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Eljaras mimotép szekvencia meghatarozasara
KIVONAT

A taldlmany targyat mimotdép szekvencidk meghatarozaséra
szolgadld eljaréasok képezik. A taldlmany szerinti eljarasok
alapjan ugy jarnak el, hogy

(a) vizsgdlandd szekvencidk random konyvtaradt hordozd

sziladrd hordozdét biztositanak, ahol a vizsgdlandd szek-

vencidk aminosav, monoszacharid vagy nukleotid épité-
elemek barmelyikébdsl éplilnek fel;

(b) a konyvtdr minden egyes vizsgalandd szekvencidjénak

aktivitidsat meghatédrozzak a receptorral szemben;

(c) azonositanak egy vizsgadlandd szekvencidt, amely
adott pozicidban olyan épitéelemet tartalmaz, amely - a (b)
lépés eredményei szerint - az adott pozicidéban kedvezd ha-
tast, majd az eljarast a kivant aktivitédsu mimotdp szekven-
cia azonositasaig ismétlik. A taldlmany szerinti eljéarés
soran a vizsgalandd szekvencidk koényvtaradt minikadrtyédn vagy
lapos hordozdé kbdzegen régzitve biztositjak.

A taldlmény targyat képezik a taldlmany szerinti elja-

ras alkalmazasaval azonositott mimotdédp szekvencidk is.
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Aktaszamunk: 94515-480/PA
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Eljaras mimotdép szekvencia meghatarozasara

A taldlmadny tdrgyat mimotdép szekvencidk meghatarozasara
szolgald eljarasok képezik. A taldlmany szerinti eljarasok
alapjan ugy jarunk el, hogy

(a) vizsgdlanddé szekvencidk random konyvtarat hordozé

szildrd hordozdét biztositunk, ahol a vizsgédlanddé szek-

vencidk aminosav, monoszacharid vagy nukleotid épité-
elemek barmelyikébdél épililnek fel;

(b) a kényvtar minden egyes vizsgadlandé szekvencidjénak

aktivitadsat meghatdrozzuk a receptorral szemben;

(c) azonositunk egy vizsgdlandd szekvenciat, amely
adott pozicidéban olyan épitdelemet tartalmaz, amely - a (b)
lépés eredményei szerint - az adott pozicidban kedvezd ha-
tasu, majd az eljarast a kivant aktivitasu mimotép szekven-
cia azonositasaig ismételjiik. A taldlmany szerinti eljarés
soran a vizsgilanddé szekvenciak konyvtarat minikartyan vagy
lapos hordozd kbzegen rogzitve biztositjuk.

A taldlmany targyat képezik a taldlmény szerinti elja-
ras alkalmazasaval azonositott mimotép szekvencidk is.

Napjainkban a random eloszlasos konyvtarakat széles
kdrben alkalmazzadk vezérmolekuldk azonositdsara a diagnosz-
tikdban, a gydégyhatasu termékek és a vakcinak eldallitaséa-
ban. Amikor a vezérmolekula peptid, a vezérmolekuldk azono-
sitidsdban alkalmazott mdbédszereket gyakran mint pepszken

mdédszerek emlitik.

Aktaszamunk: 94515-480/PA
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A pepszken mdédszerek a nyolcvanas évek elejétdl ismer-
tek. Az ezen mdédszerek mogott fellelhetd alapvetd elmélet
az EP-A-0 138 855 és az EP-A-0 190 205 szabadalmakban ke-
rilt leiréasra.

A random eloszlasos konyvtarak szkrinelésének két sar-
kalatos aspektusa azok mérete - azaz hany kiilonbdzd vegyl-
letre van sziikség egy vezérmolekula azonositasara - vala-
mint a vezérmolekula szerkezetének vagy szekvencidjénak az
optimalizalasdra szolgdld moédszer. A legtébb, az irodalom-
ban leirésra keriilt médszer - Ugy tlnik - azon az Otleten
alapul, hogy minél nagyobb a random eloszlasos kényvtar,
annal nagyobb annak az esélye, hogy jé vezérmolekulat ta-
lalhatunk benne.

Az aspektus, amely szerint az ismert mdédszerek a legin-
kdbb eltérnek egymastdl, a vezérmolekula optimalizalasanak
a moédszere. Miutédn a random eloszlésos konyvtarat megszin-
tetizaltak, ez vizsgadlhatd a kivant aktivitasra. Természe-
tesen lehetdség van arra is, hogy vezérmolekuldnak egysze-
rien a random eloszlasos konyvtar azon tagjat valasszuk,
amely a legnagyobb értéket mutatja a kivant aktivitas szem-
pontjabél. Azonban a legtdbb médszer tartalmaz lépéseket az
adott, a legnagyobb aktivitast mutatdé tag szerkezetének op-
timalizdlasara annak érdekében, hogy egy még magasabb akti-
vitdst mutatd vezérmolekuldhoz jussunk.

Minipepszken konyvtarakat - amelyek csupdn néhany ezer
peptidb8l &lltak - alkalmaztak vezérmolekuldk azonositasa-
ra, amelyeket ezt kovetden gyorsan optimalizaltak olyan mo-

lekulakra, amelyek aktivitdsa hasonld volt azon molekulak



aktivitasdhoz, amelyhez viszont tobb millidé vegyliletet tar-
talmazd konyvtarakbél kiindulva jutottak. Ezekr&l Slootsra
és munkatdrsai szadmoltak be [Slootstra és mtsai.: Molecular
Diversity 1 87 (1995b) wvalamint Slootstra és mtsai.: J.
Mol. Recogn. 10 217 (1997)]. Ezekben a cikkekben bemutat-
tdk, hogy a pepszken alapu optimalizalasi eljarasokkal kom-
bindlt kisméretd konyvtlrak értékes eszkozdknek tekinthetdk
vezérmolekuldk azonositéasadra és optimalizaléasara.

A taldlmény targyat képezi egy javitott eljaras vezér-
molekula azonositdsara és optimalizaléasara.

Azt talaltuk, hogy a taldlmany targyat képezd javitott
médszert ugy tudjuk megvalédédsitani, ha ismert vizsgadlandd
molekuldkat tartalmazé konyvtarbédl indulunk ki, kiértékel-
jik a konyvtar aktivitdsat, és a legmagasabb aktivitast mu-
tatdé néhadny vizsgdlandd molekula strukturdjat optimalizal-
juk oly mbédon, hogy a vizsgdlt molekuldk minden egyes épi-
tSelemét mdédszeresen kicseréljiuk az Osszes tobbi elképzel-
heté épitéelemre.

A taldlmény targyat képezi tehdt egy eljdréds receptor
mimotdép szekvencidjanak meghatédrozasdra, amelynek sorédn az
alabbi lépéseket hajtjuk végre:

(a) vizsgadlandd szekvenciak konyvtaradt biztositjuk;

(b) a konyvtarban minden egyes vizsgalandd szekvencia
aktivitidsadt meghatdrozzuk a receptorral szemben;

(c) vizsgadlanddé szekvenciadt azonositunk, amely adott
pozicibéban olyan épitéelemet tartalmaz, amely - a (b) pont-

ban kapott eredmények szerint - az adott pozicidban eld-

nyos;
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(d) a vizsgadlanddé szekvencidk egy kovetkezd konyvtarat
biztositjuk - amely a (c) pont szerint azonositott vizsgéa-
landd szekvencian alapul - oly médon, hogy az azonositott
vizsgalandd szekvencia kivalasztott pozicidéiban egy épité-
elemet kivélasztott épitéelemekkel helyettesitiink;

(e) a (d) pont szerint biztositott konyvtadrban minden
egyes vizsgdlandé szekvencia aktivitasat meghatarozzuk a

receptorral szemben;

(f) wvizsgadlandd szekvenciat azonositunk, amely adott

pozicidéban olyan épitdelemet tartalmaz, amely - az (e)
pontban kapott eredmények szerint - az adott pozicidban
elényds;

(g) a vizsgadlandd szekvenciak (d) pont szerint biztosi-
tott konyvtardra megismételjik a (d)-(f) 1lépéseket, annyi
cikluson keresztiil, amely elegendé az (f) lépésben a recep-
torral szemben megfeleld aktivitadst mutatd mimotdp szekven-
cia azonositaséahoz.

Azt taldltuk, hogy az eljaras - kényelmesen megvaldsit-
haté médon - egy, a kivant receptorral szemben nagyon magas
kotési affinitast mutatdé mimotdép szekvencidt eredményez.
Bizonyos esetekben - ahol a pontos epitdép (azaz egy antigén
antitesthez torténd kotédését biztositd részleges szekven-
cidja) ismert - azt taldltuk, hogy az eljards mar néhany
lépésben az epitdép pontos szerkezetéhez vezetett.

A taldlmény szerint egy receptorhoz tartozdé mimotdp
szekvenciat hatdrozunk meg. Ebben az értelemben mimotép
szekvencia alatt olyan molekulat értiink, amely adott recep-

tor jelenlétében meghatarozott, minimalis, kivant aktivi-
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tdst mutat. Ennek példadjaul szolgadlhat adott antitesthez
tartozé antigén epitdép szekvencidjdnak a meghatérozésa.
Azonban néhény esetben az is elegendd lehet, ha utéanozzuk a
pontos epitépot és a megtalalt molekula valamivel gyengébb
kot8dési erd8sséget mutat a receptorral szemben.

A mimotdép szekvencia varhatdan adott szami épitdelembdl
4116 molekula lesz, ahol az épitbelemek szama és sorrendje
szabalyozza a molekula tulajdonsdgait. A taldlmany szerint
eljarva meghatdrozhaté mimotdép szekvencia tipusokra példaul
szolgadlhatnak peptidek - kivant esetben ezekhez szteroid
vagy szacharid-jellegl strukturédk kapcsolddhatnak - szacha-
ridok, DNS (oligonukleotidok), és PNS (peptid-szerili nukle-
insavak). Igy az épitSelem az aldbbiak barmelyike lehet:
aminosavak (mind a természetes eredetll és a nem természetes
aminosavak), monoszacharidok és nukleotidok.

A receptor - amelyhez a taldalmany szerint mimotédép szek-
vencidkat hatadrozunk meg - barmely vegylilet, készitmény,
mikroorganizmus vagy szdvet minta lehet, amelyekkel szemben
a mimotdép szekvencidk egy tipusa barmilyen szintli mérhetd
aktivitast mutat, mint példaul a kotési aktivitas. A recep-

torokra megfeleld példaul szolgdlhatnak antitestek (mind

monoklonalis és poliklonalis antitestek), fehérjék - mint
példadul enzimek - sejtek, hormon receptorok és mikroorga-
nizmusok.

A taladlmény szerinti eljaras elsé lépése sordn vizsga-
landé szekvencidk konyvtaradt biztositjuk. Természetesen
ezek a vizsgdlandd szekvencidk azonos tipusu vagy azonos

osztédlyba sorolhatdé épitdelemekbdl &llnak, mint a célként
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kivalasztott mimotép szekvencia. Elénydsen a vizsgalandd
szekvencidk ismertek azon értelemben, hogy - bar ezek
random médon valaszthatdk ki - az Osszetételilk és struktu-
rdjuk ismert. Ez elérhetdé 1nUgy, hogy példaul adott szamu
szekvenciat generalunk manudlis Gton vagy szamitdgéppel és
az igy kapott szekvencidkat megszintetizaljuk. Lehetséges
tovdbba, hogy a vizsgadlanddé szekvenciak konyvtarat egy
olyan vegyiiletbdl szarmaztatjuk, amelyrdl ismert, hogy eld-
nyds aktivitast mutat a receptor irényadban. Elvileg a vizs-
galandd szekvencidk kivalasztdsdra alkalmas barmely ismert
eljarés felhasznalhatdé a konyvtar kialakitéasara.

A vizsgédlandd szekvencidk hossza fiigg a szekvencidkat
alkotd épitdelemek jellegétdl, a receptor jellegétdl és az
adott receptorral szemben mutatott kivant aktivitastél. A
legtdbb célnak a 3 és 20 épitdelem kozti hossz megfeleld
lesz.

A kobnyvtarat alkotd vizsgdlandd szekvencidk széma ele-
gend8 nagy legyen ahhoz, hogy megfeleld mennyiségl adatot
biztositson egy jé mimotdép szekvencia eléréséhez elfogadha-
té szamu lépés/ciklus alatt. Ugyanakkor az adott szam elég
kicsi legyen ahhoz, hogy biztositsa a kapott adatok megfe-
lelden kényelmes kezelését. Altaldban a vizsgdlandd szek-
venciak szama a konyvtarban 500 és 100,000 kozotti, eldnyo-
sen 1,000 és 10,000 kozotti.

A kivant szému vizsgdlandd szekvencia létrehozédsa utéan
a vizsgalanddé szekvencidkat megszintefizélhatjuk. Ezt bar-
milyen ismert eljards alapjan elvégezhetjik, példaul ahogy

az Slootstra és munkatarsai leirtdk [Slootstra és mtsai.:
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Molecular Diversity 1 87 (1995b)]. Természetesen az is el-
képzelhet8, hogy egy mar elkésziilt koényvtart alkalmazunk,
példaul azért, mert a jelen eljarads egy koradbbi lefuttatéasa
soran mar felhasznaltuk. Ebben az esetben nem kell megszin-
tetizdlni a vizsgdlandé szekvencidkat.

Kényelmi szempontokbdl a vizsgdlandd szekvencidkat els-
ny6sen egy minikartya vagy egy lapos hordozé kézeg alkalma-
zasaval szintetiz&ljuk meg, ahogyan azt kordbban mar leir-
tak a 10.019703 azonositdészamu holland szabadalmi bejelen-
tésben.

A taladlmany szerinti eljarads masodik lépésében meghata-
rozzuk a konyvtar minden egyes vizsgdlanddé szekvenciajanak
aktivitasat a receptorral szemben. Ezen meghatdrozas kivi-
telezésének mdébdja filigg a mimotdp szekvencia és a megcélzott
receptor kozo6tti specifikus k&lcsonhatastél, a receptor
természetétdl és a mimotdp szekvencia épitdelemeinek jelle-
gétdl. Igy példaul, amikor a kivant aktivitas a mimotép
szekvencia receptorhoz toérténé kotddése, és a mimotdp szek-
vencia peptid tovadbbad a receptor monoklondlis antitest, a
meghatarozas megfelelden elvégezhetd ELISA vizsgdlati elja-
rds segitségével, mind oldatban vagy szildrd hordozén. To-
vabbi megfeleld aktivitds meghatdrozé eljarasok lehetnek a
kovetkezdk: BIACORE és AFM (,Atomic Force Microscope”,
atom-erd mikroszkép). A szakember feltételezhetden képes a
megfeleld aktivitds meghatdrozé eljarads kivalasztasara

adott receptor esetére a mimotdp szekvencia jellegétdl fiig-

gben.
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A konyvtar vizsgdlt szekvencidi aktivitasanak meghata-
rozasa eredményeként legaldbb egy vizsgalt szekvenciat ki-
valasztunk, amely a taladlmany szerinti eljaras tovabbi lé-
péseinek alapjat fogja képezni. A legalabb egy vizsgalt
szekvenciat - a taldlmanynak megfelelden - oly mébdon va-
lasztjuk ki, hogy adott pozicidéban az aktivitas meghataro-
z4s eredmények alapjadn olyan épitdelemet tartalmaz, amely
az adott pozicidéban elényds. Ebben a megkdzelitésben az
,egy bizonyos pozicidéban az adott helyen eldnyds épitdelem”
kifejezés alatt azt értjik, hogy az adott helyen az adott
épitS elemet tartalmazé vizsgadlanddé szekvenciak nagy akti-
vitast mutatnak a receptorral szemben, a tovabbi talalt ak-
tivitadsokhoz viszonyitva.

Lehetséges, hogy a legaldbb egy azonositott vizsgalt
szekvencia aktivitasat megvizsgadljuk a receptorral szemben
mutatott aktivitdsara és oOnmagdban is magas aktivitast mu-
tat a tovabbi talalt aktivitdsokhoz viszonyitva.

Elképzelhetd tovdbbad az 1is, hogy az azonositott lega-
14bb egy vizsgalt szekvenciat onmagat nem vizsgaltuk. Ez a
kdvetkezd moédon magyarazhaté. Példaul megfigyelhettiik azt,
hogy egy vizsgalt szekvencia - amely a 2. pozicidban az A
épitSelemet tartalmazza - nagyon magas aktivitast mutat a
receptorral szemben. Megfigyelhettilk tovabba azt is, hogy
egy vizsgalt szekvencia - amely a 4. pozicidéban a B épitdé-
elemet tartalmazza - ugyancsak nagyon magas aktivitast mu-
tat a receptorral szemben. Az azonositandd legalabb egy
vizsgalandé szekvencia ekkor lehet az a szekvencia, amely a

2. poziciéban az A, és a 4. pozicibban a B épitdelemet tar-
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talmazza. Ugyanakkor kénnyen megeshet, hogy ezt a szekven-
ciadt dnmagat még nem vizsgaltuk a receptorral szemben muta-
tott aktivitésara.

Altalédnossagban az azonositott vizsgadlandd szekvencidk
szama - amelyekre a taldlmdny szerinti eljaras tovabbi lé-
péseit alapozzuk - 1 és 150 kozott lehet. Nagyobb szamd ki-
valasztott vizsgadlandd szekvencia jobb eredményekhez vezet,
de aranyosan nehezebben kezelheté lesz. Eldnydsen az emli-
tett szam 1 és 25 kozott lehet. A szakember feltételezhetd-
en képes meghatdrozni a kivalasztasra kerild vizsgalandd
szekvenciak szamat, az eljaras eredményének kivant mindse-
géts8l és az eljaras kivitelezéséhez rendelkezésre 4116 le-
het8ségektsl fiiggden.

Az azonositott vizsgdlanddé szekvencidkra alapozva egy
kévetkezd vizsgalandd szekvencia koényvtadrat hozunk létre
ugynevezett helyettesitéses analizis alkalmazasaval. Ezt
agy végezziik el, hogy az azonositott vizsgdlandé szekvenci-
ak egyes pozicidéiban az épitdelemeket valtoztatjuk meg,
azaz példaul az azonositott vizsgalt szekvencia kivalasz-
tott poziciéiban egy épitdelemet kivalasztott épitdelemek-
kel cseréliink fel.

tgy példaul a legegyszerlbb esetben a helyettesitéses
analizist a kovetkezd mdédon hajtjuk végre. Abban az eset-
ben, ha a vizsgadlandé szekvencidk természetben eldforduld
aminosavakb6l allé dodekapeptidek, elsének az egyik kiva-
lasztott dodekapeptid els8 pozicidéjaban taldlhatd épitdele-
met cserélhetjilk ki a husz természetben eléforduld aminosav

mindegyikére, amely igy 20 uj vizsgalandd szekvenciat ered-
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ményez. Ezt megismételjiik a dodekapeptid minden egyes pozi-
ciéjara, amely igy 20 x 12 = 240 vizsgdlandd szekvenciéat
eredményez. Ezen 240 szekvencia koézott az eredeti dodeka-
peptid 12 példanyban taldlhatdé meg. Ezt az eljarast minden
egyes kivalasztott dodekapeptiden megismételjiik. Igy egy
kovetkez$ konyvtart hozunk létre, amely 240—-3600 uj vizsga-
landé szekvenciat tartalmaz.

Ennek a helyettesitéses analizisnek bonyolultabb formai
is megvaldésithatok, példaul ugy, hogy lehetdvé tessziik
adott épitdelemek kicserélését épitdSelemek csoportjaival
(azaz példaul egy aminosavat két vagy tobb aminosavra cse-
réliink) . Altalanossagban egy ilyen cserét tobb épitdelemmel
esetlegesen alkalmazunk. Elényésen az eljaras kidlonbozé
ciklusainak legaldbb egy helyettesitéses analizise soran
legalabb egy épitSelemet épitdelemek csoportjaval cseréliink
ki. Figyelmet kell forditani arra is, hogy az egyes helyet-
tesitéses analizisek soran ne vigylink be tul sok tobbszoros
épitSelemet, mert ebben az esetben felléphetnek a szekven-
cia hosszaval kapcsolatos problémak. Ugyanezen ok miatt a
tobbszdrds épitéelem csoport eldnydsen lehetdéleg ne legyen
tul hosszu. A szakember - a szakteriileten szerzett tapasz-
talatai alapjan - feltételezhetden el tudja ddénteni milyen
méretd és szamu tobbszdrds épitdelemek vihetdk be.

Elképzelheté tovabba az is, hogy a helyettesitéses ana-
lizis soran egy épitdelemet kihagyunk. Ebben az esetben a
szekvencia egy épitdelemmel rovidebb lesz. Egyértelml, hogy
nem ajanlatos tul sok épitSelemet egyszerre kihagyni, mert

ez egy nemkivénatos révid (vagy nem létezd) wvizsgalandd



szekvencidt eredményezhet. A szakember feltételezhetden ké-
pes annak eldontésére, hogy mikor és melyik pozicidban le-
het elényds egy kihagyas a vizsgalt szekvenciéban.

Elképzelhetd tovabba az is, hogy a helyettesitéses ana-
lizis soréan csak kivalasztott épitdelemek bevitelét engedé-
lyezziik, vagy csak kivalasztott pozicidkban taladlhatd épi-
tdelemeket cserélink a vizsgalt szekvenciakban. Egyes ese-
tekben eldnyds bizonyos épitdelemek megtartdsa adott pozi-
cidkban, példaul annak érdekében, hogy a vizsgalandd szek-
vencia egy kivant haromdimenzidés szerkezetét fenn tudjuk
tartani. A helyettesitéses analizis ilyen megvaldsitasi
médjanak egy eldénye az, hogy a 1létrehozott vizsgdlandd
szekvencidk ©sszes szama korlatozott. Altaladnossagban azon-
ban, ha a vizsgadlandé szekvencia minden egyes pozicibéjéban
az épitéelemeket az Osszes lehetséges épitSelemmel felcse-
réljik, akkor biztositjuk a kivant haromdimenzidés szerke-
zettel rendelkezd vizsgdlandd szekvencidkat is. Ahogyan ezt
mar korabban emlitettik, a szakember szadmara ismertnek teé-
telezheté fel, hogy milyen esetekben érdemes a kicserélést
csak bizonyos pozicidkban elvégezni. A szakember tovabba
azt is meg tudja hatéarozni, hogy ez mely pozicidkra 4ll
fenn, tovabba milyen épitdelemek alkalmazhatdk a kicserélés
soran és mely épitd elemeket jobb nem haszndlni a kicseré-
lés soran (az adott pozicidéra nézve).

A kovetkezd konyvtar vizsgadlandd szekvencidit - amelye-
ket a legaldbb egy azonositott vizsgadlandé szekvencia he-
lyettesitéses analizise alapjan hoztunk létre - megvizsgal-

juk a receptorral szemben mutatott aktivitdsukra. Abban az
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esetben, ha ezen konyvtar vizsgalt szekvenciai kozott ta-
ladlhatd egy, a receptorral szemben megfeleld aktivitast mu-
tatd vizsgadlt szekvencia, az eljarast befejezziik és megkap-
juk a kivant mimotdép szekvencidt. Egyértelmd, hogy az akti-
vitads tipusatdl, a receptortdl, a mimotdp szekvenciatdl és
a mimotdép szekvencia kivant alkalmazasatél figg, hogy egy
adott aktivitadst megfeleldének tekintilink-e. A korilmények
ismeretében a szakember feltételezhetdden meg tudja valasz-
tani a kivant aktivitas kiliszobértékét.

Abban az esetben, ha egyetlen vizsgdlt szekvencia sem
mutat megfeleld aktivitdst a receptorral szemben, egy to-
vabbi ciklust hajtunk végre. A taldlmany szerint eldénydsen
legaldbb két ciklust, és igy két helyettesitéses analizist
végziink el. Igy a vizsgalandé szekvencidk egy koévetkezd
konyvtarat hozzuk létre, az elézé konyvtar 10-15 legnagyobb
aktivitdst mutatdé vizsgdlt szekvencidjara alapozva, ahogyan
ezt fentebb leirtuk. Ezen kovetkezd konyvtadr vizsgalandd
szekvenciadinak az aktivitasat meghatéarozzuk, és igy tovabb.

A kivitelezendd ciklusok szama fligg a receptorhoz kere-
sett mimotdép szekvencia aktivitésdnak kivant fokatdl. Ko-
riilbeliil 4500 random dodekapeptidb&l kiindulva, azt taldl-
tuk, hogy kevesebb mint harom ciklus alatt eljuthatunk egy
monoklondlis antitest pontos epitdp szekvenciajahoz.

A taldlmany egy eldényds megvaldésitasi médja szerint el-
jarva, adott receptorral szemben a vizsgadlanddé szekvencidk
aktivitidsanak meghatdrozadsdhoz az alkalmazott receptor
mennyiségét ciklusonként csékkentettik. Azt talaltuk, hogy

azon épitéelemek, amelyek az elséd ciklusban létfontossagu-



nak tlintek, a tovabbi ciklusok soran fontossagukat elve-
szithetik. Masképpen megfogalmazva, az emlitett elsé ciklus
soradn taladlhatunk egy lokalis optimumot, amelyet egy kovet-
kez& ciklusban, vagy a kovetkezd ciklusokban atléphetiink.
Azt talaltuk, hogy a vizsgadlanddé szekvenciak aktivitasénak
meghatdrozdsdban alkalmazott receptor mennyiségének csok-
kentése segit az ilyen lokalis optimumok atlépésében. E18-
nyosen egy konyvtarban a vizsgadlandd szekvenciak aktivita-
sanak meghatadrozasahoz alkalmazott receptor mennyiségét 50-
1000 kozdtti faktorral csokkentjiik, elénydsebben 10-100 ko-
z6tti faktorral csokkentjik.

A taldlmany megvaldsitési médjait az alabb kovetkezd,
nem korlatozdé értelemben vett példak segitségével részlete-

iben is bemutatjuk.

Példak:

Az alabbiakban megadott példédk a taldlmény szerinti op-
timalizalasi moédszer hat valtozatat mutatjidk be, amelyeket
sikeresen alkalmaztunk vezérpeptidek esetében, amely vezér-
peptideket peptidek, fehérjék, virusok, baktériumok, cukrok
és szteroidok ellen termeltetett antitestek (monoklonalis
és poliklondlis) segitségével azonositottunk kilénbdzd ti-
pusu peptid kényvtarakbdél. Belathatd, hogy tovabbi variaci-
6k is lehetségesek. Az ezen variacidkat szabalyozd alapelv
a helyettesitéses analizisek megismétlése egy vagy toébb
vezérpeptiden. Igy a helyi minimumokat kivédhetjik és

epitépokat illetve mimotdpokat azonosithatunk.
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Anyagok és moédszerek:

Minikartya konyvtarak szintézise és szkrinelése (az 1.,
2., 5. és 6. példakban keriil alkalmazasra):

A 20 természetes eredetd L-aminosav alkalmazasaval 4550
random dodekapeptidet (12-mer) hoztunk létre random generéa-
tor segitségével, amely programot Quick Basic programnyel-
ven irtunk meg, és egy 486DX2 (66 MHz) gépen fut. Ebben a
kédnyvtarban minden egyes aminosav gyakorisaga korilbelil
5%. Ezt a szekvencia csoportot alkalmaztuk tovabbi konyvta-
rak megtervezéséhez is. Ezek k&éziil az egyikben az 0&sszes
szekvencia a D-aminosav formdban van, egy masikban a 2. és
11. pozicidét cisztein foglalja el, és a harmadikban a 3. és
10. pozicidban taldlhatdé cisztein. Az utdbbi kettd célja
egy diszulfid hid bevitele a peptidbe, ennek kévetkeztében
a peptid hurok format vesz fel. Itt nagyon fontos az, hogy
az aminosavak szekvencidja a ciszteineken kivil és belil
megegyezik az elsé 4550 dodekapeptidbdél alld csoport szek-
venciajaval. Ezen a mdédon ezeknek a dodekapeptid csoportok-
nak az aktivitédsa Osszehasonlithaté. Az 1. példa azokat az
eredményeket irja le, amelyeket azzal a szintetikus peptid
kényvtarral értink el, ahol a 3. és 10. pozicidban cisztein
taldlhaté. A 2. példa a 4550 random dodekapeptidbél (12-
mer) &ll16 szintetikus peptid koényvtarral elért eredményeket
irja le, azaz ahol nem hasznaltunk ciszteint, vagy barmi-
lyen mas részegységet.

A konyvtdrak szintézisére és szkrinelésére hitelkartya
formadtumi mini-PEPSCAN kA&rtyakat alkalmaztunk (455 peptid/-

kartya) a koradbban leirtak szerint [Slootstra és mtsai.,
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(1995b)]. Az 1. példadban egy enzim-kapcsolt PEPSCAN alapu
immunolégiail vizsgalati eljards segitségével (ELISA) vizs-
galtuk a 26/9 monoklonalis antitest kétddését az egyes pep-
tidekhez. A 26/9 monoklondlis antitestet mar korébban leir-
tdk (Wilson és mtsai., (1984); Rini és mtsai., (1992);
Churchill és mtsai., (1994)]. A 26/9 monoklondlis antites-
tet az influenza virus (X47:HAl) hemagglutinin fehérje
HA175-110 peptidje ellen termeltették [Wilson és mtsai.,
(1984) 1.

Az 1. példa szerint a kovalensen kotott peptideket tar-
talmazé 455-1yukas hitelkdrtya formdtumi polietilén kartyéa-
kat a 26/9 antitesttel inkubaltuk (100 pg/ml). Moséas utén a
peptideket nyul eredetd anti-egér peroxiddzzal inkubaltuk

(rampo, 1/1000 higitéas; Dakopatts; 1 6éraig 25 °C-on), majd

ezt kovetden - mosds utan - hozzdadtuk a peroxiddz szub-
sztratot - 2,2'-azino-di-3-etil-benztiazolin-szulfondat,
(ABTS) - és 2 ul/ml 3% H,0,-t. Egy 6ra eltelte utidn megmér-

tik a szin megjelenést. Az ELISA szin kialakuléasanak
mennyiségi meghatarozdsat CCD-kamera és képfeldolgozdé rend-
szer segitségével végeztilk. Az elrendezés egy CCD-kamerabdl
és egy 55 mm-es lencsébdl (Sony CCD Video Camera XC-77RR,
Nikon micro-nikkor 55 mm £f/2,8 lencse), kamera adapterbdl
(Sony Camera adaptor DC-77RR) és a TIM képfeldolgozd szoft-
ver csomagbdél (3.36 verzid; Difa Measuring Systems, Norvé-
gia) &ll. A TIM egy 486DX2 (50 MHz) szamitdégép rendszeren
fut.

A dodekapeptid konyvtarat - amely a 4550 random dodeka-

peptidbdl 4ll1 - viszonylag magas antitest koncentréacidé mel-
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lett (100 pg/ml, gyakrabban 10 pug/ml; lasd a 2-6. példak-
ban) szkrineljiik. Ez a koncentracié kériilbeliil két nagysag-
renddel nagyobb azon koncentracidénal, ami ELISA esetében a
természetes eredetd epitdp peptiddel a maximalis kotési ak-
tivitds eléréséhez szilikséges koncentracidé (az adatok nem
kertltek bemutatdsra). A 100 pg/ml koncentraciét azért al-
kalmaztuk, hogy sok koté peptidet kapjunk a 4550 random
dodekapeptid kis csoportjabdl. Kordbbi vizsgalatok azt mu-
tattak, hogy egy ilyen stratégia - kedvezdtlen jel-zaj vi-
szony létrejotte nélkiil - tobb szadz koté peptidhez vezet-
het, amelyek a természetes eredetl epité6p kisebb linedris
vagy nem-linedris ©részeire hasonlitanak [Slootstra és
mtsai., (1995b); Slootstra és mtsai., (1997)].

Tovabbi pepszken koényvtarak szintézise és szkrinelése
(a 4. példaban keritl alkalmazasra):

A random mini-pepszken koényvtarakon tul, mimotdép szek-
venciakat azonosithatunk standard pepszken kényvtarakbdl
is. Ezek a kényvtarak tartalmazzdk az Osszes atfedd 1l2-mert
(vagy rovidebb/hosszabb szekvencidkat), amely lefedi egy
ismert fehérje linedris szekvencidjat (Slootstra és mtsai.,
(1995a)].

Nem-pepszken koényvtarak szintézise és szkrinelése (a 3.
és 6. példakban kertil alkalmazasra):

Vezérpeptidek szarmaztathatédk méas tipusui kényvtarakbdl
is, mint példaul fag-display konyvtarakbdl.

Vezérmolekuldk szekvencia analizise (az 5. példaban ke-

ril alkalmazéasra):
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Mind a 4550 dodekapeptidet rangsoroltuk a kotési akti-
vitdsuk szerint. A rangsorolds szerint konszenzus szekven-
cidkat és részegységeket azonositottunk. A vezérmolekuldk
kezdeti optimalizdlasi eljarédsait - amelyek soran csak az
elsd 50 molekula szekvencidjat alkalmazzadk - korédbban mar
Slootstra .és munkatdrsai lek6zolték [Slootsra és mtsai.,
(1995b); (1997)]. A taldlmany szerinti eljards mind a 4550
szekvenciadt felhasznalja. Els& lépésként az onmagukban alld
aminosavak, az OO dipeptid részegységek, az OXO dipeptid
részegységek és az OXXO dipeptid részegységek gyakorisagat
és/vagy eloszlasadt hatdrozzuk meg Microsoft Excel 4.0
szoftver alkalmazasaval (,0” jelenti a 20 természetes ere-
detli L-aminosav barmelyikét; ,X” barmilyen aminosav). Maso-
dik lépésként az aminosavak tulajdonsagait (hidrofdébicités,
toltés, stb.) belevesszik az analizisbe. Harmadik lépésként
az Osszes ilyen adatot felhaszné&ljuk az elsé 10-50 vezérmo-
lekula aktivitésénak optimalizalasdhoz. Ezt gy végezziik
el, hogy az aktivitast gatld épitdelemeket kicseréljik és
az aktivitast javitd épitdelemeket illesztiink be.

A taldlmény szerinti szekvencia analizis médszer javit-
ja a vezérmolekuldk aktivitasat a konyvtart alkotd Osszes
szekvencia részegység analizise utjan.

Helyettesitéses analizis (az 1., 2., 3., 4., 5. és 6.
példakban keriil alkalmazasra):

Egy helyettesitéses analizis soradan a vezérpeptidek
szubsztitucidés analdgjai egy teljes sorozatanak - ahol min-
den egyes pozicidét a tovabbi 19 természetes eredetd L-ami-

nosavval helyettesitiink - kotési aktivitadsat részletesen
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megvizsgaljuk. Tovabba az 1is elképzelhets, hogy a 20 D-
aminosavat és hasonldéképpen tovabbi, rendelkezésre 4lldé nem
természetes eredetl aminosavakat alkalmazunk. Azon szubsz-
titucidkat, amelyek megemelkedett kotési aktivitast eredmé-
nyeznek Uj épitdelem szekvencidkkéd kombinéljuk. Ezeket az
uj szekvencidkat Ujra vizsgadljuk egy masodik helyettesitési
analizis sordn. Amennyiben szlikséges, tovabbi helyettesité-
ses analizis forduldkat hajtunk végre. Mindegyik helyette-
sitéses analizis forduld utédn az antitest (vagy mads oldhaté
receptor) koncentracidéjat csokkenthetjik, hogy maximalis
kotési aktivitdst érjunk el (azaz példaul 100 pg/ml-rél
0,01 pg/ml-re csokkentjik a helyettesitéses analizis két

forduldéja utan, ahogyan ezt az 1. példdban bemutatjuk).

Irodalmi hivatkozasok:
Churchill M. és mtsai.: Crystal structure of a peptide
complex of anti-influenza peptide antibody Fab 26/9 [J.

Mol. Biol. 241 534 (1994)].

Rini J. és mtsai.: Structural evidence for induced fit
as a mechanism for antibody-antigen interaction [Science
255 959 (1992)].

Slootstra J. és mtsai.: Possible active site of the
sweet-tasting protein thaumatin [Chemical Senses 20 535
(1995a)].

Slootstra J. és mtsai.: Structural aspects of antibody-
antigen interaction revealed through small random peptide

libraries [Molecular Diversity 1 87 (1995b)].



Slootstra J. és mtsai.: Identification of new tag
sequences with differential and selective recognition
properties for the anti-FLAG monoclonal antibodies M1, M2
and M5 [Molecular Diversity 2 156 (1996)].

Slootstra J. és mtsai.: Screening of a small set of
random peptides: A new strategy to identify peptides that
mimic epitopes [J. Mol. Recog. 10 219 (1997)].

Wilson I. és mtsai.: The structure of an antigenic

determinant in a protein [Cell 37 767 (1984)].

Megjegyzések a példakhoz:

A 10 pg/ml, 1 pg/ml, stb. értékek az antitest koncent-
raciéra vonatkoznak.

A ,javitott 1. pozicid” stb. sor azt jelenti, hogy ez
az aminosav csere (aldhuzva) javitja a kotési aktivitast a
pepszken ELISA-ban az adott antitest koncentrdcidénal. Azo-
kat a pozicidkat, amelyeknél nem lehetséges a javitas, nem
emlitjiik (mint példaul a 8. pozicié az 1. példa elsd he-
lyettesitési haldéjan, azaz az eredeti I adja a legmagasabb

aktivitast a 8. poziciébban).

1. példa

Epitdp azonositasa vezérpeptid segitségével, amit 4550

random mbédon létrehozott dodekapeptidbdél valasztottunk ki

(mini-pepszken koényvtar az XXCXXXXXXCXX részlettel, ahol az

X tetszdlegesen kivalasztott aminosavat jeldél, lasd még az

Anyagok és mbédszerek fejezetben)

Anyagok: a GCGAAMNIRCYA vezérpeptid.
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Mbédszer: helyettesitéses analizis két fordulédja.

Eredmények:

Az 1. példaban a CGCAAMNIRCYA vezérpeptidet a 3. és 10.
pozicidéban ciszteint tartalmazdé random konyvtarbdél (lasd
fentebb Anyagok és mbdszerek) szarmaztattuk (26/9 antitest
segitségével). A CGCAAMNIRCYA random peptid 6sszes lehetsé-
ges egyszeres helyettesitéses analdégjat megvizsgaltuk
pepszken segitségével kotési aktivitdsra a 26/9 antitesttel
szemben, 100 pug/ml antitest koncentracié mellett. Ezeket az
eredményeket az aldbbiakban részletesen ismertetjlik.

A CGCAAMNIRCYA vezérpeptid helyettesitéses analizise
olyan épitéelemek azonositasdhoz vezetett, amely semmilyen
mas épitbelemmel nem helyettesithetdék (mint példaul az Y és
az A), olyan aminosavak azonositasdhoz vezetett, amelyek
eqgy vagy két masik épitbelemmel helyettesithetdek (mint
példaul az N) és olyan aminosavak azonositdsdhoz vezetett,
amelyek sok mas épitdelemmel helyettesithetdék (mint példaul
az M). Egyes helyettesitések jelentdsen novelik a kotési
aktivitast (mint példaul éz N cseréje D aminosavra).

Mindezeket a helyettesitéseket alkalmaztuk a javitott
EMDEEEDIMNYA peptid kialakitédsdhoz. Figyeljik meg, hogy ez
a peptid a 26/9 antitestet jelentdsen alacsonyabb koncent-
raciéban koéti, tehat jobb a kétési aktivitasa (100 pg/ml a
CGCAAMNIRCYA esetében és 1,0 pg/ml az EMDEEEDIMNYA eseté-
ben) .

Az EMDEEEDIMNYA peptidet egy mésodik helyettesitéses
analizisen is végigvittiik. Hasonldképpen, néhany helyette-

sités jelentSsen noveli a kotési aktivitdst. Ezeket a he-
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lyettesitéseket alkalmaztuk az EMDEEEDVPDYA javitott peptid
kialakitédsara. Létfontossdgu az, hogy az EMDEEEDIMNYA pep-
tid elsd része - az EMDEEE peptid - nem tartalmaz kritikus
aminosavakat, mig a masik része - a DIMNYA - igen. Ebben a
masodik részben a Javitott oldalladncok kombinacidéja a
DVPDYA szekvencidt eredményezi. A DVPDYA szekvencia azonos
a 26/9 antitest linedris epitépjaval. Igy a néhany ezer
random dodekapeptidbdl levezetett CGCAAMNIRCYA vezérpepti-
det egy természetes eredetl epitdép szekvenciadva alakitottuk

két helyettesitéses analizisen keresztiil.



eredeti vezérmolekula:

javitott

javitott

javitott

javitott

javitott

javitott

javitott

javitott

javitott

kombinacidés javités:

pozicid:

poziciéd:

poziciéd:

pozicib:

pozicié:

pozicié:

pozicid:

pozicib:

10. pozicib:
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CGCAAMNIRCYA
aktivitads mérhetd
EGCAAMNIRCYA
aktivitas mérhetd
CMCAAMNIRCYA
aktivitds mérhetd
CGDAAMNIRCYA
aktivitéds mérhetd
CGCEAMNIRCYA
aktivitds mérhetd
CGCAEMNIRCYA
aktivitds mérhetd
CGCAAENIRCYA
aktivitéds mérhetd
CGCAAMDIRCYA
aktivitds mérhetd
CGCAAMNIMCYA
aktivitas mérhetd
CGCAAMNIRNYA
aktivitas mérhetd
EMDEEEDIMNYA

aktivitas mérhetd

v
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v

v

v

v

\

v

v
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helyettesitéses analizis:

100,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0 pug/ml
10,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0 pg/ml
10,0

ng/ml

1,0 pg/ml
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II. helyettesitéses analizis:

I. helyettesitéses EMDEEEDIMNYA
analizis kombinacidéi: [aktivitds mérhetdé > 1,0 pg/ml
javitott 8. pozicid: EMDEEEDVMNYA

aktivitas mérhetd > 0,1 pg/ml
javitott 9. poziciéd: EMDEEEDIPNYA

aktivitas mérhetd > 0,1 pg/ml
javitott 10. pozicidé: |EMDEEEDIMDYA

aktivitas mérhetdé = 0,1 ug/ml
kombinacidés javitéas: EMDEEEDVPDYA

aktivitas mérhetd > 0,01 pg/ml

Megjegyzések:

A DVPDYA szekvencia az eredeti epitép. Az EMDEEEDVPDYA

peptid kotési aktivitadsa 10-szer nagyobb

(oldatban) mint az

YPYDVPDYASLRS természetes eredetdl epitép peptid aktivitéasa.

2. példa

Mimotdép azonositasa vezérpeptid segitségével, amelyet

4550 random dodekapeptidbdl valasztottunk ki (random mini-

pepszken kényvtar)

Anyagok: az ANWPSAIGAFGL vezérpeptid.

Médszer: helyettesitéses analizis harom fordulédja.

Eredmények:

A 2. példadban a vezérpeptideket egy random mini-pep-

szken konyvtaron keresztiil azonositottuk. A kiildnbség az 2.
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példa és az 1. példa kozott az, hogy az 1. példaban alkal-
mazott antitest egy linearis epitdépot koét, mig a 2. példa-
ban alkalmazott antitest egy nemlinearis epitdépot kot. A
kdvetkezd tobbszdrds helyettesitéses analiziseket az 1.
példaban leirtak szerint végeztilk. Az azonositott mimotdp
szekvencia a természetes eredetli fehérje linedris szekven-

ciadjanak egyik régidjara sem hasonlit.

I. helyettesitéses analizis:

eredeti vezérmolekula: |ANWPSAIGAFGL

aktivitas mérheté = 10,0 pg/ml
javitott 1. pozicibd: HNWPSAIGAFGL

aktivitas mérhetd > 5,0 pg/ml
javitott 2. pozicid: AWWPSAIGAFGL

aktivitis mérhetd = 5,0 pg/ml
javitott 3. pozicid: ANAPSAIGAFGL

aktivitads mérhetd = 5,0 ug/ml
javitott 4. pozicid: ANWSSAIGAFGL

aktivitds mérhetd 2> 5,0 ug/ml
javitott 11. pozicid: |ANWSSAIGAFKL

aktivitas mérheté = 5,0 pug/ml
kombinaciés javitas: HWASSAIGAFKL

aktivitds mérheté > 1,0 pg/ml




II. helyettesitéses analizis:
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I. helyettesitéses HWASSAIGAFKL
analizis kombinacidéi: |aktivitéds mérhetd = ng/ml
javitott 1. pozicid: KWASSAIGAFKL

aktivitds mérhetd = pg/ml
javitott 2. poziciéd: HYASSAIGAFKL

aktivitds mérhetd = ng/ml
javitott 3. pozicid: HWGSSAIGAFKL

aktivitas mérhetds = ug/ml
javitott 7. poziciéd: HWASSAMGAFKL

aktivitads mérhetd = pg/ml
kombinadciés javitas: KYGSSAMGAFKL

aktivitas mérhetds = pg/ml

III. helyettesitéses analizi

II. helyettesitéses KYGSSAMGAFKL
analizis kombinaciéi: |aktivitéds mérhetd > 0,1 pg/ml
javitott 3. pozicié: KYFSSAMGAFKL

aktivitas mérhets > 0,05 pg/ml
javitott 6. pozicid: KYGSSGMGAFKL

aktivitds mérhetd > 0,05 pg/ml
kombinacidés javitas: KYFSSGMGAFKL

aktivitads mérheté = 0,01 pg/ml
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3. példa

Mimotdép azonositdsa vezérmolekula segitségével, amely
tdbb mint 1.000.000 random hexapeptidb&l 4116 fag-display
kényvtarbdl szarmazik

Anyagok: a SDTRKG* vezérpeptid.

Mbédszer: az SDTRKG peptidet balra és jobbra meghosszab-
bitjuk ciszteinekkel/glicinekkel, amelyet helyettesitéses
analizis harom forduldéja kovet.

Eredmények:

A 3. példdban a vezérpeptideket fag-display eljaras al-
kalmazasaval azonositottuk. Egymds melletti ciszteine-
ket/glicineket adtunk hozza a kotési aktivitas javitaséahoz.
Az elért aktivitds utédn tobbszori helyettesitéses analizi-

seket végeztiink az 1. példiban leirtak szerint.

Hosszabbitas ciszteinekkel/glicinekkel:

fag-display vezér SDTRKG

szekvencia Nincs mérheté aktivitas 10,0 pg/ml
koncentracioénal

hosszabbitott vezér CSDTRKGC

szekvencia aktivitds mérheté > 10,0 pg/ml

hosszabbitott vezér CSDTRKGCG

szekvencia aktivitas mérhetd = 10,0 pg/ml

e

cee
.

P
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I. helyettesitéses analizis:

hosszabbitott vezér CSDTRKGCG
szekvencia: aktivitids mérheté > 10,0 pg/ml
javitott 2. pozicié: CTDTRKGCG

aktivitas mérheté = 5,0 pug/ml
javitott 3. pozicid: CSETRKGCG

aktivitas mérhetdé > 5,0 pg/ml
javitott 5. pozicid: CSDTHKGCG

aktivitads mérheté > 5,0 pug/ml
javitott 6. pozicid: CSDTRYGCG

aktivitids mérheté = 5,0 pg/ml
kombinaciés javitas: CTETHYGCG

aktivitas mérheté = 1,0 pg/ml

II. helyettesitéses analizis:

I. helyettesitéses CTETHYGCG
analizis kombinéciébi: aktivitas mérheté = 1,0 pg/ml
javitott 2. pozicid: CYETHYGCG

aktivitds mérheté > 0,5 pg/ml
javitott 5. poziciéd: CTETKYGCG

aktivitas mérheté > 0,5 pg/ml
javitott 6. pozicid: CTETHFGCG

aktivitas mérheté > 0,5 pg/ml
kombindcibs javitas: CYETKFGCG

aktivitas mérhetd > 0,1 pg/ml
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III. helyettesitéses analizis:

o e

e
.

LX)
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II. helyettesitéses CYETKFGCG
analizis kombinacidi: aktivitas mérhet$ > 0,1 pg/ml
javitott 1. pozicid: DYETKFGCG

aktivitas mérheté > 0,05 pg/ml
javitott 8. pozicid: CYETKFGNG

aktivitads mérhetdé > 0,05 pg/ml
kombinacids javitas: DYETKFGNG

aktivitads mérhetdé > 0,01 pug/ml

* — ez a vezérpeptid - mint szintetikus peptid - nem

aktiv (sem ELISA-ban (pepszken vagy standard), sem oldat-
ban). Ez nem egyediildalldé. Gyakran a fag-peptidek csak a fag

burokfehérje részeként aktivak. Mas formadtumokban elvesztik

aktivitéasukat.

4. példa

Mimotdép azonositasa egy standard pepszken analizisbél

kapott vezérmolekula segitségével

Anyagok: az RVMIKLILVNFR* vezérpeptid és természetes
eredetli fehérje teljes szekvencidja (az alkalmazott rész
szekvencidja: KIYRVMIKLILVNFRMQP) .

Médszer: helyettesitéses analizis két forduldja, ame-
lyet balra és jobbra toérténd meghosszabbitas kévet, majd
két tovabbi helyettesitéses analizis forduld kovet, és be-

fejezésiil egy 18-mer mimotdéppa hosszabbitas kovetkezik.
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Eredmények:

A 4. példaban a vezérpeptidet standard pepszken anali-
zis alkalmazdsaval azonositottuk, azaz tehdt az antitestet
vizsgaltuk az Osszes atfedé 1l2-meren, amelyek lefedték a
fehérje linedris szekvenciajat. A kovetkezd helyettesitéses
analizis két forduldéjat az 1. példdban leirtak szerint vé-
geztiik. Tovabba, a mimotdépot balra &s jobbra meghosszabbi-
tottuk (3 aminosav, ez tovadbb hosszabbithatd) tovabbi he-

lyettesitéses analizisekkel.

I. helyettesitéses analizis:

3

eredeti vezérmolekula: |RVMIKLILVNFR

aktivitds mérhetd > 10,0 pg/ml
javitott 1. pozicid: AVMIKLILVNFR

aktivitas mérhetd > 5,0 pug/ml
javitott 2. pozicib: AIMIKLILVNFR

aktivitas mérhetd > 5,0 pg/ml
javitott 3. pozicid: AVPIKLILVNFR

aktivitds mérheté 2 5,0 pg/ml
javitott 8. poziciéb: AVMIKLIRVNER

aktivitas mérheté > 5,0 pg/ml
javitott 11. pozicid: |AVMIKLILVNYR

aktivitas mérhetd = 5,0 ug/ml
kombinaciés javitas: AIPIKLIRVNYR

aktivitds mérheté > 1,0 pug/ml

LX)
(4
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II. helyettesitéses analizis:

I. helyettesitéses AIPIKLIRVNYR
analizis kombin&cidéi: [aktivitds mérhetd =2 1,0 pg/ml
javitott 1. pozicid: YIPIKLIRVNYR

aktivitads mérheté > 0,5 pg/ml
javitott 2. pozicibd: APPIKLIRVNYR

aktivitads mérheté =2 0,5 pg/ml
kombinacidés javitas: YPPIKLIRVNYR

aktivitads mérhetd > 0,1 pg/ml

A természetes eredetl szekvencia meghosszabbitéasa:

II. helyettesitéses YPPIKLIRVNYR
analizis kombin&cidi: |[aktivitds mérhet$ 2 0,1 pg/ml
balra hosszabbitott: KIYYPPIKLIRV

aktivitads mérheté > 1,0 pg/ml
jobbra hosszabbitott: IKLIRVNYRMQP

aktivitds mérheté > 1,0 pug/ml
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A balra hosszabbitott peptid

III.

helyettesitéses analizise:

balra hosszabbitott: KIYYPPIKLIRV

aktivitids mérheté > 1,0 pug/ml
javitott 1. poziciéd: RIYYPPIKLIRV

aktivitads mérhetd = 0,5 pg/ml
javitott 2. pozicié: KPYYPPIKLIRV

aktivitds mérhetd = 0,5 pg/ml
javitott 3. pozicid: KIWYPPIKLIRV

aktivitas mérheté > 0,5 ug/ml
javitott 8. pozicié: KIYYPPISLIRV

aktivitds mérheté > 0,5 pg/ml
kombinacids javitas: RPWYPPISLIRV

aktivitds mérhetdé > 0,1 pug/ml
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A jobbra hosszabbitott peptid

IV. helyettesitéses analizise:

oo
. .
cee
.
e

jobbra hosszabbitott: |IKLIRVNYRMQP

aktivitas mérhetsé > 1,0 pg/ml
javitott 10. pozicid: |IKLIRVNYRCQP

aktivitas mérheté > 0,5 ug/ml-
javitott 11. pozicié: |IKLIRVNYRMEP

aktivitas mérheté > 0,5 pg/ml
javitott 12. pozicié: |[IKLIRVNYRMOQON

aktivitas mérhetdé 2 0,5 pg/ml
kombinadcidés javités: IKLIRVNYRCEN

aktivitas mérheté > 0,1 pg/ml
kombinacidés total: RPWYPPISLIRVNYRCEN

aktivitads mérheté = 0,01 pg/ml

*~ a vezérpeptidet egy fehérje linearis szekvenciajat

lefedd osszes atfedd 12-merbdl alld konyvtarbdl azonositot-

tuk. Ez lehet8vé teszi a peptid meghosszabbitasat balra és

jobbra szomszédos aminosavakkal,

ebben az esetben KIY bal-

ré61 és MQP jobbrdél. A 12-merek tovébbi helyettesitéses ana-

lizisei -

a szekvenciahoz

képest héarom aminosavat balra

vagy hadrom aminosavat Jjobbra csusztatva - végiil egy 18-mer

mimotépot eredményeztek.
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5. példa

Mimotdép azonositasa hasonldé vezérmolekuldk csoportija

segitségével, amelyeket 4550 random dodekapeptid kéziil va-

lasztottunk ki (random mini-pepszken koényvtar)

Anyagok: 6 vezérpeptidbdl &llé csoport: QNNMKLFRGCVP,
RGIKWNEMTDOQOW, KLOQONPTFYPPV, TNNCKEFAGIVP, RGILTNIMKDQW,
IVONNPKFFRGA; (potencialisan fel egészen 4550 peptid alkal-
mazhatd, lasd az anyagok és mddszerek fejezetet, ebben az
esetben ugyanakkor a ,negativ” aminosavakat a vezérpep-
tidekbd&l eltéavolitottuk).

Médszer: konszenzus szekvencia meghatarozasa, amit a
konszenzus szekvencia helyettesitéses analizisének két for-
duldja kovet.

Eredmények:

Az 5. példaban hasonldé vezérpeptidek csoportjat alkal-
maztunk egy konszenzus szekvencia azonositasdhoz. A kon-
szenzus szekvenciakat az anyagok és médszerek részben leir-
tak szerint azonositottuk. Ezt a szekvenciat alkalmaztuk a

helyettesitéses analizisekben.

Vezér szekvencidk Osszeillesztése:
QONNMKLFRGCVP
RGIKWNEMTDOW
KLOONPTFYPPV
TNNCKEFAGIVP
RGILTNIMKDQW
IVQNNPKFFRGA

konszenzus: ILQNNMKDFRG
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I. helyettesitéses analizis:

konszenzus vezérmole- |ILONNMKDFRG
kula: aktivitds mérheté 2 1,0 pg/ml
javitott 3. poziciéd: ILTNNMKDFRG

aktivitds mérheté > 0,5 pg/ml
javitott 7. poziciéd: ILONNMPDFRG

aktivitas mérhetd > 0,5 pg/ml
javitott 10. pozicié: |ILQONNMKDWRG

aktivitas mérhetd > 0,5 pg/ml
kombinacids javités: ILTNNMPDWRG

aktivitas mérhetd > 0,1 png/ml

II. helyettesitéses anali

zis:

I. helyettesitéses ILTNNMPDWRG
analizis kombinaciéi: |aktivitds mérheté = 0,1 pg/ml
javitott 7. poziciéd: ILTNNMGDWRG

aktivitds mérhetdé > 0,05 pg/ml
javitott 11. pozicidé: |ILTNNMPDWYG

aktivitads mérhet$ > 0,05 png/ml
kombinadcidés javitas: ILTNNMGDWYG

aktivitads mérheté > 0,01 pg/ml
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6. példa

Mimotdp azonositasa tébb mint 1.000.000 random hexapep-

tidbdl allé fag-display kényvtarbol kivalasztott kiulénbdzd

vezérpeptidek csoportja segitségével

Anyagok: 3 vezérpeptidbdl &llé6 csoport (ANWPSA, KLITRW,
NVCSWS) .

Médszer: minden egyes vezérpeptidre két forduld helyet-
tesitéses analizis, amit az Osszesitett konszenzus szekven-
cia meghatérozésa kovet.

Eredmények:
A 6. példaban kiilénbszd8 vezér peptideket alkalmaztunk

egy konszenzus szekvencia meghatdrozdsadhoz. Mindegyik ve-
zérpeptidet tébbszdri helyettesitéses analizisben alkalmaz-
tuk (két forduld). Az eredményiil kapott hérom mimotépot
egymassal fedésbe hoztuk, ami egy meghosszabbitott, javi-

tott aktivitassal rendelkezd mimotdépot eredményezett.
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IA. helyettesitéses analizis:

'

eredeti vezérmolekula: |ANWPSA

aktivitas mérhetd > 10,0 pg/ml
javitott 1. pozicié: HNWPSA

aktivitas mérhetd = 5,0 pg/ml
javitott 2. pozicié: AWWPSA

aktivitads mérheté > 5,0 pug/ml
javitott 3. pozicid: ANAPSA

aktivitas mérhetd > 5,0 pg/ml
javitott 4. pozicid: ANWSSA

aktivitas mérheté > 5,0 pg/ml
kombinaciés javitas: HWASSA

aktivitas mérhetd > 1,0 pg/ml

IIA. helyettesitéses analizis:

IA. helyettesitéses HWASSA
analizis kombin&ciéi: |aktivitas mérhetd > 1,0 pug/ml
javitott 5. pozicid: HWASPA

aktivitas mérhetd > 0,5 ug/ml
kombinaciés javitas: HWASPA

aktivitas mérhetd$ > 0,5 pg/ml
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IB. helyettesitéses analizis:

oo

eredeti vezérmolekula: |KLITRW

aktivitas mérhetd = 10,0 pg/ml
javitott 1. pozicid: SLITRW

aktivitds mérhetd = 5,0 pg/ml
javitott 2. poziciéd: KSITRW |

aktivitids mérheté > 5,0 pg/ml
javitott 3. poziciéd: KLATRW

aktivitds mérhetdé > 5,0 pg/ml
javitott 6. pozicid: KLITRY

aktivitds mérheté > 5,0 pg/ml
kombinaciés javitas: SSATRY

aktivitds mérheté > 1,0 ug/ml

IIB. helyettesitéses analizis:

IB. helyettesitéses SSATRY
analizis kombinacidi: |aktivitads mérhetd > 1,0 pg/ml
javitott 2. pozicid: SPATRY

aktivitas mérheté = 0,5 pug/ml
kombinaciés javitas: SPATRY

aktivitds mérhetdé = 0,5 pg/ml
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IC. helyettesitéses analizis:

e

e
.
XX}
.
o

eredeti vezérmolekula: |[NVCSWS

aktivitads mérhets > 10,0 pg/ml
javitott 2. pozicié: NICSWS

aktivitads mérheté > 5,0 pg/ml
javitott 4. poziciéb: NVCHWS

aktivitads mérheté > 5,0 pg/ml
javitott 6. pozicid: NVCSWA

aktivitads mérhetd = 5,0 pg/ml
kombinacidés javités: NICHWA

aktivitas mérhets = 1,0 pg/ml

IIC. helyettesitéses analizis:

IC. helyettesitéses NICHWA
analizis kombinacidéi: |aktivitds mérheté = 1,0 pg/ml
javitott 1. pozicié: YICHWA

aktivitas mérhetdé 2 0,5 pg/ml
javitott 2. pozicid: NVCHWA

aktivitads mérheté > 0,5 pug/ml
kombindcidés javités: YVCHWA

aktivitads mérheté > 0,1 pg/ml
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IIA, IIB és IIC kombinacids javitasok Osszeillesztése:

L]
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-
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kombindcidés javitéas 1: HWASPA
kombinacibés javitéas 2: SPATRY
kombinacidés javitas 3: [YVCHWA
konszenzus: YVCHWASSATRY

aktivitas mérhetd > 0,01 pg/ml
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy receptor szdmara mimotdép szekvencia meg-

hatirozasara, azzal jellemezve, hogy:

(a) vizsgadlanddé szekvencidk random koényvtarat hordozéd
szildrd hordozét biztositunk, ahol a vizsgadlandd szek-
venciak aminosav, monoszacharid wvagy nukleotid épité-
elemek barmelyikébdél épililnek fel;

(b) a konyvtar minden egyes vizsgalandé szekvenciajanak
aktivitasat meghatdrozzuk a receptorral szemben;

(c) azonositunk egy vizsgadlanddé szekvenciat, amely
adott poéiciéban olyan épitdéelemet tartalmaz, amely - a
(b) lépés eredményei szerint - az adott pozicidban ked-
vez8 hatésu;

(d) a vizsgadlanddé szekvencidk egy kovetkezd kényvtarat
biztositjuk - amely a (c) lépésben azonositott vizsga-
landdé szekvenciédn alapul - oly médon, hogy az azonosi-
tott vizsgadlanddé szekvencia kivalasztott pozicidéiban
egy épitdelemet kivalasztott épitbSelemekkel helyettesi-
tink;

(e) meghatarozzuk a (d) 1lépés szerint eldallitott
konyvtarban az egyes vizsgdlanddé szekvenciak aktivita-
sat a receptorral szemben;

(f) azonositunk egy vizsgdlanddé szekvenciat, amely
adott pozicibéban olyan épitéelemet tartalmaz, amely -
az (e) lépés eredményei szerint - az adott pozicidban

kedvezd hatéasu;
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(g) a (d)-(f) lépéseket annyiszor ismételjilk meg a (d)
lépés szerint el&dllitott konyvtar vizsgdlandd szekven-
cidira, mig csak az (f) lépésben olyan mimotdép szekven-
cidt nem azonositunk, amely kivant mértékd aktivitéast
mutat a receptorral szemben;

és ahol az egyes vizsgadlandd szekvencidk minikartyén

vagy lapos hordozd kozegen helyezkednek el.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az (a) lépésben biztositott vizsgdlandd szekvenciaként
ismert kémiai Osszetételd szekvencidkat alkalmazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaréas, azzal jel-
lemezve, hogy az (e) lépésben egy adott mennyiségl recep-
tort alkalmazunk az aktivitds meghatdrozasara, és ez az
adott mennyiség kevesebb, mint a (b) lépésben alkalmazott
mennyiség, és ahol a (g) lépésben alkalmazott mennyiség ki-
sebb, mint a (g) lépést kozvetleniil megeldzd ciklus (e) 1lé-
pésében alkalmazott mennyiség, amely.

4. A 3. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az (e) lépésben az aktivitds meghatarozadsara alkalma-
zott receptor mennyisége egy 5 és 1000 kozotti tartoményba
esé faktorral kisebb, mint a (b) lépésben alkalmazott
mennyiség és ahol az adott mennyiség a (g) lépésben egy 5
és 1000 kozotti tartomédnyba esd faktorral kisebb, mint a
(g) lépést kézvetleniil megeldzd ciklus (e) lépésében alkal-
mazott mennyiség.

5. A 4. igénypont szerinti eljérads, azzal jellemezve,
hogy az (e) lépésben az aktivitads meghatarozasara alkalma-

zott receptor mennyisége egy 10 és 100 kozotti tartomanyba
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es8 faktorral kisebb, mint a (b) lépésben alkalmazott
mennyiség és ahol az adott mennyiség a (g) lépésben egy 10
és 100 kozotti tartomanyba esé faktorral kisebb, mint a (g)
lépést kozvetlenlil megeldzd ciklus (e) lépésében alkalma-
zott mennyiség.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy legalédbb egy olyan (d) lépést veégre-
hajtunk, ahol legaldbb egy épitdelemet épitdelemek egy cso-
portjaval helyettesitiink.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaréas, az-
zal jellemezve, hogy olyan vizsgadlanddé szekvencidkat alkal-
mazunk, amelyek 3-20 épitSelemet tartalmaznak.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy az (a) lépésben olyan vizsgalandd
szekvencidkat tartalmazdé konyvtart alkalmazunk, amely 500-
10.000 vizsgalandb szekvenciat tartalmaz.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, az-
zal jellemezve, hogy receptorként az alédbbiak barmelyikeét
alkalmazzuk: monoklondlis antitestek, fehérjék - példaul
enzimek -, sejtek, hormon receptorok és mikroorganizmusok.

10. Az 1-9. igénypontok bérmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy az aktivitast immunoldgiai vizsgala-
ti moédszer - BIACORE vagy AFM - segitségével hatarozzuk
meq.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a konyvtéarban taladlhatdé minden egyes
vizsgadlandé szekvenciat fizikailag elvalasztunk a konyvtar-

ban taldlhaté tobbi vizsgadlandd szekvencidtél.
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12. Mimotdép szekvencia, amely az 1-11. igénypontok bar-

melyike szerinti eljaras alkalmazasaval &llithatd eld.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

dr. Pethéi

Ar ad
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“To J““j ' szabadalmi ugyv1v6



	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims

