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Fibronektin ED-B-doménjére specifikus ellenanyagok, el8al-

litiasuk és alkalmazasuk
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A talalmany targyadt a fibronektin tumorok ujonnan
fejl6dd érrendszerében is expresszalédé magzati izoforma-
jara (ED-B) specifikus kotémolekuldk képezik, tovabba elja-
résbk a specifikus kotémolekulak eldallitdsédra és alkalma-
zasara, valamint a kotdmolekuladkat tartalmazd gybgyaszati
készitmények. |

A talalmény szerinti megoldds alkalmas kiildnbdz& ra-

kos elvaltozasok kezelésére és diagnosztizalasara.
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Fibronektin ED-B-doménjére specifikus ellenanyagok, eldal-

litasuk és alkalmazasuk

A taladlmény targyat a fibrbnektin tumorok ujonnan
fejldéddé érrendszerében is - mind immuncitokémidval, mind in
vivo tumormegcélzdssal igazoltan - expresszaldédd magzati
izoformajara (ED-B) specifikus kotémolekulak képezik, to-
vabba eljardsok a specifikus kétémolekuldk elddllitasara és
alkalmazaséara, valamint a k&tdémolekulikat tartalmazé gyd-
gyaszati készitmények.

A talalmény szerinti megoldéas eldényosen alkalmazhatd
rakos elvaltozédsok kezelésére és diagnosztizalasara.

A tumorterdpia létezd formainak tobbsége elsddlegesen

~azt a cél tdzi ki, hogy annyi tumort alkotdé sejtet elpusz-
titson, amennyi lehetséges. A kemoterdpia és a radioteréapia
alkalmazédsa esetén tapasztalt korlatozott sikerek a kezelés
specifitasanak relativ hianvara vezetheték vissza, és arra,
hogy ezek az eljdrdsok hajlamosak toxikus mellékhatdsokat
kifejteni normdl szévetekre. A terapia tumor-szelek-
tivitasanak javitdsdra egy modszer az lehet, hogy &genst
juttatunk a tumorhoz egy kotdfehérjén keresztiil, amely
rendszerint egy olyan ellenanyag kétédoménjét tartalmazza,

amely a tumor (és nem a normal sejtek) felszinén

Aktaszamunk: 88767-1770/PA



expresszaldddé marker-antigénre specifikus. A célirdnyos te-
rapianak erre a formajara, melyet szakemberek egymas k&zstt

egyszerden ,magikus golydk”-nak is neveznek, f&leqg raqgcsa-
g g

16kb6l szarmazé monoklonalis ellenanyagok (a leirasban rd-

viditve mAb-k) szolgdlnak példaként, amelyek a sejtfelszi-
nen expresszalddd, ugynevezett tumor-asszocialt antigénekre
specifikusak. Ilyen monoklonalis ellenanyagok kémiailag
konjugalva lehetnek a citotoxikus csoporthoz (példaul to-
xinhoz vagy gydgyszerhez), vagy rekombinans fuzidés fehérje-
ként termeltethetdk, amelyben a monoklonalis ellenanyagot
kédold és a toxin-gének egymashoz vannak kapcsolva és tan-
dem médon vannak expresszaltatva.

A ,magikus golyé” megkdzelitésének korlatozott, Dbar
szignifikans hatésa volt a humé&n rak kezelésében, a legha-
tarozottabban limfoid eredetd tumorokat célzé kezelésben,
ahol a malignus sejtek a legszabadabban hozzaférhet8k a ke-
ringésben 1évé terdpias dézishoz. Azonban a szilard tumorok
kezelése sulyos klinikai probléma maradt, amelyekben a tel-
Jes sejttomeg csak nagyon kis részéhez, féleg a tumor leg-
kilsébb perifériajanal 1évé sejtekhez férnek hozza a kerin-
gésben 1év8 terapiéas immunkonjugéatumok; ezek a periférias
célpontok uUgynevezett ~kotéhely-gatat” képeznek a tumor
belseje felé [Juweid és mtsai., Cancer Res. 52, 5144-5153
(1992)]. A tumorban a sz&vetszerkezet dltaldban szilas
szerkezetl stromabdl és szorosan elhelyezkedd tumorsejtek-
b8l &lldé, tul slrd szerkezet ahhoz, hogy az ellenanyagok
molekulatomeg-tartomanydba esé molekuldk képesek legyenek

behatolni. Ezenkiviil a tumorokrél ismeretes, hogy megndvelt
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intersticidlis nyoméssal rendelkeznek, limfatikus elvezetés
nélkil, amely szintén akadédlvozza exogén molekuldk bearam-
lasat. A kozelmultban irodalmi &attekintés jelent meg a te-
rapias agensek tumorok &ltali felvételét befolydsolé fakto-
rokrdol [Jain, R., Sci. Am. 271, 58-65 (1994)].

| Bar kézenfekvd korladtai vannak szilard tumorok keze-
lésének tumor-asszocialt antigének megcélzasan keresztil,
ezek a tumorok olyan kozds jellegzetességgel rendelkeznek,
amely alternativ antigén-célpontot biztosit az ellenanyag-
terdpia szamara. Ha egyszer bizonyos méretnél nagyobbra né-
vekednek, a tumorok &ltaldnosan figgévé valnak megfeleld
oxigén- és tépanyag-ell&tast biztositéd, flggetlen vérella-
tastdl a novekedés fenntartdsdhoz. Ha ez a vérellatas neg-
zavarhatd vagy elzarhatd, realis lehetéség van arra, hogy
fejlédd tumorsejtek ezreit elpusztitsuk. Ahogyan a tumor
fejlédik, Aatalakulédson megy keresztiil angiogén fenotipusba,
kilonféle angiogén faktorokat termelve, amelyek hatast fej-
tenek ki a szomszédos kapillaris endotél sejtekre,
proliferaciéra és migraciéra indukdlva azokat. Az ujonnan
képz&dott véredények szerkezete nagymértékben szervezetlen,
zsakutcakkal és megndvekedett szivargashoz vezetd nyilasok-
kal rendelkezik, amely kirivé kilonbséget mutat normal sz&-
vetekben taldlhaté kapillarisok rendezett szerkezetéhez ké-
pest. Az angiogenezis indukciéjat bizonyos sejtfelszini an-
tigének expresszidéjanak tulszabalyzéasa kiséri, amelyek k&-
zUl sok kozénségesen eléfordul normal szovetek érrendszeré-
ben. Egyedi antigének azonositasa tumorok Ujonnan kialakult

érrendszerében a f& limitald tényezd szilard tumorok ér-



rendszert célzéd, 4ltaldnos kezelésének kifejlesztésében. A
talalmany targyat képezd antigén kdzvetleniil ennek a prob-
lémanak megoldésat célozza.

A  tumor fejlédése kdzben a kdrnyezd szbvet
extracellularis matrixat két f8 folyamat alakitja ki: (1) a
normal szovet extracelluldris matrixkomponenseinek proteo-
litikus degradécidja, és (2) az extracelluldris matrixkom-
ponensek de novo szintézise, a tumor-indukalt citokinek al-
tal.aktivélt tumorsejtek valamint stromasejtek &ltal. Ez a
két folyamat, stacionadrius (“steady state”) allapotban
“tumoros extracelluldris métrixot” alakit ki, amely még
megfeleldbb kornyezet a tumorfejlddés elérehaladasara, va-
lamint min&ségileg és mennyiségileg kiilénbdzik a normal
szdvetektdl. Ezen matrixkomponensek k&zé tartozik a
tenaszkin és a fibronektin (FN) nagy izoformédja; ezen fe-
hérjék izoformakként vald leirdsa vezetett strukturalis he-
terogenitasuk felismeréséhez, amely transzkripciés, poszt-
transzkripciés és poszt-transzlacibés szinten joén létre
(lasd lentebb). A fibronektin izoforméinak egyike, az ugy-
nevezett "B+”-izoforma (B-FN) a talalmany tdrgya.

A fibronektinek (FN) multifunkcionalis, nagy moleku-
latdmegli, extracelluldris matrixot és testfolyadékokat egy-
arant alkotdé glikooproteinek. Sok, kiilénbszs biolégiai fo-
lyamatban jatszanak szerepet, példaul a norméal sejtmorfolé-
gia kialakuldsdban és fenntartasaban, Sejtmigracidban,
homeosztdzisban és trombdzisban, sebgydgyuldsban és az
onkogén transzformdciéban [6sszefoglalé irodalmat 1lasd

Alitalo és mtsai., Adv. Cancer Res. 37, 111-158 (1982);



Yamada, Ann. Rev. Biochem. 52, 761-799 (1983); Hynes, Ann.
Rev. Cell. Biol. 1, 67-90 (1985); Ruoslahti és mtsai., Ann.
Rev. Bichem. 57, 375-413 (1988); Hynes (1990), Owens &s
mtsai., Oxf. Surv. Eucaryot. Genes 3, 141-160 (1986)]. A
fibronektinek struktuirilis sokféleségét a primér FN-
transzkriptum harom régiéjanak (ED-A, ED-B és IIICS) alter-
nativ splicing-ja idézi elé [Hynes, Znn. Rev. Cell. Biol.
1, 67-90 (1985); Zardi és mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342
(1987)), ami legaldbb 20 kiilénbodzé izoformat hoz létre,
amelyek k&6zlil néhédny kilonbdz8képpen expresszalddik tumoros
és normal szévetben. Amellett, hogy szdvetspecifikus és
fejiettségi allapotra specifikus médon szabalyzott, ismere-
tes, hogy az FN-pre-mRNS splicing-mintdzata transzformalt
sejtekben és malignitasokban deregulalt [Castellani és
mtsai., J. Cell. Biol. 103, 1671-1677 (1986); Borsi és
mtsai., J. Cell. Biol. 104, 595-600 (1987); Vartio és
mtsai., J. Cell Science 88, 419-430 (1987); Zardi és
mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342 (1987); Barone és mtsai., EMBO
J. 8, 1079-1085 (1989); Carnemolla és mtsai., J. Cell.
Biol. 08, 1139-1148 (1989); Oyama és mtsai., J. Biol.

Chem. 10331-10334 (1989); Oyama és mtsai., Cancer Res. 50,

1075-1078 (1990); Borsi és mtsai., Zxp. Cell. Res. 199,
98-105 (1992)]. Tulajdonképpen az ED-A-, ED-B- és IIICS-
szekvenciakat tartalmazé FN-izoformdk nagyobb mértékben
expresszalddnak transzformdlt és malignus tumorsejtekben,
mint normal sejtekben. Az ED-B-szekvenciat tartalmazé FN-

izoforma (B+ izoforma) kiiléndsen magzati- és tumoros szd-

vetben expresszalddik nagymértékben, valamint sebgydgyulas



alatt, de normal felnétt szdvetekben korlatozott mértékben
expresszalddik [Norton és mtsai., Mol. Cell. Riol. 7, 4297-
4307 (1987); Schwarzbauer és mtsai., EMBO J. 6, 2573-2580
(1987); Gutman és Kornblihtt, Proc. Natl. Acad. Sci. UsA
84, 7179-7182 (1987); Carnemolla és mtsai., J. Cell. Biol.
108, 1139-1148 (1989); Ffrench-Constant és mtsai., J. Cell.
Biol. 109, 903-914 (1989); Ffrench-Constant és Hynes,
Development 106, 375-388 (1989); Laitinen és mtsai., Lab.
Invest. 64, 375-388 (1991)]. B+FN-molekuladkat nem lehet de-
tektalni érett véredényekben, de angiogén véredényekben
tulszabalyzas aléd keril normdl (példaul az endometrium fej-
16dése), patoldgids (példaul diabetikus retinopathia) eset-
ben és tumorfejlédés alatt [Castellani és mtsai., Int. J.
Cancer 59, 612-618 (1994)].

Az ED-B-szekvencia egy teljes, III. tipusd, ismétlé-
d8, homoldg szekvencia, melyet egyetlen exon kdédol, és 91
aminosavbél &ll. Az alternativ érési folyamaton (splicing)
atment IIICS-izoformaval ellentétben, amely sejttipus-
specifikus kotéhelyet tartalmaz, az A+ és B+ izoformaik bio-
légiai funkciéjat még talalgatjak (Humphries és mtsai., J.
Cell. Biol. 103, 2637-2647 (1986)].

A B+ izoforma jelenléte &nmagdban tumor-indukalt
neoantigént képez, de ezenkiviil, az ED-B-expresszid hozza-
férhetdvé tesz egy normalisan rejtett antigént a III. tipu-
sﬁ,.7. ismétlédd szekvencidban (az ED-B-t megeldzéen); mi-
vel ez az epitdép nem hozzaférhetS az ED-B-nélkiili FN-
molekulakban, ebbdl az kdvetkezik, hogy az ED-B-expresszié

neoantigének expressziéjat indukalja, mind k&zvetleniil,



mind k&ézvetve. Erre a rejtett antigénre specifikus a BC-1
nevli monoklondlis ellenanyag (mAb) [Carnemolla és mtsai.,
J. Biol. Chem. 24689-24692 (1992)]. Ezen mADb specifitasat
és bioldégiai tulajdonsagait az EP 0 344 134 Rl. sz. eurdpai
kbzzetételi iratban irjédk le, és az “European Collection of
Animal Cell Cultures”-nél (Porton Down, Salisbury, UK)
88042101. nyilvantartédsi szam alatt deponalt hibridémabél
allithaté els. Az mAb sikeresen alkalmazhaté tumorokban 1é-
v8 -angiogén véredények lokalizalésadra, érett vaszkularis
endotéliummal adott keresztreaktivitéas nélkil, ami az FN-
izoformédk lehetséges felhaszndlasat szemlélteti az ellen-
anyagokat alkalmazd, érrendszert célzd kezelésekben.
Azonban bizonyos ellentmondidsok maradtak a BC-1-mAb
specifitdsaval kapcsolatban. Az a tény, hogy az BC-1 k&z-
vetlenlil nem ismeri fel a kérdéses B+ izoformat, azt a kér-
dést veti fel, hogy néhdny szdvetben, a BC-1 &altal felis-
mert epitdép vajon nem ED-B nélkiil valhat-e hozzaférhetdveé,
és énnélfogva nem vezet-e kdzvetve nem kivant keresztreak-
tivitashoz. Tovabbad a BC-1 szigortan human B+ izoformara
specifikus, ami azt jelenti, hogy a BC-1 bioldégiai rend-
szerben vald eloszladsat és alkalmazasat tumorlokalizalasra
nem lehet allatkisérletekben végezni. Bar B+ izoformat tar-
talmazé, rekombiréans fuziéds fehérjékre specifikus,
poliklondlis ellenanyagokat mar termeltettek ([Peters és
mtsai., Cell. Adhes. Commun. 3, 67-89 (1995)], azok csak
olyan FN-el reagdltak, amelyet eldz6leg N-glikandzzal ke-

zeltek az epitdp hozzaférhetdvé tétele érdekében.



Tovabbi 4&ltaldnosan fennalldé probléma egéreredet(i,
monoklonalis ellenanyagok alkalmazdsaval kapcsolatban a hu-
man szervezet anti-egér-ellenanyagra adott immunvalasza
(HAMA) (Schroff és mtsai., Cancer Res. 45, 879-885 (1985);
Dejager és mtsai., Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 29, 377
(1988)]. A HAMA-immunvalasznak széles kord hatasai vannak,
a beadott ellenanyag semlegesitésétsl (amely csdkkent tera-
piads dobézishoz vezet) allergias valaszokig, szérumbetegség
és veseelégtelenséq.

Bar azonositottak rekombinéns ED-B-vel reagalé
poliklonédlis antiszérumot (lasd fentebb), BC-1l-el megegyezd
specifitassal rendelkezd mAb-k izoldlisa egerek immuniz&la-
sat kovetden altalédban nehéznek bizonyult, mivel a human és
egéreredetli ED-B-fehérjék latszélag 100%-os szekvencia-
homoldégiat mutattak. A humdn fehérje ezért egérben sajat
antigén, amelyre azutdn az egér nem ad immunvalaszt. Vald-
Jédban tiz évnél is tovabb tartd, ezen a teriileten végzett
intenziv kutatéds eredményeképpen csak egyetlen, kdzvetett
aktivitassal rendelkezd, B+ FN-izoformadra specifikus mAb-t

azonositottak, amely az ED-B-t nem ismeri fel kd&zvetleniil.

Majdnem bizonyosan szignifikans, hogy a BC-1 specifitéasa
egy rejtett epitépra iranyul, amely inkabb az ED-B kovet-
kezményeként valik hozzaférhetdvé, mint maga az ED-B-része,
amely valdszinlleg nincs jelen az egéreredeti FN-ben, és
ezért nem tdnik ,sajatnak” az egér immunrendszere szamara.
A talalmény gyakorlati megvalésitasa soran a korabbi-
aktdél eltérd stratégiat alkalmaztunk, amelyben nem sziiksé-

ges fibronektinnel vagy ED-B-vel végzett eldzetes immuniza-



las: ED-B-izoformdra specifikus ellenanyvagokhoz olyan human
ellenanyagbdl szarmazé variabilis régidk kényvtaraibél
szarmazd, egylancu Fv-k (a leirasban sckFv-nek roéviditjiik)
formajadban jutunk, melyek filamentumos bakteriofdgok fel-
szinén talalhaték [Nissim és mtsai., EMBO J. 13, 692-698
(1994); lasd még WO 92/01047, WO 92/20791, WO 93/06213, WO
93/11236, WO 93/19172 nemzetkdzi kdzzétételi iratokat is].
Ellenanyag-fagkényvtar alkalmazasanal azt talaltuk,
hogy specifikus scFv-ket lehet izolalni mind az ED-B-domént
tartalmazé, rekombinans FN-fragmensek, mind maganak a
rekombinans ED-B-nek k&zvetlen szelekcidéjéval, ha ezeket az
antigéneket kézvetlentl szilard felszinre burkoljuk
(“panning”) . Ugyanezt az antigénforrast sikeresen alkalmaz-
tuk “masodik generadciés”, a szildi klénokhoz képest javi-
tott tulajdonsdgokkal rendelkezd scFv-k termeltetésére az
“affinitasérlelés” folyamatéban. Az talaltuk, hogy az izo-
1lalt scFv-k erd&sebben és specifikusabban reagaltak el&zetes
N-glikanazos kezelés nélkiili, humén FN B+ izoformajaval.
Tumorellenes alkalmazasokban a talalmany szerinti,
human ellenanyag antigénksts doménjeinek eldnye az, hogy
nem alakul ki r& HAMA-immunvalasz. Tovabba, az leirasban
bemutatott példék szerint, hasznosak tumorszsévet
immuncitokémiai analizisében, mind in vitro, mind in vivo.
Ezek és a leiréds tovabbi részében targyalt, més alkalmaza-

sok szakember szamara nyilvanvaldak.
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Specifikus kétdmolekula

Molekulapdr egyik tagjat jelenti, amely  kotési
specifitassal rendelkezik a masik felé. =& specifikus
kotdpar tagjai lehetnek természetes eredetiek, vagy telje-
sen vagy részlegesen szintetikus uton eldallitottak. A
molekulapdr egyik tagjanak felszinén eqy olyan terilettel
vagy ureggel rendelkezik, amely specifikusan képes k&tddni,
és ennélfogva komplementer a molekulapar masik tagjaval,
amely sajatos forma és t&ltésszervezddéssel rendelkezik.
Tehdt a par tagjai azzal a tulajdonsdggal rendelkeznek,
hogy specifikusan egymashoz képesek k&étédni. Specifikus
kotépar példaul antigén-ellenanyag, biotin-avidin, hormon-
hormonrecepor, receptor-ligandum, enzim-szubsztrat.
Ellenanyag

Ez egy immunglobulint jelent, amely lehet természetes
eredetd, vagy részben vagy egészben Sszintetikusan el&4lli-
tott. A kifejezésen barmilyen olyan kétddoménnel rendelkezd
polipeptidet vagy fehérjét is értink, amely egy ellenanyag-
kétédomén vagy azzal homolédg. Szarmazhatnak természetes
forrasokbdl, vagy részben vagy egészben szintetikusan eld-
allithaték. Ellenanyagok példéaul immunglobulin-izotipusok
és azok 1izotipikus alosztdlyai; fragmensek, amelyek anti-
gén-kétédomént, példaul Fab-t, sckv-t, dAb-t, Fd-t tartal-
maznak; és diatestek.

Monoklonédlis vagy méas ellenanyagokhoz lehet jutni, és
a rekombindns DNS-technolégia médszereit alkalmazva mas el-
lenanyagokat vagy olyan kiméra-ellenanyagokat lehet el&al-

litani, amelyek megérzik az eredeti ellenanyag specifita-



sat. Ilyen médszer lehet immunglobulin variabilis régidjat
vagy egy ellenanyag komplementaritasat meghatarozé régidit
(a leirasban CDR-ként roviditjiik) kédoléd DNS bejuttatasa
egy masik immunglobulin konstans régidjat vagy a vazrégidk-
kal egyltt vett konstans régidkat kédold szakaszba. Lé&sd
példaul EP-A-184187. sz., GB 2188638A. sz. vagy EP-A-
239400. sz. kOzzétételi iratokat. Hibridémat, vagy mas, el-
lenanyagot termeld sejtet genetikai mutaciénak vagy méas
valtoztatasnak vethetiink ala, amely megvaltoztathatija vagy
valtozatlanul hagvhatja a termelt ellenanyagok koét&spe-
cifitéasat.

Mivel az ellenanyagok moédositdsanak szamos lehetdsége
van, az “ellenanyag” kifejezést ugy kell értelmeziink, hogy
az barmilyen, kivant specifitéastu %dtddoménnel rendelkezd,
specifikus kotémolekulat vagy anyagot feldlel. Tehat ez a
kifejezés felslel ellenanyag-fragmenseket, -szarmazékokat,
ellenanyagok funkciondlis ekvivalenseit és homoldégjait, be-
leértve barmilyen immunglobulin-kotddomént tartalmazé
polipeptidet, akar természetes, akar teljesen vagy részben
szintetikus eredetiit. Ennélfogva mads polipeptidhez fuzio-
nalt immunglobulin-kétddomént tartalmazd kiméramolekulak,
vagy ekvivalenseik is beletartoznak. Kiméraellenanyagok
klénozédsanak és expresszaldsanak leirasat lasd EP-A-
0120694. sz. és EP-A-0125023. sz. eurdpai kozzétételi ira-
tokban.

Kimutattdk, hogy egész ellenanyag fragmensei is képe-
sek antigéneket megkdtni. Kotéfragmensek példaul (i) VL-,

VH-, CL- és CHl-doménekbsl allé Fab-fragmens; (ii) VH- és



CHl-doménekbd8l 4116 Fd-fragmens; (iii) (ugyanazon,) egyet-
len ellenanyag VL- és VH-doménjeib&l &l 6 Fv-fragmens; (iv)
a dAb-fragmens [Ward és mtsai., Nature 341, 544-546
(1989)], amely VH-doménb&l 4&ll; (v) izolalt CDR-régidk;
(vi) F(ab’)2-fragmensek, amelyek két 6sszekapcsolt Fab-
fragmenst tartalmaznak; (vii) Fv-molekuldkbdl szarmazd
egyedilalldé lanc (scFv), amelyben egy VH-domén és eqgy VL-
domén peptidlinkerrel van Osszekapcsolva, amely lehetdvé
teszi, hogy a két domén 8sszekapcsolddva antigénkodtdéhelyet
alakitson ki [Bird és mtsai., Science 242, 423-426 (1988);
Huston és mtsai., PNAS USA 85, 5879-5883 (1988)]: (viii)
Fv-dimerek bispecifikus, egyediilallé lanca
(PCT/US92/09965.52z. nemzetkszi szabadalmi bejelentés); és
(ix) “diatestek”, génfuzidéval elBallitott multivalens vagy
multispecifikus fragmensek [W094/13804. sz. nemzetksdzi k&z-
zéteteli irat; Holliger és mtsai., Current Opinion
Biotechnol. 4, 446-449 (1993)].

A diatestek polipeptidek multimerjei, minden egyes
polipeptid tartalmaz egy immunglobulin kénnyd lancabél
szarmazd kotdrégidt tartalmazé elsd domént, és egy immun-
globulin nehéz lancabdél szarmazd k6tdérégidt tartalmazd ma-
sodik domént, a két domén Sssze van kapcsolva (példaul egy
peptidlinkerrel), de nem képesek asszocialédni egymassal
antigénkotéhelyet kialakitva: az antigénkstéhely ugy alakul
ki, hogy a multimerben talalhaté egylk polipeptid els§
doménje asszocidlédik a multimerben talalhatdé masik
polipeptid mésodik doménjével (WO94/13804. sz. nemzetkézi

kézzétételi irat).
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Bispecifikus ellenanyagok alkalmazasa esetén, ezek
lehetnek hagyomanyos bispecifikus ellenanyagok, amelyeket
sokféle médon lehet termeltetni (Holliger és Winter,
Current Opinion Biotechnol. 4, 446-449 (1993)], példaul ké-
miailag, vagy hibrid-hibridémékbol, vagy lehet a fentebb
emlitett barmelyik bispecifikus ellenanyag-fragmens. El§-
nydsen inkabb scFv-dimereket vagy diatesteket alkalmazunk,
mint egész ellenanyagokat. Diatesteket és scFv-dimereket
eldallithatunk Fc-régié nélkiil, csak variabilis doméneket
felhaszndlva, potencidlisan csdkkentve az anti-idiotipikus
reakcié hatasait. Bispecifikus ellenanyagok mas formai k&zé
tartozik az egyldncu ,Janusins” ([Traunecker és mtsai., EMBO
Journal 10, 3655-3659 (1991)].

Bispecifikus diatestek, a bispecifikus egész ellen-
anyagokkal szemben, szintén kiildndsen hasznosak lehetnek,
mivel koénnyen eldallithatdk és expresszalhatdk E. coliban.
Megfeleld kdtdéspecifitasokkal rendelkezd diatestek (és sok
mas polipeptid, példaul ellenanyag-fragmensek) kénnyen sze-
lektalhatdék konyvtarakbdl vett féag-,display” (W0OS94/13804.
Sz. nemzetkdzi kézzétételi irat) alkalmazasaval. Ha a dia-
test egyik karjat &llandénak vessziik, peldaul X-antigénre
specifikusan, akkor egy olyan kényvtéarat készithetiink,
amelyben a masik kart varialjuk, és megfeleld specifitassal
rendelkezd ellenanyagot szelektalunk.

Antigénkétd domén

Egy ellenanyagnak azt a részét jelenti, amely azt a

tertuletet tartalmazza, amely specifikusan képes k&tni egy

antigén egy részét vagy egészét, és komplementer az antigén



egy részével vagy egészével. Ha az antigén nagy, egy ellen-
anyag csak az antigén egy adott részé- képes megksétni,
amely részt epitdépnak neveziink. Egy antigénkétd domén egy
vagy tobb ellenanyag varidbilis doménjéb&l allhat. El8nys-
sen egy antigénkstd domén tartalmaz egy ellenanyag kénnyd
lancabdl szarmazd varidbilis régiét (VL), és egy ellenanyag
nehéz 1lancédbdl szarmazd variabilis régidt (VH).
Specifitis

Ez a kifejezés egy olyan helyzetre utal, amelyben egy
specifikus kotdpar egyik tagja nem mutat szignifikans kotd-
dést a sajat specifikus kdtdpartnerén kiviil semmilyen mas
molekula irdnydban. A kifejezés alkalmazhatd olyan esetben
is, amikor példaul egy antigénkétd domén egy olyan kiildnle-
ges epitépra specifikus, amelyet szamos antigén tartalmaz,
amely esetben az antigénkstd domént hordozd specifikus k&-
témolekula az epitépokat tartalmazd, kulonbdzdé antigénekhez
képes kotddni.
Funkcionalisan ekvivalens varians forma

Ez egy olyan molekuladra (a variéns) utal, amely, bar
szerkezetileg kilénbézik a masik (a szild) molekulatédl, bi-
zonyos szignifikans homolégiat, és legaldbb néhéanyat meg-
ériz a sziléi molekula bioldgiai funkcioéi kézul, példaul
egy antigénhez vagy epitéphoz vald kotddés képességét. A
varidnsok lehetnek fragmensek, szarmazékok vagy mutinsok
formajaban. Egy varianshoz, szarmazékhoz vagy mutanshoz ugy
juthatunk, hogy médositjuk a sziildi molekuldt egy vagy tsébb
aminosav addiciéjaval, delécidéjaval, szubsztiticidjaval

vagy inszercidéjaval, vagy mas molekula hozzakapcsolasaval.
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Ezeket a valtoztatdsok elvégezhetdk nukleinsav- vagy fehér-
je-szinten. Példaul a koédolt polipeptid lehet Fab-fragmens,
amelyet azutan mas forrasbdl szarmazé Fc-farokhoz kapcso-
lunk. Mas moédszer szerint markert, példaul enzimet,
flureszceint, stb. kapcsolhatunk hozza.

A taldlmany térgya specifikus kotémolekula, amely az
ED-B-re, fibronektin onkofetdlis doménjére specifikus.

A talalmany szerinti specifikus kotémolekulak kézvet-
lenil kotik az ED-B-domént. A talalmany eldnyds megvalédsi-
tasi médja szerint, a specifikus kotémolekula az FN
termolizin-protedzos kezelése utan, az egylk, barmelyik
vagy valamennyi ED-B-t tartalmazé FN-hez kotddik. A talal-
many egy tovabbi eldnyss megvalésitasi médja szerint, a
specifikus kétémolekula az egyik, barmelyik vagy valamennyi
FN-hez kotdédik, amely ED-B-domént tartalmazé, III. tipusq,
homoldg ismétlddé szekvenciat tartalmaz. Ismert FN-ket azo-
nositanak két kézleményben [Carnemolla és mtsai., J. Cell.
Biol. 108, 1139-1148 (1989); Carnemolla és mtsai., J. Biol.
Chem. 24689-24692 (1992)]. ~Valamennyi, ED-B-t tartalmazd
FN” kifejezés az 6sszes olyan FN-re utal, melyet az adott
kbzleményben ugy azonositottak, hogy ED-B-domént tartalmaz.

A specifikus kétémolekula eldnydsen human ED-B-t kot,
és eldénybsen legaldbb egy masik fajbol, példaul egérbél,
patkanybdl és/vagy csirkébdl szarmazé B+FN-t. A specifikus
kotdpar-tag elénydsen képes mind human fibronektin-ED-B-t,
mind nem-human, példéul egérbdl szarmaz6d fibronektin-ED-B-t
egyarant kotni, 1lehetdvé téve a specifikus kétépar-tag

tesztelését és analizisét 4llatmodellben.
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A talalmany szerinti specifikus kétdépar-tagok ugy
kétnek fibronektin-ED-B-t, hogy nem lépnek kompeticiéba a
nyilvanosan rendelkezésre allo, deponéalt BC-1-ellen-
anyaggal, melyet mashol ta&rgyalunk. BC-1 Szigoruan a human
B+ izoformdra specifikus. A talalmany szerinti specifikus
kdétdépar-tagok nem ugyanazt az epitdpot kotik, mint a BC-1.

A talalmany szerinti specifikus kotdmolekula B+FN-hez
vald kot8dését ED-B-doménnel gatolni leherz.

A talalmany egyik vonatkozasaban a x6tbdomén, tiszti-
tott monomerként mérve, 6 x 107° M vagy kisebb disszociaci-
6s allanddval (Kd) rendelkezik FN-ED-B-re.

A talalmény egyik vonatkozasédban a kdtédomén
fibronektin-ED-B-vel reaktiv, azaz képes azt kotni anélkiil
is, hogy a fibronektin-ED-B-t N-glikandzzal el&zetesen ke-
zelnénk.

A talalmény szerinti specifikus kotdpar-tagokat eld-
allithatjuk izolalt vagy tisztitott forméban, azaz a prepa-
ratum vagy forma mentes més, specifikus kotdpar-tagoktol,
példaul ellenanyagoktdél vagy ellenanyag-fragmensektdl, vagy
mentes mas, olyan specifikus kotdépar-tagoktdl, amelyek ké-
pesek fibronektin-ED-B-t k&tni. Elénydsen, a taldlmény sze-
rinti specifikus k&t&par-tagok lényegében tiszta formaban
vannak. Lehetnek ,monoklondlisak” abban az értelemben, hogy
egyetlen klénbdél szarmaznak, inkabb, minthogy hagyoméanyos
hibridéma-technolégia alkalmazasaval eldallitott ellenanya-
gokra korldtozdédnanak. A fentebb targyaltak szerint, a ta-
lalmany szerinti specifikus kotépar-tagokhoz bakteriofag-

~display” technolégia alkalmazasaval és/vagy rekombinéans,



példaul bakteridlis gazdasejtekben toérténd expresszidlassal
juthatunk. Nincsen olyan ezt megeldzd kbézlemény, amelyben
monoklonalis, kozvetleniil fibronektin-ED-B-t k&tni képes,
specifikus kotdpar-tagokat ismertetnek.

A specifikus kotépar eldényssen ellenanyagot tartal-
maz. A specifikus k&tdpar ellenanyag-fragmens, példaul egy-
lanca Fv (scFv) formajéban tartalmazhat polipeptid-
szekvenciat. Mas tipusu ellenanyag-fragmenseket is felhasz-
nalhatunk, példaul Fab-t, Fab’-t, F(ab’)-t, F(ab’)2-t,
Fabc-t, Facb-t vagy diatestet (Winter és Milstein, Nature
349, 293-299 (1991); W0S4/138041. A specifikus kétdmolekula
lehet egész ellenanyag formajéban. Az egész ellenanyag le-
het barmilyen ellenanyag-izotipus, példaul IgG, IgA, 1IgD,
IgE és IgM formadjdban, valamint barmilyen izotipus alosz-
taly, példaul IgGl vagy IgG4 formajéban.

Az ellenanyag barmilyen eredetd lehet, példdul humdén,
egér/patkédny, birka vagy nyul. Szakember szamara nyilvanva-
16 mads szarmaztatas is. Az ellenanyag eldnydsen human ere-
detd. A ,humdn” azt jelenti, hogy az ellenanyag részben
vagy egészben human cDNS-, fehérje- vagy peptidkényvtarbél
szarmazik. Ezen a kifejezésen humanizalt, nem-humadn eredetii
peptideket és fehérjéket is értink, amelyek médositva let-
tek abbdl a célbdl, hogy huméan tulajdonsagokat adjunk az
ellenanyag-molekulanak, ezaltal lehetdvé téve azt, hogy el-
kerilje a human immunrendszer védekezésat.

A specifikus k&tdmolekula lehet tervezett ellenanyag,
példaul bispecifikus ellenanyag-molekula (vagy fragmens,

példaul F(ab’)2) formajaban is, amely egy, a fentebb ismer-



tetétt, fibronektin-ED-B-re (azaz éz adott doménre) speci-
fikus antigénkoétd karral és egy eltérd specifitdssal ren-
delkezd masik karral rendelkezik, vagy lehet bivalens vagy
multivalens molekula.

Az ellenanyag-szekvenciakon kiviil, a specifikus kots-
molekula tartalmazhat mé&s aminosavakat is, amelyek példaul
peptidet vagy polipeptidet alakitanak ki, vagy a molekulédba
mas funkciondlis tulajdonsdgot visznek be az antigénkotésen
kivil. Peldaul, a specifikus kotdémolekula tartalmazhat je-
1616t, enzimet vagy ezek fragmensét, és igy tovébb.

A kotddomén tartalmazhat csiravonal-szegmens &ltal
vagy atrendezdédstt génszegmens Aaltal kédolt VH-domént,
részben vagy egészben. A kotddomén tartalmazhat VL-kappa-
domén- vagy VL-lambda-domén részletét vagy egészét.

A kotdédomén tartalmazhat VH1-, VH3- vagy VH4-
csiravonal-génszekvenciat, vagy annak &atrendezddstt forma-
jat.

A taladlmadny szerinti specifikus kétdmolekula tartal-
mazhat human DP47-csiravonalbdl szarmazd, nehéz lanc varia-
bilis régiét (,VH”-domén), melynek szekvencidjat bemutatjuk
az 1l.(a) abran, 1-98. csoportként. A ~DP”"-némenklaturat
Tomlinson és munkatarsai (J. Mol. BRiol. 227, 776-798
(1992)] irtadk le. CDR3 aminosav-szekvenciaja lehet Ser-Leu-
Pro-Lys. CDR3 aminosav-szekvenciaja lehet Gly-Val-Gly-Ala-
Phe-Arg-Pro-Tyr-Arg-Lys-His-Glu. Tehat a talalmdny szerinti
specifikus koétémolekula kodtSdoménje tartalmazhat olyan VH-
domént, amely az 1. (a) A4&bréan bemutatott, CGS1- és CGS2-re

leirt aminosav-szekvencidkat tartalmazza.



A ko&tddomén tartalmazhat humédn DPL16-csiravonalbsl
szarmazd, konnyl lanc variabilis régiét (,VL”-domén), mely-~
nek szekvenciajat bemutatjuk az 1.(a) &bran, 1-90. kédon-
ként.

A VL-domén tartalmazhat CDR3-szekvenciaként Asn-Ser-
Ser-Pro-Val-Val-Leu-Asn-Gly-Val-Val-szekvenciat. A VL-
domén tartalmazhat CDR3-szekvenciaként Asn~Ser-Ser-Pro-Phe-
Glu~His-Asn-Leu-Val-Val-szekvenciat.

A talalmany szerinti specifikus k&témolekuldk tartal-
mazhatjak az 1. abréan bemutatott szekvencidk funkciondlisan
ekvivalens variansait, azaz egy vagy toébb inszertalt,
deletalt, szubsztitudlt vagy hozziadott aminosavat, felté-
vef ha a leirasban kiemelt tulajdonsdg megmarad. Példaul a
CDR3-szekvenciat meg lehet valtoztatni, vagy a vazrégidkban
lehet végezni egy vagy tobb véltoztatésth vagy a vazrégidt
lehet helyettesiteni egy masik vazrégidval, vagy médositott
formaval, feltéve, ha a specifikus kétdmolekula képes ED-B-
t kdétni.

A leirasban lsmertetett ellenanvyag antigénkstés
doménjének VL- vagy VH-doménijébdl szarmazd, egy vagy tdbb
CDR-t alkalmazhatunk ugynevezett ~CDR-graft”-ban, amelyben
egy elsd ellenanyagb6l szarmazd egy vagy tébb CDR-
szekvenciadt helyeziink nem az illetd ellenanyag, azaz egy
masik ellenanyag vazrégidé-szekvenciaiba, lasd EP-B-0239400.
Sz. eurdpal kozzétételi irat._CGSl— és CGS2-be valé CDR-
szekvenciakat az 1.(a) és 1.(b) abrakon mutatunk be.

A talalméany szerinti specifikus kotdmolekula lehet

olyan, hogy  kompeticidéba 1ép egy leiras szerinti,
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fibronektin-ED-B-t kotni képes ellenanyaggal vagy scFv-vel.
Kotémolekulak k&zotti kompeticidt kénnyen vizsgalhatunk in
vitro, példaul specifikus riportermolekuléat kapcsolunk az
egyik kotémolekuldhoz, amelyet detektalhatunk a masik, Jje-
ldletlen k&témolekula (molekuldk) Jelenlétében, lehetdveé
téve olyan specifikus kotémolekuladk azonositasat, amelyek
ugyanahhoz vagy egy atfedd epitéphoz kdtnek.

A taldlmdny szerinti specifikus kétémolekuldt alkal-
mazhatjuk olyan eljarédsban, amely kivaltija vagy lehetdvé
teszi a specifikus koétémolekula kotddését epitépjéhoz. A
kotddés létrejohet a specifikus kotémolekula emlds-—, példa-
ul human vagy ragcsalé-szervezetbe, példaul egérbe vald be-
adasat kovetden.

A talalmény targyat képezi a fenti specifikus k&témo-
lekulak alkalmazasa diagnosztikali reagensként tumorokra. A
lenfebb leirt, kisérleti allatmodellel alapjan nyilvanvalo,
hogy a taldlmany szerinti kétémolekulék hasznosak tumor in
vivo lokalizacidéjaban.

A talalmany szerinti, eldnyds specifikus k&témoleku-
lak k0zé tartoznak azok, amelyek olyan human tumorokhoz k&-
tddnek, példaul kriosztatos metszetben, amelyek invaziv és
angiogén fenotipust mutatnak, és azok, amelyek embrionalis
szovetekhez kotddnek, példaul kriosztitos metszetben. A k-
tédést immuncitokémiai festéssel lehet kimutatni.

A talalmany egy elényds megvaldsitasi moédja szerint,
a specifikus kétdémolekula nem kot, vagy szignifikdnsan nem

kot tenaszkint, extracellularis matrixfehérjét.



X o e seee

<

o ees (1Y -
LN 3

. .
etne oo (1] o

._21_

A taldlmany egy méasik eldnyds megvalésitasi moédja
szerint, a specifikus kotémolekula nem kotdédik, vagy szig-
nifikansan nem kétédik normal human bérhéz, példaul kriosz-
tdtos metszetben és/vagy immuncitokémiai festésként kimu-
tatva.

A talalmany tovabbi eldényds megvaldsitiasi médjai sze-
rint, a talalmény szerinti kotdémolekuldk nem kotddnek, vagy
szignifikdnsan nem koét&dnek az aldbbiak kdziul egy vagy tdbb
normal szovethez, példaul méj-, lép-, vese-, gyomor-, vé-
konybél-, vastagbél-, petefészek-, méh-, hugyhélyag-, has-
nyalmirigy-, mellékvese-, vazizom-, sziv-, tuids-, pajzsmi-
rigy- és agyszdvethez (példadul kriosztatos metszetben
és/vagy immuncitokémiai festéssel kimutatva).

ED-B-re specifikus kotémolekuldt alkalmazhatunk olyan
in vivo célzbagensként, amelyet fibronektin-ED-B-t
expresszald vagy azzal asszocidlt tumorok jelenlétének és
helyének specifikus kimutatasara lehet alkalmazni. Leképezd
agensként lehet azt alkalmazni. A taldlmany targyéat képezi
eljards fibronektin-ED-B-t expresszald vagy azzal asszoci-
alt tumor vagy sejt Jelenlétének meghatdrozasara, amelyben
sejteket érintkeztetink a taldlmany szerinti specifikus k&-
témolekulaval, és meghatarozzuk a specifikus kotdmolekula
sejtekhez vald kotddésének mértékét. Az eljarast végrehajt-
hatjuk iIn vivo, vagy a testbdl eltavolitott sejtekbdl 4lld
tesztmintadn in vitro.

Az ellenanyagok reaktivitédsait sejtmintan meghataroz-
hatjuk barmilyen alkalmas médszerrel. Egyedi riportermole-

kulak rakapcsolédsa az egyik lehetdség. 2 riportermolekulak
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kdzvetlenll vagy kézvetve kelthetnek detektdlhatd, és eld-
nySsen mérhetd jeleket. A riportermolekuladk kapcsolasa le-
het k&zvetlen vagy kozvetett, kovalens, példaul peptidkoté-
sen keresztiili, vagy nem-kovalens. Peptidkdtésen keresztiili
kapésolat lehet ellenanyagot és riportermolekulat kdédold
génfuzid rekombinédns expresszidjéanak eredménye. Egy kedvelt
médszer az egyes ellenanyagok kovalens kapcsoldsa egyedi
fluorokrémmal, foszforral vagy spektralisan elkildnithetd
abszorpcids és emisszids tulajdonsagokkal rendelkezd lézer-
festékkel. Alkalmas fluorokrém  példaul fluoreszcein,
rhodamin, fitoeritrin és Texasvdrds. Alkalmas kromogén fes-
ték példaul diamino-benzidin.

Masféle riporter lehet makromolekuléaris kolloidpar-
tikulumok vagy partikuldris anyag,‘példéul szinezett, mag-
neses vagy paramagneses latexgyongyok, és biolédgiailag vagy
kémiailag aktiv Aagensek, amelyek k&zvetleniil vagy kdzvetve
keltenek detektalhaté szignalokat, vizualis megfigyelés,
elektronikus detektdlas vagy mas moédszerrel vald régzités
céljabdl. Ezek a molekuldk lehetnek enzimek, amelyek olyan
reakcidkat katalizalnak, amelyek példaul szint fejlesztenek
vagy megvaltoztatnak, vagy elektromos tulajdonsagokban
okoznak valtozasokat. Lehetnek molekularisan gerjeszthetdk,
és 1igy az energiadllapotok k&zétti elektrondtmenetek jel-
lemz8 abszorpciés vagy emissziéds spektralis valtozasokat
eredményeznek. Lehetnek kémiai jellegiek, melyeket bioszen-
zorokkal osszekapcsolva alkalmazunk. BRiotin/avidint vagy
biotin/szterpavidint és alkalikus foszfatazt tartalmazéd

detekcids rendszereket is alkalmazhatunk.
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A kotddés meghatdrozdsanak médja nem képezi a taldl-
many targyat, és szakember képes alkalmas médszert valasz-
tani az alapjén, mit részesit eldnyben és altaldnos ismere-
te szerint.

Egyedi ellenanyag-riporter-konjugatumok &ltal keltett
jelek felhasznalhatdék az adott ellenanvag (normal- é&s
teszt-) sejtmintadkban végbement kotédésébsdl szarmazo, meny-
nyiségileg meghatarozhato, abszolﬁt vagy relativ adatok
szarmaztatasédra. Ezenkiviil 4&ltaladnos, példaul propidium-
jodidos sejtmagfestést alkalmazhatunk a mintaban 1évd tel-
jes sejtpopulédcidé szamldlasara, lehetdvée téve mennyiségi
aranyok felallitésat egy adott egyedi sejtpopulédciéd és a
teljes sejtszam kozott. Ha radioaktiv djeldlést, példaul

125I, 111In vagy 59m

Tc atomokat kapcsolunk az ellenanyaghoz,
ha ez az ellenanvyag fé&leg :nkabb tumorban lokaliz&lédik,
mint normal szoévetekben, a radiocaktiv jeldlés jelenléte a
tumorszovetben detektdlhatd, és gamma-szamlald alkalmazasa-
val mennyiségileg meghatarozhaté. Az igy kapott tumor-kép
mindsége k&zvetlen korreldciodban van a jel:zaj arannyal.

Az ellenanyagok felhaszndlhaték diagnosztikai agens-
ként ujonnan vaszkularizalédott tumorok nyomon kdvetésére,
és példaul médositott formdban is alkalmazhatédk citotoxikus
agensek célba juttatédsara, vagy véralvadas beinditéasara az
Uj ércsatornakban, igy megfosztva a fejlédé tumort oxigén-
tél és tapanyagoktdl, és tumorterdpia indirekt formdjat al-

kothatja.
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A talalmany targyat képezi a fentebb leirt, specifi-
kus kotdmolekulak alkalmazasa terdpids reagensként, példaul
ha kapcsoljuk, kotjik vagy fuzids fehérieként megtervezziik,
hogy effektorfunkcidéval rendelkezzen. A talalmany szerinti
kotémolekulat toxin, radioaktivitads, T-sejtek, Xxiller sej-
tek vagy mas molekuladk célba juttatasara lehet alkalmazni
tumorhoz, amely a kérdéses antigént expresszalja vagy azzal
asszocialt.

Ennek megfelelden, a taldlmdny tovabbi vonatkozasa-
ban, a talalmany targyat képezik a fenti specifikus k&tdémo-
lekula beadasat magaban foglald keézelési eljaréasok, ilyen
specifikus kotémolekulat tartalmazéd gydgyadszati készitmé-
nyek, és ilyen specifikus kotémolekula alkalmaziasa beadasra
szant gybégyszer gyartasaban, példaul gyégyszer vagy olyan
gybgyaszati készitmény eldallitdsdra szolgald eljarasban,
amely a specifikus kétdémolekulat gybdgyadszatilag elfogadhaté
segédanyaggal kiszerelve tartalmazza.

A taldlmany szerint, az eldallitott készitményeket
beadhatjuk egyéneknek. A beadas elénydsen ,terapidsan hata-
sos mennyiségben” térténik, amely elegend$ ahhoz, hogy joé-
tékony hatéast fejtsen ki a paciensre. Ilyen jétékony hatés
lehet legalabb egy koértiinetnek legalabb az enyhitése. Az
aktualisan beadott mennyiség, és sebessége és a beadas idg-
zitése figg a kezelendd Aallapot természetétdl és sulyossa-
gatdl. A kezelés eléirasa, példaul a dbézisnagysag eldsnté-
se, stb., altalédnos gyakorld orvos vagy mas orvosdoktorok
feleldssége. A megfeleld ellenanyagddzis szakember szamara

nyilvanvalé; léasd Ledermann és mtsai. ([Int. J. Cancer 47,
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659-664 (1991)]1; Bagshawe, K. D. és mtsai. [“Antibody,
Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4, 915-922
(1991)].

A készitmény beadhatd egymagéban vagy mas kezelések-
kel kombindcidéban, akidr szimultan, akar egymas kovetden, a
kezélendé allapottél filiggden.

A talalmany szerinti gybégyaszati készitmények, és
azok taldlmény szerinti alkalmazasa tartelmazhat a haté-
anyagon kiviil gyégyadszatilag elfogadhatd segédanyagot, hor-
dozét, puffert, stabilizatort vagy mas, szakember altal jol
ismert anyagot. Az ilyen anyagoknak nem szabad toxikusnak
lennitik, és nem zavarhatjak meg a hatéanvag hatékonysagat.
A hordozd vagy mas anyag pontos természete fiigg a beadas
moédjatél, amely lehet oralis, vagy injekcio, pl. intravé-
nas.

Az oralis beadasra szant gyégyaszat: készitmények le-
hetnek tabletta, kapszula, por vagy folyadék formaban. A
tabletta tartalmazhat szildrd hordozét, példaul zselatint
vagy adjuvanst. A folyékony gyogyaszati készitmények &alta-
laban folyékony hordozét, példaul vizet, petrdéleumot, &lla-
ti vagy novényl eredetd olajat vagy szintetikus olajat tar-
talmaznak. Fizioldégids sbdoldatot, dextrézt vagy mas
szacharid-oldatot, vagy glikolokat, példaul etilén-glikolt,
propilén-glikolt vagy polietilén-glikolt is tartalmazhat-
nak.

Az intravénads injekcidban, vagy a betegség 4altal suj-
tott helyre adott injekcidéban 1évé hatdanyag lehet parente-

radlisan elfogadhatd vizes forméban, amely pirogénmentes, és



megfeleld pH-, izotdéniads és stabilitast biztositd k&riilmé-
nyek k&zétt van. Szakember képes megfeleld oldatokat eldal-
litani, példaul izotdénids oldészer, példaul natrium-klorid-
injekcid, Ringer-féle injekcid, laktatot tartalmazd Ringer-
fele injekcidé felhaszndlasaval. Szikség szerint tartdsitéd-
szereket, stabilizatorokat, puffereket, antioxidansokat
és/vagy mas adalékanyagokat is tartalmazhatnak.

A taladlmany szerinti specifikus kdtémolekuldk a kddo-
16 nukleinsavbol expresszidéval éllithaték elé. Béarmelyik
specifikus k&étémolekulat koédold nukleinsav onmagédban a ta-
lalmany targyat képezi, valamint a specifikus kétdémolekula
eldallitasara szolgdld eljédras, amely eljarasban ennek k-
vetkeztében a . kdédold nukleinsavbdl expresszalunk. Az
expresszid kényelmesen elérhezd a nukleinsavat tartalmazé
rekombindns gazdasejtek megfeleld korilmények kozotti te-
nyésztésével.

A nukleinsav az ellenanyag itt leirt antigénkotd
doménjének vagy barmilyen funkciondlisan ekvivalens forma-
Janak barmilyen aminosav-szekvenciajat kédolhatja. Nuklein-
sav-szinten valtoztatdsokat tehetiink addiciéval, szubszti-
ticiéval, deléciodval, vagy egy vagy todbb nukleotid
inszercidéjaval, amely valtoztatéas vagy hatédssal van az ami-
nosav-sorrendre, vagy nem, a genetikai kod degeneraltsaga-
nak figgvényében.

Polipeptid klénozasara és kulonbszd gazdasejtekben
torténd expresszidéjéra szolgdld rendszerek jél 1ismertek.
Megfeleld gazdasejtek példaul baktériumok, emlds sejtek,

élesztd és baculovirus-rendszerek. A technika 4llasa sze-
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rint rendelkezésre allo, heteroldg polipeptid
expresszidjara szolgalé emlds sejtvonalak példaul kinai
hdércsdgbdl szarmazé petefészek-sejtek, HeLa-sejtek, bébi-
hércség veséjebdl szarmazd sejtek és sok mas. Kdzdnséges,
elényben részesitett gazdaszervezet az E. coli.
Ellenanyagok vagy ellenanyag-fragmensek expresszidja
prokaridta sejtekben, példaul E. coliban, 3jél1 ismert a
technika allasa szerint. Osszefoglald irodalomként lasd
Plickthun (Bio/Technology 9, 545-551 (1991)]. Expresszié
eukaridta sejtek tenyészetében szakember szamara szintén
rendelkezésre 4ll a specifikus kotémolekuldk eldadllitasanak
egyik lehetdségeként, lasd a kdzelmiltban megjelent &ssze-
foglald irodalmakat, példaul Reff [Curr. Opinion Biotech.
4, 573-576 (1993)]; Trill és munkatdrsai [Curr. Opinion

Biotech. 6, 553-560 (1995)].

Alkalmas vektorokat valaszthatunk vagy &llithatunk
Ossze, amelyek megfeleld promoterszekvencidkat, terminator-
szekvenciakat, poliadenildlasi szekvenciakat, enhanszer-
szekvenciakat tartalmazé szabalyzészekvenciakat, markergé-
neket és més, ide illd szekvencidkat tartalmaznak. A vekto-
rok lehetnek plazmidok, viralis éredetﬁek, példaul fagok
vagy fagmidek, az alkalmazadshoz illéen. Tovabbi részleteket
lasd példaul Sambrook és munkatarsai, ,Molecular Cloning: a
Laboaratory Manual” (2. kiadés, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989). Sok ismert, nukleinsavak manipula-
lasara szolgdld, példaul nukleinsav-szerkezetek eldallita-

sara, mutagenezisre, szekvenaldsra, DNS bevitelére sejtbe

és génexpresszidra, valamint fehérjék analizisére szolgéld
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technika és recept részletes leirasat megtalalhatjuk
Ausubel és munkatdrsal (szerk.) kényvében ,Short Protocols
in Molecular Biology” (2. kiadas, John Wiley & Sons, 1992).
Sambrook és munkatdrsai, wvalamint Ausubel és munkatarsai
kdzleményei a kitanitds targyat képezik.

Tehat a talalmdny tovéabbi vonatkozasdban, a talalmany
targyat képezi a taldlmany szerinti nukleinsavat tartalmazéd
gazdasejt. A talalmény egy még tovabbi vonatkozasaban, a
talalmany targyat képezi eljaras ilyen nukleinsav bevitelé-
re gazdasejtbe. A bevitelhez barmilyen rendelkezésre 4alld
technikat alkalmazhatunk. Eukariéta sejtek esetén alkalmas
technika példaul ké&lcium-foszfatos transzfekcid, DEAE-
dextran, elektroporacid, liposzéma-medidlt transzfekcid és
retrovirust vagy mas virust példaul vakccinidt (tehénhim-
16t) alkalmazd transzdukcio, vagy rovarsejtek esetén
baculovirus alkalmazasa. Bakteridlis sejtek esetén alkalmas
technika lehet k&lcium-kloridos transzformicid, elektro-
poracidé és bakteriofidgot alkalmazd transzfekcid.

A Dbevitel utidn kovetkezhet a nukleinsavbél vald
expresszid kivaltasa vagy az expresszid, példaul a gazda-
sejt tenyésztésével, a gén expresszidjdhoz megfeleld koriil-
mények kozott.

A talalmény egy eldényos megvalésitasi moédja szerint,
a taldlmany szerinti nukleinsav a gazdasejt genomjéba (pél-
daul kromoszémajaba) integralédik. Az integraciét elésegit-
hetjik olyan szekvencidk beépitésével, amelyek eldsegitik a

genommal vald rekombindciét standard technikak szerint.
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Specifikus kotémolekula eldallitasat kdvetden, példa-
ul a leirasban ismertetett barmilyen médon alkalmazhatjuk
azt, példaul gydgyédszati vagy diagnosztikai termék formaja-
ban, példaul olyan reagenskészletként, amely a specifikus
kotédmolekuldn kivil a molekula sejtekhez vald, fentebb tar-
gyalt kétdédésének meghatarozédsdra szclgald, egy vagy tébb
reagenst tartalmaz.

A talalmany tovabbi vonatkozadsai és elényds megvalé-
sitasi médjal szakember szamdra nyilvanvaléak. A talalmany
szefinti megoldas teljes megértése érdekében az aldbbi pél-
dakat mutatjuk be szemléltetés céljabél, anélkiil, hogy az
igényelt oltalmi kort ezekre korlatoznank. A kdvetkezd Aab-
rakra hivatkozunk:

Az 1. abran a CGS-1 és CGS-2, scFv-kbdl szarmazé,
egymas ala rendezett, VH és VL aminosav-szekvenciajat mu-
tatjuk be. Az 1l.a 4bra a VH-szekvenciakat, az 1.b &bra a
VL-szekvenciakat mutatja. A CDR-ket (1, 2 és 3) megjeldl-
tik. Mindkét scFv-vel leginkdbb homolég humdn csiravonal a
VH3-csalad DP47-szegmense; mindkét klén VL-szegmense DPL16,
a koénnyl lancot hasznaltuk az eredeti scFv-kényvtar felépi-
téséhez [Nissim és mtsai., EMBRO J. 13, 692-698 (1994)].
Alahuztuk azokat a csoportokat, amelyek a két klénban kii-
16nbdznek egymastdl.

2. abra: A 2.a éabran egy humdn FN-alegység
doménszerkezetének modellje lathatd. A IIICS-, ED-A- és ED-
B-régidkat, az FN pre-mRNS alternativ érése (splicing) ké&-
vetkeztében varidbilis régidkat megjelsltiik. Az abra a bel-

s6 homoldgidkat 1is bemutatja, valamint a termolizines



emésztés, ED-B-t tartalmazd £f8bb termékeit [Zardl és
mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342 (1987)]. A 2.b &bra a plazma-
b6l szarmazd, a WI38VA-FN, és azok termolizines

emésztményeinek 4-18%-os SDS-PAGE-t mutatja be, Coomassie
Blue-val festve és azok immunblotjait BC-1, IST-6, CGS-1 és
CGS-2 probak alkalmazdséval. Emésztetlen (1. sav) és
termolizinnel emésztett, plazmabdél szarmazd FN, 1 lg/mg FN
(3. sav) és 10 pg/mg (4. sav) FN alkalmazdsa esetén. Emész-
tetlen (2. sav) és termolizinnel emésztett, WI3BVA-FN, 1
ug/mg EN (5. sav), 5 pg/mg (6. sav) és 10 pg/mg (7. sav) FN
alkalmazasa esetén. A Jjobb oldalon taladlhaté szamok a
termolizines emésztés 2.a &bran bemutatott, f& termékeit
jelzik. A bal oldalon talalhatd értékek a molekulatsmeg-
standardeket jelzik, kilodaltonban (kD) kifejezve.

3. abra: A 3.a &bra E. coliban expresszalt fuzidés és
rekombinans fehérjék &ltal tartalmazott, FN-bsl szarmazb,
III. tipusu ismétldédé szekvencidkat mutatija be, és ezen fe-
hérjék reaktivitdsat CGS-1-el és CGS-2-vel valamint BC-1 és
IST-6 mAb-kel. A 3.B. abra Coomassie Blue-val festett gélt
és mellette az immunblottot mutatja, CGS-1, CGs-2, BC-1,
IST-6 probakat alkalmazva. A sévqk szémozasa megfelel az
ébré felsd részén taldlhatd peptidkonstrukciéknal alkalma-
zott szamozassal. A bal oldalon taldlhaté értékek a moleku-
latémeg-standardeket jelzik, kilodaltonban (kD) kifejezve.

A 4. abran infravords ‘“egér-leképezd” lathatéd; a
tumorcélzé kisérletekben alkalmazott “egér-leképezd” egy
fekete, nem-fluoreszcens dobozbdl all, amely

wolfram/halogén-lémpaval, specidlisan a CY7, infravsrés
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fluorofdérhoz tervezett gerjesztési és emissziés szilrdvel,
és szamitogép-vezérelt, 8-bites, monokrém CCD-kameraval van
felszerelve.

5. abra: Fluoreszcensen Jjelolt ellenanyag-fragmensek
célba Jjutédsa F9 egér/patkdny teratokarcinémédba, B-FN-re
specifikus monomer scEFv(CGS-1) és dimer scFv(CGS-1)2 alkal-
mazéséval. Lizozimra specifikus, dimer scFv(D1.3)2-t alkal-
maztunk negativ kontrollként.

6. abra: Fluoreszcensen jeldlt ellenanyag-fragmensek
célba jutésa F9 egér/patkany teratokarcinéméba,
affinitasérlelt scFv(CGS-2) és ugyanarra, a B-FN epitépra
specifikus, kisebb affinitidssal rendelkezd scFv(28SI) al-
kalmazasaval. A célba jutast mind nagy tumorok (kdriilbeliil
0,6 gramm), melyet a 48. o6ranadl fekete kéreg fedett, amely
részlegesen meggatolta a leképezést, mind kis tumorok (ko-
rilbeliil 0,2 gramm) esetén detektaltuk.

A leirasban emlitett dokumentumok a kitanitads targyat
képezik.

Az 1. példa: Humén fibronektin ED-doménjére specifi-
kus, humé&n scFv 1izoldlé&sa.

A 2. példa: Human FN-ED-B-doménre specifikus, human
scFv-k affinitdsérlelése.

A 3. példa: Affinitédsérlelt scFv-k specifitasa ED-B-t
tartalmazé fibronektinekre.

A 4. példa: Affinitésérlelt, anti-ED-B scFv-k alkalma-
zdsa human és egérbdl szadrmazd tumorok immuncitokémiai fes-

tésében.
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Az 5. példa: Affinitésérlelt anti-ED-B scFv-k alkal-
mazasa human tumorok in vivo megcélzasaban.

A 6. példa: Egér/patkany, xenograft Fo-
teratokarcindéma megcélzdsa meztelen egerekben.
1. példa

Human fibronektin ED-doménjére specifikus, human scFv izo-

lalasa

Human scFv-fagkoényvérat [Nissim és mtsai., EMBO J.
13, 692-698 (1994)] alkalmaztunk rekombinans ellenanyagok
szelekcidéjara. Az ED-B-izoforma két kilonbszd formajat
hasénéltuk antigénforrasként a szelekcibhoz, és mindkét
esetben az izoforma rekombinédns, huméan fehérje volt.

III. tipusu, 2-11 (b-) és 2-11 (B+) ismétlddd szek-
vencidkat tartalmazd, rekombindns FN-peptideket
expresszaltunk Escherichia coliban.

Egy konstrukcidét allitottunk els, pFH154- [Kornblihtt
és mtsai., EMBO J. 4, 1755 (1985)], AFl0- és AF2-klénokbodl
(Carnemolla és mtsai., J. Cell. Biol. 108, 1139-1148
(1989)] szarmazd FN-cDNS alkalmazasaval. A 2229-4787. bazi-
sokat feldleld cDNS-konstrukcidkat [Kornblihtt és mtsai.,
EMBO J. 4, 1755 (1985)] pQE-3/5-vektorkta inszertéaltuk,
“QIAexpress kit” (Qiagen cégtdl szereztiik be, Chatsworth,
CA) alkalmazasaval. Az FN-III 2-11 (B-) és (B+)
rekombinansokat immunaffinitds-kromatografiaval tisztitot-
tuk, Sepharose 4B-hez (Pharmacia) konjugalt 3E3-mAb alkal-
mazasaval [Pierschbacher és mtsai., Cell 26, 259-267
(1981)]. A III. tipusu, 7B89, 789, ED-B és FN-6 homolég,

ismétléds szekvencidkat tartalmazd, rekombindns FN-
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fragmensek elSdllitéaséara szolgédld DNS-fragmenseket
polimeraz-lancreakcidét (PCR) alkalmazd amplifikdciédval 4&l-
litottuk eld, “UltMa” DNS-polimerédz (Perkin Elmer) alkalma-
zdsaval, templéatként FN 2-11 (B+) és FN 2-11 (B-) kldénokbédl
szarmazd cDNS-t haszndltuk. A lancindité oligonukloetidokat
ugy terveztik, hogy lehetdévé tegyék a PCR-termékek kldédnoza-
sat pQE-12-be “QIAexpress kit” (Qiagen) alkalmazasaval.
Azokat egymast kovetden transzforméltuk E. coliba, és
expresszaltuk. Valamennyi cDNS-klént “Sequenase 2.0 DNA”
szekvenald kit (USB) alkalmazasaval szekvenaltunk.

A  rekombinans fehérjéket Ni-NTA-kromatografiaval
(IMAC) tisztitottuk, a gyartd (Qiagen) utasitasai alapjan,
hexahisztidin-szekvencia alkalmazasaval az FN-fragmensek
karboxil-terminadlisanal. ED-B-fGal fuzidés fehérjét alli-
tottunk eldé dgy, hogy ED-B-cDNS-t klénoztunk bakteriofag
Agtll-vektorba, 1igy AED-B-klénhoz Jjutottunk. A AchFN60-
klént (ED-B-szekvencia egy részét tartalmazta) fuzids fe-
hérjeként szarmaztattuk, kloénozott, csirke eredetd FN-
pchFN60-bél [Norton és mtsai., Mol. Cell. Biol. 7, 4297-
4307 (1987)].

Human scFv-fagkényvtar szelekcidjahoz harom ciklus
spanning”-ot végeztiik, két kilonbozd rekombinans antigén
(7Bé9 és ED-B) mindegyikére. Immuncssveket (Nunc;: Maxisorp,
Roskilde, Déania) burkoltunk mindkét antigénnel, 50 pg/ml-es
koncentrdciét alkalmazva PBS-ben (20 mM foszfat-puffer,
0,15 M NaCl, pH 7,2). Az elsd antigén 7B89, rekombinans FN-
fragmens volt, amelyben az ED-B-domén a szomszédos, III.

tipusd, homoldg, ismétléds FN-szekvencidkkal van szegélyez-
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ve; ezzel 4°C-on, egy éjszakéan at burkoltunk. A masodik al-
kalmazott antigén a rekombindns ED-B [Zardi és mtsai., EMBO
J. 6, 2337-2342 (1987) ] volt, karboxil-termindlisanal
hexahisztidiﬁ—szekvenciéval; ez a fehérje nem tartalmaz
lizin-csoportokat, igy az elsd aminosav terminalis amino-
csoportja rendelkezésre &ll arra a célra, hogy az ED-B-t
helyspecifikusan, kovalensen immobilizaljuk reaktiv ELISA-
talcakhoz (Nunc; Covalink). A burkolast szopahdmérsékleten
végéztuk egy éjszakan at.

Harom ,panning”-ciklus utédn, az elualt fagot HB2151 E.
coli sejtekbe fertdztiik, és szélesztettik [Nissim és mtsai,
EMBO J. 13, 692-698 (1994)]. A “panning”-ciklusok utan 95
ampicillin-rezisztens, egyedi koléniadt szkrineltiink ELISA-
val, antigénspecifikus scFv-k azonositédsa céljabdél. Az an-
tigénekkel legnagyobb ELISA-jeleket add klénokat szelektal-
tuk ki tovabbi analizisre, és affinitadsérlelésre. A 4. pél-
daban részletesen bemutatjuk, hogy ezek a klénok specifikus
festést adnak glioblasztéma multiformadk és melltumorok met-
szeteiben; immonocitokémiai festéssel.

2. példa

Human FN-ED-B-doménre specifikus, human scFv-k affinitasér-

lelése

35GE- (7BB9-val végzett szelekcidébdl szarmazd) és
28SI- (ED-B-doménnel végzett szelekcidbdl szarmazd) kléno-
kat szelektaltuk ki, ellenanyag-jeldltként az affinitédsér-
leléshez. A konnyld lancok varialasanak céljabél, az affini-
tas javitasanak eszkdzeként, egy egyszerd affinitasérlelési

stratégiat dolgoztunk ki a kénnyd lanc CDR3-ban 1évd, koz-
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ponti elhelyezkedésd, hat csoport (DSSGNH) random varidla-
sadra épitve, degenerdlt oligonukleotidok és PCR (1. A&bra)
alkalmazasaval, amely 20° = 6,4 x ‘10 potencialis szekven-—
ciavaltozatot biztosit. Ez a régié (a nehéz lanc CDR3-al
egylitt) az antigén-kotdéhely kdzéppontjidban helyezkedik el
(Padlan és mtsai., (1994)]. A hat csoportot koézvetleniil
megeldzd, szerinhez nyuld arginincscportot is mutaltuk ab-
bdl a célbdl, hogy elkeriiljiik a szelekcidt domindld, elekt-
rosztatikus hatédsok lehetdségét.

»SzU181” scFv-fragmenst expresszald, egyetlen bakte-
rialis kolénidbdl szarmazd plazmidot 2CR-el amplifikaltuk,
LMB3 (5’ -CAG-GAA-ACA-GCT-ATG-AC-3’ ) és CDR3-6-VL-FOR (5'’-
CTT-GGT-CCC-TCC-GCC-GAA-TAC-CAC-MNN-MNN~MNN-MNN-MNN-
MNN.AGA-GGA-GTT-ACA-GTA-ATA-GTC-AGC-CTC-3") lancindité
oligonukleotidok alkalmazéasaval, 72°C-on (1’30”), 25 cik-
lus; a puffereket és a korilményeket lasd Marks és munka-
tarsai, (1991). Az igy kapott terméket gélen tisztitottuk
(abbél a célbdl, hogy eltavolitsuk az eredeti scFv-gént
tartalmazé plazmid nyomait), és templatként alkalmaztuk eqgy
masodik amplifikadcidés lépésben, amelyben IMB3 és J1-Not-FOR
(3’ =ATT-GCT-TTT-CCT-TTT-TGC-GGC-CGC-GCC~TAG-GAC-GGT-CAG-
CTT-GGT-CCC-TCC-GCC-3") 1lancindité oligonukleotidokat al-
kalmaztunk, (94°C [1'] - 55°C [1’] - 72°C [1730”]) 25 cik-
lus. A nyers PCR-terméket, amely agardz gélben a helyes mo-
lekulatomegnek megfeleld, egyetlen csikként futott, kdzvet-
lenul az PCR-reakcidkeverékbdl tisztitottuk ,Spin-Bind”
(FMC, Rockland, ME, USA) alkalmazdsaval, dupldn emésztettiik

NcoI/NotI-enzimekkel, és gélen tisztitott, NcoI/NotI-
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enzimekkel emésztett, pHENl-fdgmidba [Hoogenboom és mtsai.,
Nucl. Acid. Res. 19, 4133-4137 (1991)] ligaltuk, amely egy
NcoI/NotI-enzimekkel emésztett néma inszertet tartalmazott,
hogy eldsegitsiik a duplan emésztett vektornak az egyszere-
sen emésztett vektortdl vald szétvidlasztisadt. A vektort
Qiagen (Chatsworth, CA, USA) ,plazmid maxiprep kit” alkal-
mazasaval allitottuk eld. Koriulbelul 5 pupug emésztett
plazmidot és inszertet alkalmaztunk a ligdlasi reakcidkeve-
rékben, amelyet egyszer fenollal, egyszer fe-
nol/kloroform/izoamil-alkohollal (25:25:1) extrahaltunk,
azutéan etanollal kicsaptuk, hordozdéként glikogént
(Boehringer Mannheim, Németorsz&ag) alkalmaztunk, és ,speed-
vac”-ban szaritottuk. A lelilepedett csapadékot 20 pl vizzel
felszuszpendaltuk, és elektropordltuk elektrokompetens TGl
E. coli sejtekbe ([Gibson, PhD thesis, University of Camb-
ridge, Cambridge, UK (1984)]. Az elektrokompetens sejteket
tipikusan 10° transzformans/ug titerrel alkalmaztuk, ha
glicerines térzsoldatbdl indultunk ki, vagy 10%°
transzformans/ug titerrel, ha frissen preparilt elektrokom-
petens sejteket alkalmaztunk. Ez tipikusan >10° klént ered-
ményezett az itt leirt eljdras szerint.

Az érlelési koényvtdrat ezutdn Nissim-féle konyvtar-
ként [Nissim és mtsai., EMBO J. 13, 692-698 (1994)] kezel-
tik fagpartikulumok eldallitasa céljabol, amelyeket egy
Ujabb szelekcids ciklusban haszndltuk immuncsdveken, anti-
génként 7B89-et (10 ug/ml) alkalmaztunk, melyet egy ciklus
kinetikus szelekcid [Hawkins és mtsai., J. Mol. Biol. 226,

889-896 (1992)] kovetett. Ezt a szelekcids lépést ugy haj-
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tottuk végre, hogy biotinilalt 7B89-et (10 nM) inkubaltunk
fagszuszpenziéval (kdriilbeliil 10*° t.u.) 2% tej-PBS-ben (2%
MPBS), az elsd szelekcids ciklusban 5 percig, azutdn hozza-
adtunk nem-biotinilalt 7B89-et (1 uM), és 30 percig hagy-
tuk, hogy a kompeticié végbemenjen. El&zetesen 2% MPBS-el
blokkolt, 100 wul sztreptavidinnel burkolt ,dynabeads”-
gyongydket (Dynal: M480) adtunk azutdn a reakcidkeverékhez,
2 percig kevertettik, és azutan magnesen kifogtuk, és 10-
szer mostuk felvaltva PBS + 0,% Tween-20-al és PBS-el. A
fagot 0,5 ml 100 mM trietil—aminnal eludaltuk a gyongydkrdél.
Ezt az oldatot azutén 0,25 ml, 1 M Tris-pufferrel (pH 7,4)
neutralizaltuk, és exponencidlisan novekvé HB2151-sejtek
fert8zésére [Nissim és mtsai., EMBO J. 13, 692-698 (1994))
alkalmaztuk. 95 ampicillin-rezisztens, egyedi koldniat
hasznaltunk fel scFv-tartalmu feluluszdk termelésére
[Nissim és mtsai., EMBO J. 13, 692-6938 (1994)], melyeket
ELISA-val, immurhisztokémidval és BIAcore-al szkrineltiink a
legjobb kot8dések azonositéséra. Azokat azutéan
szubkldénoztuk pDN268 expresszids vektor Sfil/NotI-
hasitbéhelyei k&zé [Neri és mtsai., Bic/Techniques 20, 708-
713 (1996) 1, melyhez foszforildlhatd szakaszt, FLAG-
epitépot és hexahisztidin-szekvenciat kapcsoltunk az scFv
C-termindlisdnak legvégéhez.

A relevans ellenanyagok egyedi kolénidit pDN268-ba
szubklénoztuk, melyet 37°C-on ndévesztettiink 100 mg/1
ampicillint és 0,1% glukdzt tartalmazéd 2 x TY-ban. Amikor a
sejttenyészét elért 0OD°°°=0,8-at, IPTG-t adtunk hozza 1 mM

végkoncentracidban, és a ndvesztést tovabb folyattuk 16-20
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braig, 30°C-on. Centrifugalds utdn (GS-3 Sorvall rotor,
7000 rpm, 30 perc) a feluluszdt leszirtik, toményitettiik,
és kicseréltiik felvivé pufferre (50 mM foszfat, pH 7,4, 500
mM NaCl, 20 mM imidazol), Minisette (Filtron), tangencialis
aramlast biztositd berendezés alkalmazasaval. Az igy kapott
oldatot 1 ml Ni-NTA-gyantédra (Qiagen) vittik, 50 ml felvivd
pufferrel mostuk, és elucidés pufferrel (50 mM foszfat, pH
7,4, 500 mM NaCl, 100 mM imidazol) elualtuk. A tisztitott
ellenanyagot SDS-PAGE-val [Laemmli, (1970)] analizaltuk, és
PBS-el szemben dializaltuk 4°C-on. A tisztitott scFv-
preparatumokat a tovabbiakban gélszlréssel dolgoztuk fel,
S-75 oszloppal felszerelt FPLC-berendezés (Pharmacia) al-
kalmazasaval, mivel tudjuk, hogy a multivalens scFv-
fragmensek mesterségesen kialakitott, j& kotési készséget
mutathatnak BIAcore-on [Jonsson és mtsai., BioTechniques
11, 620-627 (1991)] aviditashatasok kovetkeztében (Nissim
és mtsai., EMBO J. 13, 692-698 (1994); Crothers és Metzger,
Immunochemistry 9, 341-357 (1972)]. Az FPLC-vel tisztitott,
monomer-frakcidkban az ellenanyag koncentraciéjét spektro-
fotometriasan hataroztuk meg, fetételezve, hogy 1 mg/ml-es
scFv-oldat 280 nm-en mért abszorbancidja 1,4 egyséqg.
Monovalens scFv kotdédését 0,1 - 1 uM tartoményba esd
kilonb6z6 koncentraciodknal, PBS-ben mértiik BIAcore berende-
zésen (Pharmacia Biosensor), a kévetkezd antigének alkalma-
zasaval: (1) 1000 rezonancia-egység (RU) biotinilalt
rekombinéns 7B8S-FN-fragmens, sztreptavidinnel burkolt
chipre immobilizalva, amelyet 250 RU scFv k3t specifikusan:

(11) az N-termindlis amino-csoportnal kémiailag immobili-
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zédlt, 200 RU rekombinins EC-B, amelyet 600 RU scFv k&t spe-
cifikusan; (iii) 3500 RU ED-B-gazdag WI38VA-fibronektin
(lasd a 3. példat), amelyet 150 RU scFv kot specifikusan.
Az adatok kinetikus analizisét a gyartd utasitdsai szerint
végeztlik. Az ellenanyagtartalmu feltluszdk kvalitativ
BIAcore-analizise alapjén szelektaltuk az egyes scFv-klénok
egy affinitédsérlelt variansat: CGS-1-klént a 78B9-
fragmenssel valé szelekcidébél, és CGS-2-klént az ED-B,
rekombinans FN-fragmenssel vald szelekcidébdl. Az asszocia-
ciés sebességi allanddkat (k.,,) és a disszocidcids sebessé-
gi a&llandbkat (k.:¢) az 1. téablazatban mutatjuk be, az
ScFvs-re és az eredeti 28SI-klénra szémolt egyensulyi disz-
szociacidés allandokkal (Kd) egyiitt. Bar mind a CGS-1-klén,
mind a CGS-2-klén Kd-je nanomolaris tartomadnyba esik, a
CGS-2-klon mutatta a legjobb javulast sziiléi klénjahoz ké-
pest, amelynek Kd-je 1 nM volt (110 nM-r6l javult) a szen-
zor-chipben tesztelt mindhadrom fehérjére nézve (1. tabla-
zat). A javuléds f&dleg a lassubb kinetikai disszociacidés al-
landénak (kb. 107" s™) tulajdonithaté, monomer ellenanyag-
preparatumokon mérve (nem mutatjuk be).

Az érlelési stratégia altalédnosnak tinik, és javitott
affinitadsd ellenanyagot eredményez maltézkstd fehérije,
citokrém-C, egér/patkanybdl szarmazod endoglin
extracelluldris doménje [D. N., L. Wyder, R. Klemenz],
citomegalovirus [A. P., G. Neri, R. Botti, P;’N.], HMGI-C-
fehérje (nuklearis tumormarker) [A. P., P. Soldani, V.
Giancotti, P. N.] és placentabdl szarmazd alkalikus

foszfatdz (petefészek-tumormarker) [M. Deonarain és A. A.
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Epentos] esetén. A stratégia tehdt legalédbb annyira haté-
konynak tlinik, mint més érlelési stratégidk [Marks és
mtsai., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Low és mtsai.,
J. Mol. Biol. 260, 359-368 (1996)], és hasonld affinitassal
rendelkezé ellenanyagokat eredményez, mint a nagyon nagy
fadg-ellenanyag-konyvtarakbol szarmazd ellenanyagok
(Griffiths és mtsai., EMBO J. 13, 3245-3260 (1994); Vaughan

és mtsai., Nature Biotechnol. 14, 309-314 (1996)].

A CGS-1 és CGS-2 affinitasérlelt kldénokat
szekvenaltuk, és humén csiravonalbdl szdrmazd V-gének adat-
badzisdhoz (V-BASE) rendeztiik, azutdn “MacVector” software
alkalmazéasaval leforditottuk. Mindkét klén VH-génje volt
leginkdbb homolég a DP47 humén csiravonallal (VH3), ezenki-
vill az egyes klénok kilonbozd VH-CDR3-szekvenciaval rendel-
keztek (1. abra). Mindkét klén VL-génje humédn, szintetikus
scFv-készlet Osszedllitdsédban alkalmazott, Nissim és munka-
tarsai altal leirt [EMBO J. 13, 692-698 (1994)] DPL16-

csiravonal volt. A VL-CDR3-szekvencidk kilonbdztek egymas-

tél, véletlenszerlen, négy-hat helyzetben (l.b &bra).
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TABLAZAT

CGS-1 és CGS-2 monomer scFv-fragmensek kinetikus és disszo-

ciadcidés allanddéi ED-B-domént tartalmazd fehérjékkel szemben

Antigén: ED-B
ScFv: CGS-1
koge (s71) * 7,0 x 1073

kon (M's™8)* 1,3 x 10°

K4 (M) * 5,4 x 107°

Antigén: 7B89
ScFv: CGs-1
koge (s71) * 3,9 x 10

ken (Mis™)* 1,1 x 10°

Kq (M) * 3,5 x 107°

Antigén: FN WI38vA
ScFv: CGs-1
Koes (s71) * 5,0 x 1073

kan(Mis™)* 4,1 x 10°

Ka (M) * 1,2 x 10°®

S128
2,7 x 107?
2,5 x 10°

1,1 x 1077

S128
3,0 x 107
2,9 x 10°

1,0 x 1077

S128
7,1 x 1072
1,2 x 10°

5,9 x 107®

CGS-2
1,5 x 107
1,3 x 10°

1,1 x 107°

CGSs-2
2,3 x 107!
1,1 x 10°

2,1 x 107°

CGS-2
6,5 x 107!
2,9 x 10°

2,4 x 107°
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Jelmagyardzat az I. tablazathoz:

A kisérleteket az “Anyagok és mddszerek” fejezet szerint
hajtottuk végre.

* A koes és kon értékek pontossdga +/- 30%, a koncentracié-
meghatarozas pontossaga, és a kissé eltérd eredmények mi-
att, melyeket akkor kaptunk, amikor a szenzogrammok kiilon-
b6z8 régidit haszndltuk fel az illesztési eljarasban. Ky =

koff/ kon .

3. példa

Affinitasérlelt scFv-k specifitéasa ED-B-t tartalmazé

fibronektinekre

A két affinitdasérlelt  scFv (CGS-1 és  CGS-2)
immunreaktivitdsdt eredetileg ELISA-val hatdroztuk meqg, és
kdzvetleniil BC-l-mAb-hez (amely a B-FN-izoformdt ismeri
fel) és IST-6-mAb-hez (amely csak az ED-B-nélkiili FN-
izoformakat ismeri fel)  Thasonlitottuk [Carnemolla é&s
mtséi., J. Cell. Biol. 108, 1139-1148 (1989); Carnemolla és
mtsai., J. Biol. Chem. 24689-24692 (1992)). Ezen mAb-k jel-
lemzéset a korabbiakban mdr leirtdk [Carnemolla és mtsai.,
J. Cell. Biol. 108, 1139-1148 (1989); Carnemolla‘és mtsai.,
J. Biol. Chem. 24689-24692 (1992)]. Ezutéan finomspecifitéas-
analizist végeztink termolizin-kezeléssel szadrmaztatott,
sokféle FN-fragmens és rekombindns fuziés fehérje alkalma-
zasaval.

Az ELISA-hoz és az immunblottoldshoz alkalmazott an-
tigéneket az alédbbiak szerint &llitottuk eld. FN-t human

plazmabdél és WI3BVAl3-sejtvonal kondiciondlt tapkézegébsl
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tisztitottuk korabbiakban leirtak szerint [Zardi és mtsai.,
EMBO  J. 6, 2337-2342 (1987) 1. Tisztitott FN-t
termolizinnel emésztettiink (X. tipusu protedz; Sigma
Chemical Co.) Carnemolla és munkatédrsai, J. Cell. Biol.
108, 1139-1148 (1989) kozleménye szerint. A nativ FN 110 kD
(B-) és a nativ FN 120 kD (B+) fragmenseit (lasd 2. tabla-
zat) korédbbi kbtzlemény (Borsi és mtsai., 2Anal. Biochem.
192, 372-379 (1991)] szerinti FN-emésztményekbd&l tisztitot-
tuk. A tenaszkin-C nagy izoformdjat Saginati és munkatdrsai
(Eur. J. Biochem. 205, 545-551 (1992) 4ltal leirtak szerint
tisztitottuk. A rekombindns fehérjéket az 1. példéban leir-
tak szerint expresszdltuk és tisztitottuk. SDS-PAGE-t és
Western-blottolast Carnemolla és munkatdrsai (1989) A4altal
leirtak szerint végeztink.

Az ELISA-ban alkalmazott valamennyi antigént PBS-el
higitottuk 50-100 pg/ml-es koncentracié kozé, és 4°C-on
burkoltunk egy éjszakdn &t Immuno-Plate mérdhelyeire (Nunc,
Roskilde, Dania). A nem ko6tdédott antigént PBS-el tavolitot-
tuk el, és azutén a tdlcakat 3 térf% marhaszérumbdl szairma-
z6 albumint (BSA) tartalmazdé PBS-el blokkoltuk 2 éra hosz-
szaig 37°C-on. Ezt négy mosads kévette 0,05% Tween-20-at
tartalmazd PBS-el (PBST). Az ellenanyogat azutén 1,5 éra
hosszaig hagytuk kotddni 37°C-on; az scFv-ket a toldalék-
szekvencidra (a FLAG-toldalékra specifikus M2-mAb-vel [Ko-
dak, New Haven, CT], vagy a myc-toldalékra specifikus 9E10-
el (ATCC, ‘Rockville, MD]) specifikus antiszérummal

eldinkubdltuk. Kontroll-ellenanyagként BC-1 és IST-6 mAb-t

teszteltink. PBST-vel vald négyszeri mosas utan a talcakat
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1 6ra hosszaig inkubdltuk 37°C-on 1:2000 higitasu (3% BSA,
PBST-ben), biotinilalt, kecskében termeltetett, anti-egér
IgG-vel (Bio-SPA Division, Mildné, Olaszorszadg). A mosaso-
kat megismételtik, és hozzadadtunk sztreptavidinb&l és
biotilindlt alkalikus foszfatazbdl &llé komplexet (Bio-SPA
Division, Milané, Olaszorszag) (1:8000 higitdsban PBST-vel,

ameiy 2 mM MgCl,-t tartalmazott) 1 déra hosszara 37°C-on. A

reakciéot 10%-0s dietanol-aminban (pH 9, 8) feloldott
foszfatdz-szubsztrat (“Phosphatase substrate tablets”

(Sigma)] hozzaadésaval hivtuk eld, és az optikai denzitast
405 nm-en olvastuk le. Az eredményeket a 2. téablazatban mu-
tatjuk be.

2. tablazat

CGS-1 CGS-2 BC-1 IST-6

Plazma FN 0,07 0,04 0,09 1,73
WI38VA FN 1,16 0,72 1,20 1,12
nl110 kD (B-) 0,03 0,01 0,05 1,20
nl20 kD (B+) 0,82 0,81 1,20 0,02
rec FN7B89 1,11 1,02 1,02 0,01

rec FN789 0,01 0,01 0,05 1,25
rec ED-B 1,21 1,32 0,15 0,04
rec FN-6 0,01 0,01 0,08 0,03
Tenaszkin 0,01 0,02 0,06 0,02

Az sScFv és a monoklonalis ellenanyagok

immunreaktivitdsat fibronektinb&l szarmaztatott antigének-

kel mértik ELISA-val. Az értékek 405 nm-en mért OD-ket je-
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lentenek a hattér-jel levonasa utan. Az adatok négy kisér-
let atlagat jelentik, maximum 10% standard deviaciéval.

A kisérletekben ‘alkalmazott, kiildnbsz8 fibronektin-
formadk azonositasa az aldbbi: plazma FN = human plazméabdl
szarmazd fibronektin; WI38-VA FN = SV40-el transzformalt
fibroblasztok feliiluszéibdl szdrmazd fibronektin [Zardi és

mtsai., EMBO J. o, 2337-2342 (1987)1; nl10kD

termolizinnel kezelt, ED-B-nélkili FN-domén-4; nl20kD

termolizinnel kezelt, ED-B-t tartalmazé FN-domén-4; rec
FN7B89 = szomszédos, III. tipusu, homolédg, ismétlsdsS FN-
szekvenciakkal szegélyezett ED-B-domén; rec FN789 = TII.
tipusd, homolég, ismétlédé FN-szekvencidk ED-B-doménnel;
rec ED-B = rekombinans ED-B egymagéban; rec FN6 =
rekombinadns FN-domén-6.

Mind a CGS-1, mind a CGS-2 felismeri a rekombinans
ED-B-peptidet, valamint az 3sszes, ED-B-szekvenciat tartal-
mazd, nativ vagy rekombindns FN-fragmenst is, mikdzben nem
két8dnek semmilyen, ED-B-nélkiili FN-fragmenshez. Tovabba, a
CGSFl és CGS-2 nem reagal tenaszkihnal [amely tizenst III.
tipusu, homoldg, ismétlddS szekvenciat tartalmaz, Siri és
munkatarsai, Nucl. Acid. Res. 19, 525-531 (1991)], és plaz-
mabdl szarmazdé FN-el, amely nem tartalmaz detektalhatd
mennyiségben ED-B-szekvenciat a termolizinnel emésztett
termékekben [Zardi és mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342 (1987)].
Ezzel ellentétben, a CGS-1 és CGS-2 erdteljesen reagél
SV40-el transzformalt, WI38VA-sejtvonalbdél tisztitott FN-
el. Ebb&l a sejtvonalbdl szarmazd FN-molekuldk koriilbeliil

70-90%-a tartalmaz ED-B-t, amint azt tisztitott FN-t és a



sejtvonalbdél 1izoldlt &ssz-RNS-t alkalmazd, termolizines
emésztéssel és Sl-nukledzos kisérletekkel kimutattak [Zardi
és mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342 (1987); Borsi és mtsai.,
Int. J. Cancer 52, 688-692 (1992)]. FN-b&l szarmazd ED-B-
komﬁonensre termeltetett scFv-k specifitdsét még a tovabbi-
akban mutatjuk be, szolubilis, rekombinadns ED-B alkalmaza-
saval, amely képes gatolni a CGS-1- és/vagy CGS-2-nek
WI38VA-sejteken 1lévd§ FN-hez vald kotddését (az adatokat nem
mutatjuk be).

Az adatok azt igazoljak, hogy a CGS-1 és CGS-2 csak
olyan FN-szarmazékokkal reagal specifikusan, amelyek tar-
talmazzak az ED-B-domént. Mindkettd ugyanolyan reaktivitast
mutat, mint a BC-1-mAb, kivéve rekombindns ED-B esetén,
amelyet nem ismer fel a BC-1. Az ELISA-jelek kontroll mAb-
khoz viszonyitott intenzitdsa a két scFv nagy specifitaséara
utal ED-B-tartalmu antigének esetén.

A CGS-1 és CGS-2 specifitasat immunblottokon vizsgal-
tuk tovabb, plazmdbdl szarmazdé FN és WI38VA-sejtek, vala-
mint gzek termolizines emésztményeinek alkalmazasaval.
WI39VA-sejtekbdl szarmazdé FN (a tobbségilk tartalmaz ED-B-
domént) termolizines emésztése sordn 120 kD méretd (ED-B-t
tartalmazd) fragmens, és egy ED-B-nélkiuli, 110 kD méretd
kisebb fragmens keletkezik [2.a &bra; Zardi és mtsai., EMBO
J. 6, 2337-2342 (1987)]. A 120 kD méretd domén tovabbi
emesztésével két fragmens keletkezik: egy 85 kD méretd

fragmens, amely majdnem az egész ED-B-szekvenciat tartal-

mazza karboxil-termindlisanal, és egy 35 kD méretd szekven-
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cia [2.a &bra; Zzardi és mtsai., EMBO J. 6, 2337-2342
(1987) 7.

A 2.b abra bal oldalédn immunblottal analizalt fehér-
jefrakcidk Coomassie-val festett géljeit lathatjuk. A plaz-
mabél szarmazé FEN-t (1. s&v) és a fehérje termolizines
emésztményeit (3. sav, amely a 110 kD méretd fehérjét tar-
talmazza, és 4. sav, amely az emésztett 110 kD méretd fe-
hérjét tartalmazza) nem ismeri fel a CGS-1 és CGS-2. Ezzel
ellentétben, az ED-B-gazdag, WI38VA-sejtekbdl szarmazé FN-
t, mind intakt (2. sav), mind novekvé mennyiségu
termolizinnel emésztett formdban (5., 6. és 7. sav) felis-
meri mindkét scFv-fragmens. A legkisebb, FN-bdl szarmazd
fragmens, melyet a CGS-1 specifikusan képes felismerni, a
120 kD méretd fehérje (a 2-11., III. tipusu ismétléds szek-
venciak kozdtti rész, azokat is beleértve), mig a CGS-2 a
85 kD méretd fragmenst képes felismerni, amely a 2-7. is-
métiédé szekvenciak kozotti részt foglalja magdban az ED-B
N-terminalisanal ([2.b abra; Zardi és mtsai., EMBO J. §,
2337-2342 (1987)]. Ezek az eredmények azt indikaljak, hogy
a két scFv két kiulonbdzd epitépra reaktiv az ED-B-
szekvencidban. A CGS-2 kdtddése a 85 kD méretd doménhez azt
indik&lja, hogy a klénnak megfeleld epitdép az ED-B amino-
termindlisdban helyezkedik el. Ezzel ellentétben, a CGS-1
nem képes kétédni, ha a 120 kD méretd domént 85 kD méretiire
emesztjik, ami azt tdmasztja alad, hogy olyan epitépot ismer
fel, amely sokkal inkdbb az ED-B-molekula karboxil-

termindlisa felé helyezkedik el.
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A CGS-1 és CGS-2 finomspecifitéasat a tovabbiakban
rekombinans FN-fragmenseket és ED-B-szekvenciat tartalmazé
vagy azokat nem tartalmazdé fuzibés fehérjéket alkalmazd
immunblottoléassal vizsgaltuk. M fuziéds fehérjéket
Carnemolla és munkatarsai ([J. Cell. Biol. 108, 1139-114s8
(1989)] leiradsa szerint 4&llitottunk el&. Ezen kisérletek
eredményeit a 3. abran mutatjuk be; a vazlatos diagram meg-
feleltetését a humdn FN doménjeinek szerkezetéhez 1lasd
Carnemolla és mtsai. [J. Biol. Chem. 24689-24692 (1992)]. A
kapott kotési gorbék lényegében megerdsitik az eldzé kisér-
letekben, az ELISA és az immunblottok esetén talaltakat
tisztitott FN-re és proteolitikus hasitasi termékekre: a
CGS-1 és CGS-2 erdteljesen reaktiv az ED-B-tartalmd FN-
fragmensekkel (2. és 4. sav), de nem mutat reaktivitast az
ED-B-nélkiili FN-szekvencidkkal (1. és 3. sav). A CGS-1 nem
reagal sem human (5. sav), sem csirkébdl szarmazd (6. sav)
ED-B fuzids fehérjével, mig a CGS-2 erdsen reagal mindkét
fragmenssel (3. 4bra). Ezek az eredmények azt mutatijak,
hogy bizonyos konforméacidés akadaly van a CGS-1 altal felis-
mert, ED-B-t tartalmazdé FN-ben 1lévé epitépban; példaul le-
hetséges, hogy az epitdp denaturaciéra érzékeny, vagy nem
hozzdférhetd teljes mértékben, ha SDS-PAGE-val frakcional-
juk és szilard hordozéra, példdul nitrocellulézra vissziik
at.

Mindent Osszevetve, ezek az eredmények azt tamasztjak
ala, hogy a CGS-1 és CGS-2 er8sen és specifikusan kotédik
ED-B-tartalmi FN-khez, az ED-B-szerkezet egymastél jél el-

kilonitheté régidiban, valamint jél elkilénithetden az ED-



B-szerkezetnek attdl a régidjatél, amit a BC-1-mAb felis-
mer.
4. példa

Affinitasérlelt, anti-ED-B scFv-k alkalmaziasa human és

egérbdl szarmazé tumorok immuncitokémiai festésében

A CGS-l-et es CGS-2-t egyarant alkalmazhatjuk az ED-
B-tartalmid FN-molekuldk immunolégiai lokaliz&lasara kiildn-
b6zé normadl és neopldzids humédn szovetekber.. Normal szdvet-
ként a bdért valasztottuk, mivel ismeretes, hogy a B-FN-
izoforma makrofagokban és fibroblasztokban expresszalédik a
kutan sebgyégyulads folyamén [Carnemolla és mtsai., J. Cell.
Biol. 108, 1139-1148 (1989); Brown és mtsai., BAmer. J.
Pathol. 142, 793-801 (1993)]. A két kxivalasztott human tu-
moron eldéz8leg anti-fibronektin mAb-ket alkalmazd festés
specifitasat vizsgaltuk: glioblasztéma multiformadt tanulma-
nyoztuk részletesen, mivel ebben a tumorban a véredények
endotél sejtjei nagymértékben proliferativ &llapotban van-
nak, megndvekedett mértékd angiogén folyamatokkal, k&ztiik
B-FN-izoformak expressziéjaval [Castellani és mtsai., Int.
J. Cancer 59, 612-618 (1994)]). Tovabba sokféle normal,
hiperplazias és neopladzids humén mellszovetet alkalmaztunk
a kisérletekben, amelyek tovébbi bizonyitékokat szolgaltat-
tak az angiogenezis és a B-FN-expresszié koézotti kapcsolat-
ra [Kaczmarek és mtsai., Int. J. Cancer 58, 11-16 (199%4)].

Az itt leirt kisérletekben a CGS-l-el és CGS-2-vel
végzett immunhisztokémiai festést a BC-l-mAb-al (amely a B-
FN-izoformat ismeri fel) végzett festéshez, és mas olyan

mAb-al végzett festéshez hasonlitottuk, amelyekrdl ismere-
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tes, hogy valamelyik vagy mindegyik ismert FN-izoforma-
varianssal (IST-4) reagal, vagy csak az E=D-B nélkiili FN-
izoformakkal (IST-6). Ezen valamennyi kontroll ellenanyagot
elézb6leg madr Jjellemeztek [Carnemolla és mtsai., J. Cell.
Biol. 108, 1139-1148 (1989); Carnemolla és mtsai., J. Biol.
Chem. 24689-24692 (1992)].

Normal és neoplaziads szoveteket kaptunk sebészeti be-
avatkozads koézben vett mintdkbdl. Az mar ismeretes volt,
hogy a szévetek preparalasa és fixaladsa kritikus az FN-
tartalmd molekulak pontos és érzékeny detektaldsahoz
(Castellani és mtsai., Int. J. Cancer 59, 612-618 (1994)].
Immunhisztokémia céljara 5 um  vastagsagu kriosztat-
metszeteket levegdn szaritottunk, és hideg acetonban fixal-
tunk 10 percig. Az immunfestést sztreptavidin és
biotinilalt alkalikus foszfatdz komplexét tartalmazd festd-
reagenskészlet (Bio-SPA Division, Milano, Olaszorszag), és
naftol-AS-MX-foszfit és Fast Red TR (Sigma) alkalmazasaval
hajtottuk  végre. Gill-féle hematoxilint alkalmaztunk
utanszinezdként, amelyet kovetden ,glycergel”-be (Dako,
Carpenteria, CAh) agyaztuk, kordbban leirtak szerint
[Castellani és mtsai., Int. J. Cancer 59, ©612-618 (1994)].
A specifitds tovabbi analizdlésa céljabdl, azokban a kisér-
letekben, ahol a szovetek pozitivan festddtek, az ED-B-re
vald specifitadst ugy bizonyitottuk, hogy az ellenanyagokat
rekombinans ED-B-doménnel eldinkubdltuk, azt kévetden a

fentebb leirtak szerint detektdltunk.
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Ezen kisérletek eredményei egészében véve azt mutat-
tak, hogy mind a CGS-1, mind a CGS-2 wugyanazzal a
hisztoldégai strukturaval reagal, mint a BC-1-mAb. B&rre ka-
pott festési mintdzat CGS-1l-et, CGS-2-t és BC-l-et alkal-
mazva arra utal, hogy FN-b&l szarmazé ED-B-expresszid nincs
a dermisben. Invaziv ductalis karcinémametszetek festése
esetén a CGS-1, CGS-2 és BC-1 korlatozott eloszlasu festd-
dést mutatott a neoplaziads sejtek és a stroma kdzétti hata-
ron. Ez Osszhangban van azzal a ténnvel, hogy bar az &ssz-
FN homogénen oszlik ‘el a tumor stromajéban, a B-FN
expresszidja csak bizonyos régidkra korlatozédik, és ezek
azok a teriiletek, amelyeket el&dz8leg sikeresen lokalizal-
tunk (az esetek 95%-4ban) invaziv ductalis karcinoméaban BC-
1-mAb alkalmazadséaval [Kaczmarek és mtsai., Int. J. Cancer
58, 11-16 (1994)].

Igazoltuk azokat a koradbbi felismeréseket, melyeket
glioblasztoma multiforma-tumor BC-l-et alkalmazdé festésekor
talaltunk. Castellani és munkatdrsai [Int. J. Cancer 39,
612-618 (1994)] glomerulus-szerud vaszkuldris strukturak ti-
pikus festddési mintdzatat figyelték meg, és a mi kisérle-
teinkben a CGS-1- és CGS-2-rél kimutattuk, hogy kvalitative
ezzel azonos eredményeket ad.

Azonban egy lényeges kiilénbség van a CGS-1 és CGS-2
valamint a BC-1-mAb k&z&6tt: a két humadn scFv-rél kimutat-
tuk, hogy képes kotddni mind csirkébdl, mind egérbdl szar-
mazé B-FN-hez, mig a BC-1 szigofﬁan humdn-specifikus. A

CGS-2 képes volt csirkeembridkkal reagalni (az adatokat nem
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mutatjuk be), és mind a CGS-1, mind a CGS-2 képes volt
egérbdl szarmazd tumorokkal reagalni.

Egér/patkédnybél szarmazd, F9-teratokarcindédma-metsze-
teken 1évd vaszkuldris strukturdk CGS-1-festését szintén
bemutatjuk. Ellenben valamennyi egérb&l szadrmazd, tesztelt
normal szévet (m&j-, lép-, vese-, gyomor-, vékonybél-, vas-
tagbél-, petefészek-, méh-, hugyhdlyag-, hasnyalmirigy-,
mellékvese-, vazizom-, sziv-, tidd-, pajzsmirigy- és agy-
szovet) negativ festédési reakcidt mutatott CGS-1-el és
CGS-2-vel (az adatokat nem rnmutatjuk Dbe). Az F9-
teratokarcinéma-metszeteken festddoétt struktirdkrél kimu-
tatfuk, hogy ED-B-specifikusak voltak, rekombinans ED-B-
domént alkalmazva, amely teljesen meggatolta az igy kapott
festédést (az adatokat nem mutatjuk be).

5. példa

Affinitasérlelt anti-ED-B scFv-k alkalmazasa human tumorok

in vivo megcélzasaban

SKMEL-28, human melandéma sejtvonalat alkalmaztunk
xenograft (két kiulonbszé fajbdl Atiiltetett szdvetet tartal-
mazd) tumorok kifejlesztésére 6-10 hetes meztelen egerekben
(Balb-c vagy MF-1; Harlan, UK) ugy, hogy 1 x 10’ sejtet in-
jektaltunk egerenként szubkutdn az egyik horpaszba. Tumoro-
kat hordozé egerek farok-erébe injektaltunk 100 pl, 1 mg/ml
scFv,-Cy7,-oldatot PBS-ben, amikor a tumorok k&riilbeluil 1

cm atmérdét elértek.
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Rekombinans ellenanyagokat CY7-el ugy jeldltiink, hogy
hozzdadtunk 100 upl, 1 M natrium-hidrogén-karbondt-oldatot
(pH = 9,3) és 200 pnl CY7-bis-Osu-t (Amersham; kat.sz.
PA17000; 2 mg/ml DMSO-ban) 1 ml, PBS-ben oldott ellenanyag-
oldathoz (1 mg/ml). Szobahdémérsékleten, 30 perc mulva, a
keverékhez hozzaadtunk 100 ul 1M Tris-puffert, pH = 7,4, és
a jeldlt ellenanyagot elvédlasztottuk a reagalatlan festék-
tél, egyszer haszndlatos, PBS-el ekvilibralt PD10-oszlopok
alkalmazasaval (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). Az
elualt z0ld ellenanyag-frakcidkat betéményitettitk kdriilbe-
lil 1 mg/ml-re Centricon-10-csdvek alkalmazasaval (Amicon,
Beverly, MA, USA). Az elért jelslési arany &ltalaban eqgy
molekula CY7 volt egy molekula ellenanyagra nézve. Ezt
spektroszkdépikusan hatdroztuk meg 1 cm-es kiivettakban, fel-
tételezve, hogy 1 mg/ml ellenanyag—oldat abszorpcidéja 280
nm-en 1,4 egység, és a CY7 molaris extinkcids dllandéja 747
nm-en 200.000 (M cm’), és elhanyagoltuk a CY7 abszorpcidjat
280 nm-en. Az ellenanvag-mintdk immunreaktivitasat a jelo-
lés wutan vagy ‘“band-shift”-el [Neri és mtsai., Nature
Biotechnology 14, 385-390 (1996)], antigén-oszlopon végzett
affinitaskromatografiaval, vagy BIAcore-analizissel igazol-
tuk. Az egereket hazilag épitett egér-leképezdvel képeztiik
le, szabalyos iddkozénként, oxigén/fluorotan-keverék belé-
legeztetésével eldidézett anesztézia alatt. Az egyes mintak
esetén két-nyolc egeret tanulmanyoztunk abbél a célbdl,
hogy meggy&zd&djlink az eredmények reprodukdlhatésagarél. Az
eljarasokat UK Project Licence: “Tumour Targeting” szerint

hajtottuk végre (kiadta D. Neri UK PPL 80/1056) .



_ 54 _ ecee oo oo .

Az infravords “egér-leképez8t” Folli és munkatarsai
[Cancer Res. 54, 2643-2649 (1994)] szerinti fotodetekcibs
rendszer médositasaként allitottuk 6ssze, amely CY7 infra-
vords fluorofdér alkalmazadsadt tette lehetdvé. Az infravdrsds
megvilagitast azért valasztottuk, mert jobb szdvetpenetra-
ciét kapunk. A CY7 fluoreszcenciidja (>760 nm) az emberi
szem szamara lathatatlan, és szamitdgéppel vezérelt CCD-
kamera alkalmazasa sziikséges. Az “egér-leképezd” egy feke-
tére festett, fénytél elzart doboz, amely 100 W-os
wolfram/halogén-lampaval van felszerelve, specidlisan CY7-
hez tervezett gerjeéztési szUuré (Chroma Corporation,
Brattleboro, VT, USA; 673-748 nm) van raillesztve. Az igy
kapott besugarzé fény, jo kozelitéssel egy 5 x 10 cm méretd
tertleten homogén, amelyre az egeret helyeztik a leképezés
céljabdél. A fluoreszcenciat egy B8-bites, monokrém Pulnix
CCD-kameraval detektaltuk, amely “C-mount” lencsékkel és 50
mm emisszids szlrével (Chroma Corporation, Brattleboro, VT,
USA; 765-855 nm) volt felszerelve,bés “ImageDOK” adatatvi-
teli rendszerhez (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool) kapcso-
lédott. Ez a rendszer képkimerevitdvel felszerelt szamitd-
gépbdl és software-b8l 4ll, egymas utdn k&vetkezd képek
felvétele és integrdldsa céljabdél. Egy atlagos eljaréasban
harom egymast kovetd képet vettink fel 50 ms alatt; ezt a
szamot 4allandénak vettiik egy 4allatrdl késziilt képsorozat
esetén, lehetdévé téve a tumorcélzas kdzvetlen Ssszehasonli-
tasat kiuloénbszé iddpontokban. A TIFF-formatuma képeket az-
utan PICT-f&jlokka konvertdltuk “Graphics Converter” prog-

ram alkalmazasaval, és kiértékeltitk “MacDraw Pro” program
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alkalmazasaval “Power Macintosh 7100/66” tipusu szamitégé-
pen.

A berendezés vazlatos rajza a 4. abran lathaté.

Ezek a kisérletek aldtdmasztottdk, hogy mindkét SCFv
a tumornal lokalizaldédik, ha makroszképikus szinten latha-
tova tesszik.

Fejldédd tumorokban 1évd, ujonnan képzddott érrendszer
két anti-EDB scFv-vel vald megcélzasédnak mikroszképikus be-
mutatadsat az alabbiakban ismertetjik részletesen.

Az egyik horpaszban SKMEL-28, ¥enograft  huméan
melandémaban, vagy egéreredetd F9-teratokarcindméban szen-
vedé meztelen egerekbe és/vagy SCID-egerekbe injektaltunk
jeldletlen FLAG-toldalékkal ellatott scFv-fragmenseket,
vagy biotinildlt scFv-fragmenseket.

Az egereket az injekcid utén, ktlonbdz8 idépontokban
elpusztitottuk, tumoros és nem-tumoros metszeteket készi-
tettink, amelyeket azutan szokdsos immunhisztokémiai elja-
ras szerint festettink, vagy anti-FLAG M2-ellenanyag (Ko-
dak, 18l), vagy sztrepavidin-alapu detekciés reagensek al-
kalmazédsaval. Optimdlis célzast Aaltaladban 12 éraval az in-
jekcidé utéan kaptunk. Mind a CGSl-re, mind a CGS2-re bemu-
tattuk, hogy képes mind xenograft human tumorhoz, mind

egér/patkényeredetl teratokarcinémdhoz kotdédni.
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6. példa

Egér/patkany, xenograft F9-teratokarcinéma megcélzasa mez-

telen egerekben

Szilard tumorokat fejlesztettink ki meztelen egerek
horpaszéaban, 4 x 10° egér/patkanybél  szarmazé, F9
teratokarcindéma-sejtek szubkutédn injekcidéjaval. Ezek a tu-
morok nagyon gyorsan ndvekednek egerekben, az 1 cm-es atmé-
rdt az injekcidé utadn koérilbelul 1 héttel elérik, és nagy-
mértékben vaszkularizaltak. Az ellenanyaggal végzett meg-
célzas leképezése céljabél, Folli és munkatarsai [Cancer
Res. 54, 2643-2649 (1994)] altal leirt fotodetekcids mbd-
szer mbédositasat alkalmaztuk, amely lehetdvé teszi a tumor-
megcélzas és az ellenaﬁyag—kiﬁrulés»kinetikai kiértékelését
ugyanabban az allatban, kiilénbszé iddpontokban, a fentebb
részletesen leirtak szerint (lasd a 4. abrat).

A tumor megcélzidsa és az ellenanyagok detektalasa
céljabol, scFv (CGS-1), ScFv (CGS-2) és anti-lizozim
scFv (D1.3) [McCafferty és mtsai., ~Phage antibodies:
filamentous phage displaying antibody variable domains”,
Natﬁre (London) 348, 552-554 (1990)] ellenanyagokhoz egy
homodimerizacidés toldalékot [Pack és mtsai., Bio/Technology
11, 1271-1277 (1993)] kapcsoltunk ugy, hogy az ellenanyago-
kat pGIN5SO0 expresszids vektor Sfil/NotI-hasitéhelyébe
szubklénoztuk. Ez a vektor a pDN268 [Neri és mtsai., Nature
Biotechnology 14, 385-390 (1996)] szarmazéka, amelyben a
toldalék Hisé6-szekvencidjat helyettesitettiik a kdvetkezd
szekvenciaval: GGC-LTD-TLQ-AFT-DQL-EDE-KSA-LQOT-EIA-HLL-KEK-

EKL-EFI-LAA~-H, amely egy Cisztein-csoportot, és a Fos-
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fehérje amfipatikus hélixét tartalmazza, az ellenanyag-
fragmensek kovalens homodimerizaciéja [Abate és mtsai.,
(199)] céljabdl. A teljes kovalens dimerizacidt nem értik
el: az ellenanyag-fragmensek kérilbelil 30-50%-4t kovalen-
sen kapcsolt dimerek alkotték.

Az ellenanyag-fragmenseket affinitdskromatografiaval
tisztitottuk olyan oszloppal, melyre tyuktojasbdl szarmazd
lizozimot (D1.3) wvagy 7B89-et [anti-ED-B ellenanyagok;
Carnemolla és mtsai., (1996)] kapcsoltunk CNBr-aktivilt
Sepharose-hoz (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). A
feliluszdokat felvittik az affinitas-hordozékra, melyet az-
utdn PBS-el, PBS + 0,5 M NaCl-al mostunk, és 100 mM Et3N-el
elualtunk. Az ellenanyagokat azutidn PBS-el szemben diali-
zaltuk.

Az ellenanyagokat a fentebb leirtak szerint jeloltiik,
és azutdn a tumort hordozéd egerek farok-erébe injektaltuk
PBS-ben oldott, 100 ul, 1 mg/ml sckFv,-Cy7,-oldattal, ha a
tumor koérilbelil 1 cm a&tmérdt elért.

Ahogyan az 5. &bran lathaté, scFv(CGS-1)-et harom na-
pig volt lokalizdlhatd a tumoron, bar gyorsan ki is urilt a
tumorbdél ezen periddus alatt. Azonban bizonyos mértékd fes-
tédés a combndl is volt. A CGS-1 tumorcélzd hatékonysaga
dramaian javult az amfipatikus hélix bevitelével, amely egy
cisztein-csoportot tartalmazott a C-terminalisnal az ellen-
anyag-dimerizacié eldsegitése céljabsl (Pack és mtsai.,
Bio/Technology 11, 1271-1277 (1993)]. vValéban ugy tlnt,
hogy a dimer scFv(CGS-2), lokalizaciéja nem csdkkent szig-

nifikdnsan 24-72 ora kozott. Ezzel ellentétben a negativ
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kontroll [a dimer scFv(D1l.3)2, anti-lizozim-ellenanyag]
gyors kilruUlést mutatott, és nem volt detektalhatéd lokali-
zacibé a tumoron vagy combon.

Az ScFv(28SI) gyenge tumorcélzé képességet mutatott 6
bra elteltével (nem mutatjuk be), de nem volt detektalhatd
24 Ora elteltével vagy késébb (6. abra). Az affinitasérle-
lés sokkal Jjobb célzd képességhez vezetett; tehat az
ScFv(CGS-2) hatékonyan célzott kis és nagy F9-tumorokat,
akdr monomerként (6. abra), akdr dimerként (nem mutatjuk
be). Két nap mulva a tumor egy grammjara vonatkoztatott,
injektalt ellenanyag-dézis koriilbeliil 2%-a volt megtaldlha-
td az scFv(CGS-2) monomer esetén, és 3-4%-a az ScEFv (CGS-2)
dimer esetén. Az scFv(CGS-2) 4altal a tumorhoz szallitott
dézis szintén nagyobb vol:, mint az SCFv (CGS-1) esetén (5.
és 6. abra), és korrelaciéban volt megfeleld affinitasukkal
(1. téablazat). Azonban ugy tldnik, hogy mind az scFv(28SI),
mind az SCFv(CGS-2) hajlamos proteolitikus hasitasra, és a
méaj nagy mértékben felvette, mig az scFv (CGS-1) -
ellenanyagok szignifikdnsan stabilabbak voltak, és a maj

kisebb mértékben vette fel.
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SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 4 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 1. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Ser Leu Pro Lys

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCTIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 12 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULAT{PUS: peptid

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Gly Val Gly Ala Phe Arg Pro Tyr Arg Lys His Glu

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 17 béazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

oo
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MOLEKULATIPUS: cDNS
A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CAGGAAACAG CTATGAC 17

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 51 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTTGGTCCCT CCGCCGAATA CCACMNNMNN MNNMNNMNNM NNAGAGGAGT

TACAGTAATA GTCAGCCTC 69

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 54 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATTGCTTTTC CTTTTTGCGG CCGCGCCTAG GACGGTCAGC TTGGTCCCTC CGCC

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZ&I:

HOSSZA: 43 aminosav

54



TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: cDNS

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

Gly Gly Cys Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala Phe Thr Asp Gln Leu Glu
Asp Glu Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile Ala His Leu Leu Lys Glu

Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala His

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZGI:

HOSSZA: 8 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: line&ris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 7. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Pro Val Val Leu Asn Gly Val Val

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 8 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

Pro Phe Glu His Asn Leu Val Val
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A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

A SZEKVENCIA JELLEMZOT:
"HOSSZA: 113 aminosav
TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: protein
EREDETI FORRAS:

TORZS: CGS1

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA

Gln Val Gln Leu Val Glu
Ser Leu Arg Leu Ser Cys
Ala Met Ser Trp Val Arg
Ser Ala Ile Ser Gly Ser
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
Leu Gln Met Asn Ser Leu
Ala Arg Ser Leu Pro Lys

Arg

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

A SZEKVENCIA JELLEMZ&I:
HOSSZA: 121 aminosav
TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: protein

EREDETI FORRAS:

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
Arg

Trp

Gly
Val
Ala
Gly
Arg

Ala

LEIRASA:

Gly
Ser
Pro
Ser
Asp
Glu

Gln

Gly
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

Gly

Leu
Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
Ala

Leu

Gln
Phe
Leu
Ala
Asn
Val

Val

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Thr

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

Val

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Ser



TORZS: CGS2

A 10. AZONOSITO
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SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Glu Val Gln Leu Val

Ser Leu Arg Leu

Ser

Ala Met Ser Trp Val

Ser Ala Ile Ser
Lys Gly Arg Phe
Leu Gln Met Asn
Ala Arg Gly Val

Gln Gly Thr Leu

Gly
Thr
Ser
Gly

Val

Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val

Cys
Arg
Ser
Ile
Leu
Ala

Thr

Ala
Gln
Gly
Ser
Arg
Phe

Val

Ala Ser Gly Phe Thr
Ala Pro Gly Lys Gly
Gly Ser Thr Tyr Tyr
Arg Asp Asn Ser Lys
Ala Glu Asp Thr Ala
Arg Pro Tyr Arg Lys

Ser Arg

A 11 AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 109 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: protein

EREDETI FORRAS:

TORZS: CGS1

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp

Thr Val Arg Ile Thr Cys

‘Ser Trp Tyr Gln Gln Lys

Gly Lys Asn Asn Arg Pro

Ser Ser Gly Asn Thr Ala

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr

Val Val Phe Gly Gly Gly

Gln
Pro
Ser
Ser
Cys

Thr

Pro Ala Val Ser Vval
Gly Asp Ser Leu Arg
Gly Gln Ala Pro Vval
Gly Ile Pro Asp Arg
Leu Thr Ile Thr Gly
Asn Ser Ser Pro Val

Lys Leu Thr Val Leu

Gln
Phe
Leu
Ala
Asn
Val

His

Ala
Ser
Leu
Phe
Ala
Val

Gly

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Glu

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

Trp

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys

Gly

Leu Gly Gln

Tyr Tyr Ala

Val Ile Tyr

Ser Gly Ser

Gln Ala Glu

Leu Asn Gly



A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAT:

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:
HOSSZA: 109 aminosav
TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: protein
EREDETI FORRAS:

TORZS: CGS2

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA:

Ser Ser Glu Leu Thr Gln Asp Pro Ala Vval
Thr Val Arg Ile Thr Cys Gln Gly Asp Ser
Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro
Ser Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Ser

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr

Ser
Leu
Pro
Asp
Thr
Pro

Val

Val
Arg
Val
Arg
Gly
Phe

Leu

Ala
Ser
Leu
Phe
Ala
Glu

Gly

Leu
Tyr
Val
Ser
Gln

His

Gly Gln
Tyr Ala
Ile Tyr
Gly Ser
Ala Glu

Asn Leu
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljards szintetikus molekulakészletbdl izolalt,
fibronektin (FN) ED-B onkofetalis doménjére specifikus és
ahhoz koézvetleniil kot8dni képes, specifikus kdotémolekula
eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a specifikus k&témo-
lekulat k&dold nukleinsavat expresszaljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy
(i)‘ fagban expresszalt, peptid- vagy fehérjekonyvtarat
szkrinelink fibronektin-fehérjébdl szarmazd ED-BR-domént
tartalmazé fibronektin-fragmenssel;

(ii) bakteridlis gazdasejteket fertdzink a pozitiv klénok-
kal;

(iii) a pozitiv fag-klénokat affinitédsérlelési folyamatnak
vetjik ala;

(iv) megismételjik az (i) és (ii) lépéseket az antigénnel
szemben javitott affinitasu, pozitiv fagkldénok szelektala-
sara;

(v) gazdasejteket fertdziink a pozitiv klénokkal, és ellen-
anyag-molekulédkat tisztitunk a gazdasejtekbdl.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (i) lépésben scFv-fagkényvtarat szkrineliink
fibronektin-fehérjébsl szarmazd rekombinans antigénnel.

4. A 3. ilgénypont szerinti eljadrads, azzal jellemezve,
hogy humén eredetl scFv-ket expresszalé fagkonyvtarat

szkrinelink.



5. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (i) 1lépésben a fagklénokat 7B89 vagy ED-B
rekombinans antigénekkel szkrineljiik.

6. Szintetikus molekulakészletbdl izolalt, fibronektin
(FN) ED-B onkofetalis doménjére specifikus és ahhoz kdzvet-
lenil kotddni képes, specifikus kdtdmolekula, amely 1. vagy
2. igénypont szerinti eljdradssal lett eldallitva.

7. A 6. igénypont szerinti specifikus kotdémolekula,
amely egy ellenanyag antigénkstd doménijét tartalmazza.

8. A 7. igénypont szerinti specifikus kétémolekula,
amely human eredetd ellenanyag antigénkstd doménjét tartal-
mazza.

9. A 6-8.‘igénypontok barmelyike szerinti specifikus
k&tdémolekula, amely - az FN termolizin-protedzos kezelését
kdvetden - valamennyi ED-B-tartalmu FN-hez k&tddik.

10. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kotdmolekula, amely valamennyi ED-B-domént és IIT. tipusu
homolég ismétldédS szekvencidkat tartalmazé rekombinans FN-
hez kotdédik.

11. A 6-10. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kotdmolekula, melynek B-FN-hez k5t8dését az ED-B-domén ga-
tolja.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus kotémolekula, amely képes human, egérbdl, patkanybédl,
csirkébdl vagy barmilyen mas fajbol szarmazd, konzervalt

ED-B-domént tartalmazé B-FN-hez k&tddni.
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13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus koétémolekula, amely az FN N-glikandzos kezelése nélkiil
is képes B-FN-hez k&tédni.

l4. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus koétémolekula, amely DP47 humdn csiravonalbdl szarmazd
szekvencia nehéz lanc variabilis régiéjaval (VH) (1. kédon:
Glu - 98. kbédon: Arg, az 1. &bran) és Ser-Leu-Pro-Lys CDR3-
szekvenciéval rendelkezik.

15. A 6-13. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kdotémolekula, amely DP47 humédn csiravonalbél sSzarmazé szek-
vencia nehéz lanc variébilis régiéjaval (VH) (1. kédon: Glu
- 98. kbédon: Arg, az 1. &bran) és Gly-Val-Gly-Ala-Phe-Arg-
Pro-Tyr-Arg-Lys-His-Glu CDR3-szekvenciaval rendelkezik.

16. A 6-13. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kétémolekula, amely DPL16 human csiravonalbél szarmazéd
szekvencia k&nnyd lanc varidbilis régiéjaval (VL) (1. kb6-
don: Ser - 90. kédon: Ser, az 1. &bran) és Pro-Val-Val-Leu-
Asn-Gly-Val-Val szekvenciaként a CDR3-szekvencia maradék
részével rendelkezik.

17. A 6-13. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kotémolekula, amely DPL16 humidn csiravonalbél szarmazd
szekvencia koénnyld lénc varidbilis régisojaval (VL) (1. kobé-
don: Ser - 90. kdédon: Ser, az 1. abrén) és Pro-Phe-Glu-His-
Asn-Leu-Val-Val-ként a CDR3-szekvencia maradék részével

rendelkezik.



18. A 6-13. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kétémolekula, amely DP47 humadn csiravonalbdl szarmazd szek-
vencia nehéz lanc varidbilis régiéjaval (VH) (1. kédon: Glu
- 98. kddon: Arg, az 1. &bran) és a CDR3-szekvenciaval ren-
delkezik.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus kétémolekula, amely tisztitott monomerként mérve, ED-B-
FN-re 6 x 107 M disszoci&ciés &llanddval (Kd) rendelkezik.

20. Az 1-19. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus kotémolekula, amely scFv-molekulat tartalmaz.

21. Az 1-20. igénypontok bérmélyike szerinti specifi-
kus kotémolekula, amely dimer scFv-molekulat tartalmaz.

22. Az 1-21. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus k&étémolekula, amely 14-18. igénypontok bérmelyike sze-
rint definidlt ellenanyag-fragmens.

23. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti specifi-
kus kotdémolekuldt tartalmazd gydgyaszati készitmény, amely
gybgyaszatilag elfogadhatd segédanyaggal van kombinalva.

24. Nukleinsav, amely 6—22._ igénypontok barmelyike
szerinti specifikus kotdmolekuladt kédol.

25. Fag, amely 6-22. igénypontok barmelyike szerinti
specifikus kétdmolekulat koédol.

26. Gazdasejt, amely 24. igénypont szerinti nuklein-
savval van transzformdlva vagy transzfektalva.

27. A 6-22. igényportok barmelyike szerinti specifikus

kotdémolekula, terdpias alkalmazasra.
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28. A 6-22. igénypontok barmelyike szerinti specifikus
kdtémolekula alkalmazdsa tumorok leképezésére vagy megcél-
zasara szolgédld gydgyszer gyartasaban.

29. Diagnosztikai kit, amely 6-22. igénypontok barme-
lyike szerinti specifikus kétdmolekuldt és a molekula sej-
tekhez vald kotédésének meghatarozasat lehetdvé tevs, egy

vagy tobb reagenst tartalmaz.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

S dr. Pethd Arpad
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