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és az ellenanyagok alkalmazasa B-sejtes limféma kezelésére

KIVONAT
A taldlmany targyat a Bp35 B-sejtfelszini antigén

(,CD20”) ellen termeltetett monoklonalis ellenanya-
gok, kiméra-ellenanyagok, radioaktivan jeldlt ellen-

A leirds terjedelme 56 oldal (ezen beliil 21 lap dbra)

anyagok és a monoklonalis ellenanyagokat termeld
hibridémasejtek képezik, valamint ezek alkalmazéasa
B-sejtes limfoma kezelésére.
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A taldlmany targyat a Bp35 B-sejtfelszini antigén
(,,CD20”) ellen termeltetett monoklonalis ellenanyagok,
kiméra-ellenanyagok, radioaktivan jelolt ellenanyagok
és a monoklonalis ellenanyagokat termel6 hibridoma-
sejtek képezik, valamint ezek alkalmazisa B-sejtes lim-
foma kezelésére.

Ez a leiras az US 5.736.137 szamon megadott ameri-
kai egyesiilt llamokbeli szabadalmi bejelentés részben
folytatolagos bejelentése. Ez a szabadalmi leiras ossze-
fiiggésben all az US 5.648.267 szamon megadott ameri-
kai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi bejelentésben fog-
lalt taldlményi leirassal, valamint az ,,Impaired domi-
nant selectable marker sequence and intronic insertion
strategies for enhancement of expression of gene pro-
duct and expression vector systems comprising same”
cimi US 5.648.267 szamon megadott amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi bejelentésben foglalt talal-
manyi leirassal (melyet jelen leirassal egyidejiileg ny\yj-
tunk be). Az emlitett taldlmanyi leirdsok teljes terjedel-
miikben a jelen kitanitds részét képezik.

A gerincesek (példaul f6eml6sok, ezen beliil az em-
ber, emberszabisi majmok és majmok stb.) immun-
rendszerét szamos szerv €s sejttipus épiti fel, melyek az
alabbi célokra fejlédtek ki: pontosan és specifikusan is-
merjék fel a gerinces gazdaszervezetet megtamadd ide-
gen mikroorganizmust (,,antigént”); specifikusan kot6d-
jenek a fenti idegen mikroorganizmushoz; és tavolitsak
el/pusztitsak el az emlitett idegen mikroorganizmust.
A limfocitak, tobbek kozott, kritikus fontossagiak az
immunrendszer szamara. A limfocitak a timuszban (cse-
csemémirigyben), 1épben és (a felndtt) csontvelében
termelGdnek, ezek a (feln6tt) emberi keringésben talal-
haté Osszes fehérvérsejt koriilbeliil 30%-at képviselik.
A limfocitaknak két f6 alcsoportja ismert: T-sejtek és
B-sejtek. A T-sejtek felelGsek a sejt altal kozvetitett im-
munitasért, mig a B-sejtek felelosek az ellenanyag-
termelésért (humoralis immunitasért). Bar a T-sejtek és
B-sejtek fiiggetlennek tekinthet6k — a tipikus immunva-
lasz sor4n a T-sejtek aktivalasa akkor jon létre, ha a T-
sejtreceptor az antigént prezentalo sejtek felszinén talal-
hat6 £6 hisztokompatibilitasi komplex (,MHC”) gliko-
proteinekhez kapcsoldd6 antigénfragmensekhez kot6-
dik — az emlitett aktivalas biolégiai mediatorok (,.inter-
leukinek™) felszabaduldsat okozza, melyek lényegében
ugy stimulaljak a B-sejteket, hogy azok differencialod-
janak, és az antigénnel szemben ellenanyagot (,,immun-
globulint”) termeljenek.

A gazdaszervezetben valamennyi B-sejt felszinén
kiilonb6z6 ellenanyagot expresszal — tehét az egyik B-
sejt az egyik antigénnel szemben, mig egy masik B-sejt
egy eltér§ antigénnel szemben expresszél specifikus el-
lenanyagot. Ennek megfelel6en a B-sejtek igen valtoza-
tosak, és ez a valtozatossag kritikus fontossagl az im-
munrendszer szdméara. Emberben mindegyik B-sejt
hatalmas szdmu ellenanyag-molekulat (koriilbeliil
107-108 molekulat) képes elGallitani. Az emlitett ellen-
anyag-termelGdés tipikus esetben az idegen antigén
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gesen csokken). Esetenként azonban, egy adott B-sejt
proliferacioja megallithatatlanul folytatédik; az ilyen
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proliferaci6 ,B-sejtes limfomanak™ nevezett ,rdkhoz”
vezethet.

Mind a T-sejtek, mind a B-sejtek differencialodasi
és azonositasi ,markerekként” felhasznalhato sejtfelszi-
ni proteineket tartalmaznak. Egy ilyen humén B-sejt-
marker a ,,CD20” elnevezéssel is illetett human B-sejt-
re korlatoz6d6 Bp35 differencialodasi antigén. A CD20
a korai B-sejtfejlédési szakasz soran expresszalodik, és
a plazmasejtté valo differencialodasig megmarad. Koze-
lebbrdl a CD20-molekula szerepet jatszhat a sejtciklus
meginditasahoz és a differencialodashoz sziikséges akti-
vacids folyamatban betoltott 1épés szabalyozasaban, és
neoplasztikus (,,tumor”) B-sejtekben rendszerint igen
magas szinten expresszalodik. A CD20 a meghatirozas
szerint megtaldlhaté mind a ,normalis” B-sejteken,
mind a ,,malignus” B-sejteken, azaz a megallithatatlan
proliferacios képességgel rendelkezd, a B-sejtes 1imfo-
ma létrejottéhez vezetd B-sejteken. A CD20 feliileti an-
tigén tehat alkalmazhat6 lehet B-sejtes limfomak ,,cél-
zott kezelésére”.

Az emlitett célzott kezelés lényegében az aldbbiak
szerint altaldnosithat6: példaul injektaldssal, a B-sejtek
CD20 feliileti antigénjére specifikus ellenanyagokat jut-
tatunk a betegbe, ezek a CD20-ellenanyagok (latszo-
lag) mind a normalis, mind a malignus B-sejtek CD20
sejtfelszini antigénjeihez specifikusan ko6tédnek; a
CD20 feliileti antigénhez kot6dott anti-CD20-ellen-
anyagok a neoplasztikus B-sejtek elpusztitiasahoz és el-
tavolitasahoz vezethetnek.

Ezenkiviil az anti-CD20-ellenanyaghoz a tumor el-
pusztitdsara képes kémiai hatéanyagok vagy radioakti--
van jelolt anyagok kothetSk, ily modon az anyagot speci-
fikusan, példaul neoplasztikus B-sejtekhez ,,szallitjuk™.
A megkozelitési modtdl fiiggetleniil, az elsédleges cél a
tumorsejtek elpusztitisa: a specifikus megkdzelitési mo-
dot az alkalmazott anti-CD20-ellenanyag alapjan hata-
rozhatjuk meg, tehat a CD20-antigént célzd, rendelke-
zésre allo megkozelitési modok lényegesen kiilonbo-
z6ek lehetnek.

Példaul kozoltek a CD20 feliileti antigént célzo
ilyen probalkozasokat. Az 1F5 egér monoklonalis ellen-
anyagot (egy anti-CD20-ellenanyagot) folyamatos intra-
vénds infizioban adagoltdk B-sejtes limfomaban szen-
vedd betegeknek. Kimutattak, hogy a keringé tumor-
sejtek eltavolitasahoz kiilonosen nagy mennyiségre
(>2 grammra) volt sziikség, és az eredményt ,,Atmeneti
eredményként” irtak le. [Press és munkatarsai: ,Mo-
noclonal Antibody 1F5 (anti-CD20) Serotherapy of
Human B-Cell Lymphomas” Blood 69/2, 584 (1987)].
Ezzel a megkozelitési moddal az a probléma meriilhet
fel, hogy a nem humén monoklonalis ellenanyagok tipi-
kusan nem rendelkeznek human effektor mikodéssel,
azaz tobbek kozott nem képesek komplementfiiggd
lizis kdzvetitésére vagy nem képesek ellenanyagfiiggd
sejttoxicitason vagy Fc-receptor altal kozvetitett fagoci-
tézison keresztiil létrejové human célsejtlizalasra. To-
vabbé a nem human monoklonalis ellenanyagokat a hu-
man gazdaszervezet idegen proteinként ismerheti fel,
ezért az ilyen idegen ellenanyagok ismételt injektalasa
kéros tilérzékenységi reakciok kialakuldsdhoz vezetd
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immunvalaszt valthat ki. Egérb6l szdrmaz6é monoklo-
nalis ellenanyagok esetében ezt gyakran ,,Huméan Anti-
Egér Ellenanyag”-valasznak vagy ,,HAMA”-vélasznak
nevezik. Ezenkiviil ezeket az idegen ellenanyagokat
megtamadhatja a gazdaszervezet immunrendszere, en-
nek hatasaképp azok a célzott hely elérését megel6zGen
neutralizalodnak.

Limfocitdkra és limfémasejtekre jellemz8, hogy
tobb okbdl kifolydlag érzékenyek radioterapiara, ezek:
a radioaktivan jelolt ellenanyagok altal helyileg kibo-
csatott ionizalé sugdrzés elolheti a sejteket azzal egyiitt
vagy anélkiil, hogy a célzott antigén (példaul a CD20)
szoros kozelségbe keriil az antigénhez kotott ellen-
anyaggal; a sugdrzds athatoloképessége feloldhatja azt
a problémat, hogy az ellenanyag korlatozottan fér hoz-
z4 nagy kiterjedésii vagy rossz vérellatasti tumorokhoz;
valamint a sziikséges ellenanyag Gsszmennyisége csok-
kenthet. A radioaktiv anyag radioaktiv részecskéket
bocsat ki, melyek a sejt DNS-ét addig a pontig karosit-
hatjék, hogy a sejt ,repair” (helyreallité) mikodései
nem teszik mar lehet6vé a sejt fennmaradasat, tehat ha
a célsejtek tumorsejtek, a radioaktiv jelolGanyag el6-
nydsen eloli a tumorsejteket. Radioaktivan jelolt ellen-
anyagok alkalmazisan olyan radioaktiv anyagok hasz-
nalatat értjiik, melyek alkalmazasa Ovintézkedéseket
igényel mind a beteg szdmara (azaz esetleg csontvels-
atiiltetést), mind az egészségiigyi személyzet részérdl
(azaz radioaktivitassal torténé munka esetén nagyfoki
ovintézkedések betartasira van sziikség).

Az egér monoklonalis ellenanyagok hatékonysagat
B-sejtes rendellenességek kezelésére tehat ugy probal-
tak javitani, hogy az ellenanyaghoz egy radioaktiv jelo-
I16anyagot vagy toxint kapcsoltak, hogy a jeloléanyag
vagy toxin a tumor helyén lokalizalodjon. A fent emli-
tett IF5-ellenanyagot példaul Jod-131-gyel (,!3'1"-
gyel) ,jelolték” és két betegben értékelték annak biols-
giai megoszlasat [lasd, Eary J. F. és munkatérsai:
»Imaging and Treatment of B-Cell Lymphoma” J. Nuc.
Med. 31/8, 1257 (1990); valamint Press O. W. és mun-
katarsai: ,,Treatment of Refractory Non-Hodgkin’s
Lymphoma with Radiolabeled MB-1 (Anti-CD37)
Antibody” J. Clin. Onc. 7/8, 1027 (1989), (mely szerint
az egyik 1311”-gyel kezelt beteg részlegesen reagalt a ke-
zelésre); Goldenberg D. M. és munkatarsai: ,, Targeting,
Dosimetry and Radioimmunotherapy of B-Cell Lym-
phomas with Iodine-131-Labeled LL2 Monoclonal
Antibody” J. Clin. Onc. 9/4, 548 (1991), (mely szerint
tobb injektalasban részesiilt nyolc betegbdl hiromnal
HAMA -valasz-reakci6 lépett fel); Appelbaum F. R.:
»Radiolabeled Monoclonal Antibodies in the Treatment
of Non-Hodgkin’s Lymphoma” Hem./Onc. Clinics
of N. A. 5/5, 1013 (1991), (6sszefoglalé kozlemény);
Press O. W. és munkatarsai: ,Radiolabeled Antibody
Therapy of B-Cell Lymphoma with Autologous Bone
Marrow Support” New England Journal of Medicine
329/17,1219-1223 (1993), (J6d—131-gyel jelolt IF5 és
B1 anti-CD20-ellenanyagok); valamint Kaminski M. G.
és munkatarsai: ,,Radioimmunotherapy of B-Cell
Lymphoma with (13!11)” Anti-B1 (Anti-CD20) Anti-
body” NEIM 329/7, (1993), (j6d-131-jeldlt B1 anti-
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CD20-ellenanyag, a tovabbiakban ,.Kaminski’-ellen-
anyag)].

Ellenanyaghoz konjugéltak toxinokat is (példaul ke-
moterapids hatasi anyagokat, mint példdul doxorubicint
vagy mitomycin—C-t). [Lasd példaul a WO 92/07466
szamu PCT kozzétételi iratot (a nyilvanossagra jutds da-
tuma: 1992. majus 14.)].

A ,konjugalt” ellenanyagok alternativijaként fej-
lesztették ki a ,.kiméra”-ellenanyagokat, azaz két vagy
tobb kiilonb6z6 fajbdl (példaul egérbdl és emberbdl)
szdrmazo részletet tartalmazo ellenanyagokat. Példaul
Liu A. Y. és munkatarsai CD20-antigén ellen iranyuld
egér/human kiméra-ellenanyagot imak le [,,Production
of a Mouse-Human Chimeric Monoclonal Antibody to
CD20 with Potent Fc-Dependent Biological Activity’
J. Immun. 7139/10, 3521 (1987)]. Lasd tovabba a
WO 88/04936 szamu PCT kozzétételi iratot. A hivatko-
zasban nem 4ll rendelkezésre informacid, azonban az
ilyen kiméra-ellenanyagoknak B-sejtes rendellenessé-
gek kezelésében valo alkalmazhatosagara, hatékonysa-
gara vagy gyakorlatira vonatkozolag. Megjegyzendd,
hogy in vitro funkciondlis vizsgalati eljarasok [példaul
komplementfiiggd lizis (,,CDC”); ellenanyag-fiiggd
citotoxicitds (,,ADCC”) stb.] nem alkalmasak egyértel-
miien a kiméra-ellenanyag in vivo, a specifikus antigént
expresszalo célsejteket elolé vagy eltavolitd képességé-
nek megitélésére. [Lasd példaul Robinson R. D. és mun-
katarsai: ,,Chimeric mouse-human anti-carcinoma anti-
bodies that mediate different anti-tumor cell biological
activities” Hum. Antibod. Hybridomas 2, 84 (1991), (ki-
mutathatatlan ADCC-aktivitassal rendelkezé egér-hu-
man kiméra-ellenanyag)].

A kiméra-ellenanyagok lehetséges terdpids haté-
konységa tehat val6jaban csak in vivo kisérletekkel ha-
trozhat6é meg.

A technika éllasa szerint szilkséges lenne és Oriasi
eldnyt jelentene tehat fdemlésokben, valamint anélkiil,
hogy igényiinket az alabbira korlatoznank emberben B-
sejtes limfoma kezelésére alkalmazhatd, a CD20-an-
tigént célzo terdpids eljaras kifejlesztése.

Az alabbiakban dsszefoglaljuk a taldlmany szerinti
megoldast.

A taldlmény targyat anti-CD20-ellenanyagok képe-
zik B-sejtes rendellenességek, kozelebbrsl B-sejtes lim-
fomak kezelésére szolgald terapias eljardsokban torténd
alkalmazasra. Ezeknek az eljarasoknak az alapjat a vér-
ben talalhato periférids B-sejtek, ezen beliil a limfoma-
val kapcsolatos B-sejtek eltavolitasa céljabol immunolé-
giailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagok adagolasa;
lokalizalt és periférids B-sejt eredetii tumorok célzott ke-
zelése céljabol radioaktivan jelolt anti-CD20-ellenanya-
gok adagolésa; valamint egy kooperativ terdpids stra-
tégia keretében kiméra anti-CD20-ellenanyagok és radio-
aktivan jel6lt anti-CD20-ellenanyagok adagolasa képezi.

Az aldbbiakban roviden ismertetjitk a leirdsokhoz
csatolt brakat.

Az 1. dbra immunolodgiailag aktiv kiméra anti-
CD20-ellenanyagok elballitasara alkalmazhatd tandem
kiméra-ellenanyag expresszi6s vektor (,,TCAES”) diag-
ramjat mutatja.

>
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A 2A-2E. abrak az 1. ébra szerinti vektor nuklein-
savszekvenciajat mutatjak.

A 3A-3F. abrik az 1. abra szerinti vektor nuklein-
savszekvencidjit mutatjak, mely vektor ezenkiviil egér
konnyl és nehéz lanc varidbilis régiokat tartalmaz
(,,TCAER-plazmidba klénozott anti-CD20”).

A 4. dbra 2B8 jelzésii egér anti-CD20 monoklonalis
ellenanyagbol szarmaz6 kénnyi lanc varidbilis régidja-
nak (ezen beliil a CDR és keretrégiok) nukleinsav- és
aminosavszekvenciajat mutatja.

Az 5. dbra 2B8 jelzésii egér anti-CD20 monoklo-
nélis ellenanyagbodl szdrmazoé nehéz lanc variabilis ré-
gidjanak (ezen beliil a CDR és keretrégiok) nukleinsav-
¢és aminosavszekvenciajat mutatja.

A 6. 4bra a ,,flow-citometrias” eredményeket abra-
zolja, melyek fluoreszcensen jel5lt human Clg-nak ki-
méra anti-CD20-ellenanyaghoz torténd ko6todését bizo-
nyitjak, kontrollokként jelolt Clg-t; jelolt Clg-t és
2B8 jelzésh egér anti-CD20 monoklonalis ellenanya-
got; valamint jelolt Clg-t és human IgGl1-t alkalmaz-
tunk.

A 7. dbra komplement altal kozvetitett lizis eredmé-
nyeit mutatja, melyen kiméra anti-CD20-ellenanyagot
és 2B8 jelzési egér anti-CD20 monoklonalis ellenanya-
got hasonlitottunk 6ssze.

A 8. dbra ellenanyag &ltal kozvetitett sejtcitotoxi-
citas-vizsgalat eredményeit dbrazolja in vivo human
effektorsejtek alkalmazasaval, mely vizsgalatban a ki-
méra anti-CD20-ellenanyagokat €s a 2B8-ellenanyago-
kat hasonlitottuk dssze.

A 9A., 9B. és 9C. dbrak nem humén f6emlds perifé-
rias vérében taldlhaté B-limfocitak eltavolitasinak ered-
ményeit foglalja 6ssze 0,4 mg/kg (A); 1,6 mg/kg (B);
és 6,4 mg/kg (C) immunologiailag aktiv kiméra anti-

A 10. 4bra tobbek kozott, nem human féemlds peri-
férias vérében talalhaté B-limfocitik eltavolitasanak
eredményeit mutatja 0,01 mg/kg immunoldgiailag ak-
tiv kiméra anti-CD20-ellenanyag infizidjat kovetGen.

A 11. dbra az Y2B8 tumordlé hatasit mutatja egér-
xenograft modellben, B-sejtes limfoblaszttumor fel-
hasznalasaval.

A 12. abra a C2B8 tumorpusztitd hatdsat mutatja
egérxenograft modellben, B-sejtes limfoblaszttumor fel-
hasznalaséval.

A 13. 4bra Y2B8 és C2B8 kombinicidjanak egyiit-
tes tumordlS hatdsat mutatja egérxenograft modellben
B-sejtes limfoblaszttumor felhasznaldsaval.

A 14A. és 14B. 4brak a C2B8 klinikai analizise I/II
fazisanak eredményeit foglaljak ossze, melyek szerint a
betegekben a B-sejtpopulacid a vizsgélati 1d6 soran
csokkent, és a betegségben részleges remisszié (14A.)
vagy kismértékil remisszio (14B.) jott 1étre.

Az alébbiakban részletesen ismertetjiik a talalmany
szerinti megoldas elényds megvaldsitasi modjait.

Az ellenanyagokat altaldnossdgban két konnyh és
két nehéz lancmolekula épiti fel; ezek a lancok ,,Y” ala-
kot formélnak, melyben az Y ,karjainak” kialakitésa-
ban mind a nehéz, mind a konnyi lancok részt vesznek,
és a nehéz lancok képzik az Y alapjat. A konnyt és ne-
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héz lancokat strukturilis és funkcionalis homologia
alapjan doménokra osztjuk. Mind a kénnyii lancok,
mind a nehéz lancok varidbilis doménjai (,Vy” és
»Vy ) a felismerGképességet és a specifitast hatdrozzak
doménjai (,,Cy és Cy”) fontos bioldgiai sajatsagokért fe-
lelések, példaul az ellenanyaglincok osszekapcsoloda-
saért, a kivalasztasért, a placentan torténdé atjutasért,
Fc-receptorhoz valo kotddésért, komplement kotésért
stb. Az ellenanyag-termel sejtekben az immunglobu-
lin gén expresszidjdhoz vezeté folyamatok Osszetettek.
A varidbilis doménrégiot kodolo génszekvencidk kiilon-
boz6 Gssejt eredetli génszegmenseken talalhatok, eze-
ket ,,Vy”, ,D” és ,Jy” vagy ,,V.” és ,,J.” szegmensek-
nek nevezzikk. Ezek a génszegmensek DNS-atrende-
z6dés révén kapcsoloédnak Ossze, és képezik a nehéz és
konnyd lancban expresszalodo teljes V-régiokat. Az at-
rendezddott és Osszekapcsolodott V-szegmensek
(VL) és Vyu—D-Jy) kddoljék ezutan a konnyd és ne-
héz lanc teljes variabilis régioit vagy antigénkot do-
ménjait.

Humaén B-sejtes limfémak szeroterapidjat irjak le
anti-CD20 egér monoklonalis ellenanyagok alkalmaza-
saval Press és munkatarsai [Blood 69, 584 (1987), lasd
fent], az altaluk ko6z6lt terdpids vélaszreakciok, sajnos,
atmenetinek bizonyultak. Ezenkiviil a betegek 25%-
anal a szeroterdpia hatisara human antiegér-ellenanyag
(HAMA) valaszreakcio 1épett fel. Press és munkatarsai
szerint ezeknek az ellenanyagoknak toxinokkal vagy ra-
dioaktiv izotopokkal konjugalt formajaval valoszinileg
tartosabb klinikai eredmények érhetdk el, mint a nem
konjugalt ellenanyagokkal.

A B-sejtes limfémak gyengit hatasabol és az alkal-
mazhat6 kezelési médokra valé valds igénybdl kiindul-
va kiilonb6z6 megvalositasi médokat dolgoztunk ki,
melyek kozott a kozos kapocs a 2B8-ellenanyag alkal-
mazasa. Az egyik ilyen megvaldsitasi mod szerint az
eml6srendszerek azon képességét aknazzuk ki elényo-
sen, hogy konnyen és hatékonyan potoljak a vérben ta-
lalhat periférids B-sejteket; a fenti megoldas alkalma-
zé4sdval arra toreksziink, hogy a periférias vérb6l és a
limfatikus szovetekbdl lényegében eltavolitsuk a B-sej-
teket vagy nagymértékben csokkentsiik a B-sejtek sza-
mat, ezéltal eltavolitsuk a B-sejtes limfomat. Ezt tob-
bek kozott, immunoldgiailag aktiv kiméra anti-CD20-
ellenanyagok alkalmazisaval érjiik el. Egy mésik meg-
valositasi mod szerint a tumorsejteket radioaktiv jelo-
lés alkalmazésaval célzottan kiséreljiik meg elpuszti-
tani.

»Anti-CD20-ellenanyagok” alatt olyan ellenanyagot
értiink, amely specifikusan felismer egy 35 000 D mole-
kulatdmegii nem glikozilezett sejtfelszini foszfoproteint,
melyet tipikusan human B-limfocitikra korlatozodd
Bp35 differencialodasi antigénnek, kozonségesen
CD20-antigénnek neveznek. A ,kiméra” kifejezés,
amennyiben az az anti-CD20-ellenanyagokra vonatko-
zik, olyan ellenanyagokat jeldl, melyeket elénydsen
rekombinans dezoxiribonukleinsav-technikakkal 4llitot-
tunk eld, és amelyek mind human (valamint immunol6-
giailag rokon fajok, példdul csimpanz), mind nem hu-
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man eredetii Osszetevoket tartalmaznak: a kiméra-ellen-
anyag konstans régidja elénydsen lényegében megegye-
zik a természetes human ellenanyag konstans régioja-
val; a kiméra-ellenanyag variabilis régidja elénydsen
nem human eredetd, és a CD20 sejtfelszini antigént felis-
merd, kivant antigénspecifitassal rendelkezik. A nem hu-
man forrds barmely olyan gerinces lehet, amely human
CD20 sejtfelszini antigénnel vagy humén CD20 sejtfel-
szini antigént tartalmazé anyaggal szemben ellenanya-
gok elGallitasara alkalmazhat6. Ilyen nem human forras
lehet anélkiil, hogy igényiinket az aldbbiakra korlatoz-
nédnk: ragesalok (példaul nyul, patkany, egér stb.) és
nem human feml3sok (példaul 6vilagi majom, majom
stb.). Legeldnydsebben a nem huméan osszetevd (a varia-
bilis régi6) egérbdl szarmazik. , Immunoldgiailag aktiv”
kifejezés alatt, amennyiben azt kiméra anti-CD20-
ellenanyagokkal kapcsolatban hasznéljuk, olyan kimé-
ra-ellenanyagot értiink, amely human C1q-hoz kotddik,
humén B-limfoid sejtvonalak komplementfligg6 lizal6-
désat (,CDC”-t) kozvetiti, és ellenanyagfiiggd sejt cito-
toxicitason (,,ADCC”-on) keresztiil lizdlja a humén cél-
sejteket. . Indirekt jelolés” és ,,indirekt jelolési megkoze-
litési mod” alatt azt értjiik, hogy az ellenanyaghoz egy
kelatort kapcsolunk, és a kelatorba legalabb egy radioak-
tiv izotopot inszertalunk. Elényos kelatorok és radioak-
tiv izotopok leirdsa talalhato az aldbbi szakirodalmi he-
lyen: Srivagtava S. C. és Mease R. C.: ,Progress in
Research on Ligands, Nuclides and Techniques for
Labeling Monoclonal Antibodies”, Nucl. Med. Bio.
18/6, 589 (1991), (,,Srivagtava)”, melyet teljes egészé-
ben a kitanitds részeként kell tekinteni. Kiilonosen el6-
nyos kelator az 1-izotiocikmato-benzil-3-metil-dio-
telén-triamin-pentaecetsav (,MX—-DTPA”), az indirekt
jelolésre alkalmazhato, kiillonosen elényos radioaktiv
izotépok az indium{111] és ittrium[90]. ,,Direkt jelolés”
és ,direkt jelolési megkozelitési mod” alatt azt értjik,
hogy a radioaktiv izotopot kovalensen kozvetleniil (tipi-
kusan egy aminosavon keresztiil) az ellenanyaghoz kot-
jiik. Elényos radioaktiv izotopokat ismertet Srivagtava;
direkt jelolésre alkalmazhatd, kiilondsen el6nyos radio-
aktiv izotop a tirozinon keresztiil kovalensen kotott
jod[131]. Kiilonoésen el6nyds az indirekt jelolési megko-
zelitési mod alkalmazasa.

A talalmény szerinti terapids alkalmazasok azon ala-
pulnak, hogy a f6emlésok immunrendszere képes a vér-
ben taldlhato periféridas B-sejtek gyors potlasara vagy
megfiatalitdsara. Tovabba mivel a féemlés6k immunva-
lasza els6sorban a T-sejtek kozvetitésével jon létre,
amennyiben az immunrendszerb6! a periférids B-sejtek
hidnyoznak, nincs sziikség ,rendkiviili” 6vintézkedé-
sekre (azaz, a beteg izolalasara stb.). Ennek eredménye-
képp, valamint a f6eml8s6k immunrendszerének egyéb
finom tulajdonsagaibol kovetkezéen a B-sejtes rendelle-
nességek terapids megkozelitése lehet6vé teszi immuno-
logiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagok alkal-
mazaséaval a vérben talalhato periférias B-sejtek eltavo-
litasat.

Mivel a vérben talalhat6 periférias B-sejteket érinté
rendellenességek kezelése a meghatarozas alapjan felté-
telezi, hogy hozza kell fémiink a vérhez, az immunolo-
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giailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagokat és a ra-
dioaktivan jel6lt anti-CD20-ellenanyagokat el6ny6sen
parenteralisan adagoljuk; ,,parenteralis” adagoldsi mo-
don vénaba (intravénésan), izomba, bdr ald, végbélbe,
hiivelybe vagy hasiiregbe torténé adagolast értiink. Ezek
koziil az intravénas adagolasi mod a legelénydsebb.

Az immunolodgiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellen-
anyagokat és a radioaktivan jelolt anti-CD20-ellenanya-
gokat tipikusan szokdsos technikdk alkalmazaséival,
egy gyogyaszatilag elfogadhat6 pufferben, példaul ste-
ril fiziolégis sdoldatban, steril pufferolt vizben, propi-
lénglikolban vagy az el6z6ek kombinéci6jaban stb. al-
litjuk eld. Parenteralisan adagolhato szerek elGallitasa-
ra vonatkozd eljardsok leirdsat tartalmazza a ,,Pharma-
ceutical Carriers & Formulations” [Martin, Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences, 15. kiadas (,,Mack Pub.
Co.”, Easton, PA (1975)], melyet teljes egészében a ki-
tanitas részeként kell tekinteni.

Barmely adott beteg esetében az immunoldgiailag
aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagoknak az egyedi te-
rapias hatas létrehozasihoz szikséges, terapiasan haté-
kony pontos mennyiségét szakember szaméra jol is-
mert standard technikakkal hatdrozhatjuk meg.

Az immunolégiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellen-
anyagok hatékony dozisa (azaz, a terapiasan hatékony
mennyiség) koriilbelil 0,001-30 mg/testtomeg-kg
kozé esik, elonydsebben korilbeliil 0,01-25 mg/test-
tomeg-kg kozé esik, legeldnyosebben kériilbeliil
0,4-20,0 mg/testtomeg-kg kozé esik. Egyéb dozisok is
alkalmazhatdk; a dozist befolyasol6 tényez6k anélkiil,
hogy igényiinket az aldbbiakra korlatoznink: a beteg-
ség sulyossaga, a megel6z6 kezelési modok, a beteg al-
talanos egészségi allapota, egyéb betegségei stb. Szak-
ember hivatott az adott beteg allapotanak megitélésére,
¢és a megadott hatarokon beliil esé vagy ha sziikséges
azon kiviil es6 alkalmas dézis megallapitasara.

Az immunologiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellen-
anyagok fenti dézishatdrokon beliil t6rténé adagolasa
torténhet egyetlen kezelés soran vagy sorozatos kezelé-
sek soran. A kiméra-ellenanyagokra valo tekintettel el3-
ny0s, ha az adagolds sorozatos kezelések soran torte-
nik; ez az el6nyds megvaldsitisi mod az ezzel a beteg-
séggel jaro kezelési modokon alapul. Bar nem kivanjuk
magunkat semmilyen adott elmélethez kotni, megélla-
pithatjuk, hogy mivel az immunol6giailag aktiv kiméra
anti-CD20-ellenanyagok mind immunoldgiailag akti-
vak, mind pedig kétédnek CD20-hoz, miutdn az immu-
nolégiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagokat
elsé alkalommal adagoltuk az egyénnek, megkezdddik
a periférias B-sejtek szamanak csokkenése; megfigyelé-
seink szerint a kezelést szolgald infizid adagoldsat ko-
vet§ 24 6ran beliil a B-sejtek csaknem teljesen eltlintek.
Ennek kovetkeztében az immunoldgiailag aktiv kiméra
anti-CD20-ellenanyagok (vagy radioaktivan jel6lt anti-
CD20-ellenanyagok) tovabbi adagoldsa(i) a betegnek
feltehetSen: a) eltivolitja a vérben talalhatdé megma-
radt periférids B-sejteket; b) meginditja a B-sejtek sza-
manak csdkkenését a nyirokcsomékban; c) meginditja
a B-sejtek szamanak csokkenését egyéb szoveti forra-
sokban, példaul csontvelében, tumorban stb. Megismé-
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teljiik, hogy az immunoldgiailag aktiv kiméra anti-
CD20-ellenanyagok ismételt adagolasa események so-
rat inditja meg, melyek mindegyikét lényegesnek tekint-
jik a betegség hatékony kezelése érdekében. Az elsé
Hépést” gy tekinthetjiikk, hogy az elsGsorban a beteg
vérében talalhato periférias B-sejtek alapos eltavolitasa-
ra irinyul, az azt kdvetd ,lépéseket” ugy tekinthetjiik,
hogy azok elsésorban — vagy parhuzamosan vagy egy-
mast kovetden — a rendszerbll a megmaradt B-sejtek-
nek, a nyirokcsomokbo! a B-sejteknek, vagy més szove-
tekbdl a B-sejteknek az eltavolitasara iranyulnak.

Valdjiban, mig egyetlen dézis alkalmazisa is hasz-
nos és hatékonyan alkalmazhaté a betegség kezelésé-
re/kézben tartiséra, egy elényds kezelési folyamat tobb
lépésben valosul meg; legeldnydsebben a betegnek egy
héten egy alkalommal, kériilbeliil 210 hétig, legelénys-
sebben koriilbeliil 4 hétig, koriilbeliil 0,4—20 mg/test-
tomeg-kg immunologiailag aktiv kiméra anti-CD20-
ellenanyagot adagolunk.

Radioaktivan jel6lt anti-CD20-ellenanyagok alkal-
mazasaval kapcsolatban eldnyosnek tartjak, ha az ellen-
anyag nem kiméra; ez az elényben részesités a kiméra-
ellenanyagoknak az egérellenanyagokkal 6sszehasonlit-
va lényegesen hosszabb keringési fél életidején alapul
(azaz, a hosszabb keringési fél életidd kovetkeztében a
radioaktiv izotép tovabb van jelen a betegben). A radio-
aktivan jelolt kiméra-ellenanyagok jotékony hatdsa
azonban, az egérellenanyagokhoz viszonyitva a kimé-
ra-ellenanyaggal egyiitt adagolt alacsonyabb milli-
Currie (,mCi”)-dézisok alkalmazasival érvényesiilhet.
Ez a terv lehet6vé teszi a terapias alkalmazhat0sag fenn-
maraddsa mellett a csontveld-toxicitas elfogadhato
szintre val6 csokkentését.

A talalmany szerinti megvalositasi modban kiilonbo-
z6 radioaktiv izotopok alkalmazhatok, szakember hiva-
tott eldonteni, hogy a kiilonboz6 feltételek mellett me-
lyik radioaktiv izotép alkalmazasa a legmegfelelobb.
Célzott immunterapiara alkalmazott, jol ismert radioak-
tiv izotop példaul a j6d[131]. A j6d[131] klinikai alkal-
mazhat6sagat azonban, tobb faktor korlatozhatja, t6b-
bek kozott: nyolcnapos fizikai felezési ideje, a jodozott
ellenanyag dehalogénezédése, ami mind a vérben, mind
a tumor helyén végbemegy, valamint sugéarzasi tulajdon-
sagai (példaul magas gamma-sugarzasi Osszetevdje),
ami nem optimalis a sugardozisnak a tumor helyére tor-
ténd lokalizalasa szempontjabol. Jobb keldtorok megje-
lenésével lehetévé valt proteinekhez fém kelator-
csoportok kapcsolasa, ami lehetGvé tette mas radioaktiv
izotopok, mint példdul indium[111] és ittrium[90] alkal-
mazasat. Az ittrium[90] radio-immunterapias alkalma-
zasa tobb eldnnyel jar: az ittrium[90] 64 oras felezési
ideje elég hosszi1 ahhoz, hogy a tumorban az ellenanyag
felhalmozodhasson, és ellentétben a jod[131]-gyel, az
ittrium[90] tisztdn nagy energidj béta-sugarzast bocsat
ki, bomlasat nem kiséri gamma-sugarzds, és hatasat
100-1000 sejtatmérének megfeleld szovetben fejti ki.
A minimalis mennyiségi athatolé sugéarzas lehetSvé te-
szi tovabba az ittrium[90]-nel jelolt ellenanyag ambu-
lans adagolését. Ezenkiviil a sejt el6léséhez nincs sziik-
ség a jelolt ellenanyagnak sejtbe valé bejutasara, és az
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ionizalo sugarzas helyi kibocsatisa elegend6 a célzott
antigént nem hordoz6 szomszédos tumorsejtek elpuszti-
taséra.

Az ittrium[90] nem terapias céli felhasznalasanak
egyik korlatja a jelentGsebb gamma-sugarzis hianya,
ami megneheziti vele torténd radiologiai képalkotast.
Ennek a problémanak a kikiisz6bolésére az ittrium{90]-
nel jelolt anti-CD20 terapias dozisanak adagolasat meg-
el6zGen a tumor elhelyezkedésének és viszonylagos mé-
retének meghatdrozisira egy diagnosztikus ,képalko-
t6” radioaktiv izotép, mint példaul az indium[111] alkal-
mazhat6. Az indium[111] kiilonosen elényds diagnosz-
tikus radioaktiv izotopként, mivel: abbdl koriilbeliil
1-10 mCi kimutathatd toxicitas nélkiil biztonsagosan
adagolhato; és a leképezési adatok altalanossagban el6-
re jelzik az azt kovetd ittrium[90]-nel jel6lt ellenanyag
megoszlasat. A legtobb leképezési vizsgilatban 5 mCi
indium{111]-nel jelolt ellenanyagot alkalmaznak, mivel
ez a dozis biztonsdgos, és alacsonyabb dozisokkal Gssze-
hasonlitva fokozottan hatékony képalkotast tesz lehet-
vé, optimalis a képalkotas az ellenanyag adagolasat ko-
vetd 3—6. napok kozott. [Lasd példaul: Murray J. L.: J.
Nuc. Med. 26, 3328 (1985) és Carraguillo J. A. és mun-
katarsai: J. Nuc. Med. 26, 67 (1985)].

Az ittrium[90]-nel jelolt anti-CD20-ellenanyagoknak
egyszeri kezelés soran alkalmazott hatékony dézisa
(azaz, terdpidsan hatékony mennyisége) koriilbeliil
5-75 mCi kozé, elénydsebben korilbelil 10-40 mCi
kozé esik. Jod[131]-gyel jelolt anti-CD20-ellenanyagok-
nak a nem csontvelGben talalhaté B-sejtek eltavolitasira
egyszeri kezelés sordn alkalmazott hatékony dézisa ko-
riilbeliil 5-70 mCi, elényosebben koriilbeliil 5-40 mCi.
Jod[131]-gyel jelolt anti-CD20-ellenanyagoknak az
ablativ (a csontvelGben taldlhaté B-sejtek eltavolitisara
is elegendd), egyszeri kezelés soran alkalmazott haté-
kony ddzisa (azaz, amely autolog csontvel§-atiiltetést te-
het sziikségessé), koriilbeliil 30—600 mCi, elénydsebben
koriilbeliill 50 és kevesebb mint 500 mCi kozé esik.
A j6d[131]-gyel jelolt kiméra anti-CD20-ellenanyagok-
nak az egérellenanyagokhoz viszonyitva hosszabb kerin-
gési felezési idejének koszonhetden a nem csontvelGben
talalhat6 B-sejtek eltavolitasara egyszeri kezelés soran al-
kalmazott hatékony dozisa korilbeliil 5—40 mCi, elényo-
sebben kevesebb mint koriilbeliil 30 mCi. A leképezés-
hez, példaul az indium[111]-jel6lésbdl, tipikusan keve-
sebb mint koriilbeliil 5 mCi sziikséges.

A radioaktivan jelolt anti-CD20-ellenanyagok vo-
natkozisaban az azokkal torténé terapia torténhet egy-
szeri kezelés sordn vagy tobb kezelés alkalmazasdval.
A radioaktiv izotop-Osszetevé kovetkeztében elonyo-
sen a kezelést megelG6zden a betegekbdl, melyeknél a
besugdrzas kovetkeztében esetleg fatalis csontvels-toxi-
citds 1éphet fel, periférias torzssejteket (,,PSC”) vagy
csontveldt (,BM”) kell gydjteniink. A csontveldt
és/vagy periférids torzssejteket szokasos technikakkal
gydjyjiik, majd tisztitjuk, és az esetleges visszainfun-
dalasig fagyasztva taroljuk. El6nyos tovabba ha a keze-
lést megel8zéen a betegben egy jeldlt diagnosztikus el-
lenanyag (példaul indium[111]-gyel jel6lt ellenanyag)
felhasznaldsaval diagnosztikus dozimetrids vizsgalatot
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végziink abbol a célbdl, hogy megbizonyosodjunk
réla, hogy a jelolt terapids ellenanyag (példaul itt-
rium[90]-nel jelolt ellenanyag) nem ,koncentrilodik™
sziikségteleniil valamely normadlis szervben vagy sz6-
vetben.

Kiméra egér/human ellenanyagokat leirtak mar.
[Lasd példaul: Morrison S. L. és munkatirsai: PNAS
11, 6851 (1984. november); 173494 szamu eurdpai koz-
zétételi irat; Boulianne G. L. és munkatarsai: Nature
312, 642 (1984. december); Neubeiger M. S. és munka-
tarsai: Nature 314, 268 (1985. mércius); 125023 szamu
eurdpai kdzzétételi irat; Tan és munkatérsai: J. Immu-
nol. 135, 8564 (1985. november); Sun L. K. és munka-
tarsai: Hybridoma 5/1, 517 (1986); Sahagan és munka-
tarsai: J. Immunol. 137, 1066 (1986); 14sd 4ltalanossag-
ban: Muron: Nature 3/2 597 (1984. december); Dick-
son: Genetic Engineering News 5/3, (1985. maércius);
Marx: Science 229, 455 (1985. augusztus); valamint
Morrison: Science 229, 1202 (1985. szeptember).] Ro-
binson és munkatarsai a WO 88/04936 szamu PCT koz-
zétételi iratban olyan kiméra-ellenanyagot irnak le,
amely human konstans régiét és egér varidbilis régiot tar-
talmaz, és a CD20 egy epitdpjara specifikus; a Robin-
son-féle szakirodalmi hivatkozasban a kiméra-ellen-
anyagnak az egérbdl szarmaz6 része a 2H7 jelzést egér
monoklonalis ellenanyagb6l szirmazik (gamma 2b,
kappa)]. Mig a szakirodalmi hivatkozasban megjegyzik,
hogy a leirt kiméra-ellenanyag B-sejteket érintG rendelle-
nességek kezelésére alkalmazhat6 ,.elsé szami jelolt”,
ez a kijelentés csupan a szakember szimara szolgalo ja-
vaslatnak tekinthet6, és szakemberen mulik annak eldon-
tése, hogy a fenti javaslat érvényes-e az adott ellen-
anyagra, kiiléndsen, mivel a szakirodalmi helyen nem ta-
lalhatd semmiféle adat, ami alatdmasztana a terapias ha-
tékonysag vonatkozaséaban tett kijelentést, és kiilonosen,
mivel hianyoznak magasabb rendd eml&sokre, mint pél-
daul féemlBsokre vagy emberre vonatkoz6 adatok.

Kiméra-ellenanyagok el6allitdsdra szolgalo eljara-
sok szakember szdmara j6l ismertek. A konnyd és ne-
héz lancokat expresszalhatjuk példaul kiilon-kiilon, pél-
d4ul az immunglobulin kénnyt lancokat és az immun-
globulin nehéz lancokat kiilon plazmidban. Ezeket az-
tan tisztithatjuk €s in vitro teljes ellenanyagokka allit-
hatjuk Ossze; az Gsszeallitasra alkalmazhato eljarasok is-
mertek. Lasd példaul: Scharf M.: Harvey Lectures
69, 125 (1974). Ugyancsak leirtdk a redukalt izolalt
konnyt és nehéz lancokbol IgG-ellenanyagok képzésé-
hez sziikséges in vitro reakcios paramétereket. Lasd pél-
daul: Beychok S.: ,,Cells of Immunglobulin Synthe-
sis”, Academic Press, New York, 69. oldal (1979).
A konnytl és nehéz lancokat expresszalhatjuk ugyan-
azon sejtben is, hogy a nehéz és konny( lancok a sejten
beliil kapcsolodjanak Ossze, €s képzddjon kozottik ko-
tés, hogy végiil teljes H,L, IgG-ellenanyag kelet-
kezzen. Az ilyen egylittes expresszalodast elérhetjiik
ugyanazon gazdasejtben egy azonos plazmid vagy kii-
16nb6z6 plazmidok alkalmazasaval.

Egy tovabbi eljarés, amely a taldlmany szerinti nem
human/huméan kiméra anti-CD20-ellenanyagok kifej-
lesztésére altalunk legelonyGsebbnek tartott eljaras, egy
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olyan expresszids vektor alkalmazasan alapul, amely ab
initio human forrasbol szarmazo nehéz és konnyd lanc
konstans régiokat kodolo DNS-t tartalmaz. Egy ilyen
vektorba nem humén variabilis régiét kédoldé DNS-t
inszertalhatunk, ily médon kiilénbozd anti-CD20-ellen-
anyagokat allithatunk eld, vizsgalhatunk 4t és analizal-
hatunk kiilonboz6 sajatsagokra (példaul a k6tospecifitas
tipusdra, epitopkotd régiokra stb.) nézve; majd az elG-
nyds vagy kivant anti-CD20-ellenanyagok konnyd és
nehéz lancanak variabilis régioit kddolé cDNS-t a vek-
torba kloénozhatjuk. Az ilyen tipusu vektorokat ,.tandem
kiméraellenanyag-expresszios” (,, TCAE”) vektoroknak
nevezziik. Limfomék terdpids kezelése céljabol immu-
nologiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagok elG4l-
litdsara alkalmazott legelonyosebb TCAE-vektomak a
TCAES-vektor bizonyult. A TCAES a bejelent6 tulajdo-
naban levd, TCAES,2 nevezet(i vektor szarmazéka, az
eltérés abban all, hogy a TCAES,2-vektorban a domi-
nans szelektalhaté marker (neomycin foszfotranszferaz,
»NEQ”) transzlacids inici4ciés starthelye egy Kozak-
féle konszenzus szekvencia, mig a TCAES8-vektorban
ez a szekvencia egy részben modosult Kozak-féle kon-
szenzus szekvencia. A TCAE-vektorok (melyeket
,ZANEX-vektoroknak” is neveznek) dominans szelektal-
haté markere inicidcids starthelyének proteinexpresz-
sziora kifejtett hatasat részletesen a jelen bejelentéssel
egyidejtileg benyujtott, fiiggs, szabadalmi bejelentés-
hez csatolt talalmanyi leirasban fejtettiik ki.

A TCAES8 négy transzkripcids kazettat tartalmaz,
ezek tandem modon helyezkednek el, azaz a sorrend:
egy variabilis régiét nem tartalmazé human immunglo-
bulin konnyd lanc; egy variabilis régiot nem tartalmazd
human immunglobulin nehéz lanc; DHFR; és NEO.
Mindegyik transzkripcids kazetta tartalmazza sajat
eukari6ta promoterét és poliadenilezési helyét (itt uta-
lunk az 1. dbrara, amely a TCAE8-vektor diagram-4b-
razolasa). Ko6zelebbrdl,

1. az immunglobulin nehéz lanc el6tt taldlhatod
CMYV promoter/enhanszer a konnyi lanc elétt talalhato
promoter/enhanszer csonka valtozata, a ~350. pozici6-
ban talalhat6 Nhel hasitasi helyt6l a —16. pozicidban ta-
lathaté SstI hasitasi helyig [lasd Cell 41, 521 (1985)];

2. a humén immunglobulin kénnyi lanc konstans ré-
giot cDNS alapjan PCR-reakcioval végzett amplifi-
kacidval nyertiink. A TCAES8-vektorban ez a huméan im-
munglobulin kappa konnyd linc konstans régié [a
Kabat-féle szamozéis szerint: 108-214. aminosavak,
Km3-allotipus, 1asd Kabat E. A.: ,Sequences of pro-
teins of immunological interest” Ngi Publication, 5. ki-
adas, szerkesztési szam: 91-3242 (1991)] és a humén
immunglobulin gamma-1 nehéz lanc konstans régio (a
Kabat-féle szdmozas szerint: 114—478. aminosavak,
Gmla, Gmlz allotipusok) voltak. A koénnyi lancot nor-
mal human vérbél izolaltuk (IDEC Pharmaceuticals
Corporation, LaJolla, CA); az abbol nyert RNS-rél
cDNS-t szintetizaltunk, majd azt PCR-technikaval
amplifikaltuk (a lancindité oligonukleotidokat vis a vis
a Kabat-féle konszenzus alapjan terveztik). A nehéz
lancot olyan RNS alapjan el8allitott cDNS-rél izolaltuk
(PCR-technika alkalmazisaval), melyet human IgGl-
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vektorral transzfektalt sejtekbdl nyertiink [lasd, Prot.
Eng. 3, 531 (1990); pN,, 162]. Az izolalt human IgG1-
ben két aminosavat megvaltoztattunk, hogy az megfe-
leljen a Kabat szerinti konszenzus aminosavszekven-
cianak, azaz: a 225. aminosavat valinrdl alaninra cserél-
tilk (GTT helyett GCA) és a 287. aminosavat metio-
ninrdl lizinre valtoztattuk (ATG helyett AAG);

3. a humén immunglobulin kénnyi és nehéz lanc ka-
zettak szintetikus szignalszekvencidkat tartalmaznak az
immunglobulinldncok szekretalasa céljabol;

4. a human immunglobulin konnyi és nehéz lanc ka-
zettdk specifikus DNS-restrikcios helyeket tartalmaz-
nak, melyek lehet6vé teszik konnyd és nehéz immunglo-
bulin variabilis régiok inszertalasat oly modon, hogy az
dtmenetnél az olvasasi fazisok megmaradjanak, és az
immunglobulinlancokban normalisan talilhaté aminosa-
vak ne valtozzanak meg;

5. a DHFR-kazetta sajat eukarita promotert (az
egér béta-globin 3 promotert, ,BETA”) és poliadeni-
lezési régiot (a szarvasmarha-novekedési hormon poli-
adenilezési helyet, ,BGH”) tartalmazott; valamint

6. a NEO-kazetta sajat eukariota promotert (BETA)
¢s poliadenilezési régiét (SV40 korai poliadenilezési he-
lyet, ,,SV”) tartalmazott.

A TCAES-vektort és a NEO-kazettit illetéen, a Ko-
zak-féle régi6 részben médosult Kozak-féle konszen-
zus szekvencia, amely 5’-irAnyban egy Clal-helyet tar-
talmazott:

Clal -3 +1

GGGAGCTTGG ATCGAT ccTct ATG Gtt

(A TCAES,2-vektorban az eltérés a Clal- és ATG-
régiok kozott talalhatod, azaz a szekvencia ccAcc.)

A TCAES8-vektorak (ezen beliil a négy transzkrip-
cids kazetta pontos Osszeteviinek) teljes szekvencia-
listajat a 2. dbra mutatja (2. azonosité szdmu szekven-
cia).

Szakember szamara nyilvanvalo, hogy a TCAE-
vektorok alkalmazdsanak elénye, hogy 1ényegesen lero-
vidiil az immunoldgiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellen-
anyagok el6allitasahoz sziikséges id6. Nem human
konnyii és nehéz lanc varidbilis régiok eldallitasa és izo-
lalasa, majd azoknak a humén konnydi lanc konstans
transzkripcids kazettaba és human nehéz lanc konstans
transzkripcios kazettdba torténd beépitése lehetdvé te-
szi immunologiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanya-
gok elballitasat.

Kiindulasként egér, valamint hibridématechnoldgia
alkalmazaséval a lehet legelényosebb CD20-antigénre
specifikus nem human variabilis régiot allitottuk eld.
Polimeraz-lancreakcios (,,PCR”) technikak alkalmazi-
saval az egér konnyi és nehéz vanabilis régidkat koz-
vetleniil a TCAE8-vektorba klonoztuk — ez a nem hu-
mén variabilis régiok TCAE-vektorba torténd klénoza-
sanak legelonyosebb modja. Ez az elényben részesités
els@sorban a PCR-reakcidk hatékonysagan és az inszer-
talas pontossagan alapul. A fenti feladat elvégzésére
azonban més egyenértékil eljardsok is rendelkezésre all-
nak. Példdul a TCAES8-vektort (vagy egy annak megfe-
leld vektort) alkalmazhatjuk Gigy, hogy el3sz6r megha-
tarozzuk egy nem humin anti-CD20-ellenanyag va-
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srer

szeinek megfelel6 oligonukleotidot szintetizalunk,
vagy ha sziikséges, az egész szekvenciat szintetizaljuk,
végiil a teljes szintetikus szekvencia részeit a vektor
megfelelé helyére inszertiljuk. Szakember szamara is-
mertek a feladat elvégzéséhez szitkséges eljarasok.

Az altalunk legel6nyodsebbnek tartott immunoldgiai-
lag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagokat olyan
TCAES8-vektor alkalmazasaval nyertiik, amely CD20-
antigénnel szembeni monoklonalis ellenanyagbdl szar-
maz6 egér variabilis régiokat tartalmazott; ezt az ellen-
anyagot (melyet az alabbiakban részletesen ismerte-
tiink), ,,2B8”-ellenanyagnak neveztiik. A 2B8-bol szar-
maz6, TCAES8-vektorban talalhaté varidbilis régiok
(,,TCAES8-ba klénozott anti-CD20”) teljes szekvencia-
jat a 3. dbra ismerteti (2. azonosité szamu szekvencia).

A proteinexpressziora el6nyosen emlfs eredetii
gazdasejtvonalat hasznalunk; szakember hivatott annak
eldontésére, hogy mely gazdasejtvonalakat tartja leg-
megfeleldbbnek a kivint géntermék expresszaldsara.
Ilyen sejtvonalak anélkiil, hogy igényiinket az alabbiak-
ra korlatoznénk: a DG44 és DUXBII (kinaihorcségpe-
tefészek-vonalak, DHFR-minusz), HELA (humén méh-
nyakkarcinéma), CVI (majomvese-sejtvonal), COS (a
CVI SV40-T-antigént tartalmazé szdrmazéka), R1610
(kinaihdrcsog-fibroblaszt), BALBC/3T3 (egérfibro-
blaszt), HAK (hércsogvese-sejtvonal), SP2/O (egérmie-
16ma), P3 x63-Ag3,653 (egérmieléma), BFA-1c1BPT
(szarvasmarha-endtotelsejtek), RAJI (humén limfocita)
¢és 293 (human vese)-sejtvonalak. Gazdasejtvonalak ti-
pikusan hozzaférhet6k a kereskedelemben, az ,,Ame-
rican Tissue Culture Collection” intézett§l vagy kozolt
szakirodalom alapjan.

A gazdasejtvonal elényosen DG44- (,,CHO™) vagy
SP2/0O-sejtvonal. Lasd: Urland G. és munkatarsai:
»Effect of gamma rays and the dihydrofolate reductase
locus: deletions and inversions” Som. Cell & Mol. Gen.
12/6, 555 (1986); valamint Schulman M. és munkatar-
sai: ,,A better cell line for making hybridomas secreting
specific antibodies” Nature 267, 269 (1978). A gaz-
dasejtvonal legel6nyodsebben DG44-sejtvonal. A plazmi-
dot a szakember szdméra ismert barmely technikdval a
gazdasejtbe juttathatjuk. Ezek anélkiil, hogy igényiinket
az alabbiakra korlatoznank: transzfekcié (ezen beliil
elektroforézis és elektroporacid), a sejtek fuzionaltatisa
burkolt DNS-sel, mikroinjektalas és intakt virussal torté-
né fertdzés. [Lasd Ridgway A. A. G.: ,Mammalian
Expression Vectors”, 24.2 fejezet, 470. oldal, Vectors,
szerkeszt6: Rodriguez and Denhardt, ,,Butterworths”,
Boston, MA (1988).] A plazmidot legelényosebben
elektroporacioval juttathatjuk a gazdasejtbe.

Miutan a taldlmany szerinti megoldast altalanossag-
ban ismertettiik, a tovabbiakban azt konkrét megvalosi-
tasi példikon keresztiil kivanjuk szemléltetni, anélkiil
azonban, hogy igényiinket az ismertetettekre korlatoz-
nank. Az alabbi példakon keresztiil a kovetkezdket ki-
vanjuk ismertetni: radioaktivan jeldlt anti-CD20-ellen-
anyagok (,,J2B8”-ellenanyagok) alkalmazasaval vég-
zett dozisleképezést; radioaktivan jel6lt anti-CD20-
ellenanyagot (,,Y2B8”-ellenanyagot); valamint megha-
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tarozott vektor (, TCAE8”-vektor) és egér anti-CD20
monoklondlis ellenanyagbél (,,2B8”-ellenanyagbol)
szdrmazo variabilis régiok alkalmazasival elgallitott
immunologiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanya-
gokat (,,C2B8”).

1. példa
Radioaktivan jelolt 2B8 jelzésii anti-CD20-ellen-
anyag

A. Anti-CD20 monoklondlis ellenanyagok (egér ere-
detii ellenanyagok) (,,2B8”) eléallitisa

BALB/c-egereket immunizaltunk ismételten, 3—4
honapos idGtartam soran hetente végzett injektalasok-
kal a humén SB limfoblasztoid sejtvonallal [lasd
Adams R. A. és munkatarsai: ,,Direct implantation and
serial transplantation of humén acute lymphoblastic leu-
kemia in hamsters, SB—2" Can. Res. 28, 1121 (1986)]
ez a sejtvonal ATCC CCL 120 nyilvantartasi szam alatt
hozzaférhetd az ,,American Tissue Culture Collection”
intézettdl (Rockville, MD). Ismert CD20-specifikus el-
lenanyagok gatlasa alapjan [az alkalmazott anti-CD20-
ellenanyagok a Leul6-ellenanyagok (Beckton Dickin-
son, San Jose, CA, katalégusszam: 7670), és a Bl-ellen-
anyagok (Coulter Corp., Hialeah, FL, katalogusszdm:
6602201) voltak], magas anti-CD20-ellenanyagszé-
rum-titerrel rendelkezd egereket azonositottunk, ezek
1épét eltavolitottuk. A 1épsejteket SP2/0 egér-mieloma-
sejtekkel fuzionaltattuk az Einfeld D. A. és munkatar-
sai altal leirt eljarassal [EMBO 7, 711 (1988)] (az
SP2/0 az ATCC 8006 nyilvantartdsi szimon szerepel).

A CD20-specifitas vizsgélatira radioimmun-
vizsgalati eljarast alkalmaztunk. Roviden, tisztitott BI
anti-CD20-ellenanyagokat jédozott mikrorészecskék al-
kalmazasaval — Valentine M. A. és munkatarsai szerint
— 125]-dal jeléltiink [J. Biol. Chem. 264, 11282 (1989)].
(1251 néatrium-jodid, ICN, Irvine, CA, katalogusszim:
28665H). A hibridomékat oly modon vizsgaltuk, hogy
mindegyik flizi6s rekeszbgl 0,05 ml tapfolyadékot, 1%
BSA-t tartalmazé6 PBS-ben (pH 7,4) oldott 0,05 ml
125]-jelolt BI anti-CD20-ellenanyagot (10 ng), valamint
0,5 ml, az elébbivel megegyezs Osszetételli pufferben
szuszpendalt 100 000 SB-sejtet inkubéltunk egytitt. Mi-
ut4n az inkubalast 1 6rdn 4t szobah6mérsékleten folytat-
tuk, a sejteket 96 rekeszii mikrotitrdlélemezeken Gssze-
gydjtottikk (V & P Scientific, San Diego, CA) és alapo-
san mostuk. Pozitiv és negativ kontrollokként jeldletlen
BI anti-CD20-ellenanyagokat tartalmazo, valamint gat-
16 ellenanyagot nem tartalmazé duplikdtumrekeszeket
alkalmaztunk. Az 50%-nal nagyobb gatlast mutat6 reke-
szeket felszaporitottuk és kloénoztuk. A legnagyobb
fokd gatlast mutaté ellenanyagot a ,,2B8”-elnevezésii
klénozott sejtvonalbol nyertiik.

B. 2B8—MX—DTPA-konjugdtum eldallitdsa.

i) MX-DTPA

Karbon-14-jeldlt 1-izotiocianato-benzil-3-metil-
dietilén-triamin-pentaecetsavat (,karbon-14-gyel jel6lt
MX-DTPA”-t) alkalmaztunk kelatorként a radioakti-
van jelolt 2B8 konjugalasara. Az MX-DTPA-val vég-
zett milveleteket fémmentes feltételek mellett végeztiik,
azaz fémmentes reagenseket hasznaltunk, és amennyi-
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ben lehetséges, Alconoxszal mosott és Milli-Q-vizzel
oblitett polipropilén mianyag eszkozoket (palackokat,
féz6poharakat, mér8hengereket, pipettdkat, pipettahe-
gyeket) hasznaltunk. MX-DTPA-t széraz, szilard for-
méban dr. Otto Gansow-t6l kaptuk (National Institute
of Health, Bethesda, MD) és szaritva, 4 °C-on (fényt6l
védve) taroltuk, torzsoldatot Milli-Q vizben készitet-
tiink 2—5 mmol/l koncentricidban, és azt —70 °C-on ta-
roltuk. MX—DTPA-t egy maésik forrasbol a Coulter
Immunology intézett6] szereztiink be (Hialeah, Florida)
vizben oldott dinatriums6 forméjaban, és azt —70 °C-on
taroltuk.

ii) 2B8 eléallitdsa

A tisztitott 2B8-ellenanyagot ugy készitettiik el6 az
MX-DTPA-val torténé konjugilashoz, hogy az el-
lenanyagot CENTRICON 30™ centrifugafilterek
(30 000 D molekulatomeg-hatarig ateresztd szird,
Amicon) alkalmaziséval, ismételt puffercserékkel
150 mmol/l NaCl-t tartalmazd fémmentes 50 mmol/l
Lbicin-NaOff'-ba (pH 8,6) vittiik 4t. Altalanossagban
a filtert tartalmazo egységbe 50-200 pl proteint
(10 mg/ml) tettiink, majd ehhez 2 ml bicinpuffert ad-
tunk. A filtereket 4 °C-on Sorval SS—34 rotorban centri-
fugaltuk (6000 fordulat/perc, 45 perc). A maradék térfo-
gat koériilbeliil 50-100 pl volt; ezt a miiveletet ugyan-
azon filter alkalmazdsdval kétszer ismételtiik. A mara-
dékot 1,5 ml térfogatii, csavaros kupakkal ellatott poli-
propiléncsdbe vittilk at, meghatdroztuk a proteintartal-
mat, 10,0 mg/ml koncentracidig higitottuk, és a felhasz-
nalésig 4 °C-on taroltuk; a protein egy részét a fenti elja-
rashoz hasonlé médon eljarva 150 mmol/l NaCl-ot és
0,05 nétrium-azidot tartalmaz6 50 mmol/l natrium-cit-
rat-pufferbe (pH 5,5) vittik 4t.

iii) 2B8 konjugdldsa MX-DTPA-val

A 2B8-ellenanyagot az MX-DTPA-val polipropi-
1éncsovekben, kozombos hémérsékleten (szobahSmér-
sékleten) konjugaltuk. Az MX—DTPA tbrzsoldatot koz-
vetleniil a felhasznalast megel6zGen felolvasztottuk.
MX-DTPA-val reagéltattunk 4:1 MX-DTPA:2B8
molaris ardny mellett. A reakciét az MX—-DTPA torzs-
oldat hozziadisaval és Ovatos keveréssel inditottuk
meg; a konjugécios reakciét 1 éjszakan at (14-20 6ran
at), szobahémérsékleten hagytuk végbemenni. A nem
reagilt MX—DTPA-t az IB.ii) pontban a fent leirtak sze-
rint a konjugatumbol dializissel vagy ismételt ultraszi-
réssel eltivolitottuk, és a proteint 0,05% natrium-azidot
tartalmazo, fémmentes fiziologias sooldatba (0,9%) vit-
tiik at. A proteinkoncentraciot 10 mg/ml-re é&llitottuk
be, és az oldatot a radioaktiv jelolésig polipropilén-
csében 4 °C-on téroltuk.

iv) A beépiilt MX—DTPA meghatdrozdsa.

A beépiilt MX-DTPA-t szcintillaciés szamlalassal
és a tisztitott konjugdtummal kapott értékeknek kar-
bon[14]-gyel jeldlt MX-DTPA specifikus aktivitdsa-
val torténd dsszehasonlitisaval hataroztuk meg. Egyes
vizsgalatokban, melyekben radioaktivan nem jeldlt
MX-DTPA-t haszniltunk (Coulter Immunology), az
MX-DTPA-beépiilést oly modon hataroztuk meg,
hogy a konjugétumot feleslegben alkalmazott, ismert
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koncentraciéju és specifikus aktivitasa ittrium[90] ra-
dioaktiv hordozéoldattal inkubaltuk egyiitt.

Ismert koncentricioja ittrium-klorid-térzsoldatot
fémmentes 0,05 normal/l HCl-ban allitottunk el oly
médon, hogy ahhoz hordozomentes ittrium[90]-et (klo-
rids6 formajéban) adtunk. Ennek az oldatnak egy minta-
jat folyadékszcintillaciés szamlaloban analizaltuk, hogy
a reagens pontos specifikus aktivitisat meghatarozzuk.
Egy polipropliéncsGbe olyan térfogatil ittrium-klorid
reagenst tettiink, ami az ellenanyaghoz vérhat6an koté-
dd kelat molban kifejezett szimanak hdromszorosat tar-
talmazta (tipikusan 2 mol/mol ellenanyag), majd a pH-t
2 mol/l narium-acetéttal 4,0—4,5-re allitottuk be. Ezt ko-
vetGen hozzaadtuk a konjugalt ellenanyagot, €s az ele-
gyet 15-30 percig szobahGmérsékleten inkubaltuk.
A reakci6t 20 mmol/l EDTA hozzdadésaval allitottuk le
1 mmol/l végkoncentracioban alkalmazva, majd az ol-
dat pH-jat 2 mol/l nétrium-acetattal kdriilbeliil pH 6-ra
allitottuk be.

Otperces inkubalast kovetden a teljes térfogatot
nagy teljesitményii molekulasziir-kromatografiaval
tisztitottuk (l4sd az alabbiakban). Az elualt proteintar-
talmi frakciokat osszeontottilk, a proteinkoncentraciot
meghataroztuk, és egy mintat radioaktivitdsra nézve
analizaltunk. A kelatbeépiilést az ittrium[90}-klorid ké-
szitmény specifikus aktivitdsa és a proteinkoncentracié
alapjan szamitottuk ki.

v) A 2B8-MX-DTPA immunreaktivitdsa

A konjugilt 2B8 immunreaktivitdsat teljes sejt-
ELISA-eljarassal hatéroztuk meg. Tenyészetbdl centri-
fugalassal a log fazis kozepén taldlhaté SB-sejteket
gyljtottiink dssze, majd a sejteket 1xHBSS-pufferrel
kétszer mostuk. A sejteket 1-2x HBSS-pufferben 106
sejt/ml sejtkoncentracidig higitottuk, és 96 rekeszi
polisztirén mikrotitrdlolemezekre mértik ki, egy rekesz-
hez 50 000—100 000 sejtet adtunk. A lemezeket 2 6ran
at 40—45 °C-on vakuum alatt széritottuk, hogy a sejte-
ket a mGanyaghoz fixaljuk; a lemezeket a felhasznala-
sig szarazon —20 °C-on taroltuk. A vizsgilati eljaras-
hoz a lemezeket kozvetleniil a felhasznélas el6tt szoba-
hémérsékletre melegitettiik, majd 2 6ran 4t 1% BSA-t
tartalmazé 1 x PBS-sel blokkoltuk (pH 7,2—7,4). A vizs-
galati eljarashoz a mintakat 1 x PBS/1% BSA-pufferben
higitottuk, lemezekre mértiik, és azonos dsszetételid puf-
ferben hatérhigitasos eljarassal (1:2 1éptékben) higitot-
tuk. Miutan a lemezeket 1 6rén 4t szobahomérsékleten
inkubaltuk, a lemezeket 1 x PBS-sel haromszor mostuk.
A rekeszekhez miasodik ellenanyagot (50 pl kecskében
termelt antiegér IgGl-specifikus HRP-konjugatumot)
adtunk (1xPBS/1% BSA-pufferben 1:1500 ardnyban
higitva) és 1 6ran 4t szobahSmérsékleten inkubaltuk.
A lemezeket 1 x PBS-sel négyszer mostuk, majd ABTS-
szubsztrat-oldatot (0,01% ATBS-t és 0,001% H,O,-ot
tartalmazo 50 mmol/l nitrium-citratot, pH 4,5) adtunk
hozzajuk. A lemezeket 15-30 perces inkubdldst kovetd-
en 405 nm hulldmhosszon leolvastuk. A vizsgélati elja-
rasba a nem specifikus kotédés meghatérozasara anti-
génnegativ HSB-sejteket iktattunk. A konjugétum im-
munreaktivitisat oly médon szamitottuk ki, hogy az
abszorpcios értékeket a megfelel6 higitasi faktorral
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szemben abrazoltuk, és ezt Osszehasonlitottuk ugyan-
azon lemezen vizsgélt nativ ellenanyaggal kapott
(100%-o0s immunreaktivitast képvisel§) értékekkel; a
titralasi gorbe linearis szakaszén talélhat6 tobb értéket
Gsszehasonlitottunk, és meghataroztuk az atlagértéket
(az adatokat nem tiintettiik fel).

vi) Indium[111]-gyel ielélt 2B8—-MX-DTPA
(., 12B8") eléallitdsa.

Az izot6p egy 0,05 mol/l HCl-ban oldott mintéjat
(0,1-2 mCi/mg ellenanyag) polipropiléncsébe tettiik,
és ahhoz koriilbeliil egytized térfogati fémmentes
2 mol/l koncentraciéji HCl-ot adtunk. Otperces inku-
bélést kovetBen a csdhéz fémmentes 2 mol/l koncentra-
ci6j natrium-acetatot adtunk, hogy az oldat pH-érté-
két 4,0—4 4-1e allitsuk be. Ehhez 0,05% nétrium-azidot
tartalmazé fiziolégias séoldatban vagy 50 mmol/l
natrium-citrat/150 mmol/l NaCl-oldatban 10,0 mg/ml
DTPA-t tartalmazé térzsoldatbol koriilbeliil 0,5 mg
2B8-MX-DTPA-t adtunk, és az oldatot azonnal 6vato-
san elkevertiik. Az oldat pH-jat pH-papirral ellendriz-
tiik, megbizonyosodtunk arrol, hogy a pH 4,0-4,5 kozé
esik, és az elegyet 15-30 percig szobah6mérsékleten
inkubéltuk. Végiil a reakciét 20 mmol/l EDTA-val,
1 mmol/l végkoncentracioban alkalmazva leéllitottuk,
majd az oldat pH-jat 2 moVl/l narium-acetattal koriilbe-
lil pH 6,0-ra éllitottuk be.

Ot-tiz perces inkubalast kovetéen a komplexet nem
képz6 radioizotépot molekulasziré-kromatografidval el-
tavolitottuk. HPLC-egységként oldatszallito rendszerrel
felszerelt Waters Model—6000 vagy Toso Haas Model
TSK 6110 késziiléket haszniltunk, melyek megfelels-
en Waters—U6K vagy Rheodyne—700 injekcids szele-
pet tartalmaztak. A kromatografids elvalasztast gél-
permedciés oszlop (BioRad SEC-250; 7,5x300 mm
vagy annak megfeleld TosoHaas-oszlop) és SEC-250
védBoszlop (7,5x100 mm) alkalmazisaval végeztik.
A rendszer frakcioszed6t (Pharmacia Frac200) és
280 nm szdrdvel ellatott UV-monitort (Pharmacia
UV-1 modelt) is tartalmazott. A mintakat felvittiik az
oszlopra, és 1xPBS- (pH 7,4) pufferrel 1,0 ml/perc fo-
lyadékaramlasi sebesség mellett izokratikusan eludltuk.
Uvegesovekbe 0,5 ml térfogati frakciokat gyidijtottiink,
és az azokboél vett mintikat gamma-szamlaloval anali-
zaltuk. Az also és felsG ,,ablakokat” 100 és 500 KeV-ra
allitottuk be.

A beépiilt radioaktivitast oly modon hatdroztuk meg,
hogy az eluélt proteincstcesal kapcsolatos radioaktivi-
tast Osszegeztilk, és ezt a szdmot az oszloprol elualt
Osszes radioaktivitassal osztottuk; ezt az értéket azutan
szazalékban adtuk meg (az adatokat nem tiintettiik fel).
Egyes esetekben a beépiilt radioaktivitist gyors vékony-
réteg-kromatografiaval (,ITLC”-vel) hatéroztuk meg.
A radioaktivan jel6lt konjugatumot 1:10 vagy 1:20
arAnyban 1xPBS-ben vagy 1xPBS/1 mmol/l DTPA-puf-
ferben higitottuk, majd 1 pl-t egy 1x5 em ITLC SG pa-
pircsikra, annak sz&1€t61 1,5 cm tavolsagra racseppentet-
tiink. A papirt metanol: viz elegyben (1:1 térfogat%) ol-
dott 10% amménium-acetat felhasznalasaval felszallo-
kromatografidnak vetettiik ald. A csikot megszaritottuk,
keresztben félbevagtuk, és gamma-szamlaloval mind-
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egyik darab radioaktivitdsat meghataroztuk. A csik alsé
felén talalhatd radioaktivitist (a proteinnel kapcsolt ra-
dioaktivitast) a felsd és also féldarab értékeinek Osszeg-
zésével kapott dssz-radioaktivitis szdzalékaban fejeztik
ki (az adatokat nem tiintettiik fel).

A specifikus aktivitast a radioaktivan jeldlt konjuga-
tumbél vett minta radioaktivitdsdnak mérésével hataroz-
tuk meg. Ezt az értéket a szamlalé hatdsfokaval (tipi-
kusan 75%-kal) korrigéltuk, a konjugitum el6z6leg
280 nm-en mért abszorpcidja alapjan meghatirozott
proteinkoncentraciohoz viszonyitottuk, és a kapott érté-
ket mCi/mg proteinegységben fejeztiik ki.

Egyes kisérletek esetében a 2B§—MX-DTPA-t in-
dium[111]-gyel jeldltiik radioaktivan, a fenti eljardshoz
hasonlé médon eljarva, azonban HPLC-tisztitast nem
alkalmazva, ezt az eljarast ,mix and shoot”-eljardsnak
neveztiik el.

vii) Ittrium[90]-nel jelolt 2B8—MX—-DTPA (, Y2B8")
eléallitasa

Az ittrium[90]-nel jelolt 2B8-MX-DTPA
(.,Y2B8”) konjugatum elGallitasara az I2B8 el6allitdsa-
nél leirt eljarast alkalmaztuk, azzal az eltéréssel, hogy
nem hasznaltunk 2 mol/l-es HCl-oldatot; valamennyi itt-
rium{90]-nel jeldlt konjugatumot tartalmazd készit-
ményt molekulasziir6-kromatografidval tisztitottuk a
fent ismertetettek szerint.

C. Nem humdn, azaz dllatokon végzett vizsgalatok

i) A radioaktivan jellt 2B8—MX-DTPA bioldgiai
megoszldsa

Hat-nyolc hetes BALB/c-egerekben vizsgéltuk
az 12B8 biologiai megoszldsat a szovetekben. A radio-
aktivan jelolt konjugatumot a fent leirt ,,mix and shoot”
eljaras alkalmazaséval klinikai tisztasigi fokt 2B8-
MX-DTPA felhasznalasaval allitottuk el6. A konju-
gatum specifikus aktivitasa 2,3 mCi/mg volt, és a kon-
jugatumot 50 mg/ml HSA-t tartalmazé PBS-ben (pH
7,4) formuldztuk. Az egereket 100 pl (korilbelil
21 mCi) 12B8-ellenanyaggal intravéndsan oltottuk, és
0, 24, 48 és 72 ora elteltével harom egérb6l 4ll6 csopor-
tokat a nyakcsigolya eltorésével ledltiink. A ledlést ko-
vetéen a farkat, szivet, tiidGket, majat, vesét, lépet, izom-
mintat és a combcsontot eltavolitottuk, mostuk és le-
mértiik; ezenkiviil vérmintdt vettiink analizis céljara.
Valamennyi minta radioaktivitdsat gamma-szdmlal6val
mértiik, majd szazalékosan meghatiroztuk az injektalt
dozisnak egy gramm szovetre es6 részét. Az egyes szer-
vekben talalhaté vér altal képviselt radioaktivitast nem
kiséreltiik meg kivonni.

Egy masik eljaras szerint 10 hétig 4 °C-on vagy
30 °C-on inkubéalt 2B8—MX-DTPA-mintékat in-
dium[111]-gyel jeléltiink radioaktivan, igy mindkét ke-
szitmény esetében 2,1 mCi/mg specifikus aktivitast ér-
tiink el. Ezeket a konjugatumokat a fent leirtak szerint,
egerekben a biologiai megoszlas vizsgalatdra hasznal-
tuk fel.

Dozimetrids meghatarozas céljara, a 2B8-
MX-DTPA-t indium[111]-gyel 2,3 mCi/mg speci-
fikus aktivitds eléréséig radioaktivan jeloltik, és
20 BALB/c-egér mindegyikébe koriilbeliil 1,1 pCi-t in-
jektaltunk. Ezt kovetden, 1, 24, 48 és 72 6ra elteltével
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egyenként 6t egérbdl allo csoportokat ledltiink, azok
szerveit eltavolitottuk, és az analizishez elGkészitettiik.
Mintat vettiink a borbdl, izombdl és csontbdl is, és eze-
ket az analizishez el6készitettiik; a 24—72 6ras idGpon-
tokban vizeletet és székletet is gy(jtottiink, és azt anali-
zaltuk.

Hasonl6 eljaras alkalmazasaval 2B8-MX—-DTPA-t
ittrium[90]-nel radioaktivan jeloltiink, és annak biolo-
giai megoszlasit BALB/c-egerekben értékeltik egy
72 orés vizsgalati id6szak soran. HPLC molekulasziiré-
ses kromatogréfidval végzett tisztitast koveten egyen-
ként 6t egeret tartalmaz6 négy csoportot intravéndsan,
koriilbeliil 1 uCi klinikailag formulézott konjugatum-
mal (specifikus aktivitas: 12,2 mCi/mg) injektaltunk;
ezt kovetden az egyes csoportokba tartozo egereket 1,
24, 48 és 72 ora elteltével leoltiik, és azok szerveit €s
szoveteit a fent leirtak szerint analizaltuk. Az egyes sz6-
vetmintakkal kapcsolatos radioaktivitast gamma-szcin-
tillaciés szamlaloval, a fékezési sugarzas meérésével ha-
taroztuk meg. Az aktivitdsértékeket ezutin az injektalt
dozis egy gramm szovetre esG részének szizalékban ki-
fejezett értékével vagy egy adott szovetre esd részének
sz4dzalékban kifejezett értékével adtuk meg. Mig a szer-
veket és egyéb szoveteket a felilleten taldlhaté vér elta-
volitasa érdekében ismételten mostuk, a szerveket nem
perfundaltuk. A szervekre vonatkozo aktivitisértékek-
b6l tehat a benniik talalhato vér dltal képviselt aktivitast
nem vontuk ki.

ii) Az I2B8-ellenanyag tumorlokalizacidja

A radioaktivan jel6lt 2B8-MX—-DTPA lokalizici6--
jat Ramos-féle B-sejtes tumort tartalmazo timuszhianyos
egerekben hataroztuk meg. Hat-nyolc hetes koru,
timuszhianyos egereket injektaltunk bdr ala oltva (a bal
hatso6 oldalon) 0,1 ml, eléz6leg timuszhidnyos egerekben
valé névekedéshez adaptalt 1,2 x 107 Ramos-féle tumor-
sejtet tartalmazé6 RPMI-1640 tapfolyadékkal. A tumor
koriilbeliil két hét alatt kifejlédott, és 0,07—1,1 gramm to-
meget ért el. Az egereket intravénasan 100 pl indium-
[111]-gyel jeldlt 2B8—MX-DTPA-val (16,7 uCi) oltot-
tuk és 0, 24, 48 és 72 ora elteltével egyenként hdrom
egérbdl 4116 csoportokat a nyakcsigolya eltorésével lel-
tiink. A ledlést kdvetSen a farkat, szivet, tiidéket, mdjat,
vesét, lépet, izommintat, a combcsontot és a tumort elta-
volitottuk, mostuk és lemértiik; ezenkivil vérmintét vet-
tiink analizis céljara. Valamennyi minta radioaktivitasat
gamma-szdmlaléval mértiikk, majd az injektalt dozisnak
egy gramm szdvetre esO részét szazalékosan meghata-
roztuk.

iii) Bioldgiai megoszlasi és tumorlokalizdcios vizs-
galatok radioaktivan jelolt 2B8—MX—-DTPA-val

A fent leirt biologiai megoszlast vizsgalo kisérlet sze-
rint [1. példa B.viii) a) pont], konjugalt 2B8-ellenanya-
got indium[111]-gyel jeloltiink radioaktivan 2,3 mCi/mg
specifikus aktivitds eléréséig, és a radioaktivan jelolt
anyag biologiai megoszlasinak meghatirozasa céljabol
20 BALB/c-egér mindegyikébe koriilbeliil 1,1 uCi-t in-
jektaltunk. Ezt kovetGen, 1, 24, 48 és 72 ora elteltével
egyenként 6t egérbdl allo csoportokat ledltiink, azok szer-
veit, a bdr, az izom és a csont egy részét eltavolitottuk,
és az analizishez elokészitettiik. A 24—72 6ras id6pontok-
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ban vizeletet és székletet is gyijtottiink és azt analizal-
tuk. A vérben talalhaté radioaktivitas szintje az 1. éréban
40,3% (injektalt dozis/gramm) volt, ez a 72. 6rira
18,9%-ra csokkent (az adatokat nem timtettiik fel). A ki-
sérlet soran a sziv, a vese, az izom és a 1ép esetében mért
értékek 7-9,8% kozott maradtak. A tiidSkben talalhato
radioaktivitds szintje az 1. ordban 14,2% volt, és ez a 72.
6rara 7,6%-ra csokkent; hasonloképp, a majban az (injek-
talt dozis/gramm) értékek 10,3% és 9,9% voltak. Ezek-
nek az adatoknak az alapjan meghatiroztuk a 2BIS-
ellenanyag esetében az abszorbealt sugardozis becsiilt ér-
tékét, az alabb leirtak szerint.

Az ittrium[90]-nel jelolt, 12,2 mCi/mg ellenanyag-
specifikus aktivitdssal rendelkezd konjugatum biolégiai
megoszlasit BALB/c-egerekben hatdroztuk meg. A ra-
dioaktivitas beépiilése nagyobb volt, mint 90%, ¢s a ra-
dioaktivan jelolt ellenanyagot HPLC-eljarassal tisztitot-
tuk. A radioaktivitas egyes szervekben valo lerakodasat
72 6ras megfigyelés soran meghataroztuk a f6 szervek-
ben, a b6rben, a csontban, valamint a vizeletben és szék-
letben, és azt az (injektalt dozis/gramm szovet) szdzalé-
k4ban fejeztiik ki. Az eredmények szerint (az adatokat
nem tiintettiik fel) a vérben talalhat6 radioaktivitas szint-
je az 1. 6raban mért koriilbeliil 39,2%-os (injektalt do-
zis/gramm) értékrl a 72. orara koriilbelil 15,4%-ra
esett, a farokkal, a szivvel, a vesével, az izommal és
a léppel kapcsolatos radioaktivitas szintje a kisérlet so-
ran meglehet6sen alland6, azaz 10,2% vagy kevesebb
maradt. Lényeges, hogy a csonttal kapcsolatos radioakti-
vitas értéke az 1. 6rdban 4,4% (injektalt dozis/gramm
csont) volt, a 72. éraban ez az érték 3,2% volt. Ossze-
foglalva, a fenti eredmények arra utalnak, hogy a konju-
gatumban kevés szabad ittrium volt jelen, és ez a kis
mennyiség(i, szabad, radioaktiv fém a kisérlet soran fel-
szabadult. Ezeknek az adatoknak az alapjan a 2BY8-
ellenanyag esetében meghatéroztuk az abszorbedlt su-
gardozis becsiilt értékét az alabb leirtak szerint.

A tumorlokalizacids vizsgalat céljara 2B8-MX—
DTPA-t allitottunk el8, és azt indium[111]-gyel radio-
aktivan jeldltiik, 2,7 mCi/mg specifikus aktivitast ér-
tink el. A jelolt konjugatum 100 pl-ét (kdrilbeliil
24 pCi-t) ezutan 12 timuszhidnyos, Ramos-féle tumort
tartalmaz6 egérbe injektéituk. A tumor tomege
0,1-1,0 gramm kozott valtozott. Az injektaldst kove-
ten 0., 24., 48. és 72. 6ra elteltével a szem mogotti
véna punkciojaval 50 pl vért vettiink, az egereket a
nyakcsigolya eltorésével leoltiik, a farkat, a szivet, a ti-
dbket, a méjat, a vesét, a lépet, az izommintat, a comb-
csontot és a tumort eltavolitottuk. A szovetek feldolgo-
zasat és lemérését kovetSen valamennyi szvetminta ra-
dioaktivitasat gamma-szdmlaloval meghatéroztuk, és
az értékeket az injektalt dozis 1 gramm szévetre esd ré-
szének szdzalékban kifejezett értékével adtuk meg.

Az eredmények azt mutattak, hogy az indium[111]-
2B8-MX-DTPA szoveti koncentricioja a kisérlet so-
ran folyamatosan n6tt. 72 6ra elteltével a tumorban az
injektalt dozis 13%-a halmozodott fel. Ezzel szemben a
vérszintek a kisérlet sordn a 0. 6raban mért tobb mint
30%-r61 a 72. 6raban mérheté 13%-ra csokkentek. Vala-
mennyi egyéb szovet (az izmot kivéve) a kisérlet végén
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grammonként az injektalt dozis 1,3-6% 4t tartalmazta;
az izomszovet grammonként az injektalt dozis korilbe-
liil 13%-4t tartalmazta.

D. Human vizsgalatok

i) 2B8 és 2B8—MX—-DTPA : humdn sziveteken vég-
zett immunbhisztologiai vizsgalatok

A 2B8 jelzésii egér monoklonélis ellenanyag szove-
ti reaktivitdsat acetonnal fixalt 32 kiilonb6z6 huméan
szovetbdl allo sorozat felhaszndldsaval vizsgaltuk.
A 2B8-ellenanyag a nagymértékben korlatozott széveti
megoszlast mutatd CD20-antigénnel reagil, mely csu-
pén a limfoid szdvetek egy alcsoportjat képezd, ezen be-
liil hematopoetikus (vérképz3) eredetii sejteken talalha-
t0 meg.

A nyirokcsomékban immunreaktivitds volt kimutat-
haté a kortikalis érett B-limfocitdk egy csoportjaban, va-
lamint a germinalis kozpont szaporodo sejtjeiben. Szin-
tén pozitiv reaktivitdst figyeltiink meg a periférids vér-
ben, a manduldk B-sejtes teriiletein, a 1ép fehér pulpa-
jaban és a timusz (csecsemdmirigy) medulléris limfo-
citainak 40—70%-4ban. Ugyancsak pozitiv reaktivitst fi-
gyeltink meg a vastagbél faldban a ,,lamina propria”
follikulusaiban (a nyalkabartya kotdszovetes rétegében
talalhat6 Peyer-féle plakkokban). Ezenkiviil a 2B8-ellen-
anyaggal pozitiv reakciot adtak a kiilonb6z6 szervek ko-
tBszoveti rétegében talalhaté elszért vagy aggregatumot
képzd limfoid sejtek, példaul a holyagban, a mellben,
a méhnyakban, a nyel6csGben, a tiidében, a fiiltémirigy-
ben, a prosztatdban, a vékonybélben és a gyomorban ta-
lalhaté sejtek (az adatokat nem tiintettilk fel).

Az egyszer(i himsejtek, valamint a rétegz8dott ham
és a kiilonb6zé szervek hambélése nem mutatott reakti-
vitast. Hasonloképp nem volt reaktivitas megfigyelhetd
a neuroektodermalis sejtekben, példaul az agyban, a ge-
rincveldben és a periférias idegekben. Ugyancsak nega-
tivnak bizonyultak a mesenchyma eredetd elemek, pél-
daul vazizom- és simaizomsejtek, fibroblasztok, endo-
tel sejtek és a gyulladisos folyamatokban szerepet jat-
sz6 polimorfonuklearis sejtek (az adatokat nem tiintet-
tik fel).

A 2B8-MX-DTPA konjugatum szoveti reaktivita-
sat 16 kiilonb6zd, acetonnal fixalt human szévetbdl
all6 kombinacié vizsgalata alapjan értékeltiik. Amint
azt a megel6z8ekben nativ ellenanyag alkalmazésa-
val kimutattuk (az adatokat nem tiintettik fel), a
2B8—MX-DTPA konjugitum a nagymértékben korla-
tozott széveti megoszlast mutaté CD20-antigént ismeri
fel, amely csupén a limfoid szdvetek egy alcsoportjt
képezd sejtekben taldlhaté meg.

A nyirokcsomdkban immunreaktivitds volt kimutat-
haté a B-sejtpopuldcioban. Erds reaktivitast figyeltiink
meg a lép fehér pulpajban és a timusz (csecsemémi-
rigy) medullaris limfocitdiban. Ugyancsak pozitiv reakti-
vitast figyeltink meg a holyagban, a szivben, a vastagbél-
ben, a majban, a tiid6kben és a méhben taldlhato elszort
limfocitdkban, melyet a fenti szovetekben jelen levé
gyulladasos sejtek jelenlétének tulajdonitottunk. A nativ
ellenanyaghoz hasonldan nem volt reaktivitis kimutatha-
t6 a neuroektodermalis sejtekben vagy a mesenchyma
eredetd elemekben (az adatokat nem tiintettiik fel).
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ii) Az I12B8-ellenanyag (a leképezéshez haszndlt el-
lenanyag és az Y2B8-ellenanyag (a terdpia céljdra al-
kalmazott ellenanyag) klinikai analizise

a) l/II. fazisu klinikai kiprobalasi vizsgadlat: egyet-
len dozis alkalmazdsaval végzett terdpia

Az 12B8-ellenanyaggal végzett (leképezés) és ezt
kévetden az Y2B8-ellenanyag egyetlen terapids dozisa-
nak alkalmazasaval végzett I/11. fazisa klinikai analizis
folyamatban van. Az egyetlen dozis alkalmazasaval tor-
ténd vizsgalatot az alabbi terv alapjan végeztitk:

1. periférias torzssejteket (PSC) vagy csontvel6t
(BM) gyiijtiink tisztitassal;

2. 12B8-ellenanyaggal leképezést végziink;

3. terépids célbol Y2B8-ellenanyagot adagolunk (ha-
rom dézisszint alkalmazasaval); és

4. PSC- vagy autolog csontvel6-transzplanticidt vég-
ziink (ezt akkor itéljik sziikségesnek, ha az 6ssz neut-
rofil sejtszam hérom egymast kovetd napon 500/mm?3
alatt van, vagy a vérlemezkék szama 20 000/mm?3 alatt

van és a csontvelGvizsgélat nem mutatja a regenerécio je-
leit).
Az alabbi Y2B8-dézisszinteket alkalmaztuk :
Dozisszint Dozis (mCi)
1. 20
2 30
3 40.

A maximalis tirhetd dézis (,MTD”) megallapitisa
céljabol mindegyik dozisszinttel harom beteget keze-
liink.

A leképezési (dozimetrias) vizsgalatot az alabbiak
szerint végezzilk: mindegyik beteg két 12B8-ellen-
anyag alkalmazisaval végzett in vivo biologiai meg-
oszlasi vizsgalatban vesz részt. Az els6 vizsgalatban
2 mg 12B8-ellenanyagot (5 mCi) adagolunk intravé-
nas (iv.) infiziéban, 1 ora alatt; 1 héttel késébb 2B8-
ellenanyagot (azaz nem konjugalt ellenanyagot) ada-
golunk intravénésan, ennek soran a 250 mg/6ra adago-
l4si sebességet nem lépjiik til, ezt kovetSen azonnal
2 mg I2B8 (5 mCi) ellenanyagot adagolunk intravé-
nasan, 1 ora alatt. Mindkét vizsgalatban kozvetleniil
az 12B8-infuziot kovetben a betegeket leképezzilk, és
a leképezést (ha jeloltiik) t=14-18 ora, t=24 ora,
t=72 6ra és (ha jeloltiik) t=96 6ra id6pontokban meg-
ismételjilk. Meghatarozzuk az indium[111] jeldlés tel-
jes testre juté atlagos retencids idejét; hasonlé megha-
tarozast végziink a felismerhetd szervek vagy dagana-
tos 16ziok (,,az érdeklBdésre szamot tartd régiok™) ese-
tében is.

Az érdekiBdésre szamot tart6 régiokat osszehasonlit-
juk a jeldlés teljes testre jutd koncentracidjaval; a fenti
osszehasonlitas alapjan standard eljarasok alkalmazasa-
val megbecsiilhetd az Y2B8 lokalizici6ja és koncentré-
ci6ja. Amennyiben az Y2B8 becsiilt kumulativ d6zisa
nyolcszor nagyobb, mint a becsiilt, teljes testre juto do-
zis, vagy amennyiben a maj becsiilt kumulativ dézisa
1500 cGy-nal nagyobb, az Y2B8-ellenanyaggal nem vé-
gezhetG kezelés.

Amennyiben a leképezési vizsgalatok elfogadhato
eredményt hoztak, a betegnek 0,0-1,0 mg/testtomeg-
kg 2B8-ellenanyagot adagolunk iv. infiiziéban, ennek
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soran a 250 mg/6ra adagoldsi sebességet nem 1épjiik
tal. Ezt kovetden Y2B8-ellenanyagot (10, 20 vagy
40 mCi) adagoltunk intravéndsan, 20 mCi/6ra adagola-
si sebesség mellett.

b) V1. fazisu klinikai kiprobalasi vizsgalat : tobb do-
zis alkalmazdsdval végzett terdpids vizsgalat

Az Y2B8-ellenanyaggal végzett /1. fazist klinikai
analizis folyamatban van. A tobb dozis alkalmazasaval
torténd vizsgalatot az alabbi terv alapjan végezzik:

1. PSC-t vagy csontvel6t gyGjtink;

2. I12B8-ellenanyaggal leképezést végziink;

3. terapias célbol Y2B8-ellenanyagot adagolunk
(harom dézisszint alkalmazasaval) négy dozisban vagy
osszesen 80 mCi kumulativ d6zisban; és

4. PSC- vagy autolég csontvelS-transzplantaciot
végziink (a gyakorlé orvos dontése alapjan).

Az aldbbi Y2B8-dozisszinteket alkalmazzuk :

Dozisszint Dozis (mCi)
1. 10
2. 15
3 20.

A maximalis tirhetd dézis (,MTD”) megallapitisa
céljabol mindegyik dézisszinttel harom beteget keze-
liink.

A leképezési (dozimetrids) vizsgalatokat az alab-
biak szerint végezziik. Az elsd két betegnél meghatiroz-
zuk a jeloletlen ellenanyag (azaz a 2B8) alkalmazasé-
hoz az elényos leképezési dozist. Az elsd két betegnek
250 ml fiziol6gids séoldatban, 4 6ra alatt, 100 mg jelo-
letlen 2B8-ellenanyagot adagolunk, majd 0,5 mCi
12B8-ellenanyagot adagolunk — a biologiai megoszlas
vizsgélatara t=0, t=10 perc, t=120 perc, t=24 ora és
t=48 6ra idGpontokban vérmintat vesziink. A betegeket
t=2 Ora, t=24 6ra és t=48 6ra id6pontokban tobbrégios
gamma-kamerdval végzett képalkoto eljarassal pasztaz-
zuk. A lepasztazast kovetden t=48 6ra idGpontban a be-
tegeknek a leirtak szerint 250 mg 2B8-ellenanyagot,
majd 4,5 mCi 12B8-at adagolunk — majd a leirtak sze-
rint vért vesziink, és pasztazast végziink. Amennyiben
100 mg 2B8 alkalmazasa megfeleld leképezést eredmé-
nyez, a kovetkezd két betegnek a leirtak szerint 50 mg
2B8-at, majd 0,5 mCi 12B8-at adagolunk, 48 ¢ra eltelté-
vel pedig 100 mg 2B8-at, majd 4,5 mCi 12B8-at adago-
lunk. Amennyiben 250 mg 2B8 alkalmazéisa eredmé-
nyez megfeleld leképezést, a kovetkezd két betegnek a
leirtak szerint 250 mg 2B8-at, majd 0,5 mCi 12B8-at
adagolunk, 48 6ra elteltével pedig 500 mg 2B8-at, majd
4,5 mCi 12B8-at adagolunk. A kdvetkezo betegeket az
optimalis leképezést eredményez6 legkisebb 2B8 ellen-
anyag-mennyiséggel kezeljiik. Optimélis a leképezés,
ha: (1) az ellenanyag leglassabb eltiinése mellett a leg-
jobb hatékonysaga leképezést értilk el; (2) az egyes
szervekben torténé kompartmentalizicid minimaliza-
lasival a legjobb megoszlast értiik el; (3) a 16zi6 vonat-
kozasdban a legjobb szubjektiv felbontast értiik el (tu-
mor/héttér Gsszehasonlitasban).

Az elsG négy betegnél az els6 Y2B8 terapids dozist
az utols6 [2B8 dézist kovetben 14 nappal kezdjiik; a ko-
vetkezd betegek esetében az els6 Y2B8 terdpids dozist
az 12B8 dozist kovetden 2—7 nappal kezdjiik.



i HU 219264 B 2

A betegeknek az Y2B8-kezelést megel6zéen az
elsé négy beteg kivételével a leirtak szerint 2B8-ellen-
anyagot adagolunk, majd iv. inf0zidban, 5-10 perc
alatt Y2B8-at adagolunk. A biologiai megoszlas vizs-
galatdra t=0, t=10 perc, t=120 perc, t=24 o6ra és
t=48 6ra idSpontokban vérmintat vesziink. A betegek
ismételt Y2B8-kezelésben részesiilnek (az elsd dozissal
megegyez6 dozist adagolunk) koriilbeliil minden
hatodik-nyolcadik héten a maximalis négy dézis eléré-
séig vagy Osszesen 80 mCi kumulativ dézis eléréséig.
Legelonyosebben a betegek nem kapnak tovabbi do-
zist, mig a beteg WBC-értéke nagyobb/egyenld 3000
nem lesz, és a AGC-értéke nagyobb/egyenlé 100 000
nem lesz.

A harom dézisszint alkalmazasaval végzett vizsga-
lat befejeztével meghatérozzuk az MTD-értéket. A vizs-
gélatba tovabbi betegeket vonunk be, és azok az MTD-
értéknek megfelelS dozist kapjak.

2. példa

Kiméra anti-CD20-ellenanyagok (,, C2B8”) eléalli-
tasa

A. Kiméra anti-CD20-immunglobulint kodolo DNS
expresszios vektorok eléallitisa

A 2B8 egér-hibridomasejtekb6l RNS-t izolaltunk
Chomczynki P. és munkatarsai szerint: [,,Single step
method of RNA isolation by acid guanidinium thio-
cyanate-phenol-chloroform extraction”. Anal Biochem.
162, 156 (1987)], és annak alapjan cDNS-t allitottunk
¢l6. Az egér-immunglobulin konnyd lanc variabilis ré-
gi0jat kodoldo DNS-t cDNS-b6! polimeraz-lancreakcio-
val izolaltuk az 5’-végen az egér konnyi lanc szignal-
szekvenciakkal és a 3’-végen az egér konnyd lanc J-
régi6javal homol6giat mutaté lancindité DNS-oligonuk-
leotidpér alkalmazdséval. A kévetkez6 lancindité oligo-
nukleotid-szekvencidkat alkalmaztuk :

1. V-szensz (3. azonosité szmu szekvencia)

5° ATC AC AGATCT CTC ACC ATG GAT TTT
CAG GTG CAG ATT ATCTTC 3’

(Az alahizott rész egy Bglll hasitasi helyet jeldl; a
feliillhiizassal jelolt rész a startkodonnak felel meg.)

V, - antiszensz (4. azonositd szamu szekvencia)

5° TGC AGC ATC CGTACG TTT GAT TTC
CAGCIT?Y

(Az alahizott rész egy BsiWI hasitasi helyet jelol.)

A TCAES8-vektorban talalhaté megfelelé Bgll és
BsiWI hasitasi helyeket 1asd az 1. és 2. dbran, az anti-
CD20-at tartalmazé TCAES8-vektorban taldlhaté megfe-
lel6 hasitasi helyeket lasd a 3. dbrén.

Az igy kapott DNS-fragmenseket kozvetleniil a
TCAES-vektorba klénoztuk a huméan kappa konnyd
lanc konstans domén elé, majd szekvenaltuk. Az egér
DNS-szekvencidjat a 4. dbra mutatja (5. azonosito sza-
mit szekvencia); ldsd még a 3. dbran a 978—-1362. nuk-
leotidokat. A 4. abran feltiintettiik tovabb4, a fenti egér
variabilis régi6 kikovetkeztetett aminosavszekven-
cidjét, valamint a CDR- és keretrégidkat is. A 2B8-bdl
szdrmazé egér konnyd lanc variabilis régio az egér
kappa-VI. csaladba tartozik, lasd: Kabat (fent).
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Az egér nehéz lanc varidbilis régiojat hasonlé elja-
ras szerint izolaltuk, és a huméan IgG1 konstans domén
elé klonoztuk. Az alabbi lancindité oligonukleotidokat
alkalmaztuk:

1. Vyy-szensz (6. azonositd szamu szekvencia)

5’ GCG GCT CCC ACGCGT GTC CTG TCC
CAG3’

(Az alahtzott rész egy Mlul hasitasi helyet jel6l.)

Vy- antiszensz (7. azonosité szamu szekvencia)

5’ GG(G/C) TGT TGT GCTAGC TG(A/C)
(A/G)GA GAC(G/A)GTGA ¥

(Az alahuzott rész egy Nhel hasitasi helyet jel6l.)

A TCAES8-vektorban taldlhaté megfelelé Mlul és
Nhel hasitasi helyeket l4sd az 1. és 2. dbran, az anti-
CD20-at tartalmazé TCAES8 vektorban talalhat6 megfe-
lelé hasitasi helyeket lasd a 3. dbran. Az egér nehéz
venciajat az 5. dbra mutatja (8. azonositd szami szek-
vencia); 1asd még a 3. abran a 2401-2820. nukleotido-
kat. Az 5. 4bran feltiintettiik tovabba a fenti egér varia-
bilis régi6 kikovetkeztetett aminosavszekvencidjat, va-
lamint a CDR- és keretrégiokat is. A 2B8-bol szdrmazé
egér nehéz Ianc variabilis régi6 az egér VH2B-csaladba
tartozik. Lasd: Kabat (fent).

B. Kiméra anti-CD20-ellenanyagot termelé CHO-
és SP2/0-transzfektomak eléallitasa.

DG44 kinaihdrcsog-petefészek (,,CHO”)-sejteket
hipoxantin- és timidinmentes SSFM-II-tapfolyadékban
tenyésztettiink (Gibco, Grand Island, NY, Form No.
91-0456PK); az SP2/0 egér-miledmasejteket 5% fota-
lis borjuszérummal és 20 mg/l glutaminnal kiegészitett
,,Dulbecco’s Modified Eagles Medium” (,DMEM”)
tapfolyadékban tenyésztettilk (Irvine Scientific, Santa
Ana, Ca., katalégusszam: 9024). Négymillid sejtet
B9X-600 elektroporicids rendszerrel (BTX, San
Diego, CA), 0,4 ml térfogati eldobhaté kiivettaban,
CHO-sejtek esetében 25 pg, SP2/0-sejtek esetében
50 pg el6zdleg Notl-enzimmel hasitott plazmid-DNS-
sel elektroporaltunk. Az alabbi paramétereket alkalmaz-
tuk: a CHO esetében 210 V, az SP2/0 esetében 180 V,
mindkét esetben 400 mikrofarad és 13 ohm. Mindegyik
elektroporécios elegyet hat 96 rekeszii lemezre oltottuk
ki (koriilbeliil 7000 sejt/rekesz). A lemezeket az elekt-
roporaciot kévetd 2 napon, majd azt kovetden a kolo-
nidk megjelenéséig még 2—3 napon at G418-at (GENE-
TICIN, Gibco, katalogusszam: 860—1811) tartalmaz6
tapfolyadékkal ,taplaltuk” (a tapfolyadékot lecserél-
tiikk), amely a CHO esetében 400 pg/ml aktiv vegyiile-
tet, az SP2/0 esetében 800 pg/ml aktiv vegyiiletet tartal-
mazott (a CHO-tipfolyadék ezenkiviil 50 pmol/l hi-
poxantint és 8 mol/l timidint is tartalmazott). A kol6-
nikrol szdrmaz6 feliilaszot humén ellenanyagra specifi-
kus ELISA-eljarassal kiméra-immunglobulin jelenlété-
re vizsgaltuk. A legnagyobb mennyiség(i immunglobu-
lint termeld kolonidkat felszaporitottuk, methotrexatot
(CHO esetében 25 nmol/l, az SP2/0 esetében 5 nmol/)
tartatmazé tapfolyadékban, 96 rekeszii lemezekre oltot-
tuk, és minden masodik vagy harmadik napon a tapfo-
lyadékot lecseréltiik. A feliiliisz6t a fentiek szerint vizs-
galtuk, és a legnagyobb mennyiségii immunglobulint
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termelS kolonidkat tovabb vizsgaltuk. A feliluszobol
protein—A affinitdsos kromatografiaval kiméra anti-
CD20-ellenanyagot tisztitottunk.

A tisztitott kiméra anti-CD20-ellenanyagot poli-
akrilamidgéleken végzett elektroforézissel analizaltuk,
és megéllapitottuk, hogy az tobb mint 95%-os tisztasa-
gi. A kiméra-ellenanyag affinitdsat és specifitisat a
2B8-ellenanyag alapjan hatiroztuk meg. A direkt és
kompetitiv kot6dési vizsgalati eljarasokban a 2B8 jelzé-
st egér anti-CD20 monoklonalis ellenanyaggal 6sszeha-
sonlitva a kiméra anti-CD20-¢llenanyag szamos CD20-
pozitiv B-sejtvonalon dsszehasonithatdo mértéki affini-
tast és specifitdst mutatott (az adatokat nem tiintettiik
fel). A kiméra-ellenanyag latszélagos affinitdsos allan-
dojat (,,Kap”) jod!25-tel radioaktivan jelolt kiméra anti-
CD20-ellenanyag direkt kot6dése alapjan, ,.Scatchard-
plot”analizissel hataroztuk meg, és azt 6sszehasonlitot-
tuk jod!25-tel radioaktivan jel6lt 2B8-ellenanyag affini-
tasdval. A CHO-sejtekben termelt kiméra anti-CD20-
ellenanyagok Kap-értéke 5,2x10-9, az SP2/0-sejtek-
ben termelt ellenanyagoké 7,4 x 10-9 volt. A 2B8-ellen-
anyagok becsiilt Kap-értéke 3,5 x 10-9 volt. Direkt kom-
peticids radioimmun-vizsgalati eljarassal, a 2B8-ellen-
anyagokkal valé hatékony kompeticids képesség alap-
jan igazoltuk a kiméra anti-CD20-ellenanyagok specifi-
tasat és az immunreaktivitis megtartottsagat. A 2B8-
ellenanyaggal lényegében azonos mennyiségl kiméra
anti-CD20-ellenanyagra volt sziikkség ahhoz, hogy a B-
sejteken taldlhaté CD20-antigénekhez valo kot6dést
50%-ban gatoljuk (az adatokat nem tiintettiik fel), azaz
az anti-CD20-ellenanyagok gatl6 aktivitdsdban minima-
lis veszteség volt megfigyelhetd, feltehetGen a kiméra-
képzés kovetkeztében.

A 2B. példa eredményei szerint tobbek kozott, a
TCAES8-vektorok alkalmazasiaval CHO- és SP2/0-
transzfektomakban kiméra anti-CD20-ellenanyagokat
allitottunk el8, és ezek a kiméra-ellenanyagok a 2B8 jel-
zés0 egér anti-CD20 monoklondlis ellenanyaggal 1énye-
gében megegyezd specifitissal és kotddési képességgel
rendelkeztek.

C. Kiméra anti-CD20-ellenanyagok immunologiai
aktivitasdnak meghatdrozdsa

1) Human Clg-analizis

CHO- és SP2/0-sejtvonalakban el6allitott kiméra
anti-CD20-ellenanyagok humén Clg-hoz valo kotodé-
sét ,flow citometrids” vizsgalati eljardsban értékeltitk
fluoreszceinnel jelolt C1q felhasznalasaval (a Clg-t a
Quideltdl szereztiik be, Mira Mesa, Ca., termékszim:
A400; a FITC-jeloléanyagot a Sigma szallitotta, St.
Louis MO, termékszam: F-7250, FITC). A Clg-jel6-
lését az alabbi eljards szerint végeztiik: ,,Selected Me-
thods In Cellular Immunology”, 292. oldal, szerkeszt6:
Michell & Shiigi, ,,W. H. Freeman & Co.”, San Fran-
cisco, CA., (1980). Az analitikai eredményeket egy
Beckton Dickinson FACScan™ _ flow citométerrel” ha-
taroztuk meg (a fluoreszcenciat 515-545 nm hullam-
hossztartomanyban mértiik). Egyenlé mennyiségli kimé-
ra anti-CD20-ellenanyagot, humén IgGl K-mieloma-
proteint (Binding Site, San Diego, Ca., termékszam:
BP078) vagy 2B8-ellenanyagot inkubaltunk azonos sz-
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mi CD-20-pozitiv SB-sejt jelenlétében, majd a nem ko-
tédétt ellenanyagok eltavolitisa céljabol FACS-
pufferrel (PBS-ben oldott 2% BSA, pH 7,4, valamint
0,02% nétrium-azid) mosast végeztiink, ezutin a sejte-
ket FITC-jelolt Clg-val inkubéltuk. Miutén az inkuba-
last 30—60 percig folytattuk, a sejteket ismét mostuk.
A harom kiilénb6z3 feltétel mellett kapott sejteket, vala-
mint kontrollként a FITC-jel6lt Clg-t FACScan™ ké-
sziilékkel analizaltuk a gyart6 utasitsai szerint. Az ered-
ményeket a 6. dbra mutatja.

Amint azt a 6. dbra mutatja, csak a kiméra anti-
CD20-ellenanyagok alkalmazisa esetén volt megfigyel-
hetd a fluoreszcencia jelentés emelkedése; azaz csak a
kot3dott kiméra anti-CD20-ellenanyagokat tartalmazo
SB-sejtek voltak Clg-pozitivak, mig az egyéb feltéte-
lek mellett inkubalt sejtek a kontrollal megegyezé min-
tat mutattak.

il) Komplementfiiggd sejtlizis

Kiméra anti-CD20-ellenanyagokat analizaltunk hu-
man szérum (komplement forras) jelenlétében limf6-
ma sejtvonalakat lizalé képességre nézve. CD20-pozitiv
SB-sejteket 5!Cr-mal jel6ltiink oly médon, hogy 100 pCi
51Cr-ot elegyitettiink 1x 106 SB-sejttel 1 orn at 37 °C-
on; ezutdn a jelolt SB-sejteket azonos mennyiségi hu-
méan komplement és azonos mennyiségl (0—50 pg/ml)
kiméra anti-CD20-ellenanyag vagy 2B8-ellenanyag
jelenlétében inkubéltuk 4 6ran 4t 37 °C-on [lasd Brunner
K. T. és munkatérsai: ,,Quantitative assay of the lytic
action of immune lymphoid cells on 5!Cr-fabeled alloge-
neic target cells in vitro.” Immunology 14, 181 (1968)].
Az eredményeket a 7. dbran mutatjuk be.

A 7. 4dbra eredményei azt mutatjdk tobbek kozott,
hogy a kiméra anti-CD20-¢llenanyagok a fenti feltételek
mellett szignifikdns (49%-os) lizalodast hoztak 1étre.

itl) Vizsgdlati eljards ellenanyagfiiggd sejtcito-
toxicitdst kivalto hatds kimutatdsdra

Ebben a vizsgalatban CD20-pozitiv sejteket (SB-
sejteket) és CD20-negativ sejteket [HSB T-sejtes
leukémia-sejtvonalat, lasd Adams, Richard: ,Formal
Discussion”, Can. Res. 27, 2479 (1967), ATCC nyilvan-
tartési szam: ATCC CCL 120.1] hasznaltunk; mindket-
t6t 5’Cr-mal jeloltiik. Az analizist Brunner K. T. és
munkatirsai eljarasa szerint végeztiik [,,Quantitative
assay of the lytic action of immune lymphoid cells on
51Cr-fabeled allogeneic target cells in vitro; inhibi-
tion by isoantibody and drugs.” Immunology 14,
181 (1968)]; 37 °C-on, 4 oraig végzett inkubalést kove-
téen a CD20-pozitiv SB-célsejtek (5!Cr-jelolt sejtek) je-
lentds mérték{i kiméra anti-CD20-ellenanyagfiiggé,
sejt 4ltal kozvetitett lizalodasat figyeltikk meg, és ez a
hatas mind a CHO-, mind az SP2/0-sejtekben termelt el-
lenanyagok esetében kimutathato volt (effektorsejtek-
ként humaén periférias limfocitakat alkalmaztunk; az
effektorsejt: célsejt arany 100:1 volt). 3,9 ug/ml kon-
centracid mellett hatékony célsejtlizalodast kaptunk.
Ezzel szemben, azonos feltételek mellett, a 2B8 jelzési
egér anti-CD20 monoklonalis ellenanyagok statisztikai-
lag nem szignifans hatdst eredményeztek, és a CD20-
negativ HSB-sejtek nem lizalodtak. Az eredményeket a
8. abran Osszegeztiik.
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A 2. példa eredményei tobbek kozétt azt mutatjak,
hogy az 1. példa szerinti kiméra anti-CD20-ellenanya-
gok immunolégiailag aktivak.

3. példa

A B-sejtek szamanak csékkentése in vivo, kiméra
anti-CD20-ellenanyagok alkalmazdsadval

A. Nem humadn eml6son végzett vizsgadlat

Nem humén eml&s6koén harom kiilonbozé vizsgala-
tot végeztiink. A konnyebb kovethetoség kedvéért, eze-
ket ,kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO & SP2/07;
,kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO”; és ,,nagy dozi-
st kiméra anti-CD20-ellenanyag” vizsgilatoknak ne-
veztiik. Az alabbi feltételeket alkalmaztuk:

Kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO- & SP2/0-
vizsgalat.

Hat cynomolgus majmot (White Sands Research
Center, Alamogordo, NM), melyek testtomege
4,5-7 kg kdzé esett egyenként két majmot tartalmazo
harom csoportra osztottunk. Mindegyik csoportba tarto-
z6 két majom az immunoldgiailag aktiv kiméra anti-
CD20-ellenanyagok ugyanazon dézisat kapta. Vala-
mennyi csoportban, az egyik majom CHO-transzfek-
tomaban elallitott tisztitott ellenanyagot kapott; a ma-
sik SP2/0-transzfektomaban elGallitott ellenanyagot ka-
pott. A hirom csoport négy (4) egymast kovetd nap so-
rén mindennap 0,1 mg/kg; 0,4 mg/kg és 1,6 mg/kg el-
lenanyagd6zist kapott. A immunolégiailag aktiv kimé-
ra anti-CD20-ellenanyagokat steril fiziologias sooldat-
ban elegyitve, intravénas infizioban adagoltuk; mind-
egyik infundélast megel6z6en vérmintat vettiink. To-
vabbi vérmintakat vettiink, az utols6 injektalast kovetd-
en 24 6raval (t=0) és ezutan az 1., 3., 7., 14. és 28. na-
pokon; vérmintakat vettiink tovabb4 hetente a vizsgalat
befejezéséig, azaz a 90. napig.

Mindegyik allatbol korilbelil 5 ml teljes vért
2000 fordulat/perc mellett 5 percig centrifugaltunk. Az
oldhat6 kiméra anti-CD20-ellenanyagszint analizise cél-
jabol eltavolitottuk a plazmat. Az iiledéket (amely peri-
férias vérbdl szarmazo leukocitakat és vorosvérsejteket
tartalmazott), fotalis borjiszérumban szuszpendaltuk a
fluoreszceinnel jelélt ellenanyaggal végzett analizis cél-
jara [lasd ,Fluorescent Antibody Labeling of Lym-
phoid Cell Population”, 14sd az aldbbiakban].

Kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO-vizsgalat.

Hat cynomolgus majmot (White Sands), melyek
testtomege 4—6 kg kozé esett, egyenként két majmot
tartalmazé hirom csoportra osztottunk. Valamennyi
majmot CHO-transzfektomaban eléallitott immologiai-
lag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyaggal injektaltuk
(steril fiziologias sdoldatban). A hirom csoportot az
aldbbiak szerint kiilonitettiik el: az 1. alcsoport tagjait
négy (4) napon 4t, naponta 0,01 mg/kg ellenanyaggal in-
jektaltuk intravéndsan; a 2. alcsoport tagjait négy (4) na-
pon 4t, naponta 0,4 mg/kg ellenanyaggal injektaltuk
intravénasan; a 3. alcsoport tagjai egyetlen, 6,4 mg/kg
intravénas ellenanyag-injekciét kaptak. Mindhirom
csoport esetében vérmintat vettiink a kezelés kezdetén,;
tovabb4 a fent leirtak szerint vérmintdkat vettiink az
utolsé injektalast kovetben a t=0., 1., 3., 7., 14. és 28.
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napokon, ezeket a mintakat fluoreszceinnel jeldlt ellen-
anyaggal végzett analizisben hasznéltuk fel (lasd
,Fluorescent Antibody Labeling”, lasd az alabbiak-
ban). A periférids B-sejtek mennyiségének meghataro-
zés4n feliil nyirokcsomo-biopsziat vettiink az utolsé in-
jektalast kovetd 7., 14. és 28. napokon, és a limfocita-
populacidk ,flow citometrids” mennyiségi meghataro-
zéasa céljabol kiilonallé sejteket tartalmazo készitményt
festettiink.

Nagy dozist kiméra anti-CD20-ellenanyag-vizs-
gélat.

Két cynomolgus majmot (White Sand) infundaltunk
(fiziologids sooldatban) 16,8 mg/kg CHO-transzfek-
tomébél szdrmazé immunologiailag aktiv kiméra anti-
CD20-ellenanyaggal 4 egymast kovetS héten, hetente.
A kezelés befejeztekor mindkét allatbol anesztézidban
csontveldt tavolitottunk el; ezenkiviil nyirokcsomé-biop-
sziat is vettiink. Mindkét tipust szovetet a B-limfocitdk
jelenlétének ,.flow citometrids meghatérozasira Leul6-
tal festettiik Ling N. R. és munkatarsai 4ltal leirt eljaras
szerint [,,B-cell and plasma cell antigens.” Leukocyte
Typing Il White Cell Differentiations Antigens, 302. ol-
dal, szerkeszt3: A. J. McMichael, ,,Oxford University
Press”, Oxford UK, (1987)].

Limfoid sejtpopulacid festése fluoreszcein-ellen-
anyaggal.

A plazma eltavolitasat kovetGen a leukocitakat
. Hanks Balanced Salt Solution” (,, HBSS”)-pufferrel két-
szer mostuk, és a plazméaval megegyez6 térfogatu fotalis
borjiszérumban szuszpendaltuk (melyet 56 °C-on,.
30 percig inaktivéltunk). Hat (6) 15 ml térfogati kupos
centrifugacsé mindegyikébe 0,1 ml sejtkészitményt tet-
tiink. Harom cs6hdz a CD2 (AMAC, Westbrook, ME)
és a CD20 (Becton Dickinson) humén limfocita felszini
markereket, valamint humén IgM-re (Binding Site, San
Diego, CA) specifikus, fluoreszceinnel jeldlt monoklo-
nalis ellenanyagot adtunk a T- és B-limfocitapopulacié
meghatdrozasa céljabol. Egy megel6z6 vizsgélatban, va-
lamennyi reagens pozitivnak bizonyult a megfeleld
majom-limfocitaantigénekkel szemben. A negyedik cs6-
ben phycoerythrinnel (AMAC) konjugalt, kecskében ter-
melt poliklonalis antihuman IgG alkalmazisaval a ma-
jom B-sejtek felszinén talalhaté CD20-antigénhez kot6-
dott kiméra anti-CD20-ellenanyagokat hatiroztuk meg.
Ezt a reagenst majom-Ig-Sepharose-oszlopon el6abszor-
bealtuk, hogy a majom-Ig-vel val6 keresztreakciot meg-
akadalyozzuk, és igy lehetGvé tegyiik a sejtekhez koto-
dott kiméra anti-CD20-ellenanyagok specifikus kimuta-
tasat és mennyiségi meghatirozasat. Az otodik csé
anti-IgM-et és antihumén-IgG-reagenst is tartalmazott a
B-sejtpopulacié kettSs festése céljabol. A hatodik minta
az autofluoreszcencia meghatarozasara szolgalt, ezért
nem tartalmazott reagenst. A sejteket 30 percig fluoresz-
cens ellenanyag jelenlétében inkubaltuk, mostuk, 0,5 ml
fixalopufferrel fixaltuk (0,15 mol/l NaCl, 1% paraform-
aldehid, pH 7,4) és ,,Becton Dickinson FACScan™” ké-
sziilékkel analizaltuk. A limfocitapopuldcidkat el&szor
jeloletlen leukocitakkal azonositottuk, az eléreszort
fényt a jobbra szort fénnyel szemben 4brazolo szorasdi-
agram alapjan. Ezutén az 6sszes limfocitapopulaciét izo-
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laltuk minden egyéb esemény kiszlirése (gating out) ut-
jan. Az azt kovetd fluoreszcenciamérések csupdn meg-
sziirt, limfocitaspecifikus eseményeket tiikroztek.

A periférias vérben taldlhaté B-limfocitdk szama-
nak csokkentése.

A CHO- és SP2/0-sejtekben eldallitott ellenanyagok
in vivo B-sejtszamcsékkent hatékonysagat tekintve
nem taldltunk figyelemre mélto kiilonbséget, bar a
CHO-transzfektomabol szdrmazé kiméra anti-CD20-
ellenanyagok 1,6 mg/kg dozisszintjével és 6,4 mg/kg do-
zisszintjével, valamint az SP2/0-sejtekben eldéllitott el-
lenanyag 0,4 mg/kg dozisszintjével injektalt majmok-
ban a 7. nappal kezd6dGen enyhe B-sejtszamnovekedést
észleltiink. A ,kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO- &
SP2/0”-vizsgalat eredményeit a 9A., B. és C. 4brak mu-
tatjak, a 9A. dbra a 0,4 mg/kg dozisszintre vonatkozik;
a 9B. 4dbra az 1,6 mg/kg dézisszintre vonatkozik;
a 9C. 4bra a 6,4 mg/kg dozisszint hatasat szemlélteti.

Amint az a 9. dbran nyilvanvald, a periférias B-
sejtek szama a terdpids kezelést kovetGen mind a négy
vizsgalt dozistartomany esetében dramai moédon
(>95%-kal) csokkent, ez a szint az infuziét kovetd 7.
napig fennmaradt; ezt kdvetéen megkezd6dott a B-sej-
tek szamanak helyreallasa, és ennek kezdete fiiggetien
volt az alkalmazott dozisszintt6l.
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A ,kiméra anti-CD20-ellenanyag: CHO -vizsgélat-
ban 4 napon at, naponta adott injekcidkban 10-szer ki-
sebb ellenanyagdézis-koncentracidkat (0,01 mg/kg) al-
kalmaztunk (6sszesen 0,04 mg/kg mennyiséget). A vizs-
galat eredményeit a 10. dbra mutatja. Ez a d6zis mind
az anti-felszini-IgM, mind a Leulé6-ellenanyag alapjan
meghatarozva a periférids vérben talalhaté B-sejt-
populaci6t a normalis szint koriilbeliil 50%-é4ra csok-
kentette. Az eredmények azt mutatjak tovabba, hogy az
immunolégiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellenanya-
gok a fenti doziskoncentracioban és a fenti ideig nem
humén eml8soknek adagolva nem telitették a B-limfo-
citapopuldcion talalhaté CD20-antigéneket; a terdpids
kezelés elsd 3 napjan ellenanyaggal fedett B-limfo-
citikat tudtunk a vérmintdkban kimutatni. A 7. napra
azonban az ellenanyaggal fedett sejtek nem voltak ki-
mutathatdak.

Az 1. tablazatban Gsszegeztiikk az immunoldgiailag
aktiv kiméra anti-CD20-ellenanyagok egyszeri és tobb-
szori dozisanak a periférids vérben talalhaté sejtpopula-
ciokra kifejtett hatasat; egyszeri dozis alkalmazasénal
6,4 mg/kg ellenanyagot; tobbszori dozis alkalmazasa-
nal négy (4) egymast kovetd nap sorédn napi 0,4 mg/kg
ellenanyagot adagoltunk (az eredmények a fent leirt ma-
jomkisérletbdl szarmaztak).

1. tablazat
A periférids vérben talalhat6 sejtpopuldcié f6emlbsokon végzett C2B8-ellenanyag-vizsgalat soran.

Majom Dozis Nap CD2 Antihumén-IgG
A. 0,4 mg/kg vérvétel a kezelés el6tt 81,5 -
(4 dbzis) 0
7 86,5 0,2
21 85,5 0,2
28 93,3 -
85,5 -
B. 0,4 mg/kg vérvétel a kezelés el6tt 81,7 -
(4 dozis) 0
7 94,6 0,1
21 92,2 0,1
28 84,9 -
84,1 -
C. 6,4 mg/kg vérvétel a kezelés elbtt 71,7 0,0
(1 dézis) 7
21 85,7 0,1
28 86,7 -
76,7 -
D. 6,4 mg/kg kezelés a vérvétel el6tt 85,7 0,1
(1 dozis) 7
21 94,7 0,1
28 85,2 -
85,9 -

17
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1. tablazat (folytatds)

Majom Antihumén IgG+ Antihumén IgM* Leul6 B-sejtszamesokkenés (%-ban)
A. - 9.4 0
03 0,0 97
0,1 1,2 99
- 2,1 78
- 41 66
B. - 14,8 0
0,2 0,1 99
0,1 0,1 99
- 6,9 53
- 8,7 41
C. 0,2 17,0 0
0,1 0,0 99
- 14,7 15
- 8,1 62
D. 0,1 14,4 0
0,2 0,0 99
- 9,2 46
- 6,7 53

* Kettds festddést mutatd populécio, amely a kiméra anti-CD20-ellenanyagokkal fedett B-sejtck nagysagrendjét jeloli.

Az 1. tablazatban Osszegzett adatok szerint, az
ellenanyag-felesleg jelenlétében a periférids vérben ta-
lalhat6 B-sejtek szama gyorsan és hatékonyan csok-
kent, tekintet nélkiil arra, hogy egyszeri vagy tobbszori
dézist alkalmaztunk. A csokkenés megfigyelhet volt
tovabba az utolso injektalast kovetSen legalabb hét (7)
napig, a 21. napon részleges B-sejtszamjavuldst figyel-
titk meg.

A 2. tdblazatban az immunoldgiailag aktiv kiméra
anti-CD20-ellenanyagoknak az 1. tiblazat szerinti keze-
lési terv alkalmazidsa mellett (0,4 mg/kg 4 napon ét;
vagy 6,4 mg/kg 1 dozisban) a nyirokesomok sejtpopuls-
ciobira kifejtett hatasat 6sszegeztiik; az értékeket (két ma-
jomban) normalis nyirokcsomokban (a kontrollmajmok
honalji és lagyéki nyirokcsomojaban) és normal csontve-
16ben kapott eredményekkel hasonlitottuk dssze.

2. tablazat
Nyirokcsomokban talalhaté sejtpopulécidk

Majom Dézis Nap CcD2 Antihumén-

IeM

A. 0,4 mg/kg 7 66,9 -
(4 dozis) 14 76,9 19,6
28 61,6 19,7

B. 0,4 mg/kg 7| 594 -
(4 dozis) 14 83,2 9,9
28 84,1 15,7
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Majom Doézis Nap CD2 Antihumén-

IgM

C. 6,4 mg/kg 7 75,5 -
(1 dozis) 14 74,1 17,9
28 66,9 23,1

D. 6,4 mg/kg 7 83,8 -
(1 dézis) 14 74,1 17,9
28 84,1 12,8

2. tablazat (folytatas)
Majom Antihumén-IgG+ Leul6 B-sejtszam-
Antihuméan-IgM* csokkenés
(%-ban)

A. 74 40,1 1
0,8 22,6 4
- 26,0 36
B. 29,9 52,2 0
0,7 14,5 64
- 14,6 64
C. 223 35,2 13
1,1 23,9 41
- 21,4 47
D. 12,5 19,7 51
0,2 8,7 78
- 12,9 68
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2. tablazat (folytatas)

CD2 Antihumén IgG+ . . Leul6 B-sejtszamcsokkenés
Antihumén [gM* Antihumén-IgM (%-ban)
1. kontroll:
normal nyirokcsomok
hénalji 554 25,0 - 414 hatrozhaté m
lagyéki 52,1 31,2 _ 39,5 nem hatarozhaté meg
normal csontveld
2. kontroll 65,3 19,0 - 11,4 . .
3. kontroll 298 28,0 - 166 | mem hatérozhaté meg

A 2. tablazat eredményei szerint, a B-limfocitak sza-
ma mindkét kezelési terv alkalmazdsa esetén hatéko-
nyan csOkkent. A 2. tablazatbol leolvashaté tovabba,
hogy a nem human féeml6sékben a nyirokszovetekben
talilhato B-sejtek immunoldgiailag aktiv kiméra anti-
CD20-ellenanyagokkal valo teljes telitddését nem sike-
ritlt elérni; tovabba a kezelést kovetSen hét (7) nappal
ellenanyaggal fedett sejteket tudtunk kimutatni, majd a
14 napon a nyirokcsomokban taldlhato B-sejtek szama-
nak jelent6s csokkenését figyeltitk meg.

A fenti adatok alapjan a fent emlitett ,,egyszeri nagy
d6zist kiméra anti-CD20-ellenanyag alkalmazasaval
végzett vizsgalatot” elsésorban farmakologiai/toxikold-
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giai meghatérozas céljabol végeztilk. Azaz, ezt a vizsgé-
latot abbol a célbol végeztiikk, hogy a kiméra-ellen-
anyag adagoldsaval jar6é barmely toxikus hatdst kimu-
tassunk, valamint a periférids nyirokcsomokban és
csontvelBben a B-sejtszamcsokkentés hatékonysagat ki-
mutassuk. Tovabba mivel a 2. tdblazat adatai szerint a
vizsgalatban a nyirokcsomdkban taldlhaté B-sejtek
nagy része a kezelést kovet 7-14. nap kozott tint el,
hatékonyabb eredménnyel jarhat egy olyan kezelési
terv, mely szerint az adagolas hetente torténik. A 3. tab-
lazatban az ,.egyszeri nagy dozisi kiméra anti-CD20-
ellenanyag alkalmazisival végzett vizsgalat” eredmé-
nyeit Osszegeztik.

3. tablazat
A nyirokcsomdkban és csontvelGben talalhatd sejtpopulaciok

Limfocitapopulaciok (%)

Majom cD2 CD202 mIgM +anti-2CB8b C2B8¢ nap

Lagyéki nyirokcsomo

5 90,0 53 48 6.5 22

G' 91,0 6,3 5,6 6,3 22

H- 89,9 5,0 3,7 5.8 36
’ 85,4 12,3 1,7 1,8 36

Csontvelé

E. 46,7 43 2,6 2,8 22

F. 41,8 3,0 2,1 22 22

G. 353 0,8 14 1.4 36

H. 25,6 44 43 44 36

a Leul 6-tal fest5d6 populacio.

b Kettds festédést adé populacid, felszini [gM-pozitiv és kiméra-¢llenanyaggal fedett sejtek.
¢ A kiméra-cllenanyaggal fest3d6 teljes populaci6t, ezen beliil a kettds festédést add, felszini IgM-pozitiv sejteket és egyszerd festodést ado

(felszini [gM-negativ) sejteket képviseli.
d Az utols6 16,8 mg/kg dozis injektalasat kovetd napok.

A kezelés befejezését kovetd 22. napon értékelt
mindkét 4llat kevesebb mint 5% B-sejtet tartalmazott,
osszehasonlitva a kontrollnyirokcsomokban talalt 40%-
kal (1asd fent, a 2. tablazatot). Hasonlé mddon, a kimé-
ra anti-CD20-ellenanyaggal kezelt allatok csontvelejé-
ben a CD20-pozitiv sejtek szintje kevesebb volt, mint
3%, Osszehasonlitasképp, ez az érték a normdl allatok-
ban 11-15% volt (lasd fent, a 2. tblazatot). A kezelés
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befejezését kovetd 36. napon értékelt allatok koziil az
egyik allat (H) nyirokcsoméjaban koriilbeliil 12% B-
sejtet, a csontvel8ben 4,4% B-sejtet talaltunk, mig a ma-
sik (G) nyirokcsomdjaban kériilbeliil 5% B-sejtet, a
csontvelGben 0,8% B-sejtet talaltunk — az adatok szig-
nifikans B-sejtszamcsokkenésre utalnak.

A 3A. példa eredményei tobbek kozott azt mutat-
jak, hogy immunolégiailag aktiv kiméra anti-CD20-el-
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lenanyagok alacsony dozisa femlésokben hosszu ta-
von csOkkenti a periférids vérben talalhat6 B-sejtek sza-
mat. Az adatok arra utalnak tovabbé, hogy az ellen-
anyag nagy dézisainak ismételt adagolasa a periférias
nyirokcsomokban és a csontveldben a B-sejtpopulacid
szignifikdns csokkenését okozta. A vizsgalati allatok fo-
lyamatos kovetése azt mutatta, hogy még a periférids
B-limfocitdk szaméanak a kezelés els6 hetében torténd
silyos csokkenése esetében sem volt egészségkarositd
hatas megfigyelhet6. Ezenkiviil, mivel megfigyelhetd
volt a B-sejtpopuléci6 helyredlldsa, azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy ezeknek a fdemldsoknek a pluripotens
torzssejtjeit a kezelés nem karositotta.

B. A C2B8-ellenanyag klinikai analizise

i) I/11. fazisu klinikai kiprobalasi vizsgalat:
egyetlen dozis alkalmazasaval végzett terdpia

I/II. fazist klinikai kiprobéldsi vizsgalat soran 15,
szOvettanilag igazolt, relapszusban levé B-sejtes lim-
fomaban szenvedd beteget kezeltink C2B8-ellen-
anyaggal. Egy d6zisnovel6 vizsgalatban valamennyi be-
teg egyetlen C2B8-ellenanyagdozist kapott; egy-egy do-
zist harom beteg kapott, az alabbi dézisokat alkalmaz-
tuk: 10 mg/m2; 50 mg/m?; 100 mg/m?; 200 mg/m? és
500 mg/m2. A kezelés intravénas infizidval tortént egy
0,22 pm atereszt6képességli sorba kotott szirén keresz-
till, a C2B8-¢ellenanyagot fiziologias séoldatban higitot-
tuk 250 ml végtérfogatban vagy 1 mg/ml maximalis
koncentracio eléréséig. Az els Ordban az adagolés se-
bessége 50 ml/6ra volt; amennyiben toxicitdst nem 1¢é-
pett fel, az adagolas sebességét maximalisan 200 ml/6ra
sebességre noveltiik.

A toxicitast (melyet a klinikus allapitott meg) az
alabbiak szerint osztalyoztuk: ,.semmiféle toxikus ha-
tas”, laz”, ,,mérsékelt toxikus hatds” (két betegben) és
»Salyos toxikus hatds” (egy betegben); a teripias keze-
1és valamennyi betegnél befejez6dott. Analizaltuk a pe-
riférias vérben taldlhat6 limfocitdkat, hogy meghataroz-
zuk tobbek kozott, a C2B8-ellenanyagnak a T-sejtekre
és B-sejtekre kifejtett hatdsat. Valamennyi beteg eseté-
ben a C2B8-infliziot kivetden a periférids vérben talal-
hat6 B-limfocitdk szama kovetkezetesen csokkent, és a
csokkenés tobb mint 2 hétig fennmaradt.

Az egyik beteg (amely 100 mg/m? C2B8-ellen-
anyagdozist kapott) a C2B8-kezelésre részlegesen rea-
galt (azaz tobb mint 4 hétig, valamennyi mérhetd
indikatorlézié merdleges atmérdi szorzatai osszegének
tobb mint 50%-o0s cs6kkenését figyeltiik meg, mely
idészak alatt 0j 1ézi6 nem jelent meg, és a meglévd
1éziok mérete nem novekedett); legalabb még egy be-
teg (amely 50 mg/m2 C2B8-ellenanyagdozist kapott)
a C2B8-kezelésre kismértékben reagélt (azaz, vala-
mennyi mérhetd indikatorlézié két leghosszabb merd-
leges atmérGje szorzatai Osszegének kevesebb mint
50%-o0s, de legalabb 25%-os csokkenését figyeltitk
meg). A hatékonyabb szemléltetés kedvéért, a perifé-
rids vérben taldlhaté limfocitdak eredményeit a 14. ab-
ran dsszegeztiik; a részlegesen reagal6 betegre vonatko-
z6 adatokat a 14A. 4bra, a kismértékben reagdlé beteg-
re vonatkozo adatokat a 14B. abra mutatja. A 14. bran
az aldbbi jeloléseket alkalmaztuk: Bl =limfocitak;
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O=CD3-pozitiv sejtek (T-sejtek); A=CD20+-sejtek;
@ =CD19+-sejtek; O=kappa; A=lambda; és
€ =2CB8. Amint azt lattuk, a CD20-, CD19-, Kappa
és Lambda B-sejtmarkerek tobb mint 2 hétig csdkke-
nést mutattak; kezdetben a T-sejtszdm enyhén csok-
kent, ez viszonylag rovid iddn beliil koriilbeliil az alap-
szintre tért vissza.

i) C2B8-ellenanyag I/I1. fazisu klinikai kiprobdlasi
vizsgdlata: 16bbsziros dozis alkalmazdsaval végzett te-
rdpids vizsgadlat

Erre a vizsgalatra nagymértékben elGrehaladott, szo-
vettanilag igazolt B-sejtes limfomaban szenvedd bete-
gek alkalmasak, a vizsgalat két részre oszlik: az I.-
fazisban novekvd dozis hatdsat vizsgaljuk, hogy a do-
zist korlatozo6 toxicitast jellemezzik, és a biologiailag
aktiv tiirheté dozisszintet meghatirozzuk; 3-3 beteget
tartalmazé csoportok hetente, intravénas infGzioban
C2B8-ellenanyagot kapnak, Gsszesen négy (4) infuzio
soran. A hirom szint esetében az aldbbi kumulativ d6zi-
sokat alkalmazzuk: 500 mg/m? (125 mg/m?/infuzio);
1000 mg/m2 (250 mg/m?/infzié); 1500 mg/m?2
(375 mg/m?/inflizi6). A bioldgiailag aktiv trhetd dozis-
szint alatt azt a legalacsonyabb dozist értjiik €s hataroz-
zuk meg, amely tlirhetd toxicitassal jar és megfelel6 ak-
tivitassal rendelkezik; a II. fazisban tovabbi betegek
kapjék a biologiailag aktiv tiirheté dozist, a hangsily ez-
uttal a négy C2B8-dozis aktivitdsdnak meghatdrozasara
helyezddik.

4. példa

C2B8 és Y2B8 alkalmazdsaval végzett kombindcios
terdpia

C2B8 és Y2B8 alkalmazasaval kombinacids tera-
piat végeztiink egérxenograft-modellben (ndstény, ko-
riilbeliil 10 hetes kori nu/nu egerekben) B-sejtes limfo-
blaszttumor (Ramos-féle tumorsejtek) felhasznalasa-
val. Osszehasonlitis céljabol tovabbi egereket C2B8-
ellenanyaggal vagy Y2BS8-ellenanyaggal kezeltiink.

Ramos-féle tumorsejteket (ATCC, CRL 1596)
10% borjiszérummal és glutaminnal kiegészitett
RPMI-1640 tapfolyadékot tartalmazé tenyészetben tar-
tottunk fenn 37 °C-on, és 5% CO, mellett. 9, koriilbeliil
7-10 hetes kora néstény ,,nude”-egérben tumort hoz-
tunk létre oly mddon, hogy a bdr ala 1,7x 106 Ramos-
féle sejtet injektaltunk 0,10 ml térfogatban (HBSS),
25 g (25 ,,gauge” szabvanyméretil) tivel ellatott 1 ml
térfogata fecskendGvel. Valamennyi éllatot réteges
aramlasu steril fiilkében (,,laminar flow hood”) kezel-
tiink, és valamennyi ketrecet, almot, taplalékot és vizet
autoklavoztunk. A tumorsejteket igy passzaltuk, hogy
a tumort kivagtuk, azt egy 40 mesh-es szitdn dtnyom-
tuk; a sejteket 1 x HBSS-pufferrel (50 ml) végzett cent-
rifugdlassal (1300 fordulat/perc) kétszer mostuk,
1xHBSS-pufferben 106 sejt/ml sejtsiiriségben szusz-
pendaltuk, és felhasznalasig —70 °C-on taroltuk.

A kisérleti feltételek céljara tobb fagyasztott sejtké-
szitményt felolvasztottunk, a sejteket centrifugédlassal
(1300 fordulat/perc) iilepitettiikk és 1x HBSS-pufferrel
kétszer mostuk. Ezt kovetSen a sejteket koriilbeliil
2,0x 106 sejt/ml sejtstirGiségben szuszpendaltuk. Koriil-
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belill 9-12 egeret injektaltunk (a bdr ald) 0,10 ml sejt-
szuszpenzidval, 25-g. méretii tlivel ellatott 1 ml térfoga-
th fecskendGvel; az injektalast az allatok bal oldalan,
koriilbelill a kozépsd régidban végeztik. A tumor koriil-
beliil 2 hét alatt kifejlodott. A tumorokat kivagtuk és a
fent leirtak szerint feldolgoztuk. A vizsgalt egereket a
fent leirtak szerint 0,10 ml HBSS-pufferben szuszpen-
dalt 1,67 x 106 sejttel injektaltuk.

A dozismeghatarozast célzo elGzetes kisérletek alap-
jan ugy hataroztunk, hogy a vizsgalatban 200 mg
C2B8-ellenanyagot és 100 nCi Y2B8-ellenanyagot al-
kalmazunk. 90 (koriilbeliil 10 hetes korl) ndstény
nu/nu egeret injektaltunk a tumorsejtekkel. Koriilbeliil
10 nap milva 24 egeret négy vizsgalati csoportra osztot-
tunk (egy csoport 6 egeret tartalmazott), a felosztast
megkiséreltiikk oly modon végezni, hogy a tumorok mé-
retének megoszlasa valamennyi csoportban 6sszehason-
lithat6 legyen (az atlagos tumorméret, melyet a tumor
hosszusaganak és szélességének szorzata alapjan szdmi-
tottunk ki, korilbeliil 80 mm? volt). Az alabbi csoporto-
kat az aldbbiak szerint, 25-g. tiivel felszerelt 100 pl
Hamilton-fecskenddvel a farokvénaba adott injekcioval
kezeltiik :

A. szokasos fiziologias sooldat;

B. Y2B8 (100 uCi);

C. C2B8 (200 pg); és

D. Y2B8 (100 uCi) + C2B8 (200 pg).

A C2B8-ellenanyaggal kezelt csoportok az els6 in-
jekciot kovetden 7 nappal egy mésodik C2B8-injekciot
kaptak (200 pg/egér). A tumorok méretét 2-3 napon-
ként tolomérSvel mértiik.

A kezelésnél alkalmazott anyagokat az alabbi eljara-
sok szerint allitottuk el§:

A. Y2B8-ellenanyag eldallitasa

Az ittrium{90]-kloridot (6 nCi) egy polipropilén-
rium-acetattal a pH-t 4,1-4,4-re allitottuk be. Az
eléz6ekhez 2B8—MX—-DTPA-t adtunk (0,3 mg fiziolo-
gids sdoldatban; a 2B8—-MX-DTPA elGallitasat lasd
fent), és vortexeléssel 6vatosan kevertiik. Miutan az ele-
gyet 15 percig inkubaltuk, a reakcidt 0,05 xtérfogat
20 mmol/l EDTA és 0,05 xtérfogat 2 mol/l natrium-
acetat hozzaadaséaval leéllitottuk. A radioaktiv koncent-
raciét oly médon hatiroztuk meg, hogy a reakcioelegy-
bdl 5,0 ul-t 2,5 ml térfogati, 75 mg/ml HSA-t és
1 mmol/l DTPA-t tartalmazé 1xPBS-pufferben
(,.formulédzépufferben”) higitottunk; a szamlalast ugy vé-
geztiik, hogy 20 ml Ecolume™ szcintillicios koktélhoz
10,0 pl mintat adtunk. A reaktiv elegy maradékat 3 ml
formulazopufferhez adtuk, sziiréssel sterilizaltuk, és fel-
hasznélasig 2—-8 °C-on taroltuk. A specifikus aktivitast
(amely az injektalaskor 14 pCi/mg volt), a radioaktiv
koncentracié és a reakcidelegyhez adott ellenanyag
mennyisége alapjan szamitott proteinkoncentracio alap-
jan szamitottuk ki. A proteinnel kapcsolt radioaktivitast
gyors vékonyréteg-kromatografids eljarassal hataroztuk
meg. A radioaktivitas 95%-a épiilt be. Az Y2B8-¢llen-
anyagot kozvetlenil a felhaszndldst megelézden
formulazoépufferben higitottuk, és szliréssel sterilizaltuk
(a végs6 radioaktiv koncentracié 1,0 uCi/ml volt).
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B. A C2B8-ellenanyag elddllitisa

A C2B8-¢llenanyagokat a fent leirtak szerint allitot-
tuk el6. A C2B8-ellenanyagot fiziologids sdoldatban,
5,0 mg/ml koncentracioban steril reagensként készitet-
tikk el. Az injektalast megel6z6en a C2B8-ellenanyagot
fiziologids s6oldatban 2,0 mg/ml koncentracioig higitot-
tuk, és sziréssel sterilizaltuk.

C. Eredmények

A kezelést kiovetden a tumor méretét a tumor
hosszlisaganak és szélességének szorzataként adtuk
meg, a méréseket az abrakon jelolt id6pontokban vé-
geztilk: 11. abra (Y2B8 vagy fiziologias sooldat);
12. 4bra (C2B8 vagy fiziologids soéoldat); és 13. dbra
(Y2B8+C2B8 vagy fiziologids sooldat). Meghataroz-
tuk a standard hibat is.

Amint azt a 13. dbra mutatja, az Y2B8- és C2B8-
ellenanyagok kombinacidja az Y2B8- vagy C2B8-ellen-
anyagok hatasaval osszemérhetd tumor6ld hatast ered-
ményezett.

5. példa

Alternativ terdpias stratégidk

A megel8z6 példak alapjan nyilvanvald, hogy egyéb
terapias stratégidk is lehetségesek. Egy ilyen stratégia
szerint C2B8 terapids d6zisanak alkalmazdsat kovetSen
koriilbeliil 1 héttel 2B8 és radioaktivan jelolt 2B8 (pél-
daul Y2B8) kombinécidjat; vagy 2B8, C2B8 és példaul
Y2B8 kombinacidjat; vagy C2B8 és példaul Y2B8 kom-
binaciojat alkalmazzuk. Egy tovabbi stratégia szerint ra-
dioaktivan jelslt C2B8-ellenanyagot alkalmazunk — a
fenti stratégia a C2B8-ellenanyag immunologiailag ak-
tiv része, valamint a radioaktiv jel6lés kombindcidja al-
tal nyqjtott eldnyoket haszndlja ki. Elénydsen alkalma-
zott radioaktiv jelolGanyag az ittrium[90], tekintetbe
véve a C2B8 hosszabb keringési felezési idejét, szem-
ben a 2B8 jelzésd egérellenanyagéval. Egy mésik eld-
nyOs stratégia szerint a C2BS8-ellenanyag B-sejtszam-
csokkentd képessége és a radioaktiv jel6lésbdl szarmazd
elényok alapjan a betegeket C2B8-ellenanyaggal kezel-
jik (egyetlen vagy tobb dozis alkalmazasaval), hogy a
legtobb, vagy valamennyi periférias B-sejt eltiinjon. Ezt
radioaktivan jelolt 2B8 alkalmazisa koveti; a periférids
B-sejtszam csokkenésének kovetkeztében a radioakti-
van jelolt 2B8-ellenanyag jobb eséllyel éri el a célzott
tumorsejteket. E1onyosen 1[131] jelolt 2B8-at alkalmaz-
hatunk, tekintetbe véve a szakirodalomban k6zéltek sze-
rint a fenti jelolGanyaggal kapott eredményeket (lasd
Kaminski). Egy masik elényos stratégiaban el6szor ra-
dioaktivan jelolt 2B8-ellenanyagot (vagy C2B8-ellen-
anyagot) alkalmazunk, hogy a tumor permeabilitasat no-
veljilk, majd C2B8-ellenanyaggal egy vagy tobb keze-
1ést végziink; ennek a stratégianak az a célja, hogy novel-
jiik annak az esélyét, hogy a C2B8-¢llenanyag a tumor
tomegének felszinére és belsejébe is eljusson. Egy tovab-
bi stratégia szerint kemoterapids szert alkalmazunk
C2B8-ellenanyaggal kombindlva. Ezek a stratégiak ugy-
nevezett ,szakaszos~ kezeléseket foglalnak magukban,
azaz a kemoterapias szerrel torténé kezelést C2B8-ke-
zelés koveti, majd a fenti eljaras ismétlddik. Lehetséges
az is, hogy elGszor egy vagy tobb C2B8-dozissal vég-
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zink kezelést, majd kemoterapids kezelés kovetkezik.
El6nydsen alkalmazott kemoterapias szerek, anélkiil,
hogy igényiinket az alabbiakra korlatoznink, a ciklo-
foszfamid, doxorubicin, vinkrisztin és prednizolon.
[LAsd Armitage J. O. és munkatérsai: Cancer 50, 1695
(1982), mely szakirodalmi hivatkozast teljes egészében
a kitanitas részeként kell tekinteni.]

Az el6zGekben ismertetett alternativ terapias straté-
gidk a szemiéltetést szolgaltak, anélkiil azonban, hogy
igényiinket a felsoroltakra korlatoznank.

6. példa

Informdcio a letétbe helyezett mikroorganizmusrol
és hibridomarol

Az anti-CD20-ellenanyagot kodold gént tartalmazé
TCAES8-plazmidot (melyet a letétbe helyezés céljabol
E. coli-ba transzformaltunk), a ,,Budapesti Szerzédés a
Mikroorganizmusok Szabadalmi Eljaras Céljabol Torté-
nd Letétbe Helyezésének Nemzetkizi Elismerésérdl”
(,,Budapesti Szerz6dés”) rendelkezéseinek értelmében
az ,,American Type Culture Collection” (ATCC) inté-
zetben helyeztiik letétbe (12301 Parklawn Drive, Rock-
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ville, Maryland, 20852). A mikroorganizmust az
ATCC 1992. november 9-én megvizsgalta és arr6l meg-
allapitotta, hogy az adott idGpontban é16 mikroorganiz-
mus. Az ATCC intézet a mikroorganizmust az alabbi
deponalasi szamon helyezte letétbe: ATCC 69119
(TCAES8-plazmidba klonozott anti-CD20). A 2B8-hibri-
domat a ,Budapesti Szerz6dés” értelmében 1993. ju-
nius 22-én helyeztiik letétbe az ATCC intézetben. A te-
nyészet életképességét 1993, jinius 25-én igazoltik, és
az ATCC ezt a hibridomat az alabbi ATCC deponélési
szamon helyezte letétbe: HB 11388.

SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA
ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA : 8540 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: cirkularis

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS: nem

ANTISZENSZ: nem

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GACGTCGCGG CCGCTCTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA CTACTTCTGG AATAGCTCAG 60
AGGCCGAGGC GGCCTCGGCC TCTGCATAAA TAAAAAAAAT TAGTCAGCCA TGCATGGGGC 120
GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGGATGG GCGGAGTTAG GGGCGGGACT 180
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG 240
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT 300
GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT TCCACAGAAT TAATTCCCCT 360
AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC 420
GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG 480
ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA 540
TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA 600
AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC 660
ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC 720
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA 780
TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAACGG 840
GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGC AAATGGGCGG TAGGCGTGTA 900
CGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGAGCTGGG TACGTGAACC GTCAGATCGC CTGGAGACGC 960
CATCACAGAT CTCTCACCAT GAGGGTCCCC GCTCAGCTCC TGGGGCTCCT GCTGCTCTGS 1020
CTCCCAGGTG CACGATGTGA TGGTACCAAG GTGGAAATCA AACGTACGGT GGCTGCACCA 1080
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TCTGTCTTCA
TGCCTGCTGA

CTCCAATCGG

AGCCTCAGCA
TGCGAAGTCA
TGTTGAATTC

GGCCGTGATA
GTTTGCCCCT

TAATAAAATG
GGGGTGGGGC
GCGGTGGGCT
ACGTCAATGA
TTCCTACTTG
GGCAGTACAT
CCATTGACGT
GTAACAACTC
TAAGCAGAGC
ATGGGTTGGA
AAGGGCCCAT
GCCCTGGGCT
GGCGCCCTGA
TCCCTCAGCA
AACGTGAATC
GACAAAACTC
TTCCTCTTCC
TGCGTGGTGG
GGCGTGGAGG
CGTGTGGTCA
TGCAAGGTCT

GGGCAGCCCC

TCTTCCCGCC
ATAACTTCTA

GTAACTCCCA

GCACCCTGAC
CCCATCAGGG
AGATCCGTTA

TCTACGTATG
CCCCCGTGCC

AGGAAATTGC
AGGACAGCAA
CTATGGAACC
CGGTAAATGG
GCAGTACATC
CAATGGGCGT
CAATGGGAGT
CGCCCCATTG
TGGGTACGTC
GCCTCATCTT
CGGTCTTCCC
GCCTGGTCAA
CCAGCGGCGT
GCGTGGTGAC
ACAAGCCCAG
ACACATGCCC
CCCCAAAACC
TGGACGTGAG
TGCATAATGC
GCGTCCTCAC
CCAACAAAGC

GAGAACCACA
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ATCTGATGAG

TCCCAGAGAG

CGAGAGTGTC

GCTGAGCAAA

CCTGAGCTCG

ACGGTTACCA

ATCAGCCTCG

TTCCTTGACC

ATCGCATTGT

GGGGGAGGAT

AGCTGGGGCT

CCCGCCTGGC

TACGTATTAG

GGATAGCGGT

TTGTTTTGGC

ACGCAAATGG

CTCACATTCA

GCTCTTCCTT

CCTGGCACCC

GGACTACTTC

GCACACCTTC

CGTGCCCTCC

CAACACCAAG

ACCGTGCCCA

CAAGGACACC

CCACGAAGAC

CAAGACAAAG

CGTCCTGCAC

CCTCCCAGCC

GGTGTACACC

CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
GCAGACTACG
CCCGTCACAA
ACTACCTAGA

ACTGTGCCTT
CTUGAAGGTG

CTGAGTAGGT
TGGGAAGACA
CGACAGCTAT
ATTATGCCCA
TCATCGCTAT
TTGACTCACG
ACCAAAATCA
GCGGTAGGCG
GTGATCAGCA
GTCGCTGTTG
TCCTCCAAGA
CCCGAACCGG
CCGGCTGTCC
AGCAGCTTGG
GTGGACAAGA
GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA

CTGCCCCCAT
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CTGGAACTGC
AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA
CTGGATTCGT

CTAGTTGCCA
CCACTCCCAC

GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
GCCAAGTACG
GTACATGACC
TACCATGGTG
GGGATTTCCA
ACGGGACTTT
TGTACGGTGG
CTGAACACAG
CTACGCGTGT
GCACCTCTGG
TGACGGTGTC
TACAGTCCTC
GCACCCAGAC
AAGCAGAGCC
TCCTGGGGGG
CCCGGACCCC
AGTTCAACTG
AGCAGTACAA
TGAATGGCAA
AAACCATCTC

CCCGGGATGA

CTCTGTTGTG
GGATAACGCC
CAGCACCTAC
AGTCTACSCC
CAGGGGAGAS
GACAACATGC
GCCATITGTT
TGTCCTTTCC
TCTGGGSGGT
TGCTGGGGAT
CCCCCTATTG
TTATGGGACT
ATGCGGTTTT
AGTCTCCACC
CCAAAATGTC
GAGGTCTATA
ACCCGTCGAC
CGCTAGCACC
GGGCACAGCG
GTGGAACTCA
AGGACTCTAC
CTACATCTGC
CAAATCTTGT
ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGAGTACAAG
CAAAGCCAAA

GCTGACCAAG

1149
1200
1260
1320
1380
1440

1509
1560

1620

2340
2400
2460
2520

2580



AACCAGGTCA
TGGGAGAGCA
GACGGCTCCT
AACGTCTTCT
CTCTCCCTGT
TCGTGACAAC
GCCAGCCATC
CCACTGTCCT
CTATTCTGGG
GGCATGCTGG
CCCGATCCCC
AATTTTAACA
AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA
CTGACATAGT
CAAACTTGAC
GTTCGACCAT
GACCTACCCT
TCTTCAGTGG
CCTGAGAAGA
GAACCACCAC
GAACAACCGG
TACCAGGAAG
GAATTTGAAA
GAATACCCAG
GTCTACGAGA
CTATGCATTT

TTCTAGTTGC

GCCTGACCTG
ATGGGCAGCCC
TCTTCCTCTA
CATGCTCCGT

CTCCGGGTAA

ATGCGGCCGT
TGTTGTTTGC

TTCCTAATAA

GGGTGGGGTG
GGATGCGGTG

AGCTTTGCTT
CCAATTCAGT
CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA
TGTGTTGGGA
GGCAATCCTA
TGAACTGCAT
GGCCTCCGCT
AAGGTAAACA
ATCGACCTTT
GAGGAGCTCA
AATTGGCAAG
CCATGAATCA
GTGACACGTT
GCGTCCTCTC
AGAAAGACTA
TTATAAGA&C

CAGCCATCTG
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CCTGGTCAAA
GGAGAACAAC
CAGCAAGCTC
GATGCATGAG
ATGAGGATCC

GATATCTACG
CCCTCCCCCG

AATGAGGAAA

GGGCAGGACA
GGCTCTATGG

CTCAATTTCT
AGTTGATTGA
ATAAGGACAA
GCACAGCATT
ACCTTGGTAA
TATAAGGTGA
GCTTGGATAG
GCGTGAAGGC
CGTCGCCGTG
CAGGAACGAG
GAATCTGGTG
AAAGGACAGA
TTTTCTTGCC
TAAAGTAGAC
ACCAGGCCAC
TTTCCCAGAA
TGAGGTCCAG
ACAGGAAGAT
ATGGGACTTT

TTGTTTGCCC

GGCTTCTATC
TACAAGACCA
ACCG'TGGACA
GCTCTGCACA
GTTAACGGTT

TATGATCAGC
TGCCTTCCTT

TTGCATCGCA

GCAAGGGGGA
AACCAGCTGG

TATTTGCATA
GCAAATGCGT
ACATTATTCA
CTAGGGAGAA
GGGCCAATCT
GGTAGGATCA
CTTGGACAGC
TGGTAGGATT
TCCCAAAATA
TTCAAGTACT
ATTATGGGTA
ATTAATATAG
AAAAGTTTGG
ATGGTTTGGA
CTTAGACTCT
ATTGATTTGG
GAGéAAAAAG
GCTTTCAAGT
TGCTGGCTTT

CTCCCCCGTG
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CCAGCGACAT
CGCCTCCCGT
AGAGCAGGTG
ACCACTACAC
ACCAACTACC
CTCGACTGTG
GACCCTGGAA

TTGTCTGAGT

GGATTGGGAA
GGCTCGACAG

ATGAGAAAAA
TGCCAARAAAG
GAGGGAGTAC
ATATGCTTGT
GCTCACACAG
GTTGCTCCTC
TCAGGGCTGC
TTATCCCCGC
TGGGGATTGG
TCCAAAGAAT
GGAAAACCTG
TTCTCAGTAG
ATGATGCCTT
TAGTCGGAGG
TTGTGACAAG
GGAAATATAA
GCATCAAGTA
TCTCTGCTCC
AGATCAGCCT

CCTTCCTTGA

CGCCGTGGAG
GCTGGACTCC
GCAGCAGGGG
GCAGAAGAGC
TAGACTGGAT
CCTTCTAGTT
GGTGCCACT&
AGGTGTCATT

GACAATACCA
CGCTGGATCT

AAGGAAAATT
GATGCTTTAG
CCAGAGCTGA
CATCACCGAA
GATAGAGAGG
ACATTTGCTT
GATTTCGCGC
TGCCATCATG
CAAGAACGGA
GACCACAACC
GTTCTCCATT
AGAACTCAAA
AAGACTTATT
CAGTTCTGTT
GATCATGCAG
ACTTCTCCCA
TAAGTTTGAA
CCTCCTAAAG
CGACTGTGCC

CCCTGGAAGG

3300
3360

3420
3480

3540
3500
~3560
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4680



TGCCACTCCC
GTGTCATTCT
CAATAGCAGG
TAGCTTTGCT
ACCAATTCAG

TCTCTGCACA

GCCAGTGAGT
CAGTAGAGCCA
AGGGCRAAGC
TTATCTTCSS
CCGGCCGCT
CTCTGATGCC
CGACCTGICC
CACGACGGGC
GCTACTATTG
GAARGTATCC
CCCATTCGAC
TCTTGTCGAT
CGCCAGGCTC
CTGCTTGCCG
GCTGGATATq
GCTTGGCGEC
GCAGCGCATC
GAAATGACCG
TTCTATGAAA
CGCGGGGATC
GGTTACAAAT
TCTAGTTGTG
ATCCCGTCGA
CGCTCACAAT

AATGAGTGAG

ACTGTCCTTT
ATTCTGGGGG
CATGCTGGGG
TCTCAATTTC
TAGTTGATTG
GATAAGGACA

GGCACAGCAT
CACCTTGGTA
ATATAAGGTG
AGCTTGGATC
TCACTGGAGA
GCCATA@TTCC
GGTGCCCTGA
GTTCCTTGCA
GGCGAAGTGC
ATCATGGCTG
CACCAAGCGA
CAGGATGATC
AAGGCGCGCA
AATATCATGG
GCGGACCGCT
GAATGGGCTG
GCCTICTAIC
ACCAAGCGAC
GGTTCEGCTT
TCATGCTGGA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
GAGCTTAGCE
TCCACACANC

CTAACTCACA

HU 219264 B

CCTAATAAAA
GTGGGGTGGG
ATGCGGTGGG
TTATTTGCAT
AGCAAATGCG
AACATTATTC
TCTAGGGAGA
AGGGCCAATC
AGGTAGGATC
GATCCTCTAT

GGCTATICGES

GGCTATCAGC
ATGAACTGCA
CAGCTATACT
CGGGGCAGGRA
ATGCAATGCG
AACATCGCAT
TGGACGAAGA
TGCCCAACGG
TGGAMATGG
ATCAGGACAT
ACCGCTTCCT
GCCTTCTTGA
GCCCRAACCTG
CGGAATCGTT
GTTCTTCGCC
CATCACAAAT
ACTCATCAAT
TAATCATGGT
ATACGAGCCA

TTAATTGCGT

TGAGGAAATT GCATCGCATT GTCTGAGTAG
GCAGGACAGC AAGGGGGAGG ATTGGGAAGA
CTCTATGGAA CCAGCTGGGG CTCGAGCTAC
AATGAGAAAA AAAGGAAAAT TAATTTTAAC
TTCCCAAAAA GGATGCTTTA GAGACAGTGT

AGAGGGAGTA CCCAGAGCTG AGACTCCTAA

AATATGCTTG
TACTCACACA
AGTTGCTCCT
GATTGAACAA
CTATGACTGO
GTAGGGGCGL
GGACGAGGCA
CGACGTTGTC
TCTCCTITCA
GCGGCTGCAT
CGAGCGAGCA
GCATCAGGGG
CGAGGATCTC
CéGCTTTTCT
AGCAGTTGGCT
CATGCTTTAC
CGAGTTCTTC
CCATCACGAG
TTCCGGAACG
CACCCCAACT
TTCACARATA
CTATCTTATC
CATAGCTGTT
GAAGCATAAA

TGCGCTCACT

25

TCATCACCGA
GGATAGAGAG
CACATTIGCT
GATGGATTGC
GCACAACAGA
CCGarTTCTTT
GCGCGGCTAT
ACTGAAGCGS

TCTCACCTTG

ACGCTTGATC
CGTACTCGGA
CICGCGCCAG
GTCGTGACCC
GGATTCATCG
ACCCGTGATA
GGTATCGLCG
TGAGCGGGALC
ATTTCGATTC
CCGGCTGGAT
TATTTATTGC
AAGCATTTTT
ATGTCTGGAT
TCCTATGTGA
GTGTAAAGCC

GCCCGCTTTC

AGCCTGATTC
GGCAGGAGCC
TCTGACATRG
ACGCAGATTC
CAATCGGCTG

TTGTCAAGAC
CGTAGCTGGC
GAAGGGACTG
CTCCTGCCGA
CGGCTACCTG
TGGARGCCGA
CCQAACTGTT
ATGGCGATGC
ACTGTGGCCG
TTGCTGAAGA
CTCCCGATTC
TCTGGGATTC
CACCGCCGCC
GATCCTCCAG
AGCTTATAAT
TTCACTGCAT
CGCGGCEGEG
AATTGTTATC
TGGAATGCCT

CAGTCGGGAA

4740
4800
4860
4920
49R0
5040
5100
5160
5220
5280
5340
3400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
63540



ACCTGTCATG
TTCGGLEGCTC
GACCGCTATC
CAGGAAAGAA
TGCTGGCATT
CTCAGAGGTC
CCCTCATALCE
CTTCGGGAAC
TCGTTCGCfc
TATCQCGTAA
CAGCCACTAG
AGTGGTGGCC
AGCCAGTTAC
GTAGCGGTAG
AAGATCCTTT
GGATTTTGGT
GAAGTTTTAA
TAATCAGTGA
TCCCCGTCGT
TGATACCGCG
GAAGGGLCGA
GTTGCCGGGA
TTGCTACAGG
CCCAACGATC
TCCGTCLTCC
CAGCACTGCA
AGTACTCAAC
CGTCAATACG
AACGTTCTTC
AACCCACTCG

GAGCAAARAAC

CCAGCTIGCAT
TTCCGCTTCC
AGCTCACTCA
CATGTGAGCA
TTTCCATAGG
GCGAAACCCA

CTCTCCTGTT

CCTALCELTT
CAAGCTGGGC
CTATCGTCTT
TAACAGGATT
TAACTACGGC
CTTCGGAAAA
TTTTTTTGTT
GATCTTTTCT
CATGAGATTA
ATCAATCTAA
GGCACCTATC
GTAGATAACT
AGACCCALGC
GCGCAGAAGT
AGCTAGAGTA
CATCGTGGTS
AAGGCGAGTT
GATCGTTGTC
TAARTTCTICTT
CAAGTCATIC
GGATAATACC
CCCGCGAAAA
éOCACCCAAC

AGGAAGGCAA

HU 219264 B

TAATGAATCG
TCACTCACTG
AAGGCAGTAM
AAAGGCCAGE
oy ol ol clelelo oo
ACAGGACTAT

CCQACCCTGC

TCTCAATGCT
TGTATACACG
GAGTCCAACC
AGCAGAGCGA
TACACTAGAA
AGAGTTGGTA
TGCAAGCAGC
ACGGGGTCTG
TCAAAAAGGA
AGTATATATG
TCAGCGATCT
ACGATACGGG
TCACCGACTC
GGTCCTGCAA
AGTAGTTCGC
TCACGCTCGT
ACATGATCCC
AGAAGTAAGT
ACTG@TCATGC
TGAGAATAGT
GCGCCACATA
CTCTCARGGA
TGATCTTCAG
AATGCCGCAA

GCCAACGCGE
ACTCGCTGCG
TACGGTTAIC
AAAAGGCCAG
CTOACGAGCA
AAAGATACCA
COCTTACCGS
CACGCTGTAG
AACCCCCCGT
CGGTAAGACA
GGTATGTAGG
GGACAGTATT
GCTCTTAATC
AGATTACGCG
ACGCTCAGTG
TCTTCACCTA
AGTAMCTTG
GTCTATTTCG
AGGGCTTACC
CAGATTTATC
CTTTATCCGC
CAGTTAATAG
CGTTTGGTAT
CCATGTTATG
TGGCCGCAGT
CATCCATAAG
GTATGCOGCG
GCAGAACTTT
TCTTACCGCT
CATCTTITAC
AAAAGGGAAT

26

GGGGAGAGGC

CTCGATCATT

CACAGAATCA
GAACCGTAAA
TCACAMAAAT

GGCGTTTCCC

ATACCTGTCC

GTATCTCAGT
TCAGCCCGAL
CGACTTATCG
CGGTGCTACA
TGGTATCTGC
CGGCAAACAA
CAGAAAAAAA
GAACGAAAAC
GATCCTTTTA
GTCTGACAGT
TTCATCCATA
ATCTGGCCCC
AGCAATAAAC
CTCCATCCAG
TTTGCGCAAC
GGCTTCATIC
CAAAAAAGCG
GTTATCACTC
ATGCTITTCT
ACCGAGTTGC
AAAAQTGCTC
GTTGAGATCC
TTTCACCAGC
AAGGGCGACA

GATTTGCATA
CGGCTGCGGC

GGGGATAACG
AAGaccacar

CGACGCTCAR
CCTGGAAGCT

GCCTTTCTCC

TCGGTGTAGG
CGCTGCGCCT
CCACTGACAG
GAGTTCTTGA
GCTCTGCTGA
ACCACCGCTG
GGATCTCAAG
TCACGTTAAG
AATTAAAAAT
TACCAATGCT
GTTGCCTGAC
AGTAGCTGCTAA
CAGCCAGCCG
TCTATTAATT
GTTGTTGCCA
AGCTCCGGTT
GTTAGCTCCT
ATGSTTATGG
ATAACTGGTG
TCTTACCCGG
ATCATTGGAA
AGTTCGATAT
GTITCTAGUT
CGGAAATGTT

6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7080
7140
7200
1260
7320
7380
7440
71500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



1 HU 219264 B 2

27

GAATACTCAT ACTCTTCCTT TTTCAATATT ATTGAAGCAT TTATCAGGGT TATTGTCTCA 8460

TGAGCGCATA CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATARACA AATAGGGGTT CCGCGCACAT 8520

TTCCCCAAAA AGTGCCACCT 8540
A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA- HANY SZALU: egy

TAI: : TOPOLOGIAJ.:A: cirkularis
A SZEKVENCIA JELLEMZOI: MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HOSSZA : 9209 bézispér 10  HIPOTETIKUS: igen
TIPUSA : nukleinsav ANTISZENSZ: nem
A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GACGTCGCGG CCGCTCTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA CTACTTCTGG AATAGCTCAG 60
AGGCCGAGGC GSCCTCGGCC TCTGCATAMA TAAAAAAAAT TAGTCAGCCA TGCATGGGGC 120
GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGGATGG GCGGAGTTAG GGGCGGGACT 18¢
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG 240
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT 300
GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT TCCACAGAAT TAATTCCCCT 360
AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC 420
GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG 480
ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA 540
TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA 600
AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC 660
ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC 720
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA 780
TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCARCGG 840
GACTTTCCAA J;«A'I‘GTCGTAA CAACTCCGCC CCA.'I"I'GACGC AAATGGGCGG TAGGCGTGTA 900
CGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGAGCTGGG TACGTGAACC GTCAGATCGC CTGGAGACGC 960
CATCACAGAT CTCTCACTAT“GGATTTTCAG GTGCAGATTA TCAGCTTCCT GCTAATCAGT 1020
GCTTCAGTCA TAATGTCCAG AGGACAAATT GTTCTCTCCC AGTCTCCAGC AATCCTGTCT 1080
GCATCTCCAG GGGAGAAGGT CACAATGACT TGCAGGGCCA GCTCAAGTGT AAGTTACATC 1140
CACTGGTTCC AGCAGAAGCC AGGATCCTCC CCCAAACCCT GGATTTATGC CACATCCAAC 1200
CTGGCTTCTG GAGTCCCTGT TCGCTTCAGT GGCAGTGGGT CTGGGACTTC TTACTCTCTC 1260
ACAATCAGCA GAGTGGAGGC TGAAGATGCT GCCACTTATT ACTGCCAGCA GTGGACTAGT 1320
AACCCACCCA CGTTCGGAGG GGGGACCAAG CTGGAAATCA AACGTACGGT GGCTGCACCA 1380



TCTGTCTTCA

TGCCTGCTGA

CTCCAATCGG

AGCCTCAGCA

TGCGAAGTCA

TUTTGAATTC

GGCCGTGATA

GTTTGCCCCT

TAATAAAATG

GGGGTGGGGC

GCGGTGGGCT

ACGTCAATGA

TTCCTACTTG

GGCAGTACAT

CCATTGACGT

GTAACAACTC

TAAGCAGAGC

ATGGGTTGGA

GTACAACTGC

TGCAAGGCTT

GGTCGGGGCC

CAGAAGTTCA

CAGCTCAGCA

TACGGCGGTG

GCTAGCACCA

GGCACAGCGG

TGGAACTCAG

GGACTCTACT

TACATCTGCA

AAATCTTGTG

TCTTCCCGCC
ATAACTTCTA
GTAACTCCCA
GCACCCTGAC
CCCATCAGGG
AGATCCGTTA
TCTACGTATG
CCCCCGTGCC
AGGAAATTGC
AGGACAGCAA
CTATGGAACC
CGGTAAATGG
GCAGTACATC
CAATGGGCGT
CAATGGGAGT
CGCCCCATTG
TGGGTACGTC
GCCTCATCTT
AGCAGCCTGG
CTGGCTACAC
TGGAATGGAT
AAGGCAAGGC
GCCTGACATC
ACTGGTACTT
AGGGCCCATC
CCCTGGGCTG
GCGCCCTGAC
CCCTCAGCAG
ACGTGAATCA

ACAAAACTCA

HU 219 264 B

ATCTGATGAG
TCCCAGAGAG
GGAGAGTGTC
GCTGAGCAAA

CCTGAGCTCG

ACGGTTACCA
ATCAGCCTCG
TTCCTTGACC
ATCGCATTGT
GGGGGAGGAT
AGCTGGGGCT
CCCGCCTGGC
TACGTATTAG
GGATAGCGGT
TTGTTTTGGC
ACGCAAATGG
CTCACATTCA
GCTCTTCCTT
GGCTGAGCTG
ATTTACCAGT
TGGAGCTATT
CACATTGACT
TGAGGACTCT
CAATGTCTGG
GGTCTTCCCC
CCTGGTCAAG
CAGCGGCGTG
CGTGGTGA&C
CAAGCCCAGC

CACATGCCCA

CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
GCAGACTACG

CCCGTCACAA
AC'TACCTAGA

ACTGTGCCTT
CTGGAAGGTG
CTGAGTAGGT
TGGGAAGACA
CGACAGCTAT
ATTATGCCCA
TCATCGCTAT
TTGACTCACG
ACCAAAATCA
GCGGTAGGCG
GTGATCAGCA
GTCGCTGTTG
GTGAAGCCTG
TACAATATGC
TATCCCGGAA
GCAGACAAAT
GCGGTCTATT
GGCGCAGGGA
CTGGCACCCT
GACTACTTCC
CACACCTTCC
GTGCCCTCCA
AACACCAAGG

CCGTGCCCAG

28

CTGGAACTGC CTCTGTTGTG

AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA

AGAGCTTCAA
CTGGATTCGT

CTAGTTGCCA

CCACTCCCAC

GTCATTCTAT

ATAGCAGGCA

GCCAAGTACG

GTACATGACC

TACCATGGTG

GGGATTTCCA

ACGGGACTTT

TGTACGGTGG

CTGAACACAG

CTACGCGTGT

GGGCCTCAGT

ACTGGGTAAA

ATGGTGATAC

CCTCCAGCAC

ACTGTGCAAG

CCACGGTCAC

CCTCCAAGAG

CCGAACCGGT

CGGCTGTCCT

GCAGCTTGGG

TGGACAAGAA

CACCTGAACT

GGATAACGCC
CAGCACCTAC
AGTCTACGCC

CAGGGGAGAG
GACAACATCC

GCCATCTGTT

TGTCCTTTCC

TCTGGGGGGT

TGCTGGGGAT

CCCCCTATTG

TTATGGGACT

ATGCGGTTTT

AGTCTCCACC

CCAAAATGTC

GAGGTCTATA

ACCCGTCGAC

CCTGTCCCAG

GAAGATGTCC

ACAGACACCT

TTCCTACAAT

AGCCTACATG

ATCGACTTAC

CGTCTCTGCA

CACCTCTGGG

GACGGTGTCG

ACAGTCCTCA

CACCCAGACC

AGCAGAGCCC

CCTGGGGGGA

1440
1580

1560

1680
1740

1800
1860
1920
1986
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



CCGTCAGTCT
GAGGTCACAT
TACGTGGACG
AGCACGTACC
GAGTACAAGT
AAAGCCAAAG
CTGACCAACA
GCCGTGGAGT
CTGAACTCCG
CAGCAGCGGA
CAGRAGAGCC
AGACTGGATT
CTTCTACTTG
GTGCCACTCC
GGTGTCATTC
ACAATAGCAG
GCTGAATCTC
AGGAAAATTA
ATGCTTTAGA
CAGAGCTGAG
ATCACCGAAG
ATAGAGAGGG
CATTTCCTIC
ATTTCGCGCE
GCCATCATCG
AAGAACGOAS
ACCACAACCT
TTCTCCATTC
GAACTCAAAG
AGACTTATTC
AGTTCTGTTT

ATCATGCAGG

TCCTCTTCCC
GCGTGGTGGT
GCGTGGAGGT
GTGTGGTCAG
GCAAGATCTC
GGCAGCCCCG
ACCAGGTCAS
GGCAGAGCAA
ACGCCTCCTT
ACGQTCTTCTC
TCTCCCTGIC
CGTGACAACA
CCAGCCATCT
CACTGTCCTT
TATTCTGGGG
GCATGLCTCGG
CCGATCCCCA
ATTTTAACAC
GACAGTGTTC
ACTCCTAAGC
CCTGATTCCG
CAGGAGCCAG
TGACATAGTT
ARACTTGACG
TTCGACCATT
ACCTACCCTG
CTTCAGTGGA
CTGAGAAGAA
AACCACCACG
AACAACCGGA
ACCAGGANGC

AATTTGAANG

HU 219264 B

CCCAAAACCC
GGACGTGAGC
GCATAATGCC
CGTCCTCACC
CAACAAAGCC

AGAACCACAG

CCTAACCTCC

TCGGCAGCCG
CTPCCTCTAC
ATACTCCGTO
TCCAGCTAAA
TGCGGCCGTG
GTTATTTGCC
TCCTAATAAA
GATGCCETCS
GATGCCGTGG
GCTTTACTIC
CAATTCAGTA
TCTGCACAGA
CAGTAAGTCG
TAGAGCCACA
GGCAGAGCAT
GTGTTCGGAG
GCAATCCTAG
GAACTGCATC
GCCTCCGLTC
AGGTAAACAG
TCGACCTTTA
AGGAGCTCAT
ATTGGCAAGT
CATGAATCAA

TGACACGTTT

AAGGACACCC
CACGAAGACC
AAGACAAAGC
GTCCTGCACC
CTCCCAGECC
GTATACACCC
CTGATCAAAG
GAGAACAMCT
AGCAAGCTCA
ATCCATGAGG
TGAGGATCCG
ATATCTACGT
CCTCCCCLGT
ATAGAGGAAAT
GUCAGCACAG
GCTCTATGOA
TCAATTTCTT
GTTAATTGAS
TAAGGACAAA
CACAGCATTC
CCTTGGTANG
ATAAGGTGAG
CTTCEATAGS
CGTAAAGSCT
GTCACCGTCT
AGGAACGAGT
AATCTGGTOA
AAGGACAGAA
TTTCTTGCCA
AMGTAGACA
CCAGGCEACE

TTCCCAGAAA

29

TCATGATCTC
CTGAGGTCAA
CGCGGGAGGA
AGGACTGGCT
CCATCGAGAA
TACCCCCATC
GCTTCTATCC
ACAAGACCAC
CCGTGGACAR
CTCTGCACAA
TTAACGGTTA
ATGATCAGCC
GCCTTCCTTG
TACATCGCAT
CAAGGOGGAT
ACCAGCTGGG
ATTTGCATAA
CAMATCCGTT
CATTATICAG
TAGGGAGAAA
GGCCAANTCTG
GTAGGATCAG
TTGGAGAGCT
GAQTACGATTT
CCCARAATAT
TCAAGTACTT
TTATGGGTAC
TTAATATAGT
AMAGTTTGGA
TCCTTTGGAT
TTAGACTCTT

TTCATTTGGA

CCGGACCCCT
GTTCAACTGG
GCAGTACAAC
GAATGGCAAG
ARCCATCTCC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GCAGCAGGTAG
CCACTACACG
CCAACTACCT
TCGACTGTGC
ACCCTGGAAG
TQTCTGAGTA
GATTGGGAAG
GCTCGACAGE
TGAGAAARAA
GCCAMAAAGG
AGGJAGTACC
TATGCTTGTIC
CTCACACAGG
TTGCTCCTCA
CAGGGCTACT
TATCCCCGCT
GGRGAATTGGC
CCAAAGAATG
GAAAANCCTGG
TCTCAGTAGA
TGATGCCTTA
AGTCGGAGGC
TGTGACAAGG
GCAAATATAAA

3249
3300
336C
3420
3480
3540
3600
3660
3730
3780
3gdo
3900
3360
€020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040

3100



CTTCTCCCAG
AAGTTTGAAG
CTCCTAAAGC
GACTGTGCCT
CCTGGAAGGT

TCTGAGTAGG

TTGGGAACAC
TCGAGCTACT
AATTTTAACA
AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA
CTGACATAGT
CGCAGGTTCT
AATCGGCTGC
TGTCAAGACC
GTGGCTGGCC
AAGGGACTGG
TCCTGCCGAG
GGCTACCTGC
GGAAGCCGGT
CGAACTGTTC
TGGCGATGCC
CTGTGGCCGG
TGCTGAAGAG
TCCCGATTCG
CTGGGGTTCG
ACCGCCGCCT

ATCCTCCAGC

AATACCCAGG
TCTACGAGAA
TATGCATTTT
TCTAGTTGCC
GCCACTCCCA

TGTCATTCTA

AATAGCAUGC
AGCTTTGCTT
CCAATTCAGT
CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA
TGTGTTGGGA
CCGGCCGCTT
TCTGATGCCG
GACCTGTCCG
ACGACGGGCG
CTGCTATTGG
AAAGTATCCA
CCATTCGACC
CTTGTCGATC
GCCAGGCTCA
TGCTTGCCGA
CTGGGTGTGG
CTTGGCGGCG
CAGCGCATCG
AAATGACCGA
TCTATGAAAG

GCGGGGATCT

HU 219264 B

CGTCCTCTCT
GAAAGACTAA
TATAAGACCA
AGCCATCTGT
CTGTCCTTTC

TTCTGGGGGG

ATGCTGGQGSA
CTCAATTTCT
AGTTGATTGA
ATAAGGACAA
GCACAGCATT
ACCTTGGTAA
TATAAGGTGA
GCTTGGATCG
GGGTGGAGAG
CCGTGTTCCG
GTGCCCTGAA
TTCCTTGCGC
GCGAAGTGCC
TCATGGCTGA
ACCAAGCGAA
AGGATGATCT
AGGCGCGCAT
ATATCATGGT
CGGACCGCTA
AATGGGCTGA
CCTTCTATCG
CCAAGCGACG
GTTGGGCTTC

CATGCTGGAG

GAGQTCCAGG
CAGGAAGATG
TGGGACTTTT
TGTTTGCCCC
CTAATAAAAT

TGGGGTGGGG

TGCCUTIGAC
TATTTGCATA
GCAAATGCGT
ACATTATTCA
CTAGGGAGAA
GGGCCAATCT
GGTAGGATCA
ATCCTCTATG
GCTATTCGGC
GCTGTCAGCG
TGAACTGCAG
AGCTGTGCTC
GGGGCAGGAT
TGCAATGCGG
ACATCGCATC
GGACGAAGAG
GCCCGACGGC
GGAAAATGGC
TCAGGACATA
CCGCTTCCTC
CCTTCTTGAC
CCCAACCTGC
GGAATCGTTT

TTCTTCGCCC

30

ACGAAAARAGG
CTTTCAAGTT
GCTGGCTTTA
TCCCCCGTGC
GAGGAAATTG

CAGGACAGCA

TCTATGGAAC
ATGAGAAAAA
TGCCAAAAA?
GAGGGAGTAC
ATATGCTTGT
GCTCACACAG
GTTGCTCCTC
GTTGAACAAG
TATGACTGGG
CAGGGGCGCC
GACGAGGCAG
GACGTTGTCA
CTCCTGTCAT
CGGCTGCATA
GAGCGAGCAC
CATCAGGGGC
GAGGATCTCG
CGCTTTTCTG
GCGTTGGCTA
GTGCTTTACG
GAGTTCTTCT
CATCACGAGA
TCCGGGACGC

ACCCCAACTT

CATCAAGTAT
CTCrIGELTCCC
GATCAGCLCTC
CTTCCTTGAC
CATCGCATTG

AGGGGGAGGA

CAGCTGGGGC
AAGGAAAATT
GATGCTTTAG
CCAGAGCTGA
CATCACCGAA
GATAGAGAGG
ACATTTGCTT
ATGGATTGCA
CACAACAGAC
CGGTTCTTTT
CGCGGCTATC
CTGAAGCGGG
CTCACCTTGC
CGCTTGATCC
GTACTCGGAT
TCGCGCCAGC
TCGTGACCCA
GATTCATCGA
CCCGTGATAT
GTATCGCCGC
GAGCGGGACT
TTTCGATTCC
CGGCTGGATG

GTTTATTGCA

5160

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840

6900



GCTTATAATG
TCACTGCATT
GCGGCCGCGA
ATTGTTATCC
GGGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTCLCTAT
CICTGLCAGLS
GGGATAACGC
ACGCCGCGTT
GACGCTCARAG
CTGGAAGCTC
CCTTTCTCCC
CGGTATAGGT
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAA
CTCTGCTGAA
CCACCGLTAG
GATCTCAAGA
CACGTTAAGG
ATTAAMATG
ACCAATGCTT
TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT
AGCCAGCCGG
CTATTAATTG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGCTCCTT

TGATTATSGC

GTTACAAATA
CTAGTTGTGG
TCCCGTCGAG
GCTCACAATT
ATGAGTGAGC
CCTGTCGTGC
TCCLLGLTCT
AGCAGATATCA
AGGAAAGAAC
GCTGGCATTT
TCAGAGGTGG
CCTCATACGC
TTCGGGAAGC
CaTTCGCTCC
ATCCGGTAAC
AGCCACTGGT
GTGGTGGCCT
GCCAGTTACC
TAGCGGTGGET
AGATCCTTTG
GATTTTGATC
AAGTTTITAAA
AATCAGTGAG
CCCCATCATG
GATACCGCGA
AAGQACCGAG
TTGCCGGGAA
TGCTACAGGC
CCAACGATCA
CaGTCCTCCA

AGCACTGCAT

HU 219264 B

AAGCAATAGC
TTTGTCCAAA
AGCTTGGCGT
CCACACAACA
TAACTCACAT
CAGCTGCATT
TCCGLCTTCCT
GCTCACTCAA
ATGTGAGCAA
TTCCATACGE
CGAAACCCGA
TCTCCTGTIC
GTGACCCTTT
AAGCTGGGCT
TATCGTCTTG
AACAGGATTA
AACTACGACT
TTCGGAAAAA
TTITTICTTT
ATCTTTTCTA
ATGAGATTAT
TCAATCTAMA
GCACCTATCT
TAGATAACTA
GACCCACGCT
CGCAGAAGTG
GCTAGAGTAA
ATCGTGGTGT
AGGCGAGTTA
ATCGTTGTCA

AATTCTCTTA

ATCACAAATT
CTCATCAATC
AATCATGGTC
TACGAGCCGG
TAATTGCCTT
AATGAATCGS
CGCTCACTGA
AGGCGGTAAT
AAGGCCAGCA
TCCGLLLLCe
CAGGACTATA
CGACCLTGCC
CTCAATGCTC
GTGTCCACGA
AGTCCAACCC
GCAGAGCUAC
ACACTAGAAG
GAGTTGGTAG
GCAAGCAGCA
COGGGGTCTGA
CAAAAAGAAT
GTATATATGA
CAGCGATCTG
CGATACGGGA
CACCGGELTCL
GTCCTGCANC
GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GAAGTAAGTT

CTGTCATGCC

31

TCACAAATAA
TATCTTATCA
ATAGCTGTTT
AAGCATAAAG
GCACTCACTG
CCAACGLGLa
CTCGCTGCGC
ACGGTTATCC
AAAGGCCAGQ
TGACCAGCAT
AAGATACCAG
GCTTACCGGA
ACCCTGTAGS
ACCCCCCUTT
GGTAAGACAC
GTATGTAGCC
GACAGTATTT
CTCTTGATCC
GATTACGCGC
CGCTCAGTGG
CTTCACCTAG
GTAAACTTGG
TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATER
TTTATCCGCC
AGTTAATAGT
GTTTGGTATC
CATGTTCTGC
GGCCGCAGTG

ATCCGTAAGA

AGCATTTTTT
TGTCTGGATC
CCTGTGTGAA
TGTAAAGCCT
CCCGCTTTCC
GGSAGAGGCG
TCCGTCGTTC
ACAGAATCAG
AACCGTAAAA
CACALAAATC
GCeTTICCCC
TACCTGTCCA
TATCTCAGTT
CAGCCCOACC
GACTTATCGC
GGTGCTACAG
GGTATCTSCO
GGCAAACAAR
AAAAAAAANG
AACGAAAACT
ATCCTTTTAA
TCTGACAGTT
TCATCCATAG
TCTGGCCCCA
GCAATAAACC
TCCATCCAGT
TTGCGCAACG
GCTTCATTCA
AARRAAGCGG
TTATCACTCA

TGCTTTTCTG

6960
7020
7080
7140
7200

71260

7320

7380
7440
7500
7860
7620
7660
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
3340
8400
8460
8520
8380
8640
8700

8760



TGACTGATGA GTACTCAACC
CTTGCCCAGC GTCAATACGG
TCATTGGAMA ACGTTCTTCG

GTTCGATGTA ACCCACTCGT

TTTCTGGGTG AGCAAAAACA

HU 219264 B

AMGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA CCGAGTTGCT
GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA AAACTGCTCA
GGGCAAAAAC TCTCAAGGAT CTTACCGLTG TTGAGATCCA
GCACCCAACT GATCTTCAGE ATCTTTTACT TTCACCAGCG

GGAAGGCAAA ATGCCGCAAA AAAGGGAATA AGGGCGACAC

GGAAATGTTG AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT TATCAGGGTT

ATTGTCTCAT GAGCGGATAC

CGCGCACATT TCCCCGAAAA GTGCCACCT

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA-

TAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 54 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: genomi DNS
20  HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: nem

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
5 ATC ACA GAT CTC TCA CCA TGG ATT TTC AGG TBC AGA TTA TCA GCT 52

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA-

TAI:

TC3’

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 30 bazispar
TiPUSA : nukleinsay
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS
HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: igen

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE-

[RASA:

CAG CTT 3
AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA
30 ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 384 bazispar
TiPUSA : nukleinsav
HANY SZALU: egy
35 TOPOLOGIAJA : linedris
MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: nem

Az 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA ;

ATG

ATA

GCA

AGT

ATT

AGT

GAT

GGA

GAT TTT CAG
ATG TCC AGA
TCT CCA GGG
TAC ATC CAC
TAT GCC ACA
GGG TCT GGG
GCT GCC ACT

GGG GGG ACC

GTG

GGG

GAG

TGG

TCC

ACT

TAT

AAG

CAG

CAA

AAG

TTC

AAC

TCT

TAC

CTG

ATT

ATT

GTC

CAG

CTG

TAC

TGC

GAA

ATC AGC TTC CTG
GTT CTC TCC CAG
ACA ATG ACT TGC
CAG AAG CCA GGA
GCT TCT GGA GTC
TCT CTC ACA ATC
CAG CAG TGG ACT

ATC AAA

32

CTA

TCT

AGG

TCC

ccT

AGC

AGT

ATC AGT GCT

CCA GCA ATC

GCC AGC TCA

TCC CCC AAA

GTT CGC TTC

AGA GTG GAG

AAC CCA CCC

2

TCA

CTG

AGT

ccc

AGT

GCT

ACG

ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA ATAGGGGTTC

GTC

TCT

GTA

TGG

GGC

GAA

TTC

8820
8880
8340
9000
9060
5120
9180

9209

5" TGC AGC ATC CGT ACG TTT GAT TTC

S1
102

153

357

384
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A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA-
TAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 27 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: nem

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE-
IRASA:

5" GCG GCT CCC ACG CGT GTC CTG TCC
CAG 3’27

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA-
TAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 29 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA:

10

15

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: igen

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE-
[RASA:

5° GGS TGT TGT GCT AGC TGM RGA GAC
RGT GA 3’ 29

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADA-
TAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 420 bazispar

TiPUSA ; nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: genomi DNS

HIPOTETIKUS: igen

ANTISZENSZ: nem

ATG GGT TGG AGC CTC ATC TTG CTC TTC CTT GTC GCT GTT GCT ACG CGT GTC 51
CTG TCC CAG GTA CAA CTG CAG CAG CCT GGG GCT GAG CTG GTG AAG CCT GGG 102
GCC TCA GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACA TTT ACC AGT TAC 153
AAT.ATG CAC TGG GTA AAA CAG ACA CCT GGT CGG GGC CTG GAA TGG ATT GGA 204
GCT ATT TAT CCC GGA AAT GGT GAT ACT TCC TAC AAT CAG AAG TTC AAA GGC 255
ALG GCC ACA TTG ACT GCA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAG CTC 306
ASC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT GCA AGA TCG ACT 387
TAC TAC GGC GGT GAC TGG TAC TTC AAT GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC 408
ECC GTC TCT GCA 420

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Az ,,American Type Culture Collection” intézet-
nél ATCC 69119 deponalasi szamon letétbe helyezett
TCAES8-plazmidban talalhaté anti-CD20-ellenanyagot
kédolé gént tartalmazo transzfektomabol szarmazo, im-
munologiailag aktiv kiméra-ellenanyag, B-sejtes limfo-
ma kezelésében torténd alkalmazasra.

2. Az 1. igénypont szerinti ellenanyag 0,001 és
30 mg ellenanyag/testtdmeg-kg kozotti mennyiség-
ben, B-sejtes limfoma kezelésében torténé alkalma-
zésra.

3. Immunoldgiailag aktiv kiméra anti-CD20-ellen-
anyag, azzal jellemezve, hogy TCAES8-plazmidban
(ATCC deponalasi szdm: 69119) talalhat6 anti-CD20-
ellenanyagot kodold gént tartalmazé transzfektémabol
lett izolalva.

4. A 3. igénypont szerinti ellenanyag, azzal jellemez-
ve, hogy radioaktivan jellve van.

45

50

55

60

33

5. Anti-CD20-ellenanyagot szekretdlé hibridoma,
azzal jellemezve, hogy az ,,American Type Culture Col-
lection” intézetben van letétbe helyezve, HB 11388 de-
ponalési szamon.

6. Monoklonélis ellenanyag, azzal jellemezve, hogy
az 5. igénypont szerinti hibridoma szekretalta.

7. A 6. igénypont szerinti ellenanyag, azzal jellemez-
ve, hogy radioaktivan van jeldlve.

8. A 7. igénypont szerinti radioaktivan jelolt ellen-
anyag, azzal jellemezve, hogy az alabbi izotopok vala-
melyikével van radioaktivan jelolve: ittrium[90], in-
dium([111] vagy jod[131]. .

9. A 7. igénypont szerinti ellenanyag, B-sejtes lim-
foma kezelésében torténd alkalmazasra.

10. A 7. igénypont szerinti, ittrium[90] izotoppal je-
161t ellenanyag, B-sejtes limfoma kezelésében torténd
alkalmazasra.

11. Az ,,American Type Culture Collection” intézet-
nél ATCC 69119 deponalédsi szamon letétbe helyezett
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TCAES-plazmidban talalhato anti-CD20-ellenanyagot ko-
dolo gént tartalmazo transzfektomabol szarmazo, radio-
aktivan jelzett immunologiailag aktiv kiméra-ellenanyag,
B-sejtes limfoma kezelésében torténd alkalmazasra.

12. A 11. igénypont szerinti — az ,,American Type
Culture Collection” intézetben HB 11388 deponalasi
szamon letétbe helyezett hibridoma altal szekretalt
— monoklonalis ellenanyag B-sejtes limfoma kezelésé-
ben torténd alkalmazasra.

34

13. Eljaras anti-CD20-ellenanyag el6éllitasara, az-
zal jellemezve, hogy az ,,American Type Culture Col-
lection” intézetnél ATCC 69119 deponélasi szdmon
letétbe helyezett TCAE8-plazmidban talalhat6 anti-
CD20-ellenanyagot kodolé gént tartalmazo transz-
fektomasejtekkel vagy a HB 11388 deponalasi szé-
mon letétbe helyezett hibridomasejtekkel ellenanya-
got termeltetiink, és a termelGdott ellenanyagot izo-
laljuk.
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LINKER #1 15bp
GACGTCGCGG CCGCTCTAGS
GGCCTCGGEC

CCGAACTGGU

AGGCCGAGGC
GGACGAATGGO
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG

GACTTTCCAC ACCTGGTTGC

GGGGAGCCTG GGGACTTTCC

HU 219264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

CCTCCAAAAA
TCTGCATAAA
CGGAGTTAGG
ATGCATGCTT
TGACTAATTG

ACACCCTAAC

AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA

GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT

SV40 CRIGIN=332bp

AGCCTCCTCA
TAAAAARAAT
GGCGGGATG:
TGCATACTTC

AGATGCATGC

TGACACACAT
TTAGTTCATA

CTACTTCIGG AATAGCTCAG
TAGTCAGCLA TGCATGGGGC
GCGGAGTTAG GGOCGGGACT
TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG

TTTGCATACT TCTGCCTGCT

LINKER #2=13bp
TCCACAGRAT TAATTCCCCT
3478 360

GCCCATATAT
CCAACGACCC

GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG

GGCTGACCGC

CMV PROMOTER-ENHANCER=567bp

ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA

TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC

AGTACGCCCC CAATGACGGT

CTATTGACGT
GGGACTTTCC TACTTGGCAG

GGTTTTGGCA

ATGACCTTAT

ATGGTGATGC GTACATCAAT

TCCACCCCAT TGACGTCAAT

AATGTCGTAA

TTTCCAAGTC

CAACTCCGCC
LINKER
CAGAGE TIGGG

Bgl I 8

727
CATCACAGAT CTCTCACCLT GAGGGTCCCC
978'9

+1 (101102
CACGATGTRA TIGGTACGAAG
1038'9

TCTTCCCGCC ATCTGATGAG

GACTTTCCAA

CGGTGGGAGG TCTATATAAG

CTCCCAGGTG

TCTGTCTTCA

TGCCTGCTGA ATAACTTCTA TCCCAGAGAG

HUMAN KAPPA CONSTANT 324bp
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC

AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA

TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG
STOP
LIGHT

CHAIN y Eco RI

ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA

TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA
CCTGGCATTA

TATTAGTCAT

AAATGGCCCG TGCCCAGTAC

TACATCTACG CGCTATTACT

GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA

GGGAGTTTGT AAATCAACGG

TTTGGCACCA

CCATTGACGC AAATGGGCGG TAGGCGTGTA

GTCAGATCGC CTGGAGACGC

#3=76b
TAchG%kCC
LEADER=60bp

GCTCAGCTCC TGGGGCTCCT GCTGCTCTGG

107 1108
GTGGAAATCA A ACGGT GGCTGCACCA
1062'3 Bsi WI

CAGTTGAAAT CTGGAACTGC CTCTGTTGTO

GCCAAAGTAC AGTGGAAGGT GGATAACGCH

107 AMINO ACID & STOP CODON
ACAGAGCAGG ACAGCAAGGA CAGCACCTAC

GCAGACTACG AGAAACACAA AGTCTACGCC
CCCGTCACAA AGAGCTTCAA CAGGGGAGAG

LINKER #4=85bp

TGTTGAATTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTANA CTGGATTCGT GACAACATGC

138617
GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGECTCG

TGTGCCTT CTAGTTGCCA GCCATCTGTT

1471'2

2A. abra

36

60
120
180
240
300

360
420
480

540
600
660
720
780
840
900

1080
1140
1200

1260
1320
1380

1440

1500



GTTTGCCCCT

TAATAAAAT(
GGGGTGGGGE
GCGGTGGGCT
ACGTCAATGA
TTCCTACTTG

GGCAGTACAT
CCATTGACGT

GTAACAACTC

TAAGCAGAGC GGTAC

HU 219264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

CCCCCGTGCC TTCCTTCACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC

BGH poly

A=231bp

AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT

AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA

CTATGGAACC A
1702'3

LINKER #5=15bp
TGGGGCT CGACAG
1717

AT
8

CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA

GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG

CMV PROMOTER-ENHANCER=334bp
CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG

CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA

CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG
LINKER #6=7b

205112 2058'9

GTTGGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTOTTG
START HEAVY CHAIN

CGGTCTTCCC CCTGGCACCC TCCTCCAAGA

AAGGGCCCAT
GCCCTGGGET
GGCGCCCTGA

TCCCTCAGCA

AACGTGAATC
GACAAAACTC
TTCCTCTTCC
TGCGTGGTGG
GGCGTGGAGG
CGTGTGGT&A
TGCAAGGTCT
GGGCAGCCCC
AACCAGGTCA
TGGGAGAGCA

C CTCACATTCA GTGATCAGCA

LEADER=51bp

GCCTGGTCAA GGACTACTTC CCCGAACCGG

CCAGCGGCGT GCACACCTTC CCGGCTGTCC

HUMAN GAMMA 1 CONSTANT
GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC AGCAGCTTCG GCACCCAGAC

993bp=330 AMINO ACID & STOP

ACAAGCCCAG
ACACATGCCC
CCCCAAAACC
TGGACGTGAG
TGCATAATGC
GCGTCCTCAC
CCAACAAAGC
GAGAACCACA
GCCTGACCTG
ATGGGCAGCC

CAACACCAAG
ACCGTGCCCA
CAAGGACACC
CCACGAAGAC
CAAGACAAAG
CGTCCTGCAC
CFTCCCAGCC
GGTGTACACC
CCTGGCTCAAA
GGAGAACAAC

GTGGACAAGA
GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA
CTGCCCCCAT
GGCTTCTATC

TACAAGACCA

2B. abra

37

GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
GCCAAGTACG

GTACATGACC

GGGATTTCCA
ACGGGACTTT
TGTACGGTGG

CTGAACACAG

TGTCCTTTCC
TCTGGGGGGT
TGCTGGGGAT
CCCCCTATT(

TTATGGGALT
ATGCGGTTTT
AGTCTCCACC
CCAAAATGTC

GAGGTCTATA

Sal |
ACCCGTCGAC

Mlu I 2151]2 Nhe I
CTACGCGTGT CTAGCACC

-5 -4
GCACCTCTGG
TGACGGTGTC

TACAGTCCIC

CODON
AAGCAGAGCC

TCCTGGGGGG
cccaeAaccce
AGTTCAACTG
AGCAGTACAA
TGAATGGCAA
AAACCATCTC
CCCGGGATGA
CCAGCGACAT
CGCCTCCCaT

-3 114115

GGGCACAGCG
GTGGAACTCA
AGGACTC f A

CTACATCTGC

CAAATCTTGT
ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGACTACAAG
CAAAGCCAAA
GCTGACCAGE
CGCCGTGGAG
GCTGGACTCC

1620
1680

1740

1800
1860

1920
1980

2040
2100

2160

2220
2280
2340

2400

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000



HU 219 264 B
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GACGGCTCCT TCTTCITCTA CAGCAAGCTC ACCGTGGAC~ AGAGCAGGTGS CGCAGCASGGD

AACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGCATGAG GCTCTGCACA ACCACTACAC GCAGAASAGC

STOP HEAVY CHAIN |Bam HI LINKER #7=81bp
CTCTCCZCTGT CTCCCCaTAA AT GGATCC GTTAACGGTY ACCAACTACC TAGACTSGAT
314

TCGTGACAAC ATGCGCCCGT GATATCTACG TATGATCACGC CTCGAFTGTG CCTTCTAGTT

GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG TGCCTTCCTT GACCCTGGAA GGTGCCACTC

BOVINE GROWTH HORMONE POLYADENYLATION REGION=231bp
CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA TTGCATCGCA TTGTCTGAGT AGGTGTCATT

CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGACA GCAAGGGGGA GGATTGGGAA GACAATAGCA

GGCATGCTGG GGATGCCGTG GGCTCTATGG
CCCGATCCCC] AGCTTTGCTT CTCAATTTCT
34901

AATTTTAACA CCAATTCAGT AGTTGATTGA

LINKER #8=34bp
AACCAGkTGG GGCTCGACAG CGCTGGA™CT
345617

TATTTGCATA ATGAGAAAAA AAGGAARATT

GCAAATGCGT TGCCAAAAAG GATGCTTTAG

MOUSE BETA GLOBIN MAJOR PROMOTER=366bp

AGACAGTGTT CTCTGCACAG ATAAGGACAA

CCAGTCGAGTG GCACAGCATT
GTAGAGCCAC ACCTTGGTAA

GGGCAGAGCA TATAAGGTGA

LINKER #9=19bp
TGIGTTGGGA GCTTGGATAG
3856'7

GGCAATCCTA GCGTGAAGGC

GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA

CTGACATAGT
CAAACTTGAC

GTTCGACCAT TGAACTGCAT CGTCGCCGTG

GACCTACCCT GGCCTCCGCT CAGGAACGAG

AAGGTAAACA GAATCTGGTG

MOUSE DHFR=564bp=187
ATCGACCTTT AAAGGACAGA

TCTTCAGTGG

CCTGAGAAGA
GAACCACCAC GAGGAGCTCA TTTTCTTGCC
GAACAACCGG AATTGGCAAG TAAAGTAGAC
TACCAGGAAG CCATGAATCA ACCAGGCCAC
GAATTTGAAA GTGACACGTT TTTCCCAGAA

GAATACCCAG GCGTCCTCTYC TGAGGTCCAG

ACATTATTCA GAGGGAGTAC CCAGAGCTGA
CTAGGGAGAA ATATGCTTGT CATCACCGAA
GGGCCAATCT GCTCACACAG GATAGAGAGG

GGTAGGATCA GTTGCTCCTC ACATTTGCTT

5' UNTRANSLATED DHFR=82bp
6l.‘.AGC TCAGGGCTGC GATTTCGCGC

(START_DHFR
TGGTAGGATT TTATCCCCGC TGCCATC%FG
: 3957

Cr1Gg
3875

TCCCAAAATA TGGGGATTGG CAAGAACGGA
TTCAAGTACT TCCAAAGAAT GACCACAACC

ATTATGGGTA GGAAAACCTG GTTCTCCATT

AMINO ACID & STOP CODON
ATTAATATAG TTCTCAGTAG AGAACTCAAA

AAAAGTTTGG ATGATGCCTT AAGACTTATT
ATGGTTTGGA TAGTCGGAGG CAGTTCTGTT
CTTAGACTCT TTGTGACAAG GATCATGCAG
ATTGATTTGG GGAAATATAA ACTTCTCCCA

GAGGAAAAAG GCATCAAGTA TAAGTTTGAA

2C. abra

38

3060
3120

3180

3240

3300

3360
3420

3480

3540

3600

3660
3720
3780
3840

3300

3960

4020
4080

4140
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STOP DHFR

GTCTACGAGA AGAAAGACFA S2AGGA~GAT GCTTTCAAGT TCTCTGCTCC CCTCCTAAAG

4521'2

3' UNTRANSLATED DHFR=82b

TCATGCATTT TTATAAGACC ATGGGJETTT TGCTGGCTTT ég%
4

TTCTAGTTGC

TGCCACTCCC
GTGTCATTCT

CAATAGCAGG
dAGCTTTGCT
ACCAATTCAG

TCTCTGCACA
GCCAGTGAGT
CGTAGAGCCA
AGGGCAGAGC
TTGTGTTkGG
5227'8
TCCoGCCaCT
CTCTGATGCC

CGACCTGTCC

CACGACGGGC
GCTGCTATTG
GAAAGTATCC
CCCATTCGAC
TCTTGTCGAT
CGCCAGGCTC
CTGCTTGCCG
GCTGGGTGTG
GCTTGGCGGC

CAGCCATCTG

ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT

ATTCTGGGGG GTGGGGTGGG

CATGCTGGGG ATGCGGTGGG

TCTCAATTTC TTATTTGCAT

TAGTTGATTG AGCAAATGCG TTGCCAAAAA

GCATCGCATT

LINKER #10=10b

CAGLT CGACTGT I
4 46134

TTGTTTGCCC CTCCCCCGTG CCTTCCTTGA CCCTGGAAGG
BOVINE GROWTH HORMONE POLYADENYLATION REGION=23

1bp
GTCTGAGTAG

GCAGGACAGC AAGGGGGAGG ATTGGGAAGA

LINKER #11=17bp

GGATGCTTTA

MOUSE BETA GLOBIN MAJOR PROMOTER=366bp

GATAAGGACA AACATTATTC AGAGGGAGTA
GGCACAGCAT TCTAGGGAGA AATATGCTTG
CACCTTGGTA AGGGCCAATC TGCTCACACA

ATATAAGGTG AGGTAGGATC AGTTGCTCCT

LINKER #12=

AGCTTGGATC

21b

5248

g START NEO
GATCCTCTAT _GGTTGAACAA
9

TGGGTGGAGA GGCTATTCGG CTATGACTGG

GCCGTGTTCC GGCTGTCAGC GCAGGGGCGC

NEOMYCIN PHOSPHOTRANSFERASE
GGTGCCCTGA ATGAACTGCA GGACGAGGCA GCGCGGCTAT

795bp=264 AMINO ACIDS &

GTTCCTTGCG
GGCGAAGTGC
ATCATGGCTG
CACCAAGCGA
CAGGATGATC
AAGGCGCGCA
AATATCATGG
GCGGACCGCT
GAATGGGCTG

CAGCTGTGCT
CGGGGCAGGA
ATGCAATGCG
AACATCGCAT
TGGACGAAGA
TGCCCGACGG
TOGAAAATGE
ATCAGGACAT

ACCGCTTCCT

CGACGTTGTC
TCTCCTGTCA
GCGGCTGCAT
CGAGCGAGCA
GCATCAGGGS
CGAGGATCTC
CCGCTTTTCT
AGCGTTGGCT
CGTGCTTTAC

2D. abra

39

CCCAGAGCTG
TCATCACLGA
GGATAGAGAG
CACATTTGCT

GATGGATTGC

GCACAACAGA
CCGGTTCTTT

STOP CODON

ACTGAAGCGG
TCTCACCTTG
ACGCTTGATC
CGTACTCGGA
CTCGCGCCAG
GTCGTGACCC
GCGATTCATCG
ACCCGTGATA
GGTATCGCCG

CTCTATGGAA CCAGLCTGGGG CTCGAGCTAC
4844'S5

AATGAGAAAA AAAGGAAAAT TAATTTTAAC

GAGACAGTGT

AGACTCCTAA
AGCCTGATTC
GGCAGGAGCLL.
TCTGACATAG

ACGCAGGTTC

CAATCGGCTG
TTGTCAAGAC

CGTGGCTGGC

GAAGGGACTG
CTCCTGCCGA
CGGCTACCTG
TGGAAGCCGS
CCGAACTGTT
ATGGCGATGC
ACTGTGGCCG
TTGCTGAAGA

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4930

5040
5100
5160
5220

5280

5340
5400

S4€0

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

CTTCCCGATTC 6000



GCAGCGCATC
GAAATCACCG

TTCTATGAAA

CGCGGGGATC
GGTTACAAAT
TCTAGTTGTG
ATCCCGTdGA
6368'9
CGCTCACAAT

AATGAGTGAG
ACCTGTCGTG

TTGGGCGCTC
GAGCGGTATC

CAGCAAAGAA

TGCTGGCGTT
GTCAGAGGTG
CCCTCGTGCG
CTTCGGGAAG
TCGTTCGCTC
TATCCGGTAA
CAGCCACTGG
AGTGGTGGCC
AGCCAGTTAC
GTAGCGGTGG
AAGATCCTTT

GGATTTTGGT

3' UNTRANSLATED NEO=173bp

HU 219 264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

STOP NEOQ;|

GCCTTCTA7C GCCTTCTTGA CZACTTICTTC
60431 4

ACCAAGCCTAC GCCCAACCTG CIATIACUAG ATTTCGATTC CACCGCCGCC

AGCGGGAC

TCTGGGGTTC

GGTTGGGCTT CGGAATCGTT TTCCOGGACO CCGGLTGGAT GATCCTCCAG
CAcccckAcr TGTTTATTGC AGCTTATAAT
621617

TCATGCTGGA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
GAGCTTGGCG

TCCACACAAC
CTAACTCACA
CCAGCTGCAT

TTCCGCTTCC
AGCTCACTCA
CATGTGAGCA

TMTCCATAG
GCGAAACCCG
CTCTCCTGTT
CGTGGCGCTT
CAAGCTGGGC
CTATCGTCTT
TAACAGGATT
TAACTACGGC
CTTCGGAAAA
TTTTTTTGTT
GATCTTTTCT
CATGAGATTA

QTTCTTCGCC

CATCACAAAT

SV40 POLY A

ACTCATCAAT
TAATCATGGT

ATACGAGCCG
TTAATTGCGT
TAATGAATCG

TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAY
LINKER #13=19bp

EARLY=133bp

CTATCTTATC

ATGTCTIGG
6349

CGCGGCCGES
50

CATAGCTGTT TCCTGTGTGA AATTGTTATC

GAAGCATAAA GTGTAAAGCC TGGGGTGCCT

TGCGCTCACT
GCCAACGCGC

GCCCGCTTTC
GGGGAGAGGC

PVC 19
TCGCTCACTG ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT

AAGGCGGTAA TACGGTTATC CACAGAATCA

AAAGGCCAGC AAAACGCCAG GAACCGTAAA
6792= BACTERIAL ORIGIN OF REPLICATION

ACAGGACTAT
CCGACCCTGC
TCTCAATGCT
TGTGTGCACG
GAGTCCAACC
AGCAGAGCGA
TACACTAGAA
AGAGTTGGTA
TGCAAGCAGC
ACGGGGTCTG

TCAAAAAGGA

G CTCCGCCCCC CTGACGAGCA

AAAGATACCA
CGCTTACCGG
CACGCTGTAG
AACCCCCCGT
CGGTAAGACA
GGTATGTAGG
GGACAGTATT
GCTCTTGATC
AGATTACGCG
ACGCTCAGTG
TCTTCACCTA

2E. abra

40

TCACAAAAAT
GGCGTTTCCC
ATACCTGTCC
GTATCTCAGT
TCAGCCCGAC
CGACTTATCG
CGGTGCTACA
TGGTATCTGC
CGGCAAACAA
CAGAAAAAAA
GAACGAAANC

GATCCTTTTA

CAGTCGGGAA
GGTTTGCGTA

CGGCTGCGGC
GGGGATAACG
AAGGCCGCST

CGACGCTCAL
CCTGGAAGCT
GCCTTTCTCC
TCGGTGTAGG
CGCTGCGCCT
CCACTGGCAG
GAGTTCTTGA
GCTCTGCTOA
ACCACCGCTG
GGATCTCAAG
TCACGTTAAG

AATTAAAAAT

6060

€120

6180

6240

6300

6360

6420

6480
6540
6600
€660
6720
6780

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
» 380
7440

7500



GAAGTTTTAA

TAATCAGTGA
TCCCCGTCGaT
TGATACCGCG

GAAGGGCCGA

GTTGCCGGGA
TTGCTACAGG
CCCAACGATC
TCGGTCCTCC
CAGCACTGCA
AGTACTCAAC
CGTCAATACG
AACGTTCTTC
AACCCACTCG

GAGCAAAAAC

GAATAC TE@

TGAGCGGATA
TTCCCCGAAA

HU 219264 B
Int. CL.7: A 61 K 39/395

STOP B
ATCAATCTAA AGTATATATG AGTAAACTTG GTCTGACAqi TEtCAATGCT
7550

GGCACCTATC TCAGCGATCT GTCTATTTCG TTCATCCATA GTTGCCTGAC
GTAGATAACT ACGATACGGG AGGGCTTACC ATCTGGCCCC AGTGCTGCAA

AGACCCACGC TCACCGGCTC CAGATTTATC AGCAATAAAC CAGCCAGCCG

BETA LACTAMASE=861
GCGCAGAAGT CoFeeTCta Tt CTCCATCCAG TCTATTAATT

286 AMINO ACID & STOP CODON
AGCTAGAGTA AGTAGTTCGC CAGTTAATAG TTTGCGCAAC GTTGTTGCCH

CATCGTGGTG TCACGCTCGT CGTTTGGTAT GGCTTCATTC AGCTCCGGTY
CAAAAAAGCG GTTAGCTCCT
GTTATCACTC ATGGTTATGG
GTGACTGGTG
TCTTGCCCGG
ATCATTGGAA

AAGGCGAGTT ACATGATCCC CCATGTTGIG
AGAAGTAAGT TGGCCGCAGT
ACTGTCATGC CATCCGTAAG
TGAGAATAGT GTATGCGGCG

GATCGTTGTC
ATGCTTTTCT

ACCGAGTTGC
AAAAGTGCTC

TAATTCTCTT

CAAGTCATTC

GGATAATACC GCGCCACATA GCAGAACTTT

GGGGCGAAAA CTCTCAAGGA TCTTACCGCT GTTGAGATCC AGTTCGATGT

TTTCACCAGC GTTTCTGGGT

AAGGGCGACA

TGCACCCAAC TGATCTTCAG CATCTTTTAC

AGGAAGGCAA AATGCCGCAA AAAAGGGAAT CGGAAATGTT

START BETA LACTAMASE

ACTCTTCCTT TTTCAATATT ATTGAAGCAT TTATCAGGGT TATTGTCTCA

8410

AATAGGGGTT CCGCGCACAT

CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATAAACA

AGTGCCACCT

2F. abra

41

756C

762C
768C

7740

7800



LINKER #1=

GACGTCGCGG
AGGCCGAGGC

GGAGAATGGG
ATGGTTGCTG
GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

AGTTATTAAT
GTTACATAAC

ACGTCAATAA

TGGGTGGACT
AGTACGCCCC
ATGACCTTAT
ATGGTGATGC
TTTCCAAGTC
GACTTTCCAA

CGGTGGGAGG

15bp
CCGCTkTAGG
15'6

GGCCTCGGCC

CGGAACTGGG
ACTAATTGAG
ACCTGGTTGC

GGGACTTTCC

AGTAATCAAT
TTACGGTAAA

TGACGTATGT

HU 219264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

CCTCCAAANAA

TCTGCATAAA

AGCCTCCTCA

TAAAAAAAAT

SV40 ORIGIN=332bp

CGGAGTTAGG
ATGCATGCTT
TGACTAATTG

ACACCCTAAC

TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA

GGCGGLATGG
TGCATACTTC
AGATGCATGC

TGACACACAT

TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG

CTACTTICTC:
TAGTCACTC-
GCGGAGT TG
TGCCTGCTCC
TTTGCATACY

TCCACAGAAT

347
GCCCATATAT
CCAACGACCT

GGACTTTCCA

CVM PROMOTER-ENHANCER=567bp

ATTTACGGTA
CTATTGACGT
GGGACTTTCC
GGTTTTGGCA
TCCACCCCAT
AATGTCGTAA

TCTATATAAG

AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC

TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTCT
CCATTGACGC

LINKER #3=7b

CAGAGCiFGG
927'8

START LIGHT CHAIN

Bel 2
CATCACKE%T—ETCTCACfBT GGATTTTCAG
9

GCTTCAGTCA

GCATCTCCAG

CACTGGTTCC

CTGGCTTCTG
ACCATCAGCA

AACCCACCCA

TCTGTCTTICA
TGCCTGCTGA

978
TAATGTCCAG AGGg#AAATT

1044 '5%1!
GGGAGAAGGT CACAATGACT

AGCAGAAGCC AGGATCCTCC

LIGHT CHAIN VARIABLE
GAGTCCCTGT TCGCTTCAGT

GAGTGGAGGC TGAAGATGCT
CGTTCGGAGG GGGGACCAAG

TCTTCCCGCC ATCTGATGAG
ATAACTTCTA TCCCAGAGAG

3A

TACGTGAACC
9345

ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGCA
TTTGGCACCA
AAATGGGCGE

GTCAGATCGC

AATAGCTCAG
TGCATGGGGS .

GGGCGGGACT
GGAGCCTGOS
TCTGCCTGCT

TAATTCCCCT

LINKER #2=13bp
8

GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG
TTGACGTCAA

TCATATGCCA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGS

TAGGCGTGTA

CTGGAGACGC

NATURAL LEADER=66b

GTGCAGATTA TCAGCTTCCT GCTAATCAGT

GTTCTCTCCC

TGCAGGGCCA
CCCaAACCCY

AGTCTCCAGC AATCCTGTCT

GCTGAAGTGT AAGTTACATC
GGATTTATGC CACATCCAAL

REGION 318bp 106 AMINO ACID

GGCAGTGGGT
GCCACTTATT

CTGGAAATCA
13

CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAZ

. abra

42

CTGGGACTTC TTACTCTCTC
ACTGCCAGCA GTGGACTAGT

siWl
A ACGGT GGCTGCACCA
82'3

CTGGAAC iGC CTCTGTIGTG

AGTGGAAGGT GGATAAZGCC

60

120

180
240
300

360

600
660
720
780
840
900

960

1020

10380

1140

1200

1260
1320



HU 219 264 B
Int. CL7: A 61 K 39/395

HUMAN KAPPA CONSTANT=324bp=107 AMINQ ACID & STOP
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC oCACAGCAGG ACAGCAACGA

AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA GCAGACTACS AGAAACACAA

TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG CCCGTCACAA AGAGCTTCAR
STOP

LIGH
CHAINjEco_RI LINKER #4=81bp
TGTIGA ATTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA CTGGATTCGT
1646'7
CTAGTTGCCA

GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTF_Si?1 JGTGCCTT

GTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC

TAATAAAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT

CODON
CAGCACCTAC

AGTCTACGCC
CAGGGGAGAG

GACAACATGC
GCCATCTGTT

TGTCCTTICE
TCTGGGGGGT

BOVINE GROWTH HORMONE POLYADENYLATION REGION=23lbp

GGGGTGGGGC AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA

LINKER #5=15bp
GCGGTGGGET CTATGGAACC AGkTGGGGCT CGACAGChAT GCCAAGTACG

ACGTCAATGA CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC

TTCCTACTTG GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG

CMV PROMOTER-ENHANCER=334bp
GGCAGTACAT CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA

CCATTGACGT CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT

GTAACAACTC CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG

LINKER §6=7b
TAAGCAGA%%% GGTAC C CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG

1'2 2358
START Mu I

Y NATURAL

NTHETIC &
2401 -5 —4
GTACAACTGC AGCAGCCTGG GGCTGAGCTG GTGAAGCCTG GGGCCTCAGT

CTGGCTACAC ATTTACCAGT TACAATATGC ACTGGGTAAA
HEAVY CHAIN VARIABLE=363bp=121 AMINO ACID

TGCAAGGCTT

GGTCGGGGCC
CAGAAGTTCA
CAGCTCAGCA
TACGGCGOTGC
%gc )
AGLACCA
GGCACAGCGG

TGGAACTCAG

TGGAATGGAT TGGAGCTATT
AAGGCAAGGC CACATTGACT
GCCTGACATC TGAGGACTCT
ACTGGTACTT CAATGTCTGG

AGGGCCCATC GGTCTTCCCC

CCCTGGGCTG CCTGGTCAAG

HUMAN GAMMA 1
GCGCCCTGAC CAGCGGCOTG

TATCCCGGAA ATGGTGATAC
GCAGACAAAT CCTCCAGCAC
GCGGTCTATT ACTGTGCAAG
GGCGCAGGGA CCACGGTCAC

CTGGCACCCT CCTCCAACAG

GACTACTTCC CCGAACCGULT

CONSTANT=993b
CACACLZTTCC CGGCTGTCCT

3B. abra

43

TGCTGGGGAT
CCCCCTATTG

TTATGGGACT
ATGCGGTTTT

AGTCTCCACC
CCAAAATGTC

GAGGTCTATA

Sal I
ACCCGTCCAL

VY CHAIN ADER
GTTGGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CTQQQQQ,Q__;Q_Q C AG
-3 -2 -1'+1

GAAGATGTCC
ACAGACACCT

TTCCTACAAT
AGCCTACATG
ATCGACTTAC

cGTCTCTOCA

CACCTCTGGC
GACGGTGicG

ACAGTCCTCA

1560
1620

1680

740
1800

1860

1920
1980
2040

2100
2160

2280

2540

2400

2460

2520

2580

2640
2700
2760
25820

2880
2940

3000



GGACTCTACT
TACATCTGCA
AAATCTTGTG
CCGTCAGTCT
GAGGTCACAT
TACGTGGACG
AGCACGTACC
GAGTACAAGT
AAAGCCAAAG
CTGACCAAGA
GCCGTOGAGT
CTGGACTCCG
CAGCAGGGGA

CAGAAGAGCC
AGACTGGATT

CTTCTAGTTG
GTGCCACTCC

BOVINE GROWTH

GGTGTCATTC
ACAATAGCAG

GCTGGATCTC

AGGAAAATTA
ATGCTTTAGA
CAGAGCTGAG
ATCACCGAAG
ATAGAGAGGG

HU 219264 B

Int. CL7:

0 _AMINQ ACID &

A 61 K 39/395

STOP _COD

CCCTCAGCAG CGTGGTGACC GTGCCC'CCA

ACGTGAATCA
ACAAAACTCA
TCCTCTTCCC
GCGTGGTGGT
GCGTGGAGGT
GTGTGGTCAG
GCAAGGTCTC
GGCAGCCCCG
ACCAGGTCAG
GGGAGAGCAA
ACGGCTCCTT
ACGTCTTCTC

CAAGCCCAGC
CACATGCCCA
CCCAAAACCC
GGACGTGAGC
GCATAATGCC
CGTCCTCACC
CAACAAAGCC
AGAACCACAG
CCTGACCTGC
TGGGCAGCCG
CTTCCTCTAC
ATGCTCCGTG

AACACCAAGO
CCGTGCCCAL
AAGGACACCC
CACGAAGACC
AAGACAAAGC
GTCCTGCACC
CTCCCAGCCC
GTGTACACCC
CTGGTCAAAG
GAGAACAACT
AGCAAGCTCA
ATGCATGAGG

ON
GCAGCTTGGG

TGGACAAGAA
CACCTGAACLT
TCATGATCTC
CTGAGGTCAA
CGCGGGAGGA
AGGACTCGCT
CCATCGAGAA
TGCCCCCATC
GCTTCTATCC
ACAAGACCAC
CCGTGGACTAA
CTCTGCACAA

STOP HEAVY CHA
TCTCCCTGTC TCCGGGTAAA {TG GATCCG TTAACGGTTA

3813'4

TGCGGCCGTG ATATCTACGT ATGATCAGCC

CGTGACAACA
GCCTTCCTTG
TGCATCGCAT

CCAGCCATCT
CACTGTCCTT

GTTGTTTGCC CCTCCCCCGT
TCCTAATAAA ATGAGGAAAT

GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG

TATTCTGGGG
GCATGCTGGG

cceatcecch
ATTTTAACAC

CACCCAGACC
AGCAGAGCCC
CCTGGGGGGA
CCGGACCCCT
GTTCAACTGG
GCAGTACA;C
GAATGGCAAG
AACCATCTCC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGGTGG
CCACTACACG

LINKER #7=81b

CCAACFkCCT

TCGACTGTGC
389:*%

ACCCTGGAAG
TGTCTGAGTA

HORMONE POLYADENYLATION REGION=231b

GATTGGGAAG

LINKER #8=34b
GATGCGGTGG GCTCTATGGA AE{:?{)G 6TGGG

GCTTTGCTTC TCAATTTCTT ATTTGCATAA

CAATTCAGTA GTTGATTGAG CAAATGCGTT

MOUSE BETA GLOBIN MAJOR PROMOTER=366bp
GACAGTGGTC TCTGCACAGA TAAGGACAAA CATTATTCAG

ACTCCTAAGC CAGTGAGTGG CACAGCATTC TAGGGAGAAA

CCTGATTCCG TAGAGCCACA CCTTGGTAAG GGCCAATCTG

CAGGAGCCAG GGCAGAGCAT ATAAGGTGAG GTAGGATCAG
3C. abra

44

GCTCGACAGC

TGAGAAAAAA
GCCAAAAAGG

AGGGAGTACC
TATGCTTGTC
CTCACACAGG
TTGCTCCTCA

3060
312¢
3.80
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
380
3840
3900
3960
4020
4080

4140

4200
4260



SATTTGC™TC

ATTTCGCZZC

HU 219264 B
Int. CL.7: A 61 K 39/395

"'T‘rpumc% AR TACT TTGORCAG
ciu A TGGATAC ) AGC T
4525 16 434475 -

GCAATCCTAG CGTGAASGL™ COTAGGATT

TGACATAQTT

AAACTTGACG

START DHFR

GCCATCE

AAGAACGCAG

ACCACAACTT

TTCTCCATTC
GAACTCAAAG
AGACTTATT

AGTTCTGTTT
ATCATGCASG

CTTCTCCCAG
AAGTTTGAAQ
CTCCTAAAZC
=10bp

GACTGTGCCT

CCTGGAAGST
TCTGAGTAGG

TTGGGAAGAC
=17bp

TCGAGCTACT
5530

AATTTTAACA

AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA

CTGACATAGY

CGCAGGTTCY

TTCGACCATT CAACTGCATC GTCGCCGTGT CCCAAAATAT

ACCTACCCTG GCCTCCGCTC AGGAACGAGT TCAAGTACT™

CTTCAGTGGA AGGTAAACAG AATCTGGTGA TTATGGGTAC

DHFR=564b_p=187 AMINO ACID & STOP CODON
CTGAGAAGAA TCGACCTTTA AAGGACAGAA TTAATATAGT

AACCACCACG AGGAGCTCAT TTTCTTGCCA AAAGTTTOGA

AACAACCGGA ATTGGCAAGT AAAGTAGACA TGGTTTGGAT

ACCAGGAAGC CATGAATCAA CCAGGCCATC TTAGACTCTT

AATTTGAAAG TGACACGTTT TTCCCAGAAA TTGATTTGGC

AATACCCAGG CGTCCTCTCT GAGGTCCAGG AGGAAAAAGG

STOP_DHFR
TCTACGAGAA GAAAGAC!Ad CAGGAAGATG CTTTCAAGTT

51401
TATCCATTTT

TCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGL

BOVINE GROWTH HORMONE POLYADENYLATION=231bp
GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAATAAAAT GAGGAAATTG

TGTCATTCTA TTCTGGGGGG TGGGGTGGGG CAGGACAGCA

AATAGCAGGC

ﬁQCTTTGCTT CTCAATTTCT TATTTGCATA ATGAGAAAAA

CCAATTCAGT AGTTGATTGA GCAAATGCGT TGCCAAAAAG

MOUSE BETA GLOBIN MAJOR PROMOTER=366bg
CTCTGCACAG ATAAGGACAA CTAGGGAGAA ATATGCTIGT

CCAGTGAGTG GCACAGCATT CTAGGGAGAA ATATGCTTGT
GTAGAGCCAC ACCTTGGTAA GGGCCAATCT GCTCACACAG
GGGCAGAGCA TATAAGGTGA GGTAGGATCA GTTGCTCCTC

LINKER #12=21bp 45 RT_NEO
TGTGTTkGGA GCTTGGATCG ATCCTCTIATCl GTTOAACAAG
5896 '7 17
CCGGCCGCTT GGGTGGAGAG GCTATTCGGC TATGACTGGG

59
3D. abra

45

3’ _UNTRANSLATED DHFR=82bp

CAGGGCTGLG
TATCCCCGCT
GGGGATTGOC

CCAAAGAATL

GAAAACCTGO

TCTCAGTAGA
TGATGCCTTA
AGTCGGAGGC
TGTGACAAGG
GAAATATAAA

CATCAAGTAT

3' UNTRANSLATED DHFR=82bp

CTCTGCTCCC
LINKER #10

TATAAGACCA TGGGACTTTT GCTGGchTéAZfG’T\[ECAGcmc
Y 1 &

CTITCCTTGAL

CATCGCATTG

AGGGGGAGGA
\LINKER #11

ATGCTGGGGA TGCGGTGGGE TCTATGGAAC, CAGETGGGGC

AAGGAAAATT
GATGCTTTAG

CATCACCGAA
CATCACCGAA
GATAGAGAN:

ACATTTGCT I
ATGOATTGCA

CACAACAGAC

4€8(

474(
480C

486C
4920
4380
5040
5100
£160

5220

5280

5340

5400
5460

5640

5700
5760
5820
5880

5940

6000



AATCGGCTGC

NEOMYCIN
TGTCAAGACC

GTGGCTGGLC AC

AAGGGACTGG
TCCTGCCGAG
GGCTACCTGC
GGAAGCCGGT
CGAACTGTTC
TGGCCATGCC
CTGTGGCCGG
TGCTGAAGAG

TCCCGATTCG
CTGGGGTTCG

ACCGCCGCCT
ATCCTCCAGC

GCTTATAATG

TCACTGCATT

HU 219 264 B
Int. CL7: A 61 K 39/395

TCTGATGCCG CCGTGTTCCG GCTCTCAGCG CAGGGGCOCC CSGTTCTTTT

PHOSPHOTRANEFERASE 795bP 264 AMINO ACID

GACCTGTCSG
GACGGGCG
CTGCTATTGG
AAAGTATCCA
CCATTCGACC
CTTGTCGATC
GCCAGGCTCA
TGCTTGCCGA
CTGGGTGTGO

CTTGGCGGCO
CAGCGCATCG

AAATGACCGA

3' UNTRANSLATED NEO=173b

TGAA
TTCCTTGCGC
GCGAAGTGCC
TCATGGCTGA
ACCAAGCGAA
AGGATGATCT
AGGCGCGCAT
ATATCATGGT
CGGACCGCTA
AATGGGCTGA

CCTTCTATCG

CCAAGCGACG

TCGAAZTGCAG
AGCTGTGCTC
GGGCCAGQAT
TGCAATGCGG
ACATCGCATC
GGACGAAGAG
GCCCGACGGC
GGAAAATGGC
TCAGGACATA
CCGCTTCCTC

CCTTCTTGAC

CCCAACCTGC

TCTATGAAAG GTTGGGCTTC GGAATCGTTT
GCGGGGATCT CATGCTGGAG TTCTTCGCCC ﬁﬁﬁﬁf&ftTT

GACGAGGCAG
GACGTTGTC
CTCCTGTCAT
CGGCTGCATA
GAGCGAGCAC
CATCAGGGGC
GAGGATCTCS
CGCTTTTCTG
GCGTTGGCTA
GTGCTTTACG

& STOP CODON

CSCGGCTATE
CTGAAGCGL::
CTCACCTTGC
CGCTTGATCC
GTACTCGGAT
TCGCGCCAGC
TCGTGACCCA
GATTCATCGA
CCCGTGATAT
GTATCGCCGE

STOP NEO

GAGTTCTTE

CGGGACT

6712'3

CATCACGAGA

?CCGGGACGC

GTTACAAATA AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA
SV40 EARLY POLYADENYLATION REGION=133bp

CTAGTTGTGG

LINKER #13=19bp

GCGGLCGLoA

ATTGTTATCC
GGGGTGCCTA
AGTCGGGAAA
GTTTGCGTAT
GGCTCCGGLG
GGGATAACGC

AGGCCGCGTT

TCCCGTCkAG

GCTCACAATT
ATGAGTGAGC
CCTGTCGTGC
TGGGCGCTCT
AGCGGTATCA

AGGAAAGAAC

TTITGTCCAAA

AGCTTGGCGT

_PUC_19
CCACACAACA TACGAGCCGG

TAACTCACAT

CAGCTGCATT AATGAATCGG
TCCGCTTCCT CGCTCACTGA
GCTCACTCAA AGGCGGTAAT
ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA

CTCATCAATC

AATCATGGTC

TAATTGCOTY

TATCTTATCA
ATAGCTGTTT

AAGCATAAAG
GCGCTCACTG
CCAACGCGCG
CTCGCTGCGC
ACGGTTATCC
AAAGGCCAGG

7461 =BACTERIAL ORIGIN OF REPLICATION
GCTGGCGTTT [TCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCAT

3E. abra

46

TTTCGATTCS

CGGCTGGATG
GTTTATTGCA

AGCATTTTTTY

TGTCTGGATC
701;$é

CCTGTGTGAA

TGTAAAGCCT
CCCGETTTCZ
GOGAGAGLL G
TCGGTCGTTL
ACAGAATCAG

AACCGTAAAA

CACAAAARATC

6U60

6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6560
6720
6780

6840

6900

6360

7020

7080

7140
7200
7260
7320
7380
7440

7500



GACZITCAAG
CTGCAAGCTC
CCTV7CTCCC
CGGT3TAGGT
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAA
CTCTGCTGAA
CCACCGCTGG
GATCTCAAGA

CACGTTAAGG

ATTAAAAATC

TCAGAGGTGG
CCTCGTGCGC
TTCGGGAAGC
CGTTCGCTCC
ATCCGGTAAC
AGCCACTGGOT
GTGGTGGCCT
GCCAGTTACC
TAGCGGTGGT
AGATCCTTTG
GATTTTGGTC

AAGTTTTAAA

BETA LACTAMASE
EECAATGCTT AATCAGTGAG

. TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT

CCCCGTCGTC
GATACCGCGA

HU 219 264 B

Int. CL7: A 61 K 39/395

CGAAACCCGA
TCTCCTGTTC
GTGGCGCTTT
AAGCTGGOGCT
TATCGTCTTG
AACAGGATTA
AACTACGGCT
TTCGGAAAAA
TITTTTIGTTY
ATCTTTTCTA

ATGAGATTAT
TCAATCTAAA

GCACCTATCT
TAGATAACTA
GACCCACGCT

CAGGACTATA
CGACCCTGZC
CTCAATGCTC
GTGTGCACGA
AGTCCAACCC
GCAGAGCGAG
ACACTAGAAG
GAGTTGGTAG
GCAAGCAGCA
CGGGGTCTGA
CAAAAAGGAT

GTATATATGA

CAGCGATCTG
CGATACGGGA
CACCGGCTCC

BETA LACTAMASE=861bp=286 AMINO ACID

AGCCAGCCGG
CTATTAATTG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGCTCCTT
TGGTTATGGC
TGACTGGTGA
CTTGCCCGGC
TCATTGGAAA
GGTCGATGTA
TTTCTGGGTG

GGAAATGTTG
ATTGTCTCAT
CGCGCACATT

AAGGGCCGAG
TTGCCGGGAA
TGCTACAGGC
CCAACGATCA
CGGTCCTCCO
AGCACTGCAT
GTACTCAACC
GTCAATACGG
ACGTTCTTCG
ACCCACTCGT
AGCAAAAACA

CGCAGAAGTG
GCTAGAGTAA
ATCGTGGTGT
AGGCGAGTTA
ATCGTTGTCA
AATTCTCTTA
AAGTCATTCT
GATAATACCG
GGGCGAAAAC
GCACCCAACT
GGAAGGCAAA

GTCCTGCAAC
GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GAAGTAAGTT
CTGTCATGCE
GCAGAATAGTG
CGCCACATAG
TCTCAAGGAT
GATCTTCAGC
ATGCCGCAAA

START BETA LACTAMASE

AATACTCATA CTCTTCCTTT TTCAATATTA
GAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA

TCCCCGAAAA

GTGCCACCT

AAGATACLAG
GCTTACCGGA
ACGCTGTAGH
ACCCCCCaTT
GGTAAGACAC
GTATGTAGGC
GACAGTATTT
CTCTTGATCC
GATTACGCGC
CGCTCAGTGG
CTTCACCTAG

GTAAACTTGG

TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATCA

SCGTTTCCCC
TACCTGTCCG
TATCTCAGTT
CAGCCCGACC
GACTTATCGC
GGTGCTACAG
GGTATCTLCH
GGCAAACAAA
AGAAAAAAAG
AACGAAAACT

ATCCTTTTAA

|§é0?
TCTGACA

TCATCCATAG
TCTGGCCCCA
GCAATAAACC

& STOP CODON

TTTATCCGCC
AGTTAATAGT
GTTTGGTATG
CATGTTGTGC
GGCCGCAGTG
ATCCGTAAGA
TATGCGGCGA
CAGAACTTTA
CTTACCGCTG
ATCTTTTACT

AAAGGGAATA

TTGAAGCATT

AAATAAACAA

3F. abra

47

TCCATCCAGT
TTGCGCAALG
GCTTCATTCA
AAAAAAGCGG
TTATCACTCA
TGCTTTTCTG
CCGAGTTGCT
AAAGTGCTCA
TTGAGATCCA
TTCACCAGLH
AGGGCGACAC
TATCAGGGTT
ATAGGGGTTC

8220
8280
&340
8400

8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
€880
8940
9000
9060

9120
9180



FRAME

Ile
ATA

Pro

CcCA

35
Trp
TGG

Leu
CT0

Leu
C1C

Thr
ACT

Met
ATG

Met Ser
ATG TCC
1038

Gly Glu
GGG GAG
1095

FR2
Phe Gln
TTC CAG
1152

SS S6
Ala Ser
GCT TCT

1209

75
Thr [te
ACC ATC
1266

CDR3
Ser Asn
AGT AAC

1323

-20
Asp Phe Gln
GAT TTT CAG
987

-1 |+

Arg Gly | Gin
AGA GGA [CAA
1047

20
Lys Val Thr

AAG GTC ACA
1104

40

Gln Lys Pro
CAG AAG CCA
1161

S7
Gly Val Pro
GGA GTC CCT
1218

Ser Arg Val
AGC AGA GTG
1275

95 97

Pro Pro Thr

CCA CCC ACG
1332

Val
GTG

Ile
ATT

Met
ATQ

Gly
GGA

60
Val
GTT

Glu
GAG

98
Phe
TTC

HU 219 264 B
Int. CL.7: A 61 K 39/395

LEADER

~15
Gln e
CAG ATT ATC
996

FRL
Val Leu Ser

GTT CTC TCC
1056

24
Arg

AGG

23
Thr Cys

ACT TGC
1113

Pro
cccC

Ser Ser
TCC TCC
1170

FR3
Arg Phe Ser
CGC TTC AGT
1227

80

Ala Glu Asp

GCT GAA GAT
1284

100 FR4
Gly Oly Gty

GGA GGG GGG
1341

4. abra

48

AGC TTC CTG

100S

Gin Ser Pro
CAG TCT CCaA
1065

CDRI1
Ala Ser Ser

GCC AGC TCA
1122

43

Lys Pro

AAA CCC
1179

Trp
TGG

65
Gly Ser
GGC AGY

1236

Gly
GGG

85
Thr

ACT

Ala Ala
GCT GrC
193

Thr Lys Leu
ACC AAG

1350

~-10

[le Ser Phe Leu Leu lle

CTa ATC
1014

10

Ala [le
GCA ATC
1074

277/ @9
Ser Val

AGT GTA
1131

49
Ite lyr
ATT TAT
1188

Ser Gly
TCT GGG
1245

Tyr Tyr
TAT TAC
1302

105

Glu lle

1359

Ser
AGT

Leu
CTG

30
Ser

AGT

S0
Ala
GCC

Thr
ACT

88
Cys
TGC

107

Lys

CTG GAA ATC AAA

Ala Ser
GCT TCA

1023

Ser Ala
TCT GLA
1035

Tyr Ile
TAC ATC
1140

CDR2
Thr Ser
ACA TCC

1197

70

Ser Tyr

TCT TAC
1254

8e 3¢
Gln G
CAG CAG

131

VVa
aT.

Ser
TC:

34
His
CAC

Ser

T

Trp
TGG6



-19
FRAME 1| Met
ATG

-t +l
Ser| Gin
TCCj CAG

2460

20

Lys Met
AAG ATG
est7

Leu
CTG

Val
G7G6

Val
GTA

Lys Gin
AAA CAG
2574

55
Gly
GGT

Asp Thr
GAT ACT
2631

75

Ser Ser

TCC AGC
2688

Ser
TCC

30
Tyr
TAT

Tyr Cys
TAC TGT
2745

105
Ala
GCA

FR4

Gly Thr

GGG ACC
2802

Gly Trp Ser
GGT TGG AGC
2409

FRL
Val GIn Leu
GTA CAA CTG
2469

Ser Cys Lys
TCC TGC AAG
2526

40 FR2

Thr Pro Gly

ACA CCT GGT
2583

CDR2 60
Ser Tyr Asn
TCC TAC AAT

2640

Thr
ACA

Ala Tyr
GCC TAC
2697

94195
Arg|Ser
AGA|TCG

2754

110
Val Thr
GTC ACC

esil

Ala
GCA

Thr
ACG

HU 219264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

-15

Leu Ile Leu

C7C ATC TTG
2418

Gln Pro
CAG CCT
2478

Cln
CAG

2s

Ser Gly

TCT GGC
2536

4S5
Gly Leu
GGC CTG
2592

Ala
oCcT

Arg
CCeC

Gin
CAG

Lys Phe
AAG TTC
2649

82
Gln Leu
CAG CTC
2706

CDR3

Tyr Tyr

TAC TAC
2763

113
Ser Ala
TCT GCA

2820

80
Met
ATG

Thr
ACT

Val
GTC

LEADER

-10

Leu Phe Leu

CTC TTC CTT
2427

10

Ala Glu
GCT GAG
c487

Gly
GGG

Thr Phe
ACA TTT
2544

Tyr
TAC

Glu
GAA

Trp lle
TGG ATT
2501

65 | 66
Gly |Lys
GGC| AAG

2658

82B 82C
Ser Leu
AGC CTG

2715

Lys
AAA

82A
Ser
AGC

100 100A

Gly Gly Asp
GGC GGT GAC
2772

5. abra

49

-5
Vatl Ala Vol Ala Thr Arg
-GTC GCT GTT GCT ACG CGT
2436 2445

15 - -
Leu Val Lys Ala Gly Ata
CTG GTG AAG CCT GGG GCC
2496 2505

3t CDR1 35 136
Ser Tyr Asn Met His (Trp
AGT TAC AAT ATG CACITGG

as33 esSee

S0 52 52A 53 54

Ala !te Tyr Pro CGly Asn

GCT ATT TAT CCC GGA AAT
2610 2619

Val
GTC

-
olr

TCA

30
Thr
ACC

49
Gly
GGA

70
Th- Leu Thr Ala Asp
ACA TTG ACT GCA GAC
2667 2676

8s
Ser Glu Asp Ser Ala
TCT GAG GAC TCT GCG
2724 2733

100B 100C 100D 101 j102 103

Trp Tyr Phe Asn Voj Trn Gly

TGG TAC TTC AAT GTQ 7GG GGC
2781 27eC

FR3
Ala
GCC

Lys
ARL

83
Thr
ACA

Val
GTC



HU 219 264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

//Clq
C1q+2B8

‘E / C1gq+human IgG1

8

3?
Kiméra anti-
C1q=CD20
ellenanyag

= '
100 10! 102 107 10
Fluoreszcencia
6. abra
100

-~ . —o— Kiméra anti-CD20
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© 60
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7. abra
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Specifikus lizalédas (%)

HU 219264 B
Int. CL7: A 61 K 39/395

60
50 B8 S8
40 HSB
30—_
20 <
10—
0] 2
-10 ] ]
Kiméra anti- .Kiméra anti- 288
CD20 ellenanyag  CD20 ellenanyag ellenanyag
(CHO) (SP2/2)
8. abra
120 :
o T 0,4 mg/kg dézis
@ & 100
< . --SP2/0
TE 80 ~—CHO
Q- -
o
28 7
®
b -
b8 407
< 20—
O T T T T
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9A. abra
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A B-sejtek aranya a
kezelés el6tt (%)

—

anya a
ott (%)

A B-sejtek ar
kezelés el

HU 219 264 B
Int. CL7: A 61 K 39/395

20
. 1,6 mg/kg dézis
00 - SP2/0
80 -— CHO
.
60—
40
20
0= b T
Elétt O 1 3 7 14 21
Napok az infizi6t kdvetden
9B. abra
20
’ 6,4 mg/kg dézis
007 ——SP2/0
80 —— CHO
.
60
40
204
L L B e
Elétt 0 1 3 7 14 21

Napok az infaziét kdvetGen
9C. abra
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A megmaradt B-sejtek aranya (%)

Tumor mérete (mm?)

HU 219264 B
Int. CL.7: A 61 K 39/395

-7 CD20+
- 7 migM+
~*~ 7% Kiméra anti CD20+

T ik
10 .20
Id& (napok)

10. abra

—=— Fiziolégias séoldat
——Y2B8

' i
10 20
Id6 (napok)

11. abra
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Tumor mérete (mm?)

Tumor mérete (mm?)

HU 219 264 B
Int. C1.7: A 61 K 39/395

700 I

4 -« Fizioléglas s6oldat
600 —— (288
500-
400
300+
200
100
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0 10 : 20
Id6 (napok)
12. abra
7007 o Fiziolégids séoldat [ A
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20.
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13. abra
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Sejtszémlmm3

450
400
350
300
250
200
150
100

50

HU 219264 B
Int. CL.7: A 61 K 39/395

100 mg/m? : részleges remisszié

tszam/mm°

Sej

3000
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2000
1500
1000
500
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—0
o
—
50 40 60 80 100 120
A kezelést kovetden eltelt napok szama
(8/12/93)
14A. abra

500 mg/m? : kis mértékii remisszié

—n
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] ‘_l # ] ] | 2
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A kezelést kGvetGen eltelt napok szama

(8/12/93)
14B. abra
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