén-Osszekapes. : a valtozo régid dsszekapesolisa teljes egészében oligonukleotidokbél torténik.

részletes Osszekapes.: a valtozo régié dsszckapesolasa olyan restrikcids fragmentekkel vald kombinalassal torténik, amelyek eredetileg SDM-

¢s gén-Osszckapcsolassal cléallitott, egyéb génckbdl szarmaznak; vagy amelyek a valtozé régié oligonukleotidos sszckapcsolasaval és

olyan restrikciés fragmensekkel valé rekonstrukcioval allithatdk eld, amelyck credetileg SDM- és gén-8sszekapesolassal eléallitott, egyéb

génckbdl szarmaznak.

13
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14. CDR-ojtott gének kifejezése

14.1 Ojtott konnyiilanc- (gL) tartalmi antitest egér
nehézlanccal (mH) vagy kimér nehézlinccal
(cH) valo eléallitasa

A gL lancok mindegyike mH- vagy cH-tarsitassal
jelent8s mennyiségii antitestet termel. Az ATG 5’-hely-
zetbe beépitett Kozak-konszenzusszekvencia (kgL-
szerkezetek) azonban a tiszta kifejezés 2—5-szoros javi-
tasat eredményezi. A kgL/cH vagy kglL/mH kombina-
cioknal a kisérleti kifejezés mértékét nagyszamn kisér-
leti sorozattal 200 ng/ml értékr6l koriilbeliil 500 ng/ml-
re noveltik.

Az antigén HUT 78 sejtekhez vald kozvetlen kotés
meghatarozésakor a gl121 hurokbazisti egérszekven-
cidt magaban foglalo szerkezet mH-val vagy cH-val
vald tarsitdsa nem eredményez aktiv antitestet. Azon-
ban, ha a 12.]1 pontban ismertetettek figyelembevételé-
vel az 1, 3, 46 és 47 keretcsoportokat a human cso-
portrol az OKT3 egércsoportra cseréltiik, és a két 1,
121A és 221A jelii konstrukciokat cH-val kézdsen ki-
fejeztilk, az antigénkotés egyértelmlien kimutathato
volt. Ezeknek a csoportoknak a részletesebb vizsgalata
azt mutatta, hogy az 1 és 3 csoportok nem {6 résztvevd-
csoportok, mert a gl.221B gén cH-val valo tarsitasaval
kapott termék kevésbé detektalhatd kotdaktivitast mu-
tat. A gl.221c konnytGlanctermék, amelyben az egér-
szekvenciak a 46 és 47 helyen vannak a cH-val tarsitva,
6 kotdaktivitast mutat.

14.2 Ojtott nehézlanc- (cL) tartalmu antitest kimér

lanccal (cl)

A gH gének kifejezése sokkal nehezebbnek bizo-
nyult, mint a gL géneké. El6szor is a Kozak-szekvencia-
beépités a gH gének kifejezését nem nagyon befolyésol-
ta. A kifejezés kismértékben javult, de a javulds nem
volt azonos az ojtott kénnytilancnal tapasztaltakkal.

A CDR1-nél alkalmazott hurok (26-32 aminosav),
példaul gH121, 131, 141 sem eredményezte a vArt
anyagmennyiséget, és ezekbdl a szerkezetekbSl nem
vonhatd le megfelels kovetkeztetés.

Emellett a gH341 gén cL-lel vagy mL-lel val6 ko-
z0s kifejezése modosithato lett, és kisebb mennyiségi
antitestet eredményezett, mint a cH/cL vagy mH/mL
kombinacidk. A gH341, gH341A és gH341B valtoza-
tokra iranyul6 modositésa jobb kifejezést eredménye-
zett.

Ez vagy a véltozo régid egérszekvencia-frakcio 4l-
talanos novekedésének, vagy a 63 helyzet valtozasnak,
amelyben a csoport a humén keretmaradékkal kapcso-
latos felsé burkoldsi problémak elkeriilésére a fenil-
alanin (Phe)-rél a humén valin aminosavra (Val) tér
vissza, koszonhetS. Abban az esetben, ha a gH321-t
vagy gH331-t cL-lel tarsitva fejeztiik ki, antitest terme-
16dott, de antitestkotd aktivitds nem volt detektalhatd.

Ha a sokkal konzervalobb gH341-t alkalmaztuk, a
cL-lel vagy mL-lel tarsitva antitestk6t6 aktivitast érzé-
keltiink, de ez csak kismértékben volt nagyobb, mint a
hattér szintje. Amikor a 12.1 pont szerint tovabbi egér-
csoportokat helyettesitettiink, a kgH341A és kgH341B
cL-lel valo kifejezésekor eldallitott antitestek egyértel-
mii kotGaktivitast mutattak.
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14.3 Teljesen CDR-ojtott antitest eléallitdsa

A kgl221 gént kgH341, kgH341A vagy kgH341B
alkalmazasaval fejeztiik ki. A kgH221A/kgH341 kom-
bindcié normal COS sejtkifejezéssel nagyon kevés
anyagot eredményezett.

A kgL221A/kgH341A vagy kgH221A/kgH341B
kombinaciok a gL/cH-hoz hasonlé mennyiségli anti-
testképzddést eredményeztek.

A kgH221A/gH341 vagy kgH221A/kgH341 kom-
binaciokkal végzett néhany kisérletben antigénkotd ak-
tivitst nem tapasztaltunk, de a kifejezési szint is ala-
csony volt.

A kgH221A/kgH341A vagy kgH221A/kgH341B
kombinécidk kifejezésekor antigénkotd aktivitdst mér-
tiink.

A kgl.221A/kgH341A kombinécidval el8allitott
antitest antigénko6t6 aktivitdsa a kimér antitestéhez ha-
sonlo.

A fentiekben ismertetett eredmények elemzése

15. CDR-ojtasi eredmény értékelése

A teljesen humanizalt antitesttervezés célja az volt,
hogy egy humén antitestkeretbe antigénkotésre képes,
minimalis szdmu egér aminosavat vigyiink be.

15.1 Konnyiilanc

15.1.1 A CDR-ek terjedelme

A kénnydlancban az antigénekkel érintkezé csopor-
tokat tartalmazo, egyéb antitestek szerkezeti tanulma-
nyozasaval ismert hurkokat meghatarozo csoportok, és
a Kabat és munkatérsai altal a komplementaritismegha-
tarozd régiokként (CDR-ek) meghatrozott hipervaria-
bilis csoportok a CDR-rel ekvivalensek. A CDR-nél a
hipervaridbilis régié a 2434 csoportokat, mig a szerke-
zeti hurok a 26—32 csoportokat foglalja magdban.

Az OKT3-ndl a két véltozat kozott csak egyetlen
aminosavkiilonbség van. Ez a 24. aminosav, ahol az
egérszekvencia szerint, és az REI human keret gluta-
mint tartalmaz.

A CDR3 estén a hurok a 91-96 csoportokat, a
Kabat hipervariabilis csoport pedig a 89—97 csoportokat
foglalja magaba. A 89, 90 és 97 OKT3-aminosavak az
OKT3 és az REI kozott azonosak (3. abra). Ha a
CDRI1 hurokvaltozaton (gL121) és a Kabat-valtozaton
(gL221) alapulé szerkezeteket allitjuk el, és mH-val
vagy cH-val fejezziik ki, a gL121 esetén nem tapasztal-
haté antigénkotd aktivitas, de a gL.221-nél nyomnyi ak-
tivitds kimutathato. Ez utdbbi azt jelenti, hogy az ojtott
valtozorégidban egyetlen tobblet egéresoport is eredmé-
nyezhet némi érzékelheté hatast. A tranziens kifejezd
rendszerben mindkét gén kiemelkedden jol kifejezhetd.

15.1.2 Keretcsoportok

Tovabb vizsgéltuk a fennmarad6 keretcsoportokat
1s, elsdsorban a CDR-ekhez kozeli, egyéb antitestek
rontgensugar-elemzésébdl ismert aminosavakat, vala-
mint az OKT3-ban az egyiittmikod6 keret és az egér
alcsoport (VI alcsoport) kézott, amellyel az OKT3 a
legnagyobb homoldgiat mutatja, talalhato kiilonb6zd
aminosavakat. Az 1, 3, 46 és 47 helyzeteket azonositot-
tuk, és megvizsgaltuk az antigénkotd aktivitashoz vald
lehetséges hozzajaruldsukat. A vizsgalatot ugy végez-
tilk, hogy a human aminosavat mindegyik helyzetben
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egér aminosavval helyettesitettiik. gy gL221A-t
(gL221+DIQ, Q3V, L4GR, L47W; 3. 4bra, 1. tabla-
zat) allitottunk el6, EEG4CMVneo-ban klonoztuk, és
cH-val egyiitt kifejeztiik (pJA144). Az igy kapott anti-
test jol kifejezddott, és jo kotdaktivitast mutatott, E1G4l-
litottuk a gL.21B-t (G1221+DIQ, Q3V) és gl.221C-t
(8L221+L46R, L47W) is, és a fentickhez hasonléan
megvizsgaltuk, azt tapasztaltuk, hogy mindkét antitest
egyiittes kifejezésekor antitest képz6dott, de csak a
gL221C/cH kombindcié mutatott antigénkotd aktivi-
tast. A gL121A (gL121+D1Q, D3Q, Q3V, L46R,
L47W) elGallitasa és cH-val valo egyiittes kifejezése is
antigénhez kot6dS antitestképzGdést eredményezett.

15.2 Nehézldanc

15.2.1 A CDR-¢k terjedelme

A nehézlénc esetén a hurok és a hipervariabilitas-
elemzés csak a CDR3-ben azonos. A CDR1-nél a hu-
rokrégié a 26-32 csoportokat, mig a Kabat-CDR a
31-35 csoportokat foglalja magaban. A CDR2 hurokré-
gi6 az 50-58 csoportokat, mig a hipervaribilis régid az
50-65 csoportokat foglalja magiban. A CDR2 huroknal
az 5658 csoportok koriil a végpont-meghatarozas némi
bizonytalansagot mutatott, ezért olyan humanizalt anti-
testet szerkesztettiink, amelyhez KOL antitestb3! szar-
mazo keretet és ezekhez a CDR-valtozatoknak a kiilon-
b6z6 kombinacidit, beleértve a CDR2 50—56 rovidebb
valtozatot is, alkalmaztuk.

A CDRI hurokvaltozatok esetén, példaul a gH121,
gH131 és gH141-nél a tenyészet feliiliszoban csak na-
gyon kevés antitest képzédott. Mivel szabad konnytilan-
cot nem érzékeltiink, arra a meggy8zGdésre jutottunk,
hogy az antitest kialakult, és a sejt belsejében dsszekap-
csolodott, de a nehézlanc valamilyen médon eltorzult,
valosziniileg nem pontosan sokszorozddott, és igy az an-
titest beliil lebomlott. Némelyik kisérletben 35S jelzés-
vizsgélattal nyomnyi mennyiségii antitestet észleltiink.

Amikor azonban a CDRI-nél a hurokvaltozatot
és a Kabat-véltozatot (26—35 egér aminosavcsopor-
tok) vizsgaltuk, és a 31 (Ser—Arg), 33 (Ala—Thr) és
35 (Tyr—His) csoportokban a human csoportokat az
egércsoportokra cseréltiik, a gH321, kgH331 és
kgH341 cL-lel valé egyiittes kifejezése antitestet ered-
ményezett. A kifejezés édltaldban kismértékii volt, és a
Kozak-féle egyiittm{ikodé szekvencia 5° gén szig-
nalszekvencia ATG-be valo beiiltetése sem javitotta je-
lent6sen, pedig a gL gén esetén az ilyen beiiltetés a
tiszta antitesttermelés 2—5-szords novekedését eredmé-
nyezte. Azonban csak a gH341/mL vagy a kgH341/cL
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esetén tudtunk valamennyi kotGaktivitast érzékelni.
A kgH341 gén kgL.221A-val valé egyiittes kifejezése-
kor a tiszta antitestképzédés til kevés volt ahhoz, hogy
a hattér mellett kotSaktivitast érzékelhessiink.

15.2.2 Keretcsoportok

Konnytilancok esetén a nehézlanckereteket Ojra-
vizsgdltuk. Ha az egér és humén nehéz valtozé régiok
kézotti kismértékd kezdeti homologiat a konnyfilanc-
hoz hasonlitjuk, valdszinileg tobb aminosav lehet ér-
dekes. Két gént, a kgH341A és kgH231B géneket szer-
kesztettiink gy, hogy a 11 és § human csoportokat a
gH341-hez egércsoportokkal helyettesitettiik, és a
CDR2 63 csoportot visszavaltoztattuk a tartomanybur-
kolds javitasara. cL-lel vagy kgl.221A-val kombindlva
mindkét valtozat antigénkétd aktivitast mutatott, a
kgH341A gén 6sszes 11 csoportjanak véltoztatasa pe-
dig kivalé véltozatnak bizonyult.

15.3 KézbiilsS kivetkeztetések

Az OKT3-mal tehat bebizonyitottuk, hogy az
antigénkot6 képesség humanizalt antitestbe valé transz-
feralasdhoz a konnyii és nehézlancban egyarant a Kabat-
féle hipervariabilitasi vagy szerkezeti hurokvaltozattal
meghatdrozott CDR-régiokon kiviili egércsoportok
szilkségesek. A konnyiilanchoz, valészinileg az egér és
a humén kappa modosithaté régiok kozotti nagyobb
kezdeti homologia kovetkeztében kevesebb tobbletcso-
port sziikséges. Az egyéb antitestszerkezeteknél szerzett
ismeretekbdl két véltozatnal (a kénnyilancnal 1 és 3 és
a nehézlancnal 6, 23, 71, 73 és 76) varhatd részleges
vagy antitest feliileti hatés. Itt azt lattuk, hogy a konnyi-
lanc 1 és 3 csoportok nem sziikségszertien egércsopor-
tok; és a nehézlancok koziil csak a gH341B nehézlanc
221A konnytilanccal valo kombinélasa csak gyenge ko-
téaktivitast eredményez. Emiatt az egér antitesthez ha-
sonlo kotGaffinitas fenntartdsihoz a 6, 23 és 24 cserék
fontosak. Emiatt sziikségessé valt tovabbi, 8 kgH341A-
beli egércsoport egyedi részvételének kgH341-hez vi-
szonyitott tanulmanyozasa is.

16. Tovabbi CDR-ojtasi kisérletek

A tovabbi CDR-ojtott nehézlancgéneket 1ényegében
a fentiekben ismertetett eljarassal allitottuk elg. A 2.
tabldzatban dsszefoglalt tovabbi nehézlancgéneket a
gH341 (pJA178 plazmid) és gH341A (pJA185 plazmid)
alapjan az egér OKT?3 vagy a human KOL 6, 23, 24, 48,
49, 63,71, 73, 76, 78, 88 és 91 csoportoknal alakitottuk
ki. Ezekben a tovabbi kisérletekben alkalmazott CDR-
ojtott konnytilancgének a fentiekben ismertetett gl.221,
gL221A, gl 221B és gL.22C volt.

2. tablazat
OKT3 nehézlanc CDR-ojtvanyok
1. gH341 és szarmazékaik

RES
1 73 76 78 88 91
NUM 6 23 24 48 49 63 7
OKT3vh Q |k |a|l1 || F |t |[k]|s] al]a Y
gH341 E S S v A F R N N L G F JA178
gH341A Q | Kja |1 |g|v ]t [k]|s ]| alal y |inss
gH341E Q | K | A1 |G| V T K s A G G JA198

15
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2. tablazat (folytatds)

NUM RES 6 23 24 48 49 63 71 73 76 78 88 91
gH341* Q | K| A|1]|]G |V T K N A G F JA207
gH341* Q | K| A1 |G|V R N N A G F JA209
gH341D Q | K| A|IT1]|]G |V T K N L G F JA197
gH341* Q | K| A |1 |G|V R N N L G F JA199
gH341C Q | K| A|VI]IA]|TF R N N L G F JA184
gH341* Q S AT G|V T K S A A Y JA203
gH341* E S| A|lI1|lG |V T K S A A Y JA205
gH341B E| S| s |1|G|V |T K S A A Y JA183
gH341* Q S| A|1|G |V T K S A G F JA204
gH341* E S | A|{I1|G ]|V T K S A G F JA206
gH341* Q s | A|1|G | V T K N A G F JA208
KOL E S S \' A R N N L G F
OKT3 kénnyilanc CDR-ojtvanyok
2. gl221 és szarmazékaik
RES NUM 1 3 46 47
OKT3vl Q v R w
GL221 D Q L L DA221
gL221A Q v R W DA221A
gL221B Q v L L DA221B
GL221C D Q R w DA221C
RE1 D Q L L

Az cgéresoportok vannak alahtizva.

A CDR-ojtott nehéz- és konnyiilancgéneket egyik a
masikkal valo kiilonb6z6 kombinacidban vagy a meg-
feleld egér és kimér nehéz- és konnyilancgénekkel ko-
zbsen fejezziik ki, 1ényegében a fentiekben ismertetett
eljarassal, COS sejtekben. Ezutan a HPB-ALL sejtek-
kel, a fenti eljarassal megvizsgaltuk a kapott antitestter-
mékek kotS- és blokkoloképességét.

A kilonbozé ojtott nehézlancok gL221C konnyi-
lanccal vald egyiittes kifejezésének eredményeit a 7. és
8. abrakon (a 2. tablazatban a JA184, JA185, JA197 és
JA183, JA184, JA185 és JA197 szerkezet lathato), a
10. abran (a kimér JA185, JA199, JA204, JA205,
JA207, JA208 és JA209 szerkezetekre) és a 11. abra-
kon (a JA183, JA184, JA185, JA198, JA203, JA205 és
JA206 szerkezetekre).

Megvizsgaltuk a médosithatd keretekben humanrol
egérre valo valtoztatast nem tartalmazd, alap ojtott ter-
mekek, azaz a g1.221 gh341-gyel (JA178) egyiitt kifeje-
zett termékének és a human legnagyobb részének egérre
valé valtoztatisaval nyert, ,teljesen ojtott” termékek,
azaz a gL221C gh341A-val (JA185) egyiitt kifejezett
termékének viszonylagos kotdaffinitasat, amelyet HPB-
sejtek alkalmazasaval az egér OK T3 referencia standard
elleni kompetitiv vizsgélattal mértiink. A vizsgélatot a
fentiekben ismertetett 3.3 pont szerint végeztiik. Az alap
ojtott termékre kapott eredményeket a 12. dbran, a telje-
sen ojtott termékre kapott eredményeket a 13. abran ab-
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razoljuk. Az eredményekbdl lathatjuk, hogy az alap oj-
tott termék kotOképessége az OKT3 egér referen-
ciastandardéhoz viszonyitva elhanyagolhato; mig a ,,tel-
jesen ojtott” termék kotSképessége az OKT3 egér refe-
renciastandardéhoz nagyon hasonlo.

A koto- és blokkoloaktivitis-vizsgalatok eredmé-
nyei a kovetkezoket mutatjak.

A JA198 és JA207 szerkezetek kotSkarakterisztika-
Jja a legjobb, és mindkettd kotSképessége 1ényegében a
kimér és teljesen ojtott gH341A termékével azonos. Ez
azt jelenti, hogy a 88 és 97, valamint a 76 helyzet az
OKT3-kot6képesség fenntartisdhoz nem tal kritikus;
mig a 6, 23, 24, 48, 49, 71, 73 és 78 helyzetek koziil
legalabb néhany nagyobb fontossaggal bir.

Ez gy deriilt ki, hogy a JA209 és JA199, amelyek
egymashoz viszonyitott kdt6képessége azonos, kotdké-
pessége kisebb, mint a JA198 és JA207 szerkezeteké.
Ez azt mutatja, hogy a 71, 73 és 78 helyzetekben, ame-
lyekben a JA199 és JA209 szerkezetek esetén teljes
egészében vagy részlegesen huméan csoportok vannak,
fontos az egércsoportok jelenléte.

Ezen tilmenden, ha a JA205 és JA183 szerkezetek-
kel kapott eredményeket Gsszehasonlitjuk, azt lathatjuk,
hogy a kotéképesség a JA205 szerkezettdl a JA183 szer-
kezet irAnyaba csokken. Ez a JA205 és JA183 szerkeze-
tek kozott egyetlen kiilonbséget mutaté 23 egércsoport
jelenléte fontossagara utal.



1 HU 215383 B 2

Ezek és mas eredmények is arra a kovetkeztetésre
vezettek, hogy a gH341A (JA185) szerkezetben alkal-
mazott 11 egér keretcsoport mellett az egércsoportok
jelenléte a 6, 23, 24, 48 és 49, valamint a maximalis ko-
tGaffinitas eléréséhez a 71, 73 és 78 helyzetek mind-
egyikében fontos.

Hasonl6 kisérleteket végeztiink szamos olyan rag-
csalo antitest CDR-ojtasaval, amelyek specifikusak a
CD4-re (OKT4), ICAM—1-re (RG-5), TAG72-re
(B72.3) és a TNFa-ra (61E71, 101.4, 4TNF1, 4TNF2 és
4TNF3).

2. példa

Egér anti-CD4 T-sejt receptor antitest, OKT44

CDR-ojtas

Anti OKT4 CDR-ojtott nehéz- és konny(ildncgéne-
ket éllitottunk eld, majd ezeket kifejeztiik és megvizs-
galtuk lényegében az 1. példaban a CDR-ojtott OKT3-
eldallitasndl ismertetett eljarassal. A CDR-ojtott OKT4A
részletes ismertetését megtalaljuk a PCT/GB90...
szami (Ortho) nemzetkozi szabadalmi bejelentésben.
Szdmos CDR-ojtott OKT4-antitestet &llitottunk el6.
A CDR-ojtott OKT4A-véltozat jelenleg az LCDR2-
ojtott kénnytilanc és a HCDR10-ojtott nehézlanc kom-
binacioja.

A kénnyilanc

Az ojtott kénnytilanchoz alkalmazott humén akcep-
torkeret RE1 volt. Az el8nyés LCDR2 kénnytilancban
a szerkezeti hurok CDR-eken kiviil a 33, 34, 38, 49 és
89 helyzetekben tartalmaznak a humaén csoportok he-
lyett egércsoportokat. Ezek kézil a 33, 34 és 89 kicse-
rélt helyzetek a taldlmany oltalmi kéréhez tartozd, els-
ny0s terjedelmii CDR-ek jellemz8i (a CDRI1-ben a
33 és 34 helyzetek és a CDR3-ban a 89 helyzet).
A 38 és 49 helyzetekben tortént humanrdl egéresoport-
ra valé csere olyan helyzetekben valésult meg, ame-
lyekben a taldlmény szerint elénydsen donor egér ami-
nosavcsoport van.

A donor egér konnyilanc valtozd régid és az
RE1 humin akceptor kénnyfildnc valtozé régié ami-
nosavszekvencidinak osszehasonlitasa nyilvanvaldva te-
szi, hogy az egér és human csoportok az 6sszes 46, 48 és
71, valamint a 2, 4, 6, 35, 36, 44, 47, 62, 64—69, 85, 87,
98, 99, 101 és 102 helyzetekben azonosak. Azonban az
LCDR2 58 helyzetében az aminosavcsoport a humén
RE1 keretcsoport, és nem a taldlmany szerint el6nyos
egér OKT4-csoport.

A nehézlanc

Az ojtott nehézlancokhoz alkalmazott humén akcep-
torkeret a KOL volt. Az elényés CDR-ojtott HCDR10
nehézlancban a szerkezeti hurok CDR-eken kiviil a 24,
35, 57, 58, 60, 88 és 91 helyzetekben tartalmaznak hu-
mén csoportok helyett egéresoportokat. Ezek koziil a
35 (CDR1) és 57, 58 és 60 (CDR2) helyzetek a talal-
many oltalmi kdréhez tartozo, elényds terjedelm(i CDR-
ek jellemz6i. A 24 helyzetben megval6sult huménrol
egércsoportra valé csere olyan helyzetekben valdsult
meg, amelyekben az aminosavcsoport a taldlmany sze-
rint eldnydsen donor egércsoport. Ezen t(ilmenGen a
88 ¢és 91 helyzetekben megvaldosult humanrdl egér-
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csoportra valé csere olyan csoportokban valésult meg,
amelyekben az aminosavcsoportok adott esetben donor
egércsoportok.

Az egér OKT4A és human KOL nehéz médosithato
aminosavszekvencidk dsszehasonlitisa azt mutatja,
hogy az egér és human csoportok az dsszes 23, 49, 71,
73 és 78, valamint a 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39, 47, 48, 93,
94,103, 104, 106 és 107 helyzetekben azonosak.

Ennek megfeleléen az OKT4A CDR-ojtott nehéz-
lanc HCDR 10 a taldlmany oltalmi kdréhez tartozo szer-
kezetek kiilonosen elényds véltozatat képezi.

3. példa

Antimucin-specifikus egér antitest, B72,3, CDR-

ojtas

A B72,3 antimucin-specifikus egér monoklonalis

antitestkodolo gének klonozasat és a B72,3 egér-hu-
man kimér antitestek elallitasat a (13) irodalmi helyen
és a 89/01783 szamon kozrebocsatott nemzetkdzi beje-
lentésben ismertetik.

a) B72,3 kénnyiildnc

Ennek a konnytlancnak a CDR-ojtasat ugy végez-
tikk, hogy az egér CDR-eket kozvetleniil a human kony-
nytilanc RE1-be transzferaljuk.

A transzferalt régiok:

CDR szam csoportok
1 24-34
2 50-56
3 90-96

A kapott ojtott konnytilanc-aktivitist a kovetkezd
génkombinacidk COS sejtekben vald egyiittes kifejezé-
sével mértiik :

B72,3¢H/B72,3cL

B72,3CH/B72,3gL.

Meghataroztuk a feliiliszok antitest-koncentracid-
jat, valamint az antitestek mucinnal bevont mikrotiter-
lemezekhez valo kotGképességét. A kapott eredmények
azt mutatjak, hogy a B72,3cH lanc mind a B72,3cL-lel,
mind a B72,3gl-lel val6 kombinacidja hasonlé kotési
tulajdonsagokat eredményez.

A B72,3 egér és REI konnyildnc aminosavszek-
vencidk dsszehasonlitdsa azt mutatja, hogy a csoportok
a 46, 58 és 71 helyzetekben azonosak, és a 48 helyzet-
ben kiilonbéznek. Ennek megfelelGen, ha a 48 helyzet-
ben a human csoportot kicseréljiik a donor egércso-
portra, a taldlmény szerinti CDR-ojtott kénny(ldnc
(B72,3gL) tovabbi javulasa varhatd.

b) B72,3 nehézlanc

1) Keretvadltozat

El8szor egy humaén keretvaltozatot allitottunk elG.
A kérdés leegyszeriisitése a kovetkezd volt.

Olyan antitestbdl szarmazo keretrégiokat kell alkal-
mazni, amelyek kristalyszerkezete ismert, vagy valami
maés kritériumot kell vélasztani? A B72,3 nehézlancnal
bebizonyosodott, hogy mik6zben a szerkezet ismerete
nagyon fontos, a CDR-ek egérb6l human keretekbe
vald transzferaldsa a donor- és receptorkeretek teljes
homologidjanak maximalizalasaval eldsegithetd.

A B72,3 nehézlanc-szekvencia és a Kabat (4) hu-
mén nehézlanc-szekvencia Gsszehasonlitdsa azt mutat-
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ja, hogy a B72,3 a KOL-lal csekély, de az EU nehéz
lanccal nagyon j6 homologiat mutat.

Emiatt a CDR-ojtashoz EU-t valasztottunk, és
CDR-ekként a kdvetkezd csoportokat transzferaltuk :

CDR szam csoport
1 27-36
2 50-63
3 93-102

Azt is megfigyeltiik, hogy az EU FR4 régi6 seme-
lyik mas human (vagy egér) antitesthez nem hasonli-
tott. Emiatt az ojtott nehézlancgénekben az ,,egylittmi-
kod3” humaén szekvencia kialakitdsahoz ezt is kicse-
réltiik. (Az el6zetes kisérletek azt mutattak, hogy az EU
FR4 szekvenciat tartalmazé ojtott nehézlancgének ki-
fejezése tranziens kifejezé rendszerekben nagyon
gyenge.)

i1) Az ojtott nehézlancgénekkel kapott eredmények

Az 6sszes human keretrégiot tartalmazo ojtott ne-
hézlancgének akar gL, akar cL génekkel vald kifejezé-
sével kapott ojtott antitestek kismérték{i mucinhez val6
kotoképességgel jellemezhetSk. Az ojtott antitest kimér
antitesthez viszonyitott aktivitisa koriilbelil 1%. Ezek-
ben a kisérletekben azonban azt is tapasztaltuk, hogy az
ojtott antitestek aktivitdsa pH=2-3,5 mellett a B72,3-
énak koriilbeliil 10%-4ara névelhetd.

Ez a megfigyelés a kulcsa, hogy hogyan névelhetd
az ojtott antitest aktivitisa savkezelés nélkiil. Ez alap-
jan a savkezelés a savcsoportok protonalasat idézi el
(aszparaginsav pKa=3,86 és glutaminsav pKa=4,25),
amely azutan a CDR-hurkok szerkezetében valtozast
okoz, vagy jobb antigén-hozzaférhetGséget tesz lehe-
tove.

A B72,3 (13) és az EU (4) és (5) szekvenciak Gssze-
hasonlitasabol nyilvanvald, az egérkeretr§l a human
keret irdnyaban haladva csak két helyzetben tortént
csere, amely savcsoportok beiiltetésével valosult meg.
Ezek a helyzetek a 73 és 81 voltak, és a K-rol E-re, il-
letve a Q-r6] E-re valé csere valosult meg. A helyzetek
fontossaga megitélésére a KOL antitest kristalyszerke-
zet vizsgalatot alkalmaztuk. A KOL nehézlancban a
81 akar a CDR hurkoktol is jo tavol van. A CDR-ek
1 és 3 helyzetéhez egyarant kozel levé 73 helyzetben
megvalositott K-rol E-re torténd csere rontja a végsd
antigénkotd hatast.

iii) Keretcserék a B72,3 gH génekben

A fentiekben ismertetett elemzés alapjan az E73-t
lizinre (K) véltoztattuk. Azt tapasztaltuk, hogy ez a val-
toztatas drémai hatéssal volt az ojtott Ab mucinhoz vald
kot6képességére. Emellett a megvaltoztatott gH/gL
kombinacidval elGallitott gLH B72,3 mucinhoz vald
kotGképessége a B72,3 kimér antitestéhez hasonlo.

1v) Egyéb keretvaltoztatasok

A nehézlanckeret-régidkban a fenti kisérletek ta-
pasztalatai alapjan egyéb valtoztatasokat is végeztiink.
A kisérleti pontossagon beliil a valtozasok egyike sem
mutatkozott elénydsnek sem 6nmagaban, sem kombi-
nacioban.

v) Egyebek

Az ojtott Ab mucinhoz valé kotGképességének mé-
résére alkalmazott 6sszes eljaras egészében azt mutatja,
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hogy a 73 helyzet egyetlen keretcsoport-valtozasa is
elegend6 a B72,3-éhoz hasonld kotSképesség kialakita-
sahoz.

A B72,3 egér- és EU nehézlancszekvenciak ossze-
hasonlitasa azt mutatja, hogy az egér- és humén cso-
portok a 23, 24, 71 és 78 helyzetekben azonosak.

Ennek megfeleléen a megvaltoztatott CDRF-ojtott
B72,3 nehézlanc a taldlméany oltalmi koréhez tartozo
szerkezetek egy elonyos valtozatat képezi.

4. példa

Egér anti-ICAM~—1 monoklonalis antitest CDR-

ojtas

RG-5-D6 egér antitestet (0 31486.3 szami eurd-
pai kozrebocsatasi irat), amely sejtkézi adhézids mole-
kula 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1=ICAM-1),
specifikus CDR-rel ojtottunk 1ényegében a fentiekben
ismertetett eljarasokkal. Az eljaras részletesebb ismer-
tetését megtalaljuk a 90 09 549.8 szamu brit szabadal-
mi bejelentésben is.

Akceptorkeretként mind a nehéz, mind a konnyd-
lénchoz a huméan EU-t alkalmaztuk. A gL221A oj-
tott kénnytldnc és a gH341D ojtott nehézlanc egyiittes
kifejezésével kapott CDR-ojtott antitestviltozat
ICAM-1-hez viszonyitott kotGaffinitisa a megfeleld
egér-human kimér antitest kotaffinitasanak 75%-a.

Konnytilanc

A gl22]1A egér CDR-eket tartalmazott a 24-34
helyzetekben (CDR1), 50-56 helyzetekben (CDR2) és
a 89-97 helyzetekben (CDR3). Emellett néhany keret-
csoport is egér aminosav volt. Ezeknek a csoportoknak
a kivalasztasa ugy tortént, hogy megfontoltuk ezeknek
a csoportoknak a lehetséges részvételét a tartomanybur-
kolasban és az antigénkot6 régio stabilitasanak kialaki-
tasdban. Megtartottuk az egércsoportokat a 2, 3, 48(7),
60, 84, 85 és 87 helyzetekben. Az egér anti-ICAM—1 és
humén EU kénny(ilanc aminosavszekvencidk dsszeha-
sonlitdsa azt mutatja, hogy az egér- és human csoportok
a 46, 58 és 71 helyzetekben azonosak.

Nehézlanc

A gH341 D egér CDR-eket tartalmazott a
26-35 helyzetekben (CDR1), az 50—-56 helyzetekben
(CDR2) és 94—100B helyzetekben (CDR3). Emellett a
gH341D 24, 48, 69, 71, 73, 80, 88 és 91 helyzetek-
ben is egércsoportokat alkalmaztunk. Az egér anti-
ICAM-1 és a human EU nehézlanc aminosavszekven-
cidk a 23, 49 és 78 helyzetekben azonosak.

5. példa

Egér anti-TNFa antitestek CDR-ojtdsa

Szamos anti-TNFa monoklonalis antitestet CDR-rel
ojtottunk lényegében a fentiekben ismertetett eljarasok-
kal. Ezek kozott az antitestek kozott vannak a 61E71,
hTNF1, hTNF1, hTNF3 és 101,4 egér monoklonalis
antitestek.

A kovetkezékben roviden ismertetjiik ezeknek az
antitesteknek a CDR-ojtasat.

61E71

A 61E71-re elvegeztiik a fentickben ismertetett
elemzést (1. példa, 12.1 pont), és potencialis egércso-
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port-megtartd helyzetként a 23, 24, 48, 49, 68, 69, 71,
73, 75 és 88 helyzeteket azonositottuk. Ezt és a
hTNF3 és 101,4 antitesteket a kdnny(ilancban az RE] és
a nehézlancban a KOL humén keretcsoportokkal vald
CDR-ojtassal allitottuk eld.

Harom gént allitottunk el3. Az elsG a 23, 24, 48, 49,
71 és 73 [gH341(6)] egércsoportokat tartalmazta.
A masodik gén 75 és 88 egércsoportokat [gH341(8)] is,
mig a harmadik gén még a 68, 69, 75 és 88 egér-
csoportokat [gH341(10)] is tartalmazta. Mindegyiket a
minimum ojtott kdnny(lanccal, a gl.221-gyel fejeztitk
ki. A gl.221/gH341(6) és gl.221/gH341(8) antitestek
éppen olyan jol kétédnek a TNF-hez, mint a 61E71.
A gl221/gH341(10) antitest nem fejez8dott ki, ezért
ezt nem vittikk tovabb.

Ezt kbvetSen a gL.221/gH341(6) antitestet 1.929 sejt-
kompetitiv vizsgalatnak vetettiik ald. A vizsgalatban az
antitest az 1929 sejt TNF-receptorral szembeni TNF-
kotoképességét vizsgaltuk oldatban. A vizsgalatban a
gL221/gH341(6) antitest az egér 61E71 antitestaktivi-
tasanak megkozelitGen 10%-at mutatta,

hTNF1

A hTNF olyan, monoklonalis antitest, amely felis-
meri a human TNF-epitopot. A nehéz és konnyiilanc
valtozo régiok CDR-ojtasait EU humdn kerettel vé-
geztik.

Nehézlanc

A CDR-ojtott nehézlancban (ghTNF1) egér CDR-
eket alkalmaztunk a 26-35 (CDR1), 50—65 (CDR2) és
95-102 (CDR3) helyzetekben. Egércsoportokat alkal-
maztunk a 48, 67, 69, 71, 76, 89, 91, 94 és 108 helyze-
tekben is.

A TNFI egér és EU human nehézlanc csoportok
Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy ezek a 23, 24, 29 és
78 helyzetekben azonosak.

Konnyiilanc

A CDR-ojtott kénnyillancban (gLhTNF1) egér
CDRF-eket alkalmaztunk a 24-34 (CDRI1), 50-56
(CDR2) és 89-97 (CDR3) helyzetekben. Emellett
egércsoportokat alkalmaztunk a 3, 42, 48, 49, 83,
106 és 108 helyzetekben is.

A hTNFI egér és EU human kénny(lanccsoportok
Osszehasonlitasa azt mutatja, hogy ezek a 46, 58 és
71 helyzetben azonosak.

Az ojtott hTNF1 nehézlancot a kimér konnydlanc-
cal egyiitt fejeztiik ki, és a termék TNF-k6tSképességét
a kimér konnyiilanc/kimér nehézlinc termék TNF-
kot8képességével hasonlitottuk dssze.

Az ojtott nehézlanc TNF-kotSképessége valamivel
jobb, mint a teljesen kimér terméké.

Ehhez hasonléan az ojtott nehézlanc/ojtott kénnyfi-
lanc egyiittes kifejezését is elvégeztiik, és a termék ko-
t6képességét a teljesen kimér termékéhez hasonlitot-
tuk. Azt tapasztaltuk, hogy a két kotGképesség majd-
nem azonos.

hTNF3

A hTNF3 egy humén TNF-a felismerd antitest.
A hTNF3-szekvencia és a 61E71 antitest a konnyt és a
nehézlanc véltozo régidkban csak 21 kiilonbséget mutat;
10-et a kénnyiilancban (2-t a CDR-ekben, ezek az 50 és
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96 helyzetek; és 8-at a keretben, ezek az 1, 19, 40, 45,
46, 76, 103 és 106 helyzetek); és 11-et a nehézlancban
(3-at a CDR-régidkban, az 52, 60 és 95 helyzetekben; 8-
at a keretben, az 1, 10, 38, 40, 67, 73, 87 és 105 helyze-
tekben). A 61E71 és hTNF3 kimér antitestek konnyi és
nehézlancok a kozvetlen kotGképesség romldsa nélkiil
cserélhet6k. Azonban a 61E71 TNF-receptorral szem-
beni L929 sejt TNF-kotéképessége egy nagysagrenddel
kisebb, mint a hTNF3-é. A 61E71 CDR-ojtasi adatokon
alapulé hTNF3-ra épitett gL 221 és gH341 (+23, 24, 48,
49, 71 és 73 egércsoportok) gének vizsgalata azt mutat-
ja, hogy a kapott ojtott antitest j6 TNF-kotGképességti,
de az L929 kompetitiv vizsgélatban rosszabb eredmé-
nyeket mutat. Lehetséges, hogy az OKT3-programban
azonositott keretcsoportok ennek az antitestnek is nove-
lik a kompetitiv kotGképességét.

101,4

A 101,4 egy olyan tovabbi, egér monoklonalis anti-
test, amely a human TNF-a felismerésére képes. Az
antitest nehézlanca jo homoldgidt mutat a KOL-lal,
ezért a konnyllanc CDR-ojtast RE1, a nehézlanc CDR-
ojtast pedig KOL alkalmazaséval végezziik. Szdmos
olyan ojtott nehézlanch gént szerkesztettiink, amelyek-
ben a CDR-eket (gH341) megdriztiik, és amelyek egér
aminosavként csak egy vagy kevés nem CDR-csopor-
tot tartalmaztak a 73, 78 vagy 77-79 csoportokban.
Ezek egyiittes kifejezését cL-lel vagy gl.221-gyel vé-
geztiikk. A TNF-kot6képesség minden esetben a kimér
antitestével azonos, és a cL-lel val6 egyiittes kifejezés-
sel elBallitott antitestek az 1.929 vizsgalatban jo ered-
ményeket mutatnak. Azonban a gl.221-gyel kapott an-
titestek legaldbb egy nagysagrenddel kevésbé TNF-
kot6képesek, mint az 1929 sejt TNF-receptorok.

A nehézlénc egyéb helyzetében, példaul a 23 és 24-
ben egyiitt vagy a 76 helyzetben alkalmazott egércso-
portok az L929-vizsgélatban az ojtott antitest kompeti-
tiv kot6képességéhez képest nem mutatnak javulst.

A talalmény szerinti eljarassal szamos egyéb antitest
sikeres CDR-ojtasat valositottuk meg. Ilyenek az inter-
leukin-specifikus antitestek, példaul az IL1- és a rAkmar-
kerek, mint példaul a karcinoembrionikus antigén
(CEA), példaul az A5B7 monoklondlis antigén (21).

A fentiekben ismertetett példak természetesen csak
a taldlmény jobb megértését szolgaljak, a taldlmany
terjedelmét nem korlatozzak. Az ismertetett eljaras mo-
dositott és megvaltoztatott valtozatai is a taldlmany ol-
talmi koréhez tartoznak.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Antitestmolekula, amely meghatédrozott antigénre
specifikus, és amely 6sszetett nehézlancot és komple-
menter konnyildncot tartalmaz, azzal jellemezve, hogy
az gsszetett nehézlanc olyan valtozo domént tartalmaz,
amely akceptor antitest nehézlanckeret eredet(i amino-
savakat €s donor antitest nehézlanc antigénk6té régid
eredetli aminosavakat tartalmaz, ahol a donor antitest a
meghatarozott antigénre specifikus, és ahol a Kabat-
féle szamozasi rendszer szerint az Gsszetett nehézlanc-
ban legalabb az 5, 8, 10, 12-17, 19, 21, 22, 40, 4244,
66, 68, 70, 74, 77, 79, 81, 83-85, 90, 92, 105, 109,
111 és 113 helyzeti aminosav akceptor eredetfi, és leg-
alabb a 23, 24, 31-35, 49-58, 71, 73, 78 és
95—102 helyzetli aminosav donor eredetii.

2. Az 1. igénypont szerinti antitestmolekula, azzal
Jellemezve, hogy a Osszetett nehézlancban a 2630 és
59-65 helyzetli aminosav szintén donor eredetti.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti antitestmole-
kula, azzal jellemezve, hogy az Gsszetett nehézlancban
legaldbb egy az 1, 3 és 76 helyzetli aminosavak koziil
szintén donor eredeti.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti anti-
testmolekula, azzal jellemezve, hogy az Gsszetett nehéz-
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lancban legalabb egy, a 36, 94, 104, 106 és 107 helyze-
tii aminosavak koziil szintén donor eredeti.

5. A 4. igénypont szerinti antitestmolekula, azza/
Jjellemezve, hogy az Osszetett nehézlincban legalabb
egy, a2, 4,6,38, 48, 67 és 69 helyzetli aminosavak k-
ziil szintén donor eredet.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti anti-
testmolekula, azzal jellemezve, hogy az dsszetett ne-
hézlancban a 7,9, 11, 18, 20, 25, 37, 39, 41, 45, 47, 48,
72, 75, 80, 82, 86-89, 91, 93, 103, 108, 110 és
112 helyzet aminosav szintén donor eredetii.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti antitest-
molekula, azzal jellemezve, hogy a komplementer kdny-
ny(ilanc egy Osszetett kénny(lanc, amely olyan valtoz6
domént tartalmaz, amely akceptor antitest kénnyiilinc-
keret eredet(i aminosavakat és donor antitest kénnytilanc
antigénkotd régio eredetli aminosavakat tartalmaz, ahol
a donor antitest a meghatarozott antigénre specifikus, és
ahol a Kabat-féle szdmozasi rendszer szerint az dsszetett
kénnydlancban legaldbb az 5, 7-9, 11, 13-18, 20, 22,
23,39,41-43,57,59, 61,72,74-79, 81, 82, 84, 86, 88,
100, 104, 106 és 107 helyzet(i aminosav akceptor erede-
ti, és legalabb a 24-34, 46, 48, 50-56, 58, 71 és
89-97 helyzetd aminosav donor eredetd.

8. A 7. igénypont szerinti antitestmolekula, azzal
Jellemezve, hogy az Osszetett konnyilancban az 1, 3 és
47 helyzet(i aminosav szintén donor eredetfi.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti antitestmolekula,
azzal jellemezve, hogy az Osszetett konny(ilancban a
36, 44, 47, 85 és 87 helyzetli aminosav szintén donor
eredettl.

10. A 7-9. igénypontok barmelyike szerinti anti-
testmolekula, azzal jellemezve, hogy az Gsszetett kony-
nyilancban legalibb egy a 2, 4, 6, 49, 62, 64—69, 98,
99, 101 €s 102 helyzetl aminosavak koziil szintén do-
nor eredet(i.

11. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti anti-
testmolekula, azzal jellemezve, hogy az Gsszetett kony-
ny(lancban legalabb egy az 1, 3, 10, 12, 21, 40, 60, 63,
70, 73, 80, 103 és 105 helyzet(i aminosavak koziil szin-
tén donor eredetfi.

12. Ter4pids vagy diagnosztikai készitmény, azzal
Jjellemezve, hogy az 1—11. igénypontok barmelyike sze-
rinti antitestmolekulat tartalmaz gyogyszerészeti hordo-
zbanyag, higitéanyag vagy segédanyag mellett.

13. Eljaras humanizalt, rekombinans antitest elal-
litisara, amely meghatarozott antigénre specifikus, az-
zal jellemezve, hogy

1. meghatarozzuk egy donor antitest, amely a meg-
hatérozott antigénre specifikus, nehézlancaban talilha-
t6 valtozé domén aminosavszekvenciajat,

2. meghatarozzuk egy nem specifikus akceptor anti-
test nehézlancaban talalhaté valtozé domén aminosav-
szekvenciajat,

3. egy antitestmolekuldhoz sziikséges Gsszetett ne-
hézlancot allitunk eld, amely akceptorkeret eredet(i
aminosavakat és donor antigénkot8 régié eredetd ami-
nosavakat tartalmaz, ahol a Kabat-féle szdmoz4asi rend-
szer szerint legalédbb az §, 8, 10, 12-17, 19, 21, 22, 40,
42-44, 66, 68, 70, 74, 77, 79, 81, 8385, 90, 92, 105,
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109, 111 és 113 helyzetli aminosav akceptor eredeti, és
legaldbb a 23, 24, 31-35, 49-58, 71, 73, 78 és
95-102 helyzet(i aminosav donor eredetd,

4. a 3. lépés szerint elSallitott nehézlancot egy komp-
lementer kdnnytilanchoz kapcsolva egy antitestmoleku-
14t allitunk eld,

5. meghatdrozzuk a 4. 1épésben elGallitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

6. ha az 5. 1épésben meghatarozott affinitas nem ek-
vivalens a donor antitestaffinitisaval, akkor a 3. 1épés
szerint egy nehézlancot allitunk el3, amelyben a 71,
73 és 78 helyzet(i aminosav szintén donor eredetf,

7. a 6. 1épés szerint elGallitott nehézlancot egy komp-
lementer konnytilanchoz kapesolva egy antitestmoleku-
lat llitunk eld,

8. meghatarozzuk a 7. lépésben eldallitott antitest-
molekula affinitisat a meghatarozott antigénre,

9. ha a 8. lépésben meghatarozott affinits nem ek-
vivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 6. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk eld, amelyben a
26-30 helyzetii aminosav szintén donor eredet(i,

10. a 9. lépés szerint elGéllitott nehézlancot egy
komplementer konny(lanchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk elg,

11. meghatarozzuk a 10. 1épésben elBallitott anti-
testmolekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

12. ha a 11. 1épésben meghatdrozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 9. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk el, amelyben az 1,
3 és 76 helyzetii aminosavak koziil legalabb egy szin-
tén donor eredetti,

13. a 12. 1épés szerint elGallitott nehézlancot egy
komplementer konnyfildnchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk eld,

14. meghatérozzuk a 13. lépésben elBallitott anti-
testmolekula affinitasat a meghatdrozott antigénre,

15. ha a 14. lépésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitaséval, akkor a 12. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk el8, amelyben a 36,
94, 104, 106 és 107 helyzetii aminosavak koziil leg-
aldbb egy szintén donor eredetd,

16. a 15. 1épés szerint elGallitott nehézlancot egy
komplementer konnyilanchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk eld,

17. meghatarozzuk a 16. lépésben elballitott anti-
testmolekula affinitdsat a meghatarozott antigénre,

18. ha a 17. Iépésben meghatarozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitdsaval, akkor a 15. 1é-
pés szerint egy nehézlancot allitunk eld, amelyben a 2,
4, 6, 38, 48, 67 és 69 helyzeti aminosavak koziil leg-
alabb egy szintén donor eredet(,
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19. a 18. lépés szerint eldallitott nehézlincot egy
komplementer konnyilinchoz kapcsolva egy antitest-
molekulat allitunk eld.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a komplementer kénnytlanc elGallitdsa soran

1. meghatérozzuk egy donor antitest, amely a meg-
hatdrozott antigénre specifikus, kénny(ildncaban talal-
hat6 valtozé6 domén aminosavszekvencidjat,

2. meghatarozzuk egy nem specifikus akceptor anti-
test konnyiilancdban talalhaté valtozé domén amino-
savszekvenciajat,

3. egy antitestmolekuldhoz sziikséges Osszetett
konnytlancot allitunk el6, amely akceptorkeret eredetii
aminosavakat és donor antigénkétd régio eredetd ami-
nosavakat tartalmaz, ahol a Kabat-féle szdmozasi rend-
szer szerint legaldbb az 5, 7-9, 11, 13-18, 20, 22, 23,
39, 41-43, 57, 59, 61, 72, 74-79, 81, 82, 84, 86, 88,
100, 104, 106—109 helyzetd aminosav akceptor erede-
t, és legalabb a 24-34, 46, 48, 50-56, 58, 71 és
89-97 helyzetl aminosav donor eredet,

4. a 3. lépés szerint elGallitott konny(ilincot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk eld,

5. meghatarozzuk a 4. 1épésben elSallitott antitest-
molekula affinitasat a meghatérozott antigénre,

6. ha az 5. 1épésben meghatirozott affinitds nem ek-
vivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 3. 1épés
szerint egy konnyilancot allitunk eld, amelyben az 1,
2, 3 és 47 helyzetli aminosav szintén donor eredeti,

7. a 6. 1épés szerint elallitott konnyilancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk eld,

8. meghatarozzuk a 7. 1épésben elballitott antitest-
molekula affinitasat a meghatarozott antigénre,

9. ha a 8. 1épésben meghatérozott affinitds nem ekvi-
valens a donor antitest affinitdsaval, akkor a 6. 1épés sze-
nnt egy konnydlancot 4llitunk eld, amelyben a 36, 44,
47, 85 és 87 helyzet(i aminosav szintén donor eredetti,

10. a 9. Iépés szerint elGallitott konnydléncot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk el6,

1 1. meghatarozzuk a 10. 1épésben elGallitott anti-
testmolekula affinitdsat a meghatarozott antigénre,

12. ha a 11. 1épésben meghatdrozott affinitds nem
ekvivalens a donor antitest affinitasaval, akkor a 9. 1é-
pés szerint egy konnyiilancot allitunk el3, amelyben a
2,4,6,49, 62,64-69, 98, 99 és 101 helyzet{i aminosa-
vak koziil legaldbb egy szintén donor eredeti,

13. a 12. 1épés szerint eldallitott kénnyiilancot egy
komplementer nehézlanchoz kapcsolva egy antitestmo-
lekulat allitunk elG.
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GAATTCCCAA AGACAAAatg gattttcaag tgcagatttt cagecttectg
ctaatcagtg cctcagtcat aatatccaga ggacaaattg ttctcaccca

gtctccagca atcatgtctg catctccagg
gcagtgccag ctcaagtgta agttacatga

ggcacctccc ccaaaagatg gatttatgac

gcagtgggtc
gaagatgctg
gttcggcteg
ctgtatccat
tcagtcgtgt

agtccctgct cacttcaggg
caatcagcgg catggaggct
tggagtagta acccattcac
ccgggctgat actgcaccaa
agttaacatc tggaggtgce
cccaaagaca tcaatgtcaa gtggaagatt
tggcgtcctg aacagttgga ctgatcagga
gcatgagcag caccctcacg ttgaccaagg
agctatacct gtgaggccac tcacaagaca
gtTAGAGACA
ATCTTCCCTT
TGCGGTGCTC

TTGGCTTTTA

gagcttcaac aggaatgagt
CCAGCTCCCA GCTCCATCCT
CCACAAGCGC tTACCACTGT
TCTCCTCCTC CTCCCTTTCC

ggagaaggtc
actggtacca
acatccaaac
tgggacctct
ccacttatta
gggacaaagt
cttcccacca
gcttcttgaa
gatggcagtg
cagcaaagac
acgagtatga
tcaacttcac
AAGGTCCTGA
CTAAGGTCTT
tAAACCTCCT
TCATGCTAAT

accatgacct
gcagaagtca
tggcttctgg
tactctctca
ctgeccagcag
tggaaataaa
tccagtgage
caacttctac
aacgacaaaa
agcacctaca
acgacataac
ccattgtcaa
GACGCCACCA
GGAGGCTTCC
CCCACCTCCT
ATTTGCAGAA

AATATTCAAT AAAGTGAGTC TTTGCCTTGA AAAAAAAAAA AAA

](CJ).ébra

MDFOVOIFSF L1ISASVIIS RGQRIVLTQSP AIMSASPGEXK VIMTCSASSS

VSYMNWYQQK SGTSPKRWIY
AEDAATYYCQ QWSSNPFTFG
ASVVCFLNNF YPKDINVKWK

TLTKDEYERH NSYTCEATHK TSTSPIVKSF NRNEC*

1 (b) dbra
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DTSKLASGVP AHFRGSGSGT SYSLTISGME
SGTKLEINRA DTAPTVSIFP PSSEQLTSGG
IDGSERQNGV LNSWTDQDSK DSTYSMSSTL
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GAATTCCCCT CTCCACAGAC ACTGAAAACT CTGACTCAAC ATGGAAAGGC
ACTGGATCTT TCTACTCCTG TTGTCAGTAA CTGCAGGTGT CCACTCCCAG
GTCCAGCTGC AGCAGTCTGG GGCTGAACTG GCAAGACCTG GGGCCTCAGT
GAAGATGTCC TGCAAGGCTT CTGGCTACAC CTTTACTAGG TACACGATGC
ACTGGGTAAA ACAGAGGCCT GGACAGGGTC TGGAATGGAT TGGATACATT
AATCCTAGCC GTGGTTATAC TAATTACAAT CAGAAGTTCA AGGACAAGGC
CACATTGACT ACAGACAAAT CCTCCAGCAC AGCCTACATG CAACTGAGCA
GCCTGACATC TGAGGACTCT GCAGTCTATT ACTGTGCAAG ATATTATGAT
GATCATTACT GCCTTGACTA CTGGGGCCAA GGCACCACTC TCACAGTCTC
CTCAGCCARAA ACAACAGCCC CATCGGTCTA TCCACTGGCC CCTGTGTGTG
GAGATACAAC TGGCTCCTCG GTGACTCTAG GATGCCTGGT CAAGGGTTAT
TTCCCTGAGC CAGTGACCTT GACCTGGAAC TCTGGATCCC TGTCCAGTGG
TGTGCACACC TTCCCAGCTG TCCTGCAGTC TGACCTCTAC ACCCTCAGCA
GCTCAGTGAC TGTAACCTCG AGCACCTGGC CCAGCCAGTC CATCACCTGC
AATGTGGCCC ACCCGGCAAG CAGCACCAAG GTGGACAAGA AAATTGAGCC
CAGAGGGCCC ACAATCAAGC CCTGTCCTCC ATGCAAATGC CCAGCACCTA
ACCTCTTGGG TGGACCATCC GTCTTCATCT TCCCTCCAAA GATCAAGGAT
GTACTCATGA TCTCCCTGAG CCCCATAGTC ACATGTGTGG TGGTGGATGT
GAGCGAGGAT GACCCAGATG TCCAGATCAG CTGGTTTGTG AACAACGTGG
AAGTACACAC AGCTCAGACA CAAACCCATA GAGAGGATTA CAACAGTACT
CTCCGGGTGG TCAGTGCCCT CCCCATCCAG CACCAGGACT GGATGAGTGG
CAAGGAGTTC AAATGCAAGG TCAACAACAA AGACCTCCCA GCGCCCATCG
AGAGAACCAT CTCAAAACCC AAAGGGTCAG TAAGAGCTCC ACAGGTATAT
GTCTTGCCTC CACCAGAAGA AGAGATGACT AAGAAACAGG TCACTCTGAC
CTGCATGGTC ACAGACTTCA TGCCTGAAGA CATTTACGTG GAGTGGACCA
ACAACGGGAA AACAGAGCTA AACTACAAGA ACACTGAACC AGTCCTGGAC
TCTGATGGTT CTTACTTCAT GTACAGCAAG CTGAGAGTGG AAAAGAAGAA
CTGGGTGGAA AGAAATAGCT ACTCCTGTTC AGTGGTCCAC GAGGGTCTGC
ACAATCACCA CACGACTAAG AGCTTCTCCC GGACTCCGGG TAAATGAGCT
CAGCACCCAC AAAACTCTCA GGTCCAAAGA GACACCCACA CTCATCTCCA
TGCTTCCCTT GTATAAATAA AGCACCCAGC AATGCCTGGG ACCATGTAAA
ARAAAAAAAA AAAGGAATTC

2 (Q), édbra
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DNS szekvencidbdél szdrmazé OKT3 nehéz lanc fehér je szekvencia

1 MERHWIFLLL LSVTAGVHSQ VQLQQSGAEL ARPGASVKMS CKASGYTFTR
51 YTMHWVKQRP GQGLEWIGYI NPSRGYTNYN QKFKDKATLT TDKSSSTAYM
101 QLSSLTSEDS AVYYCARYYD DHYCLDYWGQ GTTLTVSSAK TTAPSVYPLA
151 PVCGDTTGSS VILGCLVKGY FPEPVILTWN SGSLSSGVHT FPAVLQSDLY
201 TLSSSVTVTS STWPSQSITC NVAHPASSTK VDKKIEPRGP TIKPCPPCKC
251 PAPNLLGGPS VFIFPPKIKD VLMISLSPIV TCVVVDVSED DPDVQISWFV
301 NNVEVHTAQT QTHREDYNST LRVVSALPIQ HQDWMSGKEF KCKVNNEKDLP
351 APIERTISKP KGSVRAPQVY VLPPPEEEMT KKQVTLTCMV TDFMPEDIYV
401 EWTNNGKTEL NYKNTEPVLD SDGSYFMYSK LRVEKKNWVE RNSYSCSVVH
451 EGLHNHHTTK SFSRTPGK#*

2(b) sbra
1 23 42
NN N N N N
CSOPORT TIPUS SBSpSPESssBSbSsSssPSPSPsPSsse*s*p*Pi~ISsSe
Cktivil QIVLTQSPAIMSASPGEKVIMTCSASS. SVSYMNWYQQKSGT
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIIKYLNWYQQTPGK
? 2
CDR1 (HUROK) kkkkhhh
CDR1 (KABAT) L2222 XX 22
56 85
N NN

CSOPORT TIPUS *IsiPpleesesssSBEsePsPSBSSEsPspsPsseesSPePb
Okt3ivl SPKRWIYDTSKLASGVPAEFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAAT
REI APKLLIYEASNLQAGVPSRFSGSGSGTDXTITISSLQPED_I_AT

? ?? ?2 02

x*x+k+2 CDR2 (HUROK/KABAT)

102 108
CSO0RT TIPUS piPIPies**iPIIsPPSPSPSS ]
okt3vl YYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINR 3. 4bra
REIV1 YYCQQYQSLPYTFGQGTKLOITR
22
ekl CDR3  (HuRoK)

Ak ke khh s CRD3 (KABAT)

24
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NN N 23 26 32 35 N39 43
CSOPORT TIPUS SESPs " SBssSS~sSSsSpSpSPsPSEbSBssBePiPIpiesss
Ookt3h QVQLQQOSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRYTMHWVKQRPGQ
KOL OVQLVESGGGYVQPGRSLRLSCEESGFIFSSYAMYWVRQAPGK
? ??
Rhkhkhh

CDR1 (HUROK)
kkkkt CDR] (KABAT)

52a 60 €5 NN N 82abc 89
CSOPORT TIPUSIIeIppp ssssssss”ps pSSsbSpseSsSseSp pSpsSBssS-ePb
Okt3vh GLEWIGYINPSRGYTNTNQK?XQKATLTTDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAV

KOL GLEWVAIIWDDGSDQHYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLRPEDTGV
2? 22?2 2 2 ?
Rkhkkhhbddhk CDR2 (HURUK)

kkkkkkkkkkkrrd**tws CDR2 (KABAT)

92 N 107 113
CSOPORT TIPUS PiPIEissssiiisssbibi*EIPIP#*spSBSS

Okt3vh YYCARYYDDHY.......CLDYWGQGTTLTVSS
KOL YECARDGGHGFCSSASCFGPDYWGQGTRVTIVSS
*kkksrdtskwndasr® CRD3 (KABAT/HUROK)

4. ibra

25
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nehéz 1ldnc CDR ojtvdnyok

1. gh341 és szdarmazékok

Okt3vh
gH341
gH341A

gH341E
gH341+
gH341%*
gH341D
gH341%*
gH341C

gH341%*
gH341%*
gH341B
gH341*
gH341*
gH341%
KOL

1 26 35 39 43
QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRY TMHWVKQRPGQ
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGYTFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGK

QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRYTMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSASGYTFTRY TMHWVRQAPGK
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCSASQYTEEB!TMHWVRQAPGK
QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCSSSGFIFSSYAMYWVRQAPGK

S(i).ébra
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JAl178
JA185

JA198
JA207
JA209
JA197
JA199
JA184

JA203
JA205
JAl183
JA204
JA206
JA208
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44 50 65 83
Okt3vh GLEWIGYINPSRGYTNYNQKFKDKATLTTDKSSSTAYMQLSSLT
gH341 GLEWVAYINPSRGYTNYNOKFKDRFTISRDNSKNTLFLOMDSLR JA178
gH341A GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLR JA185

gH341E GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLOMDSLR JA198
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKNTAFLQMDSLR JA207
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISRDNSKNTAFLOMDSLR JA209
gH341D GLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFTISTDKSKNTLFLQMDSLR JA197
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNQKVKDRFTISRDNSKNTLFLQMDSLR JA199
gH341C GLEWVAYINPSRGYTNYNOKFKDRFTISRDNSKNTLFLOMDSLR JA184

gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLR JA207
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLR JA205
gH341B GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKSTAFLQMDSLR JA1§3
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISIDKSKSTAFLQMDSLR JA204
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKSTAFLQMDSLR JA206
gH341* GLEWIGYINPSRGYTNYNOKVKDRFTISTDKSKNTAFLQMDSLR JA208
KOL GLEWVAIIWDDGSDQHYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMDSLR

5(”). adbra

27



Okt3vh
gH341
gH341A

gH341E
gH341%
gH341D
gH341*
gH341*
gH341C

gH341%*
gH341+*
gH341E
gH341%*
gH341%*
gH341¢x*
XOL

HU 215383 B
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84 95 102 113
SEDSAVYYCARYYDDHY. . .....CLDYRGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY.......CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY. ... ... CLDYWGQGTTLTVSS
SEDTGVYFCARYYDDEY. . . . .. . CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDEY. . . ... .CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY. . .. ...CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY. .. ....CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY....... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY. .. .... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY....... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDEY....... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTAVYYCARYYDDHY ... .... CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY. . . . ...CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDHY. . . . .. .CLDYWGQGTTLTVSS
PEDTGVYFCARYYDDEY. .. .... CLDYWGQGTTLTVSS

PEDTGVYFCARDGGHGFCSSASCFGPDYWGQGTPVTVSS

5(3“).ébra

28

JA178
JAl85

JAl98
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JA203
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OKT3 konnyii 14nc COR ojtas

1. gL221 g5 szirmazékai

1 24 34 42
Okt3vl QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASS.SVSYMNWYQQKSGT
glL221 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS, SVSYMNWYQQTPGK
gL221A  QIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS.SVSYMNWYQQTPGK
gL221B  QIVMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS.SVSYMNWYQQTPGK
gl221C  DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASS.SVSYMNWYQQTPGK
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDIIKYLNWYQQTPGK

43 50 56 85

Okt3vl  SPKRWIYDTSKLASGVPAHFRGSGSGTSYSLTISGMEAEDAAT
gL221 APKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
gL221A  APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
gL221B  APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
gL221C  APKRWIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT
REI APKLLIYEASNLQAGVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIAT

86 91 96 108
Okt3vl YYCQQWSSNPFTFGSGTKLEINR

gl221 YYCQOWSSNPFTFGQGTKLQITR
gL221A YYCQOWSSNPFTFGQGTKLQITR
gL221B YYCQQWSSNPFTFGQGTKLQITR
gL221C YYCQOWSSNPFTFGQGTKLQITR
REI YYCQQYQSLPYTFGQGTKLQITR

CDR alihuzva

A génben 1évd keretcsoportok kétszeresen aldhuzva.

G,ébra
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Blokkolds vizsgdlat
(kdzép csatorna - HP golydk)

200+ fluoreszcencia
W intenzitas

A —— 221CX185-1
B —&— 221CX197-
C —o— 221CX183-
D —e— 221CX 184"
E —0— 221CX 185-2

150

, . ,antitest
0 50 100 150 200 250 (ng/csB)

9 . dbra
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1O~ébra OKT3 - ojtott nehéz léncok
kotés vizsgdlat
200+ (kbzép csatorna - HP oalvik)
fluoreszcencia '
intenzitss —_— 14 X Wb
150 —s— 271C X 185
) —a— 221C X 199
) E —e— 221C X 205
) —o0— 221C X 207
50 —e— 221C X 208
[ —o— 221C X 209
{
0 4—————rrry rr——rrrer— == gntitest
1 1 10 100 1000 (ng/csd)
OKT3 - ojtott nehéz lancok
blokkolds vizsgédlat
200 (kbtzép csatorna - HP golyodk)
fluoreszcencia
intenzitds
150 - 141 X 144
—a— 221C X 185
- 221C X 199
100 ——o—  221C X 204
—— 221C X 205
50 —— 221C X 207
—e— 221C X 208
—— 221C X 209
O+ T T antitest
0 50 100 150 200 250 (ng/csB)
—— (205) ._,._,24.48,49,71.73.76,78.88.91,
—_— (208) 6,,-,24-‘8:‘9171)73 a--n78 [ JRIpY PR
Qe (20‘) s,_-,24948;49071,73)76.78;--5--0
—_—r “99) 6.23.24.481‘9\-—\——'-—c-——.——u—-n
—— (207) 6.23.24.‘08:49)71 173 ---)78 [y
—a— (185) 6,23,24.48,49,71,73,76.78,88,91,
—_— (209) 6)23,2[..1.8,109,__,__‘__,78,__,-_,
—¥— 141 X 144
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221C X 183
221C X 184
221C X 185
21C X 198
221C X 203
21C X 205
221C X 206

n'a'nbra OKT3 - ojtott nehéz léancok
kotés vizsgdlat
200 (kdzép csatorna - HP golydk)
{fluoreszcencia B.CD-E
s {intenzitas G A
0 B
4 o
1004 0
) E
] F
504 G
0 +—— ey T v
A 1 10 100 1
OKT3 - ojtott nehéz ldncok
blokkolds vizsgdlat
175 (ktizép csatorna - HP golydk)
fluoresz cencia ’
intenzitis A
B
- A C
B D
F E
G F
E &6
C
D

Y

o 50 100 150 200

e

258

antitest
000(ng/csd)

221C X 183
221C X 184
221C X 185
221C X 198
221C X 203
221C X 205

221C X 206

—+— (205)

—— (206)

—— (183) ey lB,49,71,73,76,78,88,91,
mvewr24,48,49,71,73,76,78,88,91,
—x— (184) 6.23,24 e ot s tm bbb =)

12 24,48,49,71,73,76,78, vy
—o— (203) 6,..,24,48,48,71,73,76.78,88,91,
—o— (185) 6,23,24.48,49,71.73,76,78,88,91,
—_— (198) 6.23.24.4&‘9-71-73.76.78.-_.-_.
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