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A talalmany targyat agonista aktivitasu anti-trkC monoklonalis antitestek képezik, amelyek az NT-3 bizonyos biolégiai
aktivitasait utanozzak, azonban mentesek az NT-3 néhany ismert hatranyatdl. A talalmany targyat képezi tovabba az
agonista aktivitasu anti-trkC monoklonélis antitestek alkalmazasa cellularis degeneréacio, ideértve az akut idegrendszeri
séruléssel és kronikus neurodegenerativ betegségekkel 6sszefliggé idegsejt-karosodasokat, mint pl. a periférias
neuropathia megelézésére és/vagy kezelésére.
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Agonista aktivitdsd anti-irk{ monoklondlis antitestek

Adalalmdny teohnikai hittere

A saldbday tdrovkdre

A taldlmdny trgyt agondsta asti-akl monoklondlis sntitestel képezik. Szintén a
taldhmany targydt kdpeel az agonists antitestek albalmardse celluldris degenerdcid (heledrtve ax
ghat wegrendszeri sfrléssel ¢ kednlias venrndegenseativ hetepsdgekkel, pl periférids

w o’

newropathidval Sssaefliged idegosit-kivosodist) megelénéedre dofvagy kersldedre.

A mewrptrophinck Kismdéretll, bazikus protefnek csalidias alboidk, melvek kulesfuntos-

s3gd szerepet Jitszansk az idegrendszer fjitdSadhen & fonmtantdséhan. F esaldd olsbként azo-

nositols - &s valdszintileg legréselotesebben lamert ~ tagia av idegrendszedi ndvekedssi fakior
{NGE), amely jelentds batdst gyakornd a periférids idegrendseer szenzmvos € szimpatikus new-

rogainak fejldddsdre [Levi-Montaleld €8 Angelertt: Physiol. Rev. 48 534-589 (1968);
11 Bér az NQF -

E

Thovunen ¢s mtsal.: Rev. Physiol. Blochem. Pharmacol, 109, 145-178 {1987
cgerek seubmandibulinis mirigyebdl sadomazé homoldgiival epylt (melynek akify alakist
gyakean ~ vagy 2.98-NGF-nek neverik) - vfgdta luwverstes, az NGF-fel rokon, hasould
funkeidjl, de oltérd polipeptideket csak dvekdiel késSbb azonositotdl.

A osaldd NOF wténd ols azonositort tagis az Gu, agyt eredetdl neurstroph fxktor
{BOKE} volt, melvel Letbrok s mbsal Natere 341, 149153 {1988 Kidnoztak &s
seekvendiak. Bat a faktont ercdetileg sertéaagybol tisatitotak {1d. Harde &x mtsai; BMBO L 1,
348533 {182}, de NGF-fel vald bomoldgidia caak IMNS-Snek kdnozdsa &5 xeakvendlésa utdn
valt fsmertté. Az NOF & a BNDF aminosav-szekvencidfa kol azonosséga — tefjes
fra— dgra vimatkoxtatva ~ kb, 30 %eos. B feliswmerds alapian Leibrock ¢s missd, amm a
kovetkeztetésre jutottak, bogy a BONF ¢s ax NGF mellett a newrotrophinok csalidianak sgvéh,
kbebs struktunilis & funkolondfs sajdtedgokical bird tagiat iy fehotnek.

Valgpiban aedta tovabbi, a NGF-fel és a BDNP-fel kizell rokomsdgol metatd
saretrophinokal mertek fel. Tobb kutatdosopant i azonositolts az eredetileg naurondlis fak-
tornak {NF} nevezett weurotropbint, amelyet jelenfeg nevrotrophin-3 {INT-3) néven ismoriink
{Ernfirs s nutsais Proe. Natl Acsd. Sci, USA B7, 5454-5458 (1990}, Hobn &5 misais Naturs
344, 339 {1990} Malsonplorre ¢ misaiy Sclence 247, 1446 (1990); Rosenthal s mitsai: New-
ront 4, 767 (1990); Honex ¢s Relohardt: Proc, Nath, Acad. Sci. USA &7, SO&0 {1990, Kaisho s

mtsal: FEBS Lett 206, 187 (199011 Az NT-3 aminosav-saskvencidia kb, 50 %-han axonss a -

NGF & BDNF (NT-2) aminosav-szekvencifiaval. A proteinesaléd Kévetkezt tagial &

negtrophined €8 -5 (NT-4 & NT-5} voltak {ld. 5 364 769 spamis egyesitlt allanokbeli szabadal

16281 KB
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mi feirds; Hallbook €k musai. Newrom § 845 (1981) Berkmeier &s mitsai: Meurn 7, §57

{1991 Ip ¢s mtsai: Proc. Natl Acad. Sei. USA RS, 3060 (1992)]. Az eredetileg Farkmeier &
mtsul, {Id. fentebl) dltal lefrt emidserederlt modekulit — amely késibd a Xewopus NT-4 homo-
gidnak bizavalt — rendszering NT-4/5-nek nevessiik. Fron thlmenden, emidsdkben lefrtak

(r

egy homalog savay proteint, amelyver NT-S-nsk nevernnk {Id, Berhmelyr 3 mizal.; Somat, Cell
Mol. Genet. 1833, 233-248 (1902}, Késdbh egy mibsik homoliy proteint {mmely a Xiphaphorus
hathol sxdrmazik) seimdn NT-0-nak neveziel el [Gotz & misal Nature 372, 266-268 (1994},
A szakirodalomban két protednt fs NT-Tnek noveanek; oz egyviket Lal és matnad, [Mol. Celll
Newrosct. 11{1-2), 64-76 (1998)] pontybdl (Cyprinue), @ mdsikat podig Nilsson &8 nitsal, {[FEBRS
Letlors 434€3% 285 {1998 sebeadinidhdl (Do) kidnoudk., Uidhbi hdrom, haloredertt
newroirophin egyikét sem {rtdk lo més goringes fajban, & a2 smibseredettt nourotrophinokkal
vakd rokonsagek nem tsetdzott, A vebraddnidbol szaomand seurotraphin-7 {eNT-7) aminosav-
seekvencidia nagyobb hasondosdgot mutat 2 baleredett wlegreil niwehedsel fakior (NGF) &
neurotrophin-G aminosav-seekvencidiaval, aunt a S newrotrnphin birmelyikével, azonban az
NT-7 a haleredeth NGF-fl &s 53 NT-6-tal coakinem teljosen egyforms foké rokonsighan 4l {63
Te-os, illetve 63 %-os aminosav-szekvenciz avonossdgl ami azt jelxi, hogy egy Sndlld
nenrrophin-seekvencidt reproventdl. A 2NT-T az drett prodein kdzepdn sgy 13 aminosavas 8-
redé régidt tartalmazr. A rekombindns #NT-7 képes s hamidn p7§ neurnivrophin-receptarhoz k-
tidnl, €5 2 patkdmyeredet tKA tirowin kindz recepior tozin-foszfonilicisidt dukdlnt (hdr
keyéshd hatckonyan, mint a patkdnyeredetlt NGF). & 2NT-7 new képes kifeatinhatdsbha Idpni a
patkanysredetil okB-vel vagy trhCovid, ami sz NGP-¢hee hasonld receptov-specifitdsra ntal,
Feltdeleazitk, hogy 8 neurotrophin evolicids fidn sz NGF-alesalad a csontos halak kalakula-
sakor, 1bb #f newrotrophin megjelendsdeet (pl. &NT-T és NT-6) dgawott el, melvek funkeionali-
san hasoniok ax MGFhex,

A newotrophinok, hasonloan (—:.gyéb polipepitd nfveksdést faktorokhoe, oélseftictkre
agjtfelitleti receptorokkal megvaldsuld kolostnbatisokon keveserti feojtik ki batasuba, Jelenlegs
ismeretink spering & transzmenbrén ghikoproteinek Rét fajtdls szalgdl a neurotrophineak recsp-
toraként. Bgyensdlyt kdtdsl vizspdlatok eredményel amt mnutattik, hogy a neurotrophinnal
reagdichépes nouronok egyrdsat kdeds, hix molekulotbmegd (65-88 kD-os), kis affinitdsé recep-
tort (LNGFR; mds nédven p73%% vagy p795) bordosnak, amebvnek NGF-hex, BUNF-hez és NT-
3-boz thrdad kinbdésre vonatkoxd K;;«ériék 2 2 x 107 M, masrdsat nagy molkulattimept {130
150 kivos), nagy affinitast (Ko = MY M) roceptorokat tertalmaznak, smelvek a recs S
Hecin Kindzok trk-csalddiabs tartosnak.

A trk-rocepiovesaldd oisd fagidt (rkA) eredetileg 8 tropominzin-szekvenciik katalitikus
doménjiikre 16rténd wranszlokdeidia el okowott mkogé-n transddonmécid eredményekdént avo-

aosttottdk [Martin-Zanca €5 minat,: Mol Coll. Bioh 1), 24 (19880, Késtbh a vkat sz NGF
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szigndl-tranvedukelds receptoraként azonnsiontdk. A trk-receptorcaalad {jabb tagiaiként két
masik, rokon receptont, az egéreredetit &s patkdnyeredeti kBt [Kiein és mtsai: BMBO 1 &,
FTOL(198); Middlemas ¢smisal: Mol Cell. Biol, 11, 143 (1991 EF 455 460, kivneststel nap-
s 1991 november 8.}, valamint a sertds-, ogér- és pathinyeredetf tkCy azonssiionak
{Lambelle & mtsal: Cell 88, 967 (1991} EP 322 5§30, kowztittel napia: 1993, janudr 1301 A
trk-receptorok szerkerete igen hasonld, de sz alternativ splicing ndvel a casléd komplexitdsat,
két tsmert k&-alakot, hdvom Tumert rkB-glaket {melyek kOzil kett® nemn tartalmaz funkeiong-
lis throzin kindz domént) s logalabb négy tkCoslakor dtrehnavy (mely widbbiak kol 15bbh
funkcionalis tirozin kindz domén ndlkill, kettd pedip a tinmin kinds doménhen kismérerd
Wsesried tartalmaz),

A 75 és tiereceptorek szerepe elfentmonddsos. Altalinosan effogadett, hogy a trk-
recepton tiroxin Kindrok iényeges szerepe, hogy egy adott nesrotrophin szamdra hdthapeoifitist
biztositanak, azowban r hA tormeld scitvonalak nomesak az NGF-hez kobdrek, hanem sz
NT-3-boz ¢ gz WT-4/5-hdx is {2 BDNF-hex azonban nem), mig 2 tvkB-t tormeld seitek a
BIRE-heg, NT- 3oz, NT-4-hez és NT-405-hitz kotdduek (a2 NGF-hez azonban nem), seem-
ben a kOt termeld sejtekkel, amelvek hizdrdlag e NT-3-hoz kotidnek. Eren tilmenden, mio-
deli-rendszerckben kimutattdk, hogy @ trkerecepiorok kiltabiz8 alaljel — az alternatiy splising-
eopmndnyek eredményeként ~ kitlinbOed Intracelluliris jeldtvitell reakcidotakat aktiviimak, s
epdbial feltchetion killdaféle iy wvo {lzioldgial funkeidkat kizvetitenak, nem vild gos azonban,
fogy az egy adott trk-receptont termeld seftek p7S hisnyaban kis vagy magy affinitassal katsd-

nek-¢ & newrotrophinokhoz [Meakin és Shooter: Trends Nearosei.

Az NGF TrikA-hoz irténd katbdéadt &s sz N3 TekC-her 1ortnd kdiddésés molekuldris
madellends €8 mutagenenis alkabmazisival nuldmdnyozidk [Urfer 46 mtsal: JBC 273, 582¢-
S84 (183

A kitlinbdzd sjtvonalakkal végaetl vizsgdintok kizedtatt crodméuyal zavaroask, és arra
engedoek kivetkeztetal, hogy a p73 & neurotrophinok reagdlchépessége svempontjsha! kulos-
fontossigh, vagy dppen ellenkexdleg, nélkilobetd, A psak p75-receptont termeld sejtvonalak
agyenstlyi llapotban hastnldan kis affinitdasal kithdnek ax NGF-hez, BONF-hey, WT-3-hoz &8
NT-d-hew, de a kitddési sebességt allanddik igen sagy khiliobsdgeket mutstonk. Mindezok
eredményehént, bidr a p75-receptorhoz vald kinddés a searstrophinok kdxts tulridonsdga, felve-
t8dot, hogy a p?S-receptor szerepet jatsahat a Hyanduwm-felismerdsben s [Rodrigues-Tebar &

wtaal.s EMBO L 11, 917 {19923, Miy & trkereceptorokat hagyomdnyosan a Moldgiailay ssigni-
fikdns meurstrophin-receptorokként fartisk sedmon, a0 widbbi években kimutatidk, hogy trka~
expresseiotd! mentes melanomasejtekbon s NGF ~ felichetdleg a p78 révén ~ a hioldgiat visel-
kedés alapvetd viltordsait képes kivaliant [Hormsno & misal: Mol, Cell. Bisl. 4, 1205 (1993)1

Davies ¢s misal. [Newron 11, 565 (1993}] a p?5-génben null-muticidt hordozd transegenikus
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sgérmndeliben azt tanulmdnyonak, kogy o p75 milyven szevepet jitenik ax eotbriondlis neuronk
newrotrophinokra adott thleldsi reakeididnak kdzvetiidedhen. Azt taliliak, hogy a p73 fokowea a
bie NGF-dependens szenzoros neuronjainak NGFre vimathors érzékmységét, Az atohbi 1dd-
ben szimos kisérlethen kimautattdk, hogy a p75 képes & neurotraphinek legalibb néhény bioke-
giai hatdsinak kfzvetitdsdrs, Bz a terlilet tovabbra s ellertmonddsukkal toli, de a p7S-eldtvited
minden valosziniiedg szecint sverepet jatsrik a selthaldl &5 a nearikindvds szabdlyordsdban
{Barker: Cell Death DI 5, 346 (1998), Brodesen és misaic Cell Death DIFY &, 357 (1998
Casavcla-Browefi ¢s mtsal: Cell Denth DUE § 357 (1998); Ramdl & musat: Curr. Op.
Newrobiol. 18, 111 (2000}, Davies: Curr, Biol. 18, R198 2800} Lényeges, hogy a p75 stim-
alasird! kinwtattdk, hogy mddositja o stimuldld $rC hatdsat [Hapner &8 mtsal: Developm.
Biol. 201, 0. (19881

A teljes hogezdsdgl, matly kA, pkR & 8k receptorok extraceBlulinls doménjel &
funkeiondls domdat tartalmarnak, melyeket kilnfdle egysh proteinekben azonositott homoldg

vagy mas mddon hasonld strukibvikea vald Mvatkozdssal defiotaliak. A domének, gz drett trhe
receptorok aminosav-szekvencididnak N-termindlisdid) kilndulva, » kovetkeztk szerint vanuak
szdmoeva: 1) elsd clszicinben gardag domén, smely a human £hA 1. aminosav-pozicioids] kb
32, sminosav-pozickijalg, a humdn 1B 1 aminosav-pozicigiatol kb, 36, aminosav-pozicididi,
és # hemdn ok L amdnosav-pozicioi&dl kb, 48, aminosav-poxfcididiy terjed; 21 leuciuban
gozdag domdn, amely a oRA kb, 33, aminosav@td! kb, 104, aminosaviig, & kB kb, 37, amino-
savatol kb, 108, aminosavaig, ¢s a wkC kb, 49, aminosavdid] kb, 120, aminosavaig terded; 3)
misndik ciacteinben gandag domén, amely o whA kb, 105, aminosavatdh kb, 157, mminosaviig,
3 kB kb, 109, aminosavats! kb, 164, aminosaviig, & a trkC kb 121, amincsavird! kb, 177,
aminosaviiy terjed; 43 evd Inmunglobulinarerit domén, amely a tikA kb, 176, aminosavats!
kb 234, aminosaviig, a thB kb 183, aminosavitdl kb, 239, wninosavily, ée a rkC kb, 196,
aminosavald! kb, 257, aminosaviig terfed; &s 5) masodik bnoumglobulinszerii domén, amely a
trhA kb, 264, amvinosavatol kb, 330, aminosaviig, a kB kb, 270, aminosavitd! kb, 334, amwino-
saviig, €8 2 ok K 288, amincsaydtd! kb, 351, sminosavaig terjed.

A nenrotrophinok a periférids &s kdzpont nevronok elkitlonithetd, de atfeds helmazaira
fejtik ki hatdsokat, Baek a hatdsok s fefldds neuronck til6isdnek bintositésdban jatszott kulos
fortoseagh szereptil (pl. az NGF szensoros &y seimpatikus neuronckes kifojtets hatésa) a neuro-
nok morfologiijdra gyakoredt, viszonylag foom hatdsokig (NT-3 hatdsa a Purkinie-sejtekre}
terjednek. Ezen abtivitdsck Iétexése folvelente a nowrotrophinok bisnmyos neerodegenerstiv
hetegsdgek kezeldsére (Sridnd alkalmardsdnak loherfedpdt. Az NT-3-r8l folismerték tovahba,
fogy eldsegiti 2 periférids vir leukocithinak profiferaciiiat, &s enmek alapidn javasoltak az NT-3
neutropenia, fertdzdt betegségek & tumornk kemedéodre tBniénd alkalmazasas {Id. a S §15552

szami egyestilt dllamokbeli szabadalmi lefrdst {2000 jidus 181
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Tanubményoztdk a sewrotrophinok cardiovascularis 15j18dés szabdlvorisdban &5 a sérik-
téackre adott vasowloria veskeld mddositdsiban jateott szerepdt is [Id. Donovan & mitssi
Nature Genetics 14, 216-213 (1996); Donovan & wiseis AJ. Path. 147, 309324 (1995)
Kracmer ¢s misai Arteriol. Throm. and Vase. Biol 19, 168411051 {19991]. A WO 00/24415
sedonls nemzetkdz kozzérdtell frathan (hdwzdtétel napia: 2000, majus 4.) a newrotrophinokat az
angiogenezis ¢s a vascularis integritds szabdlyozasanak potencialis pvogysesreiként tartak fel.

A nevrotrophinokouk - cellddris degenericld (melveket, példaul, newrodegenerativ be-
tegségek do akat idegsejt-sdriilésak okaznak) keveléedre & aw angiogenezis szabdlyozasara thr-
a0 athalmazisuk ipdretes lehetBadged effenére — 1bb hatranyak is van, melyek kowltl az egyik
legiclontborbb a spocifitds hifnya. & legtdbh neuroirophin sgynsl 18bb receptorral képes ke-
resatreakeidba Wpni, Példaund, az NT-3, amely a ok tirozin kinds receptor elduvds Hgandums,
a8 trkA-hoz s rkB-her is képes kotddni ds aktivalat azokat [, Barbacid: J. Newrobiol, 25, 1386
{1994}; Barbacid: Ann, New York Acad. Set. 766, 442 {1995); Ryden s Ibans §. Biol, Chem.
271, 5623 (1996} Belliveau éx misaic 1 Cell Biol. 138, 375 (1997); Farinas & v . Negron

21, 3253 (1998)]. Emiatt nehén olyan terapidt megterveand, amely & neuronok egy specidlis popu-
Meidiam rdnyul. A nowotrophinderdpia egy misik korllowd toyvesdie, hogy 3 nouro-
trophinokrd! {igy az NT-3-nil} ismeretes, hogy hiperalgesift valtanak K [Chawdhry és mtsais
Muscle and Neres 23, 189 (2000)]. Mindezeken Wilmenden, bixonyos neurotrophinok {mint pl.
ax NT-3} ragesélokban gysage farmakokinetikal tolajdonsdgat és bloldgial hozzaférhetisdget
sustatngk, ami silyoy hérdéselet thmaszt humdan klinikat alkalmazhatdedgubkal svemben [id.
Haase ¢ misais I Hewrol, Sct. 180, 597 {1988) a Helgren és misai.y [ Newrosch, {7(1), 372
{1997}, valamint az alébbiakban kizdlt adatek]

Mindezek alupiin, sagy sziiksdg van neurodegenerativ sendellenességek s akut ideg-
seft-séritiések keaelésére alkalmas tordpids hatdamyvagokra, amelyek mentesck a neurotrophingk

ismmert hatranyaitdh

Adaldmdny Ssseefoglaldsn

»

A taldlminy szerintt megoldis a okCorecoptor extracsBularis doménjeiben 16vé
epitipok ellen rdmyuld, aponista abtivitdsd amtirkC monoklondhs antiiestek kifyjlesatdsén és
Karakterizildsdn alapul, melvek az NT-3 hiokigial aktivitisdt uldnozzdk, azonban meutesek az
NT-3 nébiny ismert hitrbnyatd, & lfiminy szering megoldds bizonyitia 2 széban fiagd
aponista antitesiek neuropathia kisériett dllatmodeliben t8riénd kerelésdnek hassnossdgdt is. Az
agonista anti-rkC antitesteknek 2 celloldchs degenerdcid — példdnl, idegseit-kdrosodss, kilons-
sen a newrodegencrativ betegadpekked {pl periférifs nouropathidhkal) Ssezefligad vagy kilsd
faktorok {példinl, Whbek kozdit, trauma, toxikes anyagok, sebészati boavatkouds) altal kivalion

idsgseit-séritlés — megelirdssaend {profilakiikus) vagy terdpids kerelésében szdmos eldnye van
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as NT-3-mal szemban,
Egyik szampontjdnak megfelelden, a 1aldbotny tirgys agonista amti-irkd monolklondls
anfiest, smsly

{a} trkA-val vagy twkB-vel o mutat jolentds mértékd herssatreaktivitdst; s

v )~ s>

{b} folismer egy spitdpot a #RU &, dowdnjdhen.
A talilmdny srerinti bizonyss agonixa antiestek g v 4. doménjdhen slhelyerkedd
epitdpat s felismerhetnok. & idhmdny egyik olBoyds megyvaldsitasi midja szerint a2 antitestek
huméan és ragesdloeredetii (pl. patkény- vagy eafrersdetll) thC-her ogyardnt képesek kitidu,
és ezek cgdrovedetd, kimdérikus (dedrive: lunmantxdlt) vagy humén antitestek fchetnek. Az anti-
testek @ patlv trkC-ligandum, ax NT-3 legalibb egy skuivithsit utbrenzak, s fgy hatdsosak kdet-

Py

nek kilSabdzd, cellulirly degenericidval jellemerhetd betegedgek {pl newopathigk, pl

cisplatin- vagy phidoxin-indukalta newopathia vagy diabetes-szel Ssszefliged newropathia),
valamint ~ ha a cellulivis degenerdeid caontvelseitel degenerdeidift foglalia magiban - elég-
felen mennyledel vérseitek jelinidtdvel jellomerhetd betegségek {pl. foukopmnis, idedrtve ax
sosinopeniat dsfvagy basopenddty Jovfopenis, monccitopenia €8 neutropenia) megeldadsére
exivagy kezeléodre. A taldlminy gy kildnfisen olbnyfis megvaldsitist mddia Setelmébon a tae
lalmdny szerinti agonista antitestek az NT-3-a4t sokkal jobb telaidonsdgokkal birnak: példast, a

N

betegnek beadva nem okoenak hipersigesisl; bioldelsl hozzaférhetéséguk fokorott mérsks,

3

cofvagy nagyohly specifibus aktiviiast mutatnak, ming az NT-3,

Egy tovibbt szompontidnal meglelelen, & taldlmdny thrgva aminkdd antitest nehdéz
fncy, amely tarialneexe a kvethezd komplementaritdst meghatiroed régidkat (CDR-ekety:
CDRYE, amely az {1, 2., 3, 4. &5 5. azonnsitosndnmt svekvenciabdl (SEQ ID NG 1, 2, 3, 4 é¢ §)
allé csnportbol van kivilasetve; CDR2, amely 26, 7, 8., 9., 10, vagy 11, azonosiionedmi wek-
vencitha (SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10 68 11 A0 esoporthd] van kivalasatva; ¢s CDR3, amely 8
12, B3, B8 160 8 17 azonositdszionG szekvenciabdl (SEQ ID NO: 12, 13, 14, 15, 16 &
17} &l16 csoportbdl van kivdlasatva.

Hgy tovibbt szempontjanak megfeleldon, a Bllmdny tdrgya anti-ukC antitest Kooyl
lanca, amely tartabmazza @ kovethezd komplementaritist meghativozd régidkar (CDR-sket):
CORL, amely & 18, 19, 26, 21, 32, 23, &5 24, aronositdsedmi szekvencibdl {(SEQ ID NO:
18, 19, 20, 21, 22, 23 & 24) alld csoporthol van kivilasxtve; CDR2, amely 2 25,26, 27, 28,
25 & My azovosiidsrionl aminosav-seekvencidbdl (SEQ ID NO: 23, 26, 27, 28, 29 &8 30) alle
osoporthdl van Rivalasetva; &5 CORY, amely & 31, 33, 33, 34, 35 & 38, azonositdsedmb
seekvencidbd! (SEQ I NG: 31, 32, 33, 34, 35 & 363 416 cooportbs! van kivalasstva,

Egy tovabbi szempontifuak megfelelton, a taldimény trgyva ogy egdrovedstl anti-wkC

wntitest nehéz lnca, smely tartalmazze a kSvetherd komplomentaritést meghatfrond régioka

B
{CDR-eketh:
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{a} NaaWNaaXaa WV (8EQ ID MO 37) képlett CDRL, amelyben az 1. pozicidban
1wl Xaa jelentdon Fvagy V) 8 3. pozicidban 18vd Xaa jelentése: Tvagy My és a 4. pozicidban
vl ¥aa jelentdee: E vagy ¥

(b} EiXaaPXaaXaaXaaNaa TNYNEKFRK Xan (SEQ I NOu 38; képlett CDRZ, amely-
ben 2 3. pozicicban v Xaa jelontéss: Lo vagy Y 8 & pozicidban vd Xaa jelentése: § vagy N;
a 7. poaloiiban 16vh Xaa jelentdser D vagy G & 8. pozicidban v Xaa jelentése: W vagy R és
a 16, poricidban lvd Xaa jelentése: G vagy 8; &

{} KNRNYYONYYV (SEQ ID NO: 12} vagy KYYYONSYRSWYFDV (SEQ ID N
13} képlerlt CDR3.

oy tovibbi seempontidnak megfelelden, & talalmdny thrgya oy Tamdn ami-akC angi-
test nohds Ynon, amely fartadmares g kvetkezd Romplomentaritist meghatdrond régidkan:

{a) XaaXaaXanYY Wiaa (SEQ 1Y N 39) képletd CDRI-végid, amelvben ax 1. poai
cdban 1évd Xan jelontéser § vagy § a 2. pozioidhan vE Xaa jelentdse: G vagy §; 2 3. pozicid-
ban Ievd Xaa jelentése: G, T vagy Y; é8 0 7. poeicidhan Ivd Xaa jelentése: 8 vagy N

(b XaalXaaXaaS3GSXaaTXaaNPRLKS {40, azonosiibssdmb szekvencly) altalinos
képleth CDR2wégio, amelyben av 1. posioldhan 16w Naa jelentése: ¥ vagy Ry a 3. posoishan
tevd Xaa jelendzer Y vagy F; a 4. poelcicban v Xaa jelentéser Y vagy T) 1 8. pozicidban
Wevd Xaa jelentéae 8 vagy Ry s 5 10, pozicidban 16vd Xaa jelentéss: N vagy Y: &

{ey CDR3, amely a kovetkez8kbidl 8l csopurtbél  van  Kvdlasatva
DROYDSTGRYYSYYOMDY (SEQ ID NGx 14), DOGYSNPFD (SEQ ID Ny 15) vagy
FRIAAAGXaaDYYYNGL X saV {31, azonositészdamd szekvencia; shol a & pozividban vd
Kaa jelenitse: & vagy T, ¢s a 16, pozicitban Iévd Xas jelentése: D vagy A

Bgy tovably svemponiidnak megfelolben, a talilmdny tdegya sgonists skiivitdsd sndi-
b monoklondlis autitest, amely 14, igénypont szerintl sgdreredetit anti-trkC antiiest nehéz
Hncdnak komplementaritast meghatdrond r$gidit turtlmaxd nebids Hncot kdnnyd lnchoz kap~

colva tartalmaz. Az antitest ciSnyizen homdn antiiest vagy bumdn vasrdgidbs! szarmazd any-
nosavakat tartalmaz® antitest, & eldnylsen vem mutat jelentds ménckd kervsztroaktivitast a
kA-val vagy trkB-vel. A taldlmdny leivdndban az antitest kifejerdst logldgabb értelmében
hasznatiuk; idedrijith az antitest-fragmenseket, pl. ax Py-, Fab-, Fab’ - & Flab® h-Tragmenseket,
valaming valamennyl immenglobaliv-osatélyt &s frotipust is, de kitlondsen elfnyvdsek s T~
antitostek, kS=ilk iy ax 1gG-2 & 1gii-4,

Bgy kivelkezd szempontidnak megfelellon, a wlélminy tdrgyva izolilt nukieinsay,
gmely agonista akiivitasd, epdroradetit vagy humdn mti-trkC antitest nehéz vagy kinnyit Knedt
{vagy Sagmensdt) k{}ﬁc%jav Ax egyik konkedl mogvalositasi mod éntelmdben o sedhan fugd
mukleinsay az ATCC-nel 2000, finltus 1-8n, a kdvatkerd deponilést sedmokon letétbe helvezett
nukleinsav-molckuldk egyile: FTA-2133, PTAZ134, PTAZ133, PTA2I36, PTA-2137, PTA-

v
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2138, PTA2I39, PTA2I40, PTA-2 141, PTA-2142 85 PTA-2143.

Egy tovabbi szempontiinak megfelelien, 3 ldlmdny thrgya egy vektor, mmely tartal
maz exy nukleinsav-nulekuldt, amely egy fentebb meghatirozott antitest nehéde Safvagy kdnnyl
Hnodt kodolja, A lilmdny 1rgydt képerik tovida a taldimdny szerinti nekloinssvval transe-
foroalt sejick, illetve hibridéom-seftvomalak, valamint a2 flyen hibridowaseitek &ltal termelt
antitestek.

Egy tovebbi szempontidnak megfelelden, » wldlminy thrgvit kdpeai egy gydgyviszat
készitmény, amely ogy fentebb definidl, agonists anti-tkC monnklondlis antitest hatfsos meny-
nyisdgét, valamint gyogydszati szemponthd! elfogadbatd hordordt tartalmaz.

Szintén 2 taldlminy tdrgydt képert agy eszkdz sejtdegeneraciival jellomezhetd butegsdy
vagy dllapot kezeléedre, umely magdban foglalia a 1aldlmany szerintl, agonista antivkC antitest
hatdsos mennyisdgdnek emibsnek {Hrténd adagolisst.

Exy tovibbl szempontjfnak meghtlelden, & taldimény tdrgydt képezi cgy ssokoz
sewropathia vagy newrndegenerativ balegsde kevelésére vagy kérosodott idegsejt regeneralisg-
ca, amely magaban foglalia 2 taldlmdny sverint agonista asti-okC antitest hatdsos memnyisdgs-

nek eoddsnek 1wWridad adagolisdt. A newropathia, példdul, periférids nouropathia lohet, beledrt-
ve, 1bbek Raiadt, o dinbetes-szel Osszefiigad nevropathidt &8 a vastag rostos szenzoros idegek
revrnpathididt. A sewodegenerstiy betogsdpek kied tartosik, pdlddal, az amyotrophiss latoral
selerosis {ALS), az Alcheimerkidr, a Parkinson-hdr és a Huntinglon-kéy, A kdrosodoft neuree
nok lehetned periférias nournnck, igy pl. xeenwores newronok {pl. dorzalis gytikérganghionokl,
mostoros nearonak {pl. gerinovelld newronok} vagy Meponti idegrendszeri nenronok, € a &l
s kilonbdzd kild & bulsé faktorok (pl ravmak, newrotoxinok, anyagosere-betegsdasek, for
26 anysgok ox hasonlok) kovetkeandnyeként alakulhat ki

Egy tovabbi seempontidnak meglelelSen, 3 taldimbny thrgvdt képezi sgy eljdrds perifé-
rigs newronok fejldeecnek, prolferdcididnak, feonmaraddadnak vagy regenerilisinak eldsegi-
iSvdre, mely clidols magiban foglaia az ilyen newonok taldlmény szeving antitest hatdaos
menyiségdvel Ortdnd drinthertetésdt.,

Egy masik sesepontiinek meglelelfen, 2 aldlmany trgvdt képexi gy oliards
sejtdegeneracidval jellomerhetd botegség vagy dllapot kezelésére emidshen (helsdrive a meg-
elttasst i), wely slidrds magihan foglalis ey anti-tk antitestet kdédold nukleinsav paciens
seftisbe Kiridnd bojuttatisdl. juttatonk ba, A taldlmdny sverinti eljdnis {gdnterdply) eldnySsen
newropatiia vagy nourndegenerativ betegady kezeldadre vagy kirosodott idegeejt regenerdlisira
alkalmazhatd. Emnek megfelelben, & recipiens sejtek eltnyvdsen idegseitek.

Sxintdn a taldlmdny thegydt képeaik az anti-trkC antitestet kédeld penstikal anyagot
{nukieinsavat) tartalmazd, génterdpids fulhasandlara atkalmas bordoxdk,

z

Bygy tovibbi szemponiidnak meghlelben, 3 lilmény thrgydt képedd egy eolidnds
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anglogeneals fnduloiléstra ey taldlminy seerintl anti-okC antitest avgingenezis indukdlisira
hatdsos mennyiségének oéibajuttatisival, Kdrelebbrdl, a céibajuttatds antitestek adagolisdt &
az gntitesteket kddold nuklelnsay célbajuttatisdt (példiul génterdpidban) foglalia magiban.

gy tovabbi szempontjinak megfelelion, 9 taldiminy tdrgydt ké;}a;«:i egy ol nukle-
av-molekala, smely sedrevedutd vagy lnmman sgonista sati-trkC antitest nohés vagy kdnnyd
lancar kddolia, & amely a kivvetkezdkbal 4HS caoporthbd! van kivalasstva: SEQ 1D NO: 58, SEQ
D N 59, SEQ D NGy 60, SEQ ID NG: 62, SEQ 2 MO: 83, REQ B NO: 64, SEQ D N
&5, BE(Y 1D WOy 66, SEQ ID NOw 87, SEQ 1D RO 68, 8EQ ID NO: 69, SE 1D KQ: 70 &
SEQ ID NO: 71 & talalmény tirgy® kdpeal tovibbi sgy polipeptid, amelvet egy vagy tobb
otalt nokleinsay molskula kddol

Egy kivvetkezd szempontidnak megleleliion, & taldlminy targydt képerd ogy toljes seit,
pgdrevedetly vagy oundn agomists ani-ukC antitest nehéz fncdt vagy kénnyll lascdt (vagy

mindkettdty kddold nukleinsavval van transeformaha,

Az abnak s Svid feldsa

Aw TA-UT dbrfikon kilsnbozd, okCorscoptar clfent humdn (1A & 10, illstve egde
sredett (B &8 17D} moveldondls antitestek ~ KIRA-tesrtiel (1/4 & UB) ée POI2 newrit-
kindvdst teezttel (VO g8 /D) kimutatoft agonista aliivitdsdt szemiéltetiitk. Protein-A cezlopin
tisatitott moncklondlls  antitesteket WIRA  stinwldcids  pufferrel {2 % swarvasmarha-

~

szérumatbumint (BSA, Intergen Co., Purchase, NY, USA) €s 25 oM HEPES-puifert tartalmaxs,

-

Fod ardayt FIVDMEM-clegy; 0.2 pia-ss filtersn safirve] 2

”
;
i

pefml boneentrdcidra higitottunk,
A mumoklondlis antitesteket evutan stimuldoids tipkdregben 13 ardnyban higltontuk {Seszesen
ayole higias, 0,01 aM-tol 180 aM-ig terjedd antitest-koncentricidval), ot kitveiten GDwvel
transziekidlt CHO-sejteket (3 x 1Y sejtfiiveg) NT-3-mal vagy moncklonslis antitesttel {a higits-
sokat két példinyban toszieltik) 5 Ora hosszat stimufiltunk, 85 a tesatel & példakban ismertetett
md&don hajtothik végre (VA dbra: umde monoklondls antitestekbel végrett kisérlet eredme-
wye; 1B dbra: cpdreradetdl monokiondlis antitestekkel végeett kisériet ercdménye), A tisetitoit
moneklondlis antiesteX agonists akuvitdsdnak PCI2 noarit-Kintvést tosaite] végrett vizsgilatst
2 példikban leirak szerint végertik. Pathdnyeredest PCI2-sejetker teljos hossziisigh humdn
trkC-génned transefeltdliunk, és a sojteket 1600 sejtfireg mennyisigben mikriter-tdludkra
sedfesatettik, A transafekeid ubin hirom vappel 2 tronsefoktdnsokat tartalmasd fregekber -
04,0002 nM &8 2.7 oM koztiti konventrdciokban, hdrom ismétidssel ~ monoklondlis antitesteket
adtunk, é3 37 “Coon tovibhi hirom napos inkubdlist végestiink. A seiteket faziskontraset-
milroszikopidval vizsgaliuk, & Seveszdmoltek arokat a sejteket, amelyekbd] Simér8iik kétsze-
resét meghaladd hosszosdgd nowriiek ndttek ki

A 2. abrin ar sgonista akiivitdst monokiondlis antitestck (reprezentativ példaként a
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§.1.2-e5 antitest) tkC-her tBridnd spectfikos hotSdésdt svomidhetiik.

A3, abrdn az seemdélietik, hogy aw agonish anti-trkC monoklondlis antitestek a bu-
min ekt hatékonyabban fsmerik fol, mint a patkdoyeredenit trkC-t. A monoklondlis antitestek
patkdnyeredent rkC-hez vald kEbdést képessdedt a reooptor bnmunadbezin-komstrakeidpinak
alkalmssdedvnl hatdroangk meg. kO (homdn okCaglve vagy patkdnyeredetd kgl

n

mikroter-télogkon gy dissakin & oowobilizalunk (100 al 1 ug/ml oldat 56 mM
karbondtpufferben {pH = 2,5} higitval. A lcikat lemostok, mayd blokkohltuk, A monckiondlis
antiiosteket 0,5 % scarvasmorha-szdrumalbamint &3 4,05 %% Tween-20-at tartalmand fadbiputs
ferelt sdoldatban 1 pgfimi Loncentrdcidrs Mgltotiuk, majd borzdadink & megleleld Gregekhes
(3G wifrey), &y seobahimdrsékleten egy dra hossant inkebaltuk, A tlodkat lemosink, majd sz
tregeiher homdadiud o mopfeleld HRP-konjogatomot (humdn moncklondlis antitestek eselén
kecskoorodeth anti-homdn -HRP, LS00 cpdrovedatlt avonoldondlis antitestek peetén kenshe-
ersdetd antbmolgy (Fop-HRPB, 115008}, fs srohahdmdrséldoten gy Gra hossaar inkubdluk,
et g tdlcdkat lemostuk, elhivnud s leobvastuk,

A 4. abrén kompeticids BLISA teszite] véumelt epithp-tirkdpezds llomzl pildijdt sae
tatiuk be, A biotinildlt humdn 6.1.2-es munoklondlis anti-tek antitestet — kildnbdad, jeldistien
anti-behl monoklondhis antitestek feleslegdnek jelenlétében vagy hidnydban ~ tmmobiliedlt
rhCvel wkobalhuk,

Az 5. dbrin 2 konpeticids ELIBA-tesette] végrelt eptidp-téridpesds eradudnyvedt foglal
Juk Sssze.

A G AHC dbrikon MiSofte wkCkimdrak {1/A) somatikus Hagrsmiat, valaming axek-
nek g okC ~ agonista sktivitdst bundn (B}, illstve seérevedetit (10} muti-trkC monokioadlis
antitestek &ltal felismen — epitdpjainak téképezdsdrs Wndnd alkalmazdsdt seomiditetiitk.

& 7. abrds 3 homén kU 4 s S domdniénel anunosaveszekvenciaidt augatiek be,

regieldtve arokat ax aminosavakat, smelyeket nudagenezisnek vetettdink ald, hogy megallapit-
suk az agonista anti-rkC monoklondls antitextek Sltall folismerdaben betdREH szevspliket.

A B, dbrdn a BkC &y az anti-irkC moncklonalis sntitestek altal alkotott komplex bérom-
dimenzids dlagramiat sunagiuk be, kiemelve a ukC azon aminosavall, amelysk valdszindleg
fontns szerepet jatszanak & wkCoreceptor - antt-pdC antitestek komplamentaritdst weghatarosd
réyidt dltali - felismerdadhen,

A 9. abvén agonista skiivitdsy, epfreredetl f5 humdn antiukC monokiondlls antitextok
nehéz e vacidbilis (VW) oégidianak aimbsav-seskvonciaids mutatiik be. A hdvom CDR-eégid
{CDRY, CDR2 & CDR3) mminosavail fkdvér betlitipussal szedik. A 3380-es &8 3383-a3 ne~

x

fdr Hne CDRvégidiinak aminosav-srekvencidis sz 1. azonosiiosedmit seekvenciy (8B 1D
RN In a 2256-08 nehéz Bne CRR-rdgididnak mvinoxav-szedhvencidiy a 2, azonoslidseimit
3

szekvencla (SEQ 1D NGy 2y & 6.1.2vex & 2345-8s nehds Bac CDRIpégididnak andnosay-
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szekvencitja o 3. azonositdszdmi svekvencia (SEQ I NCx 3); 4 &4.1-ex nehée Hoc CRRI-
régitiinak aminosav-szekvencidia a 4. azonositdezdmd szekvenciz (SEQ 1D NO: 4} a 23493
nehée lne COR-régidpinak anuposav-szekvenciaie az 8. azonosilosedmt seebvencia ($EQ 1D

Ny Shoa 2350

2":1\

§ 228338 nehéz lMoe CDRZ-régisianak sminovay-sxekvenoidis & 8. azonosé-
tosaions seekvennia (8EQ 1D NGO 6 2 235608 nebés Mae nehide e CORZwégididnak ami-
sossv-srekvencitia 8 7. sronositdszdmb szekvencia (SEQ I WO: 7y a 6,135 nebér linc
CDRR2-régididnak sminosav-szekvencidin a 8. sronoalidardmb szekvenciy (SEQ I3 NO: 8% &
5.4.3-ex nehéz ldne CDR2-répididnak aminosav-szekvencidia @ 9. arwosiidsedmi szehvensis
{SEQ Y NOu @), 2 2345-8a nehez oo CORZ-régididnak aminosav-saebvencitia a I azonost-

toszanyt swekvencia (SEQ I NOw MY a 234%es nehdz Mpe CDR3-régidjdnsk aminosav-

srekvencifja a 11, azonositészanmt sxekvencis (SEQ ID NO: 11} & 2250-es &8 2253-as neléz
fane COBR3-végiciinak aminosav-szekvencidja 8 12 azonosiidredmd saekvencia (SEQ B N
12 & 3256-us nehds Hne CDR3-régididnak aninosav-saekvencidia # 130 asonositdsadmib szek-
venois {SEQ D NO: 13) a 6.1 3¢5 nehdy lne CfDR;'.\?“régi«;'}jémak aminosav-szekvencidis a 14,
amcnositdezdm sapkvencls (SEQ I NO 14}, 8 6.4 -es nebéz Wine C’SRL"\‘régi{}jéna}: aIninG-
sav-seekvencidia a 15, asonosiidardmd szekvencia (SEQ I NO: 15% & 234505 nebér lanc

CDR3-végitidnak aminosav-szekvensidia g 18, anwositosaimd szekvencia (SEQ 1D NOu 16k

e

o~
z
¥

8s a 234%-es nohér Hne CORIréeidiansk smnosav-grekvencidia & 17, azonositdszdma sxek-
vencia {SEQ 1D NO: 1T

A 10, abrdn agonista aktivitdsh sgérevedetit & humdn anti-iehC monoklondlis antitestek
kil Mne varidbilis (V) régidifek aminvsav-szekvencitidt awtatiuk be. A hdrom CDR-
régts (CDR1L, COR2 s CORY) amincsavait folkdvér betitipussal sredtiik. A 2250w kiunyd
lne CDRI-régicidnak aminosav-szekvencidia a 18, azonositdszami srekvencia (SEQ ID MNO:
1I8) a 2253-as Koyl ldne CDRI-régiGidnak aminosav-szekvencidin a 19 azonositdszimd
szekvencia (SEQ ID NO: 19); 8 2256-08 kilnnyd Hane COR1-régidiansk aminasav-szekvencidja
1 20, azopositdszdmb szekvencia (SEQ ID N 20k a 6.1.2-¢s kinoyd fane CORrégidjdnak
sminosav-srekvencidia a 21, azonositossimd szekvencia (SEQ {8 RO 21% & 6.4.1-en kdumyd
ane CDR I-régididnak aminosav-szekvencidia a 22, azonosfidsedm szekvencia (SEQ 1D M.
2% 8 23458y kinnvd Hace UDRIaégidjdnak sminospe-seokvencidja 8 23, azonssitdsriind
seekvencis {SRQ D NO: 23); a 234%ex kdnnyd line COR-réghanak aminosav-szekvencidia
a 24, azonnsidszdmd seekvencia (SBQ 3 NO: 34, & 2250-ws hdanyl Moe UDR2-régididnak
aminosav-srekvencidia & 28, azonosfideximit szekvencia {REQ ID MO 28y & 2353-a5 konnyll
lane CDR2-régidianak avunosav-seekvencidia a 26, azonosiidsximd sackvencia (SB 1D K
26y a 2256-08 konnyd Mo CDRI-vdgitidnek ambusav-xeekvencidia & 27, azonosiidsadmi
seadovancia (SEQ ID MO: 27 2 6.1 2405 Kinnyl lane CORI-régidianak aminosav-szekvencidja

g 28 awnwositdszamy szekvencia {(SEQ D NO: 28Y, 3 .4, e kSmny§ Nne CORZ-régitidnak
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aminosav-seakvencidja & 29, aronosiiosrdnd seekvencia (SEQ 1D NGt 29 a 23450 &5 2349-

ex kvl ldoe UDR2-végididnak aminosav-szehvencidia & 30, azonosiiderdml srekvencia
{SEC D NO: 30) & 225008 konnyd Hne CDRG-régidjdnak aminosav-szekvencidia 2 31, sxo-
aseiidredond seekvensin {SEQ D Ny 31y a 2283 -ax koaayl ane CDR3-répidiinak anunosay-
seekvencifie a 32, azonssftésziame szekvenciz (8B ID NOu 33 8 3256-0s kionyd $énc

~

CIR3repiofdnak aminosav-szekvenciiia a 33, aronositdszan szebvensia (SEQ IO N 335 »
5.1 28 Kooyl lane CDRIrégicidnak aminosav-szekvencifja & 34, azonmaftdsrimd seekven-
oiy {SEQ ID NGy 34y a 6.4.1-es kloayd lne COR3wdgitidnak aminosayv-szekvencidia a 35
gronositdszdme szekyvencia (SEQ D N 35% & 234588 &s 234%es kinayd lac CDR3-
régidjansk aminosav-szekvenciain » 36, azonoeitészam( szekvencia {SEQ Y D 38).

A 11 Shedn agondsta aknividisy, sgdravedet &8 humén anti-wk( monoklondlis antitestek
nelidz s konnyd varidbilis ocsi CDR-régidingk sminosav-szekvencidit mutatiuk be. Az dbran
feltlintettiik azokat a cxulddokat s, amelyvekbes ¢ szelbvencidd tartoenak (adathdzisokban hozed-
ferbetd CDR-szekvencidkhkal mustatont homoldgia alapian).

A 12, Abrdn axt szemSiteijtk, hogy a2 agonista anti-trk monokiondlis antitestek javi-
tott in wive foleadat idfvel éa bioldgial hbozrdfichetlsdguel rendelkeanck.

A 13, abrdn az agoninsta aktviddst sotirkC monoklondlis antilestek cisplatin.
imdukdlia newropathides gyakorolt hatdsdt seomiliatjnk.

A 14 dbardn a marker-expreaseid piridosin-tadukalia aewropathia dital okisott oxdkke-
ndadt mutatiok be,

A 15, abrén a piridoxin kis dozisat batdsinak agouista akivitash anti-trkC moncklonadin
antitestek altall méradhléedt szemidiietiik,

A 16, abvdn a piridoxin nagy dowisal hatdsanak agonista akiivitdst anti-tkC
menokiondlis antitostek dlali nudrsdkidsdt seemidhetik.

A 17, abein a piridoxieindukéla  newropathia  sgondstn sktivitdsd  enti-tekd
monokionalis antitestek Sltali sayhitésdt seomichetjitk,

A 18, Sbedn wr agoniva aktivitdsd anti-rkC monoklondlis antitestek patidnyok | Jdra-
miszdstnak” piridoxin-indokalia romiasét enyvhitd havdsit szemiélteritk.

A 19, dhrdn sxt szewmléHefiik, hogy az N3 tendpias dovisal hipersigestdt okownak, az
agosnista akiivithad ant-ehd monokiondliy antitestek azonban nem.

A 20, dbran s ands kCoreceptor aminoasy-szelvencidial (38 azonositdsadnnt szek-
vencia, SEQ ID NO: 58) mutatiuk be, folttintetve a 4, €8 3, domén hatdrait,

A F1. 8brin 2 hamdn rkCorsceptor mebleotidseehvencidiit {37, avonositdszémt seek-
vencia, SEQ 1D NGO 375 sutagjuk be.

A 22, dbvan a 2250-ex agonista akiivithst antitrkl] monokiondlis antitest nebéx lancdt

kodold nuklcotidszekvencidt (A 38 avonositdszamal seekvenciay SEQ D NO: 58), illetve
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konavd tancdt kodold wmukleotiderakvencidt (B 39, aronosiidardmd sachvencia; SEQ [ N
38% nudatink he

A 23, dbran 8 2253-ax sgonista aktivitdstr anti-ukC monoklondlis antitest nebde lanedt

kidols nukleotidszekvenciat {4, 608, swonosftdszimy seekvenciy SEG I NO: 68), illstvs
Syl Mocd kadold nokleotidezekvencidt (B; 61, seonosftdsedont srekvenciy SEQ ID NG
&1} mutatink be.

A 24, dbvdn a 2256-05 agonista akeivitast anti-thC monoklonalis antitest nohds lanedt
kddelo nukleotidszekvoncidt (A 62, aronositészami seckvencia; SEG D NOn 83), iletve
konnyl Mncdt kOdold nukleotidseckvencidt (B; 63, axonceiiGsedns szekvencia, SEQ I N
£33 pastatjok be.

A 25 dbrdn a 234595 agonista abtivitist anti-okC monoklondlis antitest nehdz Mncat

A B4, azovositosxima szekvencia; SEQ Y NO: 64, tlletve

ey

k&dolo mkleotidarekvencidt {
kifneyd lancdt kddold nuklrotidszekvencift (B; 85 azonozitbszamit seekvencily SEQ ID KRG
&§3) mutatiuk be

A 26, dbrdn g 234%-es agonista sktivitast anti-wkC monoklonalis antiest nehér lnedt
kédeld nukleotidszebvencifit (A 66, aronositdszami seckvencia; SE 1D KWO: 88), illetve
kSnnylt taoedt kodold nukieotidseskvencidt (B 67. sxonosiidardmd szekvencia; SEQ HI N
&7} mustatiok be,

A 27, dbrin a &.1.2-ex agonista akiivitdsd ani-wki® monoklondlis antitest nchde lancat
kadold mubleotidavekvenciat (A; 08, azonosiidexdmt szekvencia; SEQ 1D NO: 685, illetve
oyl ldncdt k&dold sukicotidszekvencidt (B; 89, szonositdszdmb seekvenviy SEQ ID K&
&3 motatjuk be

A 28 Sbrdn 3 6.4, 1xs agonista akiivitdst anti-tkC monoklondlis antitest nehéz Mncdt
kodeld mukleotiderekvenaiat {A; 70, azovositdemdmn szekvenciay SEQ 1D NO: 78), illetve
oy ldncdt k&dnkd nukicotidszekvencidt (B; 71, szonosiidszamd seekvencia, SEQ ID KNG

T wotatjuk be,

A saldlmany oldnyds meovaldsitiel mddininak részletes lelndsa

A Lneurotrophin”™ kifejosds (&6 sednonindil) ax idegrendarert ndvekeddst faktor (NGE)
s annak késébb aronosiiott homologiainak polipeptid-csalddidra vonatkozik. E osaldd napjaine
kig azonositont tagiat g kévetkerSle NGF, agyi oredetd niivekeddsi fakior (BUNF, NT-23,
newrotrophind {NT-3 ), neorotrophined & -3 (INT-4/5), sourotrophiné (NT-6} és nawratrophin.7
(NT-7).

A Jnewotrophin” kifsjesés jelontdse magdban foglalia binmely ember vagy allatfy

watfy newrotrophingdt, valandot ceek funkeiondlls sefrmazékait, fggetlonti! attdd, hogy tormés
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szetes forrdsbol végeett tartftdssal, rekombindns DNS-technologial modsrerekkel, kénval sein-
drissel vagy ezen vagy egvéb elidrasol kombingeisival vannak-e eldaliftva. & nativ™ vagy
Sty szekvencitit” senratrophinok emberbsn vagy egyéd allatfaiokban természetes dllapot-
ban eldforduld newrotrophinok mminossv-srekvencidift taetalnazd  neurolrophinok, dedrive
exek tormdszetben widfordutd, leriividitert alakjsit e valtowatait, valambyg természstben eldfor-
duld alidhvaltoratait,

ALK, Lirkepolipeptid”, Lrkerepeptor™ &s hasounld Kifojezéseket egymds ssinonimai-
ként alkalmazauk, €8 o trozds Kinde receptor-flesalidba tartozd polipeptidekre vonatkownak,
melvek legaldbb egy nathv newrotrophin meghttdedre Répesek. E oxaldd eddig azovositort tagial
atrkA (pIAOTY, BB s ik

A wldlmbny baertstésr sordn hasenall drtelorben, ar Lotracslinldels domén™ vagy
LEUDY kifelendsen olyan polipeptidspekvencifl Srtliok, smely ogy természetben eféfordalsd
receptor extracethulivis domdngdnek Hgandombdd ahiivivasdval bir, Az sxtraceliulicis domén
Hgandumkotd altivitdse a polipeptid ligandumot megkitd képssadadre vouatkozik. Ennek meg-
felelben, a polipeptid-szekvencidnak vermn seiikséges magdban foglalnia a telies extracellulanis
domént, mivel bebironyosodott, hogy kisebb smakasuek is clegouddek a Hgandum meghdiésé-
hez A Terfviditert extracoluldeis domén dltaldban oidhatd, Az EUD kifejueds jelontéss kiterjed
sz polipeptidesesdivencidken iy, amelvekben ax érelt receptor bideofdh tramsrmembrin swek-

2

veneidia {&y, adott esetben a transemembrin domén 1-20 Caerminalis ésfvagy N-torminalis
ammosave) deleidbva van.

Az agomista aktvitdsh anti-rkC antitest” kifejexésen olvan antitestet drtitek, amely
Képes ogy nattv swakvencidih vkCreceptorhoz — éa/vagy a 1k jeldtvitels funkeid altal kzveti-
tett reakeiolt késbbbi tagjathoz ~ kididdnt &s sz{okalt shtivilnt (utdnorva exdltal @ recspior nativ
Hgandumanak, konkrdtan aw NT-3-nek bioldgial aktivitdsat, példaul, az agonista aktivitdsd antd-
test opy tkCoreceptor BECD-doménidher kithdhet, & cxdital & receptor dimerizdeidiat okowza,
ami az ttraccliulivks katalitikes kinde-domdn sktivalisdt eredménvezi. Kovetkerdsképpen, ez
reveptort termeld xejlek Bv wire Ssfvagy o vive waporodiadnak évfvagy differencidiodisinad
serkentés®y oredményezheti. A wldbmdny seorinti sgonista akiivithed antitestek olfnydsen a
bumadn tkCorsoeptor 5. doménidusk (b, 288381, wminosavak) dsfeagy 4. doménidnek b
178268, aminosavak) logaldbb egy réaxdt magaban foglald cpitdpar ~ vagy egy nem human (pl
egdrareden) wkCreceoptor magfeleld epitdidt — ismarik fol.

A taldlmdny seerintl sgontsta anti-trkC antitestsk vonatkozdsdban hasanalt | bioldgiat
aktiviias™ kifojezésen dllaldban a oh natly ligandumira, ax NT-3-ra jellomzd effektor-funkeidt
értiink. Av offektor-funketd oltoydsen a k€ yrozin Kinde reveptor exfvagy a wkC jelitviield
fundeld alal kozvetitott roakebdiy keésfibbi tagjal mogkitdsének ¢s aktivalasanak képességdt

jelentl. A wldbmdny sevint megollis szompontiabd! elduyds bioldgial alibvitizok kieé tarto
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zik, 1bbek kizdtt, a kdrosodott scjtek, elslisrahan idegaefick [idedrive a periférias (srimpatikus,
paraszimpatikus, szenzovos €s enterikus) nesronokat, motonewwonokat €s centralis {agyi &s ge-
rincveldt) newronokat], valamint egyéb sejtek, pl. periférids vér loukocHal in vifro vagy in vivp
fejldddsst, proliferdciojdt, fennmaraddsdt ds/vagy regenerilisdt elfsegitd akeivitds. A taldlmdny
szempontiibé! kitontsen ¢ldnyds bioldgial aktivitds a newropathia {pl. periférias neurapathia)
vagy eyyéh neuwrodegeneratlv betegsdégel kezelésének képessége (idedrtve a muegeliadst &),
illetve a kdrosodott idegseitek regenerdlisinak képességs. A kérosodott neuronck lehetnek
saemzoros, seimpatikes, paraszimpatikus vagy enterikus neuronck, pl dovadlls gydkeér-
ganghionok, mutoros neuronck &3 centralis newronok (pl. gerincyveldl newronok), 3 kérosodés
pedig tehet trauma, toxikus anyagok, sebészeti beavathorss, stroke, ischaemia, fortdzss, anyag-
casre-betegséy, tapanyaghidny & killtnféle maligndos betegadgek kivetkezménye. A taldlminy
seerinti antitestel egy masik specifibus biologial altivitisa az anglogenezist induksld képessig,
A talilminy ismertetése sordn hasznalt értelemben, a kerelés” kifejerdsen foickony

vagy kivénatos klinikal credménysk elérésdt oéled beavathordst értink. A taliimany céljaira a
skony vagy kivanatos klinthat eredmények kéizd tartozik, 16bbek kdztt, o finstek envhitdse,
a betegadg Kiterjeddednek cafikkentése, a betegadg stadiumanak stabilizdlise (azaz rosszabbodi-
sanak etkertildee), a betopsdg progresseididnak késleltetdse vagy lassitdsa, a betegsdy statusza-
nak enyhitése vagy caillapitdsa, 63 a réazleges vagy teljes remisszid, figgetiontl atdl, hogy
detektdlhatd vagy sem. A Jkemelés™ jelentheti o piciens tilélésének — kezelds nélkid virhaid

8y

thlélésher viszonyitort — mughosszabbitdedt 5. A Jkezelés” o rendellenesség Kalakulgsanak
megeidzése vagy lefubydsdnak mepviltortstiss oéljabdl végeett beavatkozas. Ennek mugleleld-
en, & kezeléa” Kifojends jolontdse a tordpids cély, ietve a megelbedst oflh (profilakiikus) keze-
Iésre egyarint kiterjed. A kezelésre szovuld paciensek k82¢ tartoanak o nedr rendellenességtdl
szenvedok, etve arok, akikunél a rendellenesséy kifejidddsének megelbadsére van switkséy. A
kezeles oélja lehet a celluldris degenerdoid vagy kdrusodds (pl. idegseit-kérosodas) kdnvetlen
megelledse, fefolyasanak lassitdsa vagy ménéhiése, illetve a sejtek (pl. newronok) egysh terd-
pids hatdanyagokkal végzett keualésrs vonatkoud fogdhonysiganak ndveldse, Az egyvik eldnyds
smegvaldsitast mid sxerint a kezelés osdkkenti vagy lassitia a célneuronok funkcidjdnak ledpiilé-
sét es/vagy serkenti azok regenevaldndt,
gy (krdntkus) newrodeogenarativ betegstg vagy akul idegrendszeri séritlés patoldgis-

i magébem fiuglalia a pdciensy komfortéradsét befolydseld valamenmyi jelenséget, idedrive,
13bbek kiziitt, 2 newronok diszlankeicial, degenerdcidjat, ofrilését dafvagy puseiuldsit.

A neurodegenerativ bolegedy” vagy .newrodegenerativ rendellonessey” kifejezdsen
olyan  rendellenességsket drttink, anplyek  lefolvisa newrondlis  depgenevacidt  dsivagy
diszfunkeiot foplal magdban, ideérive, wWhbek kdz6ty, a perifériss nevrnpathidkat;, motoneuronos

rendellienessdgekel, mint pl. sz amyotrophids lateral sclerosist (ALS, Lou Gehrigkds),
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factalishénuldst de hulonfile, spinalis muscularis atrophifval vagy pﬁr&iiz&ssei jellemezhetd
dllapotukat; valamint egyéb humdn neerodegenerativ betsgségeket (pl Alzhelmer-kor,
Farkinson-kdr, epilepszia, sclevosis multiplex, Huntington-kdr, Downeszindrdmas, idegsithetsdg
<8 Mentore-kan).

A pertfénids newropathia™ kifejerdsen a perifénidy idegeket drintd newrndagenerstly
betegadpet értlink, smely 1bbnyire motores, enworos, szepzomotoros vagy autonom dise-

FART

funkeidkénmt (vagy exek kombinfcidiaként} nyilvdnul meg. & periférids newnpathia, példdud,
tebet rékit, okozhatia seisztdmds betegsdy vagy indulsilhaiia toxikuy dgens, pl. neurotoxikus
drog {pl. tumorellenes hatdanyag) vagy ipart vagy Kenyezell szennyezds, A L periférias svenwo-
ros newrspathia” a pertféridy srenzorvos neuronok degenerdlodissval jeHemerhotd, anyd lohet
ndiopathids, lebet diabetes kifvetkezmdnye (disbetes-see! dsszefiiged neuropathia), ckozhalja
citosztatibunumal — pl komoterdpias hatdanyag {pl. vincristin, cisplatin, methotraxat, 3 ~azido-~
¥ dezoxitimidin vagy taxdnck, mint pl. a paclitaxe!l (TAXOLTY, Bristol-Myers Squibb
Dncslogy, Princeton, NJ, USAY és a doxetaxed {TAXQOTERE®, Rhone-Foulene Roree, Antony,
Franciaorszigl] alkalmazdsdvel — végeett raktenipis, alboholizimus, szerzett immunhifnyos
seindrdma {AIDS) vagy posctikal eredetd fogdhonyady. Az Grikion periférids newropathidk
kézs tartozik, példaul, a Refianehdy, Krabbe-kér, metachromaticns lenkodystrophia, Fabry-kér,
Dejorine-Sottas  seindrdeng,  abdtalipoprideinémia 83 Charcob-Marie-Tooth  {CMT) leako-
dystrophia {mids ndven propealiy muscudaris atrophia vagy &e8kiBn motores-szenzoros
neuropathia (HMSN). A perifirids seoropathidk logtiibd tpusa fassan (honapok vagy dvsk
alatt) alakel ki — & klinikal gyshorlatban a2 Byen nenropathiakat kednibuenak neverzik. Bivor

o8

nyos ceetekbern g periférias novropathia gvorsan {napok alatt) fefisdik ki, anvit akat folyvamatnak

a

nevezlink, A porificids neuropsthia rondarerint & svenzors &8 motores (8r2d & moygatd) ide-
geket egyllt drintl, ami vegyes szenzoros-motoras nevropathidt evedményez, de lsmeretes tisa-
tAn swenrorns & Hisetdn motores nouropathia is.

A taldlmany ismertetése sordn bassndlt driclemben, s toxikus dgens™ kifejezésen olymn
anyagot Srtifok, amely kémisi hatdsa révén rongdlja, kdrositia vagy ghtolia az ideg
famely komponensének mikiddsdt. A toxikes dgensek (méas néven ,peurmoxikes dgensek™
példiy kizd tavtoanalk, t0bbek RBxdt, a fentebb felsorndt kemoterdpids hatdanyagok, alkcholok,
Remek, ipari toxinok, Hlelmiszer s gydgyszer szennyerdaek &5 hasonlok.

Gydgykexelés vonathozdsdban ax endds™ kifgjordsen az omibsdk ceztilviba sorolt
atlatokst ériflink, idednive ax embert, a hizidlatohat és 3 gezdasigl haszondtlatokat, dHatkerti
dlatokat, sportolasi, B kedvteldst odthdl tartott dllatokat, igy pl. kutydka, Jovakat, macskékat,
szarvasmarhdkat, stb,

A rRkCrimmuonadberin® €8 g szinonimdjaként havenall L wkCummunglobulin kimérg®

kifgiezdsen olyan kimérikus molekuldt Srtlink, amelvben egy vkC-protein {(daldhan annsk



extracetiuliris domdnie) fmmmmglobulinarekvencidval van kombindlva. Az immunglobulin
seekvencia elnydsen - de nem sdibsdgsrerfeon — epy immuonglobulin konstans doménje. svake
sober swdmdra O lsmetek az olvan kiméramolekuldk, amelyek megfileld tmmnmglobulin
konstany dowsén seskvencidhoz kaposolt receptor-szebveneisbdl dllnak. Ax idevouatkozd szak-
irodalomthan lelrt inuoenadbezingh kded tartornal @ kOvetkerd vegyitlotek fhaddhn T-sejt-
reveptory {Gascotgne €8 misat.: Proo. Natl, Acad. 8ot USA §4, 2936 (1987 OD4F [Capon €8
misat: DNA Cell Biod, €, 347 (1390) By s misai
{homing receptor) { Watson €5 missi: § Cefl Biol 110, 2224 {251.?9{}};_ Watson &s misain ?
348, 164 (130 CDd4* {Aruffo &s mitsais Cell £, 1303 (1990)] CD2R* &8 BT [Linsloy &
misaic §. Bxp. Med, 173, 731 1990 CLTA4 Hasley és mitsais T Bxp. Med. 174, 361

{18907 D22 [Stamenkovie éx mtsai: Cell 86, 1133 (19913} TNF-reveptir [Ashkenazi &

mitsai: Naturs 337, 525 (1989) Traonscker §¢ misal.: Nature 339,, &8 {3?8?}; Tettmeissl &

satsal: . Bicd Chem. 2686, 23060 {1891 & Egil»remg}vom {Riiﬁgway ésmitsats L Col Biol

115, 1448 (eivonaty (1991}, A folsorolishan a csillaggal (%) jelolt receptorok az immanglobu-

iy weuperssalad tagiad,

A taléimdny ismertetdse sordn haaendlt éntclomben, ax ool nukleinsav vagy
podipeptid” kifclordson olyan azovositott nukleinsavat, lletve polipeptidet énittnk, amely allad
vagy humin forrdsihan jelen v seen  nukletnsavaked! vagy polipeptideltd! of var kiile
nftve. A suklsinsay, iHetve polipeptid c}iagzmszii‘b;asi célokes vagy probaként Hridnd alkalmaxds
hoz az aldbbiakban, 8 dlagooszikes tesztek ismaneidsénel amlitett jeldibanyagokial jolithard

Ax anminosav-szekvencis viltoeat™ kifgjezéosn dlaldban olvay molekolddar dritink,

z

amelyek amivosay-szekvencidls — ogy vosathoztaidsi {pl nativ ssekvencidi) polipeptiddel
daszehasontitva ~ bivonyss modositdsokat tartalmaz. Az iven mddositdssk 8 nativ aminosav-
szekvensidban bekfivetkersdt saubartitdoiok, inszernidk, deléeidk € crek kombinde il Inhetnek.

A JKkddols TNS-szekvencia”, Lkidols TR & Lkddold nukleinsay™ kifejerdseken
dezoxiribomkicinsav-szatban olhelyezkedé dezoxiribonuklcotidok sorrendidt vagy szekvenciad
18t drtiitk. A desoxiribomullentidek sorrendie hatdroxzs meg s polipeptid-ldncban v amino-

savak sorrendidt, igy & DNS-szekvencis aminossv-szelvencist kddel.

» 2

A veplikiordrs kdpos expra s vekior” & expresszids vekior™ Kifejosdscken olyan
— rendszerint kettds szalh ~ DNS-srahaszt Srifink, anwly inszertalt tlogen DN&-szakasat hoee
dozhat. Av idegen DNS olyan hetoroldg DNS-ként definialhatd, amely a gazdaneithen tormdsee-
tos allapothan nean aldthatt meg, A vekiow az idegen vagy heteroldg DNS muglelald gazdasein
be 10ridnd bejultatistra alkalmazhath. A gazdasejthe jutva 2 veltor & gaads kromessdmalia

DNS-d figgetionti! replikdlodhat, midlal @ vektor (& a veltorha lnseertall idegen DNEG) (kb
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kopidia horbatd fwe. Ezen tilmenden, 2 vekior olvan elomeket s tartabmax, amely ax idegen
DNS polipeptiddd 16ridénd ranszldeifinak sabdlyoriadbor seithsdgesek. Tyen madon az ide-

X L

gent DNS altal kddolt polipeptid szdmos molekeléfa allithats 218,

IR

A svabalvoriszekvencidk™ kifejerdsen olvan I¥NS-szekvencidkat ériiink, amelyek s
hozedfuk  mikddOképesen kaposoll  Rédoldszekvenvda adott  gaxdaszervesstben  indnd
expressrdltatasshor seliksdégesek. & prokaridte pardeseitekben t9riénd xpressziiiatisra szabi-
brondszekvencisként, példdul, promier, adolt eosetben operdtor-szekvencia, ribosadma-
kistbhely, ¢s egydh, kovésbé tsmert seehvencidk alkabmarhat®k. Az cukaridta sejtekedl fsmere-
tes, hogy pronuitershet, poliadenildcis saigndlokat &s erdshidseckvencidkat stalmamnak.

Hgy nukleinsay skkor van mitkoddképesen kapesolva™, ha ogy méxik nukleinsay-
szekvencidval funkoiondlis keposolatban van, Példsal, oy pro-szekvencia vagy seekesoids
veretiszekvencis DNS-¢ akkor van mikidtképesen ey polipepiidet kodolé DNS-her kaposol
var, ha vdyan pre-proteinként expressadiadik, amely réest vesz a polipeptid seekedeididban, Bgy
promdter vagy egy exdsitisashvencis akkor van mitkodtkepesen sy kddoldszekvencishor kap-
caniva, ha hatdssal van a seekvencis transskeipoididne. Egy ribosadmaktidhety akdor van mil-
kisdokepesen ey kodoliszekvencidhor kapesolva, ha ellsegitl o travsrliciot. & ,ouikaddképe-
sen kapesnlt” kifejends Altalabumy aet jelenti, hogy ax Saseekaposolt DNS~szekvencidk egymasaal
hatdronad, &8 - seekréeids vezctlszebvencia eseidben - egymassal hatdrosak fs azonos leolvasa-
sy fdxishan vanvak, ogyanakkor, ar sedsitderchvencidk esetében nem kdvetelmény, hogy
Ssewedrivk iegy@nei& Az Sssekaprocdiy acokvinyos mstrikeids helveknd! Higaldseal valdnalbat
meg. Ha Hven helyek vem Mieoneh, ax Sltsl@nos gyakoristask megfelelfen srimetibus oligo-
:mkimiié~adapters:k vagy Kaposoloszekvenciak slkalmazhaidk,

A leivdsban a euit”, Jsciivonal” & sejftenyéseet™ Kifclezéseket opymds szinonimdi-
ként alkalmazzuk, s valamsanyl Hyen megieldlés magdban foglalia az widdssiteket is. Hyen-

.

formin, a JSfranszformdns” & transzformalt seft”™ kifejerdack ielentése kiterjed az elsddlsy
eredsti sejtre &3 a belle szdrmazs tonyészotokre (figgetlontil az dtoltdsok satm&dh). Tormésee-
fosen ax utddsejtek DNS-tartalowkban nem poutosan cgyformak, ami @ sdndékos vagy vélet-
fonszert mutdchik kivetkewménye. & funkeidiok &x bioldgind aktivitdsek tekintetdben azonos
nutdns utddseitek xeintén ¢ kifejands jelentéakirdhe tartoenak.

A taldlmdny smortetise sordn haszadlt drclemben, az .exogén™ kifejezsst alyan nukie-
bawv-sackvencizghdnt definialjnk, amely ax adot sejtben idegen, vagy 2 sejttel homoldg, de &
pazdaset nuklvinsavinek olvan poricidjdhen helyeskedik ol, amelyben normdlin escthen nem
tafalhaid meg.

Az antitestek” & tmanmglobulinok™ gk aawes strokburdlis sajdtedgokkal bird
shkoproteinek. Mig az sotitestek gy adott antigdre rdnyald kOtési specifitist mutatnak, ax

yanwmnglobulinok ke tartoznak az antiteatek &x egydd, antilest-szerlt molekulak fs, amelyekbél
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hidnyeik a2 antigda-specifithy, Az atdbbi tipaaba tariged polipeptideket, példdnl, a nyivokrend-

szer kis menayisdgben, a myclomdl pedig fokozett sennyiségben termelik,

b

A natly antitesteR” rendszerint kb, 130 008 Dalton molekulatdmegtt heterototramse
glikoprateinek, amelyek két azonos kinayl (L} Hnobdd és két azoncs nehée (H) Hnebhd! dlinak.
Mindkét kodnayl laoe egy kovalens diszalfid-kétdssel kaposolddik a nehéz lnchor, mig a ki
nbosd mmunglobulin-tzotipusokban & nehids lancok Kozt eliérd szdmd disenifid-kdtds taldl
hatd, A nehéz és kinnyl Wncokban, egymistd] szabdlyos thvolsdgokea, ldocon belith diszelfid-

pet

kotdsek helyerkedoek ol Mindkét nehée lne egyik vigén varidbilis domén (V) talalhath, me-
iyel szamos konstans domen kivet. A kSnny? facok egyik végdn varidbilis domén {Vy ), masik
végén kanstany doondn helyerkedik el & kOnnyll Bne kowstany domdnie & nebée Bue ¢lsd kons-
sans dmxéz}jévﬁi iy a knnvd Mo varidbills domdnje a nehér Mne varidbilis domdnidvel i
lesihedih, Uy tartidk, hogy a neluéz & a knuyl Mne varisbilis doméniel koot bizonvos ami-
nosavak hatarfeliiletet képeanek.

Az antitestehlel Osszefigpdshen basendlt vartdbilis” kifejezés arra vonatkozik, hogy a
vartabilis domén bizonyos részeinek anunosav-szekvencidjs sz ogves antitestekben nsgynde
ickben clidr egymdstdl, &s caek o seakaszok feleldsek az adott antitest adutt antigénrs vonatkosd
specifitisadn. Mindazondltal, a variabilitds a2 antitest varidbilis doménjeiben nem sgyenietesen

oszlik meg, havem hdrom szakaszrs honcentrélodiks ezek az dgyneverelt Mipervariabilis rdgidk,
amelyek 2 konyil loe s 2 aehde Hne varidbilis domdnjeiben cgyardnt megtalathatok. A varii-
bilis domén Rovzervaltabl saakaszait vizrdgiddnak {FR) nevezelile. A natfv antitestel nehde &3
ktnnyl Mncainak vartdbilis doméngel egyenkent négy vierdgiot {FRY, FRI, FR3Y & FR4) tar
fabnaznak  (melygh  tObbnyire  Boedds  fonfigerdcidt vessoek fal}, & cackel  harom
hipervariabilis rdgid kil Senve, mnlyel lndokat bépeanek, €5 czek a horkok kaposoljak Ssww a
Poredts struktdrdt {8 néhdny esethen sanak w8528t is képezik). Az egves Mnvakban a vizrégidk
szorosan Osszetartidk a bipsrvariabilis régidkat, melyek ~ a mésik Hocbay 16v8 bipervaridbilis
régickkal egylitt ~ az antilest mtigéok®d belyeinek 1étrebozasdban jdtsvanak swevepet [l
Kabat & misais Sequences of Proteing of mnwmological fnterest”, 5. kiadas, 647069, ald,,
Fublic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991}, A konslans
domének kdevetlent! nem Jitszanal wevrepst ax antiest antigéuber WOrtdnd kStdddadhen, sron-
ban kithnfele effektor-fonkeidkat 10ltenek be ~ pl. ax antirest résnvétele ax amitest-dependens

colluldris citotoxivitishan.

A taldhmany jemertetése soran hasondll &rtelomben, a Jupervaridbilis régid” kifejoaéaen
exy antitest antigdaksidsdnt felellls aminosavaibdl &8O régidt Srtlink, A hipervaridbilis rigid
altaldban Jongdementaritant meghativoed rdgdbdl” (CDRG sedmmaxd aminosavakas tartalmaz
~ azaz. a Rimuylt e variabilis doménjének 24-M, amincsavant (L1}, 30-56. aminosavait (1.2}

.

£8 8087, aminosavait (L3), valamint 3 nehéy Mpc varidbilis domdnjdnek 31-35, avdvosavait
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{H1}, 50-63. aminosavait (H2) és 95-102. sminosavait (H3) [Id. Kabat ¢s misai.: , Sequences of
Proteins of loununological Interest”, 5. kisdés, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesds, MDY (1801)] ~, és/vagy . hipervaridbilis hurokbol” szérmard aminosavakat
{azaz a kdenyh laoe varidbilis doméniének 26-32. aminosavait (L13, 30-52. aminosavait (L2) &
91-96. aminosavait (1.3}, valamint & nehdz Mg varkdbills domdnidnck 2632, aminosavait (H1),
53-55. aminosavait (H2} és 96-101. aminosavait {(H3 ) Chothia és Lesk: 1. Mol Biol. 196, 941
{19873} tariabmaz. A vizeégiot (Jramewnth™ vagy FR) atkotd aminosavak a varidbilis domén
azon aminosaval, amelyek nom a fontebb definidlt hipervartibilic régid résadt képesik,

Az antitestek papainos ermdszidse két axonos antigdakstd fragmenst (Fab-Fagmensek,
melyel egy-egy antigéakdtl helvet tartalmaznak), valaming sgy maradék Fo-fragmenst eredmé-
nyez, amelynek neve kristdlvosoddsi hajlamat {orystallize”™) tiletal. A peparines emdsztés
eredmdnyeként F(ab’ y-fragmens j0n étre, amely két antigén-kombinalodast helyet tartalmaz,
és képes az antigén kereszkotésére,

Ax Fy-fragmens™ az o minimalls antitest-fragmens, amely komplett antigén-felismerd

v

&5 kOt helyet tartalmar. Ex @ rndgid egy nohér lne varidbiliz domén és egy kitnnyll lane varis-
billy domén dimers, amelyben a domdnek nem kovalens kStéesel vannak ssorosan sgymiéshoz
Kapesolva, Bz a koufigurdcid tesui lehetdve, hogy sz egyes varidbilis doménskben a hirom-
harom hipervaridbills régid nterakeidba Wpve & ViV, dimer feliifetén antigénkdth helyet hos-
zon fétre. A hat hipervarigbilis régid egyiittesen biztositia az antitest antigénk&td specifitasat,

azonban sgyetlen varidbills domén (vagy egy Fy-fragmens fele, amely csak hirom, antigénre

< N

-

apecifikus hipervaridbilis régiot tartalimae) 15 képes az antigén felismerdsére €5 mogkitdsére
{bér Kisebb affinitassal, mint a teljes kitGhely)

A Fab-fragmens tartalmazza & kinnyl Bne konstans doménjét €s a nehde lane &lsd
konstans deanénjét (CHIY is. A Fab’ ~fragmens annyiban tér of a Fab-fragmensi8l, hogy a nehéz
{ane CHI-doméniénel Crtormvindlisan néhidny plusz aminosavay tartalmaz (hdetitk 2 ax antitest

MY

coubbl- (hinge™) végididnak egy vagy 106bh ciszieiniét). A Fab’ -8 olyan Fab’ -fragmens,
amelvben a konstans domének cisstelije(i) szabad tolusoportodat tartalmaznak. Az Fab’ -
fragmenst sredetileg Fab’ -fragmensek parjaként allitonak olf, a két Fab® -fragmens kdaziitt
coukli-régiobdl szdmmazd clsztsingkkel. Az antitest-Fagmensek egvéb kémial kapesolisal szine
tén ismerstessd,

A gevinces fajokbd! szarmrazd antitestek ({mmunglobulingd)  kénayl fancat” ~ kons-
tans doménjeik aminosav-arekvencifja alspisn — a k& 361 elkGiSnithetd tipusba {x €8 3) smol
hatok.

Ax immoenglobulinok — nehds Bncatk Ronstans doméniének aminosav-szekvencisia
alapjan ~ Kitlonbtzd osztdlyokba sorothatdk. Az immumglobulin 8t 18 aszidlya dtezike 1A,

1D, 1gE, 1gG és IgM, melyvek kol t0bb tovabbi alosstdlyokra (ivotipusokra) osethatd, példavt:




2%~ -
1gGl, 1gG2, g3, 1G4, fgAT vagy 1gA2. A nehéz line konstans doméneket, az egyes nmun-
globulin-oszidlycknak megfoleliion, n kivetkez8k szerint jelolitk: o, §, &, v, Uletve u Hren

immunglobolin-osztdlyok alegység-szerkesste & Mromdimenzios konfigurdeidia szakember

szamars jO ismert,

oy

A taldlminy ismuerictése sordn ax ,antitest” kiftjerdst legtagab

s jelentéae egyardnt Kiterjed o bumidn, nem bumdén (pl cgdrersdetl) $s humanizdlt monoklonélis
antiestekre  (teljes  hossxlsdgh  mouvoklondlls  antitestekre),  poliklondlis  antitestekre,
mtispecifikus antitestekre {pl. bispecifikus antitestekre), valamint ax antitest-fragmensekre,
feltdve, hogy aznk képesek a kivant bioldgiat aktiviths kifejidsdre,

Az antitest-fragmensek” wgy teljes antitest résddetét, dltaldban annak antigénkstd vagy
varigbilis doménjét tertalmazedk, Ax antitest-fragmensek példaiként emiithetdk 3 kévetkezdk:
Fab-fragmens, Fab’ -fragmens, Flab® h-fragmens és Fy-fragmens; distestek; Hincaris antitestek;
seylaned antitest-molekuldk; s antiest-fragmensekbdl 4116 multispecifikus antitestek,

A taldlmény temerteidse sordn hasmalt drtelomben, 2 ymonoklondlis antitest” kifejezd-
sen iényepdben homogén antitest-populdciobdl szdrmand antitestet &rilink, vagyis & popalacidt
alkotd egyes antitestek ~ az esetlegesen kis mennyisdgben eldforduld torméseetes mutdcidkist
eliekintve — azonosak. & monoklondlis antitestek readkiviil specifikusak: egyetien antigén elfen
iranyulnak.  Eszen  tilmendien, ollenmtéthen 2 hagyomdnyos  {poliklonalis}  antitest-
készitményekkel, amelyek killdabdzé detsrmindnsnk {(spitdpok) elleni kitlnbiizd antilesteket
tartatoraznak, minden egyes monsklondlis antitet av antigén egyetlen determindmsa sllen i
nyel A moroblonalis” jelad az antitest azon sajatsdgdra utal, bogy antitestek I€nyegdhen ho-
nogen populicidiabd! nyerhetd, &s nem utal srra, hogy ax sntitest birmilven konkedt eljdrassal
feone  eldaliithatd. Példdnl, & talilmany seweinti megoldds értelmében  alkalmashatd
monckiondlls antitestek az elctidnt Kobler &y msai. Natore 238, 495 (19735 altad feirt
hibriddma-eljdrdssal vagy rekombindns DNS-technikah (M. pl. 4 816 567 szdmé egyesiilt alla-
mokbelt szabadabmt foirds) alkalmezdssval llithatdk €16, A moncklonalis antitestek” $8g anti~

test-kényvtdrakbal 3o frolalhatdk, példanl, a Cluckson és misal [Narture 353, 624 (19913} &

Marks £s nuisat. {1, Mol. Biol. 222, 581 {1991)] dlial lefri fechnikak alkalmardsaval.

A monoklondlis antitestek koed tavtormak a  kimdrikaw™ antitestek is, amelyekben g
nehéz So/vagy kinnyl ldnc egy része amonos vagy homoldg sgy adott fajbd szdrmaed —~ vagy
egy adott antitest-osetalvhor vagy -slosstdlvhor tartord ~ antitestek megfeleld arekvencidival,
mig a Hnclok) 10bbi réses aronos vagy homoldg egy mdsik fajbo! ssdemard — vegy gy mastk
antitest-osztdlybs vagy -aloszidlyba tartorst — antitestek megleleld szekvencidival. Szintén a
monokionalis antitestek kO tartornak az ifven Kimérikus antitestek fragmensei, felidve, hogy

képesek a kivént bioldgial aktivitds kifejtésére E" 15 367 szanui egyesitlt dtlamokbell szaba-

a
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A nem hnande {pl. cgéroredetii} antitestek buranizalt™ alabjat ol Kimdrikus antites
ek, amedyskben a veny fnandn nmglobulinbd! sadomard seekvenciak ardnya minimdlis, A
humanizalt antitestek (Ghboyive olyany humdn immunglobulinek (recipiens antitest), amelvekben
a recipiens antitest hipervaridbilis végididnak aminosaval egy nem humén faibol (pl egdrbdl,
patkinybdl, nydiba! vagy nem humédn {Semibshil) szirmand antitest {donor antitest) kivant
speciittisd, atlinitdsy ¢s kapacitdstt hipervaridbiliy régididnak sminosavaival vannak helyvette-
sftve. Néhany esctben & hunidn immmonglobelin viedgidianak (FRY wminosaval ness humdn
inmunglobulin megheleld aminosavatval vannak helyettesitve. Ezenfell, o humanizdlt antites-
tek olyan suinosavakat iy tarielmazhainak, awelvek nem talithatdk meg sem a reciplens, sevy g
donor antitestben. Haek a madoaftasok ax antitest tovibbi fnomftasa céjabdl hajthatok végre.
A& humanizdlt antitest dltalsban sgy - jellemeden k$t - varidhiliy domdn nyegdben spdardt
tartabmazsa, mely{eklben a hipervaridbilis gidk mindegyike vagy lenvegdben mindegyike
megfelel egy rem humdn mmunglobulin bipervaridhilis rdgidinak, ¢ 3 vhzrégidk mindegyike
vagy Hmyvegdhen nundegyike meghdel egy humdn immunglobulin-szekvencia vazrégitjdnak, A
humaninilt mtites&‘, sdott esetben, egy immunglobulin Jellumzben opy humén immunglobuling
konstans rdgididnak (Foi logaldbb ogy részét is tarialmazes. Tovabhi részletekat Hetden K
Fones ¢3 misal, Natore 321, 322 {1988} Riechmany & misal Nature 332, 323 (198&); Prasin
Curr. Gp. Struct. Biol. 2, 383 {19823)

Az egyviiact PV™ vagy soFv” sntitest-fragmonsek sgy antitest Vi € Vi-doménjeit

egyazon polipeptid-ncon taralmazedk, Az Fe-polipeptid 8 Vi & Vi~domén ket dialiban

W

kapoxoltpolipeptidet s tartalmae, amely e sePv-fragmons szdmdrs lebetdvé teart ax antigén

e

meghditacher sxliksdges struktfin kialakitésl, Az &{;Fv*fs*agme.&sak (‘).sgs:z:afv;}giair} sttekindséy

Hetden K. Pluckilnny: The

& Jdiatest” kifejouds két sng,mkom hedyet trtalmard, kisméretis ar;titss&fragmmsakm
vopatkoutk, amelyek egvaron polipeptich-Bncon k8muyd oo varidbitiy doménbes (V) kaposolt
nehée Mo variabilis domédnt (Vi) tartalmaznal (VeV} Az ugyanaron Bnoon 16vd két domén
kizith parosodis hekfvetkerdséher W) rvid kaposoloserkvencia alkalmasdséval a donmdnek
arrs vaonek Kényseeritve, h(‘i:.‘v ey mastk lane komplementer doménjeivel alkossansk péet
midlial ké antipsalt hely jon tre, A dintestek réacloterchd lefvisdt iHetben i ae BP
404 0%7 sxémb ewrdpal szabadalmi lefrdst &y 3 WO 8371181 sndodt nemwetkiial kdzediétell
ratoty valernint Hollinger és motsai s Proc. Natll Acad. 8ct, USA 80, 6484 (199331

A taldbmdny ismertetére sorkn hasandlt drichuben, 8 linedels antitestel” kifvjezds a
Zapata & nesal. {Protein Eag, &103, 1057 (1985} dltal el antitestokre vonatkozik, amelyek
tandemy Fdwszogmensekb8! (VH-CHI-CHACHD sl part tamalmaenak, mely Fduregmensek
antigéakotd régid part alkotnak, A lincdris antitosick bisperifikusek vagy pumospecifikusak

sgyanint ichetnek,
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Az epitdp” kifeterdsen protein-antigéueken 1évh kitShelyeket értiink, amelyekber a
moncklonalis vagy polildondlis antitestek két8dn képesek.

A natiy szekvencigjt buman trkC 3. ésfvagy 4. doménjdher {vagy sgy nativ seekvencid-
38, nem bhumdn ukCeorccoptor cgyvensriékl epitipjdhox) kGtddd  antitestekel epitdpe
Erkdpeadesel” azononithagiek. Az epitdpok proteineken vals clhelyerkedésének terképezésére
¢s karakferizdlisdra spdmon oljdrds jamersles, mint példaul, ar antitest-antigén komplex kris-
tatysrerkezetdnek felolddss, kompeticids tesziek, génfragmens-cxpresszids tesziek & swinteli-
kus peptiden alapeld vizsgalatt elidrésck [ld pll Harlow & Lane: Using Anttbodies, a
Laboratory Manual”™, 11 fejeret, Cold Spring Harber Laborstory Press, Cold Spring Harbor,
New York, USA (199%%)] Az 1. példaban Rompeticios ELISA-lesziet ismertetiink. &
génfragmens-expresszids tosatekben a proteint kodold ayiton leolvasas fazist véletlenszeriion
vagy specifikus genctikal konstrukeiokkal fragmentdhivk, &s weghatérozzuk o termelietett
proteinfragmensek tesstelnt Kivint antitestre vonatkord reaktivitdsdt. A génfragmensek, pelda
al, polimerdr-léncreakeioval allithatdk <0, majd & vitre transzkripeidval &s transzlicidval ~
radioaktiv antnosavak jelenléidhen ~ proteinnd alekithatdk. Az antitest radivsktivan jeldlt
proteinfragmensckhez theidnd kotdaddsdt Immunprenipitdcid & gélelektrofindsis alkalmazaséval
hatdrozhatiuk  meg. Dironyos epitdpok  fAgrdsescakék  feliletén  wmegjelenitett  ramdom
peptidszekvencidk nagymdretlh kiinyvtdral (faghfnyvidral) alkalmazdsdval is azonosithaiok.
Mis mddon, §fedé peptidfragmenseX meghat@rozott kdmyvidrdt egyszer kotdsi teszthen a
vizsgilandd antitesthez tOnénd kitddéare teszicthetiink. Hr sv uidbbi meghlzelitdst mod kb &-
15 amincsavas Hncdris eplidpok meghatdrozisira alkalmas.

Bgy antitest akkor K8OdK egy vossthortatési sntitesttel | Ienvegében azouos
spitdphoz”, ha a két antitest azonos vagy térbelileg atfedd epitépokat ismer feol. Eanek megdiia-
pitdsinak legdhtalinosabban alkalmazott &x gyors oljirdsal a kompeticids tesatek, amelyek kit
Rnbozd formatumokban (Joidlt antigsn vagy jolblt antitest atkalmardsdval) hajthatdk végre. Az
antigdnt rendszerint 96 Hrepl mikvotiter-tdkedn Immobifizaliuk, és a jeltietion antitestek Sl
antitestek kitGdéadt gl képesadgdt radioakifv vagy enzimatikus jeloldh alkalmazisdval mutat
juk ki Az 1L példdban egy kompeticids BLISA-tegziet ismertetiink.

A taldlmdny ismortoidse sordn hasenalt Srtelemben, az aminasav™ kifejerdsen tormeé-
szetben elfforduld L- vagy Draminosavakat Setlink, melyveket a valtozatok leirdsind! ismerte-
tiink réndletesebben. A lefvdshan sx aminosavak dHaldnosan alkabmazoft egy s hdrom betlis
roviditéseit hasznaljek {id, Bruce Alberts ¢s mitsats ,Molecular Biology of the Cell™, 3. kiadds,
Garland Poblishing, Ine., New York (189431

A hibridizaciot ol0nySsen setringens felidtelel™ mellett hajtink vépre, a kdvatkeadk
szevinty {1} kis tonerdeadégll oldatban, magas homérsdkieten végeott mosds; példdal, 50 °C-on

0,015 M adtviomddorid/3,0005 M ndiriom-cindt/0,1 % ndtrium-dodecil-seultfat Ssszetéiclit ol
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dattal végrett mosay; vagy (3) denaturilészer (pl. forvandd) jelenlétében végeett hibridizdeld,
péidand, S8 %6 (VY formamidot twtadnazd 81 % sswvasmarhe-szdrumatbumin/B,{ %
Fieollf@,1 % polivinilpirrolidon/S8 oM ndirtem-foselit poaffer HH = 6,53 eleggyvel végaett hib-
vidizdeid &8 42 “Con 750 wd natrben-Klond 7S adM ndivium-clirdt oldatial végeett mosas,
Tovabbi péidakent emithesd az 30 % formamid, Sx8SC-oldat {8,75 M NaCl, 8.075 M nawtum-
citrat), SO md ndbriune-foszfas {(pH = &/8), 6,1 %6 ndtrione-pirofosefiy, 3 ¥ Denhardt-oldat, ultra-
hangkezell Taxacsperma-DINS {50 g/md), 4.1 36 SIS &s 18 % dexivdn-seulfat Ssseetéicll oldat
ban, 42 *Ceon viégeedt bridizdetd 85 0,1 2% SU8- tartalmazd 025858 C-oldattal, 42 °Coon vég-

et mosas.

B3 A ialabmany pvakorlati mepvabhsitdsdrs slkslmas ofidrdsok

A taldlondoy (hrgydt agonists aktieitiad, undn & nomy hurndn monokiondls antitestek
képezik {idedrive ax widbbink humaniedlt alakioit 1), amelvek a rkCoreceptor natly Hganduma,

2

az NT-3 bizonyos boligial tulajdonségait utdnoredk. Az cgérevedetlt &y humdn anti-trkC anti-
testek cltalitsdsdnak alabbiakban ismertotdsre keriild, dltalinoy techniksi szabember swdmdra (6l
fsmartek. Tovabbi résehdeket — hOstlil ax agonista ablivitish antitestek szelekidlasat ~ ax 1.

példaban ismertetiink,

13 Amiitestek oloalidsa

{1} Poliklondls sutitestek

A poliklondlis antttestek ol0dlitdst modseered JOI smeriek. A poliklonalis antitestek,
péidigl, inununiziioanyag (&, kivant osutben, sgy adjuvins) egy vagy 10bb injekeidjgnak he-
addsar kivetSen, smldsthben lermelathetdk. Az bnmuntedioenyagot éo/vagy adiavanst rend-
szerint 10bh srubkutdn wvagy intraperitomedlls injekeidval adiuk be az omibsnek, Az
mnunizdicanyagot hasznos lebet olyan proteinnel konjogalni, aswelyrdl jsmerstes, hogy aw
wmaniedln kivént emlSsben iovnunogss aliivitdsd (pl. sxérumalborsin vagy szdjabab tripszin-
inhibitor). Az isununizdldsta alhalmazhatd adjvvissok példdiként emiithetd a Fround-fele

komplett adjuvins & az MPL-TDM.

(i Monoklondlis antitestek

~

A monoklondlis antitestel az elodlidnt Kohiler 8 winat, [Naturs 258, 485 (19753 dlal
feirt lubridéma-olidrassal, valoming rekombindns DNS-techokak (d. 1 4 815 567 szamb egye-
siilt aftamekbell szabadalmi lelrdst) alhalmandsdval Slithatdk o8,

A hibridoma-clidras sovdn egeret vagy ogyeh alkalmas gardadliiatot (pl. hiresdgdt vagy
makdkat) a fontebd lefrtek szerint nonmisdhak, bogy olvan Horfooak fermelodéadt vllsuk ki,

amelyek gz mmmniziiism alkalmazott prowinhez speeiflikusan kS0dS antitestekat termelnek

{ilfetve azok teromeddsdére képesck). May middon, a lndocttikat v vigre tmmunizdibagisk, et
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kivetbon a fimfocithkat meglideld fusiondliatd dgens (pl. pulistilén-glikol) alkalmardsdval
myclomasejtckbez Duziondlpd, oudltal ibriddmasejteket kapunk [Goding: Mowvoclonal
Antibodies: Principles and Practice”, 5013, old,, Acadenve Fress {1888)].

Az gy Euchozott hibriddmaseiteket moglebldt — elfinydsen a fuziondlatian kiinduldsi
mysclnaseitek szaprraddsat & tildlsdt gdtld sgy vagy Wb anvaget fartalnazd ~ tonvésad
thpkGzeghen sraporitiuk, Félddal, ha a kindeldst myslomaseiiekbd] hidoyaik a hipoxanthin
guanin foszforthoni! transeferde enzin (HOPRT vagy HPRT), a hibriddmak tenyésatdsére rend-

zerint hipoxanthing, sminopterint & Houding tartalmazs dpkdzeget (HATHapkizeg) slkalma
2unk, amely ghiolja a BOFRT-deficions seitek seaporeddsat.

A fuzionditatdsra oldnyiisen olysn myelomaseiteket alkalmazunk, amelyek hatékonyan
fuziondthatdk; cltsegitik g Kivilasaott antitest-lormadd sejtek stabil & nagyménidki antitest
termelése; €s valamely thpkiivegre (pl. HATadphdvegre) dradenyek. Hzel kozlil eldnyvisen
cgdveredeltt myvelomaseioket  alkalmaannky  Hyenek példaut g MOPGC21 & MO

..\

sperhmnorokind sedomand seitvonalak (Salk Inxtitate Celt Tistribution Conter, San Diego, Kak-

fornfe, USA)Y & az SP-2 vagy X&3-Ag8-653 seitek (American Type Caltare Collection,

»

c

Rockyille, Marviand, USA) Humdn monoklondlis antitestek termelésére humdn m f@§0£§3£&5ﬁj“i€k
{1984}, Brodeur &8 misat: Monoclonal Antibody Production Techniques and App?saamm ) 3-
&3. old,, Marcal Dekker, tne,, New York {1987,

A tepyvésatd tdpkszeget {mnelvben g hibriddmassiteket sraporfiotiuk) az antigén sllemt
monoklondls antitestek termelddésdre tosatoliik, A hbridomassitek dltal termoelt monokloadhis
antitestek kst specifitdsit oldnySsen immunprecipitdeioval vagy in vitre kBtdst tesstiel - pl
ragioimmun-tesatiel {RIA} vagy onzindditt nwmunszorbsns viosgdlat elidrdssal {(ELISA) ~
hatdrozenk meg,

A monoklondlis antitest kotdsi affinitisn, példanl, a Munson s misal. {Anal, Biochen.
107, 220 (1980} altal lefrt Scatchard-analizissel hatdrozhatd meg,

A Kivng specifitdst, affinitasd dsfvagy akiivitish antitesteket tormeld hibriddmasetek
sronosftfss atdn a kidnokat Hontdld hgidssal sanbkidnozhatiuk és szokvanyos elidrdsolkal
szaporithatiuk [l Goding: Monockmal Antibodies: Principles and Practice”, 59-{03. old.
{Academic Prosy, 19863]. Aw ¢ odlva alkalows tonydsatd dpkdrepek példil kbed tlanonik a >
MEM é&x az RPMI- 1648 tipkiizen. Mary mddon, z hitridomazeitek haslid tumuwwokkent altatok-
Ban fa vive is sxaporfthandh,

A szubkionok dltal kivalasstott monnklondlis antitesteket eldnyfisen hagyomanyos im-
munglobubin-tiaetitdst  tochatkdk  (pl prdetnA Sepharose, hidroxilapatit-kromatografia,
sélelekirofordzis, dialfedy vagy affinitdsi kromatogratia) alkalmasdsdval valasatpdk of « tenyése

& t3pkSzegtdl, hastint folyadekid! vagy sedrumtdl
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A monokiondlis antitesteket kddald DNB-ok senkvinyos chjdrdsokkal egyseeriion izo-

Hithatdk és seekvenathatdk {pl, specifikusan ap sgdrerdetl antitestok nebéz, Hl kiinnyd Kncdt
kadold pénekhez hibridizdld oligonekiectid-prabik alkalmasdsdval), Ax Hysn DNS-ek elényss

&

forrdsdnl  hibnidomessiek  seoigdlaak

Red

Irofalés widn o DNSU expresszids  vebktorckba
wezerttlhatiuk, € a vektorskial paedmsefiehet ~ ph & cofi cojteked, majomsredet CGS-

X

sejtehet, kinal hivesdg petefésaak (CHOY sejteker vagy myolomaseiteket (melyek ogydébként

fe®)

.

fmmanglobalin-proteint nem tommelneky ~ transafektithatank, midhal & rekombindny gardase)-
tekbon monocklondlis antiestek termelddéadt idénaik old. Az antitestey kddold TINS- médosit-

hagiul is, példaul, oly mddon, hogy a endn nehée és kdonvd Mne kowstans doménieinek

Kodolhsrekvencidjdval egdreradetd antitestek homoldy srekvencidit belyestesiitik [, Morrison

T

~

& wweat: Proe, Nath Acadl Sci USA &1, 6831 (19843, vagy sz itmonmglobulin

L rid

kddoldseekvencidjdbor kovalens kitéssel egy nem tomamglobulin-polipeptid  kédoldszek-
vencidjdnak cgdaét vagy résxét kapesoliuk, Exzel & médszrrrel kimdrikus” vagy hibeid” antt-
testek Altithaiok i, smelysk twidlodioy seeriatl amtiokl mosoklondlis antitest kitdsperifith-
sival tirnak.

Ax tlyen nem immuanglobalin-polipeptidekked rendszerin s talddmdny svorinti sntiestek
konstans domdngait helvettesigith, vagy mds mddon, egy taldlmany srerintl antitest egy antigdn-
kombindlddast helvének varidhills doméajelt helystiositiik veliik, hogy nlvan hivalens kimédra
antitestet hozamk iétee, amely ey trkersceptinra specifikus antigén-kombinalodast helvet, va-
famint egy masik antigéare specifikus mdsik antigén-kombinalodist helyet tartalmaz.

Kimvivikus vagy hibrid mtitestek 8 seintetikuy profeinkémidban ismert eljdrdsok alkal-
mrazdsdval (Jdedrive ¢ keresrtkordsképad reagensek alkalmarndsdt), &y vitro s elbdllithatok. Pél-
déud, digeulfid-kicserdlidest roakeid alkabmaxisdval vagy tiodter-kinds iirchozdsdval immun-
toxinckat Sllithatunk oh. Ax & oflra alkalmas reagensek jellomed példal kozd tartozik sz
iminotiolat &s metil-d-merkaptobutirimidal.

Az antitestek olfialtitdsdnak rekombindns médarereill sz aldbbiakban ismertetiik részle-

111} Bumamzalt antitestek
A lnnmanizadll antitest faldban egy vagy tibb, nem humén forrdshd] snfrmaxd aming-

savat tartalmaz. Broket 2 nom bumdn aminosavakat gyskean Jimport” anvinosavakeak nevezzik,

X

z

melyek rendaverint egy ,Jmport” varidbilis domdnbd setrmanak, Az antitested humanizdlisiy
Knyegdben Winter &y misal, elidrdsdval hajthatil végre {fones €s miset: Nabee 321, 322

{1986); Riechmann &s musal: Nature 332, 323 (1988, Verhoyon & misais Science 239, 1334

x

(198831, oly mddon, hogy sgy bumdn antitest mepflel seekvencidit rigesdideredetdt CDK-
sickad vagy COR-szekvencidkkal helvertesitjigk,
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Ennek meglelelden, az jlyen Jhamanizalt” antitestek Kimérikus antiiestek {Cabilly, i
fontebby, amelyekben ax antitest — teljes human varidbilis doménn ényegesen kisebh — vésze
van belyettesitve egy neo humdn faibol sedomazd, mugfeleld seekvencidval, A gyakorlatban a
humanizdll antitestek rendszering olyan bumdn antitestek, smelyekben a komplementaritdst
meghatirord régid néhany aminosava — &s ssetleg a vhrrdgid (FRY néhany aminpsava — thgesé-
teredetdl antitestel analdy Aol sedrmand aminosavakkal van bhelyettesitve.

Lényeges, bogy az antitestek a humanizaldst kdvetden is meglarisdk antigdnre vonstko-
20 affinithsukat &y egyvéd kedverd bialdgial tulajdonsdgatkat. Eonek drdekében, av egyik eld-
ayos eljdrds szering, & homanizdlt sntitostchet ¢ kilndeldet saelovencisk €5 @ kiitnhded lehetaé-

~ 3o

es humanizall termehek ~ hiromdimenzids modeliek felbasanalasdval végeett — analizdldsat
kdvetben alligek b Az immunglobulinok hiromdimenzids modelljel axdles kdrlien hozzdftr-
hetdk s szakember sedmdra j01 ismertek, Sxdmitdpépes programek dllnak rendelkezésre a kive-
lasztodt lehetzépes numunglobelin-spabvencidk valdarind hiromdimenaids konformbelds struk-
tirdinak Huszivilasdm &5 megielenitéadre. Az igy meggelenitett siruktiwdk tanuhmdnyozisa eid-
segiti a2 egyes andnosavaknak a leheotséges immunglobulinarekvencie nlikodésdhen botshéitt

seevepének viesgdlatdy, axar o lebeladges inununglobalin antigénher ktddd képeaséadt befolyva-

e

o

aold aminosavak vizsgdlatit, Eren a mddon Kivitlasathatdk » vierégid aminosaval, &s & recipiens
&y tmpoat sesfvencidkbol dgy kombindlhatck, hogy a kivint sutitest-tulaidonsigokat {pl. 2
célantipgén{ekire vonatkoxd fokovoyt affiniidst) kapp&. A komplementaritdst meghatdrond régid
aminosaval dltaliban kizvetlen®t! &s jelentds méndkben jatszanak seerepet ax antigénkdiés be-
folyasniasaban, Tovalld részlotekat Hletben Id, 3 87/834 373 sedmli egyssiilt allamokbell sza-

badal bejelontdst (1992, augusaben 21}, amely & 87/715 372 sedmi seabadalmi bejelentdsen

{1991, jonius 14.) alapuld, réseben folytatilagos bejelontés,

fivy Humsn antitessek

A humdn monoklondliy antitestel & hibriddmaeeljivds alkalmasdsdval dilithatdk olit
Humdn monoklondlis astitestek wemelietdedre bumdn mysloma & egdrfunndn heteromyeloma
seifek athalmardsdt bs lofrdk [ példaul, Kozbor § Immunel, 133, 3001 (1984} Brodeur ¢s
mtsal.: Monoclonal Antibody Production Teclmigess and Applications™, 51463, oid., Marcel
Dekker, Ine., New York (19873,

Napiainkra fchotdadg van olyan transzgenikus dHatok {pl egerel) trehordsira, ame-
bvek immoniedlist Mivetden — endogén mmunglobdin-termelddés nlikitl - kdpesek 3 humén
antiivstek tolfer repostodrjinak tormelisére. Példagl, loirtdk, hogy kimdrikes ¢s csiravenal
muting egerekben se antitest nehéz Moo kapesoloddst régidinak (Ju) génichen hekdvetkarelt
homowigdta deléois az endogdn antitest-termelddés wwljes gatlasat ervdméoyerl, A humén esira

vonal-sredetst immunglebulin-gének dyen celravonal-outins sgerekbs Wrtdnd bejuttatiss -
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antigérestimudos hatdsdra ~ humdn antitestek tormelddésdt eredoményeet {Id. pl. Jakoboviis és
mizat: Proo, Natl Acad. Sei. USA 90, 2551 (1893) Jakobovits &s misai: Nature 362, 253
{1993}

& Nenoepdr IF { Sawswnse Iy elneverdsh ramsegenikas s:gérwma?ai hoztak K, sme-i}-' -

o

antigén-stinutlus hatdsdra - nagy atfinitisd, teljes egészdben humdn antitesteket termel, Bat exer

$

kilobazis nagysigrondil hundn nehéz fac & kiwmayl lne lokuszok ~ endogén Siseegmensben
homozigMa  deléoids ~ ogerekbe tiridnd  cshavonalantegricitidval valdsitottdk meg. A
Xenoegdr I 120 kbos ~ howzdverdleg 68 Vi-gont, whies Dy & fiprrégidkat €8 hirom kiinbs-

X

o honatans régidt (i, 8 &5 ¥} tartaloard ~ hurndn nebér lane fokuset, valaming 800 kb-os — 32

Viegent, Kxeszegmenseket g8 Cu-génelet tartalmand ~ hundn g-fokuszt hordos, Ax thyen ege-
rakben termelddd antitestek minden tekintetben hasonlok sz emberskben termelidSkhoe, ide
ertve a gpéndtrendezddist, péndssperenderdddst do ropertodrt. Ax egorckben az endogds by
szegmensben vigrehajiolt deléeid (amit megakeddlyorza az egdrlokusrban a géndtrendezfidést)
kovetkortéhen Jokabb a humdn antitestek, &s nem az endogén sotitestek termelbdaek.

Mas madon, hundn antitestok & amtitest-fragmenssk ~ immunizilatian donceokbol
szarmaze wenweghthulin varidbilis (V) domént kddold gének készletdhdl t0nidndl — i wigre

sltaliftdsdra a MoeCaforty és oatsal, [Natwre 3
'

.

lenitsi §, fhg-display™) tochnika i alkabmaxhatd, B technika seerint antitest varigbilis doménjelt
kédold génekol ~ azonos leolvasisl fizishan ~ fonalas bakieriofag (pl. M3 vagy ) nagy vagy
kis burokprotelirgéniébe konomsak, & a fhgrészesske feltlotén mitkSdOhépes antitest-

2

fragmenaehet jelonftensk meg. Mivel & fonalas fgréarecske o fig gonomiduak egysedls DNS-

e

N

kopidiat rartalmazen, ax antitest fonkoiondhie tulyjdonsigain alapuld seelehold ax ¢ tolgjdonsd
gokat mutatd antitestet kddodd gén kivilacetisdt evedményeny. Hvenformén, a fig « BG-segt
bizonyus tulgidonsigall whinoera, & Rgdisplay vald megielenitéat techniks killdnbizd forma-
tumokban hajthatd végre; dsszefoglald dtekintést Hlotden I pl Johnson és misals Cuarrent
Opinton i Structural Riclogy 3, 864 (1993}, E techaikdhoz a V-génszegmensek sedmos forrdsa
stkalmazhatd. Clackson €6 mutsal, [Natore 332, 634 {1991)] immaonizdlt egerek Bpi¢hdi sedrma-
20 Vegének kiswmdretll, random kombinatorihas kt’isz}m‘érébéi anti-wxazcion antiestek diverz

mtsat, TEMBO 112, 725 (1993)] dltal leint efjdrdsobkal immmmizdlatian emberekbs! sefemand
V-péack repertadin allithatd olf, illetve antigdunek {koatik sajitantigének) divers sorozata olle-
ui antitestek oldibaick. A természetes impunreskeiok sodn az antitestcket kddold gének nagy
gyakorisagh nutacidkat halmwenak fol (szomstikey hipermationt) B viltosdsol ndmelvike
agyvobb affinitdst eredmdnyer, & kdsdbbi antigén-stimulus sordn olsdsorban gzok 8 Beseitek

-
1

sokszorozddnak &s differencidlodnsk, amelyek feltletikdn ilysn nagy affinitdsd Helieti ime

o
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munglobuling bordoznak. Ex a termdsretes folyarsal sz dn. Mrckombinglast {chaln-shuffing™)
fechnika [l Marks és msai: BiovTechnology 18, 779 (1992)] alkalmazdsdval utdnozhatd, A
fanckombinglis! eljdrds sordn o Nigfelitleten vald megjelonitési technikdval azonositott | elsdd-
feges™ homén antitestek affinitdsa gy javithatd, hogy o nelde & kinnyit lAncok V-régidit kédo-
{0 géneket cgymds utdn ~ Vdoméy gluel bomamixdlatlan dovnorokba! exfrmazd, terméareles

viltorataival helyettesitjitk, £ tochnika oM nagysidgrondbe tartozd affinidsi antitesiek ¢s anti-
test-fragmensek ef6allitasat foszl khetlvé, Walerhouse ¢ musal. [Nucl Acidy Rex, 21, 2263
{1993} nagyon nagyméreth Apkinyvtdrak (fm. ymother-ofall™ kinyvtdrak) cl8allitdst madsre-
st jridk de, moig nagy sffinitdss humén sutitest ilyven nagyndretl fgkdnyvidebdl Windnd janldls-
sat Griffuh 6 misat, [EMBO L {1994), sajtd alatt] tartdk fel A génkombindlasi technika bumén

sutitestek rdgosdtideredetl antitostekbd! 161nd losedrmaniatasdrs is alkalmazhatd, smikor ik a

&

humén antitest hasonid affinitdsh &5 specifitdsd, mint & kilndeldsi ragosilderedetit antitest. Az

slidrds (medyet Lepitip-imprinting”-nek is nevernel) rigesilieredetd antiestek (Fgon valé
megiclentiest tochnikival kapott) nehés vagy kvl Hne varigbilis domdén génielt human vari-

abills dondneket kodobh génekkel hudysttesitk, mishal rdgosdlivhomdn kimdrik jonnsk itre,

b3

Antighmel végrett seelekoid eredményvelkdnt mithdddkipen antigénhdtd hely hebvredllftdzdrs
képes lnmmdy varidbilia domén trolathatd, vagyia az epiop rdnyitia a kKdtdpariner kivilasardsét.

Ha ozt aw eljdrist & maradék rdgrsdidoredetit varidbilic domeén helyettesiidse céljabdl megizmé-

sehitk, hunsdn antitestet kapusk (ki WO 93416213 swdmdt nomzetkat kivedtdell frat) Broaz
slifras — ollentétben a ragesiideredetl sutitostek CDR-Atilordssel végrett hagyondnyas hurns-

nizdlds techntkdiaval ~ teljes mdrighben bumdn antilesteket erodményver, melyek vazedgiopk-

ban vagy komplementaritast meghativozd régidikban ner tartaboarnak vigesalderedetly amino-

savakat,

{v} Bispcoifikus sotilostek

A bispeoifikus antifestek ~ #ldnylsen lunndy vagy humanizdlt — monckionilis antites-
tek, amelvek logalabb kit kitldnbied antigénre motatnak kdidsl speeifitast. & taldhndny szerint
bispecifikus antitestok esoidben az ogytk kotfsi specifitds a wkCrecoptorra irdnyul, amu
agonista abiivitdel antitestet eredményes, a mdstk kdiési specifitds pedig tetandleges antigénre
{elimydsen ogy mAsIK receptura vagy revoptor-alegysépes} rdmvul

A bispecifikus antitestek «l0AlNGs) elfdrdaad seakomber sednmden (O fsmortek. A
hi‘speaiﬁiw:as antitesiek szckvéﬂym eldatlitas mé{ijsa L0 immtmgi{*&uiin nehda iésls:;’?(i‘irmyii fanc

CusHor Natore 385, S37 (883, Az fnsmenglobalin vehér & kdnnvl lncainal véletlenseerd

Ssszetstelll Kéarletet wmialt ¢ hilwiddmak {kvadrimak) potencidlisan tr Eilnbisd antitest-

molekuia slegydt tartalmazsdk, melyek hOai! csupdn sgy rendeolkezik 3 megfeleld bispecifikus

rxeR
*
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seackoanttel. A megfeleld wolkala — ditaldban affiitast krowmatogrdfideal véprett ~ tisztidsa

igen mumkaigdnyes, &8 a Kitermelést szdzaléka is alucsony. Hasonld slifrdsok lefnisat tHoiben
B WO 9308829 szamh nemzetkézi kdrzéidteh iratol, valanuint Travnsoker és mitsal.c EMBG
3. 10, 3655 (1901,

Egy mésik -~ fo elinydsebb — mephkteolidsl mdd szerint az antitestek Kivény kdtdsi
speoifitdst varidbilis doménjelt {antitest-antigén kombinalddis! helyvek) imnamnglobulin kons-
tans domén szekvenciathor fuddondbuk. A i ollnvicss egy mumunglobelin webér léne
konstans doménjdvel valdaitiuk meg, amely logalabb a caukid,, TH2- ds CHI-ndgid résalt tar-
talmazza, Elfuyds, ha s konstans dondn tartalmazey ~ a kdnnyd Kochor w@nidnd kitddéshen
szitksdges helyet magdban foglald ~ olsd nchée fane koostans régidt (CH1). Ax tmmunglobulin
nehée line fizidkat — &s kivant escthen az npmnglobulin nehér fancot ~ kddold DNG-ekat
kitlon exprosszids vektorokba tszertaljuk, ¢s swokat egyiittesen megleleld gazdaorgantizmusha
wranszfekialjek. Ex nagy rugalmassigot biztosit » hivoss polipeptid relativ ardsyinak bedliass-
ban, azon wmegvalisiidst modokban, ahol az optimdls hozam cléndse drdekdben g konstrukeid-
ban a hérom kilinbdad polipeptid-lncot pem azouos sednyokban alkalmazad. Mindazondltal,
fehetsép van arra is, hogy két vagy mindhdrom polipeptid-ddne kodoldsrekvencidjat egyazon
sxprosssids vektorba inszentaljub (olvan ssetckbew, ha logalibb két polipeptid-léne amowmos
avdnyban Stdnd exprosszidja sredmdnyezi & nagy hozsmot vagy ba a Mook relativ arfnydnak
sings kiindsebb jelentdsdgel E mepoldds egy clbnylis megwnidsidst mddia érolmében a
bispecifikoy antitestek — ar egyik karon - hibeid fmpmpglibulin nebdz Huncbdh {elad kOG-
specifittasal} €5 — a masik keron — egy hibrid mpumglobelin pehde Hno/konnyd fans parbdl
{mdsodik kid-specifithssall dllnak. Az taldltuk, hogy oz az asszimetrikos struktiva olfsegiti a
kivant hispecifikus vegyviilet nom kivinstos nssunglebulin-lnckombingeiohis! dndnd elva-
laszidsdt, mivel az mmongiobulin kvl loonak o blspecifikes molckely osupédn egyik fold-
ben vald juleniéte egyezert clkiildnitdst tesz lehetdvéd, B mogoldis lotrasat Hletden Id 8 WQ
GH04690 szdmb nomzetkda Kizedtdtell atot (Kinedtétel oapjar 19904, méruias 3.

A bisproifikay antitsstek elSallithsinak tovidbi risaleteit i pl Suresh &8 msain
Muthods st Enzymelogy 121, 2108 (1988},

{vi} Heterokoniugall antitestek

A talibndny oltalmi kifrshez tartomnak a heterokonjugdlt antitestek is, amelyek két -
egymashoz kovalens kitéasel kaposoldds — antitesthd] dllnalt. Az Hyon antitostek alkalmazdsdt,
példiul, se immenrendseer sejfjeinek nem kivdostos softed sllend célbajuttatisdra (i
4 676 980 szdmb egyesiift dllamokbell szabadaln lofrdst) &8 HIV-fortbuds kezeléstre javasoltdh
(WO 0100360 ¢e WO B2/200373 spdont nemzethdzl kdwzdtétell iraf &s EPORORY sedm surdpa

X -

szabadaint lefras). A heterokonjugdit antitestek bdrmely alkalmas keroyethdids-kipad oljdrassal
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sifillithatdl. Ax ilyen oélm megfeleld kovesathdtde-képad dgonsek (6] ismentek (lelrisakat ilie-
then ~ kitlonfole keveszikitdst technikdkkal epyiitt ~ I 2 4 §75 98¢ szanw exvesitlt dlfamokbhelt

r:::

srabadalmi leirdsf),

{vif Astitest-fraenensek

A talalmény bizonyns megvaldsitist modial Srichnében az soti-rkC antitest {idedrve ax
sgéroredeti, bunwn € humanizalt anticsteket & antitestvditoratokat) gy antitesi-fragmens,
Ax antitest-fragmuensek of6allitandra hilouftle technikabam fejlesztettek ki, Ewck a fragmensek
hagyomdnyosan nfakt antitestek proteolitikus emdszidsdvel honhatdk Mire {Id. pl. Morimoto s
mitsai.: Journal of Biochemics! and Blophysival Methods 24, 167 (1992); & Brenman &6 mtsal.
Seience 228, 87 {1985}, azonban seek a fragmensch rekombindns gasdascitek alkalmardsdval
Rrvetienid fs eloallithatok, Példdul, a Fab' -SH Fagmensek & colfbd] kdzvetientil kinyerhe-
ik, ¢s kénual kaposoldssal Flab pfragmenselhd  aakithatdh d Carter &8 misais
BioTechnology W 183 (1902)]. Egy misik mepvaldsitdel mdd drielmében a Flab’
fragnsensek — a Flab” rmolekola dssechliftdsanak elioegitése drdekében — GNCY Invcln-cipady

alkabmnzésdval hozhaték e, Fgy misik lchetdedg szerinmt sz Fv-, Fab- vagy Flab’ }»-
fragmensek  rekombindns  gazdaseib-tenydszetbdl  kézvetlenl]l iroldthatdk. A antiest

W

fagmensek oléatiitdstnak sgydh tochuikdl arakember szdmdra (01 famertek.

{viity Az antitestek aminssav-seelvencia valiozatal

Az aati-trkU aatitestek amincsav-weekvencia vltosatal sz anti-orkC antitest DNS-¢ben
megleleld nuklsotid-mddositisck beiktatisdval, letve peptidseintéeissel hovhatdk éwe. Az
hyen valtoxatok kied tartoznak, példdnl, & példdkban ismertotert anti-ohC antitestek aminusav-
seckvencididt Srintd deléeiok éalvagy tnswercidk afvagy swabsztithoidk, A végsd konstrukeild
Igfrehonise oéljabol a deléctdk, inszercidk fs szubsatitaeiok hérmely kombindoidja alkalmazha-
t0, felidve, hogy a vigtermdk a kivant telaidonsagokkal bir. Az aminosav-valiomatisak mado-
sithatfdk a humanizdlt anti-okQ antitest vagy antitest-viltozat posai-transelacids érési folyama-
tait s {pl. a ghikoxtldcios helyek szdmdnak vagy poxdcididnak viltoztatdsdval).

Az anti-bkC antitest ~ mutagenezis helyszineként elfayds -~ aminosaval vagy régidd
azonositasdnak egyik hasmoos oljaniss az .alanin-pheztdagsi ‘zmstag{msﬂs“ {olanine scawing

padagensyis™) néven ixmert techuika [l Cunningham & Wells: Science {08 (198

Eaon clidrds seneint avonvsitenk egy aminosaval vagy oflantinosavak csoporiial {ph ltdssel
hiré aminosavak, ph. Avg, Asp, His, Lys & Gha), & exfeke)t semloges vagy negatiy idhéstt ami-
nosavval {legeidnyirelben alaninaal vagy polislaninnal} helvattesifi@k, abb&! 3 odhdl, bogy
befolydsoliuk ax aminosavak & g trkCrantigén kizdttt kolestinhatdst, A szubsatitioidrs funket-

onalis Srxdhenységet nuntatd aminosay-pozicick meghatdronisit ezutin fgy finomithatiuk, hogy

& szubeztithcid helyén vagy avosk kdzelébon {jabb vagy egydb mutdeidkat bozunk {étre. Hyen

.4
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formdn, bar ax amunosav-madositisok helve aldre meghatdrozon, § mutheid termdszete dnma-
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gaban nem oldre meghatirozott, Példinl, sz adott helyen vigrehajtolt mutield sredménysack
vizsgdlata céljabdl o célkodonndl vagy célvégidhan slanin-phsaidzist vagy random mutsgeneziy
végrink, &s az expressedlt antiekC antitest-valiozatokat o kivint akitivitasra srelektdlink.

Ax aminosav-szehvencia iszercid lehetnek N- dsfvagy C-termindlis fizick, amelyek

ogy anunosaviol sade wagy mdg 106hbh aminosay hossad

2 wigly terjedd polipeptid aminosav-
srekvencidboz tondnd bozzdkapesolasat julentik, tHetve vgy vagy 10bb aminosavas, seskvencidn
beldh musreidk lehetnek. A terwindlis insvercitk példat kied tartornsk ax Netermindlis
metionint tartalmazd antikC antitestek, a clotoxikus polipeptidhez fziondlt antitestek, fo-
vabbd az aniitest N- vagy C-rermuindlisdnak envimber vagy olvan polipeptidhez rténd fuzio-

20 v

niltatisa, amely fokozaa az antitest vérsavdban mérhetd foleadst idejét {14, fentedb).

Az sminosyv-seckvencia  vallozatok egy mdsik  tipusdt képozik aw  aminosav-
seubstioioy valtozatoX, Az Bven viltozatok esetdben sz anti-tkC antitest-molokals logaldbb
exy aminossva ogy  masik  aminosgvval van helyetiesfive. A antitest  szobestithoids
mutagenezisének legnagyobb jelontdsépd pontiat x bipervaridbilis régick, de a vaurépgidban
végrehaitot seubsatithordd i jelentds hatdsfiak lehetnel, A konzervativ saubastittoiokat az 1.
tabldeat el0nyds soubsstitheidh” oaclopaban mutstink be. Ha ezck a helyvottesitdsek a bipld
aktivitas megviliondsdt eredményezik, figy tovibbi, jelemitsebh smubsziitdclds moddositisokat
vigezhstiink, welyeket ax 1. tabldzat Jehetadges szabatittoidk” oszlopdban (illetve, kéabbb, az

apynosavak osoporiositisa kapesdn sustatuak be, €8 az igy létrehozott valiowatokat sekrineliik.

. tébiden

Fredeti aminosav Lohstséges seubsstitéoidk Elfinyds szubsatiticiok
Ala(A) Val, Lew, He Val
Arg (R} Las, Gin, Asn Lys
Az {N) Cela, His, Asp, Lys, Arg ' Gln
Asp N ‘ Gl Asn | Glu
Cys ) Ser, Ala ‘ Ser
Gl (G} Asn, Glu Asn
Gla{E) Asp, Gin Axp
Gy (G} Ak Al
His () Asty, Gin, Lys, Arg Arg

fle (D Lew, Val, Met, Alg, Phe, norlsucin ’ Loy
Leg{l} Worlewcin, le, Val, Met, Als, The e
Lovs {3 Arg, Gln, Asn Arg
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1. tabidzat (folvtatas)
- Eredeti aminosay {.ehetséges sxuheztitheidk Eldnyds srubszitodk
Mat {M) Loy, Phe, lle Leg

Phe {F) Leg, Vai, Ik, Als, Tw Tyr

Fro {P} Ada Ala

Ser{§) The The

The {Y Sex Ser

Trp (W) ' Tyr, Phe Tyr

Tyr (Y} Trp, Phe, Thr, Ser Phe

¥al (V) Re, Len, Met, Phe, Alg, novleusin Leu

Ax antitestek bickigial hulajdonsdgal seompontjibdl iCuyeges mddisitdsok ngy valdsit-
hatdk weg, bogy kivaleuthdk avoket & soubadditoidkat, mmedysk a kivethewdk tekimtotdhen
Jelontds mértékben kiltnbiznek ar oredell amdncsavidl {a) 8 sacbsatitdols Kdzelében g
polipeptid-vaz szerkezerének fenntartisdban {pl. redds vagy helikaliz konformdend); () a mole-
bule céthelvén o s &5 hidroftbitds fenntartdsdban; vagy {¢} az oldalidne fizikal kiterjedéae-
nek fenntartiedban, A terméssetben oléforduld aminosavakat - oldallineaik wulajdonségal alap-
140~ a kétverkerd esoportokba soraljok:

{1} hidrofob: novleusin, Mel, Alg, Val, Len, il

{23 semloges, hideofil: Cys, Ser, The,

{3} savas: Asp, Gl

{4) hawisos: Asn, Gliy, His, Lys, Arm

(5} ncorienticidt befolydsold aminosavak: Gly, Proy
{8} aromds: Tep, Ty, Phe.

A nem Konzervatlv szubsatithcdd ast jelentl, hogy av egytk csoportba tartozd aminosay
sy mdsik cxoportba tartozd sminosavval van helyetasiive.

A homanizdlt vagy médositott anti-rkC antiest pontos konformdcidjdnak fonntaridsé-
ban szerepet nen jhlsxd clasteinek seintén helvetiesithetdl (dltaldban seerinnel), an ndveli 2
motekula oxidatly stabilitisdt, &s mepskadilyosza 2 rendellones keresctkOtds-képaést. Eawel
seemiben, az antitos! stabilitisinak ndveltas Srdekéhen clantein-kitdack iktathatok be (kitlind-
sew, ha az antilest gy antiest-fragmens, pl. Fyv-fragmens}.

A szubsziitaeits valtozatok gy kiilinSsen olfnyds tpuse aw eredeti antitest (pl. huma-
sizall vagy humdn autitest) hipervariabilis régidie egy vagy b aminosavinak saubsatitdoidiit
foglalia magdban, A tovabbi javitdsrs Rivalasztoft viltozat{ok) az wredeti antitesthez képest

Javitort bioldgiat tulajdonadgi(ak) lesa(nek). Az Hyen szebsctiticids vallozatok Irrehazasanak
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epyik atkabmas mddia o faglelileten Wrdnd mogjolonitdess] vigeatt affinitds-fojlosads. Riwvi-

den Seszefoplalva; a bipervaridbills régid 18bb hebvén (pl 6-7 halyen) mutagenezist végeink,
hogy mindegyik belven valamennyl lehotsdges aminosav-smthsziithoidt Birehowauk, Az igy
hapott wbbdnakit antitesteket kildo-kitlon, fonalas fgréseovskdken ax M13 — fygrésrecskékbe
csornggoll ~ I pénterméhdved képrett flizids profoinekidm jeleniti8k meg. A Hgon megialeni
toft vahoratidat bidogial aktivithzakea (pl. kitSai sffindtasulen) teszmelitik. A hipervaridbilis
rignt modeaitasra alkalmas belyveinek sronositiss o8fjebdl sbudne-plsatdzasi onnagenezist vé
gezhetiink, amellyel meghatarozhatd, hogy a hiporvaribiliz régit mely aminosaval jarulnak
hozzd jelent®s wméntdkben az antigénkstdsher. Mas médon, vagy emellett, az antitest &s & humdn
ok kot drintkexdsi pontok seonositdss odabo! elnyds lchet az antipén-antitest komplex
kristilyseorkezstének vimagdlata, Ax Hven drintkezést (honakt) aminssavak &s az ezekksl szone
sesdos aminosavak g sxdhan forgd techuikaval végret srubsziiteidry kiszemelt ansinosavakat
reprezentalidk. Az tlyen valtozatok irehozdsa utin 3 valtomaiok sorozatdt ax itt ismertotent
moden szkrineljik, &s lovabhi feojlesztésre ax ogy vagy 16bb relevins tesztben kimagastd tlaj-

donsdginak bizonyuld antitesteket valasatjuk ki,

{Ea Glikorzildoids antitestiaditonanck

Az antitestek konstans régidik honveredlt posioidiban vannak glikowildlva [lefferis &

Lund: Chem, bnmamol, 83, 11 (1997); Wright & Morrison: TIBTECH 13, 26 (9971, &z inw
manglobulinok oligoszacharideoldalldncal befolvdsoljak a protein funkeldjat [Bovd $s mitsal.:
4175 {1990} és 2

glikopriein részliotel kzoal htramolekuldris Interakeld, ami képes a glikoprotein konformd

Mol Ioommol. 33, 1311 (9098); Wittws $s Howard: Bilochsm. 29,

.

cidanak & hromdimenzits feldloidnek modositdsdrs [Meflerts & Lund, B forehb; Wiss &

Wagner: Carvent Opin, Biotech, 7, 409 (1996}]. Heeofellll, ax oligosescharidok clfsegithetik

egy adatt gikoprotein bizouvos molekuldkhie - - specifikus felismerdst struditrdk alapidn -

hrtéad cdibajutiatisit is. Példiaul, lefrdk, hogy ar agalakiorildlt lgl-ben ax oligoszacharid-

gyl Jiugrik” g CH, kozit t8ebd], ds termindlis Noscetil-giihdeansin-gydkak vélnak szabadds

a manndzkdts proteinher Wridnd kapesoloddsra [Mathorra &8 mitssds Nature Med, 3, 237

{19953 A CHD-sepiekben termebeotett CAMPATHIH (amely 3 bumdn Hmfositgk CDwS2e

antigéuiét  folismerd, rekombindns humanizdll cgdreredetlt mumoklondlis  IpGl-antitest)

oligoszacharidiainak glikopeptidizos eltdvolitdsy & bomploment-blpvetitetie Hals {OMUL} tel-

jes elimindliedt eredmédnyeaie [Boyd & mtsain Mol Inweunol 33, 1311 (1996}, wmig 2

¢

szidlsay-gyBhak neuraminiddrzal végrett szelektiv eltdvoliiase nem ckowa & CMCL megseting-

sét. Ledrtdk tovabbd, hogy a2z antitvstek hatdesal wvan ax untitest-dependens celluldriz

citotoxicitdsra (ADRCC) i A H{L4MN-apetibglékdzantiniransaforde- Il (GoTHE sldgaed

.

GloNAe képeddését Ratalizdld glikoriftransafords) tetraciklin-szabdlyozta termelddésével jol-

EX XA
%



TS « xeoe  &¥

~ ;j‘v ax < x

B . e a ve
® eswr v v #

e » e %

femezhetd {i}i{}*sejteakréi teirtdk, hogy javitott ADCC-akttvitdst mutatnak {14, Limana €8 mitsai.

Az antitestek 51}&&?}2,%1{;5 valtozatal ofvan viltoratok, amelvekben az antitest
ghkozildeids mintdzata mddosliva van, A mddveitioon az antiest egy vagy tibb ardnhidrds-
syildnek deléuidiat, egy vagy Obh sednludrit-gydk antitesthez Wrtdnd kaposolindt, a
ghkonifdcid Ssezedtelinek (plikoziliclds mintdast) mddosiidedl, a glikopilicic méridkének
megvaliozbalasit & hasondokat detlink. A glikozildeios valtoratok, példanl, ax anthestet kédold
nukleinsav-seehvencia egy vagy 15bb glikozilacios helvének eltdvolithsdval, mddositasaval
gofvagy addivididval hozhatdk e,

Az antitestek glikozildohifa jeblemuaden Ko vagy O-katdsh, Ax N-ROIEE" azt jelonyy,
hogy a sodubidritgydk egy aszpmvagivsay oldallénedhor kapesolddik. A sednhidni-gy@k
aszparagin-oldalidnchor Ortdnd eozimatihus Kaposolistnak felismerést helvéill av aszparagin-
X-szerin &8 asrparagin-X-treonin tripeptid-srekvencifk (amelyekben X7 jelentdse ~ 2 profin
kivételével ~ totsedleges mminosay) seolgdinak. Hyenforman, az antitestekben az ilyen tripeptids
seekvencidk jelentéte potencidlis ghkorilicios helyet teremt. Az O-kSudst™ ghikorilacid azt
jolentt, hogy Nescetibgalakidvamin, galakide vagy xildz valamelyike hidvoxiaminosavhoe
{10bbuyire saovinhez vagy treouinhor) ktddik, bér Shidroxiprotin vagy S-lidroxilizin is atkal-
mazhats.

A ghkozildcids holyek antitesthez torténd horzdadisit 2w amnosav-szekvencia modoyi-
tdsaval hajthatiuk vigre, oly mddoy, hogy sr (N-kSidelt ghikopildeios helyek Btrehovdaa oélid-
bol) a fentebb ombitett tripeptid-szakvencigh kol egyet vagy 1bbet tartalmazaon, illetve ~ O-
kistéalt glikontlacios helyek Merehondsa drdekében - ax eredell antitest srekvencidjdban egy
vagy t0bb szerin vagy treonin sddicidist vagy szubsatitiicidjar hajtjuk végre.

Az amti-tkC antites! amwinosave-szekvenciz valtoratait kédold mkleinsavomalekulak
kitlonfile, seabenber szdmbra 310 lamert cljdrdaokkal allithatd ol Az ilyen mddeverck kous
tariozik, fibbek k0281, 2 termdszetes forrasbol 1Srtdnd izoldlis {tormészetben eléfordubd ami-
nosav-srekvencia valtozatok osetében), valamint az anti-rkC antiiest kordbban olfislifton, vari-
&ns vagy nem varidns vallozaténak ohigonuklvotid-kevetitotte (vagy helyspecifikus) mitagene-
zize, PUR-mutagenezise vagy Kawstia-mutagenerise,

Az antestek glileetlicidin (ghlorilicids mintfeata) & kddold mddeotidszchyvencia
mddositasa wélkiil 3 megviltoetathatd, A plikorilictd negyrdast ar antitest termeliotéadre al
Kalnazott gazdaseitt®! figg. Mivel a rekombindos gikoproteinek {pl. antitesick, nuiat potoncid-
Hy gylpyszersdk} termelietézéry alkalmarott seftek ritkdn natle Upusiak, sz antitestek
ghkortlcids wintdzatdnak jolontds valiozskonysigiva szimithatunk [W. pl Hee s mtsais J
Biol. Chem, 272, 9062 {19873, Az antitestek rekombindns mddarerekkel végrett termehietéag

sordn a glikewtldeiot befolydsold ayendk koze tartozik — u gazdasejiek kivilasatdsa mullett ~ 3
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sejttenydsatds mddjs, az alkalmazott tipkizeg Ssszetitele, o tenydezet sejtstirfisége, oxigénelli-
tolisdga, pH-ja, az alkabmazot! tisstitdst mddszer, sth. Az sgy adotl gardaszerveretben slért
glikozildcios mintizat modositdsdra kitlonféle eljdrdsokat dolgoatak K, melyvek egvik példdia sz
oligoszacharid-termeléshen szorepet {itazd hronyos endimek gazdasejtbe #inénd bejuttatiag,
itfetve Wlzott mdetéhd tormetetdas [Id. a2 5 047 335, 5 510 261 ¢ 5 278 299 szanul egyesitlt
alfamokbelt szabadalm Jeirdsokat]. A glikorilaltsdy (lletve bizowyos glikozilalisag tipusok) a
ghkoprodein snzimatikus emdsztdsdvet - pl. endoglikozidin-H (Endo-H) alkalmazisdval — mep-
sefivtethetd, vagy més modon, a rekombindns gazdasejt génsebéseetl midszerehkel manipulah
hatd {pl. bleowyos Hipush poliseacharidok éedst folyamatiban defoktusok betkratdsdval) Pran &
hasonhi technikék srabember szamdrs j8] famertek.

Az antitestek glikozilacios szerkezete sxokvanyos szénhidrit-analizises modszerekked
exysrerien vizsgdlthatd., E modwemrek jellemsd példdl a kovetkesdih: lekiin-kromatografia,
NMER, tomegspekirometria, HPLE, GPC, monoszacharid-Ssareidiel anglizis, szelvercidlis
enzimatikus emészids 65 HPABC-PAD, amelyhen az oligoszacharidok t6ltdsen alapult elvilase-
tasdra nagy pH-ii anlonsserdif-kromatogrifidt alkalmammk. Az oligosracharidok ansiitikai
eélokra Rriénd felszabaditisinak mddezerel szintén ymereteseh; ie tartoxik, ©hbek kdaBiy, az
enzimatikus keaelds (Sltaliban peptid-N-glikozidde-Fendo-8-galakioniddr alkalmariséval vig-
rehajtval, fOként az O-kStdsh strakiliwdk felszabaditasa o8ljahd! erfsen Higos fltdtnlek melleyt
végzett eliminacio, valamint viementes hidrazinnal végzett kémial elidrdsok (N- & {-hdidsh

olignszarharidok felyrabaditésdral.

{33 Ax antitesiek sovéh mddositdsat

A taldlmany szevintl anti-rkC antltcstek Immuaniiposcdndl alakidban is kicziunénybe
fc}g%&iiza{ék. Az antitestet tartabmazd %ipos:«t.é:m;ik tsmer :—:i}éré.sok atkaimazasaval allthatik ¢

Nath, Acad. Sl USA 77,4030 {‘QSC‘} 4 483 (3 & 4 544 545 seanwd Tg&muit Allamok-belt
szabadabmi leirdy; € WO 9738731 sadmi nenweetkidint klzzdtétell rat]. Ax 5813 536 sudmd
egyesiit allamokbelt szabadabmi leindshan olyan lposzdmakat tartak fol, amelyek g keringdshen
fokomott felomdst dt mutatnak.

A kiltndsen baszmos Hpossbmak ~ fossfutidibkoling, koleszierimt & PHEG-gel
derivatizall foszfatidibotanolamint (PEG-PE) tartsimazd ~ lipididszitmény alkalmandsival
végzedt revery fazish beparldsi elidraosal $lithatdk eld. A Hposzomakal mughatirozont pdrasmé.
retit selirdn dtpasszirozva kivant dtmérdil Hiposedmakat borhahk Bire, A taldbndny szerinl
antitest ;S-'ah’-ﬁ‘agmemei diszuifid-cssrds reakeidval, Martin & nusal. felvdsa szerint [ Biol
Chern. 2587, 386 (1982} kondugsihatdk o Hposedmdkhoz, & Hposzdmdk adott esetben kemote-

rapids hatdanyagot is tavtalmazhamnak {Id. Gabizon & musais X National Cancer Inst, 8119},



o PR xeaa  ax

-3 - se % PN

i s &« > L2
¥ ane® & x ¥
PR ~ e xx

1484 {1480}
A taldlmdny szeringl antitest AREPT-erdpidbay s alkalmarhatd, oly mddon, hogy az
antilestet pro~drog-aktivals enzimmed konjogdljud, mely onsimn 2 pro-droget (pl

peptidil-batdarvagot, Id. WO 81/B1145 sz

komoterdpids

denl nemzetkbat dOvadtdtedl frar) aktfy rikellones

batdanyaged alakigia & (K. pl. W BROTITE sadmd nomeetkéed kdzadidieli frat és 4 975 278
szdon: Boyesiilt Allamok-beli szabadaln leinds).

Ax ADEPT-lerdpidban alkalmazhatd mununkonjugitom enzimbomponenseként bie-
mely olyan enzim folbasendthatd, smely egy pro-drogot akily ciiotoxikus alakjdvd képes alaki-
tani.

A taldbndny sverinti elfdrishan alkelmazhatd ensimek kitaé tutoznak, 0bhek katzdtt, a
foszfat-tartabod pro-drogokat szabad hetfanysggd alekito alkalikus fossfutdzok: a seulfin-
fartalowd pro-drogokat szabad hatdanvagsd alak @t art-srulfatdzok: a nem toxikus 3-fluorcitosin
raketlonce batdanyaged {S-fluorvracild) tinénd dalekitdsdra képes cilozin devamindz, a
peptidiartalmG pro-drogok spabad hatGanyaged tieiénd Stalakitdsira képes protedesk [pl
Serratin-credetd protede, termolizin, szabtilizin, karboxipepridienk &y cathepinek (cathepsin-B

& <Lk a D-aminosav-szabastitvensckel tartalmasd pro-drogok &salakBidsdra képex Dalanil

2

harboxipeptidazok; 8 glikozilall pro-drogok szabad hardanyaged theidnd Malakitdsdra képes

sidnbidrat-hasitd onvimek, mint pl a D-palakiorzidis & & nowraminiddz; a S-lakidmokkad

derivatizalt hatdanyagok smabad hatdanyaggd 10rténd alakitdsdra képes P-laktamds; valamin
ax amin-nirogénatomiukon fenoxbacetih vagy fentlbacetibosoporttal derfvatizalt hatdanyvagok
szabad hatdanyaggd Wrtdnd Stalakitdsdra képes penicilliveamidazok {pl, penicillin-V-amidae,
itlatve penioitlin-G-amidaz). Mds madon, 32 enzimatikus aktivitied antitestek (abzimek™) szin-
W felhasrndibatdk z taldbmdny e

{Massey

it pro-drogod akily hatdanyaggs ©ndnd Atalakitisdm
« MNature 328, 457 (18T Ax antitest-abzim konjugituniok a lelrasban sz ,abzimek
tmorsgitekher (Ortdnd célbajutiatisdval kapesolatban ismertetett mddon allithatok <16,

A 'iaié‘hnén}r szevint enzimek JOl smert oljdvdsrdkial (ph & fonmtebb emiitett,
sz antiiest-mutinsokhoz. Mis lehetSedy averin, az olyan fizids proteinek, amelyek s tltlmdny
szevinti antitosinek lopaldbb az antigdnkétd rigiSian ey taldlmdny seoringl onzim logaldbb gy
funkeiondlisan aktiv résxdher kaposolvy tartalmazadk, j6 ismert rekombindcics DNS-technikik
alkalmazdsavad llithatik el [Neoberger & mtsai. Notore 313, 604808 (1984)L

A ldhndny bixonyos megvaldsitdst mddiatban teljes antitest helyet antitest-fragmens
atkalmazdsa lohet elfnyds, Hyen esstobben seliksdy lobet sz aotitost-fagmons széramban mér-
het$ felondst idejének olveldsére. Ennek mepyvalositdsa ofliabol ar antitest-fragmensbe dn.
salvage-receptor-Ritd epitdpot” 4,

safvage receptor binding epitope™) épithetlink be [példan,

gz antitest-fragmens megleleld ;'égié}.énask mutagenerisével vagy ez epitdpol egy peptid-
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toldaldkba (ag™) Spitve, amclvel aadn az sotitest-fragmeonsher {annak bdmmelyik vigdhez
vagy kizepdher} fuztonaltatunk, pll BNS- vagy peptidssintépissel; . WO 96/32478 sxdmi
pemeetkdal kdredtétel rat {1996, okidher 1731

A salvage-receplor-R¥d epitdp shaldban olyan of@d képer, smelyben ax Fo-domén
agy vagy ket harokydhd! szdrmazd egy vagy t0bh amunosay {shinvosebben az Fo-domén egy
vagy k&t Tawokidbdl sedrmazd birom vagy 10bb aminosav) a2 antitest-fragmens ogy hasonld
pozisididba van dthelyezyve. Még elfnyinebben sz epitdp, példiud, exy Ig3 Fo-pépididnak CHI-
doméiehit sadrmanik, & az antitest CHI-, CHI- vagy Vierégihidba {vagy t0bb tlyen régidba)
van dthelyozve. Mas mddon, az opitdp a2 Fordpd CHZ-doménjsbdl szdrmazik, &y az antitest-
fragmens Cp-réptopiba, Vi-régididba {vayy mindketiobe} varndthelyeave,

A huntanizilt and-kC antitestek vagy mddositodt anti-tkC antitest-vdltzatok (idedrt-
ve z glikozildcids valtozatokat) kovalens mddositdsal srintin a taldlmény oltalmi kordhe tarton-
ark. A kovaleas modoxitdst valtozatok kémial szintéoiesed vagy az antitest snximatikus vagy
kmial hasitasdval dllithatok ol Az antitest kovalens modositdsainak egyéd tipusainak végrehaj-
tisa ofdbOl ax antitest Kivalasstolt anynosavall szerves derivatizdld reagenssel reagdfiatpd,
smely Képes a kivilaszion oldaliincokkal vagy No vagy C-sermindlis aminosavakkal reagdind. &
podipeptidek jollomad kovalens mddositdsait a2 5 534 615 sedontt sgyeshilt Allamokbell seaba-
dabmi leirdaban tartal fol {melyet telier torjedebmdben a Kitanitas réaedned tebintlink), Az anti-

eatek kovalens mddosftdsamak olfnyds tipusa az anthast neoy protein jellegh polimerhexr (pl
polietilénghikothoz, polipropiténglikolhor vagy poliovialkiléockbax) t6ridnd kapesolasit foglal-
38 maghban, amit a 4 540 835, 4 496 689, 4 301 144, 4 670 417, 4 791 192 vagy 4 179 337 szi-

o egyesitit allamokbeli saabadalnd lefrasokban foltdrt mddoa Iajthatd végre,

21 Vektorok, gardaseitek &s rekombindns slidrdsok

z

Szintén g talilndny targyat képezik a taldimany seerintl nom humdn (pl. opdroredenti) €
humén anth-ukC antitesteket (idedrive a nem humén antitosiek humanizall valiozatait) kodols
frolalt nukleinsavak, az ilyen wubdeinsavakat hordoxd weldorok & gasdassitek, valamint
rekombindns ofidrasek sy antitestek cldallitisgra,

Egy antitest rekombindns modarerekiel (Srténd slddliitden ¢8lidba] ar mutitostet kddudd

wkieinsaval tzolljuk, magd « tovabbi kidnozay (ONS-amplifikadas) vagy expresaeditatds drde-
keben ~ replik8cidrn kdpes vektorbs nszertaliuk. Bgy mésik mogvaltsitasi mod szerint az anft-
tostet homeddg rekonnbindeld alkalmazdséval, pdiddul, az § 204 244 szdmd egyesiilt allamokbell
seabadalmi leirdshan (melvet teljes terjedebnében a kitanftdy résadnek tekintink) felthrt mddon
atlitiek «16. A moncklondlis entitestet kodold DNS seobvinyos eljdrisokkad {pll ax antitest ne-
By &s kil laneait kodold génekher specifikusan RStadd oligonukivotid-prébil shhalmaza-

saval) cpyseerfen troldthatd € wrekvendthatd, Az insrertdlésra sedmos vebtor alkabmay ax
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thyen vektorok dltaldban, 1Wbbek kozdl, a kitvetkerd vektorkoroponensek koeil egyet vagy t6b-

bet is tartabmazhatnady sxigndlszehvencia, roplikdcids keadBhely, egy vagy 10bh murkergdn,
erdsitdarekvencin, promoter &5 transekripeios termindoids szekvencia (d. pl s 5 334 615 s2i-
mG sgyesitlt allamokbedi szabadalmi lafrdst (1996, pilius 9.3, melvet teljes terjedelmsben a kite-
nitds rdsudnek tekintituk).

A vekiorokba foglalt DNS kidnozisdrn vagy expresszdltatisira alkalmas gaedaseitek a
fontebb tein prokariota, Slosatd- d8 magasabd rendd sukaidta seitek. Az o ofbra alhalmas
prokaridta sejtek kord Gram-negativ & Gram-positly baktdriumok tartozmak, mint pl av bélbak-
téehmmok  (Brverobacterioveae), ol B coli, Endercbacrer, Erwinia, Klebsiella, Protas,
Sabmonclla {pl. Salmonella tepfienehan), Servaria Pl Servatia marcescens, Shigella, vala-
mint 3 Seedffuy fgok (pl Bocillur sudiilis é8 B lcheniformis) [ B Bokenfiovmis 41P e
lofrdsdt M oa DD 266 710 sxéml (1988 4prilis 12-8n koszétet) seabadalmi lelrdshan
Prepdomonas fajok {pl. £ aeruginosal s Sireptomyces fajok. A taldlmdny sveriti megoldas
szemponiidhid egyik elfeyds £ ool kidnosdths az £ ool 394-gs wves {ATCC 31448), de
spysh B ooli Wresek is atkalmashatdk, gy pl az B coli Baifras, B ooli X1776-10v2s LATCC
IRy e & coff W3 10-t0res {ATCC 27325} A felsorolt pdlddk inkabb sromidhtetd jellogbek,
ami nem jelenti axt, hogy a2 alkalmarhatd torzsek esupdn geekre korldronddndnak.

Az anti-trkC antitestet kddald PRS-t hordord veldorok kldnozd vagy expresszids gas-
daseyijeiként ~ a prokaridtikon kivil — eukaridia mikroorganiznusok, {gy pll fonalas gonbak &s
dlesaidk 8 alkalmasak, Ax slacsonvabl renddt mikroorganizmusok kel & Seccharomypees
cerevisine {sitbclesstd) a fopdltalimosabban alkalmaroyt gaedaseft, & teldhndny averingl megob
dés gyakoriatt kivitelordsére azonban sadmos egydb . nemzetsdg & tires ts atkalmas, melyek
peldat a kévetkeadk: Schizosaccharonpees pumbe; Khgveronpees fajok, pl. K fnctis, K fragi-
Hs {ATCC 12424), K budgoricus {AT‘CC P45y, Kl wickerapsl (ATCC 24178), & waltdi
{(ATCC 36500y X deosophilarum (ATCC 38%06), K dhermotolerans &8 K marxianus,
Yarrowia {EP 402 226 Pichio pastoriy {BP 183 070), Condide, Trichodersuy recpia (EP
244 234y Newrospors orasses Schaemnionyees fajok, pl. Schwamnioswces ocoldemalis, &
fonalas gombak, pl. Newrospora, Pemicllfian, Tobpociadine: & dspergithe fajok, pl 4
nidulans S8 4. niger.

A gifkozilel antierkC anthiestek expresszdfatdsdns soksejtd organiznsokbol sxdrmazd
gurdasciiek alkalmasak. A gerinetelenckhid szdrmazd ssjtek példdikdnt ndvdnyi sejtek s rovar
seitek embithetfk. Szamos baculovires tdomet de vilioeatot (Hetve erakkel fertbehatd rovarsej-
feket) azonositoltak; dven pl & Spedoptere fragiperds (haroyd) Aedes aegypi {salnyog)
Aedes glbopicrns {sainyogl Drosophile melvnogpasior {gyvimdlusitny) s Rombix moel Sedmwos

transefekeiora alkalmay virostdres smeretes, mind pl. az dupographe colifrnica NPV L-1-

viltorata €3 2 Hombyr mor! NPV Bm-S-t8eese, &5 az thyen viresok taldimdny szerintl vivusként,

xxeve a2V
o <
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lstsorban Spodoptera fragiperda soitek transefektilisia alkalmazhattk. Gazdaseitkdént ndvé-
nyt sgjtek {pl. gvapet, kukoricn, burgonya, sz0isbab, petinia, paradicsom & dohdnyadvény

sejtek) tonyészatel s alkalmazhatok.

Mindarondltal, legnagyobb drdeklides & gerinccsckbd szdrmazd suitckre Irdnvalt, &
gerincesersder sejtek tonyeseatbon {sadvettenydszetben) Hridnd szaporitdsa rutinarerd elidris-
2d vall. Az emifieredetd gasdussit-vonalak pdlddiként a kovetkerdk emlithetlh: 3V4Q-virassal
transeformdlt mgjomvese CUViwvomal (CO87, ATCC CRL 1881y lwndn  ombrioudbs
veseseftvoral - [2%3-as sefek vagy  senszpenxic-tenyvészetben  véguett  szaporiidshoz
szubkidnozett 203-as sejtek; Grabany & mtsad: §, Gen. Vivol, 36, §9 (1977} Gpsettiots hotvosiig
vesesejick (BHK ATCC CCL 10 K hdresdg peteftsrek-seitak/-DHPR {CHO, Udaubh &
msal: Proe, Natl, Avad, Soi. USA 77, 4216 (1980}, cpdreredetit Sertoli-sejtek {TM4; Mather:
Biol. Reprod. 23, 343 (198 majomvese-sejtek (V1 ATCC CCL 70 Afikal 281dmajom
veseseifek (VERO 76, ATCC CRL-1587Y humén mdhwyvakrab-carcinomas sejtek {(Hela, ATCC
CCL 2y kutyaveseseitek (MDCK; ATCC CCL 34 Baffalo-patkdny mijseitek (BRI 34;
ATCC CRL 1442); humdn Sdbaeiled (W38 ATCC CCL 78); buman mijsejtek (Hep G2 HB
8065y; egér srmiiimﬁmrsejmk MMT 680362, ATCC CCLSE}; ’?Ri—&qﬁtek {Mather &s misai

et 2

A gaxdasgitelet o fontebb ledt expresarits és kidnordvektorakbal transeformaliok, ¢s
hagyonsdnyos {a promdterek indekalisshor, & wanszformansok szelektaldsdhosz, ilstve a kivint
srekvencidkat kodolt ginek amphifikildsihor megflelden médosiion} taphdesghen tonydart
Fit

A aldinday szerintt anti-rkl antitestek olballitdsira slksbmazott gazdaseiieket szdmos
kilonbizd tipkareghen tonyésabeyik, A gaxdasejtek tonyésztdsére alkalmazhanunk kereske-
deloy forgalomban beszerezhetd tdpkizegekset; ilysn pl a Ham-féle FI10-t8pkdreg (Sigma), @
Minimdl Usezencidlls TéphGseg {MEBEM, Sigms) az RPMI-i1640a4pkareg {Sigma) &5 1
Dalbeceo-file mddositon Eaglo-tdpkieeg (DMEM, Rigmal. Breken kivil a kSvetkesd forrasok-
ban fefrt tenydszid Wpkdregek 15 alkalmazbatok: Ham &s wisal. Meth, BEnzymod, 38, 44 {1979)

Barnes &8 mtsais Apal. Biochany, 182, 255 (1980 4 767 704, 4 837 886, 4 927 762, 4 560 855
£5 122469 sedot Bgyestilt Allamok-beli szabsdabmi lofrisok, WO 90/03430 & WO
08193 srdmd nomretkdal seabadalnd bejelontés, valamint U8 Patent Re. 30 985, A felsorolt
tipkdzegek barmelyike sziksée srerint klepdsrithatd, pl hormonokkal de/vagy sgedh ndveke-
dést faktorokkal {pl. inznhinnal, tanszforrinnel vagy epiderméliy ndvekedést Bliormal), sdkkal
{ol. ndfriam-, kalciume & magpdsionehoriddat & foselfSudkal), pulforekkal (pl. HEPES-
putferrel), nukleotidokksl {(pl. sdesoxional & timidimmel}, antibiotthumokkal (pl gentamicin
nel), ayvomslomekkel {rendszerint gM tarlondnyba tartozd vigkonceniracidban jelen vd szer-

vatlen vegylilotek), vatamint glikdeaal vagy mas, egvendridkil engrglaforrdasal. A tdpkéeeg —
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fentieken Kiviil ~ egyéh szithsdges (meglelcld konventricidia) snyagoklal is Kiegdszithetd, A
tenySazidel feltdrolek (hitméradklet, pH| stb.} azonosak az expressziltatasra kivalasztott gazda-
soft eserchen kordbban alkabmarotiakkal, és saskernber szdmdrs 16! fsmertek.

Rebombindns fechnikdX alkabuardss csetén 2z amtitest uracelluldrisan, a pevi-
plazmikaes térben vagy kdwvetleni! s Gpkiizeghe Kivilasztva Allithad <18 Amennyiben az anti-
testel intracethulivizan tormeltetjiik, a tixatids elsd Mpdackdnt a sejttdrmeldket ~ pl. centrifugd-
lassal vagy ultrassfisdssel ~ eltdvolifek. Carter &5 mtsal leirtak egy ei}&ré.S'i‘ £ ot
183 (1992}]. Rowiden Ossrefnglabvar a scilmasszdl nftrimm-aoctit {(pH = 3,5) EDTA & fenil
metiberulionit-fluonid (FMEF) jelenléichen kb, 30 pere alatt fololvasaind, maid 2 seiftemelé-
ket contrifugdlisxal sltdvolitiuk. Ameanyiben & antitest a tipkdzegbe szokvetiiodott, az flyen
expresszios remdszerek folildeadiit olbs26e kereskedelmi forgalomban beszerezhetd proteingd-
menyith s2led {pl. Amicon vagy Millipore Pellivon altraselixd cpysdy) alkalmavdsdval tdnd-
myiik be. A proteolizis megakaddlvondss célaba! a tiartiids hirmelyik pdsdben protode-indi-
bitor {pl, PMSF} alkabmazhatd, Hetve, a sronmyerd mikroorgmizmasok sesporodésansk gatlasa
célibd! antibiotihomok adagothatdk.

& sejtekbil  nvert  antitest-készitmény, példiul,  hidroxilapatit-kromatogrdfidval,
gilelekivofirdaisesd, dialixissel vagy affinfids-kromutogrifidval dsztithard, melvek kdzil az
affitds-kromatogrifia alkalmazdsa olboydis, A protein-A affiniidst lgandumként tirdnd kv
laszides ax autitesthben {&vh inununglobulin-Fo-domdn fajtdiatdd ée otipusdidd g, A protein-
A g humdn vl 2 vagy 74 nehdr lwokon alepudd antBestek dsaitdedrs alkabmarhald
{Lindoark s motsai. 1. Inununel. Meth, 82, 1-13 (1983} mig 2 protein- az Sexees epdreradetil
wamunglobulin-izotipus €3 o humdn ¥3 ceetdn alkabmas [Guss & mitsaic BMBO L 3, 1567
{1986}, Az affinitdsl liganchumot leggyakeabbay aguedvhor kapesoliuk, de egyéb kizegek &
repdetkerdsre dllnak. A wechonihailag stabil kézegek — pll 2 szabdlvozott pdrusméretli Bveg
vagy poli{satirol-divinil}-benwol ~ a2 agardzzal eléhetbod! nagyobb atfinlyvdst sehességet &

rovidebh feldolporist 18t tesznek leherdvd, Amennyiben az antitest Cp3-domdnt tartalmaz, a

tsxtitdara . Bakerboud ABXTMY gyanta (LT, Baker, Philipsburg, NI} alkabmashatd, Az adog

antitestl fligafion ogyéd proteintinitdsd teohnibak s sihalmazhatsk, mint pl ax joncserdld

osxlopon végeett fukelondlds, ax ctanolos precipécid, a roverz fzish, nagyteljssitményi
folyadékkronatogrdfia (RP-HPLCH, seilikagdlen vépestt bromatografilis, heparin-Sepbaroze™
osziopon végzetl Krovoatografalis, andon~ vagy kationeserdld oszlopon (pl. poliassparaginsav-
osslopon) végeett kromatografia, kromatofdkusedlds, SDS-PAGE &5 ammduium-sauifitos pre-
cipiticid.

Az esetleges elfmtey tieptithet Kpda(ehelt kbvetbon a kérdéren antitentsd &5 swennyesd-

anyagokat tartalmazd elegyet kis pBHd hidroféh klosdnhatisl kromstogréfidnak vetitk ald,

*NX e
<
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metyet kb, 2,54, 5-ex pH-ib elodld puffer alkalmezindval, eldnviisen Kis sdkonwentracis (pl kb,

0-8,25 M) mellsyt hattonk végre,

31 Apomista akitvitdsd antinkC antiteatek azonosiasa

Az agownista akiivitdst antitestek, példaul, az & 766 863 &5 5 891 650 szdmb sgyesiilt 8-
famokbell szabadalnd lefrdsckban felidrt kindz receptor altivilist (KIRAY vizsgdlati eljdras
atkatmazdsival azonosithatdk. Bz ar ELIBA-tipusd tosst — ey reseptor proteln tirowin kings
GPIK, pl trk-rerepton) kinde-domsnjy autofoncforilfnididnal méndsdvel ~ a kindr-akiivilas

Z

menpyistgl vagy mindségl mérdsdrp szolgdl] és lehetled tovzi a kivilasdott fPTK potencidhis
agonistijanak vagy antagonisidjdnak azonositasdt &s karakterizalasdn A toszt elsd seakasza egy
kinde-receplor {esetilnkben rkC-receptor) kindz-doménjdnek fwzforiididsat foplalia nagdban,
mely reosptor gy evkaridta sejt sejtmembrinjdban helyeskedil el A recopior lohet endogén
receptor vagy a seitbe transzformall, receptort kddold muddeinsav vagy recepior-konstrukeis.
Alalaban egy elsd szildrd Fzist {ph egy eisd teszteld tilca Gregst) ilven sejtek (rendsrerint
embiesredet sejtvonal} Mayegdben homogén populdcidiaval voniuk be, ofy mddon, hogy &
seytek & seilird Hrishoz tapadjanak. Gyakran 3 sejtek adberensek, éx tormézanties mddon tapad-
nak az oisd szilérd Reishon Amcoayviben receptor-konstrokeddt™ atkalmanunk, a2 rendszerint
gy kindz-receptor &y ogy (Jebed { fag™y polipeptid fiadiabol 1L A flagpolipeptidet — 2 vizs-
gilaty cljdeds FLISA-szakasndhan —~ ogy befogd reagens {gyakran befogd anditest) fsmeri ol Eat
kdveten a vizsgdlandd anyagot {pl egy leheiséges agradstil) horsdadipdk a letapasht sejteket
hordond firegekhez, oly muidon, hogy a tirozin kinde reveptor {pl, tkCorevepten) a vizsgilandd
anvagial drinticezzen. B2 a viesgilatl elidrds ax adott tirozin kinde receptor {pl. k) agonista
aktivitdsl Bgandumainak azonositdsdt teszd fehetdve, E teszt alkalmarhatd rovéhba g tirozin
Rindx recepior sntagonistiingk azonositasérs is. Ar antagonists aktivitdst lHgandom {amely
sdtolia opy agoaista receplovhor Hnidnd kOtdddsdt) jelenitidnek himutatdse céljabdl a letapadt
seiteket olfexdr o felidteloratl antagonista Ngandunmal, maid av sgonista Hgandommal érint-
kestetiilk, exdltal mérhetd a roveptor mvgkSiésének ¢ shtivalisinak kowpetitiv gatlisa. Exen
tiimenden, 2 teszite! sronosithatunk olyan antagonistdt is, amsdy 3 agonista Hgandumboy k-
ik, €y ezdltal cadkkenti vagy ghtolia annak PTK-hor kotdds &5 szf akiivald képesadgdt. Az
flven antsgonistdk kinustatdse céljabdl a foltdtelovett antagonistht &s sz oPTK sgonista
Hpondumdl egyiittesen inkubdluk, & a letapads sejtehel sv inkobdlas wtdn Srintkezterjiik a
Hgandumok elogyével. A vizegdlandd anvaggal vald erintkestetdst koverden o lotapadd sejtekeat
~ szodubilizdld detergenst tartalmaad — Hedld pufferrel, dvatos keverdssel senlubilizsiuk, 5 az
fgy kapott sejtizdtumot kdzvetlenti! a vizsgalatt eljinis ELISA-teszt résndben tosatelilik, ancl
kitl, hogy sxiiksdg leane a sgjthizdtum botmdnyitdsdre vagy deriidsire,

Az ELISA-leszt olsh pdeekdmt —~ a trozin kinds recopdorhoz {vagy, rsogpor-
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konstrukeid esetén, a flag-polipeptidhes) specifikusan 084S —~ hefogd reagenssel (gyskran
befigd antitestiel} egy mdsodi seilded fhaist (rendszerint ELISA~tdlea Gregdt) vonunk be. B
srdsodik szildrd Bais bovondsdt dgyv bajtiuk végre, hogy & befogd reagens hozzdtapadion & méa-
socdite szildrd fhzishoz. Befopd resgensként rendszerint monokiondlis antitestet alhalmazank, de
~ ahogy a kisérlett példakban lefrjek -~ poliklondliy antitestek ¢ felhanendlhatdk, A kapolt
sejtiizdtumot exutdy o aviland Tazishox tapedt befogd reagenssel érintkeztetiitk, midkal a recep-
tor vagy receptor-Komstrukeio o mdsodik seiléed Frishow tapad. Bt kdvetben g sxilard Yordozs®t

~ 8 mey neor kO sejtlizdtum eltdvolitiss érdekdben ~ lomossuk, mighal a masodik szilded
faxison befogott weceplor vagy weeeptor-komstrokedé marad vissza, melyvet anti-fosafotirozin
antitestie! srintkeztetiink, amely a tirozin kindz receptorban Ivh fuseforiialt tirozinokat azono-
sitia. Az eldnyds megvalositist mdd szerint av anti-fosefotirozin antitestet — kizvetlent] vagy
kdzvetve - alyan enzimber kovjugdlink, amely egy vern radicakitiv kolorimetrikus resgens szin-
valfozdsdt katalizalis, fgy a recepton fosefiniliciof a reagens selnviltozdsa alapiin mérhetd, Az
enzimet kitnvetlendl kapesolhatjiuk ax sati-fossfolirorin antitesther, vagy més mddon, az anti-
testhez egy honjugdiomolekolat (pl. biotint} konjugdhmk, & gz enzimet a konjugalémolekuldn
kereszti! kaposoliuk az anti-fosefotirozin antitesthez, Vgl az anti-fosxfotirozin antitest befo-
golt recepiorhoz vagy receptor-konstrokoidhor fhténd kidddsdt, példdnl, a kolorimetrikuy
reagens seinvaltoxdse slapian hatdrozauk meg,

Az azonosithst kitvetiien az agonista aktivitdst ~ célzott binlogial aktivithsok mérdsére

szolpdld ~  bictesztekkel ollendeichetik, Hletve finomithatiuk., Példdul, sv  antiakC

Ny

moncklondlis antitestek NT-3 alfivitds®t utdnzd képesséedt az 1. példiban et PO newrit-

Kindvési texettel hatdrozhatiuk meg, &5 a nevrodegenerativ betegedgek dsment Allatmodedijel {pl
a cisplatin- o piridoxin-indukélta nevropathidk 2. példdban leirt kisdrlett modelljet) alkalmasd-

>

saval eliondrizhetililc,

3 Az sgonists skiividsd antikC antitesiek terdnids Ss dinsnosstikat slkalmasdsy

A taldlmdny szerinil agonista aklivithsd amti-tkC antitesteket haswmmwenak farthuk 2
celhddris degensracidval vagy dincfunkeidval jellemerhetd rendellenességek kevelésére {ide-
ertve a megelfadat is). Riwelehbnlil, az agonista aktivitdsh anti-ukC antitestek fgdretey joldiiek
8 killdobdzd (krontkus) nevrodsgenceativ belegsdgek és akut idegsejt-séritlések kezeldsére. Ax

,

Hyen neurndegeneratiy rendellonességek kg tartornak, 19hbek kiadit, a kdvetkerdk: perifirias

8

newropathidks motoneuronos rendellenességek, mint pl. az amyotraphids tateral sclerosis (ALS,
Lou Gehrig-kdr), facialishénulds éx kitlonféle, spinalis muscalarix atrophidval vagy paralixisssd
Iellemerhetd  Allapotok: epyéb humdn sewodegeneratly  betegségek (pl Alzhelmerkérn,
Parkinson-kdr, eptlepszia, sclorosiy muliiplex, Huntington-kér, Down-szindréma, idegsitketséy

€8 Mentere-kir); tovithba 3 trauma vagy gerinoveld-sdriilds okozta akat idegsejt-sérithések.
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A talilmdny szerin@ anti-0bC autitesteket Kitlndsen alkalmasnak eIk perifénids
nevropathia kezeldsdre, amely olyan neurodegenerativ rendelionewsép, amsly a perifénids idege-
ket érintt, &8 Hibbuyire motorns, SERmres, szenzomotives vagy autonom diszfunkcioként {vagy
ezek kennbindcioikdnt) manitesatdlodih. A parifirids reoropathia loher Srikist, okodhatia szige-
temas betegady, indukathatia toxtkus dgens, fgy pl venrotoxikus drog (pl. antineoplizids hatd-
anyag), tovabbd okozhatia ipart vagy kéroyesell szennvezds, fHetve lehet idiopathids. Hyvenfor
i, a perifdnids svenzoros newropathia 2 periférids sesnworos neuronok degenerdeitiaval, e
ve futkeidjpk ostkkendsével vagy kdrosoddedval jellemeshetl, ami, példdel, cukorbetegadg
{diabetes-szi Osszefifped nevropathia), citosmatikes droglerdpia (pl. kemoterapias hatdanyag-
gal, pl. vincristinnel, cisplatinnal, methotrexatal vagy 37 ~-azido-37 -deroxitimidinnel végzent
hezelés), alkoholizmeus, srorzett innunhidoyvos seindrdma (AIDS) vagy genetikal sredetlt fogé-

<

konyeag kivetkeztdhen stakulhat ki, Az Srokidtt periférids veuropathisk ks tartorik, példaul,
a Refsonekdr, Krabbekdr, wetachromaticos levkodyatrophia, Fabry-kér, Dejerine-Sottas
ssindedma, abétalipoproteinémia s Charsot-Maris-Tooth {CMT) keukodystrophia (més séven
proveatis museularis atrophia vagy Skt motoros-speneros neuropathia (HMSN).

Az NTW3 {a trkCareceptor natfv Hgandums) poriférids vir loukocitainak profiferaciolst
elfisagitd, bizonyftolt képessege alapidn, o taldimdny seerintl agonista aktivitdsd anti-trkC antic
tostek tordpidy hatdanvagként alkalmashatdk neutropenia, kiiSebdzd fortdzésck &s tumorsk
ksasbiodre s, Mivel a trkC tormelddése nem keelitozddik a nouronnkra, az agonista aktivitisd
anti-irkC antiiesteX vichatdan alkalmasak g colluldrks degenerdcidval dllalinosan jellemerhetd
rendelloncaségek megeléedsdre vagy keenldsére ix.

A taldlmany szerintl anti-trkC antitostel snglogenseis indukalasars, illetve olyan kdros

1

altapotok vagy betogsegek kezelésre is alkalmazhatdk, amelyek esetében anglogenesis indudd-
lasa kivanatos. Az ilyen koros dllapotok jellemzd polddi kéted tartozik, példaul, a szivizom
jschemia {ax alaphbetegsdéetd! figpetlontl), idedvtve ax elégtelen agyi vérkeringds okozia
cerebrovascniaris rendelionseségekst, Az anglogenedsre sebek (p. fokélvek, sarldasites beteg-
ség diabetoses komplikarioi és sebéuzett beavatkozasok utdni sebek) kezelése ssetén s szitkség
fghet.

A talalmdny szerintl anti-rkC antitestek cellalérts degeneniciival jellemerhetd beleg-

sépek, kitzelebbrl, o fontehd felsoroh nourodegenerativ hetogsépak diagnoontizdlisdra is hase-

nosak.
Disgnoszaikal oflokes ax anttextet rendszeringt detekidlhatd jolsldvel jeloliitk. Sedmns

a0

ieldltanyag ismeretes, melyek abaldnosan a kdvetkeed o s»zs;;}e;“i‘ﬁkba surolhatok:
{2} Radioaktiv fzetdpok {pl. 5, ", 0 1 vagy P A polipeptid-valiozat radioaktiv
otdpoy jeldlées, példinl, a MOvetkerd Fforrasban feimak szerint habhatd végre: Current

Protocnts in Inmanology™, 1. €8 3. kétey, szerk.: Coligen, Wilev-Interscience, New Yiuk, New
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York Pubs, {1991}, 68 n radionaktivitds secintillicios sedmidlisnal mérbed.
(b} Fluoveszeens jeliHsk, pl. ritkaftidfim-heldtok (rordpiun-helitok) vagy fluoreszeein
¢s szavmazdkal, rodamin ds szarmardkal, dansyl, Lissasuing, fkoortivin 6 Texav-voris, A floo-

reszeens jeloi0k antiesther 1Bridnd konjugdldsat tHerbon B pl 5 fontedd idézett forrdst. A fhuoe

&

Pr

reszeencia Huortmdter alkalmazdsival mérhatd,

{¢} Encim-szubeztrdt joliitk; ndhanyek lelvdsdt iHetden 1. 2 4 275 149 sedmi egyesiilt
alfamokbeli szabadalmt leirfat. Ax ensdm rendsverint egy kromogén svabszivdt kémial dtalaku-
laodt katelizdlja, ami kitloftle tochnikdk slhalmazfsdval mérhetd, Példdul, az enzim a
szubszirathan seinvaliozdst katalizdl, ami spektrofolometrial madsasrre! mérhett. Mas médon,
sz enzim mogviltostatia a seubsairdt fuoreszosncigjat vagy kemilumineszeencidiat. A Suoresz-
cencia-valtozas kvantitatly meghatdrordst madavereit fortebd smertettith. A komiluminessvens
szubsatrdt kémiad reaboid kdvethertthen elektromosan gerjesziddik, $s fnyt emitidl, ami, péh
ddal, kemiluminomdterre] mérhetl, vagy egy Huoreszosns fogaddmolekulanak snerglit ad &t
Az enzimatikus jolMok pelddt kel tavtoznak 8 luciferdrok (pl srengjdnoshogie-luctferdz &
bakterialis luciferde; 4 737 436 szdmd egyestilt slamokbeli srabadalnd leivAs); luciferin, 2.3
diitdro-falaxin-dionok, maldt dehidrogende, ured, peroxidde {pl. tormaperexidin HRP), alka-
ftkus foszfatdz, P-golaktozidiz, plikoamildz, Heodim, cokor oxidéxok (pl glikde oxidds,
galakidy oxiddr s glitkoe-o-fosala dehidrogende), heteronikitkus oxiddeok (pl wrikdz & xantin

oxidéz}, fakiopertesiddz &s mikmg}emx%ééiz, A eneimek antitestekher Wetdnd konjugdlasansk
Az snzim-szubszirdt hombindoiok jollemed példaitként emifthetdk o kbvethexdl:
{1} Tormaperoxidis (HRP) & saubsatratként bidrogdnperokidin, a hidrogén-peroxidde

seincsdh-prekuraoet oxiddl
hideoklorid {TMBY]

ipl ortofeniién-diamin (OPD} vagy 337,557 <etramenib-benzidine

(i) alkalikoy fosefutde (AP) és pava-mitro-fonil-fosafit (heomogén seubsatraty; &s

{81} P-Depaladtodiddr (B-DGaly & bromopén saubsswrat (pl peniro-fenih-B-I»
galaktozidaz) vagy fuovopdn szabszintt G-metil-vrobelliferil-B-D-palakiozidan).

Seakember szdmdem szdmos egyéh endim-szubseirdt kombindoid ismersies, Baek dsaze-
fogtald ttekimdsdt illetllen Id. & 4 275 149 &¢ 4 1N 980 s2anud egyesiilt dllumokbell sxabadal-
mi lefrdsokst,

Bizouyos exctekben a jeldlt Misverve kapesoljidk az antitesther; cnnek tochuikal seak-
ember szamarn 30! ismertek. Péidiul, az antitestst Motinhoz kengugdthathk, $¢ a jeltidanyagok

fontebh folsoroll birom csoponjdbs tartozdk bﬁ’;s‘me%yikf@ svidinber konjugilhatd {6 forditval,

A biotin seeleditiven RBEK ar avidinhee, €5 § oIS indivekt mddon konjugithatd g t8bbér-
ekl antitesther, M3s modon, a jelBid 16bhértdkl antitesther ridnd kdpvetett konjugildse &r-

dekében a tObbertekll antitestet kismdretd hapténbex (pl. digoxing Kapesoljuk, &5 a jelsidk fon-
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tebb emiitett valawely mdsik tipusd#t anti-hapidn polipeptid-valiozattal {ph. anti-digoxin antitest-
tel) konjughlivk. BEzeel o mOdsrarrel a joltiSanyag kézvetotl modon konjugithatsd az antitesther,

A taldlmdny egy mdsik megvaldsitdsi mbdja drtelmében ax anti-trkd antitestet nem
?nkscg icdolivel elfami; az anti-trkC antitest jeleniéte epy hourd kdtddni képes, jeldlt antitest
atkalmazasdval detekidihatd.

A taldbmdny szerint antitestek bomely ismen vizsgdlati eljirdsban felhasandthadk, igy
pelddal,  kompetitiv kOwddést  tosziekben, divekt & indivekt swendvivs-lesziekben €3
inwnuupresipitdeids tesdekben [Folar Monoclonal Antibodies: & Manusl of Techumiques™,
HM7158, old,, CRC Press, Ine, {1987}

& kompetiiv kStdst tosztek egy jolol standard azon képességén alapulnak, hogy sgy
teantmintiban $vd viesgdlandd anyaggal - ey antitest korldtosot! mennyvisdgdhes 1irkénd k-
tidés vonatkordsdban — kownpetfeioba Kpjen. A texstmintdban a tkl-protein mennyisége fordt
fottan avinyos az antitesther RHWGAM standard mennyisdégdeel. A mogkttdddn standard meny-
nyisdel meghatdrozasénak cldsegitése érdekdhen az antHosteket a kompeticid okt vagy utdn
oldhatatlansd tesseiik, hogy sz antitestekher kitddon standard &s vissgdlandd anyvag egyseerlien

skiiGnithetd logyen a hdistlen Sllapothan maradt standardidl & vizsgdlandd anyagidl,

Az fin, szendvies-tesstek Két antitest alkalmandsdn slapulnak, melyek a Kimutamd Kivint
profein mis-mds mpnmogén részletdher vagy epitdpidhor kdtddnek. A srendvics-tesstek sordn
2 fesrtmintiban Bvd viesgdlands anyagot szilded hovdordn immobilizdlt olsd antitesttel kSjitk
meg, majd a mdsodik antitest horzakitddik & viesgilondd anyvaghor, midlial hérom réozes, old-
Hatatlan homplex képeGdik (d a 4 376 110 sz egyestilt dllamokbeli szabadabmi Teirdst). A
misodik antitest dnmaga detekiathatd joldhivel lohet joldive {divekt szondvicstesst) vagy detek-
hatd jeltidvel jelvolt anti-oonmglobulin antitest alkabwardsdval mutathatd K Godirekt
szendvics-tosat). Példanl, a seondvios-tusztek enyik tipusa az BELISA-teszt, amelyben detektal-
hatd jolHOként coximet alkalmawank,

Ax antitextak i vive dagnosatilal tesziekben is alkalmashatck; az sntitestet dltaldban

radionukiiddal {pl. Win, Tre, PO T, L L TP vapy S Jeloliitk, oly midon, hogy ax sati-

gdn {vagy Az antigde tovssdd seftel) mmumszeintiografiss modaverrel lokalizathatddd)y fee
gven{ek}
Az antitestek, 3 ismert technikik alkalnazdsaval, patnldgial selnezdkreggensekkent s

atkalmazhatdh.,

A taléindny szevintt anti-trkC antifestek fordpids hatdanyaghdnt szamos vonstkozdsban
oldnyiachbek az NT-3-ndl, idedetve fokorotd batdkonysdgukaly, javitolt farmakokinetikat tulsy-
donsigatkat {(pK) $¢ binlogial hozzafirhetbségiikett, valanmint sz adagolés utdni hipersigesia
hidnyvat.
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A taldhmdny szerintl antitestek taroddsry atkalmas gydgyvaseatt kécriimsnyeinek eldalli-
tasy ceHabAT o kivant tisstasipl antitestet mugfelel, frioldgial srompontbol elfogsdbatd bor-

ikl

dozdval, segddanyaggal vagy stabilizdltanyageal [ Remington’s Pharmacentival Science

o7

16, Madas, swerko AL Gaol (1980)] clegyiyik {vizes oldat, Hofilizatum vagy mids szaritott ké-
szitmény alakidban) Az erve a odflre slkalmas bordoedk, sepddanyagok & stabilindiosssrek az
slkadmarott dozisckban & koncentracidkban nem kebetnek toxikusak a paciensre. Az ibven
anyagok jellemzd példal a kivethezdk: pufforek {pl. fosef8t, oitrdt &s opyédb szervus savak);
sntioniddnsok (. asvkorbinsav $s metionin); tartGsitdwmrek {pl okiadecil-dimetit-bensil
smmdniust-kiond, hexamethonivm-klorid; benzalhonivneklvid, benzethonitum-klonid, fenol,
butil- vagy benzilatkohel, alkilparabének {pl. matil vagy propilparabén), satechs!, rerorcing!,
ciklohoxanol, 3-pentancl, & mkrezolly kis molekulatmegtd (legfeliebb kb, 10 aminosavas)
pudipoptidek; proteinek (pl. seérumalbursin, zselatin vagy imoumglobulinok), hidrofil poliee-
wk (pl polivinipirrolidon) aminosavak (pl glicin, glatamin, asepavagin, hisstiding, arginin
vagy lixink monoszacharidok, disracharidok s egyéb sxduhidratok {pl glikde, manndz vagy
dextrinek): keldthépadk {pl, BIFTAY cukeok {pl. seachards, manudtol, trehaldz vagy szorbitol)
sikepzd sllenionok (pl. ndtriom}; Rmbomplexek {pl. Zn-proteln komplexek) Ss/vagy nemionos
feltfletaktiv anyvagok {pl Tween™, Phuonics™ vagy polietilénglikol (PREGHL

A jaldbmdny szerintl gydgydszati kdszftmdny ~ aw adot wdikdcidtdt Migaben ~ sgyndd
bb {elfayisen egymady hatdsdt kivosan neny befolyisolt) abtiy batdanyagot I tartalmazhat. Az
flyen mokekoldkat oidnySsen az eléms kivint céinak megheleld kombindeidban alkalmazak,

Az akity SssreteydR nukrokapezulabe is foglathatdk, amely, péiddul, koacervacids toech-
nikdval (hidrovi-metilcellulds vagy zselatin mikeokapszuls) vagy hatérfoliileti polimerizdoiival
allithatd i {poli{ metil metadirid fantkrokapszalal, Més mddon, ax akifv Ssszetevdk kolloiddhic
sélbaiuttati-rendaverckbe (pl liposedmak, alhumin-mikrogdmbak, mikroemulaidk, nanoszene

R

038k & nanokapszeldk} vagy makroemulzickbs foglathatdk, Az tlyen technikak leindsdt ido

Remington” s Pharmaceutival Sciences, 186, kiadds, szerk.: Osol {1980}

Az i vive adagolisra seant készitmenyeknek sterileknek kell lennitik, amy storst snlind-
membrinok alkalmaxdsdval vigeelt selindssel sgyszeriion biztosithaio,

Nytitott hatdsd {susiained refesse™) készitménysk is ellialithardk. Az ilyen késeiing-
nvek jutlemed pilddt ki tartornsk o tOhbértéhdl antilestet tartabmazd, seilfrd hidrofth polime-
rokbil késritelt Rligtorcsntth dgyardanysgok, amelvek pll filmek vogy smukrokapsenldd forma-
jiban aHithatdk eld A nyljtont hatdanyag-feiseabadulist biztositd mitrixok (Sgyardanyagok)
példat o KovetkezSk:  polidsstersk; hudrogélek {pl  poBi(C-hidronietil-metalelldt) vagy

PR

polivinilatkohodl: polifakiilok (3 773 219 azdmd sgyesiilt dlamokbell szabadalmi leirds) Lo




T

ghutaminsay & yotibL-plutmndt kopolimerel; lebonthatatlan etilén-vintlacetdt kopolimerek;
lebonthatd tejsav-glikohway Kopolimerck {(pl. LUPRON DEPOT™, amely tejsav-glikolsav
kopolimerbdl &s kuprolid-acetathal A1KG, injekidihad mikrogdmb kéaritmény); &s poli-D-{-3-3-
hidroxivaisav, Mig sz olyan polimersk, mist 3¢ etilén-vinllacetdt é8 a tejsav-glikolsay
kopolimer, 2 beléjitk dgyazolt sudekuddk felszabaduldadt 100 napnd! hosszabb ideig bistositigk,
bizonyns hidrogilel 4 profeincket rividebb WO alayt boesaysk ki Ha ax dgyazdanyagha foglalt
antifestek hosszl ideig maradnak 3 testhen, a nedvesség €8 8 37 *C-os hOmérsdhiet egylittes
hatasdnak kdvetkertcbon denatwrabidhatmak vagy agprepiididhatnak, aod boldgial aktivitdsuk
csfkkendsét &x inununogesitasub esetloges vallozdsdt eredmdavest. Ar adodt mechanizmusti
fiigglion stabilichonts stratdgdak torveshetdk, Félddul, ha az aggregdcid tio-dixmulfid Atalakulds
kovetkeziében kiakekult intermolekulinis 3-3 kotéssel kitvatkexik be, a stabilizdeid o szolfhideil-
syOkak modositdsval, savas oldatokbal végrett Hofilizdlawal, & nedvességtanalom szabdlvoza
séval {megfelelld adalékanyvaped  alkalmazdsival), & specifikus  polimer  dgyvazdanmyag
készliménysk kifofeswieadvel valosithatd meg.

A taldlmany szevinti antitest gyogykezsiésre slkalmas, hatisos mennyisége péidinl az
sidral kivint odltdl, ax adagolis madid! ds & beteg dllapotdtd! fiigg. Eonek megleleiben, az
dézivozast ¢s az adagolis wmddidt & kuzeldorvosnak ax optimdlis terdpids hatds elérdadnek mex-
felellen kell megvilasziant. A jellomed vapi dduds ~ sz emlitelt tényeedkit] figgden ~ rendsze-
vint Kb b opefe-tol 100 mpfke-ig terjodhet, de atkalmazbatdk nagyvobb dozisok is. A taldlmény

zerinti molekull dltaléhan olyan ddats slérésSig kell adagolni, amely a kivant bioldgial hatést
biztositin, A kezelds hatdsa hagyisndnves vimagdlatl sljdrdsok atkalmaxdsdval kinnyven ellen-
{rizhetd,

Az adagnlad szokvinyes mddon, 10bbek kieiet, intravéndsan, ssubkutdn, helyileg, int-

ramuszkulérisan, intratrachedlivan, iotrscorehralisan, intravasilisan, intrapulmondrisan vagy

intraparyncalisan végezhetjik.

4} Génterdnin

SRR

A talilmény szerintl antitestet kidold nekleinsay kilonfle fhednilaws) neorodegenerativ

3

betegsdpsk €8 akal wegsejt-sériilssek, olsfisnrban Seikioy periférids nevropathifk génterdpiaid-

ra iy alkalmachaipk. A séntoripidnad két £ modidt fojlowtettdk ki az ox vive €s ap v yive
génterdpidl, Az ox vvo génterdpia sordn s piciemabdt sejteket zoldhmk, &6 azokal iy vitre te-

<

nyéariiith. A seitekbe & vire fanketonalis helyetesitd gént juitatunk be, ax igy mddositon sej-

teket tenyészethon sruporigiuk, magd & mdodositolt sefteket visszaivttatiuk 8 pioiens teatdbe. &

oo génterdpia seetdn o oflseteket nom Wyolijuk o g péciensbi], hanem s megleleld gént o

recipions sejtivibe s juttatiuk be

Szanes, emberekben végaett ax vive géntordpids kisdrletrd! szdmoltak by, melvek atte-
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Kintgsdt sHletdon W, Anderson ¢s ndsai, Science 236, BOZ {1992} és Miller: Nature 337, 455

{1992},
Az 1 vive génterdpia mitkadohdpesaégdt sedmoes dliatmodeliben igaroltak {Bexeefogla-
{asokat 1d. Felgner és mtsais Nature 349, 351 (1991)] Koevetien génbejumtatdst friak le, pdldé-
ul, womszdvetbe {Forry és mtsal: Proc, Nath Acad, Soi. 88, 8377 (1991); fJuantin és mtsals
Prov. Natl, Acad. Sci. USA §9, 2581 {18923 artéridk faldha [Nabel & misal,: Sclence 2

1342 (1989 és idegrendszerbe [Price do misais Proc Natl, Acad, Soi. &84, 156 (198731

Banek megfelelten, a taldlmany Srtelodhen feltdrank olyvan célhajotiatd hordozdkat i,

£y

amelyek agonista aktividst antitekC antitestet kddold podinukleotid sejtekbe — #1 vive vagy ex

deg ~ fndnd bojortatdsdrs alkabmasak., Az antitestet {pl. Hoedrls amiitestet vagy antiiest-
lancokat) kddold polinuklvotidot Altaldban mitkbddkdpesen egy promiterhiee & egy heteroliy
poltnuklivotidhor kaposolunk. A taliindny seerinti antitestet kédold polimskieonid gaedasejtbe
tirtind bejuttatisira albalmas célbajuttatd hordozdk pdlddt a virdlis 83 a nem vivdlis vektorok
[Verma és Somia Nature 388, 239 (1988730

A talilmdny saerintt antitestat kédold polinakieotidok célbajuttatisdra alkalmas, nom
virdhis hordoadk sedmos fafidia ismerctes. Példanl, anth-erkC antitester kddold polinukieotidot
caupasz DNS-kéot juttathatuok be a sejtekbe (Id. 5 682 422 sedmi egyesiilt dllamokbelt seaba-
dalmi beivds &8 WO 97/40 183 sudnd nempetkdai keadidtell frat), Més médon, alimdny srerine
th anti-tkC antitestet Radold polimukieotidot Kiltniftle anyagokkal kombindlva juttathamunk be a
sejtekbe, mely anyagok jellomaed példdl koizd tartornak, tibbek ks, a kvetkezdk: hationos
lipidek, blokompatibilix polimerek (terméaretes & axintetikus polimerek), Hpoproteinek,
polipeptidek, poliszacharidok, lpopoliszacharidok, mestersdéges virus-"envelope™ proteinek,
fordsreoskek §s baktdrhumok, Célbajutiatd hordopdként alkalmazhatdk tovabbd mikro-
sremesck, valemint a folssrodt anvagok clegyel & konjughtumal s, Az antitestst kddold
polinukicotid e hordozdkhor kovalens vagy nem kovalens kdtéssel kapesolhatd, A Hpoardmak
egy adott sejitipusta {pl. glomerslaris epithelseitekre) rdnyulhatnak.

A virdlis veltorok Rizd tartoznak, 10bbek kowitt, & DNS-virus vekiorok, példdul, az
adenovirasokon, herpes  simplex  vinwon, bimlvivesokon  {pl. vaceinia  viruson) ée
parvovirusokon {(dedrive ax adeno-assrooidlt vivust) alapdd vebtorok, valamint az RNS-vivus
vektorok, mint pl 8 retrovives vekiorok, A retrovirstis vektorok kizd tartozik ax cgérisuldzis
virus €5 & lentivirusok, pl 2 humén fmonmdeficioncia virus [Nalding &s misais Soience 272, 263
£19963.

Az andi-pkC antitestat kddold polinuklentidol tartalmazd, nem virdlis célbajutiatd hor
dozdk gardasejtbe defvagy oflseiiekbe tindnd bejuttatisdm az fsmert effdrdsok bdrmelytke al-
kalmazhatd, &gy pl 8 kalclum-foszfitos egyviittes procipitdeidval vigestt  transzfekeid,

elektroporaeld,  elevopermeabilizalls,  Bpossdma-kfovetifelte tansefekeid,  ballisatikes



< ¥ o« sax>  en

- }5} - e ¥ PRI
LA * LAl
®  Se¥X & r e
A% ¥ 0o e

transzfekeid, biolisatikes technikdk, pl. mikrorésvecshe-bombazas, 1t ol s 1fs injokidlas,
itletve mikrofnjekidlas. Szakember szaméra szamos ranszfokeids eljards ismeretes.

A virglis cdlbajuttatd hordordk infekeidval juttathatdk be a aciickbe. Més modon, a
virilis hordozdk a fentebd lelrt, nom virdlls hordordk barmelyikébe bodpithetdk; péidial, a
virdlis vekiorok elegyithetdh kativuos lipidekke! [Id. Hodgson és Solatman: Naturs Biotechnol
14, 339 (1996)] vagy lamellarts Hposrdméakkal {Wilson ¢s mitsal: Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74, 3471 {1977}, Faller ¢s mtsaic ¥, Virnd. 49, 269 (198431

o

Az sgvik oldnyvis megvaldaftist mod drichndben egy laldlmdny srerintt antitedl anti-
test nehéz & kdnnyl Wncalt {idedrive fragmensedt is) egyvardnt kodold nekletrsav elhalyeshetd
ngvanazon policissironos expressaids vekiorban (oot pl. a 4965 196 é8 4 713 339 szdond
egyesitlt dllamokbell szabadalmt lefrdsokban felidrt vektorokban). A policisstronos expresszios
vektorok @ kivant proteint kddald szekvenciin &l ogy mésndiagos priveint kédold szekvencidt
s farfalmaznak, € & k8t szebvencis exprosszidiit ogyanszon promuSter ssabdlvosa. A
Eddoldszehvenciakal transeldcios kerdhely & stop-kodonok vilasztisk of egymdstél & masod-
tagos szekvencia exprossziofa seabdlyosza @ kivint proteint kédolé szekvensia expresseioldt, &3
2 masostlagos protein 3 transefekidlt sejtek seelekoids markereként funkoiongl,

f vive génterdpia osetdn a vektort, példénl, intravdnds (v} injekeidval juttathatiuk be

v

a betegbe. A megfeleld titercket sndmos tuyverlid! — fgy pll 2 kivilaszion vekiontdl, a gaueddtd),
ax alkalmaxolt promdler crdssdgditl &s a kovelnt kivint betegsdy éredkenységetdl —~ Riggden
hatdrovauk meg.

A taldbhndny sverintl megolddst & tovabbiakban kisérleti példad bemutatdsdn keregstl

sremmdefeti,

1. példa

Agonista sktivitand snt-iekComonokionalis antilestek tormoelése & karskierizdlisg

Yad tipust B.aiiy’{l«&gemket ¢s human }g‘(}?ﬁ«t vagy i-gGé*wat termeld ‘iraﬂszgerizékas eg-
intraperitonealizan, hitsd ‘iﬁi{}g}éﬁié&i} heresztlil vagy seubkotin  Framd-féle adiuvanssal vagy
Ribi-adpuvdossal sgyvitt (Mender &8 misei,, I fontebb) ~ 30 pe bumdn trkC-IgGovel [Shelton
&s misah: 4. Nenrosei. I8 477 (19854 hiperimmunicdinml, Az imvunicdlt egerek Idpsejtinit
myelomaseiiehlel (X63.Ag8.653; ATCC, Rockyville, MD, USA) foxiondlattuk; 253 Xenoegsr
¢x 35 vad tpush BallvCosgdr alkabmardsdval Sexvesen 33 fuziondltatist vigentiink, Mikrotiter-

taledkat (Gaveeson 21 734 Greg) olbsxdr kel allnbnazisdval, kdzvetlon BLISA-tessticd
szkrineltlink, midltal 684 gkC-porzitiv hibridomadt azonositattunk, melyek nundegyikét késdbb

hC-KiR A-teszite] agonista akiivithsrs tessteltdik. A KIRA-tesatted 14 Xenoggdr-eredetdl és 22,

LR 2
»

&
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vad tiposh Balb/Coegdihdl sadrmazd hbridimdt azoncsitottonk, melvek aponista aktivitdad
anti-trkC antitesteket vilasetottak ki Ezeket o hibriddmndkat limitslo higitassal sxubkidnomsk,
az agoniata akttvitds lgazoliza drdekében jumételt fosztnek veletiik 918, és pristannal indukdl
Balb/Cegerek vagy csupase egerekbe injekidlva hasin folyadékképrddiést indubkditunk [Hougn
és nitsaic Hybridoma 14, 253 {1995} A hasdn folyadékban v8 monckionalls antitesicket
profein-A affinitdst kromatografidval  tisztitottuk (Howngo  ¢és mtsai., id featebb) A
Xenoegerekhi &s 1 vad tpush BalbiCroperckbé] szdrmazd iépseitek fizidl vsetdben a speeifi-
kus fizids hatdkonveig (pozitlv regek spdma/fasres sekrinell Sregek szdmal sgyardnt 3 Yo-nak
bizonyult. A Xenpegerekbdl &x & vad tipust Balb/C-cgerekbdl sedomand Mpssiteh fadi asetd-
bent az agonidta aktivitdad wonoklondlls antitestek elfordulasa (agonista skgivigdst add
hibwiddmak szdma/BLISA whC-poritly hibriddmék sedma) 3 %, jlletve 8 % voll. v egéreredetd
monoklondlis antitestek fzotfposit 8 GIBCO BRL dipstick” shneverdst vagy & Zymed Jmouse-
typer” elnovezeslt izotiphedld reagenskesalat alkabmazdsival, a forgalmasdk donstatise seerint
hatdroziuk meg. A Nenoegerek gl vagy lgGy tiresek voltak, és ennek megfeleld rotfpust
antilestekat termeliek. & Kildnbixd bundn & cgdreredeti anti-trkC monoklondfis antitest
jzotipusait 8 7. téblézathan mutatiuk be. Osseesen nyvole humén IpGs, hat humdn 1g0, hét epse
120Gy, iz ogdy 1pGs, 63 & opér IpGhe monaldondlis antttestet azonosftottunk. A részletesehb ka-
rakterizélasea avokat a monoklonslis antitesteket vélasaottuk K, amelysk KIRA-esaiben g

fegnagyrdd agonista aktivitdst muotatidk {a 2. 13bldrathan esillaggal jelihve)

3. tbideat

Hhamsn monokiondlis antitestek (Qsszesen 14

1g(: veotipus {B snitiest) ey fzotipus {8 antitest)
2.50% 4.8
.13 2337
CERES 2338
2342 2334
2343 2348
2344~ 2349
RRENE
2348
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. tablazat (folyiatas)

e

Egdreredotit munokilomalis aniestek {Ssszesen 32)

196 () G G0 ] 1g0m (5 T2Gs

2246 J24R* : 228
225G+ W 3273
2283+ 2354 2277
23254 2255 22378
22567 2274 3280
225F J275
3360 2276

2278

2181

2382

Az anti-trkC monoklonaliy antitestel NT-3 sponista aktivitdsdnak meghatdrosasdra k8t
biotesziet atkalmartunk. A fontebb leint kindz reveplor aktivalast (KIRA) tesatted a wk{ -
transrfelktdlt seitekben, Hgandommal (pb NT-3-mal vagy sgonida aktivitdst monokionalis anti-
testekbel viégrelt stimuldcid hatasam bekdvethezd ~ tironin-fosafrildcidja mdrhetd [Sadick &
witsat: Bxp. Coll Res, 234, 354 {19973). A monnklondls antitesteket KIRA stimuldeids putfer-
ben {2 % srarvasmacha-sedromatbiming (BSA, Iutergen Co., Parchaze, NY) éx 25 mM HEPES-
puffert tartalmaad, L anbioeld FEZDMEM clegy] 27 ugfml koncentraciora hglottuk. Az anti-
tosteket ezatin stimuddcios tipkozeghbon 1.3 higitast Idpéasikel tovabh higitva Wigltidssorozatot
kiseftetilink (Ssaresen nyole hightds .01 nMd! &s 180 odl-ig). Egy HSV-glikoprotein-D-hit
{g)) szirmazd, 26 aninosavas polipeptiddeddalék epitdppal fuziondlt kel stabilan
transzfekiil CHO-sajtekst 96 Gregh acittonydentd ticakes dliottink (5 x 107 seitffivey) & ter
nyéezteiiiok. A sejteket ezutin NT-3-mal (positlv kontrodl) vagy kilinddzd ami-tk(
monokiondiis antitestekkel {somzathigitds 8,1 ny/ml, 1,56 sg/mi, 3,13 nyfml, 625 np/ml, 12,5
agfmd, 25 agfml, 30 aghml & 100 ngfml Koncentracitban) stimudaltul, Valamennyi higltdst
kévszori ismdtidssel, hat Ora hosszat tesztaliBl. A tosater Knyegdhon Sadick &s misat. {Exp. Cell
Res, 234, 334 {19897 leindsa seerint hajtottek végre, Rividen Ssszefogladvar o sejteket Triton
X-100 alkalmasisdval foltdriuk, & o Hedtumban v k-t ELISA-tosztben, s gl-opitdp ellom
antitestak atkalmasdsival befogtek, s a foseforillt kA ~ enimmel alkalnes midsdon konju-
galt — anti-foszfotirovin antitestek alkalmazdsdval detekidliok ¢ mennyiségl meghatirozismak

vetottitk ald. Negativ kontrollként olyan monokiondlis antitestet alkalmaztunk, smely nem Wk
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elfen Bdnyel (Nenosgéreredetd humdn ant-1L-8 g, antitest vagy sgdrevedetf anti-gpi20

1G5y monoklonalls antitest), Abogy az VA & I/B abran Mhard, valamennyd kivilasztoft angi-
ok monokiondls antitest képes volt ax NT-3 alaivitdeat ofvan mértdkben utaneoni, hogy si-
saufalidl o trkloreceptor firoxin~foseforilicidiat, A bumén antb-akC monoklondlis antitestek
{HA dlwa} nagyobb agonists aktivitdsiiek voltak, mint sv egdrevedeti anti-rkC monokionalis
antitestek (1/8 abr). Példaal, a legnagyobb altivitdsht humdn anti-arkC monoklondlls antitest
tizszer hatdsossbb, mint ¢ legiobb egéroredetll antitest, s8¢t » humdn monukionalis antitestek 2

kischb honcentrdeid-tartomédnyban csakoem ugyanciyan hatdkonyak violtak, mint az NT-3

by PCI2 neurit-kindvéai teszd

Az antb-okC monokiondliy antitest NT-3eat etdord aktlvitdsanak meghatiroadsdry al-
kalmazott masik  teast @ PCI2  sowitkindvdst  teset,  amellyel  patRénveredetit
pheochromocytoma~sejtek (PUTR) — megleleld Hgandumokkal vigeett stimmuialas hatdsara be-
kivetkezd — neuritnyGlvany-niveszidsdt mérjitk, A PCE2-sejick ondogdn trkA-~t termelnek, s gy
reagdinak ax NGFre, azonban nem termelnek endogén trkC-y, exdrt ezekst a sejtcket - az NT-3-
ra ¢¢ annak agonistdira irdnyuld reakeld kivilidss drdebdben ~ ok expresszidn komstrokeideal
tranexfekidituk. & POI2-sejicket teljes hossalfsdpd humdn rkCovel transafekidtink [Urfer &
misats Blochem. 38, 4774 {E‘é‘?’?}; Troulfas € misai: Mewesw 1§, 975 {18833, & a (000

seitfliveg mennyiségben 96 Uregl sefvettompdsetd tilodkra vittith fol. A transzfekeid widn hévom
nappal 3 seftelher antivtekC monoklonalis sntitesteket adtunk (B0002 nd &8 2,7 oM ket
kenosotvdoidhan, minden koncentrécidhan hiromszon ismétidseely, €5 a saitekst 37 °Coon to-
vabhi hirom naply inkubdliek. Az tnkubilis vldn a sejtcket Beiskontrasg mikmssfkég}pai Yizg~
galtuk, & 8 sel Stmdrbidnek kdtsreresdt meghaladd bossziisdgh nenriteket ndvesatd sejteket
Ssszesndmolink. & bamdn &s ogfrercdeth anti-rkC monoklondliy antitests® PUT2-zejickben
neurithmdvest képesek stimolal (d 17C, Hetve 1Y dhra). & human anti-wkC monoklondlis
antitestek {170 8bra) sokRal nagyobb skttvitdsial voltak, mint a2 egdreredsti anti-trkC
moneklondlis antitestek (1) dbra), aret megerfisiit & KIRA-tesstte! kapott eredminyeket. Exen
tilmenden, s KIRA-teext eredudnyeivel Ssszhangban, ¢ hasndn anti-trkC monoklondlis antites-
tek nagyidbal hasondd mdridkd sthmulicid! mutatiak, mint ax NT-3. A k&t biotesattel kapott
sredmények bizonyRik az anti-trkC monoklondlis antitestek NT-3 {amely 8 trkCoreceptin ter-
mésretes Hganduma) akivithsdt utanzd képesedgdt.

& wmonoklonglis  antilestek  agoniste  ashtivithedt o KiRAtessthen &8 a PCI2
pemritkindvdst iesztben  meghatdrozont  thovin-foszforifictd maximalis indukeidjs & a
foreforiticios gbrbék seamitott BCS-dredke alapidn magsorolivk. A 3. tablixatban kiliabied,

agonista aktivitdsh anti-irkC monoklondls antitextek telajdonsdgait foglaljek dssze.
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Az anti-trkC moncklonalis antiten! specifitdadnnk fesaelése

A wkC ollend moncklondlis antitostek specifitdsdr divekt ELISA-teset alkalmazdsdval
tesededtiik, MikvotHer-tdlodkat gy diszakdn 8t ~ bafogd antigénkéat — tkA~IgQ, wkB G, et
ve rkC-Telh mmmadbezin-konstrudeid {Id. Shellon e mtsain I Nowrsset, 15, 477 (1985)] 53¢
i karbondt-pufforben {pH = 8.5) késuftett, 1 ughnl Ronceninieidnl oldatdnsk 100 uldvel
voptunk be. Megativ kontroliidnt befogd antigén helyett CD4-JG hoastrekeist {Uapon ds
misal: Nature 337, $25 (1989 alialmastunk. A bevost tdlodkat swobabdandrséhicton sgy dra
Bossaat — 0,8 3% szarvasmarha-seérumalbuming és 8,05 % Tween-20-a tartalmard foszfitpaife-
reft sdoldathan higitott ~ anti-irkC monoklondlls antitestek kitlonhizd kovventréct&ival (100 ul;
801 pgfmdadl | pgfmlg) inkubdltek, A vem kOthdot antitestek oltdvolitdsa eeliabdl végrett
mosds oldn az Gregekber megfeleld HRPhonjugdtumot (3 fendn monoklondlis antitestek son-

>

tehen:  keoshesredetd asti-homdn wlino/HRP konjugdters, 15008 higitds; egdrerndett
momoklondlis antitestek csetében: kovskeoredetld anti-ogdy lgl (Fo)HRP konjugdhum, 11 SO0
higitas) adiunk, 95 a tdlodkat szobahdmdrsdkioten sgy &g hosseat inkubaltuk. A tdlodkat cxutan

femostuk, elihiviak € leolvastuk {1 Hongo s misai: Hybeidoma 14, 253 (19953 A 2, dbedn

~ jellomud példakdnt — 1 6.1.3 homdn anti-tekC monoklondlis antitest ik Creceptorra vonatkozd

keitdst sperifitasit szomiclietiiik, A .12 sotitest igen specifikusnak bizonyult a teklwe, & sem
# bkBoved, sens ¢ trhA-val nemy wasatolt jelenils mdrtdhll keresethreskeidt, Hasonlfan, a tObbi

humdn & egdreredetd antitrkC monoklondlls autitestek i specifibmaan felismerte & kG-
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reveptort,

A ktlsufdle anti-nkC wmonoklondlis antitesteX bumdn whkC-hez és patkdnyveredet wkC-
hez tOridndt kotddesét — nyegdben a fontebb leirtak szorind végzett ~ divekt ELISA-fesat alkal-
mazdsdval hasonlitotink Ossze, axzal 3 kitlubsdpesd bogy 2 humdn wkC-her Wiriénd ktbdds
vizsgdlatirn befogd antigéoként g kOl helvett okCogD-t alkabmaxtonk, A 3. dbrén idthatd
sredmények azt jeleik, hogy a bumdn stttk moncklondlls antitestek k2 csak v &4.b-es
rongdlt jeloniGs mertdkben a patkanyeredetdt trkCovel, mig a 18bhi speeifikus volt a huwdn &k -
re. Hasonlban, sz sgéreredetl mounchlondlis antitesiok kil csak @ 2256-03 reagdlt jelentds

mertdkben a patkdnyerndetlt ohCovel, # (5hh specifibosan cxak o huondn k4 ismarte fel,

Aflinitast vieagdluek

Az agonista shtivitish anti-tkC monoklonglis antitestek affiniiasat BlAcore- 2000
felltlett plazmonrssomancia (SPR) rendseer (BlAcorg, Inc., Piscataway, NI, USA) alkalmardsde
val hatdroztuk meg, OMS-8s btoszenzor-chipeket a forgalmazd fontardsa srerint N-otib-N7 (3~
dimetil-amnn-propil-karbodiimid-bidrokloriddal (BDCY &6 Nehideond-sudoinimiddel (NHS)
aktiviltunk. A kindst kiséeletek elsd soromatiban az antigént (rkCogh konatnudeds) {0 mM nédt
rivm-acetdt pufforben {(pH = 4.8) higitottuk, & §,0¢ mgiml koncontracidban ax shtivall chipekre

feoskendeztitk. Kilbaboal drintkepdsl 1dGkke! ségy antipéredenziidsi tartomdnmyt Laptunk:
14000~ 1 7000 reakeidegysdg (RE), 7000-5000 RE, 2000-3000 RE & 400-600 RE. A bioszenzor
chipet stanclaminnal blokkoltuk.

& kipettkat méréack oled hisérietsororatiban az anti-trhl moncklowdlis antitesteket
{1gG-kat) funtatdpufferbon (0,03 %% Tween-20-at &5 4,61 % ndintoro-axidot tanalmazd foselae-
pufferell sdoldat) highottuk, &5 az oldat 4,03 midt (867 nd} 25 °Coon, §,81 m¥fpere dramidsi
sebeaxéggel a bioszenzor-chipre feoshondestR. A regeneraldst 30 mdsodpere ehighidvel 10 mM
sdsavval végzett implzuskezelissel, maid egy pore clteltdvel 100 M Tris-HO puffer (pH =
8,0} végzett impuleuskersddssel fs két mosdsi Ipésrel hajtottuk végre.

A mdsodik kisérietaorozatban az IgG-ket {10 oM adtttum-scetdiban (pH = 4.8) 11
mp/mi antitost-koncontricid] a fontiek szerint immobilizditak, sxzal o kilonbségeel, hogy az
antitest-denzitdst 1000-2000 reskeid-egységre korlatortuk. A kinetikal méréaek elvégedsther a

X

biaszenzor-chipekee a fontebb loirtak sarcint 3 gD-orkQ kftszores higitdst idpdsenként (3,7 M-t
28 add-ig) kéezftett higltdssororatit feoskendertiik,

Minden egyes kinstihue pivbe disszociacids st egy exponencidliy dixszociinids
rstdhoz (ko illosatottitk, 25 cxchet o e8tdkat alkalwastuk az asspocifolds vita () njekedlas
fanish] thrténd Kisedmitdsdra (ogyseerd 1 Langmoir kiltdst modellt alkalmaeva; id. Lofas &g
Johoson, 19881

A fetitfett plazmonrszonancia (SPR) mérdeckbd! az sgyensilyt disszocideics dlanddkat
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(Mg bk, andinykdnt szdmitotuk ki

A amti-wkC antitestek gtrkCore vonatkozs alfimitdsdt ~ inmobilizdlt antigén vagy
antitest alkahmazdsdval végzett ~ SPR kinetikal kiséelotokbon mértik. A kis donzitgshi (4406
ngfaan’) inenobifizalt antigdn alkalmarzasival végrett Msseletckben meghatdrozott Btszilagos
affinttdsck altaldban Oserzhangban voltak ar lmmobilizal Ip0 alkadmardsdval végrent kisérie-
fekben wmeghatdrorottakkal (d. 2. tabldest), Mindaronslial, nagyobb slirfisdgd innnobilizalt g
ok slkadmariss sveldy ax egyes smBtested Jatsadlugos kitdst affinitdsa fokowatosan {akdr 18-
seeres méridkben) seikill, feichetdon  bivalens leG dltali kotddes aviditdsi hatdss miatt {dbrat
nem kézhink), Bironyos esetekben, ba az inunobitizdlt glere ok Cot feoskendestiink, nem de-
tehtabunk kotddday, amit valdsuinlleg az okozott, hogy se IgG fmmobilivdlasa s antigénkdtd
bely térbeli gatlasshor vezetett, Valamennyd texctelt foltcte! mollett o 2248-ax antitest mutatia a

fegnugyobb Misedlagos kOtdst affinitast (Mg 3,855 My

4. tdhidzar

Felileti plezmonrezonmcia vizsedattal meshatdrozegt kotésd alfinitdenk (Az erodmények 1gG
gotitestek  tomobilizglt gDrkCher (460-600 RE) Bridnd kitddésdre, illetve a ghDarkC
imumohilizdlt 196 mtitestekhez (1008-3000 RE} tdnénd kinbddsére vonatkoonak. nd k. = sbws
deteksdthots kiitbdés}

Ko (aMy
Antitest (Ig83) ; Fnobilizilt g0k fmmobilizalt IgQ

2248 RN 8.8
2258 R,7 28
2253 42 st
2258 52 360
2344 18 n.d.k.
2343 12 nd.k
2349 23 ndk
§4.1 7 28
6.12 i3 16
25,1 2 ndk.

Komnpetoits BLISA-tenst

Kompetiolds BLISA-tesztet alkalmastunk abbdl & ofibdl, bogy eldzotes informdondhat
srererziink aroked) 2 Kiloahded csoportoksdd, amelyskbe o viesgdlt antitestek ~ s #RC altahdk

feltsmen epitdpidto! (epitdpiaiiol) fHigelen ~ tartornak. A tesst sordn 3 mikentiter-dkea bovonds
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sdra befogd antigénkidet trhC-glie (1 pp/ml) alkabmsensok. & bevont tdlkoshor specifikus,
bretinihdlt antierkC monoklondlis antitestet (1 pgfml) sdtunk (Srenagiban vagy egy masik, jelt-
tothen anti-wk(C monokilondlis antitest jelenlftében, amelyet & jololt antitesther képest felesleg~
ben (50 ug/ml) alkalmaziuok), Ha s biotinilalt antitest & & jeldhntlen antitest ugvanazon vagy
afedd opitdpot femer fel, sgymdssal kompeticioba Iéprek ax nmobiizdll wkC-bex wirténb
kothddsdnt, ami a jelOl antiest cofiklont mdnidkil kittdését eredmenvezi, Ha a kétféle antitest
kiilonbézd &s nom atfedd epitdpokat lsmer B, nom alakul ki kompeticid, és & jloh antitest
mnmobilindlt trkCrbez Hridnd kiddése nem viltoaik, Negativ kontrolfkédnt jeldletlen humin
18G4 és egdrevedetl It alkalmaztunk, A 4. Sbrin booustatolt reprezentatv eredmények
slopisy lathath, hogy az umobilizdlt thC-hor Eriend kuddés vonathozdsiban — a WV48ax
cgéreredeft anti-erkC monoklondlis antiest kivételdvel ~ valamennyi anti-trkil monoklondlis
sntitest kompeticidba Kpet! a jeioh 6.1.2-ex huvde anti-tebtl wonoklondlix antitesttel, an arra
ulal, hogy 8 2248-as egfrovedetlt sutitest 3 whC olvan epidpidt ismeri fel, amely kiflinhéizk a
1obbi anti-trkC monoklonalis antiten dltal felisment epitoplok }tei

Megiegyeratik, hogy ba az fovnohitizdlt irkC-hez olbsatr 3 jelitetien 2248-as epdrere-
dotl antitestet REHOAON, & il (hlotinilslt) antitest sgyihe sem volt képes kdibhelydher i,
ami azt sugailia, hogy o térbeli gitoltsdg ax epitdpok kildnbledsdge ellendre is s2erepet jdte-
hat. Az tyen pdronkdnti Sssechasonlitds Sridkes informdeidkat nylithat, s lehetdvé teszi, hogy
2z ugysnazon antigén ollon rdnyuld antitesteket epitdp-fotismerdsiik alapiin kitknbdzd caopum-
tokbs sorolhassuk. Az Osszehasonliths Ssszefuglalisdt ax 5. &brdn wmutatiuk be. Ax ersdmdnyek
azt mutatiak, hogy s antitestek k& kilon esoportba sovothatdk: s 1. osoportba tartorik vala-
mennyt vizsgdlt monoklondlis antiest (a 2248-as kivételével}, mig a 2. csoportba osak a 2348-

as antitest tartozik,

Epttda-idrkéoerds doméncserds mutdnaok alkabmasdsdval

Tovabbi epitop-tdcképerdst Risdrlotet végentiink, madynek sorén olyan kimérikus wkC-
weceptont alkalmaziunk, anelynek bizonys domdnjei a tkA- vagy tkBorecepior megfeleld
doménjeivel voltak helystiesitve, Bt & megkdeelitdsi mddot ax totte ehetdvd, hogy az anti-trkC
antitestek nem adnak jelentds meéniekl keresatreskoi®t a wkA-val vagy tkB-vel Az iflyen
doméncserds snstdmaok alkalmaxdse ogyértehulion elfnydsedb a deléoids mutansok alkalmasd-
sandl, mivel egy domén deldeidis meghonthatis » profein mésodlagos szorkerctdt, mig egy
dondn hasonlé méretl — &s Kayepdben hasonld sndnosay-seekvencidit ~— megfolel domdancd
végaett hebvettositéor olyan whon proteint eredmdnyer, smelvnek valdarintloy megmarad a
eredett nudsodlagos szerkewste. A wkereceptorok extracellaldels doméuje ot domenbdi df (Id
8/& dbra}, A DU €x U3 cissteinben gardag domének, a D2 foucinban gradag domén, mig o T

&s 1% wanonglobulinszert doménel. & 5k olyvan doménoserds mutdansail hoznde dtre, ame-
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fyekben a T, D4 &3 DS domén a tehB vagy kA megfeleld doménjeivel van helvettesitve [id
Urfer & mtsal: EMBO L 14, 2795 (1995)3). Poritiv kontroliként vad tipusit wkC-receptort, ne-
gativ kontroltkdnt pedig vad tpusit trkA-receptort stkelmaztunh. A gk doménoserds mutdnsaiy
a helveltesitelt domsn forrdsa alapidn neverziik ol Pldanl, az 31 Bunutény s kB Di-doménidt,
az s4B-mutans a kB Ddadvandnidt, ax s5B-wmotdns a #3B DS-doménidl, ax sSA-wmutins padiga
kA Didomdudt tavtabmazea, Valamennyl motdnst immunadhezinként, vagyis lgG-her fuxio
nélva termeltettiik és tszttottuk.

Ax agonisty aktivitdat ant-0kC monchlondlis antitestek domdacserdés mutdnsukhon
t0rtind kotbdésdt BLISA-tenrtted virsgdituk. Az bnmunadherinek (GG, trkAlgl ds a rkC
doméneserds motdnsal} sovpzathigitdsainak (100 pefmiadl 2.4 ngimbig, 100 pliheg, szobalhd-
mdrackicten egy ora) befogoreagenseként s mikrotitee-talvdkat kecskeeredetlt anti-humédn IgG
antitest Flab® h-fragmensdvel vontuk be. Bzutén ar founchilizdlt ioumunadberineket tartalmaed
thloak Grogether jelBletlen lnmmdn vagy hiotintldl egéreredetd argi-nk monoklondlis antiteste-
ket (100 plftreg, pg/ml, seobash8mérsdhieten ogy dra) adnmk, a tdlodkat o felesleges, nem
RGN reagrnsek eltdvolithna dedekdben lemontuk, & HRP-vel konjugalt kevskeeredetli anti-
hundn R-Mnccal vagy satreptavidinne! inkubdliek. Ahogy a /B sbedn lthatd, valamennyl fu-
sl antt-trk swnolionalis antitest kpes volt foliomemi g D~ vagy Dd-domen helyetieaftéadt
tartabonsd  domdneserds trkC-nutdnsokat, Mindasondltal, a Di-domén kB vagy wkA-
receptorhdl szdrmazd, wegleleld domdnned vépaett holyettenitése az anti-trhil antitestek Altali
felismerdst Ookrotette: az anti-rkl antitestek az tiyen trkC-muténsokhor ngyasolyan kis mér
wehben hitddiek, mint a negatiy kountrollhor (A}, Brek a2 eredmények arra wialnak, hogy a
teaziell humdn anti-brkC movoklonalis sotitostek mindogyike olyvan epitdpot ismer fol, amely
valahol a DS~doménben hedveokedik el

Egdrevedetlt anti-trkl monoklondhis antitestelbe] Ienyegdben szonos mddon végeatiink
kisérieteket, azeal o kildnhséggel, hogy mésodik antitestként HRP-vel konjugdlt keoskesredeti
anti-egér 10 Fe-fragmenst slkalmazmunk, Hasonldan a hundn anti-gkC antitestek esetében
megfigyelickber, a8 Di-domén helysilositdse ar Ssspes  tosstell egdrevedetdt  anti-kC
monoklondlis antitesther thridnd kStAdSst mogsziintette (H/B dbra). Ezen thhvenden, & M-
domdén helyettesiidse a 2248-as egdrorsdett anti-bkC antitesthes WOrtdnd kinddésds s megsaiin-
futte, A human &s egfrevedenli agonists anti-okC monodiondlis antitestek, minden valdszinlisdg
szerint, egy 5. doméuben falathatd epitdpot ismernek fel, kivéve o 2248-as egéreradetlt antites-
tet, amely ogv 4. doménben vd determindnst is felismer. Ugy tlinik, a 2348-as ephdp egy
olvan lincdris epitdp, amely a 4. &s 5. dumdn hatdrdn Stfedd. Mis lehetisdg szerint, a 2248-as
auntitest egy misodiagos strukilbedt smerhet fol, amelyet egy vom folytonos epitdp a 4. €s &
domsnbdl szdrmazd Jetermindnsokkal alkot. Erdekes, hogy kordbban Urfer €8 misai, {1, Blel

Chern, 273, 3829 {19983} mepdtlapitottdk a whlreceptor 8. dorsdénidnek NT-3-mal vald Rk
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csdnhatishan betoldt kiemelkedd seerepdt. Megleps mddon, a taldlmany szerinti antitestek a

r

ok olvan t:g}itéma'ﬁmz kitodnek, amely nsgyméndkben dtfedd az WT-3 alal felismert
epitdppal. Bz az NT-3 &5 gz immumnglobulinemolekuldk refatlv mérete és alakia mialt meglepd.
Ezen aktivatorok valdszindt hatdsmechanizmusa két xC-mudekuls extracellulinis doménjeinek
keresxtk@tdse, oly modon, hogy azok ntracelluldris trozin kindx doménjeit Srintkezéabe hoz-
28K, 6s kereszt-foszforildlidk, ilstve akiivaligk azokat,
Megdllapitottdk, hogy s homodimer NT-3-ban a molekuls trkCoreceptorral fnterakeibha
Iepd k&t teriilete a molekuls Amdrdidt tekintve egymissal szemben {180 “-ban) helyezkedik ef.
A Két teritlet kOxSii thvolsdg 16 Angstrim nagysdgrendft. Burel sxemben, 8 taldlminy seering
innnunglobulin-molekeldkban & wkCoval interakeidba pd b hely nem egymidssal seemben
hobyerkedik el Awxon thbmenden, hogy 2 tmnuwnglobulinok #kC-kdtd doméniel az NT-3
doménjeitdl oltdrd szfighen helyerkednek ¢l a2 immunglobulinekban a thikotd doméneket
sokkal nagyeddy fdvolsig vilasetia of egymastdl, mint az NT-3-ban, an a két Fab-domeén pontas
s20gstot Rigaden viltoxik, de 50-150 Angstriim tartomanyha esik. Mindezek alapidn, nehée let
volos elfve latni, hogy két yen nagynn kil heresathOth reagens, mint az NT-3 &5 a ta-
iabmdny szertndl, agonista aktivitdsh monoklondlis antitentek, a v ugyanazon belvére kitddve

sgonistakdnt outkddiznek.

Helyspeeifikus mutasenezis

Az S, domédn ogyes kivalaszton aminosavainak sz anti-trRC antitestek aliali fellsmerds-
ben betfHidnt searopinek mughatdrozdsdra hedyspescifikus mutogenerist alkalmazhuk. A 7. dbrén g
humdn thC 4, &8 §. domdniduek smivosav-szekvenciaidt mutatiuk be. A pontokkal megieltlt amino-
savakat alaninnal belyettesitettii, kivéve a 284, feueint {13, 2 286, kacint &s a 287, glutaminsavat

{E), melyeket ~ sorrendbon ~ plutaminsgvval (B), hisztidinne! (H}, illetve Hzinnel (K helyette-
; LS 3

stiottlink [Urfer gs msai: J. Biok Chem 273, 829 (1998)1. Osavesen 26 egysreres aminosay-

mutdcidt hajtottunk vigre, ds vivepdltuk ezek hatdsdt a receptor ami-trk monokionalis antites-
tokhew riénd hktddiedre. Az 5. tabldratban athats értdkek a motdns wk, etve 8 vad tpusi
k€ anti-tek antitesthez Wridnd kiGddsének ardnyit reprezemtaljdh. A varidold mintmalizdli-
sa €s hatékony Osszehasuilfids biztositdsa érdekében mindegylk antitest exctében mindegyik

muthrers mweghataroztuk ar BC-Srtdkeket, &s an olosatottuk & vad tipust trkCre kapott ECs-
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AT elek azt jeleik, hogy ar adott mutdns a kexdeti tesathen nem befolydsolts @ monoklonglis

antitest Kitodésdt, czert tovibbi toseteldanek nem vetotik ald. A monoklondlis antitest kotdds-

st teljosen megsziintedd mutdoidkat Lu.kwval Jeldiilk (nen tupasatalbald kMGAER), A vizsgdlat

eredményel st mutatiak, hogy a lesrtell agoniste aklivitdsd anti-ukC monoklondlis antitestek

tkC-felismeréadher a trkCorecoptor L284, BE287 ¢s K335 sminosaval frulnak howad legna-
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gvobb mirtdkben. Az vkC 5. doménidoek NT-3omal alkotoit komplexének modelije megmunat-
ja az antitest komplomendaritist meghatirond régidival Rozelt kontakiushan 6v8 aminosavak
ellielyverkedeseés (8. dlwa). E model] a tvk& 3. doménje 63 ax NGF kit kislakult komplex kis-
tilyseerkesatén alapol. Tovabhi részioteket iHetden WL pl. Urfor s misal: J. Biol Chem. 273

582 (199K} vagy UHachk fa nusat 1 Biol, Chem. 280 149 {1899,

Az sntitesl vaciahilis réuidinak Monozasa € szekvendliss

A gkC &5 s antibadl monoklondlis antitestek kO2608 interakord molekuldvis alapidnek
Jobb megdridse drdekdben ax agonista akiivitdsd antitestek nebéz és kdnnyd Wncai varigbilis
seekvencidit Kidnoamuk, & meghatdroztuk a kédold DNS-weekvoncidkat. A humdn &s sgérerede-
i anti-trkC poklondliy antitesteket termeld hibriddmasejiekbdl — RNS-z0l810 reagenskésslet
{La Jolla, A, UBA) alkabmardsdeal - 0ss2-RNE-t fzoldltonk. Avizoldlt RNSS , ReperSeript 17
rendszer {Life Techmologies, Toe, Gaithershurg, MB, USA) fthesmalisival és a megfileld
nehér, Hetve kSnavit ldac alosoportbd! {Kabat & W, J. Immunol, 147, 1700 (199131 szdrmand
4. vazriglh sashvencidin alapuld speeifikes 3 primerk alkabmardsival végestt reverz transz-
keipoidval cDNS-a frtuk 81 A polimerds-lanoreakeist @ nehée s kénnyd lancok N-jerminglis
aminosav-srekvencidia alapjén tervezedl, spocifikus 53¢ -primevek, Hetve a cDNS-szintérisndd
hasanditakkal aronos 37 -prierek alkalmazasdval, 2,8 M DMABO jeloniéidhen, AmpliTag NS
polimerizzal {Perkin Elmer, Foster City, €4, USA) hgjtottek wégre. & PUOR-termdkeket
Flab) »vektorba swubkionozuk, amely humén nchéz &s koanydl ldnchd! sadrmarxd konstans
réguikat ogyvarint tartalmaradt [Carter &5 misel: Bio'Technology 16, 163 (18921, A Vi & V-
domiénekhd] S8t kit seekvendlionk, &s avonositottunk egy bonszenzis-arekvenciat,

Az sgonista sktivitdst anti-ork{ monnklonalis antitestek nohéz lancanak leszdrmaziatol
aminosav-szalvencidit a 8 dbrdn wotatisk be [2250, 42, sronositdszimt srehvencia (SEQ ID
NOu 42y, 2253, 43, avonosiidezanyl szekvencia (BEQ 1D Nk 43); 2256 44, azonositdszami
seakvencia (SEQ D NO: 44, 6.1.2: 45, avonosiidsidmt seekvencia (SEQ 1D NG 43); 5.4.1
45, azonostiosydm seekvencin {(SEQ ID NG: 46); 2345 47, aronositdszamy szekvencia (SEQ
D NO: 47); €5 2349 48, azonositdaxdm szekvencia (SEQ I3 NO: 48)] Ax aponista anti-trkC
monoklondlis sntitestek kSnnyl Hocdnak leszérmantatott aminosav-sackvenciait a 10, abrin
artatiuk be {2250 49, azonoxitdszdmd wekvencia (SELY 1D MO 49) 22583 50, axmusosed-
ot szekvencia {SEQ D Ny 3 2236 51, awonosidsedmd svekvencia {SBQ I NGy §iy
§.1.2: 53, azpneeiidsadmd arokvencia (SEQ I NO: 33 .45 530 asoposiidszamd srakvencia
{SEQ ID NG 533 23480 54, gronosiidsedm seekvencia {SE I NG: 54j; €5 3349 §5. azono-
siidnedma szekvencia (SEC 1D NO: S A & & 10 abrdn a komplementaritdst meghatirosd

régitkat COR nek, CHRI-nek &8 COR3I-nak neversdk, & as ¢ régidkat alkotd anusosavakal

folkdvér botlitipussal szedve Jelolik. A 11, dbedn kilonbSed anti-tekd monoklonddis antitestek

co
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nehdz, Hletve kionyd ldnca CDR-rdgifinak ambsav-seekvencidlt foglatiuk Sesze, foltiintetye
azokat a nohéy, flletve kinnyd fane varidbilis oxalddokat, amelyekhez o srekvencidk tartornak.

Az agoniste akiivitdsh antb-ukC wmonoklondlis antiestek nebér és kdnavl lancal CDR-
e s dovényes dltas

sépidinak meghatdrozolt aminosav-szekvencidia slapiin e régiok koetif

tanos keépletet irhatunk fo, Az egérevedetit antitestel vehéz lancdanak COR-végidda a kivetkezd
XaaWXaaXaa WVK {37, azonpsitdszdnd szekvencia; SEQ IDNDy

373 amelyben az 1. pozicidhan 16v& Xaa jelemiése: Fvagy Yo a

sltaldnos képlettel irhatd fe
3. pozicidban EvE Xag jelenté-
se; § ve sg;v M €5 8 4. pozicidhan 1&vd Xaa jelentdse; B vagy H. Az egdrovedetli anthestek nehéz
kiwetkezd képlettel

El¥aaPXanXaaXasXaa TNYNEKFE Xaa (38, azonositosadmit szekvencia; SEQ 1D NG: 281

lancinak CDRZ-végice a altakinox frhatd fe:

amelyben a 3. pozicioban fév Kaa jelentéser L vagy Y & 6. puzividhan 1$v8 Xan jelentése: §
vagy N a 7. pozicidban {évd Xaa jelentése: D vagy (& a &, poxicidban 1évd Xaa jelenidae: N
vagy K €5 ¢ 16 pozicioban Eed Xaa jelentéser G vagy S
cénak COR3-végicia a kdvotheed képleteikel Fhatd lor KNRNYYONYVV (12, avonositdsza-

mit szebvenaiy; SEQ ID NO: 12} vagy KYYYGRESYRSWYFDY (13, seonositéssiims szekven-

Az egéreredetd antitestek nehér lan-

oia; SEQ MO 13) A bumédn anti-okC antitestek esetéhen a nehde lane CORIdgid a kovat-
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kerd dltaldnos képletted frhatd for XaaXaaXaaY Y WXaa (39, aronositdszdm seekvenciay 8EQ

I Mk 38) amelyber az 1. poricidban ¥vé Xag _§eiemése: S vagy 1 a 2. pozividban 1vé Xas
jelentdee: Gvagy Bra d
Xay

0 e

. pozicidban 16vd Xaa jelentése &8 7
CORZ-régib a

v Xaal¥aaXaaSO8XKaaTXaalPSLES (40, azonoshiossdmdt szekvenciay SEQ D WO 44,

s Tvagy Y €s a 7. pozicidban 8vd

Jelentdser 8§ vagy N. A humds nehés lne € kdvatkerd altalinos képlottel hye

amelyben az 1. prafeicban Ked Xas jelentéaer ¥ vagy B; 2 3. pozjcichan w8 Xas jelentées: ¥

vagy F; a 4, porfoithan I&v8 Xaa jelentdéser Y vagy T; a 8. pozicioban 1évd Xas jeleniése: 8§
vagy R &8 a HhL pozicidban I6vd Xaa jeleatdsse N vagy Y. A bumédn antifestek nehéde lnc
CDRI-végidin az aldbbi képletekkel irhatd lo DRDYDSTGDYYSYYGMDY {14, avonositd-
szdont sxekvencia; SEQ I NO: 14}, DOGYSNPFRD (135, azonositészannt axokvencia; SEQ D
NO: 15} vagy BERIAAAGKaaDYVYNGLXasV (41, azonoshidszdmi szekvencia; SEQ 1D N
28 abol g 8. pozicidban 16w Xaa jelentére: A vagy T, &v a 16, poz

B yagy A)

"
BEHY

feidhan Evd Xaa jelentéss

A nehéz & kdnnyd lincok varidbilis régidinak leszdrmaztatol arinosav-srekvenciaiat
ezen anfitestek N-termindlis poptidszekvencidjanak meghatdrozaséval ellendriztik. A predeine-
ket olekivoblot mbdszerre! BioRad Trans-Blot™ cellaban, 250 mA konstans Aramerdsssy sl
habumasdséval, egy ora alatt Millpore Jmmmobilon-PSQ” tipust membrénokea vittih &
{Mutsudaira: §. Biol. Chem, 262, 10035 (19873]. A PVDF-membrént 30 %-0s metanolban 8,1
¥ Coomassie-Blue R230 festekkel 30 masodpercip festentiik, majd g feleslogss sefnendket 10 %

costsaval tartalmazd 50 %05 metancdlal végrett 323 perces bezeléssel eltdvolitotink. A memb-
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vant vizzel alaposan leoblitettilk, megszariottik &s 20 °Chon tdroltuk. Ax automatizadlt prolein-
szekvendlist Perkin-Elhmer 4944 tipust protelnszekvendtor (Perkin-Elmer Corporation, Foster
City, CA, USA)Y & horzd on-line kaposolt PTH-analiedtor alkalmasdsdval végeotith. A PVDF-
membrinea elekivoblot mddsaereel drvitd proteint § mov-es vegkazetidban szekvendltok, A oo
couskat — Nelson Analbytical 760 interface-sk alkabosedssval — Justive Tonovation seoftverrel
inteprdliak. A szekvencia intorpretdldstra DEC Alphat slkalmazionk {Heazel & misaiz 1
Chromatography 404, 41-32 (19871, A 6. dblivatban agonista aktivitdsd, human & cgérovede-
tf anti-trk monoklondlis antitestek ~ N-torminalis aminosav-szebvencidjokon alapuld ~ osatd-

tyowdsdt foglaljuk Ssswe.

6. tablazat

Human antétekl Nehés tane Konayl low

6,12 : 1L alesoport Kappa-i

64,1 . alesopart Kappa-i
2348 H. alcsoport 'f Kappa-ili
2349 §. alesoput Kappa-Hl
2584 1. akesoport Kappai
3344 : it alosoport Kappa-t

TYA% ! HA alesoport Kappa-t

2258 : A slesoport Kappa-i

2233 A alesopnnt Kappa-l¥V

2258 A alesoport Kappa-ili

2, példa

Az asovdsta akiivitdst antiakd monokiondlis antitestek nowropathidkes gvekoredt hotdss kisér-

fett llatmedeliben

Az NT-3 aponistainak slapvet alkalmazist teritlete a periférids newropathidk kensdése
Ss/vagy megelindse. Ismeretes, hogy a helyretéradkelés {proprioceptio) & rexgletradkeles ke
vetitdsehun sapropet jitsmd, vastag rosth, myclinhiivelyss szonzoros nearonok kA termelnek,
amely 2z NT-3 nagy affinitdel receptorském fuskeiondl Az llyen vastag rostos searopathidk
dHaldnosan jellomedek a cokorbalegsdgre (diabates), s bialakulfsukat bizonyos komoterspiis
hatdanyagok {kilsndsen & cisplatin és piridoxin) is dukaljdh. Az NT-3 8 kisérieti diabetesss
neurspathia €8 o cisplatin-indukdlia. nouropathis allatmodetfjotben hatSkonynak bizonyuit,

aronban stkalmarhatosdadt srisen korldtozea gysnge bloldgiat horzafrhetlisdge, amit rigesi-
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iomodeliben blronyitotiak. Az anti-tekC awnoklmdlis antiivstek NT-3 agonistdikdut tridnd

stkalmazdsa sedmos olayt kKindl, ds megolddst nyiijt 19bb, NT-3 alkalmazdsdval Ssszefiiged
potencidhis problémdra.

Az agonisty akilvitdsd anti-ukC neaokiondlis satliestek & vive felezdst ideidnek meg-
Hlapitisa érdekdhen ax antiosteket intravéndsan vagy seabkotdn bisériett dlatokba injekealtak.
A 12, abedén a T256-0s monokiondhs autitest pathdnyok vérsavdidban ~ | mgfkg dérissal intra-
virdsan {1V}, ilHletve § mg/ke dozisssd szubkutdn (subd)) végzet tiyektilds uidn kilinhizd idd-
pontokban — mért koncentracidit mutatiuk be. A vérsavé-honcentricidkat KiRA-tesxt alkalma-
wisdval hatdroziuk meg, amelvben a teliosen mikoddidpes 225605 antitext mennyisdgdt a wkC
tirozin-avdotuseforildcitiat ndveld képességn alopidn ménttik. A kapolt adatoh sut jeleik, hogy
prtkinyban a 225605 monoklondlis antitest felezés ideje @ nap, bloldglal hoxedférhetdadge
pedip 6% % (uaubkutdn adagoldst kdvetben), Ezek az crodmények Sssahanghan vamnak ax epyéb
antitestskre kapott érickekkel, & élesen LelSahlvnek ax NT-3 eredmdnyeitél A 12 dbrdn fel-
itttk ax NT-3 {2258-0y monokloudlis antstest esctén alalmazotiakbal) azonos ddwisainak
azonos mddon {1 mg/kg Ly § mgky seubkutén) végront adagolasat kivetden kapott Rancerdrd-
eidit. Ezek az adatok am jelsik, hogy az NT3 fLolewdst ideje nagysagrendilep 4-3 perg,
szubkatén biokiginl hovsdférhetOsdge pudig 7 %6, Ezen sredmények tandsdga szerint ax antites-
ek — o bioldgiat hozedfirherdedy &y av i vive folezdst 1dd rekintetében ~ jelentds javuldat jolon-
terek ax NT-3-hoz képest.

A vaslag rosios szenzoros neurnpathia k&t dlatmudeliiéhen Kinnstattdk, bogy az NT-3
Eépes a kémiat behatds hatdsaival szembeni védelemre, etve 8 kitvos hatdsok visszaforditdsdra,
Az NT-3 tgen nagy dozisaird! bebizonyosodntt, hogy a vastag rostu szenzaros neurmnokat meg-
yidik 2 piridoxin nagy dizimainak toxikes hatdsaitdl, mig ag NT-3 kisebb ddzizaind] kinngtattdk,
hogy o cisplatin hdvos hatdsainak visszafordivdedt eredudnyeil, Mivel az KT-3 és 2 waldbndny
sserinil, agontsta akiiviast mosoklondlis aniitestel sefvell megoselasa Rixdt kilonbadgek
lehetnek, Ienyegey megallapitan, hogy a monokiondlis antitestek in vitre akiivitdsa dllaimodel-
fekben hatdsosnsk bizonyul-e.

A cisplati-indukdlta neuropathia dllatmodellidnek ¥irehondsa drdekdben kifojlett pat-
kanyolnaX intraperitonedlisan, 16 héten &t hotente kdtswer 1 myfky cisplating adagoltunk. Ext
hveten a patkdnyokat négy osoportra osxtottuk; miind & négy ssoporinak folvtatudk  cisphatin
hetente kdtsrert adagnidsds, s ozen foldl, az #isd wsoportnak 1 mgiky dbzisban, hutente hdrom-
spor NT-3wat; @ masodik esoportnak | mpdky doeishan, betente egyszer 2256-03 sumokionddis
antitestet; & harmadik csoportmak 1 mg/kg dozisban, hetente sgyszer 641w monoklondls
antitesiet, & negvedik osoporbk pediy betonte hivomawor adoldatot adtunk, Az NT-3-at
szabkitdn, mig a monoklondls antitesteket €5 a sdoldatn introvéngsan adagoliuk, Brt a keseléa

asmedt tovabbi négy héten & végestiik, iy a cisplatint Sesresen hisz héten & adagoliuk.
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A vastag rostos srenroros pouronok funkeidiat a kisérieti dllatokban elektrofivioldyias
médszerrel, H-fulldm regiszivdlassal {Gao €x mitsal.: Amn Nearol 38(1), 30 (1995)] éridkehitik,
Ahogy a 13, dbran athatd, 8 szenzoros ingeriifetvezetésl sebessdy a cloplatinnal és csak sdoldat-
tal keselt dllatokban nagyon alacsony volt. & hetente Mromszort NT-3-hezelés ¢ cadkkentett

vezeldst sebessde  javulisit credmdnyewte, csukigy, mim

“
=

2256-0x, illstve S 0as
monoklondlis antitesttel  végaett heti cpyezeri kezelés. A lhstente egvszer alkalmazolt
monoklondlis antitestek dlal cididdestt jovulds nagysaps logaldbb akkors volt, srind 2 belenie
haromszor adagolt NT-3 dltal eredmédnyerett javalis,

Szinidn ismerstes § plridoxin szonzors peuropathiat ckozd hatdsa, amely sisdsorban 3
sapnzeaos nouronok vastap myelinhitvelvll alpopulicididr kiresitja [Helgren & mteaic 1
Newroget. 17¢1), 372 (1987}]. Helgren &3 misai. Mimotalt8k, bogy sw NT-3 nagy ddzisokban
gatolja a newropathin ¢ fytijdnak kialakolésat, Az dllstok k& kitlinbded piridoxin-ddsissal (400
vagy S00 mg/hg/oap), intrapsritonedlinan véapett hezelése » DRG vastag neuronjuinak kirso-
Jasit srodményert, ami 10bb olyan protein termelddéséned csthlendsével muotathatd ki, me-
tyekr8l ismert, hogy slsdsorban vagy kizdrdlag & DRG vastag rostd newronjal tormelik. E
markerek expresszios szintidt 2 kédold mBNS wenmyisdpének mérdse alapidn, TAQMAN KT-

Z

PCR teehwika alkabnazdsdval hatrotek meg.

A trkC-aponisty hatdsok . Tegmen” RT-POR analizise

Al Feobik & Baoinditd olivonuldeotidok {orimsrekd

NFL:
5 -primen CAGUAGAACAAGOTUCTGGAA mer, 72, azonositdsedmt seokvenciy, SEQ
NO: 72y
37 -primeny AGCGGGAAGGUICTGAGTG {19mer, 73, azonositdardmb svekvencia; SRQ ID
NG Ty,
Brdha AGUTGTTOOTGUTGCGUCAGAA (22mer, 74, avonosiitssdmd seekvenciy; SEQ D
NG 7y,
NSH:
§ primen TOCCATTGAAGACCCATTCGAL (3lmer, 73, sroncsitdszami szekvenviar 3EQ
i NOw 73,

37 -primen: GUCGACATTGOUTETGAAL (Mmer, 76, azonositiszaml szekvenctyy SBQ 1D
NCw 76y,
Proba: AGHATGACTGGGCAGCTTIGOTCCA dmer, 77, sronnsitdszams seekvencia; SEQ

INO: 77
TRKC:

5 eprimer: CAGCCTACTGCACCATATCA (0mer, 78, azonosiiosadmd szekvencia; SEQ 1D
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NO: 78Y
37 -primer: CTGTATCCGOOCCAGCAT (18mer, 79 swwositdszdmé seekvencia, SEQ 1D
R 79y
Prdbay CCATGGCATCACTACACCTTCATOGUT (I%mer, B, asonosBossdnni sackvencis
SEQ D NG: 80y
CALRET:
5§ wprimmer: TGOOARRATICAGATOGCAGA 2imer, 81, aronositdszamd szekvenciay SEQ
NG 81y
3 primen: GUTGCCTGAAGUACAAAAGE (20mer, §1. azonositiszénd szekvencia; REQ D
NO: 82y
Prdba: COCAGATCCTGUCAACTCGAAGAGA Cdmer, {3, sronositdszimb seshvencia; SEQ
D NOE3y
PARVALB.
& primer; GAUACCACTCTTCTOGAAARATOC (M3mer, &4, azowsiidszémd sezekvancia;
SEQ I RO 84y
3 primen TTCGCCAAACCAACACCTALCA Clumer, 85, sronositdszdm seckvencia; SEQ
DN 85%
Frobar ATCGGACACCACCTGTAGGGAGGACT (Ctmer, 36, sronesitdsadml szekveneia
SEG 1D NO: 868y
GAFDOH:
3 primer; CAGTOOGCAAAGTGGAGATTGT (Cimer, 87, azonositdszami szekvenciay SEQ
I Ny 87
3 wprimer: AATTTOUCOTGAGTGOAGTC (20mey, 8. aropositdszdmi szekvenciy; SEQ 1D
NO: 88y
Préba: CCATCAACGACCCCTTCATTIGACCTO (Z6mer, 89, aronositoszdmit szekvencia
SEQ {5 NO: 89)

A probikat ¢s primershket Primee BExpress (ABForkin-Blmer) slalmasdsdval erves-
k. A primersk &s probak kivalasetdsdnak slapebveit letben k. Willlams ds Tucker: PCKR

Applivationy, Academic Press, 3853735, old, {1899},

B Oxse-RBNS elddiiiiss &s menmvisdel analivise

FoseBitpufforelt adoldattal perfuziondlt patkdnyokbdl Ld-et do LS8 melszettiink ki, A
bal s jobb oldadakat kifltn Kémestvekben troldluk. A standard girbdék készitdesher hasanadlt
Sxsr-RNS Kinyeréscher a kontroll patkdnyokbd! valarsenoyt DRGH kivagiok, Az dase-RNB
Adagen Ruvasy” mind oszlopok alkalmeardséval izoldluk, A szdvet homogentzilasdt a gydntd

Gttatdnal szevint végeotil, Az SasaRNS mennyisdgl anshiziedt | Ribogreen Quantitation”
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reagenskdszlet (Molesular Probes) alkalmazdsdval, o grdntd dtonstatdsed szering hajtottak végre.

ped

£} Revarr fanezkeiptézos polinterde-Bacreakad

St pl reakeitelegyben 23 ny O3s2-RNS-¢ atkalmartenk, Kivéve a standand givbe elkészi-
teacher hasandlt reakeidelogyeket, melyek esctében 500 ng, 250 ag, 25 ng, ilatve 2,5 ng Sssz-
KNS-1 hasznadltunk. A reakoidelegyek Ssszetdtels ¥ kivetkerd volt: mindkdt primerbdl 2§ pol;
aindegyik ANTP-bEE Q2 mbdl; 136 aM Huoreszeens pldlésd oligonuklvotid-préba; 1xRT-FUR-
putfer (PE Biosystems); 2,8 mM MgUly 21 egyedy RNAe-inhibiton, 12,5 MalY revery transe-
kriptde (RT, PE Biosystems); 65 2,9 egység Amphiaq Gold polimerds (PE Biosysiens) A rever
transzkripoidt 48 °C-on 30 perces, mald ~ az Araplitaq Gold polimerde aktivélasa &5 » revers
transrkriptés inoktivélasa drdekében ~ 95 “C.on 10 porges inkubdldssal végestik, € a

polimerdz-lancreakeidt 40 eilluy iométiésdvel, ciklasonkdat 83 °Coon 15 masodpercig &s 6 S0~

on $0 mdsodpercig végzett inkubdlassal hajtotiuk végre.

A hazbarids gézzx &5 @ viesgalt gének standard giirbéinek oliésaitéadher — mindegyik
~1 sgman” roakeid esetdhen - Kkontroll RIS slkalmartunk. A standard glrbét Gy Raptuk, hogy
a ,, Lagrean” reakeidval Rapott ciklus hadtardrtket {4y, (fweshold oycle™ o detekdldst Hout el

frdndher selilisdges cikhonedn a hozedadolt hontroll Sexe-RNS mennviadge Hees alaph loge-

vitmostimak fagevénydben dbrdrolink. A kupott linedris egyenletet a log RNS értékes oldotiak

meg. & kisérieti Ci-éniek behelyettesitésdvel a kisdrielt génoxpresszids Sridkher putunk, &s tinet

Poy

A

even &rtdk hatvinyara emelve a kisdrlet] génexpragsstd nanogrammban kifejozcft napgysiaght
kapiuk.

Ahogy a 14, 8hrin Mthatd, 8 k& hetes pirtdoxinos keeedés déarefipad mddo oxdkken-
fete & nowroflament kdnnyl dne (NFLY, seuronspecifihug enoliy (NSEY, k0 & caleetinin
expresszididt. Az expresszid ssihlentésdnek dowrisfipgdse, iHletve nagysagrendie markeredl
markerre viltosd, ami ax jelzd, bogy e protelnek & sewronkdrosodas kilinbded Sradkenyséyl
markeretkdnt funketonalnak,

A 150 Alwdn a piridoxin kisebb ddnisdval {400 mp/kghap) & 1 225608 monokiondlis
antitent k& kilonbind douisdval Rerelt dllatok csstében kapott eradményebet matatpuk he. Az
NFL & NSE exprosszidia o pividoxin-dozisnd! jolontds ménekit estikentést mutatolt, & 2256~
os monoklondls antitest 1 mghghdt dorisdval szobhutin végrett kezelds weljrsen galy sv
expresszit codkkendsét, mig ugvanesxn antitest 1 mukeg'bét dézisa nem befolyésolta kimutatha-
than 8 proteinek expresaxiGidl. A Kis doudst piridoxi-kezelés som a pkCoexpresszidt, sem g
calretinin-expresszidt nem befolvasoha jelemibs mértékben, azonban 8 223603 monoklonalis

antitesttel végeett kezelds a wkCooxprosszidt tlaylegessn 3 kootrall sxint f8H¢ niivelte.
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Ha az dllatokat a piridoxin nagyobh (600 mykg/nap) dozisdval kereljiik, az NFL, N3E
€¢ calretintn expresszidija pagyvon alacsony szintee pellkken, mig 8 ohC-expresssitd a kowtroll
etk kb, 30 Y%-dra eatk vigses (Id. 16, dbra). Ha g pirddoxinnal egyiitt a 2258-08 monnklonglis
anfttestet is adagoltuk (1 vagy & mg/kg dozisban), & £k &5 culvetinin expresszididnak catkke-
adsy jelontds mdridkben (e nem toljoxen) gdtlds ald kerlilt. & 2236-0¢ antitestic! kezelt alfatok-
ban a2 NFL & NSE wxpreaszidia ssotében is lathatd néoy védettsdg, de o2 statisztikatlag nem
seignifikdns, Hyenformdn, 8 J256-05 movoklondlis antifest ~ a vastag rosté szcnzoros
negropatiia ibb  blokémial markerédunek slkslmazdsa ssetde ~ alkadmasnsk bizonynlt a
piridoxings kezelds toxicitdsingk enyhitésére.

A piridogin-indukdln sewropathia elekirofizicddgial & visclkedéstand hatdsainak {8
nulmanvorisa offjabd patkdnyokat 3 napon keresztiil, naponta kéterer 400 mp/ky piridoxinnal
beveliink. A potkdnyok nagy dtwdrdilt sromvworos afforens  Wegpdlydinak  mikdddsét
clektrofirinidgial modszorel ~ ax (i, Ghlideg {(nervus iscldadions) combndl &s 1abikrandl wig-
et stimuldlisn utén -, 2 Wabizmed M-Blldm {divelt motoves) §s Hhullany {reflex szenzorox)
reakaidinak regisztrdlisdval tesateliih {Id Gae & misaly Ann, Newrol 331, 30 (19853 A
piridoxinnal végzetl nyolonapos Kewolds a sevnzoves reskoid smplithddiinak {motoros reakoeid-
¢hoz viszonyitoft) jelentds méntdkll csBlkendsét eredményezte (Bh 18 &bra) A 2256-0s
monoklondlis antitestiel végrett egylities kezelés jelentds mertekben gitolta a szenzoros ragkeid
amplitidéidnak piridoxin-indekilty osOkkendsét; sz hasonld az NT-3 magyon nagy doxisainak
{20 my/Rg/nap) — Helgres Se mitsal. {Id. fentebbl dltal foirt - hatasahon

A pividoxinnal fentiek szerint Keeedt dllatokat proprivoeptiv thelyzst- &8 mozgiséradke-
i) funkeidkra is teszieltiik. A patkinyvokat arer tréningertdk, hogy erds ny- &s hanginger <6l
sgy vieszintes éirdn sdiét dobozba menckitlienck. A allatokat alulrd videdfehvételen riguiter
iR, ¢8 ~ kezelésiket nem ismerd megfigveliivel - arra vonatkozdlag értékeliettiik, hogy hitsd
fbukat mikdng helyeaik o Ktafokokra, Minden egyes péat 3 kdvetkerdk alapidn kellett Seté-

kelnt: jO Iépén Idcfogds a Jabkbxdpesont {metatarsus) oliilsd résnén, kdevetlenll az ajjak m~
g0t €8 ax uijak o Wafokot szonnal atfoggak; kemény Kpds a talp nem kdevetlend! s labujjak
utdnt részen, de szildrdan drintt 8 Ktrafokot, mikéeben o labajjsk gyakran nem fogidk &t ey
riszleges labhubar o talp alig (a2 uijak olBlsd részén vagy a sarok hatso részdn} érinti 8 Wtrale
kot, de tartja s tostsiilyt; 1abhibar 8 talp nem Srinti ¢ Mtrafokol vagy olyan gyengdn éringi, hogy
teststly-thelyesdekor az dllst liba a Wook kdad esk. & novmalis psthdnyok nagyon gyorsan
megtanuliak g helves pdseket, ami & hatad 1ab térbell helyzetének kivald proprioceptiv éradke-
ését igénvli. Piendoxinnal (400 mg/kg, nyoke napig naponta kétszer) végrelt kezeldst kbvetben ¢
feladat megoldasa kevésbe volt sikerex: @ jO Ipdsek sudealéhos ardnya csakuem 30 do-kal csdk-
kent, mikdzben o 1abhibak &s résalepes bhibik szdealdkos ardnyva ndtt (34, 18, abrad. Ha a pat

. &

kanyokuak a pividoxinos kewelés ideje alatt 2258-0s monoklondlis sntitestey adagoltunk, =
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3

alfatok sokkal jobb teljesitményt nuntattak a j6 Iopdsek arvdnya kevéahe csdhkent, a labhibak ¢s
reszioges 1abhibak ardnya pedig Kisehb mértckben né.

Quspegedeil, 3 22580z mumoklondlis antitestte! végzent egvitttes hewells covhitt a
piradondty toxibes hatdsalt, amitl biokémial, elektroftzinddgint &5 viselkodéai jellomadk epgyardnt
alitinasetanak.

Mivtan megiilupitouk, bogy sw suti-trkC monoklondlis antitestek leripids szempont-
bol legalahh olyan hatdsosak, mint az WT-3, a zavard hipemigesias jolenseg eldforduldsst vizs-
giltuk. Az NT-3 sdageddsinak eren mellékbatise ragostloknd] (I 19, dbra), illetve nmbarek-
benn tapasutalhatt [Chaundhary & misais Muscle sad Nerve 23, 189 (20003, Patkduyokat
Hargreaves késeiiek alkalomedsdval a hatsd labak hédradkeldsére tréningeztiink s toszteltlink,
majd itravéndsan 1 mykg 2256-0s monoklondlis antiestet vagy tarkdpukba szebkutén | mpike
NT-3-at adtunk e, Az oltdst kdvetben két, népy &s hat Ordval ismét meghatdroziuk & hire rea-
ghlva adoit hellinisok latenciaidejét. Abogy a 19, dbrdn lathatd, az NT-3 adagoldsa ax injek-
taldst kOvetden ndpy s hat drdval jelentls mdetdkil hiperalpesiit okozott, mig a 235608
msmoklondlis antitest semmilven hatdst nem gyvakorolt a b okozty Bpdalomérzetre. Hyenfor-
man, a neuropathis visszafrditdsdra vagy megeldzésére hatdsosnak bizonyull déwisokban, az
NT-3 g tileott fidalmméraet nfivekeddsét eredményezi, mikfizhen g 2256-o8 monoklonalis anti~
fostuek nincs Hyen hatfsa

A cisplatin {amely dltslinosan haszndll kemoterdpils batdanyag) olvan seenzoross
neuripathidl ooz, amelyre a rezgdséradkelss €s helyzetéradkeles srelektiv romidsy jellemad.
Kisérloteinkkel bizonyitottuk, hogy & neurotrophin-3 (NT23}, amely 8 nourstroph fakuwok ideg-

B

sejt-oredetd ndvekedési fisktor csalddidnak tagia, pathdoyvokban normalhy seintre AlMga vissea a

Herefloxszel faszefliged seenzoves idegel ingerBletverstdst sebeeségdnek ciplatinandukala

v

csdkkendsst, Az NT-3-mal végeeit kezelés belyredliitotia a dorsdlis gvékérganglion vastag ros-
tos szenzoms neurnnjaiban vd neurofilament-prvein rendellenes citoplazmikus elosdlésat ds a
{abikra-idogekben Evh myslinhiivelyes rostok szdmdnak cisplasin-indukdlta csdkkendsst, A
cisplatie-indokdlte nowrstoxicitds NT-3-dependens viassaforditden axt sugallia, hogy az WT-3
atkalmazhatd lehet a perifénids sevnzoros newropathis kezelésére.

Kifejlett puthinyokat piridosin (BS-vitamin nayy ddzisatval hosszd ddeiy végmest keze-
fése a proprioceptiv dradkelés joleniBs ronmidsdt iddute o8, hanonldan sz ¢ vitamin tiladagolasa
vagy & cisplatinoy kezelés altal emberekben skoznit hatdsokhor. & pividoxin toxicitdse az sgy-
szerts & pontos mozgatd §s Sradkeld idegt funkeidk hidnyaként €5 a oagy dtoxdrdil, vastag rosti
gerinovelBi srenzores neuronok degenericidiaként manifesztdiodile A nesrotrophin-3 (NT-3} 5-
20 mpfkginap dozisaingk ~ hosszh iddtartamd piridoxinos kersléesed egytittes — szubkutdn ada-
goldsa nagyméntékhen cosdkkentette a pividoxin tovicitasival kaposolatos viselheddst &g

elekirofizinddgial kbvetkezményeket, amit kvantitativan a perifénids idegstimuldeid altal keltety
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H-bulldmok EMG-regiszindldsaval hatdroziunk meg. Ezen tilmendien, az NT-3 adsgolisa meg-

*

n

eldzie a gorinoveld dorzdlis osslopdban 16vd szenroros Wegrostok degenerdvidiss, Baek az
eredménysk Ssszhangban vannak awzal & tSonysl, hogy az NT-3 ax izmok seonsoros afferens
idegpalyiinak offeradetl neurotroph fuktora, & ar wlabnak, bogy ax NT-3 farmakoldgial ddzi-

sai hatdsonak Jehetnek g vastag rostos szenzoros newrupathidk keselésére,

Bioldgiai anyauck letdthe helyepése

Az alabhi hibriddma-sejtvonalakat és plazmidokat 2000, jénius 21-dn az American Type
Culture Collection-ndl (ATCC; 10381 University Boulevard, Marnassas, A 201 16-2208, USAY
helveztitk letdtbe:
ATOC pyiivantartasi szdm
251 ra
612 PTA-2148
4.1 PTA-2150

Hibriddena‘olammid eldiéns

344 Pra-2144
2345 PTA-2146
2349 PTA~2IS3

2248 PTA-Z147
2258 FTA-Z149

2353 PTA-2145
1336 PTA-RIS2

DNS pXCA-2250HL PTA-2136
DING pXCA-2253HL FYA-ZI37
DS pXCA-225sHL PTA-Z{38
TINS pXCA-S I3 PTA-2I4
DS pXCAH4IH PTA2143
DNS pXCAZ345H PTA-2142
DNB pXCA2349H FTA-2133
DS vegflchine-9.1.2L PTA-2134
DNS vegfdohim-64.11 PTAZ13S
DINS vegfdchin-23451L PTA-YINS
ONS vegbichim-23481. PTAZIAG

A hibriddmikat &x plaemidokat & mikroorganizmusok seabadalmi eljants coljabdl gintd-

z

nd letéthe holyezése nomretkdzi elismerdsérsl sxdld Bedupesti Szereddds értelmében helyeatitk

e

"X EX3
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totéthe, annt bitosiia ax Shothdipes tonyészeteh fetéibe helyeads ditarndiol szamitott 30 gvig
frténd fonntartdsdt. A lotéibe helvezett orpantzaussinak — @ Budapestt Szereddés rendelkerd-
seinek &5 a {Genentech Ine. fs az ATCC kdudittt megitlapodisaak megfelelden fanely a vonat-
kand egyestilt allamokbeli szabadalon wmegadisa vagy ax egyestilt dlamokbeli vagy més or
szaghel smabadaimi bejelontds korzdtdtoly otdn {alidrmelyik i t0rtdnidk kordbban) o tonyéare-
ek utddsejteinek folyamatos &3 korlatlay horrafrheBadndt brtositia o kiz sedmdrs, valaming
a2 U, Comminsioner of Patents and Trademseks szerint (a 35 URC 122 paragrafus, valamint g
vimnatkozd tirvénvek alapjdn, idedrtve 8 37 OFR L2 paragrefist, kalsnds tekintettel &
886 (3G 38-va) wra jogosultak szdmdrs] - az ATCCudl horzdférherdlnek kell tenuilik,

Azon lotéthe helyeselt anyagok vonatkozdsdban, amelyskee eurdpal szabadalmat Kivise
nak bejegyentetnd, & lotdtbe holyemett mikroorganizons mintdidl a2 eurdpal szabadaiom meg-
adisanak kizadtiteldiy vagy o wabadalmaxtatis] igdny elutuaftandnak, visssavondsinsk vagy a
vissgavonds vélelmezett iddpontjdig horedfrhetdinek kell maradnia, oly mddon, hogy a mintdt
hérd dltal megneverett srakértd szdmdra mintdt adnak 28043 BPC thrvény]

A jelen taldimdny jogosulijn megdilapodist kSt hogy amennyiben a letéths helyerett
tenyssantek megfeleld feltételek mellett végaetl tonpdsntds sondn elpusstuindnak, elvdsmének
vagy megsennnisBindnek, bejelentés alapiin azonos tervdsrnt Sletképer mintdival azonmal pdb

Hasra Keriilneh. A letéthe helvezet! ®rasek bozdférhetdadége nom tekinthetd arra vonstkozd

engedélvként, bogy & taldlmany seerint megoldds gyskoriatl kivitelondse a szabadalmi 1brvé-
nyek biztositott jogok megsértdsével végrehajthato lenne.

A taldlmdny loirdsét olégsdgesnek tartiuk arrs, homy 2 taldlmdny szerintl megoldds
szakember ardmdra hiviteloshetd legyvon. A wldlodny ollabmi kSre nem korldtozddik g letdtbe
belyezett konstrukeidkra, mivel azok 3 taldlndny bizonyss szempontjainak szomiditetdsdt sanl
gilidk, £s valomenwyi, funkciondlisen egyvendrithlt konstrokels o widimany igdnyelt oltalmi
kisrdbe tartozik. A fontebb emlitelt anyagek letéthe helyezdse nom jelenti annak elismerdsdt,
hogy a telélmany leirdss cltgielon 2 taldlndny szerintl mogoldds bérmely svsmpontia gyshkorlaft
Kivitelomdsdher {idudrtve azok legiobb mepvalisiidat mddialt ), Hletve vonr jelontik az ipény-
pontok specifibus megvalisiidsl modoken Brtdnd koddlondsdt. & ddimdny lelrisa alapidn
szaksnber szdmdry hézenfebivd, hogy ¢ wldimdny szerintl megoldas grakoriati Kivitelesdedben
kitldnféle mddositdsok hajthatdk vigre andlkill, bogy eltérndnk a taldbminyi gondolat Mnyegd-
0L Az Hyen megoldésol az igényelt oltalmi kérdn beliil maraduak.

A lefrds alapidn seakember spdodes nem okow gondol @ kitanités konkrét problémik
vagy helyeetek megoldisira vald slkalmazdsa, A taldhmdny szevintl termekeket, valamibnt az

szok jolenzd fznldldst, alkalmazdsi &5 olGallitast elifrdsail bomutatd piidak nom tekinthetdk a

taldindiny fpdnyvelt oftalmi kdrének korldtordsaddnt
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Szekvensiak szdma: &9

<} 1> Genentech, Ing.
Devasy, Brigitie
Hongo, fo-Anne 8.
Preata, Leonard G.

Shelton, David L.
<32 ACGONISTA ANTETRE-C MONOKLONALIR ANTITESTEK
<P 30> GENENT.0GQPC

<148 SO23E 318
341> 2000-18-05

<iie 8¢

<I 70> FastSEQ fir Windows Version 4.8

<213 Egée

<40

Phe Trp Ile Glv Pep Val Lys
3 5

<48 2

Tyr Trp Mat His Trp val Lys
3 5




<213 PRY

<213> Homo sapiens

<4 3
Sar Gly Gly Tyx Tyr Top Sex
1 5

<44 4
Ile Sex Thr Tyr Tye Trp Rsn

<212 PRT

<213 Homo sapiens

<400> 5
Ber $ly Tyr Tyr Tyr Top Ser
i 3
LS
Qi 37
<RI PRT

<213~ Egér

<400 &

Slu fle Leu Fro Sly Sy Asp Asn Thy Ass Pyr Ass Glu Lys Phe Lys
i

k 3
Bly

287

o3

<2111

=

21> PRT

o]

A

213> Bgér
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x
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<4 7

&lv Ila Tyy Pro Sgy Asy S1y Rryg Thy Asn Tyr ABsn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15
Fexr .

VAHAE

21> 18

<Zi2> PRY

<213 Homo sapicns
<400> §

Tyr Zl¢ Tyr Tyr Sex Gly Sey Thr Asn Tyx Asn Pro 3o Leo Lyx Ser
i 5 iy 1%

<X @
<1 16
<21 PRYT

<213

3
£

Home sapions

By

<4 Q
Arg Il Tyr Thr Sar Sly Ser Thy Asn Tyr Agn ¥xo Sax Law Lys Say
d ] 18 s

210> 10
<211> 16
212> PRT

<213> Homo sapiem

<40 10

T§r lie The Tyr Ser Gly Arg Thr Ter Tyr ast Pro Ser Leu Lys Sex
85 i¢ 15

<2318 13
<Z2it» 18
<Fi2>PRT

<FIP Homo saplens

< 1

Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gy Ber Thr Tyr Tyr Bsn Foo Ser Leu Lys Ser
: )

&
& 10 1§
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<44 13

Lys Asn Rog Asn Tyr Tyy Siy Bsn TR ¥al val
3 3G

L§S Tyx Tyr Tyr Gly Asn Ser Tyr Arg Ser Trp Tvr Phe Asp Val
5 1@ 15

213> Homo sapicas

<R 14
A Reg Asp yx Aiag Ser The Gly Asg Tyx Tyr Ser Tyr Tyr Qly Met
A;p val N ' 0 13
<1015
QLii>8
<Z¥I>PRY

<213> Homo sapiens

<430 15

Asp s’;&ﬁ;«ﬁ}.y Tyr Sexr Asn Pro Fhe 3sp

2> 16
<2 P17



213> PRT

<213> Homo sapions

<40 18

Glu Arg Ils AXg Als Rla Gly Ala Asp Ty Ty Tyr Asn Gly Lew Asp
3 & 18 1%

212> PRY

213> Houw sapiens

<40 17

wll. &g Ile RAln A.m Mla Gly Thy lsp

“

o Tyr Tyr Ao 81y Lew Ala
5] 8

2 3

‘;:‘al

Qi 18
Qi 45
12> PRT
13

33

i

<2

>E

FAY
251
\—&l

Sy

ria

<400 18

Brg Ala Sor Lys Sex Val Ser Thr Sev Gy Tyx Ser VI Met 8is
% 5 1% i3

t\)

2> 1
2> U
<2i1Z> PRT
<H13> Egér

e

A%

=

<403 1%

Ser Ala Ser $er Ssy Val Ser Tyr Net Tyz
1 5 18

<THE 2§
<Iii> 15
<212 PRT

213> Bger
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<400~ 28
Arg Bla Ser Glu Sar Val Asp Asn Tyr 8ly Ile Ssx Fhe ¥Met Asn
1 ) : 10 . 18

<2 21
<2iix 1
<Zi2» PRT

<213> Howo sapiens

400> 21
By Ala Sex Gin Gly Ile Arg Asn Asp Lew 8y
3 ] : 18

<213 Homo sapiens

<AL 22
Lys Ser Sar €ln Sex Val Ser Tyr Ser Ser Asy Asp Lys Asy Tyr Lew

% 5 18 1%
Al

<213 Homo sapicns

400> 23

Arg Ala Sar Gln Rex ¥al Sex Ser Asn Ty Lew Thr
3 & 19

<40 24

Arg Ala Ber SOlpn Ser Gly Ssx Ser Thr Tyr Lew Ads
i 5 10
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<21 PRT
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<213 Egér

<40{> 25

Lag ¥al Sar Asn Leuw {Kiw S
b -

1 )
EN P

<q{i> 24

Sur Thr Ser Asn Leu 3ls Sex

3 &
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<213> Homo saplens

<400 28

3iz Rle Ssy Ssr Leu Gig Ser
1 5

<1 29
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<252 PRY

<213> Hoano sapions

<43~ 29

<ZEO> 34
<217
<2E2> PRYT

<213>» Howmo sapiens

<400 30

Gly Ala Ser Ser 3Jrg Alds Thr
3 5

<25 34
21>
<2EE> PRYT

<213 Egdr

<408 31

Gin Bis Ile 3xg 6Glv Lee Thr Arg Sex
i 5

<200 32
<212
<212» PRT

213> Beédr

H3

In Kln Axrg Ser Sex Pyr Pro e The
l .I

<280 33
<29
<2§2» PRT

o~

QI Pger
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<213> Homo sspiens

<400 34

Lew Sin Bis Asn Ssar Leu Bop Lew Thr
- S

s
£

ZHE
1> 8

Sad
A3

~.

]

Loy

<I1d» PRY

<

= Homo sapigns

<A 35

Fin &in His Pyr oo Thr Pro Daug The

<Z13> Homo sapisns

<48 3§

8in 8l Tyr Sly Avy Ssv Pro Pro lle
3. 3

A
A
S0
w3

2
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o
4
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<312 PRY
<213 Bgér

<RI
<321 UNSURE
223>}

Y

223> Xaa=Fvagy ¥

X
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Thy
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«E23> Xag=1vagy M
<F2 1> LINSURE <222> 4

< 223> Xag = E vagy B

<4 37

}t.aa Trp ¥as Xaa Trp Val Lys
1 g

<ZAL UNSURE

o~

SIS Y
MSode doiem™ 22

<223 Xag = Lovagy Y

221> UNSURE

<2323
<2Z¥> Xax={ivagy 8

<221> UNSURE
<223 6

oy

233> Kaz =8 vagy N

<Z2E> UNSURE
<227

?

<223 Xea = D vagy G
<I21> UNSURE
<233 §

223> Xaa=Nvagy R

<Z2I UNSURE

Ny ]
WLzi> 1}

223> Xaa =G vagy S
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<44 38

-8y Ile Xea ¥ro Xaw Xae Xaz Xaz Thr Rsn Tyr Ssx 5iu Lys Phe Lys
1 & 0 1%
€31

213 Homo sapions

ro

<221> UNSURE
<302 2

<223> Xar =G vagy 8

223> Kaa=G, Tvagy Y

231> UNSURE

<2227

w

88 Xa8 Tyr Tyr Ty Xsxn
3

Haa
3
<2 48
<> i
<I12> PRT

<21 Homo sapiens

<22
CIIE> UNSLRE
<A

AR g

<225> Kag = ¥ vagy R
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<221 UNSURE
<2I2> 3

<223> Xag =Y vagy b

<321 UNBURE

AN ;
XTI
NSk R

<223 Kaa=Y vagy T

221> LINSURE

<223> Xazn=Svagy R

221> UNSURE
222> 19

Q23> XNpa=Nvagy Y

<460> 40

Xaa Ila Xaa &z Ser Gly Ser ¥as Thr Nar Asn Pro Sar Leu Lys Soy
¥ 5 16 13

<2 > 41
<P 47
<2E2>» PRY

<R EI> Homws sapieny

<23
<221> UNSURE
<2228

<I23» Kaa = Avagy T

221> LUINSURE

222> 16

Y

<F23>Xaa =D vagy &

<408 41
Gils Arg Ile Als Ala Bls Gly ¥am Asp Tyr Tyy Ty A&szn Gly Ien Xaa
1 3 ig 13
¥al

210> 42
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<212 PRT

S R SR WY
<213 Bgér

<48 42

¥al
e
Thy

EiE
Sy

Thy

Rsa GIn ¥al Sin Lag <
1 5
Rla Sexr Val Lyas Ils
28
fhe Trp Iile Glu Twp
Ile Gly Gilv Tiw ey
8¢
Phe Lyx &y Lyves Adm
&5
Tyr ¥ebk Bin Lea Sar
faed
Cye Ada Axrg Lys Asn
100
@in Bly The Lew Val
112
<2143
<2132
<II2>PRYT
<213 Egér
<G> 43
A3n Bln ¥al Gin kew
1 3
81s Ser ¥al Lys Qe
2W
Fw Trp ITla Glu Tep
3&
iz Sy Sig Xie Isu
&0
®he Lys Gly Lys Als
&3
Tyr dMet &Gln Leuw Sex
&8
Cys Ale Arg Lys RAsn
140
Ala Gy Thr Thry Lew
113
<210 44
B> 136
<2HE>PRT

<213 Egér

y Gin

Yal

Gin
Oy
R3]
Gly

e

Asas

Yal

-84
Say Gly Als
18
Iys Sex Thy
28
Gin Arg Poo
&
Sey Asp Asn
Thy Ala Asp
Thy Ser Giw
&G
Tyr Tyr &y
105
Sar Ala Qs
138
Sex Gly Aim ¢
ig
hys E9x The ¢
2%
GBI Axrg Pro
£
Sex Asp Asn
Thy Riz Rsp
Thr Sexr Siu
34
Dyx Tyx &Iy
1832
Ser %&x CTys
128

Laou

Val

Phe
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R I

By

Val
e

Qs
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Ban

Bro Gly
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Sux asn

Giu Lys

Thr Als
8
Tyx Tyx

Txp Gly
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Tyr Met
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210> 46
<Zii> 119
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213> PRY
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Ixe
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<213> Honio sapicns

<40 46

¥al X
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$iv The Lew Ssr Leuw Thy
20
Tyr Tyr Trp dsn ¥rp ¥ls
33
Tie 8iy Arg Iis= Tyx The
&
Lys Ser &g Val The Met
3 Fo
Law hys han Ser Ser Vel
L3
Als &g Sap Gly @iy Tyx
108
Law Val Thr ¥al Ser Berx
115
LI 47
QI 129
<212 PRY
<Z13> Howoo sapiens
<400 47
Ben Bin ¥l 8in Leuw GXn
3 5
Sin Thr fen Ser keuw the
28
Gly Bly Tyr Tyr Prp Sex
335
Glu Trp Ils 8ly Tyr Ile
S0 -
Sex Leuw Lys Sex Axg Vel
83 30
Phe Ser Lea Lys Lew Ass
85
Tyr Oye Ala Arg Giu Avg
RERY
50 Bly Len Rsp ¥al Trp
118
Cya
<21 48
<211 129
<213 PRT
213> Homo sapiens
<40 48
Agn GIn ¥al Gis Lexw Sis
3 &
Tin Thr leu S lew The
28
Bly ¥y Tye Tyr Trp Swx
35
Glu Tzp Idle Gy Tyx Iie
58 '
Sar Leu Lys Sar Arg Iew
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Szabadalmi igdnypontek

¥

1. Agomista antistekC moneklondlis antitest, amely
{8} nem ouital jolentds nudrtéhd keveszreaktivitdst 2 thAval vagy trkBovel; és

{b) felismer egy epiidpot a trkC 5. doménjsben

2. Az L igénypont seweinti antitest, smely a #kC 4. doménidhen s folismer egy

spitdpot.

3, Az 1. vagy 2. lgénypout seeringd antitest, amely humén & pathdnyeredetd twkC-hox

egyardnt kiddik.
4. Az 143, igbnypontok birmelyike szerintl antitest, amely humén antitsst.
3. Az 13, igdoypontok bérmelyike szerinti antitist, amely epdrevedetfi antitest,
6. Az 3. igdnypout srerinti antilest, amely humanizilva van.

-~

7. Az L& igdnypontok bivmelyibe srerint antitest, amely hatdsos 8 oisplatinnal vagy

e

piridoxinnal indubdlt neoropathia keselésére,

& Az 7. igdoypontok barmelyike seevinti antitest, amely batdsos a disbetesss

newropathia kezelésérg

8 Az 1-8. igdnypontok birmelyike szerintl sutitost, amely betegnek 16riénd adagedis

sordn uens okow hiperalgesiat,

HL Az 90 sgdnypontok barmelyike srevinti antitest, amely az NT-3-hoz képest foko-
zott hinldgial boreaferherdsdgil

11, Az 1-180. igénypontok barmelyike seerintt antliest, amely nagyobb specifikus aktivi-

jash, mint ax N3,

12, Agonista anti-tkC antitest, amely tartalmaz egy nehéz fncot, mely nehéz ldoe 8

kdvetkezd homplementaritaa meghatdrozd régidkat (COR) tartalmazs

z

CDRE, amely 5 kivetherd azonositdssdmi srekvencigkdél 4116 cxoporthdd van kiva-
favetvae SEQIDND: 1,2,3,46 5

CIDRZ, sonly a kdvetkezd sronosiidsedmi szekvenciakbdl 8HO venpontbdl van kiva-
fasztva: SEQIDNOI 6, 7, 8,9, 10ds 11 ds

83

COR3, amely 8 kitvetherd azonceltdudmyy svekvenciikbél 26 csoporthd! van kivi-
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losgtve: SEQIDNG: 12, 13, 14, 15, 18 &8s 17,

¢s amely autitest torfabmax gy kSunyd Hncot, mely kdnnyll lne 3 kdvetkesd komplementari-

st meghatarord régidkat ({CDR ) tanalmueza:

2

CDRL, amely g kitvetkezd azonoafidsadnad svekvencidkbil 318 csoporthdl van kivd-

lasziva: SEQ I NG 18, 18,28, 2

§ ’}’,} ”-; ')x,\\ "‘4;

CORE, amely o Kivetherd azonoaitdszant srekvencidkbit
fmsztva: SEQ 1D N 25, 26 28 &5 3K és
CDRY, amely o kdvetkesd amnositdszami szekvencidhbol 406 csoportbd! van kv

lagzbvar SEQ I NOU 3L, 32, 33,34, 3

&6 csoporthét van Kivé-

’}"7'3

R

5 E8 38

abol ar antitest™ kiftjexds mogiban foglalja 2 telfes hosszsgh  antiiesteket,
multispecifiRus mditosteket Ss antitest-fragmenseket, & ahol az emlitett agonista antitest hatd~

sos ogy trkC-receptor natly Haanduma bloldgial aktivitdsdnak uténzdsiva,

13, Egdreredotlt agonixta amti-trkC antifest, amely tartalmaz egy nehér lnoot, mely
nelidz fane o kivetherd CDR-wket tartalmaeza:

{2} XaaWXaaXsaWVK (SEQ D NG 373 shialdnos képlatit CD’RLrég_ié, ametyben az
1. pozicidhan lvi Xaz jelentSse; F vagy Y @ 3. pozicidhan 16v8 Xaa jelentéser | vagy M; s a
1. pozicioban vl Nax jelontére: E vagy

(b} EiXaaPXazXeaXaaXaaTNYNEKFE Xaa {SEQ ID N

CORZ-régio, amelyben a 3

38) Alalanos kiphttt
. pozicidban 18v8 Xaa jelentése: L vagy Y, a 6. pozicicban 1évd Xaa
ielentéser S vagy P oa 7. poxtoidhan vé Xaa jelemtéser D vagy (5 a & pozicidhan 1vd Xaa
jelemidse: N vagy R; €8 2 18, pozicioban Kb Xaa jelontése: G vagy §; és
(o) BNRNYYONYVY (SEQ Y NGy 12) vagy KYYYONSYRSWYFDV (SEQ 1D NG
13} képletd CDRI-végid;
¢s amely tartalmaz egy konnyll lncot, mely kSonyd lane a kdvetkezd UDR-cker tartalnazza:
CORL, amely 2 kdvetkesd azonositiezdmt szekvencidkbdl AllG cxoporthdt van kive
SEQ NG 18, 19,284, 21,22, 23 & 24
CORZ, amely a kovatkeed sronositdsddims seekvenciakbst glis
faartvae SEQ D NG 25, 36,27, 28, 298 85 3 &s

”

CDRRS, amely & wvetherd azonositdasdmit sxekvencigkbel &g

laszdvar

csuportbol van kiva-

csoporthd! van Kivi-

fagziva: SEG Y RO 31, 32, 33, 34, 35 & 39,

shol a2z antitest” kifgjeeds magdbsn foglalia a teljes hosszisigh sotitestekey,

sutdtispecifikus antitesteket s antitext-fragmenseket, &s ahol sz emiftelt agonista sntiest hatd-

sos agy trkl-reveptoy watfy Hganduma biologial akiivitdsdnak wtanzaséra.

14, Humdn agonista anti-tkC antitest, amely tartalmar egy nebde lneot, mely nehée

fane a kdvatkead komplementaritiat weghatdrozs régidkat {CDR) tartabmarra:
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{2} XaaXaaXma ¥ Y WXaa (SEQ I N 39) alialanos képlett CDR Lréghh, amelyben aw
L pozfoidhan 16v¢ Xaa jelontdser § vagy & 8 2. pozicidban 1vd Xas jelentéser 3 vagy S a 3,
pozicidhan Evd Xaa jelentése: G, T vagy Y3 ésa 7. pozicidban lévd Xaa felontése: S vagy N;

{5} XaafXaaXaaSGEXaaTXsaNPGLKS (SEG ID MO ) Allalinos képletd CDRI-
regid, amelyben az 1. pozicidban lvi Xag jelentése: Y vagy R; 8 3. poxicidban 1évé Xaa jefen-
teser Y vagy F; a 4. pozicidban vd Xaa jelentése: Y vagy T; a 8. pozicioban 16v8 Xaa jelenté-
se: Svagy R; ¢x 3 10, poafnidhan v Xua jelentéser N vagy Vi és

(2} DRDYDSTODYYSYYGMDY {SEQ IDNO: 14), DGGYSNPFD {SEQ 1D NO: 153
vagy ERIAAAGKaaDYVYNGLXsaV {SEQ ID NO: 41; melvben a 8. pozicidhan i&vd Xan
jelentéaer & vagy T, &s a 16, pozicidban vl Xaa jelentdse: D vagy A) képlett CDRI-régid;

ahol az anttest” kifejesds magdban foglalja 8 teljes hoserisagh antitestekst,
multispectfikus antitesteket & antitest-fragmenscket, és ahol 2z emlitett agonista antitest hatd-

o8 egy tkC-receptor natlv Hganduwma boldgial akihvithsinak stdnedséra.

15, A 13, igéoypont szerinti antitest, amely tartabmaz human vierdgid {framework™

anunosyvakat,

oo A 15 igdwypont seerint aotitest, amely oem motal jelentfs  mdnshd

1

Korevairoakiivitist  trkA-val vagy srkB-vel,

P70 A 15, indnypont szenindl antitest, amely diszulfid-kitéssel epymishor kapesolt k&t
) k W ey

nehéz antitest-RoackSnnyd antitest-Mne pdrbd! dlld homotetramer szerkerette! rendetkezik.

18, A 15, igénypont szevhni antitest, amely az Fv, Fab, Fab’® & Flab’ )y fragmensekbal

S csoporthdt kivalasstont antitest-fragmens.

18, A M. lgéoypont sperintl sotilest, amely nem masat jelentds  mérndkd

kereszireaktivitdst ¢ trkA-val vagy nkBvel,

280 A 18, igtnypont szerintl sutilest, amely diszalfid-kdidssel egyvmashor kapesolt két

nehés antitest-fane/Rimyd antitest-Hue pérbat 4116 bomotetramer szerkesettel rendelkezik,

21 A 19 igénypont szerinti antitest, amely az Fy, Fab, Fab® & F{ab’ h fragmensekbdl

§16 caoporthd] kivalasstoit antitest-fragmaens.

/"q ~

220 A 19 iglnypont swerinti sutitest, amely sy 12G.

3 A 22, igdnypont szeringt antitest, amely egy IgG-2 vagy eG4

24, Bgéreredetdl anti-trkC agonista swiitest, amely a kdvetkead antitestelbdl 4l6 cso-
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portbol van kivilasziva: 2248 (FTA-2147), 2250 (PTA-Z149), 2253 (PTA-L145) & 2256 {(PTA-

2152).

25, Human anti-kC agonista antitest, anmsly a kivetkezd antitestekbdl 416 csoporthdl
van kivalasatvar 6.1.2 (PTA 2148}, 841 {(PTA-2150), 2345 (PTA-2146), 2349 (PTA-2183),
2T PTAZISI) €8 2344 (FTAZ144)

26, A 23, igénypont szerindi antilest, amely a koveitkezld antitestekbdl 4116 csoportbdl

vap kivilasatva: 6.1.2 (FTA 2148}, $.4.1 (PTA-Z150), 3345 (PTA-2146) €8 2345 {PTA-2153)

27. Izol8l nuklehmav-molekuls, amely egy 24, igdnypont seerint! sgdreradetl anti-trkC

agrnista antitextst kddol,

28, lzolélt nokletsav-modelada, amely egy 35, igénypont szerinti humdn anti-teb

agonista mtitestet kddol,

28, Nuklemnsav-molekala, amely a2 ATCCudl 2000, ks 21-6n a kBvetkesd ayibvin.

lariast swdmok egyikdn lott lotétbe helyerve: PTA-2136, PTA-2137 & PTAZI3R

M Nokleinsav-molekuls, amely az ATCCOnél 2000, janius 21-6n a kivetkesd ayilvan-
tartdsl szdmok opyviledn lett letdibe helyezve: PTA-2133, PTAI34, PTAZISS, PTA-2139,
PTA-ZI40, PTA-Z14Y, PTA-2142 & PTAZ 43,

3. Vektor, amely 8 3730, igénypontok birmelyike srerint sukieinsav-molekualat tar

talmar.

2
2

32, Gaedusgjt-vonal, smely a 2730, igéaypoutok bdrmelvike szerinl nukleinsav-

molekuldval van wanszformalva,

33, Hibwiddma-seitvoual, amely o 2730 igdnypontok birmelvike srerintl nukisinsav-

solekuldval van ranssformalva.

34, Antitest, amelyet egy 33, igéavpont szerintt hibriddma-sajtvonal termalt.

35, izoldlt auldsimav-molekuls, amely oy agonists antlakC monokiondlis antitest
nehéz Mookt kidolia, & amely » kivetkesd aeonositdszimb szekvenciakbhdt 16 csoporthd
kivélasztolt noklotnsav-molekuldt tavtalmaz: SEQ IDNO: 38, SEQ I ND: 60, SEG I NO: 62,
SEQ NG 64, SEQ I NGy 66, SEQ D NO: 68 83 SEQ 1D MO: 76,

36, Izoldlt nuklelnsav-rmolekuls, amely egy agonists anti-trk( monoklondlly antitest
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Kooyl Mncdt kadolia, ¢ muely a kivetkeed seomositdszamt szekvencidkbol 4110 oxoporthd

kivalasztott nukielnsav-molckelit tavtakmaz: SEQ ID NG 58, SEG ID WG 61, SEQ IDND: 63,
SEQID NG 65, SEGID NG 67, SEQ DN 69 & SEQ ID N 71,

37, Vekior, amely 35, vagy 36, igdaypmt szerinti mukleinsav-molekulat tartalmae,

38. Gawdasejt, amely 35, vagy 38, igdnvpont swerintl nukleinsav-molekadival van

transzformalva,

38, Gamdasejt, amsly egy 335, igdnypont szerintl nulleinsav-molekuldval &

(fa
57
g%
2
43
N

ipdnypont szerinti nukieinsav-molehuldval van ansaforméiva,

.

40, Hibnddma-sejtvonal, mmely 35, vagy 36, igéaypont szerii neklsinsavanolekolival

van ranseformabea,

41, Hibridomarsejtvonal, amely 35, igéaypont sesrintl nukieinsav-modeknléva

36. ipeaypomt szerintt nuldsinsav-mekutaval van transzformdlva.

42, Antitest, amelyet a 41, igdoypont szerintt ibeiddma-sejtvonal tormet.

v

43, Gydgyaseatl Készimény, smely gydgyasaatilag elfogadhatd hordowdval slegyitve az

1-26. igdnypontok bérmelyike seerimti antitest hatdsos monnyiségst tartalnaeza,

44, Az 1126, igénypontok barmelyike szerinti antitest  Rezelési eljfrasban tinénd sl

kalmazasra,

45, A 44, igdnypout szorintt antitest, ahol a kexelés nevropathia vagy newrodegenerativ
P €

i

betegsdg kezeldedre vagy sériilt idegsejt repensralisdrs szolgdl,

46 A 4%, iglaypont szorintl antitest, ahol az smbitett newropathia o kdvatkeadkbit Sl
couporth! van kivilasetva: periférids peuropathia, diabeteses nowropathia €3 vastag rostos

srenzoras nourapathia.

47. A 45, igdoypont szerinti antites), abol av emiftett neurcdegensrativ betegadg av

amyotrophids lateral sclerasts {ALS)

48. A 45, igénypont srerintl widiiest, shol ax omlitett idogselt sgy szoweoros powron

\

VAZY TROIOTOS NOUroN.

. A 4R fgdnyvpont swerintl antitest, abol ax omlitel scenzoros nruron a dored

gydkérganghonbol sxdrmarik,
& Pl T
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0. A48, igénypont seerintl antitest, ahol az enditert motoras neuron @ gerineveitbsl

SLOA 455 pdonypontok hiarmelyike seerinti antitest, amely Intravénds vagy szubkutdn

adagotisrs alkalmas,

32, A 45-5Q. jgdnypontok bdrmelyike srerinti antitest, smely topikus adagoldera afkal-

A,

330 A 44, igdnypont szerintl antlest, abol a keselés a periférids newronok profi-

feracidjdnak, fonntartdsdnak vagy regeneralodasinak serkentésdre srolgal.

54, Az 1-26. igdoypontok birmelyike szevintl antitestet kddold troldlt nukleinsay keze-

fést olfdrashan fintdand alkalmazisra.

38, Az 54, igéuypont sperinti nukleinsav, shol a kezelds idegseit-degeneracioval Jans
belegséy vagy dllapot embis paciensben Wridnd bezeldsdt jolontl, mely botegsdy vagy allapot a
kivetkeadhba! 8l caoportbdl van kivilasava: newwopathia, newrodegensrativ betogség s idug-

sejt-karosadds.

36, Az 55, igénypont szerinti nukleineay, ahol & betegsép vagy Allapot a kvetkezkbi

atht csoportbd! van kivalssstvar vevropathia és newrsdegeneratiy betegség.
3T, Az 55 igsnypont szerintt nukleinsay, ahol az canditett sejt pertfénids idegseft

58 Az 33, igdeypont seerinti nukleinsavy, ahol az emditett mubleinsay ex vive van a sejt-

be juttatva.
39 Az 55, igdnypont szerint nukleinsay, abol az emiitert mukleinsav az emiitett sejthe

trtdnd fa vaw bejutiatasra alkaloas,

60, Eljdrds agonista anti-trkC antitest elGallitdsdra, amely
{2} nem mutat jolenids mértekd keresethreakiivitast o wka-val vagy trkBovel; s
(b} felismer sy opitdpot 8 6k 5. doménichen;
mely eljdrds olyan antitest o10aiHtsR foglalia magdban, amely 8 bkC nathv NT-3 Bgandumdnak

kdiest belyvéved &ifedd helyven specifikusan kstddik a okC-hen

&1 A 60 tpdnypont szerint eljdrds, rhol a2 cmlftedt antitest ugymazon a helyen kit

mey a RO, mint s ok nathy NT-3 liganduma,
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2. A B0 igfoypont seerintt olidchs, shol ax ombitett antitest kOtddik egy, a uk{ 5.

doménién beltls e;;i?.(‘}phoz.

3. A 60, igoypony sxerintt eljérds, abol az emiitort wkl sgy natlv humdn okC-

pusdipeptid,

H4. A 62, igdnypoadt szerinti eljdrds, shol 4z emiitetl epitdp magdban foglalia az emlitett

b RC 1284, B287 & NI38 aminesavait,

63, Az 128, igdnypontok bdrmelyike szerinti sutitest alkalnazdsa a 45-47, igénypontok
barmelyikében megadott rendellencsségek kerzeldsére alkalmas gydgyseer o108 Htsd0a,

66, A 65, igdnypont szerimti alkalmazas, ahol 8 kezelds a 485341 igdnypontok barmelyvi-

keben megadost sejtek keralésst jelentt,

&7, A 65, vagy 06, igdnypont szerintl alkalmazas, ghol az smifter gyvdgysear sz 51, vagy

32. igényponthan megadont adagoldsrs alkalmas,

68, Az 126, igéuypontok birmelyike szevintl antiiestet Ridold nukivinsay alkalmazésa

S .

gz 35 vagy 36 igénypoutban megadott rendellenessépsk hezeldsdrs wenlgdld gydgysaer olGallL

tasdra
B%. A &8, igénypont szerintl alkalmaeds, abol o berelés egy periféniéds idegseit keveldadt
Jedentd.

78 A 68, vagy 69, igénypont smrintl alkalveds, abol az emiitest nukieinsav az 38,

vagy 59, igényponthan megadott beputiatdsra alkalmas,

A meghaalmazott:
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Az agonista monoklondlis antiestek SPECIFIKUSAN
. ~ itbdnek 2 trkC-hez {neprezentatty példaként a 6.1 -es
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Kereszt-blokkoldst anabizissel atkCon ket
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Humén vagy egéreredett agonista monoklondlis antiestek
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Epitop-terképezés (Gsszefoglalds)
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Auti-rkC agonista monoklondls antitestek specifikas kitbdése
a Ukl S dmzén éhez
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Tesztformatuny:
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Eoéreredett anti-rkC agonista monoklonls antitestek specifikus
kGtodése a trkC 4, vagy 3. doménjéhez
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a8 253
Tesztformatm:

Kecske F(ab)2 anti-hulgG Fe + 0kC + MAD+ keaske anti-hw kappa-HRP
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Anti=rkC asonista monoklonalis antitestek nebéz line svekvencidi
{IRd
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345 mzs.w:sm&%smmmmmmmmmmmvmmmssn{:
48 RMESV@TSWF‘SLKLS‘SWMWWCW”W@YW&WGQ&?MVSM

9, ABRA

L 178%




¥

Anti-rkC aponista monoklondlis antiesteX knnvl ine szekvencia
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Antitest Nehéz lneok
o Ceadd coma CDR2 CDR3
Egdr .
2250 }VEII  FWISWVE  DILOGSDRTHYNEXFRS  KNEN----YYGRTIVV
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2345 | VEIT  SOGYYWS  YIPYSGRIYYNPSIRS  ER-TRARGADYYYNGLIV
2249 | VEIT  SGYYYRS  XIVYSGSTYYNPSIRS  ER-IABAGTDYYYNGLAY
Antitest Kinnyil ldncok
o Csaldd CBRYL COR2 CORI
Eady
225¢ | v Rappal RASKSVATSGYSYMH  LVSNLES  QHIRELIRS
2253 | V Ropped¥  SBSSSVS~----YMY  STSHLAS  QORSSYRLT
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2348 | V Koppalll  RASQSGES~wmwe TYLA  GASSRAT  QOYGRSPRIT

11. ABRA




AttkC agonista monoklondlis antitestek javttort i vivo feleadst idivel és bioldgla

hozzaférhetdségpel rendelkernek
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ArkC agonistikkal végaett heaelds visszaforditie a cisplatinumeindukala szenzonos
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£ CERMCRCSET SINCRRRNRE RLSPLERD SONSURANT WCXCISRNEY STRIEWRSL SYLARVONER Toclovseny ROGLRTPR ATARNDSLRY

10 ARRLT ESHBAGES CAMALEQHF CSOCOM COEEAR DASOMCIN MM W s T i

N o , "4 domén kesdete
D01 ESGRLSEON RIS SESOONINTY SRMTRLTLY WPTSIONGEY CRCTARIOS USMASTALEY YOPORWVALE EOCLRIERCY ERVichnny

———— 'S, doménbendete
301 SLARRAGTE LATSRTIRVE YHQRGBISNG VLLRVSUIRY BOGHVOLIAN WPLCTMAONY OSVICHTS TSENTTLAD BUSBMITY vgxggqgmg;

{fi W&w&»ﬁ& ACNDIPTLEY CRYERRON POUNGRVANT SCOEDSASRS BENSGITI SSLowseoy WMK;V(;G;E?Z::KEQE ARG
0L EINRROTYLN RECCRGKRAR VELARCTLS ?‘X’KI}W&Y FALKDRICAR REDRORERTL LANCCHGELY TFWRICHTGD DLONVRRIN HEMEIAR
60 HGRDNHTCYD CPPARGEL CLSUMLATAS DTASRNYA SOHPVRROLA TRECTVGH AARIGONGHS KOVESIOVIR Rcinmy TRV
PO PIRRNEES IMIVRFTIRS IVUSEGVLLR BIFCYGHQEY FOLSVIOVIE CIMMRVLAR MVCHGVY) MLGTAORRY OORNIREIY ILascvan

b1 PTG
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L TGRCCTGORA APTRUGICEG CAGCAAGACY GAGATCARIR GUOGRIC0 GGATSARSGH RCCTCOICE COTVOTTan AGOUEACCEY "chcseuiny
NGaACTTT TRACCAGAC GRCHTIXIGN CCTARYSAA CHOCUAOCES CUTBCTANE TOOBMMARY GHCACOMET CCUBTooma Atcoctey

103 GCATAGEAA CAUCRATACY RACATCACED ACRTCTCHAS GRATHRCACT TOCRIACACA TGNGHACIS SLoraiony CACACRCICN Xoonoames
CRTCCET GUSGIINEAG TPGIAGIGIC TOTRGARYTC CYENTIGIGH ACGTAGIGE AICTOOGAT OGLOTERCAR GTGMORMG Tommeoy

£01 CAPGARCIC TACKCOGGRC PRCRARACCY GACATCAAG RACPCRGRAC VHCORARAT TRRRCICGE ACTPIAONN BAmACToccs Toeeomie
GTARCICRDR NETRRUCIG MAGTDTIES CHOETAEME TIGAGIUCYS JAGCCECSTA AGTOBAERCT CCOMMCERT RIGERACT AABCACIAT:

S APAEICT HAACE CTKER CPURESRE AGICTIOR GHSCIGAT CTHGROAT TEAGTISS ACAGLTT PHRUTRGH
TG CIVATIGH ATV GO TOQEAGET COPNTOR HARECTEM AOCRECE (T TR

401 GCESTGHCAT COCCTCGRSS CAICRCTGH AGSRACACD COMGRLIIAR CTRMACAGTE ACAMCCICTR COASICARY GOTMToRes Cooamonmee
COACAVIGTR GECGAUIAC GICGBRCOR YACKGRXED COMORRIT CRAPIGIOGG TCTIOAGET GROATAGTTR CORCTALCIE (Rcormuace

301 TCICEICER0 ATGRACRTCN GOCAGREDGR CETICUIRRG MCBOUOTON SOAOCTCHR CCTGRORGIR COOCRICRAT CCTRRIERCT Comagomee
ROAGARSECG TACTIGTAGT (RGICACEY GERACHRLY TASACACT CHTTACAGTT GRRCTSRCAY GLICTOCTAD Tmaceach amuamanacy
&

4, domen kezdete | |
0 BTG, AT TGS CNGNS YOS CORTAT MCAYOR? SAIOANY GCIOMT MG
TTACCRRGA0 CTATROGER AGCACTACKD CIGRTCTHIC ACNGALCORK URMCHGRTAS TTATARGTGE TUTocomim CTIEAO0HGE ToRCRA e

T00 CCRTCAACTD GALETTCATG ANTAOGAIGA CPGUGEACAR ToRTIAC Clomaton) Terncons CATGOTH ATGOLRNNS Congmamon
GRRAETTGHR CIRCRRCCAC TTRCALTACT CACTCUTATY ACUCRRGESR GRCTRCACOY BACTICIONT ACATTA(CIR MoToamy AN

5, domén kezdete
01 CCTACIGNE TACTRICONE CALGIGTGRT CRRCCOGRAL GAGLCTEAE TGLOOCRGGN CCBCISCARE ChSPTINER THCEUACHA CLIoeekeey
GEACGAC HIGAAGOS CCACTA CICRACE CIOBRACCS RORSGHIT RICAIG CYRANED, MORCACSTY Sab
WAL ARk
21 ABRA |isra| ABRa | ABRA

i

OT/EE



08 AORCTOCACT CECTRCACAL TGRGCAGUCY CIROROSHET CCAAGRICAT CCATGTOTAA TRCTACCANG CQGRGRGRD TRECHACHEE TROCRRCTCT
VRORAHTEH CORMOTIART ACLORIOEGR GRUKECICK GRTMCTAGA GoTACACKEY APGAIGETIC TOXCTCICE MMGRCIRACE ACGACHARK

1@1 TCIRRAGS CROCCACTAE MRCARDGRCH ACTRPT CHTRMR BAGRACR CPACRRTB CRGHICHT, ARTGRCAC TG
COTBECCT COCOTIRTAG THCTAGTCE TOTAARGTIC CRIMFENG: RERTATORY ECECETAAC UGCANCAGAR GOGTEOGACE MoAduancy
10 EOUTACCR BAGAGCACGS ATAACTTTAR CTIGTITGRC GAAGTRAERC CCRUACCICC SATCACIGN: ACRCATRAAC CACRARRAGH CAUITYIGRS
" (EAEAAGRT CRCMRIGES THTDGANAER GRRTARACIG CROCACICA: Goloini RERGTOACHE MERRTGTING GRCTICRICE GICRRACEK
4 I 4 I3
| 3. domén vége
1301 COMTCOATHS CACPIGGACY TECTCCTETY GOCTGRGTCC TERTRGAT CICTICGIC APGRICHCH MATATOCR ACORTCCNAR TPRGAATGA
CATAGGTALE GCARCCTAN ACGRGARAR CRGACBCAGE ACRACEACCH AGRGHAGTAG TRCONGITGE TIATACEAGE DOCCRECTIT ARACIIAC

L300 AORRTCCORT CRCRANCNTR ATUCIoNR: ACGACTORRC CACLOTRCDG CRUCACATCA ACCACGGCT CACLACHCCE T0GTCACTSG RIGOUGAC

TOCAGHEI CCRAAGIAD CACCACRCL TOCTGAGICS GIUSHETGAT GORICIAGT THHNCCOTR SIGGMNGS HoCAGIACC TACHEENCED

40 COMACTENG GTCKTIGRCH TGAUOCGAT (OVIGTCATY GRGRACENLU AGTACTIUCD TAGGRACAL ARCTGCCACA BuSORGRal GIHIGNAS
GRIGIGACAC CAGTAROCY ACIRAGCST GAGACRGTAN CTVITGHEG TATGAAGAC AGICCCIGNG TIGUCRETGY GRCTSIS CRTCKER

{50} CACRTTRAGK GTRGAGHLAY UCRGVINAAG CCACRACIOG GTEAGCRRG0 CTSIOMNG GICTILCING CORMGITA CRATCICARC CCBAAARG

GIORAICY COTCTCIGRA GUACRACIIC (RICETGACE CACERECINES GRABRCRISC CRGAAGTACE ROCICATGRY STGRYEICG GRUTRRTE

$601 ACANGAIGET TORRRITONR MAGRCTER SGaNIOCCAC (DRS00 CORRAGRATT TCCGAGnd GiCCRARCED CICACTRACL TECAEAIGA
TATICTACER ACRICRRCAD THCESRGACY ICCTAGGRT GOMCTENR GCUTRCCTAN MGICRCCCT CLGACNGAC CACIGRTIOR AEICCHED

1301 GURCATIGTC ARSTRCTRNG RRGBFVAUAR CRRPGRGEAC CCUCICRICA NSTCTTIGY ATAIATGNNS CATGONGRCE TORATRRGTY (CTCACGAC
CAGTANCAS TICRRGATAC CRCACACHOS SCTACKCCTG ORGHETAGT ALCAGRRACE TRTETACTRC €TACCICTS ACTTRTICHA GGAGTUCCSE

B ABRA

O/ 8




1408 CATGACCCAR NUCAATRD COMGRGRAT ARACHEECA GCCARGITAR GGINANTS AGACICICIC ARRIUICEA LaTIRCCAGT CAGKELY
ISR TACETTACT GRRACACOTA CLOGRONENS CGRPCCARYS CICACTOGAD COUGAGRARG TUTRUSHGST GRARCGGILA GICIARCGR

1005 CSGEOANEST CTACCRGRET SCCCAGCALT PRGTGLBCCE AGATGALE ACCRRGAACT QLCTCEYIGG ABCGRRILTE CTAGIGRAGH TGRGACIT
CCCAACCH CHIGGACCR AGCCTCRTER JAEMEGIGRD TOTGONCIGE TRGTCCTTGh COBCARCC MOCCREAG CRRCACTECY MOCCCAGRA

i CCCACR, AT RCKCACEG PIAFIACAR CECIC, CHVIGAS NATTEIGY MIGIGTS AGGTOARE MANS
AL SCTACAG) PR MTAMTCEC CHUHMATONG CORGRICTT ACTMAACK ATHACROAC UMV TNIGETL

3101 CHODGCHST: SOMRATRCT TCCTGRAARC MTCATTACT GRMGTICAL TACAGACAG GAIGTATGSR ACTICGGGET GROCCILING GASKICIRCA
GRCESTAEG SCRCCTALER AOGACTTIOG TRATMCATGR CCTICRARDS ATGTVICICA CEMCATACCD ORARECA CRARGARALC (TUTRGRRGY

01 COTAYCEAN CCAGLCATR THCCRMCICY CANRCACHGA GRICATIGNR TGLATTACEC ARGGRCARGY TECGGRACEG COCCRAIE GUICLALAGH
COATHOCTIT CORCHATACT ARGOPIGAGH ATTYGIGICY COAGTRACTC CGEARRGGS TRECANCACK RRACCIUSUE GRAGCTLAGH CRBATINY

300 COEOACEED GICRIECTES GROCEINnh SAAGARACER CARCACOSOR TACRRCIR EACATCIRD ARRMTCCTC RTECTTSESS GRAGGIEAC
CCACHTECTA CHEACACT CACGACER CHCERRGD SCRTONER ACTRCAGT CUTCAGHR TAVGSAG TADGAMCDC COUIESS:

2400 CCATCEACS TORACARICE TRGOIAGESR TURCTORPEG YHTGMATIC RBICICINED SUCHOCHCEC MCIGECTE ALRICHOLCE TR
CAPEAASER BCCCOAAGH MOMTCATE ACSCACCACL HOTACTOANS TATGHGACKR COCMCGACAL RGRGACGERS TGTACRGRGH ECTGOAGDG

3601 RACTOCREE AOCCTTGACT GARGCGAAC TCTICRTATH AACTCHARIS CRTGCTACAC MOACAMCACY CRAMAARGGH RAMARMGK MALAAAA
GHCGLACE SACCRACTGR COMCTIGT AGBASTATAD TRGIGEROAC GGRUGADGDG TRTGROGDGR CRTTERICCT SLINTRRICY THITIIOCNN

260 ARACHC
TGS

2H/CABRA

/8¢




2050es MAb nehéz ne \
mwmmﬁmmmmmm@m* CCTCAGTRRRRT
OGRS AT ASTGRETANKAGHGS
mmwz:t‘sm&cmmmm*rmwmmacwm
mmwwmm@:ﬁmwmm&mmmm&m
mmmwmmsmmewmmmww
mmcmmmmmm&mccmm&mmwmm

22306 MAD knnyf lng

AT CERS RO TACT TR HO AT TCIGGHECRER L CACK
A TG G A AARNBTOTCAGTACHIC DGO TATAGTIAATOCACTGANG
T AT AR ARG TORGACARACTICACECIRACATCCAT
A AT A A AT CHACACHT TGN TACACET
YRR EREOACARGYIGGAARNIGE

Ce/=2e




325 36 MAb nehés Hne

G ORI AG AR R OCA T AT ACCCTRRGE I AR CARRA T

A A AR A TR TG TAGAS TGO AGCAGAGG ,
R AT TG TR TG RRG T IR BECRG TG TR TACTRAC A 23/{% A ER A
RIGAEARGYICAGEE MG CAATCACICAGRTACRTOC ROty >R 8
AT AR TG CEAC U TGO C IO TR MTACTCTGCARGRAAGRRTC

QE AT TGRTRALTACE IO LOGEUACAGRARCCACIACAGIC TR

CEBEY

205325 MAb kdnay® line

AR A GBI TR CAGGAARRAGG T

AT AG AR TCARGTG NG TACATGTAC Y | ,
CATGMISOCTICICTIRInEUOTRCTRTT )38 ARRA
TGO TSR AC TG U IO I L kg =
ARG PR TGCTGOCAC T AL CACRAGRACTAGRIACEGC
CAOGTICGRTGC TG CHARCTORMCTARNCS




223605 MAb nehéz line
m:amm:'rmwmwmmmmm&m&mm
(OIERARAGETY ﬂfa&&@m@aﬁﬁmmfmmmmmm
ARTGHCAMG TR AGR A BARRLTACN
wf@mMﬁﬁTm&&a&m&m&c&&mﬁ&mmmw%
’N-T&C&&?@?&T%mmmw&*&ﬁ?ﬁmm?&ﬁmmﬁmWSE’&C
w\:amm@gmmm@:mmmm

2256-08 MAD kvl lne

ammmmwmmmmmm@mmmm«mc
mm:mmmmwmmmwwmmmm
AN AR AR AT ARG SRR CAALCRAGEARICE
T A T A HGECAGTGAG L TUGARCAGAL AL ICRACKICCAT
mmms@smmﬁwmm\s*mmmasmccm

HUTYORTACAGGCHCRAGCTOGAGTGAMACS

Re

244 ABRA

PR




)
LIS

343-s MAb nebéz line

Y
ad

AT TGO TE GG IO TCAGCAG PG THGT TACTACHGAGLIGGATCEN,
OO AGARAA R0 CTEGAGTA T TGOS TACATC TR TACAGTOGEAGEACCTACT
AR GT OO T AAGAGTC GAGTTACATATCAGTAGACACETCTRAGRRCCAGTTC]

(AR T G GAC A6 LG GRACAUGRCCG T TATTACTGTCGAGAGAGLG
AT TOa TGO GOALTACTACTACAACGBTTRGGACICTOREGLCRAGECAC
CACBTCRCCRTCICCTCA

4305 MAD Kby line

AT TG TG GCARTC O AGGCACC UG TC T PR CTCLAGOGRARAGRGCCACC
AR AS T AAGTOTTAGCAGC ML TAC TTAACCTGTACCARCAGRAR
A Ge T AGGCT TR TCTATGRGCATC CAGCAGRGCCACTGELARCOCA
SRR TCASTG0CAGTGETC T GGACRGACTICACTCTCALCAT CAGCRGACTG NG
AT BC A TG TR TAC TN CAGCAGTAT GG TCRC TCACCHCCGRICACETIL
G5CCARGEGACACACTGRAGATTARACGE

s




| 349-¢s MAb nehér lang
A T A E A A AR TR AR CCTTCACAGACL LT
AT T T A TR G G AT TR T AT TOCRGDTRGATCNRE

OGO A R R GRE T GER T TREGTACKICTAT TA A GECARCACCTAC %/A A@RA

TACAR LR TCOCTCAAGRGTCRACTTACTATCAGTAGACACTCTRAGRACCATTCIC
(O TGRAGCTGAGLTCTOTBACTGC0GCARACRCGCCETEIATTACT R UCAGAGAGCE
ORGSR RACOGAC TACTACTACRATGLTTIORCCT T RG0CARGHGAC
CACGGICACCRTCRCCT

23495 MAD kil lne

SCAAT TG AL CAGTCECCAGGCACCTGTC I T EGTCCCACCROAAACAGCEALT

T GCACRGCCAGT AR CTORTALCAGCACCTACT BALC TG TACCAGCACAAR
AL O BEC T T AT TA GG T aCATOCAGCAGRACCACTRRCATCLCAG 25/ 8
ACAGGTCAGT LA CTORGACAGA DT ICACTCICACCATCACLAGACTGGAGT
CTGRAGAT T T IGCAGTCTATTACTICRSCAR AT ETARGICACCICLGRICACCTTCG
GCCRAGRGACACGACTGRGATIRRACGA

ABRA

SC/Re




6.1.2 MAb neliéz linc

AN T AGGA TSGR CATGAAGCT AT CEC
AT TR MCCAMIGRT G ACACACTGBAITCSL
A AN TN TRCATGGRTACRTCTATIACAGRGGEMGCACCAAL
AR GAG A CCATA A TGRACACEICTRAGRACCARTC
AR AT CAOSGCCS TG TATAC T TACCAGHARY
AT A A GGG TAC AT CTHC A ETATGGAC BT TOG3GCCMA
GRGRLTACERTCRECETUSIRICA

6.1.2 MAD kbnayt tne
ST A TR A T AT TE O R e RA T IGTHGAGACABAGTLALT
AT R NG T RGBT TRCAANTERT T TAGGC TG TCACASRRACCA
AN ARG G TCTATEC TGCATC A T GUARASTRRGRCLCATCA
A G ARG CACABARTCAC T TCACRATCAGUAGCCTGCAGCCT
CRAGMTTTIGCAMCTTTTACCCAC A A TG LU TCACTRCRGER

27/A ABRA

27/B ABRA

W

W



6.4.1 Mabnehér ling

CAGRTGCAGCTRCAGGAGTCAGECCCACRACTRTARGLLTICHGREALUCTRICCTC

ACCTGCACT U TGA TG CATCAG TACT TAC TACTRGAACTOGATCCRGCAGRCC )
GOCGOGANGORACTCEAGTGCRTTEECCGTATCTATACCAGTGGGACCACCAACTACKAC , 8/ A ARRA
COCTCCCTCARGACTCGAGTCACCATRTCACTRGACACCTOCARGAACCAGTTGICCCTG |
AAGCTGAGCTCTETCACCECCRCOEACACORC0CTGTATTACTGTURRGAGRTGG0GG

TACAGTARCCCT TTTGACTACTOCR6CCARCEARCCTORTCACCRTCTCCTCA

RBe/BE

64,1 MAD kbnoyf ling
TG AT CAGA OO TaL TR I IO T TEBGE ABAGRRLCALL
BTG AA T G T A AT CAACARTAAGRACTAC TTAGCT
T TACCAGCACRAC TEGACARCCTCCTAAGCTG %/B EBM
T AT AT AL B aOAA T BAGEICCCTOAC L BRATC AGTORCAGCO6G il
PGB0 AT AT A CAT A GO AR C TG ARG TORACATE OO CAGTITAT
T A A A R T A T A A DTS EAGCACC ARG TGRAGATE
RAACEA |

W



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

