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A talalmany targyat monoklondlis ellenanyag-szekvenci-
ak, a talalmany szerinti monoklonalis ellenanyagok &ltal
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Monoklonalis ellenanyagok, antigének valamint
rosszindulatd megbetegedések diagnézisa és gyogy-

kezelése

A talalmany targyat monoklonalis ellenanyag-szekvenci-
ak, a talalmany szerinti monoklonalis ellenanyagok 4altal
megkotott antigének peptidszekvencidi, valamint talalmany
szerinti a monoklondlis ellenanyagokat és a peptideket al-
kalmazbé diagnosztikai és terédpids vizsgadlati eljarasok ké-
pezik.

A WO 95/20605 szamui nemzetkozi szabadalmi iratunkban
immunstimulans monoklon&lis ellenanyagokat tettiink k&zzé.
Az emlitett szabadalmi irat té&rgyat képezé B lymphoblastoid
sejtek ellen termelt ellenanyagokrél kimutattuk, hogy im-
munstimulans hatasuak. Daganatos &llatokba injektalva ezek
az ellenanyagok daganatellenes hatassal rendelkeztek.

A jelenlegi gydgyaszati eljarasoknak megfelelden a da-
ganatdiagnosztika jellemzden tébblépcsés folyanmat, amely
fizikai vizsgalatot, kiulonféle képalkotd eljarasok alkalma-
zasat, valamint szamos daganatmarker hasznalatat foglalja
magaban. Régdta sziikkség lenne olyan daganatdiagnosztikai
eljarasokra, amelyek nemcsak a daganat korai kimutatéasat,
hanem tipusanak korai meghatéarozasat is lehetdvé teszik.

A talalmany alapjat lymphoblastoid sejtek elleni el-
lenanyagok szekvencidinak meghatarozasa képezi. A taldlméany

szerinti megoldads tovabba azon a felismerésen alapul, hogy
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az ellenanyagok az egészséges paciensek T-sejtjeihez torté-
né kotddésiiknél tapasztaltakhoz képest daganatos megbetege-
désben szenvedd paciensek T-sejtjeihez eltérd (nagyobb vagy
alacsonyabb) mértékben kotddnek.

Egy szempontbdél a taldlmadny targyat a kovetkezdk al-
kotta csoport barmely tagjanak megfeleld, variabilis régiét
tartalmaz®é monoklonédlis ellenanyag képezi:

(a) az 1. &bran taléalhaté aminosav-szekvencidval ren-
delkezd varidbilis nehézlanc-régidét tartalmazd monoklonalis
ellenanyag;

(b) a 2. &bran taldlhatdé aminosav-szekvenciaval ren-
delkez8 variabilis kappa konnyldlanc-régiét tartalmazd mono-
klonalis ellenanyag:;

(c) az 1. &bran taladlhatdé aminosav-szekvenciaval ren-
delkez8 varidbilis nehézlanc-régidét valamint a 2. abran ta-
lalhatdé aminosav-szekvenciaval rendelkezd variabilis kappa
kénnyldlanc-régiét tartalmazd monoklonalis ellenanyag;

(d) az 1. &bran taldlhatdé aminosav-szekvenciaval lega-
1labb 70%-o0s szekvencia-azonossagot mutatd varidbilis nehéz-
ldnc-régidét tartalmazd monoklonalis ellenanyag;

(e) a 2. abran taldlhatdé aminosav-szekvenciaval lega-
14bb 70%-0s szekvencia-azonosséagot mutatéd variabilis
kénnylildnc-régidét tartalmazd monoklonalis ellenanyag.

A taldlmény szerinti megoldasban "ellenanyag" kifeje-
zés alatt az IgG, IgM, IgD, IgA és IgE osztalyok barmelyi-
kébe sorolt monoklondlis ellenanyagot értiink. A kifejezés
egyarant magaban foglalja a teljes ellenanyagokat, vagy az

azok antigénkoté doménjat tartalmazdé ellenanyag-fragmense-



ket, pl. az Fc-rész nélkiili ellenanyagokat, az egylancu el-
lenanyagokat, az alapvetden csupan az ellenanyag variabilis
antigénkots doménjat tartalmazd fragmenseket stb.

Mindezek mellett a taldlmény targyat képezik azok az
ellenanyagok is, amelyek a fentiekben bemutatott monoklona-
lis ellenanyagok altal megkoétott antigénekhez kotddnek, va-
gyis amelyek a fentiekben emlitett ellenanyagokkal kereszt-
reakcidét mutatnak.

A taldlmany egy megvaldsitasi médjaban a monoklonalis
ellenanyag emberi-egér kiméra ellenanyag, vagyis emberi
konstans régiéval és egér eredetd variabilis régidval ren-
delkez& monoklonalis ellenanyag. Erre a célra a talalmany
szerinti monoklondlis ellenanyag varidbilis kappa konnyt-
lanc- és nehézlanc-régidit PCR-klénoztuk és DNS-lket szek-
venaltuk. A talalmany egy tovabbi megvalésitési médjaban az
ellenanyag teljes mértékben humanizalt ellenanyag, vagyis
mind variabilis, mind konstans régidéi emberi eredetlek.

A "legaldbb x%-os azonossdgot mutatdé" kifejezés az op-
timalisan egymas ald rendezett szekvencidkban megegyezd
aminosavak sz&zalékos aranyara utal. Ennek megfelelden a
70%-0s szekvencia-azonossag azt Jjelenti, hogy két vagy
tobb, optimalisan egymads ald rendezett polipeptid-szekven-
cia aminosavainak 70%-a megegyezik. A szekvencia-azonosséag
mértéke eldnydsen legaldbb 80%, legelénydsebben pedig lega-
l4bb 90%.

Egy tovabbi szempontbdél a talalmany targyat a talal-
many szerinti monoklon&dlis ellenanyagok barmelyikét termeld

egér hibridéma sejtvonalak képezik. A hibriddémak a szakem-—



ber szamara ismert szémos eljaras barmelyikével eldallitha-
tok [pl. Kohler, G. és Milstein, C.: Nature 256, 465
(1975)). A hibridéma sejtvonalak tenyészeteinek fellluszo-
jat ellenanyagkotd aktivitds kimutatasa érdekében jellemzS-
en a szakember szamara ismert szamos eljaras egyikével pl.
enzimkapcsolt immunoszorbens vizsgalati eljarassal (ELISA-
val), vagy radioimmun-vizsgalati eljérassal (RIA-val)
szkrinelik. A feliiluszbékat a taldlmény szerinti peptidek
barmelyikéhez (ld. lentebb), vagy bizonyos sejtekhez (pl.
Daudi sejtekhez vagy T-limfocitdkhoz) k&étéd6é monoklonalis
ellenanyagok jelenlétére szkrinelik.

A talalmany targyat képezik tovabba a fenti monoklona-
lis ellenanyagok nehéz- vagy koénnytildncanak barmely amino-
sav-szekvenciajat kédold DNS-szekvencidk is. Amint az szak-
ember szamara feltétleniil nyilvanvald, a genetikai koéd de-
generaltsaganak koszénhetden a talalmany szerinti monoklo-
nadlis ellenanyagokat az 1. vagy 2. abran bemutatott nukle-
insav-szekvencidkon kivil szamos mas nukleinsav-szekvencia
is kébdolhatja.

A talalmany tdrgyat képezik tovadbba expresszids vekto-
rok, pl. a DNS-szekvencidkat tartalmazé plazmidok, valamint
az ezen expressziés vektorok kozil egyet vagy tobbet tar-
talmazdé gazdasejtek is.

Egy tovabbi szempontb6l a talalmany targyat képezik
azok a B-sejt antigén peptidszekvenciak 1is, amelyekhez a
taldlmany szerinti monoklondlis ellenanyagok kotddni képe-

sek. A nem-redunddns génbank adatbdzisban és az EST-rész-



legben folytatott keresések alapjan ezek Uj peptidszekven-
ciadknak felelnek meg.

E szempontnak megfelelSen a taldlmany targyat képezi
tovabba az aldbbiak alkotta csoport barmely tagjanak megfe-
leld peptid is:

(a) a 10. Abran bemutatott aminosav-szekvenciaval ren-

delkezd peptid;

(b) a 11. abran bemutatott aminosav-szekvencidval ren-

delkezd peptid;

(c) a 12. abran bemutatott aminosav-szekvenciaval ren-
delkezb peptid;

(d) az (a), (b) és (c) jelld peptidek aminosav-szekven-
ciadival legaldbb 85%-0s azonossagot mutatd peptid;

(e) az (a)-(d) pontbeli peptidek kozil egyet vagy tob-
bet tartalmazdé protein vagy peptid.

A talalmany szerinti peptidek szamos diagnosztikai
vizsgalati eljaras céljara igénybevehetdék, 1igy példaul al-
kalmazhatdk kompetitiv immun-vizsgalati eljaréasokban,
amelyben a monoklonalis ellenanyagnak a T-sejt fellletén
taldlhaté természetes antigénjéhez torténéd kotddése mérté-
kének megdllapitasara keril sor. Emellett allatoknak a pep-
tidekkel torténd immunizalasaval a fentiekben vagy az alab-
biakban ismertetett felhaszndldsi mdédok barmelyikében al-
kalmazhaté ellenanyagok termelhetdk.

Egy tovabbi szempontbél a talalmany targyat képezi a
fentebb emlitett peptidek Osszes analdgja 1is. Szakember
szamara egyértelmld, hogy a talalmany szerinti peptidek ami-

nosav-szekvencidja a peptid antigénkoté tulajdonsagainak



lényeges mértékd megvaltoztatidsa nélkil médosithatd pl. egy
vagy toébb aminosav addiciéja, delécidéja vagy konzervativ
vagy nem konzervativ szubsztiticidéja altal.

A "konzervativ szubsztiticid" kifejezés egy aminosav
ugyanazon osztalyba tartozé aminosavval torténd helyettesi-
tésére utal, ahol az osztalyba sorolas az aminosav-oldal-
lancok kozos fiziko-kémiaili tulajdonsédgain és a természetben
taldlhaté homoldég proteinekben pl. standard Dayhoff csere-
gyakorisag-matrix ("frequency exchange matrix") vagy
BLOSUM-matrix alkalmazasaval megdllapitott magas szubszti-
tuciés gyakorisagon alapul. Az aminosav-oldallancok hat al-
taldnos osztalyba sorolhatdék: I. osztaly: (Cys); II. osz-
taly: (Ser, Thr, Pro, Ala, Gly); III. osztaly: (Asn, Asp,
Gln, Glu); IV. osztaly: (His, Arg, Lys); V. osztaly: (Ile,
Leu, Val, Met); VI. osztaly: (Phe, Tyr, Trp). Példaul egy
Asp egy masik III. osztdlyba sorolt aminosavval (Asn, Gln
vagy Glu) torténd helyettesitése konzervativ szubsztitucid-
nak szamit. A "nem-konzervativ szubsztitucid" kifejezés egy
adott osztélyba sorolt aminosavnak egy masik osztalyba tar-
tozdé aminosavval torténd helyettesitését jeloli, pl. ilyen
egy II. osztadlyba sorolt aminosav (Ala) egy III. osztalyba
sorolt aminosavval (Asp, Asn, Glu vagy Gln) toértént helyet-
tesitése.

A fentiekben (és a késdébbiekben) az egyes aminosavak
jelolésére alkalmazott betlik megfelelnek az IUPAC-IUB
Biochemical Nomenclature Commission altal javasclt egybetis

aminosav-jeloléseknek.



A taldlmdny targyat képezik a fentiekben ismertetett
peptidek azon analdgjai 1is, amelyek a talalmany szerinti
monoklondlis ellenanyagokhoz a 10-12. abrédkon bemutatott
peptidekkel 1lényegében megegyezé mértékben koétddnek. A ko-
t5dés mértékének megallapitasara barmely, szakember szamara
ismert eljaras igénybevehetd.

A taldlmény szerinti peptidek és azok analdgjai kémiai
uton is médosithatdk, a kémiai uton mdédositott peptidek és
peptidanalbégok is a taldlmany targyat képezik. A "kémiai
Uton médositott" kifejezés olyan proteinre utal, amely ami-
nosavainak legaldbb egyike természetes uton, pl. feldolgo-
zadssal vagy egyéb poszt-transzlacids beavatkozassal, vagy
szakember szamara j6l ismert kémiai mobdédositd eljarasok al-
kalmazasaval médositva lett. A szamos ismert mdédositasi el-
jaras kozul Jellemzden, de nem kizardlag a kovetkezdk
igénybevételére keriilhet sor: acetilalas, acilalas, amida-
lads, ADP-riboziléalas, glikozilalas, GPI horgony kialakitas,
folyékony vagy lipidszarmazék kovalens kotése, metilalas,
mirisztildlas, pegildlas, prenilalas, foszforilalas, ubik-
vitinalas stb.

A talalmany alapjat képezé masik fontos felismerés,
hogy a taldlmany szerinti monoklondlis ellenanyagok kilon-
b6z8 mértékben kotddnek egészséges és rosszindulatu megbe-
tegedésben szenvedé paciensekbdl szarmazd T-sejtekhez. Ez
alapjan a taldlmany téargyat képezi egy vizsgalt paciens
rosszindulati megbetegedésének nagy valdszinliséggel torténd
kimutatasara szolgald vizsgalati eljaras, amely a kovetkezd

lépésekbdl all:
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(a) a pacienstdl testfolyadék-minta nyerése;

(b} a mintdnak legaldbb egy talalmidny szerinti mono-
klonalis ellenanyaggal torténdé érintkeztetése;

(c) a monoklonadlis ellenanyag mintabeli T-sejtekhez
tortént kotddése mértékének megadllapitasa;

(d) a (c) pontban megadllapitottak Osszehasonlitéasa a
talalmany szerinti monoklondlis ellenanyagok egészséges pa-
ciensb&dl nyert T-sejtekhez torténd kotddésének mértékével;
a két kotSdés mértéke kozotti lényeges mértékd kiilonbség
arra utal, hogy a vizsgdlt péaciens nagy valdszinlséggel
rosszindulati megbetegedésben szenved.

A talalmany szerinti megoldasban a vizsgadlandd paci-
enstél nyert minta barmely, kimutathatdé mennyiségl T-sejtet
tartalmazd testfolyadék lehet. A testfolyadék-minta jellem-
z8en vér- vagy nyirok. A taladlmany szerinti monoklonédlis
ellenanyagok kinyert mintaval torténd érintkeztetését meg-
elSz8en eldnydsen a mintabeli periférias vérbeli mononu-
clearis sejteket ("peripheral blood mononuclear cells",
PMBC) a szakember szamara ismert eljdrasok barmelyikével,
pl. "Ficoll Hypaque" slrlségcentrifugalassal szeparaljuk,
majd ezeket a szeparalt sejteket érintkeztetjik az adott
ellenanyagokkal.

A "rosszindulatu megbetegedés" kifejezés szakember
szamdra ismert barmely rosszindulatu megbetegedést és annak
barmely szakaszat jeldlheti, ideértve a még korai stadium-
ban 1évé és klinikai tlineteket nem okozd rosszindulatu meg-

betegedéseket is. Ez a megjelolés eldnydsen tomott dagana-

tokra utal.



Az "egészséges pdciens" kifejezés rosszindulatu megbe-
tegedésben nem szenved$ egyénre utal, de utalhat tobb egyén
esetében kapott Aatlagértékre, vagy tobb egyén testfolyadé-
kainak ©sszevonasaval kapott minta esetében mért értékre
is. A kotédés standard mértékének egészséges paciensek ese-
tében tértént megallapitdsat nem kell minden egyes vizsga-
lat esetén megismételni, az igy kapott érték folyamatosan
felhasznalhaté. A talalmany szerinti megoldassal kapcsolat-
ban kimutattuk, hogy egészséges paciensek CD3' T-sejtjeinek
kb. 25%-a kdtédik a taldlmany szerinti ellenanyagokhoz.

A "nagy valdsziniiséggel" kifejezés arra utal, hogy a
talalmany szerinti vizsgalati eljards egy kezdeti szlrd-
vizsgalat, amely képes a feltételezhetden rosszindulatu
megbetegedésben szenvedd paciensek azonositasara. Azt, hogy
a talalmany szerinti eljarédssal betegként azonositott paci-
ens valdéban rosszindulati megbetegedésben szenved, késdbb
szakember szamara ismert egyéb eljarasokkal kell igazolni.

A "kotsdés mértéke" kifejezés az ellenanyagnak egy
vizsgalt paciens T-sejtjén taladlhatdé antigénhez torténd ko-
t6désének mértékére utal, amely az ellenanyag-kotddés mér-
tékének megallapitasara alkalmas barmely, szakember szamara
ismert eljarassal, igy pl. ELISA-val vagy western blot el-
jarassal meghatarozhaté. A kotdSdés mértékének meghataroza-
sdban barmely detektaldérendszer, pl. kimutatast lehetdve
tevé jelzdanyaghoz kotdtt anti-egér immunglobulin vagy an-
nak fragmense igénybevehetd. Kimutatast eldsegitd jelzd-
anyag lehet pl. egy radioaktiv csoport, egy fluoreszcens

csoport, egy kimutathaté terméket eredményezd reakcidt (pl.



szinreakciét) katalizald enzim, egy avidinnel kimutathatd
biotincsoport stb. A taldlmadny egy eldényds megvaldsitasi
moédjaban a taldlmany szerinti monoklonalis ellenanyagok T-
sejtekhez torténd kotddése mértékének megdllapitasa kettds
jelolés alkalmazaséaval torténik, ahol a T-sejt elleni el-
lenanyag (pl. anti-CD3" ellenanyag) egyfajta fluoreszcens
jelz6anyaghoz, a taldlmany szerinti monoklonalis ellenanyag
pedig egy masik tipusu fluoreszcens jelzdanyaghoz k&tott. A
kotddés mértékének megédllapitéasa ezutan fluoreszcein-
aktivalt sejtosztéalyozd berendezés ("fluorescein activated
cell sorter", FACS) alkalmazasaval torténik. A kotddés mér-
tékének megallapitasa azon (anti-CD3" ellenanyagokhoz koté-
dott) CD3" T-sejtek aranyanak meghatéroéésén alapul, ame-
lyek egyuttal a taladlmany szerinti monoklondlis ellenanyag-
okhoz is kotddnek.

A taldlmany szerinti megolddsnak megfelelden kimutat-
tuk, hogy a rosszindulatu megbetegedésben szenvedd pacien-
sek vérmintaiban a CD3" sejtek mennyisége hasonld az egés-
zséges paciensektd61l szirmazd vérmintadk CD3+ sejt tartalma-
hoz, igy a monoklondlis ellenanyagot és anti-CD3' ellen-
anyagot egyarant megkoté T-sejtek arédnyanak megallapitasa-
kor rosszindulatu megbetegedésben szenved§ és egészséges
paciensek esetében egyarant érvényes az odsszes CD3" T-sejt-
szamra torténdé normalizaléds. Ugyanakkor a taldlmany szerin-
ti monoklonalis ellenanyagot is megkodtd CD3' T-sejtek (a
tovabbiakban "CD3" mAb’ sejtek") szazalékos aranya rosszin-
dulatu megbetegedésben szenvedd paciensek esetében lényeges

mértékben kilonbozik az egészséges paciensek vérében talal-



haté CD3' mAb' sejtek szAzalékos aranyatédl. Rosszindulatu
megbetegedésben szenvedé paciens esetében a megbetegedés
tipusatél figgden a Cd3' mAb' sejtek szazalékos aranya lé-
nyeges mértékben alacsonyabb vagy magasabb lehet, mint az
ugyanezen sejtek egészséges paciensekben tapasztalhatd ara-
nya.

A taldlmany szerinti monoklondlis ellenanyag egy vizs-
galt paciensbdl nyert T-sejthez torténd kotddésének mérté-
két egy egészséges paciensbdl nyert T-sejtekhez mutatott
kotédéséhez képest "lényeges mértékben kiilénbdzdnek" itél-
jlik meg, ha a monoklondlis ellenanyag kotédésének mértéké-
ben az itt emlitett kisérletes eljardsok eredményeinek ér-
tékelésére alkalmazott, szakember szamadra ismert barmely
statisztikail eljaréassal (pl. Student-féle t-prdba) statisz-
tikailag lényeges kildnbség tapasztalhatéd.

A taldlmany szerinti megoldas nemcsak a nagy valdszi-
nliséggel valamilyen tipusu rosszindulatu megbetegedéssel
érintett egyének azonositasara alkalmas (ahol a betegségben
szenvedd paciensben egy egészséges pacienshez képest a ta-
l4lmédny szerinti monoklonédlis ellenanyagok eltér8 mértéku
T-sejt kotddése tapasztalhatd), hanem elSsegitheti meghata-
rozott rdkos megbetegedések altal érintett egyének azonosi-
tasat 1is, az alapjan, hogy az egészséges paciens esetében
meghatarozotthoz képest alacsonyabb vagy magasabb mértéki
ko6tS8dés megallapitéasara keril sor.

A taldlmany szerinti monoklondlis ellenanyagok egés-
zséges paciensekbdl szdrmazdé T-sejtekhez torténd kotddése

kb. 25%-on beliil van, vagyis a CD3 T-sejt markert expresz-



szadldé (anti-CD3" ellenanyag kotdédése alapjan azonositott)
sejtek 25%-a a taldlmdny szerinti monoklonalis ellenanyago-
kat is megkoti.

A taldlmany szerinti megoldasnak megfelelden kimutat-
tuk, hogy prosztatardkos betegekb6l szarmazé mintdkban a
talalmany szerinti monoklonalis ellenanyagokhoz k&étéds CD3Y
T-sejtek ardnya kb. 50% kortli.

Kimutattuk tovabba, hogy a vastagbél- vagy emldrékos
paciensekbdl nyert mintdkbdl szarmazdé Cd3" T-sejtek eseté-
ben a taldlmdny szerinti monoklonadlis ellenanyagokat 1is
megkétd sejtek aradnya kb. 7%, valamint kb. 10% volt.

Mindezek alapjan a taldlmany szerinti megoldasnak meg-
felelden megéllapitottuk, hogy a taldlmany szerinti mono-
klonadlis ellenanyagoknak a testfolyadék-mintdban jelenlévd
CD3'" sejtekhez torténd kotSdése mértékének meghatarozaséan
alapuld egyszerl, egy alkalommal elvégezhetd vizsgalati el-
jarassal egy vizsgalt péaciens testfolyadékabdél nagy vald-
szinliséggel kimutathatdé egy meghatarozott daganattipus je-
lenléte. A taldlmény szerinti diagnosztikai vizsgalati el-
jarast annak egyszerlsége, vagyls az, hogy egy meghataro-
zott rakos megbetegedésben szenvedd paciens azonositisahoz
csupan egyfajta monoklondlis ellenanyag alkalmazasat igény-
1li, rendkiviil alkalmassad teszi a populacidé széleskoru
szkrinelésére.

Mindezek alapjan egy tovabbi szempontbdél a taldlmany
targyat egy vizsgadlt paciens egy meghatarozott rosszindula-
tul megbetegedését nagy valdszinlséggel kimutatd vizsgalati

eljaras képezi, amely a kovetkezd lépésekbdl all:



(a) a pacienstdél testfolyadék-minta nyerése;

(b) a mintadnak a taldlmdny szerinti monoklondlis el-
lenanvagokkal torténd érintkeztetése;

(c) a monoklondlis ellenanyagok mintabeli T-sejtekhez
tortént kotbdése mértékének megallapitésa;

(d) a kotdédés (c) pontban megadllapitott mértékének
Odsszehasonlitédsa a taldlmany szerinti monoklondlis ellen-
anyagok egészséges paciensbdél nyert T-sejtekhez torténd ko-
t8désének mértékével, ahol a két kotSdés mértéke kozdtti
lényeges mértékd kiilonbség arra utal, hogy a vizsgalt paci-
ens nagy valdszinliséggel rosszindulati megbetegedésben
szenved; valamint ha a paciensb6l nyert T-sejtekhez tortént
kotédés mértéke alacsonyabb vagy magasabb a monoklonédlis
ellenanyagok egészséges paciens T-sejtjeihez torténd kotsd-
désének mértékénél, az nagy valdszinlséggel a vizsgdlt pa-
ciens meghatarozott tipusui rosszindulati megbetegedésére
utal.

Kozelebbr&l, ha a taldlmdny szerinti monoklondlis el-
lenanyag kotédése lényegesen magasabb mértékd, mint egés-
zséges paciensek esetében, akkor a vizsgalt péaciens nagy
valdszinliséggel prosztatardkban szenved.

Ha a taldlmany szerinti monoklonalis ellenanyag koté-
dése lényegesen alacsonyabb mértékd, mint egészséges paci-
ens esetében, akkor a vizsgalt paciens nagy valdszinliséggel
vastagbél- vagy emldéradkban szenved.

A taldlmany diagnosztikai megvaldésitasi mdédjanak meg-
felelSen a taladlmadny szerinti monoklondlis ellenanyagokat

tartalmazd készitmények felhaszndlhatdék (&ltaldban) rossz-



indulatil megbetegedésben szenvedd paciensek azonositasara,
vagy a paciens egy feltételezett meghatarozott rosszindula-
ti megbetegedésének kimutatasara. Egy tovabbi szempontbdl
tehadt a talalmany targyat a fentebb bemutatott ellenanyagok
legalabb egyikének megfeleld monoklonalis ellenanyagot al-
kalmas vivéanyaggal egylitt tartalmazé diagnosztikai készit-
mény képezi. A hordozdéanyag lehet oldhatd, pl. a szakember
szamadra ismert élettani szempontbdél elfogadhatd pufferek
barmelyike (pl. PBS), vagy szilard fazisu, pl. ilyenek a
latex gyongyok.

A taladlmany targyat képezik tovabba pl. a talalmany
szerinti monoklon&lis ellenanyagokat alkalmazdbé és a fentebb
emlitett diagnosztikai vizsgalati eljaréasok elvégzésére al-
kalmas diagnosztikai vizsgalati reagenskészletek is. A ta-
lalmany egy megvaldsitasi médjadban a diagnosztikai reagens-
készlet rendszerint egy vagy tobb tdroléedényben a fentiek-
ben emlitett monoklondlis ellenanyagok koziul legalabb
egyet, a monoklonalis ellenanyag specifikus kotédési part-
nere (pl. a taldlmany szerinti antigén vagy analdgja) kon-
jugatumat, valamint kimutathatdé jelet produkald jelzdanya-
got és hasznalati utasitast tartalmaz. A jelzdanyag a mono-
klonalis ellenanyaghoz kotott, vagy alternativ médon, a
monoklonalis ellenanyaghoz specifikusan kétd8dé hordozémole-
kuldhoz kapcsolt lehet. A vizsgalt mintat a monoklonéalis
ellenanyagok sejtekhez torténdé kotddését lehetdvée tevd ide-
ig inkubaljuk a diagnosztikai reagens készitménnyel.

Egy tovabbi szempontbél a taladlmany targyat aktiv

bsszetev8ként a taladlmany szerinti monoklonalis ellenanyag-



ok kozil egyet vagy tobbet tartalmazd gydgyaszati készitmé-
nyek képezik. A taldlmany targyat képezi tovdbba a monoklo-
nalis ellenanyagok egy paciens kiilénféle rosszindulati meg-
betegedéseinek gybdgykezelésére szolgald gydbgyaszati készit-
mények elfallitdsara torténd alkalmazasa is.

Egy tovabbi szempontbdél a taladlmany targyat egy keze-
lésre szoruld paciensnek a monoklondlis ellenanyagok gyo-
gyadszati szempontbdl hatékony mennyiségének beadasat maga-
ban foglald, rosszindulati megbetegedések gydgykezelésére
alkalmas eljaréas képezi. A gydgyaszati szempontbdl hatékony
mennyiség alkalmas a rosszindulatu megbetegedés tilineteinek
enyhitésére, cstkkentésére vagy teljes megsziintetésére.

A taldlmény targyat képezik tovabbad a taladlmdny sze-
rinti peptideket tartalmazé gydgyadszati készitmények is.
Ezek a készitmények példaul egy paciens aktiv immunizilasa-
ra, a T-sejtjeihez kotddS és benne immunvalaszt kivaltd el-
lenanyagok képzésére vehet&k igénybe.

Az aldbbiakban részletesen bemutatjuk a taldlmany sze-
rinti megoldéast.

Az alabbiakban a csatolt abrédkra torténd eseti hivat-
kozadsokkal mutatjuk be a taldlmany fébb szempontjait. A le-
iradsban és az &bradkon a "BAT ellenanyag" és a "taldlmdny
szerinti monoklondlis ellenanyagok" kifejezéseket egymassal
azonos értelemben, felcserélhetdden alkalmazzuk.

Az aladbbiakban az abrak rovid leiraséat kozoljik.

Az 1. A&abra a taldlmadny szerinti monoklonalis ellen-
anyag varidbilis nehézlanc-régidéjénak DNS- és peptidszek-

vencidjat mutatja be.



A 2. abra a talalmany szerinti monoklonalis ellenanyag
variabilis kappa konnyldlanc-régidjanak DNS- és peptidszek-
venciajat mutatja be.

A 3. adbra a taldlmany szerinti ellenanyag ("BAT"-nak
elnevezett) variabilis nehézlanc-régidéja aminosav-szekven-
cidjanak elemzését mutatja be. A "BAT" a BAT ellenanyag Vy
régiéjanak aminosav-szekvenciajanak, mig a "VMSs2" a
VMS2/VGK4 <csiravonal-gén aminosav-szekvenciajanak felel
meg. Ahol a BAT-szekvencia és a csiravonal-szekvencia azo-
nosak, a csiravonal szekvenciat egy pont (.) jeldli, a nem
egyezd csiravonal bazisokat feltintettik az abran. A tabla-
zatban és a kovetkezd oldalakon talalhatd szekvenciakon
feltiintettiik, hogy milyen gyakorisadggal fordulnak eld bizo-
nyos aminosavak egy meghatérozott pozicidéban az egér nehéz-
lanc vegyes alcsoportban ("Mouse VH Misc.") és egy, az
bdsszes ismert egér Vy-szekvencidt tartalmazé nagyobb adat-
bazisban ("A1ll mouse Vy") [Kabat és mtsai.: "Sequences of
proteins of immunological interest” (1991)].

A 4. abra a taladalmany szerinti ellenanyag (az abran
"BAT"-nak nevezett) varidbilis kappa koénnyllanc-régidja
aminosav-szekvencidjdnak elemzését mutatja be. A "Mouse"
jelzés a BAT ellenanyag Kk régiéja aminosav-szekvenciaja-
nak, mig a "Germ" 3jelzés a H4 csiravonal-gén aminosav-
szekvenciajanak felel meg. Ahol a BAT-szekvencia és a csi-
ravonal-szekvencia azonosak, a csiravonal szekvenciat egy
pont (.) jelsdli, a nem egyezd csiravonal bazisokat feltin-
tettiik az &bran. A tablazatban és a kovetkezd oldalakon ta-

lalhatd szekvencidkon feltiintettiik, hogy milyen gyakorisag-
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gal fordulnak eld bizonyos aminosavak egy meghatarozott po-
ziciéban a Kabat-féle egér nehézlanc VI. alcsoportban
("Mouse Vx VI") és egy, az Osszes ismert egér Vi-szekvenci-
at tartalmazd nagyobb adatbazisban ("All mouse Vg")

Az 5. abra a talalmany szerinti kiméra ellenanyag va-
ridbilis kappa koénnyldlanc-régidéjanak DNS- és peptidszekven-
cidjat abrazolja.

A 6. abra a talalmény szerinti kiméra ellenanyag vari-
abilis nehézlanc-régidéjanak DNS- és peptidszekvenciajat ab-
razolja.

A 7. abra a talalmany szerinti kiméra ellenanyag kappa
kénnylilancanak expresszidéjara alkalmazott pKN 110 jelld em-
16s expresszids vektor vazlatos felépitését mutatja be.

A 8. abra a taladlmany szerinti kiméra ellenanyag ne-
hézlancanak expresszidéjara alkalmazott pGlD 110 jeld emlds
expresszids vektor vazlatos felépitését mutatja be.

A 9. abra a talalmany szerinti egéreredetd és yl/kappa
kiméra ellenanyag Daudi-sejtekhez toérténé kotddése jelleg-
zetességeinek mérésére alkalmazott ELISA eredményeinek gra-
fikus a&brazolasara mutat be egy példat.

A 10. &bra a taldlmany szerinti 1. peptid aminosav-

szekvenciajat mutatja be.

N

A 11. abra a taldlmény szerinti peptid aminosav-

szekvenciajat mutatja be.

A 12. 3abra a taldlmany szerinti 3. peptid aminosav-
szekvenciajat mutatja be.

A 13. 4&4bra egészséges egyének vérmintadinak FACS-

elemzése alapjadn a taladlmany szerinti monoklonalis ellen-




anyagot (BAT jelzés) is megkstd CD3' sejteknek az Osszes
CD3" sejt mennyiségéhez viszonyitott szdzalékos aranyat mu-
tatja be vazlatosan.

A 14. abra vastagbélrdkos paciensek vérmintainak FACS-
elemzése alapjadn a talalmany szerinti monoklondlis ellen-
anyagot (BAT jelzés) is megkotd CD3' sejteknek az Osszes
CD3" sejt mennyiségéhez viszonyitott szazalékos aranyat mu-
tatja be vazlatosan.

A 15. 4bra emlérakos péaciensek vérmintdiban a taldl-
many szerinti monoklonalis ellenanyagot (BAT jelzés) 1is
megkoétd CD3" sejteknek az oOsszes CD3' sejt mennyiségéhez
viszonyitott szazalékos aranyat mutatja be vazlatosan.

A 16. 4bra prosztatardkos paciensek vérmintdiban a ta-
ladlmany szerinti monoklonalis ellenanyagot (BAT jelzés) is
megkstd CD3" sejteknek az Osszes CD3' sejt mennyiségéhez
viszonyitott szdzalékos ardnyat mutatja be vazlatosan.

A 17. abra egészséges egyének és emldérakos, vastagbél-
rakos vagy prosztatardkos paciensek esetében kapott értéke-
ket Osszehasonlitva vazlatosan bemutatja a taldlmdny sze-
rinti monoklondlis ellenanyagot (BAT Jjelzés) megkotsS CD3*
sejtek Atlagos szazalékos aranyéat.

A 18. 4&bra prosztataradkban, fiul-, orr-, torokrakban
("ear, nose and throat carcinoma", ENT), emldrakban szenve-
dé péaciensekbdl, vagy Daudi-sejtrétegekbdl nyert T-sejtek-
b8l szarmazbd peptidek western blot elemzésének eredményérdl
készitett felvétel. A taldlmédny szerinti monoklonalis el-
lenanyaggal inkubalt lenyomat a prosztatardkos paciensekbdl

nyert T-sejtek esetében fokozott mennyiségl antigént jelez,



mig emlérakos paciensekbdl nyert T-sejtek esetében az anti-
gén mennyisége a kimutathatésag alatt van.

I. A monoklonalis ellenanyag szekvenalasa

(A) Roviditések

Magzati borjusavé (FCS); ribonukleinsav (RNS); hirvivs
RNS (mRNS) ; dezoxiribonukleinsav (DNS) ; masolati DNS
(cDNS) ; polimeraz-lancreakcié (PCR); perc (min); masodperc
(s); trisz-borat puffer (TBE).

(B) Anyagok

A tapkdzeg-Osszetevéket és minden egyéb szovettenyész-
téshez alkalmazott anyagot a Life Technologies-t81 (UK)
szereztink be. Az RNS-izolald reagenskészletet a
Stratagene-t6l (USA), mig az elsé szAal cDNS szintézishez
alkalmazott reagenskészletet a Pharmacia-té61 (UK) vasarol-
tuk. A PCR-hez szlikséges Osszetevdk és berendezések (ide-
értve az "AmpliTaq®' DNS-polimerazt) forrdsa a Perkin Elmer
(USA) volt. A "TA Cloning®" reagenskészletet az Invitrogen-
t61 (USA) szereztiik be. Az (UltraPure™) agardzt a Life
Technologies-t&1 (UK) vasaroltuk. A "Thermo Sequences™"
el8kevert szekvenald reagenskészlet és a "Vistra 725" tipu-
su DNS-szekvenald berendezés forrdsa az Amersham (UK) volt.
Minden egyéb molekularis bioldgiai terméket a New England
Biolabs-tb61 (USA) szereztink be.

(C) Kisérletes eljarasok: az egéreredetli BAT ellen-
anyag variabilis régiéja génjeinek PCR-klbénozasa és szekve-
nalasa

Az egéreredetd BAT hibriddéma sejtvonalat és a Daudi

sejtvonalat sikeresen MRC-CC-re vittiik, mindkét sejtvonalat
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10% FCS-val, 100 egység/ml penicillinnel, 100 pg/ml sztrep-
tomicinnel, 2 mM L-glutaminnal, 1 mM natrium-piruvattal és
12,5 egység/ml nisztatinnal kiegészitett glutaminmentes
RPMI-ben szuszpenzidban tenyésztettiik.

MegkozelitSleg 10° életképes BAT hibridéma sejtet
nyertink ki, majd ebbdl a sejtmennyiségb8l RNS 1zo0lalé
reagenskészlet segitségével, a gyartd utasitasainak megfe-
leléen &sszes RNS-t izolaltunk. A reagenskészlet guanidin-
tiocianat és fenol-kloroform alapu egylépcsds kivonasi el-
jarast alkalmazott [Chromczynski és Sacchi: Anal. Biochem
162, 156 (1987)]. Szintén a gyartd utasitasainak megfelels-
en egy elsé szalu cDNS szintézis reagenskészlettel a BAT
hibridéma RNS-b&1l a reagenskészletben taldlhatd NotI- (dt)is
lancinditdé alkalmazasaval szimpla szAalui DNS méasolatot ké-
szitettink. Mindegyik reakcidé 33 pl-es végsd térfogataban
megkozelitéleg 5 pg Osszes RNS-t hasznaltunk fel. A teljes
reakcidkeveréket ezutdn az RNS-cDNS duplex denaturaléasa és
a reverz transzkriptdz inaktivaldsa érdekében 5 percre
90°C-ra melegitettiik, majd jég kozott lehtdtottik. Az egér-
eredetd varidbilis nehézlanc-régidé génjének (Vy—-gén) és az
egéreredetl varidbilis kappa konnyllanc-régidé génjének (Vg—
gén) hibridéma sejtvonalbdél torténd PCR-amplifikacidjara
Jones és Bendig eljarasat alkalmaztuk [Jones és Bendig:
Bio/Technology 9:8, (1987)]. Roviden, az egéreredetd varia-
bilis régidé gének PCR-kldbdbnozasidra egyrészt két sorozat de-
generalt lancinditét alkalmaztunk, amelyek k6zil az egyiket
ugy tervezték, hogy az egér nehézlanc-gének vezetdszekven-

cidajadhoz (MHV1-12; 1. téablazat), a masikat 1gy, hogy az



- 21 - PO I

egéreredetd kappa koénnyllanc-gének vezetdszekvenciajahoz
(MKV1-11; 2. téablazat) hibridizadljon, valamint emellett a
megfeleld konstans régié génjének 5' végéhez hibridiz4aléd
lancinditékat vettiink igénybe.

Minden egyes degeneralt lancinditd és a neki megfelel$
konstans régié lancindité alkalmazasaval kiilénadlld PCR-eket
végeztink speciadlis PCR-szobaban, a keresztszennyezédés le-
heté6ségét minimAdlisra csokkentS speciadlis protokollok al-
kalmazidsa mellett. A templat cDNS amplifikdldsara minden
esetben "AmpliTag®' DNS-polimerazt alkalmaztunk. A PCR-
csoveket ezutan "Perkin Elmer 480 DNS thermal cycler" be-
rendezésbe helyeztiik, majd egy kezdeti, 94°C-on 1,5 percig
végzett olvasztasi fazist kovetSen 94°c-on 1 percig, majd
72°C-on 1 percig 25 ciklust futtattunk. Az utolsé ciklus
végeztével egy végsd lanchosszabbitd lépést végeztiink 72°C-
on 10 percig, majd a reakcidelegyeket 4°C-ra hitottik. A
hibridizalasi (50°C) és lanchosszabbitasi (72°C) 1lépések
kozotti 2,5 perces, hosszabb atallasi idétél ("ramp time")
eltekintve a ciklusok lépései kozott 30 masodperces atalla-
si idét alkalmaztunk.

Annak kideritésére, hogy melyik tartalmaz megfeleld
méretd PCR-terméket, minden egyes PCR-b&l 10 pl-t 1%-os
agarb6z/TBE gélen (pH = 8,8) futtattunk. A teljes hosszusagu
varidbilis régidé géneket amplifikalt PCR-eket ©6nallé PCR-
klénok nyerése és a PCR-eredetli hiba lehetdségének minima-
lisra csokkentése érdekében megismételtiik. A megfeleld mé-
retd PCR-termékek 1-6 upl-es egyenld adagjait kozvetleniil a

"TA Cloning®" reagenskészletben taldlhaté pCRII™ vektorba



klénoztuk, majd a gyartdé utasitasinak megfelelden INA oF'
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A megfeleld méretd
inszertet tartalmazdé plazmidot magukban foglald telepeket a
pCRII 5’ és pCRII 3’ oligonukleotid lancinditdékkal (1d. 3.
tablazat) végzett PCR-szkrineléssel azonositottuk [Gissow
és Clackson: Nucleic Acids Res 17, 4000 (1989)].

Az azonositott, feltételezhetdéen pozitiv klénok dupla
szalul plazmid DNS-ét "Vistra" DNS-szekvenald késziilék és a
"Thermo Sequenase™" ell8kevert szekvendld reagenskészlet se-

gitségével, a gyartd utasitédsainak megfeleléen szekvenal-

tuk.

1. példa

A BAT ellenanyag variabilis nehézlanc-régiéjanak klénozasa

és szekvenalasa

Amint az a humanizdlasi eljarasokndl megszokott, szi-
gori PCR-klénozasi és szekvenalasi protokollt kovettiink.
Erre azért volt szlikség, hogy minimdlisra csodkkentsik az
egéreredetl Vy varidbilis régidé gének vad tipusu szekvenci-
diban a BAT hibriddéma sejtvonalbdél szarmazé hiba lehetésé-
gét. A génszekvenciakat csak akkor fogadtuk el helyesnek,
ha legaldbb két kilonbdz8, az egéreredetld BAT ellenanyagot
expresszald hibridéma sejtvonalbdl szarmazd Vy—-gén kloén
DNS-szekvencia adatai tokéletesen megegyeztek.

Harom kiilonbdzd, mas-mas Osszes RNS kivonasbdl és azt
kovetd elsd szalu cDNS-szintézis reakcidébdl szarmazd PCR-
terméket PCR-klbénoztunk és mindkét DNS szalat teljes egé-

szében szekvendltuk. Bar mind a 12 nehézlanc-lancinditét
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(1. tablazat) megvizsgaltuk, csak az MHVS jeld léancinditéd
(az egéreredetd Y3 nehézlanc-gén CH; doménjdhoz hibridizald
MHCG3-mal egyitt) PCR-amplifikalt egy kb. 460 bp-os termé-
ket, amelyet azutan a pCRII™ klénozd vektorba TA-kldbnoztunk
(nem kozolt adatok).

A hidrom (mas-mas elsé szal szintézis reakcidbdl és azt
kévetd PCR reakcidbdl szarmazd) PCR-termék mindegyikébdél
szarmazb6 tobb egyedi kldén DNS-szekvencia elemzésével megha-
taroztuk a BAT ellenanyag varidbilis nehézlanc-régidéjanak
szekvencidajat (l1d. 1. abra). A wvizsgalt harom PCR-klén
mindkét DNS-szalara vonatkoztatva igazoltuk a szekvencia

azonossagat.

2. példa

A BAT ellenanyag variabilis kappa koénnyilanc-régibéjanak

kldénozasa és szekvenalasa

Az elsé szal szintézissel eldallitott szimpla szalu
cDNS-templatot degeneralt kappa konnyldlanc lancinditdék so-
rozataval (1d. 2. tablazat) PCR-amplifikaltuk. Ez ugyanak-
kor egynél tobb degeneralt lancinditdédbél szarmazd PCR-
termékek amplifikdldédasat eredményezte, ami arra utalt,
hogy legaldbbis a BAT hibriddéma sejtvonalban egynél toébb
variadbilis régidé gén transzkripcidéjara kerilt sor.

Mindenekeldtt PCR-terméket eredményezett az (Osszes
MKV-sorozatba tartozé lancinditdhoz hasonldéan a kappa
kénnylilanc jelz&peptid DNS-szekvencidjanak 5' végéhez hib-
ridizaldé) MKV2 és az (egéreredetd kappa konstans régidé gén-

jének 5' végéhez hibridizald) MKC lancinditdk egylittes al-
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kalmazasa. Korabbi, sajat laboratdériumunkban szerzett ta-
pasztalataink arra utaltak, hogy az MKV2 lancinditd rendel-
lenes mRNS-transzkriptumot PCR-amplifikdl. Ez a MOPC2ln
jelzésli rendellenes pszeudogén jelen volt az eredeti MOPC-
21 plasmacytoma sejtvonalbél szidrmazd Osszes standard fuzi-
0s partnerben [Deyev, S. M. és mtsai.: Genetica 85, 45
(1991)]. A BAT hibridéma eldallitasdhoz fuzidés partnerként
a MOPC-21 sejtvonalbdél szarmazé NO-0 sejtvonalat hasznil-
tuk. Ennek ko&vetkeztében nem meglepd tehdt, hogy az MKV2
ladncinditdé alkalmazésaval PCR-terméket kaptunk. A termék
elemzésével kimutattuk, hogy a funkcidé nélkili pszeudogén-
nek felel meg (nem koz&lt adatok).

Szokatlan mdédon egy tovédbbi, az MKV7 lancinditd és az
MKC 1léancinditd egylittes alkalmazasakor rendszerint PCR-
klénozasra kertilé, kordbban a rokon NS-1 sejtvonal 4&ltal
szekretaltként azonositott pszeudogént [Hamlyn, P. H. és
mtsai.: Nucl. Acids Res. 9, 4485 (1981)] nem lehetett kimu-
tatni az eddig vizsgalt PCR-termékek kozott. Mivel az NS-1
és NS-0 sejtvonalak egymassal nagyon szoros rokonsagban
allnak, ezt kissé meglepének tartottuk. Ugyanakkor ez 1is
ravilagitott a BAT hibridéma sejtvonalban végbemené kappa
konnytlanc-transzkripciéval kapcsolatos ismeretek tiszta-
zatlansagara.

Az MKVS5 és MKC jeldi lancinditdékkal a BAT hibridéma
sejtvonalbbél egy tovabbi, véguil a BAT ellenanyag Vg génjé-
nek bizonyult PCR-klént amplifikdltunk. A megk6zelitéleg
450 bp-os termék INVaF' kompetens sejtekbe tértént transz-

formédlasat kovetben a feltételezett pozitiv transzforman-
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sokat a PCR-szkrineléses vizsgalati eljarédssal azonositot-
tuk, majd DNS-szekvenaltuk.

Az MKV5-termék (mas-més elsd szal szintézis reakcidbol
és azt kovetd PCR reakcidbdl szarmazd) két egyedi kldénjéanak
DNS-szekvencia elemzésével meghatdroztuk a BAT ellenanyag
varidbilis kappa konnyldlanc-régidjénak szekvencidjat (1d.
2. 4bra). A klénok mindkét DNS-szdla esetében igazoltuk a

szekvencia azonossagat.

3. példa

Az egéreredetd BAT ellenanyag variabilis régidinak szekven-

cia-elemzése

A BAT Vi és Vy régidinak aminosav-szekvenciadajat Ossze-
hasonlitottuk a Kabat-féle adatbazisban (1d. fentebb) meg-
hatdrozott egéreredetli variadbilis régidé alcsoportok kon-
szenzus szekvenciaival. Az elemzés alapjan kidertlt, hogy a
BAT Vy régidé legnagyobb mértékben az egéreredetd kappa VI.
alcsoport konszenzus szekvenciajaval egyezik meg. A BAT Vyu
régidé hasonld elemzésével megallapitottuk, hogy az az egér-
eredetli "vegyes" Jjelzésli nehézlanc-alcsoport konszenzus
szekvencidjadhoz all a legkdzelebb.

A fentiekben ismertetett BAT ellenanyag varidbilis ré-
gidk szekvenciainak egéreredetl csiravonal-szekvencia adat-
bazissal toértént oOsszevetése alapjan megallapitottuk, hogy
a BAT Vy,-génhez a VMS/VGK4 jelzésii (3. A&bra), a BAT Vg-
génhez pedig a H4 jelzésl (4. abra) csiravonal-gén 4ll leg-
kézelebb. Amint az a 3. 4&bran 1lathatd, a BAT Vy-gén és a

hozza legkdzelebb 4lldé csiravonal-gén ko6zOtti baziseltéré-
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sek nem meglepé médon féként a CDR2-ben és a CDR3-ban he-
lyezkedtek el. Csupan harom keretbeli eltérés volt megfi-
gyelhetd$, mindharom az FR3-ban helyezédott. A BAT Vi-génnel
(4. abra) kapcsolatban szintén egyaltaldn nem okozott meg-
lepetést, hogy a baziseltérések tulnyomdé része a CDR-ekben
volt megfigyelheté. Az FR-ekben taldlhaté négy eltérés min-
degyike nagymértékben konzervativ valtozat volt, kivéve az
FR3-ban a 72. pozicidban (Kabat szerinti szamozas) talalha-
td ciszteint. Ennek kozvetleniil egy lényeges kanonikus ami-
nosav (71. pozicid) melletti helyezd&dése arra utal, hogy a
ciszteinnek kulcsfontossagu szerepe lehet az antigénkotés-
ben. Ez a feltételezés azonban csak az Fv domén részletes
modellezésével igazolhaté.

Mindazonaltal ezek az elemzések igazoltak, hogy az
egéreredetd Vy és Vyx BAT varidbilis régidék az egéreredett

varidbilis régidék jellemzd& képviseldi.

1. tablazat: a BAT variabilis nehézlanc-régid gén kldéno-

zdsa soran alkalmazott PCR lancinditdk

Megnevezés Szekvencia (5' — 3')
MHV5® (30 tagu) ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCTT
MHV9® (30 tagu) ATGGATTGGGTGTGGACCTTGCTATTCCTG
C A
MHCG3® (21 tagu) CAAGGGATAGACAGATGGGGC

@ Az MHV jelzés az egéreredetli variabilis nehézlanc-
régié gének vezetdszekvencidihoz hibridizald léancinditédt

jelol.



P Az MHCG jelzés az egéreredetii konstans régi6é génjei-

hez hibridizaldé lancinditdkat jelol.

2. téablazat: a BAT varidbilis kappa konnyllanc-régié gén

kldbnozasa soran alkalmazott PCR lancinditdk

Megnevezés Szekvencia (5' — 3')
MKvV2® (30 tagu) ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTG
T T
MKV5? (30 tagu) ATGGATTTTCAGGTGCAGATTATCAGCTTC
A T
MKV6® (30 tagu) ATGAGGTGCCCTGTTCAGTTCCTGGGG

TTT CG CT A
MKV11® (30 tagu) ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTTCC

MKC® (20 tagu) ACTGGATGGTGGGAAGATGG

* Az MKV Jjelzés az -egéreredetli variabilis kappa
kdnnyllanc-régidé gének vezetdszekvencidihoz hibridizald
lancinditékat jelol.

® Az MKC jelzés az egéreredetd kappa konstans régio

génjéhez hibridizéaldé lancinditét jelosl.

3. tdblédzat: a transzformalt telepek PCR-szkrinelésére

alkalmazott lancinditdk

Megnevezés Szekvencia (5' — 3')
PCRII 5’ lancindité (18 tagu) CTAGATGCATGCTCGAGC

pPCRII 3’ lancindité (21 tagu) TACCGAGCTCGGATCCACTAG
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II. A talalmany szerinti kiméra ellenanyag eldallitdsa
és expresszidja

(A) Roviditések

Az alidbbi leiradsban a kovetkezd nem-SI egységeket és
roviditéseket alkalmaztuk.

Polimeraz-lancreakcid (PCR) ; dezoxiribonukleinsav
(DNS); méasolati DNS (cDNS); variadbilis kappa kénnylilanc-
régié (Vx); varidbilis nehézlanc-régid (Vy); perc (min);
trisz-borat puffer (TBE); foszfat-pufferolt sdbdéoldat (PBS):;
szobahdmérséklet (RT); szarvasmarha szérumalbumin (BSA);
sésav (HCl); tormaperoxiddz (HRP); zsirszegény tej (LFM);
6ra (hr); szazalék (%), O-feniléndiamin-dihidroklorid
(OPD); tobbszoros klénozdhely (MCS) .

(B) Anyagok

A tapkozeg-Osszetevdket és minden egyéb szdvettenyész-
téshez alkalmazott anyagot a Life Technologies-t&81 (UK)
szereztitk be. A PCR-hez szilikséges Osszetevék és berendezé-
sek (ideértve az "AmpliTaq®' DNS-polimerazt) forrasa a
Perkin Elmer (USA) volt. A "TA Cloning®"' reagenskészletet
és az INVaF' kompetens sejteket azonban az Invitrogen-td&l
(USA) szereztiilk be. A DH5a kompetens sejteket és az
(UltraPure™) agardézt a Life Technologies-t81 (UK) vasarol-
tuk. A "Thermo Sequenase™" el6kevert szekvendld reagens-
készlet és a "Vistra 725" tipusu DNS-szekvendld berendezés
forrasa az Amersham (UK) volt. Az ABI "Prism 310" génanali-
zatorral haszndlt "Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit"-et A PE Applied Biosystems-t8l (UK)

szereztik be. Minden egyéb molekularis bioldgiai termék be-
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szerzési forrdsa vagy a New England Biolabs (USA) vagy a
Promega (USA) volt. A "NUNC-Immuno-plate MaxiSorp™" immun-
tdlcdkat a Life Technologies-tél (UK) vaséaroltuk, mig a
"Corning easy wash" ELISA talcdkat a Corning Laboratory
Sciences Company-tdél (USA) szereztiik be. A kecske eredeti
(Fc, fragmens specifikus) anti-human IgG ellenanyagot, a
kecske eredetd anti-humdn kappa konnytilanc/HRP-konjugadtumot
és az "AffinPure" kecske eredetl (Fc, fragmens specifikus)
anti-human IgG/HRP-konjugatumot a Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc-t&61 véasaroltuk. A "K-Blue" TMB szubsztrat
és a "Red Stop" oldat beszerzési forradsa a Neogen Inc.
(USA) volt. Minden egyéb, ELISA-hoz sziikséges terméket a
Sigma-t6l (UK) szereztiink be. A "Microplate Manager®" adat-
elemzé szoftvercsomagot a Bio—-Rad-tdél (UK) szereztik be. A
mikrotérfogatu keveréses ultraszlrd cellat ("micro-volume
stirred ultrafiltration cell") és a PM30 jeld szlrémembrant
az BAMICON PLC-tél1 (UK), mig az "Immunopure®" (G) IgG-
tisztitd reagenskészletet a Pierce PLC-té1 (UK) véasaroltuk.

(C) Kisérletes eljarasok

Cl Kiméra yl/x BAT ellenanyag eldallitasa

A korabban izolalt egéreredetd varidbilis kappa
kénnyllanc-régid (Vk) génjét (1. &bra) és a variadbilis ne-
hézlanc-régid (Vy) génjét (2. &bra) 5'- és 3'- végeiken
specifikusan tervezett PCR-lancinditdék (1. tabléazat) alkal-
mazasaval modositottuk, annak érdekében, hogy lehetdvé te-
gylik a BAT varidbilis régié génjeinek egy kiméra emberi-
egér ellenanyag részeként emldssejtekben torténd expresz-

szib6jat. Ennek érdekében mindegyik varidbilis régidé gén
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esetében kiiloénalldé PCR-eket végeztiink specidlis PCR-szoba-
ban, a keresztszennyezddés lehetdségét minimdlisra csdkken-
t6 specidlis protokollok alkalmazasa mellett. Templatként a
BATVy-pCR2.1 és a BATVx-pCR2.1 plazmidokat alkalmaztuk,
amplifikdlasukra "AmpliTaq®™ DNS-polimerazt vettiink igény-
be. A BAT Vy—gén PCR-es mbédositasara a BB8814 és B8815 jeldl
(4. tablazat) lancinditdkat vettik igénybe, a BAT Vk-gén
esetében ugyanezen célra a C0224 és C0225 jeld (4. téabla-
zat) lancinditdékat alkalmaztuk.

A PCR-reakcibelegyeken (94°C-on 3 percig végzett ol-
vasztasi fazist kovetden) 94°C-on 50 méasodpercig, majd
72°C-on 1 perc 30 mésodpercig 30 ciklust futtattunk. Az
utolsdé ciklus végeztével egy végsd lanchosszabbitd lépést
végeztink 72°C-on 10 percig, majd a reakcidelegyeket jég
kbzott lehtitottik. Annak kideritése érdekében, hogy melyik
PCR reakcidelegy tartalmazta a megfeleld méretii PCR-
terméket mindegyikb&él 5 pl-t 1,2%-os agar6z/TBE gélen (pH =
8,8) futtattunk.

A megfeleld méretd PCR-termékek 1-2 pupl-es egyenld
adagjait kozvetleniil a "TA Cloning®" reagenskészletben ta-
lalhaté pCR2.1™ vektorba klbénoztuk, majd a gyartd utasita-
sinak megfelelden INVaF' kompetens sejtekbe transzformal-
tuk. A megfeleld méretd inszertet tartalmazd plazmidot ma-
gukban foglald telepeket a 1212 és 1233 jeld oligonukleotid
lancinditdék (5. téblazat) segitségével végzett PCR-szkrine-
léssel azonositottuk (Glissow és Clackson, 1d. fentebb). Az
azonositott, dupla szalu plazmid DNS-t tartalmazd feltéte-

lezett pozitiv kldénokat "Vistra"” DNS-szekvenald berendezés-



sel és ABI "Prism 310" génanalizatorral szekvenaltuk. A
"Thermo Sequenase™ el&kevert szekvenald reagenskészletet és
a "Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit"-et a gyartdé utasitésainak megfelelden, a 1212 és 1233
jeld lancinditékkal (5. tablazat) alkalmaztuk.

A megfelelden adaptalt BAT Vg- és Vy-géneket (5. vala-
mint 6. &abra) kiméra konnyd és nehézldncok emléssejtben
torténd expresszalasa érdekében HindIII-BamHI fragmensek-
ként a pKN110 (7. &bra) és pG1lD110 (8. &bra) expresszids
vektorokba szubklbénoztuk. A 1ligadlt expresszids vektorokat
(vagyis a pKN110-BATVx-t és a pGlD110-BATVy-t) ezutan DHS5a
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A megfeleld felépitésu
expresszibés vektorokat tartalmazdé pozitiv kldénokat végul
restrikcibés emésztést alkalmazd elemzéssel azonositottuk.

C2 A kiméra ,1/x BAT ellenanyag vektor DNS COS-sejtek-
be torténd kotranszfektalasa

Az emlés expresszids vektor COS-sejtekbe torténd
transzfektadlasara Kettleborough és mtsai. eljarasat vettik
igénybe. Roviden osszefoglalva, a DNS-t (a pKN11lO-BATVkx je-
14 kappa konnyldladnc expresszids vektor és a pGlD110-BATVy
jeld nehézlanc expresszidés vektor 10-10 upg-jat) 1x10’
sejt/ml koncentraciéju PBS 0,70 ml-éhez adtuk, majd Bio-Rad
"Gene Pulser" berendezéssel 1900 V és 25 pF kapacitas érté-
kekkel pulzaltuk. Szobahdémérsékleten végzett 10 perces
helyredllasukat kovetden az elektroporalt sejteket 5% FCS-t
tartalmazé DMEM 8 ml-éhez adtuk, majd 37°C-on 72 éran &t

%-os CO, légkdrben inkubaltuk. A 72 o6ras inkubéalas eltel-

tével a tapkozeget kinyertik, a sejttormelék eltavolitasa
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érdekében centrifugaltuk, majd kiméra BAT ellenanyag terme-
lés jelenléte szempontjabdél ELISA-val vizsgaltuk.

C3 Kiméra ,1/x ellenanyag mennyiségi meghatarozasa
ELISA-val

Egy 96 ilregd "Nunc-Imuno Plate MaxiSorp™" immuntalca
mindegyik uUregét el&szor PBS-ben higitott 0,4 ng/pl kecske
eredetd anti-human (Fc,—fragmens specifikus) IgG ellenanyag
100 pl-es egyenld adagjaival vontuk be, a lemezeket 4°C-on
egy éjszakan at inkubaltuk, majd a bevondoldatot a haszna-
lat eldétt eltavolitottuk. A vizsgalt mintadk (a sejttérmelék
eltavolitasa érdekében centrifugalt COS-sejttenyészet-
felliluszo6k) 100 pul/ireg adagjait és azok minta-enzim
konjugatum pufferrel ([0,1 M Tris-HC1l (pH = 7,0), 0,1 M
NaCl, 0,02 térfogat®% TWEEN-20 és 0,2 vegyes% BSA] 1:2
aranyban tortént higitasait az immuntalcara jutattuk. Emel-
lett standardként tisztitott emberi ,1/x ellenanyag (1000
ng/pl) 1:2 aranyu sorozathigitdsat is az immuntdlcéra vit-
tik. Az immuntédlcat 37°C-on egy o6ran at inkubaltuk, maijd
iiregenként 200 upl mosoépufferrel (PBS/0,1 térfogat% TWEEN-
20) harom alkalommal mostuk. Ezutan minden Ureghez minta-
enzim konjugatum pufferben 5000-szeresre higitott kecske
eredetd anti-human kappa kénnyllanc/tormaperoxidaz konjuga-
tum 100 pl-ét adtuk, ezutan az immuntalcat 37°C-on egy éran
at inkubaltuk, majd a fenteik szerint ismét mostuk. Ezt ko-
vetden "K-Blue" szubsztrat 150 pl-es egyenld adagjait jut-
tattuk az Uregekbe, majd az immuntalcat sdtétben, szobah&-
mérsékleten 10 percig inkubaltuk. A reakcidt Uregenként 50

pl "Red Stop" hozzaadasaval allitottuk le. Az optikai suri-



ség értékét Bio-Rad 3550 jeld mikrotitertalca-leolvasd be-
rendezés és "Microplate Manager®' szoftvercsomag segitségé-
vel, 655 nm-en allapitottuk megq.

C4 A kiméra BAT ellenanyag tisztitéasa

A kiméra ,1/k ellenanyagot COS-sejttenyészet felil-
usz6jabdl, két lépésben tisztitottuk ki. Elészér a nyers,
nem tisztitott feliiliszé mennyiségének csokkentése érdeké-
ben egy mikrotérfogatu keveréses ultraszird cellat és PM30
jelld szlrSmembradnt alkalmaztunk, a gyartdé utasitasainak
megfelelSen. Ezutdn a kiméra BAT ellenanyag koncentralt fe-
liiluszébdl torténd affinitas-tisztitasara "Immunopure®" (G)
IgG tisztitd reagenskészletet alkalmaztunk, szintén a gyar-
t6 eld8iradsainak megfelelden.

C5 Daudi-sejt ELISA

A sejt ELISA-t egy szintén dr. Hardy (Felsenstein
Medical Research Center, Rabin Medical Center, Beilinson
Campus, Petach Tikva, 49100 Izrael) &altal készitett eredeti
tdrzstenyészetb8l tovabbtenyésztett Daudi-sejtek alkalmaza-
saval végzetik. A vizsgdlati eljdréason kismértékl mdédosita-
sokat végeztiink attél filiggéden, hogy az egér- vagy a egér/-
emberi kiméra BAT ellenanyagot vizsgaltuk. Az egér eredetd
BAT ellenanyag kotédési affinitdsdnak vizsgdlatahoz masod-
lagos ellenanyagként 1:15000 higitasu kecske eredetd anti-
egér (Fab specifikus) IgG/HRP konjugatumot alkalmaztunk.
Ezzel szemben a kiméra BAT ellenanyaqg affinitasanak vizsga-
latdra 1000-szeres higitasu "AffiniPure" kecske eredeti
anti-human (Fc,~-fragmens specifikus) IgG/HRP konjugatumot

vettink igénybe.
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Az Aatoltasuk utan két nappal a Daudi-sejteket 10°
sejt/lireg mennyiségben 96 uregd "Corning easy wash" ELISA
talcara juttattuk, majd a talcat szaraz inkubdtorban 37°C-
on egy éjszakan at inkubaltuk. A ko&vetkezd napon 200 pul

rehidralé puffert (10% FCS-t és 0,05% azidot tartalmazd

\

PBS-t) adtunk az liregekhez legaldbb 1 6ra idétartamra. Ezu-
tdn a rehidrald puffert elontottik, majd a tisztitott BAT
ellenanyag kiilénbozd 1:2 aranyu sorozathigitasainak 50 pl-
ét adtuk az lUregekhez. A talcat ezutan ismételten (4°C-on)
egy éjszakan at inkubaltuk, iregenként 200 pl 5% LFM-et
tartalmazé PBS-sel mostuk és szaradni hagytuk. Ezutidn min-
den lireghez a HRP-konjugalt masodlagos ellenanyag 50 pl-ét
adtuk, majd hat kiilonbdzé mosast végeztiink (egy mosast 5%
LFM-et tartalmazé PBS-sel, harom mosast 0,05% TWEEN-20-at
is tartalmazé ugyanezen pufferrel, majd két mosast a
PBS/LFM-pufferrel). Ezutdn az liregekbe 0,05 M citratpuffer-
ben (pH = 5,0) 1lévé 0,4 mg/ml OPD szubsztrat és 60 mg/ml
hidrogén-peroxid 200 pl-ét juttattuk, majd az ELISA-talcat
a szinreakci¢ kialakulasaig (altaldban kb. 30 percig) so6-
tétben, szobahdémérsékleten inkubaltuk. A reakcidét végll
iregenként 50 pl 2.5 M kénsav hozzadadasaval allitottuk le,
majd az optikai silrlség értékét Bio-Rad 3550 jeld
mikrotitertalca-leolvasd berendezés és '"Microplate Mana-

ger®" szoftvercsomag segitségével, 490 nm-en 4&llapitottuk

meq.



Eredmények
4. példa

A kiméra ,1/x BAT ellenanyag eldallitasa

Mint minden vizsgdlatnal, itt is szigoru PCR-kldénozéasi
és szekvenadlési protokollt kovettiink. Erre azért volt szik-
ség, hogy minimalisra csokkentsiik az egéreredetl variabilis
régidé gének vad tipusd szekvenciaiban a PCR-es médositasi
lépés soran kialakuldé hiba esélyét. Az egéreredetd BAT Vk-
gént (2. abra) a C0224 és C0225 jeld (1. tablazat) lancin-
ditdék alkalmazasaval PCR-rel mbédositva egy 418 bp-os csikot
kaptunk (nem ko6zolt adatok). Ezt a PCR-terméket a pCR2.1
plazmidba ligéltuk, majd INVaF' kompetens sejtekbe transz-
formaltuk. Hasonlbképpen, az egéreredetd BAT Vy-gént (1.
abra) a B8814 és B8815 jeld (1. tablazat) lancinditdk al-
kalmazasaval PCR-rel moédositva eqgy 436 bp-os csikot kaptunk
(nem k&z81lt adatok). Ezt a PCR-terméket 1is a pCR2.1
plazmidba lig&ltuk, majd INVaF' kompetens sejtekbe transz-
formaltuk.

A feltételezett pozitiv transzformansokat az ABI
"Prism 310" jeld génanalizitorral végzett ds-DNS-szekvena-
lasukat megelSzéen PCR-szkrineléses vizsgalati eljards se-
gitségével azonositottuk (nem ko&éz6lt adatok). A 3. és 4.
abrak a kiméra BAT Vk-gén és BAT Vy—gén DNS-szekvencia
elemzésnek eredményét mutatjak be. Az elemzést sikeres mu-
tacidjuk igazoléasa és a PCR okozta esetleges génhibak kimu-
tatidsa érdekében végeztik el. Mindegyik variabilis régié
gén esetében csak egy PCR-t végeztink, és reakcidként két

klén teljes DNS-szekvendlésara kerilt sor.
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Mindazonaltal ez elegendének bizonyult a megfelelden
médositott DNS-szekvenciat tartalmazdé mdédositott variabilis
régié gén legalébb egy klénjanak izolaléaséhoz.

A mutans Vuy—- és Vg-géneket HindIII-BamHI fragmensek-
ként a megfeleld expresszids vektorokba szubkldébnozva a
pKN110-BATVk-t (7,88 kb) és a pGlD110-BATV4-t (7,55 kb)
kaptuk. Az igy eldallitott expresszids vektorok azonossagat
restrikcidés enzim elemzéssel igazoltuk (nem ko6z6lt adatok).
COS-sejtekbe kotranszfektalva ezek a vektorok a kiméra BAT
ellenanyag ,1/x valtozatdnak &tmeneti expresszidjat teszik
lehetéveé.

Mindezek mellett a BAT ellenanyag humanizalasi projekt
kiegészitéseként elvégeztiitk a BAT Vy—-gén HindIII-BamHI
fragmensként a pG3D110 és a pG4D1100 nehézlanc-expresszids
vektorokba torténd szubkldénozasat is. Ezek a vektorok meg-
egyeznek a pGl110-zel, azzal a kiilonbséggel, hogy benniik a
Yyl emberi konstans régi gének cDNS masolatat (a pG3D110
esetében)a y3 konstans régid gének cDNS-e vagy a (a pG3110
esetében) a y4 konstans régié gének cDNS-e helyettesiti. E
vektorok (vagyis a pG3D110-BATVkx, eld4dllitdsa a kiméra BAT

ellenanyaqg ,3/x és ,4/x vadltozatai COS sejtekben.

5. példa

A kiméra ,1/x BAT ellenanyag atmeneti expresszidja

A pKN110-BATVx és a pGlD110-BATVy vektorokat ismételt
atmeneti expresszids kisérletek sorozataval COS-sejtekbe
kotranszfektaltuk. 72 Oras expresszidt koévetden a kotransz-

fektdlt COS-sejtek tenyészetének feluluszdéjaban ,1/x ELISA-
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val kimutathatd volt az egér/ember kiméra ,1/x BAT ellen-
anyag jelenléte. Az emlitett eljaras szerint a kiméra ,1/x
BAT ellenanyag tapkdzegbeli atlagos koncentracidja 509 +
272 ng/ml volt.

Erdekes médon, a kiméra BAT ellenanyag ,3/x és ,4/k
valtozatainak COS-sejtekben tortént expressziéja lényegesen
nagyobb mennyiségl ellenanyag képzd8dését eredményezte. KO-
zelebbrél, a pG3D110-BATVy és a pKN110-BATVx COS-sejtekbe
tortént transzfekcidjat kévetden a tapfolyadék feliiluszédja-
nak (a 4.3 szakaszban leirt ELISA eljarast és standardként
emberi IgG3/kappa ellenanyagot alkalmazd) elsé vizsgalata
alapjan a kiméra ,3/k BAT ellenanyag 6,7 ug/ml mennyiségben
expresszaldédott. Mindezeken tul a pG4D110-BATVy és a
pKN110-BATVx COS-sejtekbeli expresszidéja ugyanazon ELISA-
vizsgalat alapjan (standardként emberi IgG4/kappa ellen-
anyagot alkalmazva) 8,2 ug/ml kiméra ,4/x BAT ellenanyag

expresszibéjat eredményezte.

6. példa

A kiméra ,1/x BAT ellenanyag tisztitasa

Kotranszfekciékként kb. 8 ml feliiluszot tudtunk ki-
nyerni, annyi a transzfekcidét végeztink, mig 200 ml COS
tapfolyadék feliluszé allt rendelkezésiinkre. A feliluszd
térfogatat ezutadn PM30 jeld szlrémembrannal elldtott mikro-
térfogatu keveréses ultraszird celldn tértént atbocsatasa-

val 15 ml-re csdkkentettik. A szilrémembran molekulasuly kiu-

szbbértéke 30 kDa volt.



Az "Immunopure®' (G) IgG tisztitd reagenskészlet 1lé-
nyegében rogzitett G proteint tartalmazé 2 ml-es oszlopbédl
allt. Az ellenanyagot 6 ml elualdépufferrel eludltuk az osz-
loprél, az eluatumot 1 ml-es frakcidkban gydjtottiik. E
frakcidék ,1/x BAT ellenanyag koncentraciéjat a C3 szakasz-
ban leirt ELISA-val hataroztuk meg. Ezzel az elemzéssel
megallapitottuk, hogy a kiméra ellenanyaqg a harmadik (42,05
pg/ml) és negyedik (20,05 pg/ml) frakcidkban volt jelen,
ami ©Osszesen 62,1 ug kiméra ,1/x BAT ellenanyag kinyerésé-
nek felel meg. A kinyert anyagot a tovabbi vizsgalatok cél-
jabdl a Curetech-hez tortént szallitdsdaig -20°C-on tarol-

tuk.

7. példa

A kiméra ,1/x BAT ellenanyag Daudi-sejtekhez térténd kots-

désének vizsgalata

A Daudi-sejt ELISA alkalmazéasaval egyértelmiien kimu-
tattuk, hogy a tisztitott kiméra ,1/x BAT ellenanyag Daudi-
sejtekhez kotdédik. A 9. abra egy ilyen kisérlet eredményé-
nek tipikus példajat mutatja be. Ugyanazon ELISA vizsgalat-
tal azonban a hasonldé koncentracidban 1évé egéreredetii BAT
ellenanyag kot6dését nem lehetett ennyire egyértelmiien meg-
itélni, az a kiméra ellenanyagéndl alacsonyabbnak mutatko-
zott. Mivel azonban az ellenanyagok Daudi-sejtekhez torténd
kotédésének kimutatdsara alkalmazott konjugdlt masodlagos
ellenanyag mindegyik ellenanyag-szerkezet esetében eltér§

volt, a két valtozat kotddése kozvetleniil nem Osszehason-

lithato.



4. tablazat: az egéreredet BAT ellenanyag variabilis
kappa konnydlanc és nehézlanc régié génjei kiméra ,1/x BAT
ellenanyag részeként emléssejtekben torténd expresszidja

érdekében végzett PCR-alapu moédositasara alkalmazott lanc-

inditdk
Megnevezés Szekvencia (5' — 3'")

C0225 (42 tagn) CCCAAGCTTGCCGCCACCATGGATTTTCAGG
TGCAGATTATC

c0224 (39 tagu) CGCGGATCCACTCACGTTTTATTTCCAACTT
TGTCCCCG

B8815 (40 tagu) GGATCCACTCACCTGAGGAGACGGTGACTGA
GGTTCCTTG

B8814 (42 tagu) AAGCTTGCCGCCACCATGGCTTGGGTGTGGA
CCTTGCTATTC

5. tablazat: a BAT ellenanyag variédbilis régid PCR-

médositott génjeinek DNS-szekvendldsara és a transzformalt

telepek PCR-szkrinelésére alkalmazott lancinditodk

Megnevezés Szekvencia (5' — 3'")

Huyl (17 tagu) TTGGAGGAGGGTGCCAG

HCMVi.3s (28 tagu) GTCACCGTCCTTGACACGCGTCTCGGGA
FOR (18 tagu) TGTAARAACGACGGCCAGT

REV (18 tagu) GAAACAGCTATGACCATG

B6990 (27 tagu) CAGCATATGTTGACTCTCCACTGTCGG
B6991 (27 tagu) GTCAACATATGCTGAAGAGTTCAAGGG
B8809 (18 tagu) TGCCAGGTCAAGTGTAAG

B8810 (18 tagu) AAGCCAGGTTGGATGTCC




III. A talalmany szerinti monoklonalis ellenanyagok
altal megkotodtt Daudi B-sejtes lymphoblastoid sejtvonal an-
tigénbdl szarmazé harom peptid aminosav-szekvenciaja

A Daudi B 1lymphoblastoid sejtek taldlmany szerinti
monoklonalis ellenanyagok altal megkotétt antigénhatéasu
epitoépjdban taldlhaté harom peptid szekvenalasat végeztiik
el. Szekvenci&jukat a 10., 11. és 12. abrak tartalmazzak.

A nem-redundans génbank adatbdzisban és az EST-rész-
legben (2. verzibészamid) TBLAST algoritmus ("EXPECT" = 10,
BLOSUM 62 matrix) alkalmazasaval a harom peptidre iranyuléb
keresés negativ eredményt hozott.

Mivel ezek a peptidek kisméretiiek, a lekérdezés
sztringensségét csdkkentve magasabb "EXPECT" értékkel ismé-
telt keresést végeztiink. Kikapcsoltuk az alacsony komplexi-
tas szirdét is, ami a "blast" Jjelentésbdél kiszlri a (pl.
prolingazdag régidk vagy poli-A farkak okozta) potencidlis
zavard egyezéseket és csak a parositott elrendezésiik speci-
fitasat tiukrozé "blast" statisztikaval rendelkezdé régidkat
hagyja benne. A taldlmany szerinti harom peptid esetében
még a génbank adatbazisban és az EST-részlegben végzett na-
gyon alacsony sztringensségd keresés 1is negativ eredményu
volt.

A fenti eredmények alapjan az emlitett peptidek felte-

hetd8en uj peptideknek tekintheték.



IV. Paciensek rosszindulatd megbetegedéseinek diagné-
zisa a talalmany szerinti monoklondlis ellenanyag alkalma-
zasaval

A vizsgalt egyénekbdl szarmazd periférias vérbeli lim-
focitakat az anti-CD3 ellenanyaggal és a taldlmany szerinti
ellenanyagok egyikével egylittesen jeloltiik. Megallapitottuk
a taldlmany szerinti ellenanyaghoz k6tddé CD3" sejtek sza-
zalékos aranyat. A taladlmany szerinti megoldasnak megfele-
l8en kimutattuk, hogy a rosszindulatu megbetegedésben szen-
vedd paciensekben a CD3" mAb" sejtek szama eltér ugyanezen
sejtek egészséges egyénekbdl nyert vérmintakbeli mennyisé-
gétsl. Az a tény, hogy rosszindulatu megbetegedésben szen-
vedd paciensek esetében lényeges mértéki kiilénbség tapasz-
talhatdé a CD3' sejtek aranyaban, ami az egészséges egyének-
bé1l nyert CD3" sejtekénél magasabb vagy alacsonyabb, nagy
valészinliséggel lehetdvé teszi annak megéllapitését, hogy
egy egyén rosszindulatu megbetegedésben szenved-e, és ha
igen, milyen tipusi rosszindulatd megbetegedése van.

Jellemz&en, egészséges egyének vagy rakos betegek 20
ml-es vérmintaibdél "Ficoll-Hypaque" sUrlségcentrifugalassal
perifériads vér eredetd limfocitakat nyertink. A sejteket
mostuk, majd 0,5% BSA-t és 0,05% savat tartalmazd PBS-ben
szuszpendaltuk. A 0,5 X 10° szamu sejtet tartalmazd mintéak
FACS-elemzését végeztiik el. Elsé lépésként a sejteket a ta-
lalmany szerinti monoklonadlis ellenanyag telitett mennyise-
gével 0°C-on 45 percig, majd FITC-konjugalt anti-egér
monoklondlis ellenanyaggal jég kozott, 30 percig inkubal-

tuk. Két mosast, majd 1200 fordulat/perces centrifugalast



kovetden a sejteket PE ellenanyaggal konjugalt anti-huméan
CD3-mal jég koézd6tt 30 percig inkubaltuk. Ezt kévetden a
sejteket két alkalommal mostuk, majd a mintat FACS-
leolvaséval (Becton-Dickinson) vizsgaltuk. Az eredményeket
a 13-17- abrak tartalmazzak.

Amint az a 13. és 17. a&brakon lathaté, az egészséges
egyénekb8l nyert vérmintdkban a CD3' BAT' sejtek (&sszes
CD3" sejthez viszonyitott) aranya 25% korili. A 14. &abran
bemutatottak szerint a vastagbélrikos paciensekbdl nyert
vérmintakban az egészséges egyénekéhez viszonyitva lényege-
sen alacsonyabb, 7% koériili a CD3" BAT' sejtek aranya. Ha-
sonldképpen, az emldérakos paciensekbdl nyert vérmintakban a
CD3" BAT' sejtek aranya 10% korilinek adédott (15. abra).
Ezek az eredmények egyértelmlien arra utalnak, hogy a vas-
tagbél- és az emlérak kimutathaté az alapjan, hogy esetiik-
ben a CD3" BAT' sejtek aranya alacsonyabb az egészséges
egyénekben megfigyelhetdnél.

A prosztatarakos betegek vérmintdiban az egészséges
egyénekéhez képest lényegesen magasabb, 50% koériili a CD3*
BAT' sejtek aranya (16. abra). Ezek az eredmények egyértel-
mden arra utalnak, hogy a prosztatarak kimutathaté az alap-
jan, hogy esetében a CD3" BAT' sejtek aranya magasabb az
egészséges egyénekben megfigyelheténél. Amint a 18. &bran
lathatd, a prosztatardkos betegekbdl nyert T-sejteken a ta-
lalmany szerinti monoklonadlis ellenanyag altal megkdtstt
antigén mennyisége nagyon magas, mig az emlérakos pacien-

sekb8l nyert T-sejtekbdl nem mutathatd ki.



A fenti eredmények alapjan a talalmadny szerinti
monoklondlis ellenanyagok igénybeveheték egy meghatarozott
rosszindulati megbetegedésben szenvedd paciens azonositasa-
ra. Ennek megfelelden, ha egy vizsgdlt egyénbdl nyert vér-
mintdban a taladlmany szerinti ellenanyagok CD3" sejtekhez
térténd kotddése megfeleld mértékben magas aranyu (50% ko-
riili), nagyon nagy a valdészinlsége, hogy az illetd proszta-
tarakban szenved. Ezzel szemben, ha a mintabeli CD3" sejtek
aranya egészséges egyénekéhez képest megfeleld mértékben
alacsony (7% és 10% kortili), akkor a vizsgalt beteg nagy
valdszinliséggel emlé- vagy vastagbélrakban szenved. Ha a
vizsgalt beteg toérténetesen himneml, akkor nyilvanvaldan
nagy valdészinliséggel vastagbélrakban szenved.

A fenti példdk nem Jjelentik a taldalmany hatdkorének
korlatozasat. A taldlmany szerinti monoklonalis ellenanyag-
okhoz kotédd CD3" sejtek aranya és egyéb rosszindulati meg-

betegedések kozotti tovabbi Osszefliggések is a talalmany

targyat képezik.



<210> 1
<211> 462
<212> DNS
<213>
<220>

<400> 1

tactagtcga
tccaagcaca
tcaagatctc
agcaggctcc
caacatatgc
ctgcctattt
gagtcggcta

ctacaacaac

<210> 2
<211> 443
<212> DNS
<213>
<220>

<400> 2

Humanus

catggcttgg
gatccagttg
ctgcaaggct
aggaaagggt
tgaagagttc
gcagatcaac
cgatgctttg

agccccatct

Humanus

SZEKVENCIALISTA

gtgtggacct
gtgcagtctg
tctggatata
ttaaagtgga
aagggacggt
aacctcaaca
gactactggg

gtctatccct

tgctattcct
gacctgagtt
ctttcacaaa
tgggctggat
ttgccttctc
atgaggacac
gtcaaggaac

tccegggttce

gatggcagct
gaagaagcct
ctatggaatg
aaacaccgac
tttggaaacc
gcctacatat
ctcagtcacc

ca

gcccaaagta
ggagagacag
aactgggtga
agtggagagt
tctgccaaca
ttctgtgtga

gtctcctcaa

60
120
180
240
300
360
420

462

actagtcgac atggatttac aggtgcagat tatcagcttc ctgctaatca gtgcctcagt 60

cataatgtcc agaggacaaa ttgttctcac ccagtctcca gcaatcatgt ctgcatctcc 120

aggggagaag gtcaccataa cctgcagtgc caggtcaagt gtaagttaca tgcactggtt 180



ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcggc

catcttccca

<210> 3
<211> 412
<212> DNS
<213>
<220>

<400> 3

aagcttgccg
tcagtcataa
tctccagggg
tggttccagc
gcttctggag
atcagccgaa

ccactcacgt

<210> 4
<211> 436
<212> DNS
<213>
<220>

<400> 4

ccaggcactt
gctcgcttca
gctgaagatg
tcggggacaa

ccatccaaga

Humanus

ccaccatgga
tgtccagagg
agaaggtcac
agaagccagg
tccctgcetceg
tggaggctga

tcggctcggg

Humanus

ctcccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta
agttggaaat

tct

tttacaggtg
acaaattgtt
cataacctgc
cacttctccc
cttcagtggc
agatgctgcc

gacaaagttg

ctggatttat
atctgggacc
ttactgccag

aaaacgggct

cagattatca
ctcacccagt
agtgccaggt
aaactctgga
agtggatctg
acttattact

gaaataaaac

aggacatcca
tcttactgtc
caaaggagta

gatgctgcac

gcttcctgct
ctccagcaat
caagtgtaag
tttataggac
ggacctctta
gccagcaaag

gtgagtggat

acctggcttc 240
tcacaatcag 300
gtttcccact 360

caactgtatc 420

aatcagtgcc
catgtctgca
ttacatgcac
atccaacctg
ctgtctcaca
gagtagtttc

cc

443

120

180

240

300

360

412



aagcttgccg
agtatccaag
acagtcaaga
gtgaagcagg
gagtcaacat
aacactgcct
gtgagagtcg

tcaggtgagt

<210> 5
<211> 21
<212> DNS
<213>

<400> 5

ccaccatggc
cacagatcca
tctcctgcaa
ctccaggaaa
atgctgaaga
atttgcagat
gctacgatgc

ggatcc

Humanus

ttgggtgtgg
gttggtgcag
ggcttctgga
gggtttaaag
gttcaaggga
caacaacctc

tttggactac

caagggatag acagatgggg c

<210> 6
<211> 30
<212> DNS
<213>

<400> 6

Humanus

atggactcca ggctcaattt agttttcctt

<210> 7
<211> 30

<212> DNS

46 -

accttgctat
tctggacctg
tatactttca
tggatgggct
cggtttgcct
aacaatgagg

tggggtcaag

tcctgatggc

agttgaagaa

caaactatgg

ggataaacac

tctctttgga

acacggctac

gaacctcagt

agctgcccaa
gcctggagag
aatgaactgg
cgacagtgga
aacctctgcc
atatttctgt

caccgtctcc

120

180

240

300

360

420

436

21

30



<213> Humanus

<400> 7

atggmttggg tgtggamctt gctattcctg

<210> 8

<211> 20
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 8

actggatggt gggaagatgg

<210> 9

<211> 28
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 9

atggaagccc cagctcagct tctcttcc

<210> 10
<211> 30
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 10

atggagwcag acacactcct gytatgggtg



<210> 11
<211> 30
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 11

atggatttwc aggtgcagat twtcagcttc

<210> 12
<211> 27
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 12

atgaggtkcy ytgytsagyt yctgrgg

<210> 13
<211> 18
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 13

ctagatgcat gctcgagc

<210> 14

<211> 21

<212> DNS

48

30

27

18
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<213> Humanus

<400> 14

taccgagctc ggatccacta g

<210> 15
<211> 42
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 15

aagcttgccg ccaccatggc ttgggtgtgg accttgctat tc

<210> 16
<211> 40
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 16

ggatccactc acctgaggag acggtgactg aggttccttg

<210> 17
<211> 39
<212> DNS
<213> Humanus

<400> 17

cgcggatcca ctcacgtttt atttccaact ttgtccccg

21

42

40

39



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

cccaagcttg ccgccaccat ggattttcag gtgcagatta tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18

42

DNS

Humanus

18

19

27

DNS

Humanus

19

cagcatatgt tgactctcca ctgtcgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

20

27

DNS

Humanus

20

gtcaacatat gctgaagagt tcaaggg

<210>
<211>
<212>

<213>

21

18

DNS

Humanus

- 50 -

42

27

27
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<400> 21

tgccaggtca agtgtaag 18

<210> 22
<211> 18
<212> DNS
<213> Humanus
<400> 22

aagccaggtt ggatgtcc 18

<210> 23
<211> 18
<212> DNS
<213> Humanus
<400> 23

tgtaaaacga cggccagt 18

<210> 24
<211> 28
<212> DNS
<213> Humanus
<400> 24

gtcaccgtcc ttgacacgcg tctcggga 28



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

25

DNS
Humanus

25

ttggaggagg gtgccag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gaaacagcta tgaccatg

26

18

DNS

Humanus

26

52

17

18



SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Variabilis régiét tartalmazé monoklonilis ellen-
anyag, amely az alabbiak barmelyike:

(a) az 1. abréanak megfeleld aminosav-szekvenciat tar-
talmazé variabilis nehézlanc-régiét magadban foglaldé monok-
lonadlis ellenanyag;

(b) a 2. abranak megfeleld aminosav-szekvenciat tar-
talmaz6é variabilis kappa konnyllanc-régiét magaban foglalé
monoklonalis ellenanvyag;

(c) az 1. &branak megfeleld aminosav-szekvenciat tar-
talmazd varidbilis nehézlanc-régiét és a 2. abranak megfe-
lelé aminosav-szekvenciat tartalmazé variabilis kappa
kénnyllanc-régiét magdban foglald monoklonéalis ellenanvyag;

(d) az 1. &branak megfeleld aminosav-szekvenciaval le-
galabb 70%-ban azonos variabilis nehézlanc-régibét magaban
foglaldé monoklondlis ellenanyag; vagy

(e) a 2. abranak megfeleld aminosav-szekvenciaval le-
galabb 70%-ban azonos varidbilis kappa kénnytlanc-régidt
magaban foglaldé monoklondlis ellenanyag.

2. Az 1. igénypont szerinti monoklonélis ellenanyag,
amely az 1. abra szerinti aminosav-szekvenciat magaban fog-
lald variabilis nehézlanc-régidét tartalmaz.

3. Az 1. igénypont szerinti monoklondlis ellenanyagqg,
amely a 2. abra szerinti aminosav-szekvenciat magaban fog-
lalé variabilis kappa konnyllanc-régiét tartalmaz.

4. Az 1. 1igénypont szerinti monoklonalis ellenanyag,

amely az 1. abra szerinti aminosav-szekvenciat magaban fog-



lalé varidbilis nehézlanc-régiét, valamint a 2. &bra sze-
rinti aminosav-szekvencidt magaban foglaldé variadbilis kappa
konnytilanc-régiét tartalmaz.

5. Az 1. igénypont szerinti monoklondlis ellenanyag,
amely az 1. abra szerinti aminosav-szekvenciaval legalabb
70%-ban azonos variabilis nehézlanc-régiét tartalmaz.

6. Az 1. igénypont szerinti monoklonalis ellenanyag,
amely a 2. abra szerinti aminosav-szekvenciaval legaléabb
70%-ban azonos varidbilis konnylildnc-régiét tartalmaz.

7. Ellenanyag, amely kotddik az 1-6. igénypontok bar-
melyike szerinti monoklondlis ellenanyag altal specifikusan
megkétott antigénhez.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti ellenanyag,
amely ember/egér kiméra ellenanyag.

9. Nukleinsav-szekvencia, amely az 1-8. igénypontok
barmelyike szerinti monoklon&lis ellenanyag aminosav-szek-
venciajat kbédolja.

10. Expresszids vektor, amely 9. igénypont szerinti
nukleinsav-szekvenciat tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti expressziés vektor, amely
a pKN110 jelzésl plazmidnak felel meg.

12. A 10. igénypont szerinti expresszids vektor, amely
a pGlD110 jelzésl plazmidnak felel megq.

13. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti expresz-
szibs vektorral transzfektdlt sejt.

14. Az 1-8. igénypont szerinti monoklonalis ellenanya-

gok barmelyikét termeldé hibridéma sejtvonal.



15. Vizsgilati eljaras egy vizsgalt egyén rosszindula-
tu megbetegedésének nagy valdszinlséggel torténd kimutata-
sara, azzal jellemezve, hogy

(a) az egyéntdl testfolyadék-mintat nyerink;

(b) a mintat az 1-8. igénypontok szerinti monoklondalis
ellenanyagok koziil legaldbb eggyel érintkeztetjuk;

(c) meghatdrozzuk a monoklonalis ellenanyagok mintabe-
li T-sejtekhez torténd kotddésének mértékét;

(d) Osszehasonlitjuk a (c) pontban kapott értéket a
monoklonalis ellenanyagoknak egy egészséges egyéntdél nyert
minta T-sejtjeihez torténd kotddésének mértékével, ahol a
kotsdés mértékének fenti értékei kozotti lényeges kilonb-
ségb8l arra kovetkeztetlink, hogy a vizsgalt egyénnek nagy
valdészinliséggel rosszindulatl megbetegedése van.

16. A 15. igénypont szerinti vizsgalati eljaréds, azzal
jellemezve, hogy a (b) lépést megeldzben elkilonitjik a pe-
riférids vérb&dl szarmazdé mononuclearis sejteket (PMBC),
majd az elkiilonitett PMBC-ket a (c) lépésben az 1-8. igény-
pontok szerinti monoklonalis ellenanyagok ko&zil legalabb
eggyel érintkeztetjlk.

17. A 15. vagy 16. igénypontok szerinti vizsgéalati el-
jadrads, azzal jellemezve, hogy testfolyadékként vért vizsga-
lunk.

18. Vizsgadlati eljaras egy vizsgalt egyén egy meghata-
rozott rosszindulati megbetegedésének nagy valdszinliséggel
torténd kimutatasara, azzal jellemezve, hogy

(a) az egyéntél testfolyadék-mintat nyerink;



(b) a mintat az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti
monoklonalis ellenanyagokkal érintkeztetjik;

(c) meghatarozzuk a monoklondlis ellenanyagok mintabe-
1li T-sejtekhez torténdé kotddésének mértékét;

(d) a kotédés (c) pontban megallapitott mértékének
6sszehasonlitasa a monoklonalis ellenanyagok egészséges pa-
ciensb8l nyert T-sejtekhez torténd kotddésének mértékével,
ahol a két kotddés mértéke kozotti lényeges mértékid kiilonb-
ségb6l arra kovetkeztetiink, hogy a vizsgdlt paciens nagy
valdészinlséggel rosszindulati megbetegedésben szenved; va-
lamint ha a péaciensb&dl nyert T-sejtekhez tortént kotddés
mértéke alacsonyabb vagy magasabb a monoklondlis ellen-
anyagok egészséges paciens T-sejtjeihez torténd kotédésének
mértékénél, abbdl nagy valdszinlséggel a vizsgalt paciens
meghatarozott tipusu rosszindulatu megbetegedésére kovet-
keztetink.

19. A 18. igénypont szerinti vizsgdlati eljaras, azzal
jellemezve, hogy a (b) lépést megeldzden a mintabdl PBMC-
ket kiilonitink el, amelyeket a (c) 1lépésben a taldlmany
szerinti monoklondlis ellenanyagokkal érintkeztetiink.

20. A 18. vagy 19. igénypont szerinti vizsgalati elja-
rads, azzal jellemezve, hogy a monoklondlis ellenanyagok
vizsgalt egyénbdl szarmazd T-sejtekhez torténd kotddésének
mértéke magasabb anndl, mint ami ugyanazon monoklonalis el-
lenanyagok alkalmazasaval egészséges egyének T-sejtjeivel

kapcsolatban allapithatdé meg.
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21. A 20. igénypont szerinti vizsgalati eljaras, azzal
jellemezve, hogy meghatédrozott tipusu rosszindulatu megbe-
tegedésként prosztatarakot allapitunk meg.

22. A 18. vagy 19. igénypont szerinti vizsgalati elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a monoklondlis ellenanyagok
vizsgalt egyénbdl szarmazd T-sejtekhez torténd kotddésének
mértéke alacsonyabb anndl, mint ami ugyanazon monoklondlis
ellenanyagok alkalmazadsaval egészséges egyének T-sejtjeivel
kapcsolatban &llapithaté meg.

23. A 22. igénypont szerinti vizsgalati eljéaréas, azzal
jellemezve, hogy meghatarozott tipusu rosszindulatui megbe-
tegedésként emldérakot allapitunk meg.

24, A 22. igénypont szerinti vizsgdlati eljaras, azzal
jellemezve, hogy meghatdrozott tipusu rosszindulatu megbe-
tegedésként vastagbélrakot éilapitunk meq.

25. Gydgyaszati készitmény, amely az 1-8. igénypontok
szerinti monoklondlis ellenanyagok koziil egyet vagy tobbet,
valamint gydgyaszati szempontbdl elfogadhatdé hordozdanyagot
tartalmaz.

26. Diagnosztikali reagenskészlet, amely az 1-8. igény-
pontok szerinti monoklonalis ellenanyagok kézul egyet vagy
tobbet, a monoklonidlis ellenanyagok egy specifikus koté-
partnerének konjugatumat, kimutatadst lehetdévé tevs jelet
biztositd jelzdanyagot és hasznilati utasitast tartalmaz.

27. Gybgyaszati készitmény, amely aktiv Osszetevdként
az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti egy vagy tdbb mono-
klondlis ellenanyagot, valamint gydgydszati szempontbdl el-

fogadhaté hordozdbanyagot tartalmaz.
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28. A 27. 1igénypont szerinti gydégydszati készitmény,
rakos megbetegedés gydgykezelésében torténd alkalmazasra.

29. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti monoklona-
lis ellenanyagok alkalmazasa egy egyén rosszindulatu megbe-
tegedéseinek gydégykezelésére szolgald gydégyaszati készit-
mény elballitéaséara.

30. Eljaras rosszindulatu megbetegedések gyogykezelé-
sére, azzal jellemezve, hogy a raszoruld betegnek az 1-8.
igénypontok barmelyike szerinti monoklonalis ellenanyagok
kézul egyet vagy tobbet gyodgyadszati szempontbdl hatékony

dbézisban beadunk.

A meghatalmazott:
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BAT: QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMN-WVKQAPGKGLKWMG
VMS 2 & i e e e e e e e e e ettt
BAT: WINT—DSGESTYAEEFKGRFAFSLETSANTAYLOINNLNNEDTATYFCVR
VMS2A:  ...-. NT. P e et et e eeeeenn S e Koo A.
BAT: VGYDA---———————— LDYWGQGTSVTVSS
VMS2: R..YYGSR..... YGAM. . o i e i

H53-as aminosav (Kabat)

BAT: Asp (D) Csiravonal: Asn (N)

Osszes egér V,,

Egér VyMisc.
aminosav Gyakorisag aminosav Gyakorisag
(%) (%)
Ile 43,33 Gly 27,60
Pro 25,00 Asn 25,98
Thr 20,00 Tyr 13,72
Leu 6,67 Ser 11,02
Ser 1,67 Ala 7,33
His 1 . 67 . A_SE 4, 93
val 1,67 Trp 2,06
' Arg 1,84
His 1,63
Glu 1,50
Thr 0,73
Phe 0,47
Lys 0,43
3. abra Val 0,26
Leu 0,17
Pro 0,13
Ile _ 0,09
Gin 0,09

Cys 0,04
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H54-es aminosav (Kabat)
BAT: Ser(S) Csiravonal: Thr(T)

Egér VuMisc. .

argninos;v Gyakorisag
(%)

Tyr 30,51

Asn 25,42

Thr 23,73

His 5,08

Ser 5,08

Lys 3,39

Asp 3,38

Leu 1,69

Ala 1,69

Residue H 57 (Kabat)

BAT: Ser(S) Csiravonal: Pro (P)

Egér VyMisc.

aminosav Gyakorisag
(%)

Pro 100,00

3. abra folytatasa

Osszes egér V,
aminosav

Asn
Ser
Gly
Asp
Thr
Lys
Tyr
Ile
Arg
Ala
His
Pro
Phe
Trp
Cys
Val
Leu

Osszes egér Vy
aminosav
Thr

Ile

Pro

Ser

Lys

Asn

Ala

Leu

Val

His

Arg

Gln

Met

Phe

Gly

Tyr

Cys

Asp

Gyakorisag
(%)
28,79
26,18
22,72
13,70
3,94
1,63
1,34
0,38
0,29
0,25
0,25
0,17
0,13
0,08
0,08
0,04
0,04

Gyakorisag

(%)

77,80

11,89
2,49
2,11
1,91
1,62
0,87
0,41
0,17
0,17
0,12
0,08
0,08
0,08
0,08
0,04
0,04
0,04
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H76-os aminosav (Kabat)

BAT: Asn(N) ~Csiravon'al: Ser (S)

Egér VuMisc. Osszes egér Vy
aminosav Gyakorisag aminosav Gyakorisag
(%) (%)

Ser 58,33 Ser 66,26

Asn 38,33 Asn 29,73

Ile 1,67 Thr 1,42

Tyr 1,67 Arg 0,90
Lys 0,34
Asp 0,34
Gly 0,26
Ile 0,22
Tyxr 0,17
Ala 0,13
Gln 0,09
His 0,09
Glu 0,04

H83-aminosav (Kabat)

BAT: Asn(N) Csiravonal: Lys (K) /

Osszes egér Vy

Egér VyMisc. aminosav
aminosav Gyakorisag aminosav Gyakorisag
(%) (%)
Arg 51,67 Thr 60,98
Lys 35,00 Arg 18,32
Thr 8,33 Lys 8,69
Gln 1,67 Gln 8,69
Ser 1,67 Asp 1,77
Asn 1,67 Ala 0,91
Ser 0,35
Asn 0,13
3. abra folytatasa Ile 0,
His 0,04

Glu 0,04



PCT/IL99/00518

H93-as aminosav (Kabat), Vernier aminosav

val (v) Csiravonal: Ala (A)

BAT:
Egér VyMisc.

. - Gyakorisag
aminosav (%)
Ala 62,71
Met 25,42
Thr 3,39
Val 3,39
Lys 1,69
Leu 1,69
Asn 1,69

H95-6s aminosav (Kabat)

BAT: Val (V) Csiravonal: Arg (R)

Egér VuMisc. Gyakorisag

aminosav (%)
Tyr 25,42
Asp 13,56
Tro 11,86
Ser 10,17
Arg 10,17
Gly 6,78
Pro 5,08
Gln 5,08
His 5,08
Lys 3,39
Cys 1,69
Phe 1,69

3. abra folytatasa

Osszes egér Vy

aminosav

Ala
Thr
val
Ser
Gly
Met
Asn
Pro
Lys
Trp
Asp
Ile
Leu
Tyr
Phe
His

Gyakorisag
(%)
83,26
8,03
3,74
1,36
1,27
0,89
0,34
0,26
0,21
0,17
0,13
0,13
0,08
0,04
0,04
0,04

Osszes egér V,; Gyakorisag

aminosav

Ser
Tyr
Gly
Asp
Arg
Glu
Asn
Leu
Pro
His
Ala
Trp
Thr
Lys
Gln
val
Ile
Phe
Cys
Met

(%)
16424
15,18
13,81
13,28
9,00
4,41
4,37
3,53
2,96
2,47
2,43
2,38
1,94
1,68
1,50
1.15
1,15
1,10
1,06
0,35
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Ho8-as aminosav. (Kabat)

BAT: Asp (D) Csiravonal: Tyr (Y)

Egér ViMisc. Osszes egér Vy
aminosav Gyakorisag aminosav Gyakorisag
" o (%)
Tyr 56,00 Tyr 32,11
Gly 10,00 Gly 24,52
Thr 6,00 Asp 6,79
Ala 6,00 Ser 6,16
Asn 4,00 Arg 4,51
Ser 4,00 Asn 4,41
Asp 4,00 Thr 3,61
Leu 2,00 : Leu 3,61
Axg 2,00 Ala 2,18
Pro 2,00 Phe 2,07
Ile . 2,00 val 1,70
Lys 2,00 Trp 1,65
Pro 1,59
Ile 1,22
Lys 1,06
His 1,01
Glu 0,80
Gln 0,69
Met 0,21

3. abra folytatasa
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H93-es aminosav (Kabat)
BAT: Ala(A) Csiravonal: Tyr (Y)

Egér ViMisc. Gyakorisag

aminosav (%)
Trp 28,26
Gly 15,22
Ser 15,22
Tyr 13,04
Pro 6,52
Met 4,35
Arg 4'35
Asn 4,35
Asp 2,17
Phe 2,17
His 2,17
Ala 2,17

H100K-s aminosav (Kabat)

BAT: Leu (L) Csiravonal: Met (M)

Egeér VyMisc. Gyakorisag

aminosav (%)
Gln 61,54
Thr 25,00
Ala 13,46

3. abra folytatasa

Osszes egér Vy
aminosav
Gly
Tyr
Ser
Arg
Asp
Asn
Thr
Ala
Leu
Pro
Phe
Val
Glu
His
Lys
Gln
Ile
Met
Trp
Cys
Other

Osszes egér Vy
aminosav
Phe

Met
Leu

Ile

Val

Ser

Tyr

Thr

Ala

His

Gly

Gyakorisag
(%)
27,95
16,87
16,76
6,63
4,20
4,03
3,73
3,20
3,02
2,78
2,61
2,25
1,24
0,89
0,89
0,83
0,83
0,53
0,53
0,18
0,06

Gyakorisag
(%)
70,91
24,40
2,46
0,59
0,53
0,41
0,35
0,18
0,06
0,06
0,06
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BAT: QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSARS ——————— SVSYMHWFQQKPGTSPKLWIY
Hd: .t i e iieae e S...5. i Y.Y..... S...P...
BAT: RTSNLASGVPARFSGSGSGTSYCLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFP ————— PLT
HA: i i e i e iaeaeeeaae s S.... S5 ittt YH.Y...... -F.

Aminosav L 22 (Kabat)

BAT: Thr(T) Csiravonal: Ser (S)

Egér V,Misc. Osszes egér Vx
aminosav Gyakorisag aminosav Gyaokonsag
_ (%) (%)

Thr 98,03 Ser 50,26

Ser 1,27 Thr 46,44

Ile 0,64 Asn 1,16
Arg 0,71
Phe 0,32
Pro 0,26
Ala 0,26
Tyr 0,19
Ile 0,19
Cys 0,13
Other 0,06

4. abra
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L26-0s aminosav (Kabat)

BAT: Ard(R) Csiravonal: Ser (S)

Egér V, Vi

e Gyakorisag
aminosayv (%)
Ser 96,79
Arg 1,92
Ile c,64
Thr 0,64

L26-0s aminosav (Kabat)

BAT: His(H) Csiravonal: Tyr (Y)

Egér V, VI

aminosav Gyakorisag
(%)

Tyr 85,62

Phe 13,73

His 0,65

4. abra folytatasa

Osszes egér V,

aminosav
Ser
Asn
Thr
Arg
Tle
Cys
Met
Leu
Gly

Osszes egér V,

aminosav

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

Gyakorisag
(%)

96,09

1,41
1,28

o
(=)
NN

cNeNoNelNol
OO OO W
OANOYOY OV N

Gyakorisag
(%)
35,78
20,49
18,73
7,89
5,14
5,20
2,00
1,57
0,38
0,38
0,38
0,38
0,25
0,13
0,13
0,06
c,06
0,06
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L36-0s aminosav (Kabat), Vernier aminosav

BAT: Phe(F) Csiravonal: Tyr (Y) -

Egér V, VI

Gyakorisag
aminosav (%)
Gln 98,76
His 1,24

L42-es aminosav (Kabat)

BAT: Thr(T) Csiravonal: Ser (S)

Egér V,VI
aminosav G{;I)(onsag «

Pro 100,00

4. abra folytatasa

Osszes egér V,

aminosav
Tyr
Phe
Leu
His
Asn
Ser
Cys
val
Asp
Ala
Trp
Ile
Other

Osszes egér V,

aminosav

Gln
Thr
Lys
Gly
Ser
Glu
Ala
Phe
Asn
Arg
His
Trp
val
Pro
Ile
Other

oooooo

Gyakorisag
(%)
82,43
11,13
4,44
0,88
0,38
0,19
0,13
0,13
0,06
0,06
0,06
0,06
0,06

Gyakorisag
(%)

44,92
18,73
10.28
9,90
7,83
2,44
1,88
1,75
1,13
0,63
0,19
c,06
0,06
0,06
0,06
0,06
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Val 1,27 Arg 19,36
Pro 4,53
Thr 2,94
Ala 1,23
Val 0,92
Ile 0,55
Phe 0,43
Gly 0,37
Ser 0,25
His 0,12
Gln 0,06
Asp 0,06
Met 0,06
Lys 0,06

L72-es aminosav L 72 (Kabat)

BAT: Cys (C) Csiravonal: Ser (S)

Egér V, VI Osszes egér V,
aminosav Gyakorisag aminosav Gyakorisag
| (%) | (%)
Sser 96,89 Ser 50,52
Thr 3,11 Thr 47,44
vVal 0,56
Ala 0,37
Pro 0,31
Ile 0,31
Phe 0,19
. Ar 0,12
4. abra folytatasa Tyi 0.12

Lys 0,06
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L77-es aminosav (Kabat)

BAT: Arg(R) Csiravonal: Ser (S)

Egér Vv, Vi

Gyakorisag
aminosav (%) -
Ser 83,33
Arg 10,36
Thr 3,85
Pro 1,28
Ile 1,28

L91-es aminosav L 91 (Kabat)

BAT: Arg(R) Csiravonal: Tyr (Y)

Eger V,vI Gyakorisag
aminosav (%)

Trp 80,63
Arg 8,75

Gly 6,25

Phe ’ 1,88

Tyr 1,25

Asp 0,62

Ser 0,62

4. abra folytatasa

Osszes egér V,

aminosav
Ser
Arg
Asn

"~ Pro

Thr
Gly
Cys
Ala
Asp
Ile
Val
Tyr
Glu

Osszes egér V,
aminosav
Trp

Gly
Sex
Tyr
His
Asp

Phe
Arg
Asn
Leu
Thr
Val
Cys
Ala
Ile
Gln
Met
Other

Gyakorisag
(%)
48,12
23,28
13,14
10,51
3,69
0,50
0,19
0,13
0,13
0.13
0,06
0,06
0,06

Gyakorisag
(%)
20,41
19,33
18,76
15,40
8,45
4,37
3,36
2,47
1,90
1,52
0,82
0,76
0,76
0,63
0,44
0,25
0,19
0,13
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L92-es aminosav (Kabat)

BAT: Ser(S) Csiravonal: His (H)

Egér V,VI

- Gyakorisag
aminosav (%)

Ser 74,52

Asn 12,10

Thr ) 8 [} 92

Arg 1,27

Tyr 1,27

Gly 0,64

His o, 64

Asp 0,64

L94-es aminosav (Kabat)

BAT: Phe(F) Csiravonal: Tyr (Y)

Egér V,VI - Gyakorisag
aminosav. (%)
Asn 66,67

Tyr 15,72

Pro 11,32

Ser 3,77

Ile 0,63

Leu 0,63

Lys 0,63

His 0,63

4. abra folytatasa

Osszes egér V,

aminosav

Ser
Asn
Thr
Tyr
His
Asp
Leu
Arg
Trp
Lys
Ala
Gly
Val
Gln
Ile
Cys
Phe
Met

Osszes egér V,
aminosav
Tyr
Asn
val
Leu
Ser
Phe
Thr
ASp
Ile
Trp
Ala
Pro
His
Gln
Met
Lys
Gly
Cys
Arg
Glu

sevee
eoee
.
.
.
.

Gyakorisag
(%)
33,10
14,19
12,72
12,46
5,24
4,28
4,22
3,26
2,81
1,79
1,66
1,28
1,09
0,83
0,58
0,26
0,19
0,06

Gyakorisag
%
19,54
16,83
14,89
13,35
6,90
6,25
4,96
4,00
2,39
0,97
0,84
0,58
0,52
0,45
0,39
0,19
0,19
0,19
0,13
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L95-0s aminosav (Kabat)

BAT: Pro(P) Csiravonal: Gap (-)

Egér V,VI

. Gyakorisag
aminosav (%)
Arg 100,00

L96-0s aminosav (Kabat)

BAT : Leu (L) Csiravonal: Phe (F)

Egér v, Vi -

; Gyakorisa
aminosav y o%) g
Ile 17,01
Tyr 7,48
Trp 6,80
Phe 5,44
Pro 2,172
Arg 2,04
His . 0,68
vVal 0,68

.
X Y]

Osszes egér Vy

aminosav

Thr
Pro
Ser
Met
vVal
Phe
Leu
Ala
Arg
Lys
Other

Osszes egér V,

aminosav

Phe
Leu
Gly
Arg
Val

Gyakorisag
(%)

98,30
0,35
0,28
0,21
0,21
0,21
0,14
0,07
0,07
0,07
0,07

Gyakorisag .
(%)

99,37
0,28

4. abra folytatasa
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