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Uj eljaras human antigén elleni receptorok eléallitasara,

és azok alkalmazasa

KIVONAT

A talalmany targyat eljirds képezi olyan, humén an-
tigén elleni receptor elééllitasara, amely emberben kis-
mértékben immunogén vagy egyaltalan nem immuno-
gén, amely eljaras szerint funkcionélisan Gjrarendezs-
dott VH- és VL-immunglobulin-lancok kombinéciojat
szelektaljak, amelyben legalabb a VH-lanc lényegében
naiv, érett, human B-limfocitakbol vagy 1ényegében
anergids human B-sejtekbdl, a VL-lanc pedig természet-
ben elbfordulé human B-sejt-repertoarbdl szarmazik.
A talalmany targyét képezik tovabba a taldlmany sze-
rinti eljarassal eléallitandé human antigének elleni re-
ceptorok, amelyek emberben kismértékben immuno-

A leirds terjedelme 86 oldal (ezen beliil 35 lap dbra)

gének vagy egyaltaldin nem immunogének. Ezek eld-
nydsen ellenanyagok vagy azok fragmentumai, vagy az
ellenanyag VH/VL lancait tartalmazé immunkonjugé-
tumok. Elényosen a taldlmany targyat képezik tumoran-
tigének, elénydsen a 17—-1A jelzésli humén tumoran-
tigén ellen irAnyul6 receptorok. Végiil, a talalmany tar-
gyat képezik a talalmany szerinti eljaras kivitelezésére
alkalmas reagenskészletek, és a receptorokat tartal-
mazo gyogyaszati készitmények.

A taldlmany szerinti megoldas alkalmazhat6é emberi
szervezetben expresszalodd antigénekkel szembeni
ellenanyag-terapia soran.

HU 221 818 B1
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A taldlmény targyét eljards képezi olyan, humén an-
tigén elleni receptor elGéllitisira, amely emberben kis-
mértékben immunogén vagy egyaltalin nem immuno-
gén, amely eljaras szerint funkcionalisan ujrarendezd-
ddtt VH- és VL-immunglobulin-lancok kombinaci6jat
szelektaljuk, amely kombinacidban legaldbb a VH-lanc
naiv, (,unprimed”) érett, human B-limfocitakbdl, a
VL-lanc pedig természetben el&forduld humén B-sejt-
repertoarbol szdrmazik; és amely lancok rekombindns
vektorrol és humén antigénhez valo kotédés érdekében
egy in vitro prezentalé rendszer alkalmazasival exp-
resszalodnak, ahol a szelekcios 1€pés végrehajtisa el6tt
vagy a VH-lancot vagy a VL-lancot szelektaljak az an-
tigénre valo kotésre nézve, egy helyettesitd V-lanccal
egyiitt.

A taldlmény targyat képezik tovabba humén antigé-
nek elleni receptorok, amelyek emberben kismértékben
immunogének vagy egyéltalin nem immunogének, és
amelyek a taldlmény szerinti eljarassal allithatok el6.
A taldlmény szerinti receptorok 17—1A jelzést, nativ hu-
mén tumorantigén, mas néven EpCAM, EGP—40 vagy
GA7T33-2 antigén ellen iranyulnak.

Az emlés immunrendszer, példdul a humén im-
munrendszer kiszlirik a sajit antigének elleni specifi-
kus immunkompetens sejteket és molekuldkat. Ebben a
vonatkozdsban, az immunrendszer szabilyozasaban be-
kovetkezd rendellenesség autoimmun betegségek, pél-
déul reumatoid arthritis kifejl6déséhez vezethet. Altala-
ban igen kedvezd tehat, hogy az immunrendszer a meg-
figyelése alatt tartja az autoreaktiv antitesteket és T-
sejteket. El6fordulnak azonban olyan esetek, amikor
elényos lenne, ha emldsben, els8sorban az emberi szer-
vezetben expresszalodo antigénekkel szembeni auto-
reaktiv ellenanyagok 4llndnak rendelkezésiinkre. Ilyen
antigének példaul a tumorok jelenlétével kapcsolatos
(tumorasszociélt) antigének. Példaul, a human 17-1A
vagy EpCAM antigénr6l — egy egyszerti epitelsejteken
vagy azokbdl szdrmazé malignus tumorsejteken exp-
resszalédo sejtfelszini glikoproteinrdl — kimutattak,
hogy az igéretes célpontja karcindmdk monoklonalis
ellenanyag-terapidjanak, kilonosen olyan betegek ese-
tében, akiknél tumorsejtek disszeminécidjanak (szoré-
dasanak) kovetkeztében minimalis elvaltoz4s maradt
vissza, amely visszamaradé sejtek késGbb szolid atté-
tek keletkezéséhez vezethetnek, és ily modon ronthat-
jak a beteg gyogyuldsi vagy életkildtasait. Olyan, co-
lorectalis (vastagbelet és végbelet érint§) karcinéma-
ban szenvedS betegek esetében, akiknél az elsédleges
tumor sebészi Giton torténd eltavolitasat kovetben igen
csekély elvéltozas maradt vissza, a huméan 17-1A an-
tigénre specifikus egéreredeti monoklonélis ellen-
anyag négy honapon at, 6t adagban szisztémdasan ada-
golva 30%-kal csokkentette az 5 éves mortalitast a keze-
letlen betegekhez képest; a kezelés sordn mindegyik be-
teg az els6 tumormiitétét kovetd 4 honapban 5 alkalom-
mal dsszesen 900 mg ellenanyagot kapott [Riethmiiler:
Lancet 343, 1177 (1994)]. Az ellenanyag-kezelés soran
azonban a betegeknél erGs ellenanyagvalasz 1épett fel
az egéreredetii immunglobulinokkal szemben. Ilyen, hu-
mén eredetdl egér elleni ellenanyagok (,, human anti-
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mouse antibodies”; HAMA) jelenléte nagymértékben
korlatozza az ellenanyag-terapia folyamatos alkalmaza-
sat, és a kezelés el6rehaladtaval egyre nagyobb mérték-
ben rontja annak hatékonysagét. Ezenfeliil, korabbi
ellenanyag-kezeléssel vagy egér-immunglobulinnal
egyéb uton tortént taldlkozassal kivaltott HAMA-K je-
lenléte er8sen gatolhatja a késGbbi ellenanyag-kezelé-
sek sikerét.

A fenti problémék athidalaséra elényds lenne, ha mi-
nimalis immunogenitasi terdpids ellenanyagok allna-
nak rendelkezésiinkre. Ezt elérhetjiik példaul ugy, hogy
aminosavszekvencidjukat tekintve teljesen human tera-
pids ellenanyagokat vagy ellenanyag-szarmazékokat 41-
litunk €18, és a human ellenanyag-idiotipus immunogén
sajatsagat Ugy minimalizaljuk, hogy humén Ig varidbi-
lis régiokat alkalmazunk, amelyeket a humén immun-
rendszer varhatdan toleral.

Humdén antigénekkel szemben irdnyulé6 human
ellenanyagok eldallitasa azonban két jelentGs problé-
mat vet fel:

(1) a hibridomatechnolégia vagy mas, folyamatos
szaporodési sejtek 1étrehozésan alapuld technologidk
kevéssé bizonyultak hatékonynak humén ellenanyag-
termeld sejtvonalak eldallitasira, mint az egér-hibrido-
matechnolégia,

(2) az autoreaktiv ellenanyagokat a természetes
ellenanyag-repertodr viszonylag hatékonyan eltavolit-
ja, a ,sajattolerancia” jelenségét eredményezé mecha-
nizmuson keresztiil.

Human ellenanyagok altaldnossdgban sokkal
koénnyebben hozziférhetSk azéta, hogy human ellenanya-
gokat termeld transzgenikus egereket sikeriilt létrehozni
[Briiggemann: Immunol. Today 17, 391 (1996)], vala-
mint azéta, hogy kombinatorikus ellenanyagkonyvtarak
és fagprezentacids technolégia allnak rendelkezésiinkre,
amelyek lehet6vé teszik, hogy immunglobulin (Ig)
nehéz- és konnydléncok variabilis régi6it (VH és VL) in
vitro kombinaltassuk egymassal, és a kombinécidkat a
megfelel6 antigénkot6 specifitisra in vitro szelektaljuk
[Winter: Annu. Rev. Immunol. 12, 433 (1994)]. A fag-
prezentécids eljaras alkalmazisaval konnyen izolalhatok
ritka események, példaul 107-109 kiilénbozd VL/VH
vagy VH/VL parbél egy specifikus kot6dést eredménye-
z6 kombinécidk, azaz koétodési egységek (,,binding
entity”); ez kiiléndsen igaz akkor, ha a varibilis régiok
repertoarjat specifikus kot8dési egységekre nézve feldi-
sitjuk gy, hogy a repertoar klénozasat immunizalt gaz-
dabol szarmazé B-limfocitakbol kiindulva végezziik.

Specifikus kotodési egységek gyakorisaga azonban
természetesen eléforduld ellenanyag-repertodrokban
gyakran lényegesen csokkent. Ez kiilénosen érvényes sa-
jat antigéneket kots ellenanyagosztalyokra. A figprezen-
tacids eljards alkalmazasakor, sajat antigénekkel szem-
ben tolerans gazdabodl szarmazé VL- és VH-régidk vé-
letlenszeri kombinacidjaval nyert, szokisos méretii
(107-10° fuggetlen kiont tartaimazd) kombinatorikus el-
lenanyagkonyvtar legtébbszor nem elegend( autoreaktiv
ellenanyagok sikeres in vitro szelekcidjahoz.

A fenti probléma athidaldsara irdnyuld egyik straté-
gia szerint, nagyon nagy méretii kombinatorikus ellen-
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anyagkonyvtarakat alkalmazunk, hogy a génkonyvtar
méretével ellensiilyozzuk az autoreaktiv ellenanyagok
eléfordulasanak kis gyakorisagat a természetes repertod-
rokban. Tébb mint 109 fiiggetlen klont tartalmazé kom-
binatorikus ellenanyagkonyvtirakat azonban nehéz 1ét-
rehozni, mivel a transzformécios eljarasok hatékonysa-
ga, amelyekkel plazmid-DNS-ek E. coli sejtekbe juttat-
hatok, korlatozott.

A természetes ellenanyag-repertodrokban megfigyel-
hetd, a sajattolerancia mechanizmusa altal kozvetitett
egyensuly-eltolddas ahhoz vezet, hogy az ilyen repertoa-
rokban az autoreaktiv ellenanyagok kisebb gyakorisig-
gal képviseltetik magukat. Ez jelentGsen csokkenti sajat
antigéneket specifikusan felismeré ellenanyagok izolal4-
sanak esélyét. Ennek elkeriilése érdekében olyan megkdo-
zelitési modokat dolgoztak ki, amelyek félszintetikus
vagy teljesen szintetikus VH- és/vagy VL-lanc-repertoa-
rok elGallitisan alapulnak. Péld4ul, atrendezB8désektdl
mentes human V-génszegmensek csaknem teljes reper-
toarjat klonoztdk genomi DNS alapjin, és azokat in
vitro, variabilis régi6 funkcionalis génjeivel rekombi-
néltattdk, az in vivo végbemené V-J- vagy V-D-J-
rekombindciohoz hasonléan [Hoogeboom: J. Mol. Biol.
227, 381 (1992); Nissim: EMBO J. 13, 692 (1994);
Griffiths: EMBO J. 13, 3245 (1994)]. Altalanossagban,
a teljesen szintetikus és félszintetikus eljarasokban Ggy
jamak el, hogy az elsGsorban a V-D/D-J kapcsolodas-
nél és a D-szegmensben megfigyelhet§ sokféleséget (di-
verzitast), amely nagyrészt felelGssé teheté a nehézlanc
CDR3-régi6 rendkiviili hosszaért és szekvenciavariabi-
litdsaért, valamint a V—J-kapcsolodasnal megfigyelhe-
t6, a konnyllanc CDR3-régi6 szekvenciavariabilitdsa-
hoz hozzijarul6 diverzitast degeneralt oligonukleotidok
alkalmazasaval elallitott véletlenszer( szekvencidk koz-
beiktatasaval utdnozzak [Hoogeboom: lasd fent (1994);
Nissim: lasd fent; Griffiths: lasd fent, Barbas: Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 89, 4457 (1992)].

Fennall azonban a veszély, hogy az ilyen, human
V-génszekvencidk alapjan el8allitott félszintetikus
vagy teljesen szintetikus repertodrokb6l human antigén-
hez t6rténé kot6dés alapjan szelektdlt VL/VH vagy
VH/VL péarok immunogén epitopokat képeznek, ame-
lyek nem kivant immunvalaszt valthatnak ki emberben
[Hoogeboom: TIBTECH 135, 62 (1997)]; kiilondsen a
teljesen randomizalt szekvenciarepertoarokbol szarma-
z6 CDR3-régidk hajlamosak potencialisan immunogén
epitopok kialakitdsira, mivel ezeknek sosem kellett a
humén immunrendszer ellendrzését elkeriilniik ugy,
hogy az ne ismerje fel azokat idegen antigénekként, és
ez ahhoz vezet, hogy az ilyen régiokat tartalmazo ellen-
anyagokat az immunrendszer elimindlja. Ugyanez érvé-
nyes a humin ellenanyagokat expresszalo transzgeni-
kus egerekb6l szdrmaz6 human ellenanyagokra is, mi-
vel ezek az immunglobulin-molekuldk Ggy lettek sze-
lektélva, hogy azokat az egérimmunrendszer toleralja,
de nem voltak kitéve a huméan immunrendszer szelekta-
16 hatasanak.

A WO 97/00271 szamb nemzetkdzi kozzétételi irat
tumorantigének ellen magas affinitdst mutaté emberi
antitesteket tar fel, kiilondsen c-erbB-2-héz specifiku-
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san kot6dd antitesteket. Az antitestek a leiras szerint
hasznalhatok 6nmagukban vagy alkalmazhatok c-erbB-
2-t tiilexpresszalo sejteket célzo vagy ilyen sejtekhez ef-
fektormolekulakat eljuttaté kiméra molekuldk Gsszete-
véiként.

Egy tovdbbi szabadalmi bejelentésben (WO
93/11236) eljarasokat tarunk fel sajat elleni antitestek
és antitestfragmensek elGallitasara. A sajat elleni an-
titestfragmenseket a kivalasztott eml3sb6l szarmazo sa-
jat antigénhez valo kot6désre szelektaltak.

Az el6ttink 4116 miiszaki probléma tehat az volt,
hogy olyan eljarast dolgozzunk ki, amely lehet6vé teszi
emberben alacsony immunogenitisi, vagy emberben
imunogenitast egyaltaldn nem mutat6 receptorok el6al-
litasat, és amely alkalmazhat6 antigének célzott elérésé-
re az emberi szervezetben. A fenti technolégiai problé-
ma megoldasat a talalmanynak csatolt igénypontokban
megfogalmazott megvalositasi modjaival értiik el.

A talalmany targyat képezi tehat eljaras human an-
tigén elleni receptor el64llitisdra, amely emberben kis-
mértékben immunogén vagy egyaltalan nem immuno-
gén, amely eljaras szerint az 1. igénypontban meghata-
rozott Iépéseket hajtjuk végre, nevezetesen (b) funkcio-
nélisan Ujrarendez6dott VH- és VL-immunglobulin-
lancok kombindcidjat szelektaljuk, amely kombinacio-
ban legaldbb a VH-lanc naiv, érett, human B-limfoci-
takbdl, a VL-lanc pedig természetben elGfordulé hu-
mén B-sejt-repertoarbdl szdrmazik, és a lancok rekom-
binans vektorrdl expresszalédnak, és (¢) humén anti-
génhez valo kotGdés megvalositasara in vitro prezenta-
16 rendszert (,,display system”) alkalmazunk, és ahol a
(b) szelekcids lépés végrehajtasa elGtt (a) 1épésben
vagy a VH-lancot vagy a VL-lancot szelektiljuk az an-
tigénre val6 kot6désre, egy nem human, célantigén-spe-
cifikus ellenanyag V-lancaval egylittesen. A talalmany
szerinti eljaras kiilondsen elénydsen alkalmazhatd
olyan receptorok el6allitisdra, amelyek antigének cél-
zott elérésére alkalmazhatok emberben anélkiil, hogy
maguk akar a legkisebb mértékben is, vagy jelentGsebb
mértékben immunogének lennének. Ilyen receptorok
elénydsen alkalmazhatok kilonboz6 betegségek, pél-
daul tumorok vagy autoimmun betegségek kezelésére;
transzplantaciot koveten , graft” kilokodésének meg-
el6zésére; fert6z6 betegségekben sejtreceptorok célzott
elérésére; valamint allergias, gyulladasos, endokrin és
degenerativ betegségek kezelésére, a fenti patologias fo-
lyamatok 1étrejottében szerepet jatszé kulcsmolekuldk
célzott elérésével.

A taldlmény szerinti receptorok VH/VL immunglo-
bulinlancai természetesen tovabb vizsgalhatok azok nuk-
leinsavszekvencidira vagy aminosavszekvenciira vonat-
kozdlag, a technika 4lldsa szerint jOl ismert eljardsokkal
[lasd példaul Sambrook: ,Molecular Cloning, A Labora-
tory Manual”, 2. kiadas, Cold Spring Harbour Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)]. Miutan a
nukleinsavszekvenciat vagy aminosavszekvenciat meg-
hatéroztuk, a taladlméany szerinti receptorok mas eljara-
sokkal is elGallithatok, példaul szintetikus vagy félszinte-
tikus eljarasokkal, midltal szintetikus vagy félszintetikus
receptorokat kapunk; vagy el6allithatok humén im-
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munglobulin-receptorokat expresszalé transzgenikus
egerekben; az ilyen, a fentiekben mar ismertetett jellem-
z6kkel bird, szintetikus vagy félszintetikus eljarasokkal
vagy transzgenikus egerekben elGéllitott receptorok
ugyancsak a taldlmany targyat képezik.

Miutén a receptor a human antigénhez kot6dott, az
tovabb tisztithat6. Példaul, az antigénspecifitast nem
mutatd, nem kotddott receptorok moséssal eltavolitha-
tok. A kot6dott receptorok a human antigénekrdl eludl-
hatdk €s tovabb tisztithatok, mig a kivant receptor exp-
resszidjat, kotését és szelekcidjat magaban foglalé to-
vabbi lépések sorozatara lehet sziikség ahhoz, hogy a ki-
vant receptort és/vagy a megfeleld rekombinéns vektort
tiszta, izolalt formaban megkapjuk.

A taldlmény szerinti eljaras Ig variabilis régiok hu-
mén immunrendszer 4ltali elGzetes szelekcidjan alapul.
A receptorok human kombinatorikus ellenanyagkényv-
tarakbol in vitro szelektalt repertoarbdl szarmaznak,
amelyeket kizdrolag vagy f6ként, a naiv érett, human
B-limfocitdk altal expresszalt, természetesen elGfor-
dul6 ellenanyag-repertodr alapjan allitunk el8.

Az Ig variabilis domének szidrmazhatnak azonban
més forrasokbdl is, amelyek ilyen, eldszelektalt B-sejt-
populacidkat képviselnek.

A VH- vagy VL-lancok forrasaul szolgalé B-sejtek
eredetére vonatkozé elmélet tudoményos hatterét a ko-
vetkezGben ismertetjiik :

IgD- és IgM-ellenanyagokat membréan-antigénre-
ceptorokként expresszalo érett, naiv B-limfocitdk — ma-
sodlagos limfoid szervek kozotti és azok fele vezet6 it
juk sordn — az elsGdleges tiiszékbe (follikulusokba) jut-
nak, hacsak nem taldlkoznak klondlis deléciét okozod
multivalens sajat antigénekkel vagy szolubilis mo-
novalens sajat antigénekkel, ami viszont azzal a kdvet-
kezménnyel jar, hogy ezek a sejtek anergiasak és révid
élettartamiiak lesznek az elsGdleges tiisz8kbdl torténd
kirekesztGdésiik miatt.

Kizirolag IgM-ellenanyagokat expresszalé éretlen
B-sejtek sajat antigénnel torténd érintkezése a csontve-
18ben klonélis delécidhoz vagy anergidhoz vezet, az an-
tigén valenciajatol fiiggéen. Anergids B-sejtek, bar fel-
szini IgD-t expresszélnak, nem képesek az antigén je-
lentérére megfeleld vélaszreakciot adni ezeken a recep-
torokon keresztiil; az elsGdleges tiiszokbe torténd belé-
pés és T-sejtek segitsége nélkiil ezen sejtek féléletideje
rovid, csupan néhany nap.

Ezzel szemben, sajat antigénnel nem talalkozott
érett, naiv B-limfocitak féléletideje, amelyek bejutnak
az els6dleges tiiszGkbe, hosszil, akér tobb hét. A sajatto-
lerancia jelenségének kialakuldsit magyarazo fenti me-
chanizmus ellenére, a hosszi élettartami1 érett, naiv B-
limfocitak ezen populacidja még mindig tartalmaz po-
tencilisan autoreaktiv B-sejteket, amelyek azonban a
T-sejtes tolerancia kovetkeztében kevéssé valdszind,
hogy specifikus segit6 T-sejteket talalnak, ami megaka-
dalyozza, hogy azok proliferalodjanak és ellenanyago-
kat szekretdljanak. Ugy tlnik, hogy a B-sejtek vélasz-
képtelenségét szamos, kis mennyiségben jelen 1évé sa-
Jjat antigénre a fenti mechanizmus magyarizza, a tole-
rancia tehét a segit (,,helper”) T-sejteket érinti és nem
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elsdsorban a B-sejteket. A talalmany szerinti megoldas-
sal dsszhangban, ezeket a hosszii élettartami, valasz-
képtelen, potencialisan autoreaktiv, érett, naiv B-sej-
teket azonositottuk a természetben eléfordulé human
ellenanyag-repertodr legigéretesebb forrasaként, és al-
kalmaztuk olyan kombinatorikus ellenanyagkonyvta-
rak elGallitasara, amelyek kiilonésen alkalmasak hu-
man antigénekkel szemben irdnyulé human ellenanya-
gok szelekcidjara, példaul a fagprezenticiods eljaras al-
kalmazasaval.

A talalméany szerinti megoldassal 6sszhangban alkal-
mazott, nagymértékben szelektalt ellenanyag-repertodr
foként hosszl in vivo élettartamti B-sejtekbd] szarma-
zott, amelyek ekként hosszabb ideig ki voltak téve a hu-
méan immunrendszerrel t6rténd érintkezésnek, és ame-
lyeknél igy varhatdan jelentGsen csokkent azon ellen-
anyag-molekuldk el6forduldsi ardnya, amelyek — elsd-
sorban a hipervaridbilis CDR3-régiokban — a human im-
munrendszerre nézve immunogén epitépokat hordoz-
nak. Ilyen ellenanyag-repertoarb6l szelektalt humén el-
lenanyagok varhatéan kevésbé immunogének ember-
ben, mint félszintetikus vagy teljes egészében szinteti-
kus humén ellenanyagkonyvtarakbol szelektalt humén
ellenanyagok.

Azok az érett, naiv B-sejtek, amelyek idegen an--
tigénnel talalkozva aktivalodtak, nem expresszalnak
tobbé IgD-t, klondlis proliferacidba kezdenek, és szolu-
bilis immunglobulinokat szekretdlé plazmasejtekké dif-
ferencidlodnak; az ellenanyagvalasz korai szakaszaban
foként IgM-ellenanyagok, mig késSbb elsdsorban IgG-
és IgA-izotipusok vannak jelen; az IgE-ellenanyagok vi-
szonylag kis, de biologiailag el nem hanyagolhaté mér-
tékben jarulnak hozza az ellenanyagvélaszhoz.

Az IgM-, IgG-, IgA- vagy IgE-ellenanyagokat exp-
resszal6 IgD-negativ érett antigénelkételezett B-limfoci-
tékkal ellentétben, az IgD-pozitiv érett, naiv B-sejtek
még nem mentek at klondlis prolifericién, kombinatori-
kus IgD-génkényvtarakban tehat nem képviseltetik ma-
gukat nagy ardnyban olyan ellenanyag-specifitdsok,
amelyeknek — a rendszerint idegen antigének 4ltal kival-
tott — immunvélasz létrej6ttében aktualisan szerepe van,
abban a korabbiakban szerepe volt; ezaltal nem csokken-
tik a repertodr sokféleségét, és nem foglaljak el a gén-
konyvtar egy részét feleslegesen sajit antigénhez vérha-
toan nem ko6t6dS ellenanyagjeloltek. Ez nyilvanvaloan
eltér a technika 4llasa szerint eddig alkalmazott megolda-
soktél, amelyek human IgM kombinatorikus ellenanyag-
konyvtarak alkalmazdsat javasoltak humaén antigénekkel
szemben iranyulé humdin ellenanyagok, természetben
eléfordulé human ellenanyag-repertodrokbdl térténd in
vitro szelekcidjara [Hoogeboom: 14sd fent (1977)].

A taldlmany egy el6nyds megvaldsitdsi modja sze-
rint, antigénreceptorként immunglobulint vagy immun-
globulin-fragmentumot alkalmazunk.

Az immunglobulin fragmentuma lehet birmely, a
technika allsa szerint ismert fragmentum, péld4ul Fab-
vagy F(ab),-fragmentum.

A taldlmany egy kiilondsen elényds megvalositasi
moédja szerint, immunglobulin-fragmentumként Fv-
fragmentumot alkalmazunk.
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A taldlmény egy tovabbi elényos megvaldsitasi mod-
ja szerint, legalabb a VH-, és adott esetben, a VL-im-
munglobulin-ldnc is human IgD-repertoarbdl szirmazik.

Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy ez a receptor,
és alacsony immunogenitésra szelektalodott, elénydsen
alkalmazhat6 ellenanyag-repertoar leginkdbb humén
IgD-ellenanyagkonyvtarban van képviseltetve. Az IgD
membranantigén-receptorként expresszalodik felszini
IgM-ellenanyagokkal egyiitt érett, naiv B-limfocitakon,
amelyek — mikozben masodlagos limfoid szervekbe ke-
rillnek, vagy egyik ilyen szervbél a masikba keriilnek 4t
— els6dleges nyiroktiisz8kbe jutnak, hacsak nem talal-
koznak klonalis deléci6jat eredményezd multivalens sa-
jat antigénekkel vagy szolubilis monovalens sajit an-
tigénekkel, ami viszont azzal a kovetkezménnyel jar,
hogy ezek a sejtek anergidsak és rovid élettartamiiak
lesznek az elsGdleges tiisz8kbdl torténd kirekesztddé-
siikk miatt. A human IgD-kényvtarakban, az érett, naiv
B-limfocitak ellenanyag-repertoarjan feliil csupan azon
rovid életli B-sejtek ellenanyag-repertoirja van képvi-
seltetve, amelyek szolubilis monovalens sajat antigének-
kel tortént taldlkozasuk kévetkeztében anergidssa val-
tak, de csupan kis valészinlséggel jarulnak hozz4 mul-
tivalens sajat antigénekhez hasonlé humin sejtfelszini
molekulékhoz k6t6d5 specifikus kotShelyek 1étrehoza-
sahoz. Ez utobbi antigének inkdbb klonalis deléciot
eredményeznek, mint B-sejtes anergiét.

A taldlmény szerinti eljaras egy tovabbi elényds
megvalositasi médja szerint, in vitro megjelenitd rend-
szerként fagprezentaciods rendszert alkalmazunk.

A fagprezenticids rendszert a kordbbiakban altala-
ban specifikus célpontokhoz k6t8dé peptidek és pro-
teinek szelektdldsara alkalmaztak. Az igy sszegyfilt ta-
pasztalatok alapjan, az immunglobulin VH- és VL-lan-
cok viszonylag egyszertien klonozhatok olyan vektorok-
ba, amelyek fagprezenticios rendszerek létrehozasara
is alkalmas molekuldkat tartalmaznak. Ilyen molekulak
¢s vektorok a technika éll4sa szerint jol ismertek [Win-
ter: lasd fent; Barbas: METHODS: A Companion to
Methods in Enzymology, 2, 119-124. (1991)}, és sziik-
ségtelennek tartjuk azok részletesebb magyarizatiba
bocsatkozni.

A taldlméany szerinti eljards egy tovabbi el6nyds
megvaldsitasi médja szerint, az dtrendezédott lancok
kombindacidit egy vagy tobb kiilénb6z6 génkonyvtarrol
expresszaltatjuk.

Az utobbi megkozelitési mod alkalmazasa kiilénésen
akkor eldnyds, ha specifikus célponthoz kot6dé VH-
vagy VH-ldnc rendelkezésiinkre 4ll, és olyan megfelels
mésodik V-ldncot kivanunk szelektdlni, amely helyreil-
litja a kotSfunkcidt vagy javitja azt.

A taldlmény szerinti eljaras egy még tovabbi elényds
megvalositdsi modja szerint, a human antigén, amellyel
szemben receptort llitunk el6, tumorantigén.

Amennyiben a humén antigén tumorantigén, az els-
nydsen a tumor felszinén expresszalodé antigén. Ebben
az esetben eldnydsen a VH- és VL-lancokat valamilyen
toxinhoz kotjiik. Az dsszekapcsolds torténhet nukleinsav-
szinten, géntechnologiai eljarassal; vagy proteinszinten,
példaul kémiai Gton tOrténd dsszekapcsolassal.
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A talalmany egy kiilondsen el6nyos megvaldsitasi
mddja szerint, a tumorantigén 17—-1A antigén.

A taladlmany egy tovabbi kiilonosen elényds megva-
16sitasi médja szerint, a VH-lanc a 7. dbran (lasd 1-381.
nukleotidok) vagy 8. dbran (lasd 1-339. nukleotidok)
bemutatott szekvenciét tartalmaz; és /vagy a VL-lanc a
6. abran (l4sd 1-321. nukleotidok) vagy 9. 4brén (l4sd
1-321. nukleotidok) bemutatott szekvenciat tartalmaz.
A fenti specifikus VH- és VL-régitkat tartalmaz6 recep-
torok, amelyekben a VL-régi6 mindkét VH-régiéval
kombinalédhat, az els6 olyan human ellenanyagok, ame-
lyek specifikusak a humén 17-1A antigénre.

A taldlmany szerinti eljards egy tovabbi elnyds
megvaldsitasi modja szerint a szelekcios 1épésben :

(i) az antigénreceptort expresszalo, azt megjelenitd
(prezental6) hordozét a kovetkezdk valamelyikéhez kot-
juk:

(a) immobilizalt célantigénhez vagy annak frag-
mentumaihoz;

(b) acélantigént vagy annak fragmentumait exp-
resszalo, adott esetben jelolt sejtekhez; vagy

(¢) szolubilis, elénydsen jelolt célantigénhez
vagy annak fragmentumaihoz;

(ii) a nem specifikus médon k6t8détt prezentald hor-
dozdkat mosassal eltavolitjuk (a és b), majd a specifi-
kus médon két6dott prezentalé hordozdkat nem specifi-
kus mé6don (példaul alacsony pH-ju pufferrel) vagy spe-
cifikus médon (példaul célantigén-specifikus ellen-
anyaggal) elualjuk; vagy

(iii) a célantigénnel kot6dott, a receptort prezentald
hordoz6t a célantigént tartalmazo oldatbdl vagy a célan-
tigént expresszalo sejtek szuszpenzi6jabol kényszerdi-
sitjuk (,, positive enrichment”) (b és c), példaul jeldlt
célantigénhez vagy a célantigént expresszald jelolt sej-
tekhez kot6d6 mégneses gyongyok alkalmazésaval; ily
médon antigénreceptorokat tartalmazé prezentalé hor-
dozokat izoldlunk, amelyeket adott esetben replikacié-
val megsokszorozhatunk, és tovébbi in vitro szelekcids
lépéseknek vethetiink ala.

A két 1épésbdl allg, az 1. igénypontban meghataro-
zott eljarast végezhetjiik eltérd fajbol szarmazd, célan-
tigén-specifikus templdtellenanyag, példaul a humén
célantigénnel szemben iranyulé egér monoklonalis el-
lenanyag alkalmazisaval. El8szor, a humén VL- vagy
VH-repertoart egyetlen, az egér templatellenanyagbél
szarmaz6 kisegité VH- vagy VL-lanccal kombinaltat-
juk; példaul filamentézus fag felszinén prezentaltatjuk,
és in vitro antigénkotGdésre szelektaljuk. A fenti mé-
don, a teljes génkonyvtar rendelkezésiinkre 41l a human
VL- vagy VH-repertoar szamara, és olyan huméan VL-
vagy VH-lancok izolalhatok, amelyek véarhatéan képe-
sek a humén célantigénhez térténd specifikus kotédés
létrehozasdban kozremdkodni. A masodik lépésben, a
templatellenanyag kisegitd varidbilis régi6jat a megfe-
lel6 human varidbilis régi6 repertoarral helyettesitjiik,
majd egy mésodik in vitro szelekci6t végziink; ebben
az esetben is, a teljes génkonyvtar kizarélagosan rendel-
kezésre all egyetlen VH- vagy VL-régi6 repertoar szé-
méra; a két lépésbdl allé eljardssal tehat sokkal na-
gyobb szdmli VL- és VH-régio jeloltet szlirhetiink an-
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tigénkotd aktivitisra korlatozott méretii génkonyvtar al-
kalmazésa mellett, mint amennyit egy egylépéses elja-
réssal szlirhetnénk.

A fenti, humén IgD kombinatorikus ellenanyag-
konyvtarak fagprezentacids rendszer alkalmazéséval
torténd sziirésén alapuld, két 16pésbél 4116 szelekcids el-
jérast sikeresen alkalmaztuk a huméan 17-1A antigén-
hez specifikusan k6t3d6 human ellenanyagok varidbilis
régi0jat kodol6 DNS-szekvenciak klonozaséra. El8-
sz0r, az M79 egér monoklonélis ellenanyag [Géttlin-
ger: Int. J. Cancer 38, 47 (1986)] Fd-nehézlanc-szeg-
mensét (VH+CH1), amely specifikus médon kétédik a
humién 17-1A antigénhez, hum4n kappa- és lambda-
konnydlénc repertoarokkal kombinaltattuk. A kapott
génkonyvtirakat filamentozus figon prezentéltattuk (je-
lenitettiik meg), és in vitro, immobilizalt rekombindns
humén 17-1A antigénen kikotéssel és moséssal vég-
zett dusitdssal (,panning” eljarassal) szelektaltuk.
Mindegyik dusitdsi kort kovetden szolubilis Fab-frag-
mentumokat expresszaltattunk t6bb klénbol, és azokat
ELISA-eljarassal antigénkotGdésre teszteltitk. Szekven-
ciaanalizis szerint, a disitasi eljaras soran feldasult va-
lamennyi erds kot6dési egység ugyanazt a humén kap-
pa-konnyiilancot tartalmazta. Ezt a humén kénny{lan-
cot, amelyet a tovabbiakban K8-lancnak neveziink, hu-
mén IgD-nehézlanc-génkényvtarral kombinaltattuk,
ezt ismét filamentdzus fagon prezentaltattuk, és in
vitro, immobilizalt rekombinans humén 17-1A antigé-
nen, dusitasos eljarassal szelektaltuk, Mindegyik dusita-
si 1épést kovetSen szolubilis Fab-fragmentumokat exp-
resszéltattunk t6bb klonbol, és azokat ugyancsak
ELISA-eljarassal teszteltiik antigénk6t8désre nézve.
A dusitasi eljaras sordn feldusult kotédési egységek
szekvenciaanalizise két kiilonb6zd nehézlanc variabilis
régiora deritett fényt, amelyeket D4.5- és D7.2-régiok-
nak neveztiink, és amelyek a K8-kénnyiilanccal kombi-
nalodva egymastol kiilonb6zG, a humén 17—-1A anti-
génre specifikus human antigénkot6 helyeket alakita-
nak ki. A humén konny(- és nehézlanc repertodrokat
tobb, humén donoroktol szarmazé vérbél és csontvels-
mintakbdl izolalt teljes RNS-készitménybdl klénoztuk
kappa- vagy lambda-konnylancra specifikus, valamint
IgD-nehézlincra specifikus RT-PCR-eljards alkalma-
zséval. Mivel az IgD-nehézlancokkal in vivo kombina-
lodott konny(ilanc-repertoart nem tudjuk szelektiv mo-
don amplifikdlni — hacsak nem tisztitunk IgD-pozitiv
B-sejteket RNS-készitmény elallitaséra —, a konnyi-
lanc-génkonyvtirak nem korlatozodtak érett, naiv,
vagy anergids B-limfociték ellenanyag-repertoarjara.
A nehézlanc antigénfelismerésben betoltott dominans
szerepét tekintve azonban nem vonhatok kétségbe az
IgD-repertodr alkalmazasinak el6nyei sajat antigének
ellen irdnyulé human ellenanyagok szelektalasara. To-
vabbi, és lényegesebb szempont, hogy mivel az ilyen
konnytlancok ki vannak téve a huméan immunrendszer
szelekcids hatasdnak, mégis garantdlt, hogy azok ala-
csony immunogenitast mutatnak emberben.

A taldlminy szerinti eljards egy még tovabbi el6-
nyds megvalositdsi modja szerint, a kisegit6 lanc egér
VH- vagy VL-lanc.
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A taldlmény egy tovdbbi elényos megvaldsitasi
moédja szerint, a megfelel6 kombinaciot a kdvetkez3k
szerint eljarva szelektaljuk:

(a) egy és ugyanazon VH-lancot szdmos kiilénb6zs
VL-lanccal kombinalédva teszteliink a human antigén-
hez torténd kotGdésre; vagy

(b) egy és ugyanazon VL-ldncot szdmos kiilénboz4
VH-lanccal kombinalodva teszteliink a human antigén-
hez torténd kotGdésre.

A fenti megoldas elGny6sen alkalmazhaté akkor is,
ha a VL- vagy VH-lancrél tudjuk, hogy az specifikus
kolcsonhatasba 1ép a humén célmolekuldval. Ezutan,
megfelelé masodik lancot szelektalunk a célmolekula-
hoz t6rténd — elénydsen javitott — kotédés alapjan.

A taldlmény szerinti eljaris egy tovabbi elényds
megvaldsitdsi modja szerint, a szelekcidt kovetdn izolal-
Juk a human VH- és VL-lancokat vagy azoknak megfe-
lelé nukleinsavszekvencidkat, és azokat ugyanazon
vagy més VH- és VL-lancokkal fuzionaltatjuk, vagy im-
munglobulin nehézlanc-konstansrégidkkal (CH) vagy
konnytilanc-konstansrégidkkal (CL) vagy azok részei-
vel vagy mias biologiailag aktiv molekulaval, példaul
peptidekkel, proteinekkel, nukleinsavakkal, kisméretdi
szerves vegyliletekkel, hormonokkal, neurotranszmitte-
rekkel (idegi 4tvivéanyagokkal), peptido-mimetikumok-
kal, PNA-kal fuzionaltatjuk [Milner: Nature Medicine
1, 879 (1995); Hupp: Cell 83, 237 (1995); Gibbs és
Oliff: Cell 79, 193 (1994)]. A masik funkcionalis mole--
kulat hozzdkapcsolhatjuk a VH- és VL-lancokhoz tgy,
hogy azok kozt fizikai kapcsolat j6jjon 1étre, péld4ul ké-
miai eljarasokkal; vagy azok fuzionaltathatok a techni-
ka 4lldsa szerint ismert rekombinians DNS-technolé-
gidkkal.

A talalmény fenti megvalsitdsi modja kiiléndsen ak-
kor alkalmazhatd elénydsen, ha a huméan szervezetben ki-
véant antigéneket megcélzd specifikus gyogyszereket ki-
vanunk kifejleszteni. Péld4ul, ha tumorantigéneket kiva-
nunk célzottan elémi, a VH- és VL-lancokat nukleinsav-
szekvencia vagy aminosavszinten toxinegységgel fuzio-
néltathatjuk, miéltal immunotoxint kapunk; vagy sejtre-
ceptor extracellularis részével; vagy szolubilis citokinnel
vagy azok részeivel fuzionaltathatjuk, miéltal a tumor el-
leni immunitast fokozé konstrukcidkat nyeriink; vagy el-
lenanyag Fv-fragmentuméval fuzionaltathatjuk, midltal
bispecifikus ellenanyag-szdrmazékhoz jutunk.

A taldlmény szerinti eljdrds egy még tovabbi el6-
ny0s megvalésitasi modja szerint, a konstansrégiok lan-
cai human IgG1- vagy IgG3-ellenanyagb6l szarmaznak.

Elénydsen, humén IgG1- vagy IgG3-ellenanyag al-
osztalyokbol szarmazé konstansrégiélincokat alkalma-
zunk akkor, ha a célantigént expresszalo sejteket el ki-
vénjuk pusztitani a humdan szervezetben. A technika 4l14-
sa szerint jol ismert, hogy ezek az IgG-alosztalyok haté-
kony kozvetitdi az ellenanyagfiigg6 sejtkozvetitett citoto-
xikus reakcionak (., Antibody Dependent Cellular Cyto-
toxicity”; ADCC), és hozzjarulnak a fenti alosztalyok
altal felismert és megkotott sejtek elpusztitdsahoz.

A taldlmény szerinti eljards egy tovabbi elényos
megval0sitdsi modja szerint, a VH- és/vagy VL-lanco-
kat elényosen alacsony molekulatdmegii, nem protein-
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természetl gyogyaszati anyagokkal, példul radioizoto-
pokkal, vagy kemoterépids célra alkalmazott vegyiile-
tekkel kapcsoljuk Ossze; midltal a fenti gyogyszerek
sokkal specifikusabb in vivo célba juttatasat érjiik el.

A taldlmany szerinti eljards egy tovabbi elényés
megvalositasi modja szerint, a VH- vagy VL-lincokat
lényegében naiv, érett, human B-limfocitakbél nyert
mRNS alapjan, RT-PCR-amplifikacids technolégidval
nyert nukleinsavszekvencidkrol expresszaltatjuk.

A VH- vagy VL-lancokat elényosen RT—PCR-el-
Jjéréssal amplifikaljuk, miutin azoknak megfelels kiindu-
lasi anyagot azonositottunk és izol4ltunk. Elényésen a hu-
man csontvel6bdl, vagy el6nydsebben, human vérbél
szrmaz0, maggal rendelkez sejtekbdl izolalt mRNS-t
alkalmazunk VH- vagy VL-lancok RT-PCR-eljarassal
torténd amplifikdlésra, mivel emberben ez a két szovet-
féleség képezi azt a legegyszeriibben hozziférhets for-
rast, ahonnét B-sejtek izoldlhatok. Az RNS-izol4last meg-
elézBen el6nydsen érett, naiv B-limfocitikat izolalunk a
fenti szvetféleségek maggal rendelkezé sejtjeibsl, pél-
déul magneses gyongyok alkalmazisaval vagy éramla-
sos citometrids technolégin alapulé sejtosztalyozéssal.
Ezzel biztositjuk, hogy az RT-PCR-technolégiaval amp-
lifikalt VH- és VL-lancok a megfeleld B-sejt-populcio-
bol szirmazzanak. Mas eljérds szerint, amennyiben a fen-
ti szdvetféleségekbdl szarmazd, maggal rendelkezs sej-
tek teljes frakcidjabol nyert mRNS-t alkalmazunk VH-
vagy VL-lancok RT—-PCR-technolégidval torténd ampli-
fikaldsara, a VH-régiot eldnydsen human IgD-nehézlinc
Fd-fragmentum (VH-CH1) felének megfeleld frag-
mentumként amplifikiljuk IgD-specifikus 3’-végi PCR
lancindit6 alkalmazaséaval, példaul az 1. tiblazatban felso-
rolt lancinditék barmelyikének alkalmazaséval, amelyek
kizérélag a human IgD-nehézlincnak megfeleld PCR-
termékek keletkezését eredményezik, amirdl viszont tud-
juk, hogy csak érett, naiv human B-limfocitdkban és aner-
gi4s human B-sejtekben expresszalodik.

A taldlmény szerinti eljdrds megvalésitasakor, az
emberi szervezetben kismértékben immunogén vagy
egyaltalin nem immunogén, human antigén elleni re-
ceptort allitunk el6. A receptor funkcionélisan atrende-
z6dott VH- és VL-lancok kombinacidjat tartalmazza,
amely l4ncok el6nydsen, naiv, érett, humén B-limfoci-
takbol szarmaznak, és elGallithatok a taldlmény szerinti
eljarassal, a fenti ismertetettek szerint.

A taldlmény szerinti eljarassal elGallithato ellenanya-
gok alkalmazasinak el6nyeit a fentickben mér vazol-
tuk. Hangsulyozzuk, hogy ilyen, human antigénekkel
szemben irdnyuldé és human eredetd, emberi szervezet-
ben kismértékben immunogén vagy egyaltaldn nem im-
munogén ellenanyagokat a technika 4lldsa szerint még
nem izolaltak. A talalmany szerinti ellenanyagok tehat
ellenanyagok kifejlesztésének teljesen 0j atjat nyitjak
meg, amely ellenanyagok az orvostudoméany és gyogy-
szerészet kiilonboz6 teriiletein alkalmazhatok.

A taldlmany egy tovabbi el6nyds megvaldsitasi
modja szerint, a receptor ellenanyag vagy annak frag-
mentuma.

A taldlmany szerinti eljaris egy tovabbi el6nyds
megvaldsitasi modja szerint, az a receptor human tu-
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morantigénre, legel6nydsebben a humén 17-1A an-
tigénre specifikus.

A taldlmény targyat képezi tovabba receptor, amely-
ben a VH-lanc a 7. 4bran (lasd 1-381. nukleotidok)
vagy 8. 4bran (l4sd 1-339. nukleotidok) bemutatott
szekvencidt tartalmaz; és/vagy a VL-lanc a 6. abran
(lasd 1-321. nukleotidok) vagy 9. 4bran (l4sd 1-321.
nukleotidok) bemutatott szekvenciét tartalmaz.

Az emlitetteken feliil, a leirasban adott kitanitas
alapjan elGéllithat6 egy reagenskészlet, amely funkcio-
nilisan atrendezédott VH- és VL-immunglobulin-lan-
cok kombindci6jit tartalmazza, amelyben a VH- és
VL-léncok legalabb egyike naiv, érett, huméan B-limfo-
citakbol, és amely lancok in vitro prezentalé rendszer
részét képezd rekombindns vektorokrdl expressziltat-
haték.

A reagenskészletet el6nydsen a taldlméany szerinti
megoldas kivitelezésére, ezéltal a kivant specifitisu re-
ceptorok izolalaséara alkalmazzuk.

El6nydsen, a reagenskészletben in vitro megjelenits
rendszerként fagprezentdcios rendszert alkalmazunk.

A taldlmany targyat képezi tovabba ellenanyag,
amely humén szekvenciakbol szarmazik, és a nativ hu-
mén 17-1A antigénre specifikus.

A taldlmany szerinti eljaras alkalmazdsdval elsGként
fejlesztettiink ki olyan human ellenanyagot, amely speci-
fikus a nativ humén 17—1A antigénre. Amint azt a ko-
rabbiakban mér hangstilyoztuk, ez nem volt csekély val-
lalkozas, mivel human tumorasszocialt antigénekkel
szemben irAnyulé human ellenanyagok rendszerint az
immunrendszer sajattolerancia-jelenségét kozvetité me-
chanizmusainak vannak alavetve, ami in vivo az auto-
reaktiv ellenanyagokat expresszalé B-limfocitik elimi-
nek kozill, a 17-1A antigén — epitelidlis eredeti tu-
morokon torténd expresszalodasan feliil — més tumoran-
tigéneknél sokkal elterjedtebben expresszalédik normé-
lis epitelidlis szovetek széles skaldjan, mint més tumor-
antigének. A korabbi kisérletek nativ, human 17—1A an-
tigénre specifikus, alacsony immunogenitisu antitestek
clallitisara vagy egéreredetii variabilis régiokat tovabb-
ra is hordoz6 egér/human kiméra antitestek elBallitasara
korlatozoédtak [LoBuglio és munkatarsai, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 86, 4220—4224 (1989)] vagy kudarcot
vallottak, mivel olyan humén antitesteket nyertek, ame-
lyek kizr6lag a rekombinans 17—-1A antigén mestersé-
ges epitdpjaival reagéltak [Hoess és munkatirsai, Proc.
Am. Ass. Cancer Res., 38, 30 (1997), de Kruif és munka-
tarsai, J. Mol. Biol.,, 248, 97-105 (1995)]. Ezért, a
17-1A antigént inkdbb péanepitelidlis antigénnek (min-
den epitelidlis sejten el6fordulé antigénnek) tekintjiik,
mint tumorantigénnek, amelynek azt elsd leirasakor vél-
ték. Ezzel szemben, mas, epitelialis tumorokon eléfor-
dul6é tgynevezett tumorantigének, példaul az erb-B2-
(Her 2/neu), Muc-1- (PEM) vagy a Thomson—Frieden-
reich-antigén, rendszerint sokkal korlatozottabb mérték-
ben expresszalodnak normalis epitelidlis szoveteken. En-
nek megfelelden azt vartuk, hogy a sajéttolerancia me-
chanizmusa révén, a 17—-1A-reaktiv ellenanyagokat exp-
resszald B-limfocitakra haté negativ szelekcios nyomas-



1 HU 221 818 Bl 2

nak — még alacsony affinitdst ellenanyagok esetében is
— kivételesen erdsen kell érvényesiilnie, mivel az an-
tigén eléforduldsanak altalanos volta miatt csaknem le-
hetetlen, hogy az ilyen B-sejtek tartésan elkeriiljék a
17-1A antigénnel torténd talalkozast. Meglepd volt te-
hét, amikor azt talaltuk, hogy 17-1A-specifikus ellen-
anyagok, vagy legalibbis a megfeleld nehézlancok hu-
man B-sejtek, példaul érett, naiv B-limfocitik ellen-
anyag-repertoarjabol izolalhatok. Ezekr8l a B-sejtekrdl
ismert, hogy azok féléletideje in vivo hosszn, és azoknak
mér sikeriilt elkeriilniitk az elimindlodast érésiiket meg-
el6z6en, ennek ellenére, hogy a 17—1A antigén még éré-
siik helyén is jelen van; a 17—1A antigén esetében aner-
gia nem jon létre, mivel ezt a tipusti B-sejt-toleranciat
csak szolubilis sajat antigének valtjak ki. Csak azok a
hosszi életi B-sejtek, amelyeknek potencidlis 17—1A-
reaktivitasuk ellenére sikeriilt életben maradniuk, képvi-
selik hum4n immunglobulin variabilis régidk azon reper-
todrjat, amelynek alkalmazdsival olyan humén ellen-
anyagok ¢és ellenanyag-szarmazékok allithatok el®, ame-
lyeket szisztémas iton, emberi szervezetbe torténd ismé-
telt adagolast koveten a humén immunrendszer vérha-
téan jol toleral, mivel azokat az immunrendszer ellenGr-
z6 funkcidja immunogén szekvencidkra mér szfirte, és
azokbol az immunogén szekvencidkat mar eltdvolitotta,
Ugyancsak a taldlmany targyat képezik tehat nativ
17-1A antigénre specifikus human ellenanyagok, ame-
lyek alkalmasak ismételt in vivo adagolésra, fiiggetleniil
attol, hogy milyen eljirdssal lettek elBallitva, mivel az
emlitett magas in vivo kompatibilitdssal jellemzett hu-
man ellenanyag-szekvencidk nagyon valészing, hogy je-
len vannak egészséges emberek B-sejt-repertoarjaban
is; azok elGéllithatok példaul a talalmany szerinti eljéras-
sal. Osszefoglalva, els6ként fejlesztettiink ki olyan hu-
mén ellenanyagot, amely el6nydsen alkalmazhato a
17-1A antigént hordoz6 tumorsejtek kimutatdsira
és/vagy elpusztitasara.

A taldlmény szerinti ellenanyag elénydsen kismér-
tékben immunogén vagy egyaltaldan nem immunogén
emberben. A talalmany egy elényds megvaldsitasi mod-
ja szerint, az ellenanyagot a fent ismertetett eljarassal 4l-
litjuk €l6. A taldlmany egy tovabbi elényds megvalosita-
si modja szerint, a taldlmany szerinti ellenanyag a
17-1A antigén extracelluldris doménjénak egy epi-
topjat ismeri fel; elényosen, a 8., 11., 13, 14, 59., 60.,
77. vagy 79. szami peptidek legalabb egyikének megfe-
lel aminosavszekvenciat tartalmazo6 epitdpot ismer fel.
Elényésen, a taldlmény szerinti ellenanyag VH-lanca
legalabb egy, a 7. brén (l4sd 1-381. nukleotidok) vagy
8. abran (lasd 1-339. nukleotidok) bemutatott szekven-
cidk szerinti CDR-t tartalmaz, és/vagy a VL-lanc leg-
alabb egy, a 6. dbran (lasd 1-321. nukleotidok) vagy
9. abrén (lasd 1-321. nukleotidok) bemutatott szekven-
cidk szerinti CDR-t tartalmaz. Kiilondsen el6nydsen
olyan ellenanyagot allitunk el8, amelyben a VH-lanc a
7. ébran (lasd 1-381. nukleotidok) vagy 8. dbran (lasd
1-339. nukleotidok) bemutatott szekvenciat tartalmaz,
és/vagy a VL-lanc a 6. dbréan (l4sd 1-321. nukleotidok)
vagy 9. dbran (lasd 1-321. nukleotidok) bemutatott
szekvenciat tartalmaz.
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Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a receptor
és alacsony immunogenitasra szelektalt elényods ellen-
anyag-repertoar legjobban human IgD-ellenanyag-
konyvtaron jelenithet6 meg. Az IgD membran-antigén-
receptorként expresszalodik felszini IgM-ellenanyagok-
kal egyiitt érett, naiv B-limfocitikon, amelyek — mésod-
lagos limfoid szervekbe, vagy egyik ilyen szervbdl a
mésikba t6rténé vandorlasuk sordn — elsGdleges tiisz5k-
be jutnak be, hacsak nem taldlkoznak multivalens sajat
antigénekkel, ami azok klonalis deléci6jat eredménye-
zi; vagy szolubilis monovalens sajat antigénekkel, ami
viszont azzal a kdvetkezménnyel jar, hogy ezek a sej-
tek anergidsak és rovid élettartamiak lesznek az elsdd-
leges tiisz6kbdl torténd kirekesztGdésiik miatt. A hu-
mén IgD-génkonyvtarakban, az érett, naiv B-limfocitdk
ellenanyag-repertoarjan feliil csupén azon révid életd
B-sejtek ellenanyag-repertoérja van képviseltetve, ame-
lyek szolubilis monovalens sajat antigénekkel tortént ta-
lalkozasuk kGvetkeztében anergiassé valtak, de kis valo-
szinliséggel hordoznak multivalens sajat antigénekhez
hasonlé humén sejtfelszini molekuldkhoz t6rténd speci-
fikus kotodést kozvetits kotShelyeket, amely utobbi an-
tigének inkabb klonalis deléciét eredményeznek, mint
B-sejtes anergiat.

A mar emlitetteken feliil, a talalmany targyat képezi
gyogyészati készitmény, amely a taldlmény szerinti re-
ceptorok legalibb egyikét tartalmazza egymagiban
vagy kombinéciéban — adott esetben —, gyogyészatilag
elfogadhaté hordozbéanyaggal vagy kétSanyaggal
egyiitt. Gydgyaszatilag elfogadhaté hordozéanyagok a
technika alldsa szerint jOl ismertek, ilyenek példaul a
kovetkezok: foszfatpufferes fiziologids sdoldatok, viz,
emulziok, példaul olaj/viz emulziok, kiillonbozd tipusi
nedvesitéanyagok, steril oldatok stb. Ilyen hordozé-
anyagokat tartalmazé készitmények jol ismert eljarasok-
kal formulézhatok. Ezek a gyogyaszati készitmények
megfeleld dézisban adagolhatok az egyénnek. A megfe-
lel6 készitményt kiilonboz6 uton adhatjuk be, példaul
intravéndsan, intraperitonealisan, bdr al4, izomba, loka-
lisan vagy a bdrbe.

fgy a talalmany szerinti receptorok vagy a receptorok
részeinek alkalmazhatok gyogydszati készitmény elGallita-
sdra, amely alkalmas tumor, elénydsen epitelidlis eredetii
tumor kezelésére, kialakuldsinak megelGzésére és/vagy
novekedésének lassitaséra valamely egyedben.

Az aldbbiakban réviden ismertetjiik a leirashoz csa-
tolt abrakat.

Az 1.4bran a pComb3H-plazmid kl6nozorégiojat
abrazoltuk, a fontosabb restrikcids he-
lyekkel egyiitt. Az dbrdn a kovetkezd
roviditéseket alkalmaztuk: P: promo-
ter; VL: variabilis konnydlancdomén;
CL: konstans konnyidildncdomén;
VH: variabilis nehézlancdomén;
CH1: konstans nehézlincdomén 1;
L1/2: prokaridta vezet8szekvenciak.
A pCOMB3H-vektorban gén-Ill-régi6
filamentézus fagok, példdul a
VSCM13-fag gén-III génjének megfe-
leld terméket kodol.
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a pComb3H-plazmid, és a teljesen exp-
resszalodott M13-fag vazlatos térképe
lathaté. A pComb3H-plazmid térké-
pén abrazoltuk az ompA-vezetdszek-
vencia (L), konnyilinc, pelB-vezetd-
szekvencia (L), nehézlanc és gén-III-
régiokat. A teljesen expresszalodott
M13-fag fenotipusosan meghatarozott
Fab-ellenanyag-fragmentumot jelenit
meg felszinén, amely konnydilancot és
nehézldnc Fd-szegmenst (VH+CH1)
tartalmaz a gén-Ill-termék fert6zést
nem kozvetitd részével kapcsoltan, és
a megfelelé genotipust a prezentalt
Fab-fragmentum nehéz- és kénny(ilan-
cét kodol6 egyszali DNS-ként foglal-
jamagéaban. A fert6z6 gén-Ill-proteint
a VCSM13 segit6 fag (helper phage)
szolgéltatja.

szolubilis Fab-fragmentumok ELISA-
vizsgélatinak eredményét szemléltet-
tik szolubilis Fab-fragmentumokat tar-
talmaz6 periplazmatikus készitménye-
ket vizsgiltunk, amelyben a fragmen-
tumok mindegyike kiméra M79-ellen-
anyag Fd-szegmensét és egyetlen hu-
man kappa-lancot tartalmazott klénon-
ként. ELISA-lemezeket egy éjszakan
at szolubilis 17—1A antigénnel inku-
béltunk. A kotGdott Fab-ellenanyag-
fragmentumokat peroxidazzal konju-
galt poliklondlis, human immunglobu-
linnal szemben irdnyul6 ellenanyaggal
mutattuk ki. Végiil, az ELISA-reak-
ci6t ABTS-szubsztratoldat hozzdadasa-
val hivtuk elé6 [ABTS=2,2 azino-bisz-
(3-etil-benztiazolin-6-szulfonsav)], és
a szubsztrat atalakuldsit 405 nm hul-
lamhosszon mértiik (y tengely). A kl6-
nokat az x tengely mentén jel6ltiik, az
els6 szam azt jeloli, hogy a klon hanya-
dik disitasi 1épésbdl szarmazik, a ma-
sodik pedig a klén azonositd szama.
Az 1.5-9 klonok kiméra Fd-szeg-
menst tartalmaznak egy véletlenszeri-
en kivalasztott kappa-lanccal kombina-
lédva, és negativ kontrollokként szol-
galtak.

szolubilis Fab-fragmentumok ELISA-
vizsgalatanak eredményeit dbrazoltuk.
Szolubilis Fab-fragmentumokat tartal-
maz6 periplazmatikus készitményeket
vizsgéltunk, amelyben fragmentumok
mindegyike a k8-kdnnydlincot és
egyetlen humén Ig-delta-lanc Fd-frag-
mentumot tartalmazott. ELISA-leme-
zeket egy éjszakan at szolubilis
17-1A antigénnel inkubéltunk. A ko-
t6dott Fab-ellenanyag-fragmentumo-
kat biotinezett poliklonalis, huméan
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Az 5. 4bran

A 6. dbran

kappa-konnytlanccal szemben irdnyu-
16 ellenanyag, majd peroxidazkonju-
ghlt streptavidin hozzdadisival mu-
tattuk ki. Végil, az ELISA-reakciot
ABTS-szubsztratoldat hozzdadisaval
hivtuk elé6 [ABTS=2,2 azino-bisz(3-
etil-benztiazolin-6-szulfonsav)], és a
szubsztrat atalakulasat 405 nm hullam-
hosszon mértiik (y tengely). A klono-
kat az x tengely mentén jeloltiik, az
els6 szam azt jeloli, hogy a klon hénya-
dik dusitasi 1épésbdl szarmazik, a ma-
sodik pedig a klén azonositd szama.
Az 1.2-6 klonok k8-kdnnytilancot tar-
talmaztak egy véletlenszerden kiva-
lasztott Ig-delta-nehézlanc Fd-szeg-
menssel kombinaldodva, és negativ
kontrollokként szolgaltak.

szolubilis Fab-fragmentumok ELISA-
vizsgalatanak eredményeit dbrizoltuk.
Szolubilis Fab-fragmentumokat tartal-
mazd periplazmatikus készitményeket
vizsgéltunk, amelyben a fragmentu-
mok mindegyike a D4.5 Fd-szegmenst
€s egyetlen humén kappa-lancot tartal-
mazott klononként. ELISA-lemezeket
egy €jszakan at szolubilis 17-1A an-
tigénnel inkubaltunk. A kot6dott
Fab-ellenanyag-fragmentumokat bio-
tinezett poliklonalis, huméan kappa-
kénnyilanccal szemben iranyulo ellen-
anyag, majd peroxidazkonjugalt strep-
tavidin hozzaad4saval mutattuk ki. Vé-
giil, az ELISA-reakciot ABTS-szubsz-
tratoldat hozzdadasaval hivtuk eld
[ABTS=2,2 azino-bisz(3-etil-benztia-
zolin-6-szulfonsav)), és a szubsztrat 4t-
alakulasat 405 nm hullémhosszon mér-
tiik (y tengely). A klonokat az x ten-
gely mentén jeloltiik; az els szdm azt
jeloli, hogy a klén hanyadik dusitasi 1é-
pésbll szarmazik, a masodik pedig a
klon azonositd szdma; S betiivel azo-
kat a klénokat jeldltik, amelyeket az
els6 szelekcios kort megel6z8en vizs-
géltunk. Az S.1-3 klonok k8-kénnyi-
lancot tartalmaztak egy véletlenszerdi-
en kivalasztott Ig-delta-nehézlinc Fd-
szegmenssel kombindlddva, és negativ
kontrollokként szolgaltak.

a humén kappa-8 konnyilanc variabi-
lis régidjanak DNS- és proteinszekven-
ci4jat mutatjuk be. A szdmok a nukleo-
tidpozicidkat (nt) jelolik; az aminosa-
vakat azok egybetlis kodjaival adtuk
meg. A CDR1-régiét a 70-102., a
CDR2-régiot a 148-168., a CDR3-ré-
giot pedig a 265-294. nukleotidpozi-
cioknak megfelelé szegmens képvi-
seli.
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humén D4.5 nehézlanc variabilis régio
DNS-szekvencidjat mutatjuk be. A sz4-
mok a nukleotidpoziciokat (nt) jelolik;
az aminosavakat azok egybetis kddjai-
val adtuk meg. A CDR1-régiét a
91-105., a CDR2-régi6t a 148—-198.,
a CDR3-régiét pedig a 292—-351. nuk-
leotidpozicioknak megfeleld szeg-
mens képviseli. A nehézlanc varidbilis
régid és az Ig-delta konstansrégio
CH1-doménja kozti hatart a 382. és
383. nukleotidok képviselik, a delta-
konstansrégié proteinszekvencidja a
384. nukieotidnal kezdédik.

humén D7.2 nehézlénc variabilis régié
DNS-szekvenciajat mutatjuk be. A sza-
mok a nukleotidpozicidkat (nt) jelélik;
az aminosavakat azok egybetis kodjai-
val adtuk meg. A CDRI1-t a 91-105.
nukleotidoknak, a CDR2-régiét a
148-198., a CDR3-régi6t pedig a
292-309. nukleotidpozicidknak meg-
felel6 régio képviseli. A nehézlanc va-
riabilis régi6 és az Ig-delta konstansré-
gi6 CH1-doménja kozti hatart a 340.
€s 341. nukleotidok képviselik, a del-
ta-konstansrégié proteinszekvencisja
a 343. nukleotidnal kezdédik.

a humén kappa-5.1 konny(lanc varia-
bilis régié DNS- és proteinszekvencié-
jat mutatjuk be. A szdmok a nukleo-
tidpozicidkat (nt) jelélik; az aminosa-
vakat azok egybetiis kodjaival adtuk
meg. A CDR1-régiot a 70-102., a
CDR2-régiot a 148—-168., a CDR3-ré-
giot pedig a 265-294. nukleotidpozi-
cioknak megfeleld szegmens képvi-
seli.
Fab-ellenanyag-fragmentumok és
M?79 kontroll ellenanyag araml4sos ci-
tometrids analizisének eredményét ab-
razoltuk; a vizsgalatot 17—1A-pozitiv
Kato-sejteken végeztiik, k8—D4.5-
Fab-fragmentumot tartalmaz periplaz-
matikus készitmény kotdaktivitisanak
tesztelésére. Kato-sejteket: I) semle-
ges periplazmatikus készitménnyel;
II) 10 pg/ml kiméra (bivalens!) M79-
ellenanyaggal; III) k8-D4.5 peri-
plazmatikus extraktummal; és IV)
k8—D4.5 periplazmatikus extraktum
1:10 higitasival inkubaltuk. A relativ
sejtszdmokat az Y tengely, a relativ
fluoreszcenciaintenzitist az X tengely
mentén vettiik fel.
Fab-ellenanyag-fragmentumok és tel-
jes ellenanyagok 4ramlasos citomet-
rids analizisének eredményeit abra-
zoltuk; a vizsgalatot 17-1A-pozitiv
Kato-sejteken, valamint 17—1A-transz-
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10

A 12,

A13.

Al4.

abrin

4bran

abran

fektalt és nem transzfektalt CHO-sejte-
ken végeztiik, a k8—D4.5, k5.1-D4.5
vagy egy semleges k—D4.5 Fab-frag-
mentumot tartalmazé periplazmatikus
készitmények (,,periplasma prepara-
tions”, pp) kotGaktivitisanak tesztelé-
sére. Kato-sejteket inkubéltunk: I)
semleges periplazmatikus extrak-
tummal (szaggatott vonal) vagy
k5.1-D4.5-pp készitménnyel (folya-
matos vonal); vagy II) 20 pg/ml, M79-
ellenanyaggal (folyamatos vonal)
vagy a megfeleld egér 1gG2a-izotipus-
kontrollal (szaggatott vonal). 17—-1A-
transzfektalt CHO-sejteket inkubal-
tunk III) semleges periplazmatikus ké-
szitménnyel (szaggatott vonal) vagy
k5.1-D4.5-pp készitménnyel (folya-
matos vonal); IV) semleges periplaz-
matikus készitménnyel (szaggatott vo-
nal) vagy k8—D4.5-pp készitménnyel
(folyamatos vonal); vagy V) 20 pg/ml
M79-ellenanyaggal (folyamatos vo-
nal) vagy a megfelel§ egér IgG2a-
izotipuskontrollal (szaggatott vonal).
A IIL, IV. és V. abrarészleteken abra-
zolt kisérletekben a vizsgilat targyat
képez6 periplazmatikus készitmények-
kel (k5.1-D4.5 Fab-pp és k8-D4.5
Fab-pp), valamint az M79 egér ellen-
anyaggal torténd inkubalast és a frag-
mentumok, illetve ellenanyagok kimu-
tatdsat nem transzformalt CHO-sejtek
alkalmazisaval is elvégeztiikk (ponto-
zott vonalak). A relativ sejtszdmokat
az Y tengely, a relativ fluoreszcencia-
intenzitdst az X tengely mentén vettiik
fel.

a pEF-ADA-vektor klénozoérégiojat
abrazoltuk, a fontosabb restrikcids he-
lyek feltiintetésével. Az dbran a kovet-
kez6 roviditéseket alkalmaztuk: P:
promoter; VL: variabilis konny(ilanc-
domén; CL: konstans konnyilancdo-
mén; Leuc: eukaridta vezetSszekven-
cia.

a pEFDHFR-vektor klénozorégidjat
abrézoltuk, a fontosabb restrikcids he-
lyek feltiintetésével. Az abran a kovet-
kezd roviditéseket alkalmaztuk: P:
promoter; VH: varidbilis nehézlancdo-
mén; CH1/2/3: 1., 2. és 3. konstans
nehézlancdoménok; Leuc: eukaridta
vezetdszekvencia.

a H79 humian ellenanyag-készit-
mények SDS-PAGE-analizisének
eredményét mutatjuk be. Az egyes
ellenanyag-készitmények mintegy
10 pg mennyiségét futtattuk 12,5%-os
denaturdl6 poliakrilamid-gélen reduka-



1 HU 221 818 B1

16 és nem redukalé koriilmények mel-
lett, majd a géleket Coomassie-blue
festekkel megfestettiik.

1. sdv: molekulatdmeg-marker (MW [kDal];

2. sav:

3.sav:

4.s4v:

5. sav:

az egyes csikok molekulatomegét a
g¢él bal oldalan tiintettiik fel);

H79 humén IgG1l-véltozat (nem re-
dukalo);

H79 human IgGl-valtozat redukald
kérilmények mellett;

H79 egér IgGl-véltozat (nem redu-
kalo);

H79 egér 1gG1-valtozat redukal6 ko-
riilmények mellett.

A 15.4bran a H79 és HD70 humén ellenanyag-

1. gél:

1. sav:

2. 84v:

3. s4v:

2. gél:

4. sav:

5. sav:

6. sav:

A 16. dbran

A 17. dbran

készitmények SDS—PAGE-analizisé-
nek eredményét mutatjuk be. Tiz (10)
ug H79- és 3,5 ug HD70-ellenanyagot
futtattunk 12,5%-os denaturald poliak-
rilamid-gélen nem redukald (1. gél) és
redukald (2. gél) korillmények mellett,
majd a géleket Coomassie-blue festék-
kel megfestettiik.

molekulatdmeg-marker (MW [kDa],
az egyes csikok molekulatomegét a
gél bal oldalén tiintettiik fel);

H79 huméan IgGl-valtozat (nem re-
dukalé);

HD70 humén IgG1-valtozat (nem re-
dukald);

molekulatémeg-marker (MW [kDa],
az egyes csikok molekulatomegét a
g€l bal oldalan tiintettiik fel);

H79 humén IgG1-viéltozat redukald
koriilmények mellett;

HD70 humén IgG1-véltozat reduka-
16 koriilmények mellett.
17-1A-pozitiv Kato-sejtek dramlésos ci-
tometrids analizisének eredményeit
szemléltetjik; a vizsgalatot tisztitott
H79 humén IgG1 és tisztitott H79 egér
IgG1 kotGaktivitasanak tesztelésére vé-
geztiik. Kato-sejteket IgGl-izotipus-
kontrollal (10 pg/ml humén IgGl és
egér IgGl), pozitiv kontrollokkal
(10 pg/ml M79-ellenanyaggal és kiméra
M74-¢ellenanyaggal) (azaz két 17-1A-
specifikus ellenanyaggal); és H79 hu-
mén IgGl-ellenanyaggal vagy H79 egér
IgGl-ellenanyaggal (10 pg/ml és
1 pg/ml) inkubéltunk. A relativ sejtsza-
mokat az Y tengely, a relativ fluoresz-
cenciaintenzitist az X tengely mentén
vettiik fel.

ellenanyagok (20—20 pg/ml) dramlasos
citometrias analizisének eredményeit
szemléltetjitk; a vizsgalatot 17-1A-
pozitiv Kato-sejteken, 17— 1A-transzfek-
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A 18. 4brin

talt és nem transzfektalt CHO-sejteken
végeztiik, a tisztitott H79 human IgGl,
H79 egér IgG1l, HD70, D7.2, M79,
Panorex és izotipuskontroll (humén
IgG1, egér IgG1 és 1gG2a) ellenanya-
gok kotGaktivitasanak tesztelésére. I:
H79 humén IgG1 (folyamatos vonal) és
humén IgGl-izotipuskontroll (szagga-
tott vonal) Kato-sejteken tesztelve; II:
H79 egér IgGl (folyamatos vonal) és
egér IgGl-izotipuskontroll (szaggatott
vonal) Kato-sejteken tesztelve; III:
HD70 (folyamatos vonal) és humén
IgGl-izotipuskontroll (szaggatott vonal)
Kato-sejteken tesztelve; IV: D7.2 (fo-
lyamatos vonal) és human IgGl-izoti-
puskontroll (szaggatott vonal) Kato-
sejteken tesztelve; V: M79-ellenanyag
(folyamatos vonal) és egér IgG2a-
izotipuskontroll (szaggatott vonal)
Kato-sejteken tesztelve; VI: Panorex
(folyamatos vonal) és egér IgG2a-
izotipuskontroll (szaggatott vonal)
Kato-sejteken tesztelve; VII: H79 hu-
mén IgG1 (folyamatos vonal) és humén
IgG1l-izotipuskontroll (szaggatott vonal)
17—-1A-transzfektélt CHO-sejteken tesz-
telve; VIII: H79 egér IgGl (folyamatos
vonal) és egér IgGl-izotipuskontroll
(szaggatott vonal) 17-1A-transzfektalt
CHO-sejteken tesztelve; IX: HD70 (fo-
lyamatos vonal) és humién IgGl-
izotipuskontroll (szaggatott vonal)
17—-1A-transzfektalt CHO-sejteken tesz-
telve; X: D7.2 (folyamatos vonal) és hu-
méan IgGl-izotipuskontroll (szaggatott
vonal) 17-1A-transzfektalt CHO-sej-
teken tesztelve; XI: M79 (folyamatos
vonal) és egér IgG2a-izotipuskontroll
(szaggatott vonal) 17-1A-transzfektalt
CHO-sejteken tesztelve; XII: Panorex
(folyamatos vonal) és egér IgG2a-
izotipuskontroll (szaggatott vonal)
17-1A-transzfektalt CHO-sejteken tesz-
telve. A VII-XII. dbrarészleteken olyan
kisérletek eredményeit is 4brazoltuk,
amelyekben a vizsgalat trgyit képez6
ellenanyagokat nem transzformalt
CHO-sejtekkel inkubaltuk, és azt kove-
téen mutattuk ki (pontozott vonal).

51Cr-felszabadulas mérésen alapuld, el-
lenanyagfiiggé sejtkdzvetitett citotoxi-
citasi vizsgalat eredményeit mutatjuk
be. A 51Cr-felszabadulas meghatiroza-
san alapul6é vizsgalathoz nem stimu-
lalt, human periférias véreredeti mo-
nonukledris sejteket (PBMC-ket;
5x105 sejtet) inkubaltunk — effektor-
sejtekként — jelolt célsejtekkel (2 6ran
at 51Cr-mal jelolt Kato-sejtekkel) kii-
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A 20. dbran

A 21. dbran
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16nb6z6 ellenanyag-koncentraciok
jelenlétében, 4 vagy 20 6ran 4t, 37 °C-
on. Megfelel6 nem kété izotipusokat
(h-IgG=human IgG1, m-lgG2a=egér
IgG2a) alkalmaztunk negativ kontrol-
lokként (H79=H79hulgG1). A specifi-
kus lizis mértékét a kdvetkezd képlet
szerint szamitottuk: (adott ellenanyag
alkalmazasaval végzett kisérletben
mért cpm)—(spontan felszabadulas
eredményezte cpm)/(maximalis felsza-
badulaskor mérhetd cpm)-(spontin
felszabadulds eredményezte cpm)
(cpm=count per minute, percenkénti
beiitésszam).

M79-ellenanyaggal (pozitiv kontroll)
megfestett egészséges human vastag-
bélszévet fénymikroszkopos képének
fényképe 14that6. Normalis nyalkahér-
tyaszovetbdl készitett 5 nm vastag
kriometszeteket az M79 egér ellen-
anyaggal (IgG2a) inkubaltunk (az el-
lenanyagot 10 pug/ml koncentriciéban
alkalmazva) pozitiv kontrollként. A ko-
t6dott egér ellenanyag kimutatdsat
peroxiddzzal konjugalt poliklonalis,
egér immunglobulinnal szemben ira-
nyuldé ellenanyag hozzaadasaval, és
karbazollal t6rténd festéssel végeztiik
(barna). A hatteret hemalaunnal festet-
tilk (kék). A fekete-fehér abrakon a
barna szinnek a s6tétsziirke (de nem fe-
kete), a kéknek a kdzepesen vilagos-
sziirke felel meg, amely eliit az egé-
szen vildgossziirke, egybemos6dé hat-
tértdl.

H79 jelzésii egér IgG1-ellenanyaggal
megfestett egészséges humin vastag-
bélszovet fénymikroszképos képének
fényképe lathato. Normalis nyalkahar-
tyaszovetbdl készitett 5 nm vastag
kriometszeteket a H79-ellenanyag
egér IgG-valtozatival inkubéltuk (az
ellenanyagot 10 pg/ml koncentricio-
ban alkalmazva). A kotddott egér
IgG1-ellenanyagok kimutatasat peroxi-
dézzal konjugilt poliklonalis, egér im-
munglobulinnal szemben irdnyulé el-
lenanyag hozzdadasaval, és karba-
zollal t6rténé festéssel végeztik (bar-
na). A hétteret hemalaunnal festettiik
(kék).

M79 (pozitiv kontroll) ellenanyaggal
megfestett huméan vastagbél-karci-
néma fénymikroszképos képének fény-
képe lathat6. Vastagbél-karcindémabol
készitett 5 nm vastag kriometszeteket
pozitiv kontrollként M79 egér ellen-
anyaggal (IgG2a) inkubaltunk (az el-
lenanyagot 10 pg/ml koncentraciéban

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

12

A 22. dbran

A 23. abran

A 24. abran

A 25. 4bran

alkalmazva). A kot6dott egér ellen-
anyagok kimutatasat peroxidazzal kon-
Jjugélt poliklonalis, egér immunglobu-
linnal szemben iranyuld ellenanyag
hozzdadaséaval, és karbazollal térténd
festéssel végeztiikk (barna). A hétteret
hemalaunnal festettiik meg (kék).

H79 egér 1gGl-ellenanyaggal megfes-
tett vastagbél-karcindma fénymikro-
szképos képének fényképe lithato.
Vastagbél-karcinoméabol készitett
5 nm vastag kriometszeteket a H79-
ellenanyag egér IgG1-valtozatival in-
kubaltuk (az ellenanyagot 10 pg/ml
koncentracioban alkalmazva). A kot6-
dott egér IgGl-ellenanyagok kimutaté-
sat peroxidédzzal konjugilt poliklona-
lis, egér immunglobulinnal szemben
irAnyuld ellenanyag hozzdadasaval, és
karbazollal torténd festéssel végeztiik
(bamma). A hatteret hemalaunnal festet-
tilk meg (kék).

egér IgG2a-izotipuskontrollal megfes-
tett egészséges human vastagbélszovet
fénymikroszképos képének fényképe
lathat6. Normalis nyélkahértyaszovet-
b6l készitett 5 nm vastag kriometsze-
teket negativ kontrollként semleges
egér IgG2a-ellenanyaggal inkubaltunk
(az ellenanyagot 10 pg/ml koncentra-
cidban alkalmazva). A kotGdott egér
IgGl-ellenanyagok kimutatdsat peroxi-
dazzal konjugdlt poliklonalis, egér im-
munglobulinnal szemben irdnyulé el-
lenanyag hozzdadésaval, és karbazol-
lal torténé festéssel végeztiik (bamna).
A hiétteret hemalaunnal festettiik
(kék).

IgGl-izotipuskontrollal megfestett
egészséges human vastagbélszovet
fénymikroszkopos képének fényképe
lathat6. Normalis nyélkahértyaszdvet-
bol készitett 5 nm vastag kriometsze-
teket negativ kontrollként semleges
egér IgGl-ellenanyaggal inkubaltunk
(az ellenanyagot 10 ug/ml koncentra-
cioban alkalmazva). A kot3dott egér
IgGl-ellenanyagok kimutatisat peroxi-
dazzal konjugalt poliklonalis, egér im-
munglobulinnal szemben irdnyul6 el-
lenanyag hozzaadasaval, és karbazol-
lal torténd festéssel végeztitk (barna).
A hatteret hemalaunnal festettiik meg
(kék).

egér IgG2a-izotipuskontrollal megfes-
tett human vastagbélkarcinoma-szévet
fénymikroszkopos képének fényképe
lathaté. Normalis nyalkahartyaszovet-
b6l készitett 5 nm vastag kriometsze-
teket negativ kontrollként semleges,
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A 27. abran
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egéreredetii IgG2a-ellenanyaggal inku-
baltunk (az ellenanyagot 10 pg/ml kon-
centracioban alkalmazva). A k6t3dott
egéreredetdi ellenanyagok kimutatisat
peroxiddzzal konjugélt poliklondlis,
egér immunglobulinnal szemben ira-
nyul6 ellenanyag hozzdadasaval, és
karbazollal torténé festéssel végeztiik
(barna). A hatteret hemalaunnal festet-
tik (kék).

IgGl-izotipuskontrollal megfestett hu-
man vastagbélkarcinéma-szovet fény-
mikroszkopos képének fényképe latha-
t6. Normalis nyalkahartyaszévetbdl ké-
szitett 5 nm vastag kriometszeteket ne-
gativ kontroltként semleges, egérerede-
tit IgG1-ellenanyaggal inkubaltunk (az
ellenanyagot 10 pg/ml koncentricio-
ban alkalmazva). A kot3dott egérerede-
ti ellenanyagok kimutatdsat peroxi-
dézzal konjugalt poliklonélis, egér im-
munglobulinnal szemben iranyulé el-
lenanyag hozzaadésaval, és karbazol-
lal torténd festéssel végeztiik (barna).
A hétteret hemalaunnal festettiik meg
(kek).

a human 17-1A antigénre specifikus
MT79 egér ellenanyag és ugyancsak az
emlitett antigénre specifikus H79 hu-
min ellenanyag epitépanalizisének
eredményeit mutatjuk be. Ellenanya-
gokat négyzetes elrendezésben memb-
ranra felvitt peptidekkel, kozelebbr6l
119, egyenként 13 tagu, egymashoz ké-
pest két aminosavval eltolt, Osszessé-
giikben a humén 17-1A antigén teljes
extracellularis aminosavszekvenciajat
atfed6 polipeptiddel inkubaltunk.
A peptideket C-terminalis végiikon,
kovalens médon Pep Spots membran-
hoz (Jerini Biotools, Berlin) kotottiik
ugy, hogy azok kiilonallé foltokat ké-
pezzenek. A kotédott egér M79-ellen-
anyagokat direkt eljarassal mutattuk ki
a Pep Spots membranon ugy, hogy a
membrént tormaperoxidazzal (horse
radish peroxidase, HPR) konjugilt,
egér immunglobulin elleni ellenanyag-
gal érintkeztettilk, majd a kotédott
ellenanyagokat kemolumineszcens el-
jarassal mutattuk ki. Az egyes foltok
esetében megfigyelhetd, csak a masod-
lagos ellenanyag reaktivitasanak ko-
szonhetd jeleket a Pep Spots membréan
kontrollfestésével tettiik lathatova. Az
els6sorban a 87. peptid esetében megfi-
gyelheté hattérfestédést figyelmen ki-
vill hagyva, a 38. és 95. peptidfoltok
az M79 egér ellenanyaghoz specifikus
moédon kot6dé foltokat képviseltek.
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Mivel a HRP-konjugilt, humén im-
munglobulin elleni masodlagos ellen-
anyag néhany peptidfolt esetében jelen-
t6s mértéki keresztreaktivitdst muta-
tott, a kot6dott H79 és HD70 human
ellenanyagok tesztelésére azokat a Pep
Spots membranrol elektrotranszferelja-
rassal blottmembranra vittiik at, majd
a fent emlitett humén immunglobulin
elleni masodlagos ellenanyaggal és
kemolumineszcenciaval mutattuk ki.
A H79 jelzési humén ellenanyag speci-
fikus kot6dését elsGsorban a 8., 11.,
13., 14., 59-60., 77. és 79. foltok ese-
tében észleltiikk; a HD70-ellenanyag
esetében azonban ko6tGdés nem volt ki-
mutathato.
A taldlmany szerinti megolddst az aldbbiakban
konkrét megvalositasi példdkon keresztiil kivanjuk
szemléltetni.

1. példa
A kombinatorikus ellenanyagkonyvtirak eléallitasa
és fagprezentacio

Humaén immunglobulin- (Ig-) kénnyilanc kényvta-
rat és Ig-nehézldnc Fd-DNS-fragmentum konyvtarat
RT-PCR-eljérassal éllitottunk elé kappa-, lamda- és
Fd-delta-specifikus lancindité oligonukleotidkombina-
ciok alkalmazasaval, négy humén donortl szirmazo,
periférids véreredetli limfocitdkbol (, peripherial blood
lymphocytes”, PBL) és tiz huméan donor csontvel6min-
taibol izolalt teljes RNS alapjan, Chomczynski eljarasa
szerint [Analytical Biochemistry 162, 156 (1987)].
c¢DNS-t ismert eljarasok szerint szintetizaltunk [Samb-
rook: Cold Spring Harbor Laboratory Press, méasodik
kiadas (1989)].

A kovetkezd, a nehézlancfragmentumok esetében
5°-végi Xhol és 3’-végi Spel, a konnyilancok esetében
5’-végi Sacl és 3’-végi Xbal felismerGhelyeket eredmé-
nyezd lancindité oligonukleotidkombindcidkat valasz-
tottuk.

A delta-Fd ¢cDNS-fragmentumok PCR-amplifika-
cidjdhoz 6t kiillonb6z6 5°-VH-csalad-specifikus lanc-
indit6t kombinaltunk egy 3’-CH1-delta lancinditoval;
a kappa (K) koénnyilanc-fragmentumok PCR-ampli-
fikacidjdhoz ot kilonbozé 5°-VK-csalad-specifikus
lancindit6t kombinaltunk egy 3’-CK lancinditoval, és
a lambda (L) konny{ldnc-fragmentumok PCR-amp-
cifikus lancinditot kombinaltunk egy 3’-CL lancindi-
toval.

Az Fab-DNS-fragmentumok amplifikacidjara alkal-
mazott lancindité oligonukleotidkombinAcidkat az alab-
bi, 1. tiblazatban mutatjuk be (5’3’ irdnyban).

Az amplifik4cids reakciét a kovetkezé PCR-prog-
ram szerint végeztiik ;

Negyven 40 cikluson &t, denaturicio 94 °C-on
15 masodpercig; lancinditd hibridizaltatas 52 °C-on
50 masodpercig; és lancnévelés 72 °C-on 90 mésodper-
cig; majd egy utols6 lancndvelés 72 °C-on, 10 percig.
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1. tablézat
A PCR-reakcidban az alabbi lancindit6
oligonukleotidkombinéciékat alkalmaztuk

Nehézlénc Fd-fragmentum:

5°-végi lancindité oligonukleotidok :

VHL1,3,5,7: AGGTGCAGCTGCTCGAGTCTGG;

VH2: CAG(AG) TCACCTTGCTCGAGTCTGG;

VH4: CAGGTGCAGCTGCTCGAGTCGGG;

VH4B: CAGGTGCAGCTACTCGAGTGGGG;

VH6: CAGGTACAGCTGCTCGAGTCAGG.

3’-végi lancindit6 oligonukleotid :

CD1: TGCCTTACTAGTCTCTGGCCAGCGGAA-
GAT.

Kappa-ldnc-fragmentum:

5’-végi lancindito oligonukleotidok ;

VK1: GAGCCGCACGAGCCCGAGCTCCAGATG-
ACCCAGTCTCC;

VK3: GAGCCGCACGAGCCCGAGCTCG-
TG(AT)TGAC(AG)CAGTCTCC;

VK2/4: GAGCCGCACGAGCCCGAGCTCGTGAT-
GAC(CT)CAGTCTCC;

VK5: GAGCCGCACGAGCCCGAGCTCACACTCA-
CGCAGTCTCC;

VK6: GAGCCGCACGAGCCCGAGCTCGTGCTGA-
CTCAGTCTCC.

3’-végi lancindit oligonukleotid:

CKID: GCGCCGTCTAGAATTAACACTCTC-
CCCTGTTGAAGCTCTTTGTGACGGGCGAAC
TCAG;

Lambda-lanc-fragmentum:

5’-végi lancindité oligonukleotidok :

VL1: AATTTTGAGCTCACTCAGCCCCACG;

VL2: TCTGCCGAGCTCCAGCCTGCCTCCGTG;

VL3: TCTGTGGAGCTCCAGCCGCCCTCAGTG;

VL4: TCTGAAGAGCTCCAGGACCCTGTTGTG-
TCTGTG;

VL5: CAGTCTGAGCTCACGCAGCCGCCC;

VL6: CAGACTGAGCTCACTCAGGAGCCC;

VL7: CAGGTTGAGCTCACTCAACCGCCC;

VL8: CAGGCTGAGCTCACTCAGCCGTCTTCC.

3’-végi lancindité oligonukleotid :

CL2: CGCCGTCTAGAATTATGAACATTCTG-
TAGG.

450 ng kappa-kénnytlanc-fragmentumot ligaltunk
(Sacl- és Xbal-emésztést kovetGen) 1400 ng pComb3H-
fagemiddel (amelyet el6z6leg Sacl- és Xbal-enzimekkel
emésztettiink; nagy DNS-fragmentum), amely utdbbi
pComb3-fagemidbg] [Barbas: Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 88, 7978 (1991)] szarmazott, amelyben a
nehézlancpoziciét mar a 17—1A-protein extracellularis
része ellen irdnyulé M79 jelzést kiméra egér ellenanyag
Fd-fragmentuma (human IgG1 CH1-régi6t tartalmazo
fragmentum) foglalta el (a pComb3H kl6nozé helyeit
lasd az 1. 4bran).

A fentiek szerint kapott kombinatorikus ellenanyag
DNS-kényvtérat elektroporacios eljarassal (2,5 kV,
0,2 cm réstavolsaga kiivetta; 25 FD, 200 Ohm; Biorad
gene-pulser) 300 pl, elektrokompetens E. coli XL1-
Blue-szuszpenzio sejtjeibe juttattuk; a fenti modon el-
Jjarva 4x107 fiiggetlen klont tartalmazé génkonyvtarat
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nyertiink. Egyords expresszaltatist kovetSen pozitiv
transzformansokat szelektaltunk a pComb-vektor 4ltal
kédolt karbenicillinrezisztencia alapjén. A fenti adapta-
ci6t koveten, ezeket a klénokat 1 x 1012 VCSM13 segi-
t6 fagrészecskével fertGztiik, mialtal olyan filamenté-
zus M13-fagok termel8dését és szekretalodasat értiik
el, amelyek mindegyike egyetlen human kénnydlancot
és a kiméra M79-ellenanyag Fd-szegmensét magaban
foglal6 egyszalia pComb3H-DNS-t tartalmazott, és ame-
lyek a megfeleld Fab-fragmentumokat a fgfelszinen Jje-
lenitették meg (prezentaltak) III. fagburokprotein ferts-
zést nem kozvetitd részével transzlicidsan fuzionaltat-
va (fagprezentécio); (14sd 2. 4bra).

Ezt, a klénozott Fab-repertodrt hordozé faggén-
konyvtarat a tenyészet feliilisz6jabol PEG8000/NaCl-
precipitacioval és centrifugaldssal kinyertiik, 1% BSA-

]tartalmazé TBS-pufferben szuszpendaltuk, és 96 lyu-

ki ELISA-lemezeken immobilizalt rekombindns
$17-1A antigénnel inkubéltuk. s17-1A antigént a szak-
irodalomban ismertetettek szerint allitottunk eld
[Mack: Proc. Nat. Acad. Sci. USA 92, 7021 (1995)].
A célantigénhez specifikus médon nem kitdétt Fab-fa-
gokat 0,5% Tweent tartalmazé TBS-pufferrel, tizet el-
€r6 szdm mosési 1épés alkalmazésaval tavolitottuk el.
A kot6d8 Fab-fagokat HCI-Glicin-pufferrel (pH=2,2)
eludltuk, majd az eludtum 2 mol/l Tris-pufferrel
(pPH=12) torténd neutralizldsat kovetden, azzal j,
még nem fert6zott E. coli XL1-Blue-tenyészetet fertdz-
tink. Antigénk6td Fab-fragmentumokat kédold
pComb-fagemidkopiakkal sikeresen transzdukalt sejte-
ket karbenicillinrezisztencia alapjan szelektaltunk,
VCSM13 segit6 faggal fertéztiink, majd megkezdtitk
az ellenanyag-prezentaltatas és in vitro szelekci6 maso-
dik szakaszat.

Miutin az antigénkotd Fab-fagok termeltetését és
szelekci6jat 6tszor megismételtiik, a szelektalt Fab-re-
pertodrt tartalmazo plazmid-DNS-eket izol4ltuk.

Szolubilis Fab-proteineket Ugy nyertiink, hogy a
gén-III DNS-fragmentumot a plazmidokbél kivagtuk,
ezdltal az Fd-nehézlanc-szegmens és a gén-Ill-protein
kozti transzlaciés fiziot megsziintettitk. Miutdn a plaz-
mid-DNS-eket djbol ligaltuk, ezzel a plazmid-DNS
készlettel 100 pl, hdsokk-kezeléssel kompetenssé tett
E. coli XL1-Blue-tenyészetet transzformaltunk, és a sej-
teket karbenicillinnel (Carb) kiegészitett LB-agarleme-
zekre oltottuk ki. Kiil6nallé telepeket oltottunk 4t 10-
10 ml, 20 mmol/l MgCl,-ot tartalmazé LB-Carb-
tipkozegbe, és hat ora elteltével Fab-expressziét indu-
kaltunk 1 mmol/l izopropil-B-D-tiogalaktozid (IPTG)
hozzaadasaval. Az in vitro szelekciot és a szolubilis
Fab-fragmentumok expresszaltatasit Burton eljarésa
szerint végeztiik [Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88 10134
(1991)]. A sejteket 20 éra mulva Osszegylijtottiik;
periplazmatikus extraktumot készitettiink ugy, hogy a
készitmény fagyasztasat (etanol/szérazjég agyon) és ol-
vasztésat (37 °C-on) négyszer ismételtiik, majd azt
ELISA-eljarassal teszteltiik 17— 1A antigénhez k6t3d6
Fab-fragmentumok jelenlétére. Huszonhét klénbél
23 mutatott kotdaktivitdst. Szekvenalast kovetben, a
legerGsebb jelet ad6 két klonrél (lasd 3. 4dbra) megéllapi-

]
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tottuk, hogy azok azonos kappa-lancokat tartalmaznak,
¢s ezt a lancot k8-lancnak neveztiik; (lasd 6. bra).

Ezutén, ezt a hum4n k8-kappa-léncot alkalmaztuk a
humén Ig-delta-nehézlanc-készlet kotdpartnereként;
2250 ng humén delta-nehézlénc Fd-DNS-fragmentu-
mot ligaltunk (Xhol- és Spel-emésztést kovetden)
7000 ng, a kénnyilancpozicidban a k8-DNS-fragmentu-
mot tartalmazé pComb3H-fagemidvektorral (amelyet
el6z6leg Xhol- és Spel-enzimekkel emésztettiink; nagy
DNS-fragmentum).

A k8-kénnyilanccal torténé kombinaltatist kive-
téen, a 17—1A antigénhez specifikus médon két3dé ne-
hézlinc varidbilis régick klénozasara legel6nyosebb-
nek tiint a humén delta-lanc-repertodr alkalmazasa. Del-
taldncok csak érett, naiv, valamint sajét antigénre speci-
fikus anergids B-sejtekben termelédnek, amelyek még
nem mentek 4t proliferacion, vagy egyaltalén nem fog-
nak proliferdlodni; ezért, azok nehézlanc-repertoarja-
nak diverzitdsa nagyobb fokd, mint mas immunglo-
bulin-izotipusok repertoérjaé, és azokban az egyes spe-
cifitisok szdma kisebb, mint egyéb immunglobulin-
izotipusok repertoarjaban.

A pComb-vektorba klénozott k8-delta-Fd-frag-
mentum konyvtarat 6t részletben, elektroporécios elja-
rassal (2,5 kV, 0,2 cm réstivolsagu kiivetta; 25 FD,
200 Ohm), dsszesen 1500 ul térfogata E. coli XL1-
Blue-tenyészet sejtjeibe juttattuk, misltal 1,1x10° fiig-
getlen klont kaptunk.

A fenti kombinatorikus ellenanyagkonyvtar in vitro
szelekci6jat a humén kénnytlanc-repertodr esetében is-
mertetettek szerint végeztiik. Négyszeri dusitdst kove-
téen, szolubilis Fab-fragmentumokat 4llitottunk el
nyolc kl6nbél.

A periplazmatikus készitményeket ELISA-eljaras-
sal teszteltiik. A klonok egyikénél erGs antigénkotd akti-
vitdst tapasztaltunk (l4sd 4. abra). Ezt a klént D4.5-
klénnak neveztiik, és az F d-delta-fragmentumnak
megfelel6 DNS-t reverz delta-CH1-specifikus lancindi-
t6 oligonukleotid alkalmazasaval szekvendltuk (lasd
7. ébra).

Tovabbi dusitisokat kovetéen, még egy s17—1A-
kot6 Fab-fragmentumot izolaltunk; az ennek megfelels
klén jelenlétét elGszor a hetedik désitasi 1épésnél észlel-
tik, és az az ELISA-tesztben lényegesen gyengébb je-
let eredményezett, mint a D4.5-ki6n (l4sd 4. abra). Ezt
aklont D7.2-klénnak neveztiik, és annak DNS-szekven-
zasdval hatéroztuk meg (l4sd 8. 4bra).

Tovabbi kénnydlancpartnerek izolalisara, amelyek
a D4.5-klon delta-nehézlanc Fd-fragmentuméval kom-
bindlédva 17-1A-specifikus Fab-fragmentumokat ered-
menyeznek, olyan kisérletet végeztiink (.. reshuffling
experiment”), amelynek sordn ujabb, véletlenszeri
kombindcidkat hoztunk létre.

Négyszazotven (450) ng human kappa-konnydlanc-
fragmentumot és 450 ng humén lambda-kénnytilanc-
fragmentumot (mindkettGt Sacl- és Xbal-enzimekkel
torténS emésztést koveten) 1400 ng olyan pComb3H-
fagemiddel ligéltunk (szintén Sacl- és Xbal-enzimek-
kel torténé emésztést kdvetben; nagy DNS-fragmen-
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tum), amelyben a nehézlancpoziciét mar a D4.5-Fd-
fragmentum foglalta el.

Az ily médon kapott kombinatorikus ellenanyag-
kényvtdrakat (kappa és lamda) elektroporacids eljaras-
sal (2,5 kV, 0,2 cm réstavolsagi kiivetta; 25 FD,
200 Ohm; Biorad gene-puiser) 300 pl térfogata elekt-
rokomponens Escherichia coli XL1 -Blue-tenyészet sejt-
jeibe (az XL1-Blue-sejtek beszerezhetk a Stratagene
cégtdl) juttattuk; a fenti médon eljarva a kappa-
konyvtar esetében 0,5x107, a lambda-kényvtar eseté-
ben pedig 1,4x107 fiiggetlen kiént tartalmazéd gén-
kdnyvtarat nyertiink. Miutan egy orat hagytunk a fenoti-
pus kifejez8désére, pozitiv transzforméansokat szelektal-
tunk a pComb-vektor 4ltal kodolt karbenicillinrezisz-
tencia alapjin. A fenti adaptaciét kovetden, ezeket a
klonokat 1x1012 VCSM13 segit§ fagrészecskével fer-
t6ztiik, mialtal olyan filamentozus M13-fagok termel8-
dését és szekretalodasat értiik el, amelyek mindegyike
egyetlen human kénnytlancot és a D4.5-klén nehéz-
linc Fd-szegmensét magaban foglalo egyszala
pComb3H-DNS-t tartalmazott, és amelyek a megfelels
Fab-fragmentumokat a fagfelszinen jelenitették meg
(prezentaltak) III. fagburokprotein-fert6zést nem kézve-
titd részével transzlaciésan fuzionaltatva.

A klénozott Fab-repertodrokat (kappa és lambda)
hordozo figgénkonyvtirakat PEG8000/NaCl-precipita-
cibval és centrifugildssal a tenyészetek felillisz6jabol
kinyertiik, 1% BSA-t tartalmazé TBS-pufferben szusz-
pendaltuk, és 96 lyukti ELISA-lemezeken immobilizalt
rekombindns s17-1A antigénnel inkubéltuk. A célan-
tigénhez specifikus médon nem kotddott Fab-fagokat
0,5% Tween-detergenst tartalmazé TBS-pufferrel, tizet
elérd szami mosési 1épés alkalmazésaval tavolitottuk
el. Mindkét génkonyvtarbél (kappa és lambda) szirma-
20 kdt6ds fagokat HCI-Glicin-pufferrel (pH=2,2) elual-
tuk, majd az eludtum 2 mol/l Tris-pufferrel (pH=12)
torténd neutralizaldsat kovetden, azzal ij, még nem fer-
t6zott E. coli XL1-Blue-tenyészetet fertGztink. Anti-
2énkoté Fab-fragmentumokat kodold pComb-fagemid-
kopidkkal sikeresen transzdukalt sejteket karbenicillin-
rezisztencia alapjan szelektaltunk, VCSM13 segitd
féggal fertGztiink, majd megkezdtiik az ellenanyag-pre-
zentéltatas és in vitro szelekci6 méasodik szakaszat.

Miutdn az antigénko6td Fab-fagok termeltetését és
szelekciGjat magédban foglald eljarast étszor ismétel-
tik, az egyes disitési Iépéseket kovetben a szelektalt
Fab-repertoart tartalmazé plazmid-DNS-eket izol4l-
tunk.

Szolubilis Fab-proteineket tgy nyertiink, hogy a
gén-III DNS-fragmentumot a plazmidokbol kivagtuk,
eziltal az Fd-nehézlanc-szegmens és a gén-Ill-protein
kozti transzlacios fiziét megsziintettiik. Miutén a plaz-
mid-DNS-eket jbél ligaltuk, ezzel a plazmid-DNS
készlettel 100 pl, hdsokk-kezeléssel kompetenssé tett
E. coli XL1-Blue-tenyészetet transzformaltunk, és a sej-
teket karbenicillinnel (Carb) kiegészitett LB-agarleme-
zekre oltottuk ki. Kiilonallo telepeket oltottunk 4t 10-
10 ml, 20 mmol/l MgCl,-ot tartalmazé LB-Carb-
tipkozegbe, és hat 6ra elteltével Fab-expressziot indu-
kéltunk 1 mmol/l izopropil-B-D-tiogalaktozid (IPTG)
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hozzéadésaval. A sejteket 20 éra milva oOsszegylijtot-
tiik; a készitmény ismételt fagyasztasaval és olvasztésa-
val periplazmatikus extraktumot készitettiink, majd azt
ELISA-eljaréssal teszteltiik s17—-1A antigénhez kot6d6
Fab-fragmentumok jelenlétére.

Osszesen, 45 kappa- és 45 lambda-génkonyvtar-
eredeti — elsésorban az 6todik, de kisebb mértékben
més disitasi 1épésekbél is szarmaz6 — klont teszteltiink
a 17-1A antigénhez torténd kotédésre. Csak egyetlen,
az otodik dusitési 1épést kovetben észlelt klon — a k5.1-
kién (kappa-génkonyvtarbol szarmazéd kién) — eseté-
ben tapasztaltunk kotGaktivitast (I4sd 5. abra). A k5.1-
klén kappa-V-régi6janak DNS-szekvenciajat meghata-
roztuk (l4sd 9. 4bra).

2. példa

Balteridlis expresszio E. coli XL1-Blue-sejtekben

Amint azt az 1. példiban emlitettiik, egy kénnyilan-
cot és egy nehézlinc Fd-szegmenst tartalmazé
pComb3H-vektorral transzformélt E. coli XL1-Blue-
sejtek a gén-III-fragmentum kihasitisat és IPTG-rea-
genssel torténd indukci6t kivetden megfeleld mennyi-
ségli szolubilis Fab-fragmentumot termelnek. A nehéz-
lanc Fd-fragmentum és a kénnyiildnc a periplazmatikus
térbe jut, ahol azok funkcionalis Fab-fragmentumokk4
¢épiilnek Gssze.

Ahhoz, hogy megfeleldbb periplazmatikus készit-
ményeket kapjunk, a sejteket 20 mmol/l MgCl,-dal ki-
egészitett SB-tapkozegben tenyésztettiik, és illepitést
kovetGen PBS-ben szuszpendaltuk. Miutin azokat
—70 °C-on négyszer fagyasztottuk, és a fagyasztasokat
kovetden 37 °C-on olvasztottuk, a baktériumok kiilsé
membranjit hésokk-kezeléssel roncsoltuk, ezaltal a szo-
lubilis periplazmatikus proteinek, koztiik az Fab-frag-
mentumok feliiliszoba torténd kiszabadulasat idéztiik
el6. Miutén az ép sejteket és sejttérmelékeket centrifu-
galassal eltavolitottuk, az Fab-ellenanyag-fragmentu-
mokat tartalmazé feliiluszét osszegy(ijtottik, és azt to-
vabbi vizsgalatokban alkalmaztuk.

ElSszor, a k8§—D4.5-Fab- és k5.1-D4.5-Fab-frag-
mentumokat tartalmazé periplazmatikus készitménye-
ket immobilizalt s17-1A antigénhez torténd kotédésre
teszteltiik; mindkét készitmény esetében erds kotddést
tapasztaltunk (lasd 1. példa).

Immobilizdlt s17-1A antigénhez kotédott
k8-D4.5-Fab- és k5.1-D4.5-Fab-fragmentumok kimu-
tatdsat poliklonalis, biotinezett, huméan kappa-kénnyi-
lanccal szemben iranyulé ellenanyag (1 pg/ml, PBS-
ben) alkalmazisival, majd tormaperoxidéz-konjugalt
Avidine (1 pg/ml, PBS-ben) hozziad4saval végeztiik.
A jelet 2,2 azino-bisz(3-etil-benztiazolin-6-szulfonsav)
reagenst és Na-perboritot tartalmazé szubsztratoldat
hozzaadasaval hivtuk el8, és a szubsztrat atalakuldsat
405 nm hulldmhosszon mértiik.

A két 17-1A-pozitiv humén Fab-fragmentum
(k8-D4.5-Fab és k5.1-D4.5-Fab) kotddését Kato-sej-
tekhez (egy 17-1A antigént expresszilé gyomorkarci-
néma-sejtvonalhoz), 17—1A-transzfektalt CHO-sejtek-
hez (CHO/17-1A) és nem transzfektalt CHO-sejtek-
hez szintén a periplazmatikus készitmények alkalmaza-
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saval teszteltik. Transzfektalt CHO-sejtvonalakat ugy
allitottunk el6, hogy a 17-1A antigén, mas néven
GA733-2 [Szala: Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87, 3542
(1990)] teljes aminosavszekvenci4jat kodols DNS-frag-
mentumot a pEF-DHFR eukaridta expresszios vektor-
ba [Mack: Proc. Nat. Acad. Sci. USA 92, 7021 (1995)]
szubklénoztuk, ismert eljarasok szerint [Sambrook:
»Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, 2. kiadas,
Cold Spring Harbour, NY (1989)]. A kapott plazmidot
Ndel-enzimmel lineariziltuk, és DHFR-deficiens
CHO-sejtekbe transzfektaltuk, ahol azok stabil médon
expresszalodtak. A transzmembrin 17-1A antigén exp-
resszijat lépcsdzetes génamplifikicioval fokoztuk,
amelyet novekvd koncentracioja DHFR-inhibitor,
Methotrexat (MTX) hozzaad4séval valtottunk ki ugy,
hogy a kisérlet végén 500 mol/l DHFR-koncentréciét, a
megel6z6 1épésekben pedig 20 mol/l, és 100 mol/l
DHFR-koncentraciokat alkalmaztunk [Kaufmann: Me-
thods Enzymol. /85, 537 (1990)].

Kétszazezer (200 000) sejtet (Kato-, CHO/17—1A-
vagy CHO-sejtet) inkubéltunk a két6 vagy nem kété
Fab-fragmentumokat tartalmazé periplazmatikus készit-
mények egyikével, majd biotinezett, poliklonalis, hu-
méan kappa-konnytilanccal szemben iranyul6 ellen-
anyag (20 pg/ml, PBS-ben) és FITC-konjugalt Strep-
tavidine jelenlétében. Jelolt sejteket dramlasos citomet-
ridval analizéltunk.

A k8-D4.5-Fab- és k5.1-D4.5-Fab-fragmentu-
mokat tartalmazo periplazmatikus készitmények jél ki-
vehetS jeleket eredményeztek a nem kot (semleges)
periplazmatikus készitményekhez (negativ kontrollok-
hoz) képest, de nem észleltiink festddést a nem transz-
fektdlt CHO-sejteken, ami arra utal, hogy a frag-
mentumok 17-1A antigénre specifikusak. Az M79 jel-
zésd anti-17-1A ellenanyagot [Gottlinger: Int. J. Can-
cer 38, 47 (1986)] alkalmaztuk pozitiv kontrollként a
17-1A antigént expresszalé sejtek pozitivitisanak iga-
zolaséra, és egy egéreredetii IgG2a-ellenanyagot alkal-
maztunk izotipuskontrollként (Iasd 10. és 11. abrak).

3. példa

Eukaridta expresszio CHO-sejtekben

Baktériumok éltaldban nem képesek teljes funkcio-
nalis immunglobulinok termelésére, bar funkcionalis
Fab-fragmentumokat expresszalnak.

Ahhoz, hogy teljes funkcionalis immunglobuli-
nokat éllithassunk eld, emlGssejteket kellett alkalmaz-
nunk, ezért, a k8-kénnydlancot és a D4.5-kl6n nehéz-
lanc varidbilis doménjat eml6s expresszi6s vektorokba
szubklénoztuk.

a) Konnyilancok (k8 és k5.1): Megfeleld termind-
lis restrikcios helyeket ugy hoztunk létre, hogy a k8 és
k5.1 jelzést DNS-fragmentumokat PCR-eljérassal mo-
dositott forméban amplifikaltuk, midltal olyan kappa-
fragmentumokat kaptunk, amelyek 5’-végiikén
Bsu361-helyet, 3’-végiikon Sall- és Notl-helyeket tar-
talmaztak. Ezeket a fragmentumokat Bsu361- és Notl-
enzimekkel emésztett BSPOLL-plazmidba szubklénoz-
tuk, ezaltal a fragmentumhoz emlGseredetii vezet3szek-
vencidt adtunk hozz4; és a kapott fragmentumokat szek-
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venaltuk, hogy a PCR-eljérassal esetleg létrehozott mu-
taciok eléforduldsat kivédjiik.

EcoRI- és Sall-enzimek alkalmazisival a k8- és
k5.1-fragmentumokat a BSPOLL-plazmidbél kivagtuk,
és a pEF-ADA eukariéta expressziés vektorba (lasd
12. 4bra) szubklonoztuk, amely utébbit a pEF~DHFR
expresszis vektorbdl [Mack: Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 92, 7021 (1995)] szarmaztattunk igy, hogy abban
az eger dihidrofoldt-reduktéz (DHFR) enzimet kédold
cDNS-t egér adenozin-dezaminaz (ADA) enzimet ko-
dolé cDNS-sel helyettesitettiik.

Mindegyik koénnydlanc (k8 és k5.1) esetében 107
CHO-sejtet transzfektaltunk 100 pg linearizalt plazmid-
DNS-sel, majd a sejteket az expresszids vektor altal ko-
dolt adenozin-dezamindz (ADA) aktivitisra szelektald
koriilmények mellett tenyésztettik, Taléls ADA-pozitiv
sejteket tenyésztettiink, hogy azokat tjbél transzfektal-
Juk, ezittal a D4.5- vagy D7.2-klén-eredetdi varidbilis
domént hordoz6 nehézldncokat kédolé DNS-sel.

b) Nehézlanc D4.5 varibilis domén: a D4.5-klén-
eredet delta-Fd-fragmentumbél a variabilis régiot
PCR-¢ljarassal médositott formaban amplifikaltuk, mi-
altal olyan fragmentumokat kaptunk, amelyek mindkét
végiikon Bsu361 restrikciés felismerhelyet hordoztak.
A kapott V-D4.5 DNS-fragmentumokat a fenti restrik-
cids helyek alkalmazdsival a pEF-DHFR eukarita
expresszi6s vektorba szubklénoztuk, amely mér euka-
ribta vezetGszekvenciat és human IgG1-nehézlanc
konstansrégiot kodoléo DNS-fragmentumot tartalmazott
(lasd 13. dbra). A fenti médon eljarva, a D4.5 nehéz-
lanc varidbilis régiot a vezetBszekvencia és a nehéz-
lanc-konstansrégié koézé inszertaltuk. A varidbilis ré-
giot szekvendltuk, és a teljes klént H79V-D4.5 hu
IgG1-klénnak neveztiik.

A késbbbi szovetfestési kisérletekhez, a human
IgG1-nehézlanc konstansrégiot az egér IgG1-nehézlanc
konstansrégioval helyettesitettiik, Xbal-klénozo hely al-
kalmazaséval. Az igy kapott plazmidot H79V—-D4.5 M
IgG1-plazmidnak neveztiik.

A D4.5-nehézldnc humén és egér IgG1-valtozataval
107, a k8-konnyiilancot mar expresszalé CHO-sejtet
transzfektdltunk. Ezenfeliil, a humén IgG1-valtozattal a
k5.1-kénnylildncot expresszalé CHO-sejteket is transz-
fektdltunk. A nehézlanc-transzfekcids kisérletekhez 100-
100 pg linearizélt plazmid-DNS-t alkalmaztunk.

A D7.2-klén-eredetii nehézlénc Fd-fragmentum va-
ridbilis régiéjat pEF—DHFR-vektorba is szubklénoz-
tuk, mialtal a VD4.5-fragmentumok esetében ismerte-
tettekhez hasonlé médon, human IgG1-nehézlancot
expresszalé plazmidot kaptunk. Ezzel az expresszids
plazmiddal a k8-kénnydlancot mdr expresszalé CHO-
sejteket transzfektaltunk, a H79V-D4.5 hu IgG1-plaz-
middal kapcsolatban m4r leirtak szerint.

A transzfektalt sejteket ADA- és DHFR-aktivitisra
szelektaltuk, a szakirodalomban ismertetettek szerint el-
Jarva [Kaufman: Methods in Enzymol. 185, 537 (1990)}.

A kapott sejtvonalakat H79—hulgG1-
(VD4.5hulgG1-k8), H79-MIgGl- (VD4.5MIgG1-k8),
D7.2- (VD7.2hulgG1-k8) és HD70-
(VD4.5hulgG1-kS5.1) vonalaknak neveztiik.
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Négy killonboz3, a négy anti-17-1A ellenanyag
egyikét termel6, haromnapos, 30 ml térfogati egyréte-
gl sejttenyészet (H79-~hulgGl, H79-MIgG1 D7.2 és
HD70) feliiliszojat ELISA-eljarassal teszteltiik immo-
bilizdlt s17—1A antigénhez torténd kotédésre. A D7.2-
tenyészettdl eltéréen, amely gyenge ELISA-jelet adott,
a hérom miésik ellenanyag er8s jelet eredményezett,
amely az M79 egér ellenanyag kotaffinitasanak megfe-
lelé nagységrendbe esett.

Ellenanyagok nagy mennyiségben torténé eldallita-
sat gorgd palackokban végeztiik, 500 ml tipkozeg alkal-
mazasaval.

A H79-hulgG1-, D7.2- és HD70-¢llenanyagokat pro-
tein-A affinitisos oszlopon tisztitottuk. A H79-MlgGl1-
ellenanyagot antiegér-IgG affinitisos kromatografiaval
tisztitottuk.

A rekombindns ellenanyagok tisztasigat
SDS—-PAGE-eljérassal ellendriztiik, és azok molekula-
tomegét a fenti eljarassal hatdroztuk meg, redukald és
nem-koriilmények mellett (14. és 15. abrak).

A proteintisztitist és SDS—PAGE-eljarast ismert
médszerek szerint végeztiik.

4. példa

A H79- és HD70-ellenanyagok funkciondlis anali-
zise

IV.1. Tesztelés immobilizalt antigénen

Humén és egéreredetii IgG1-valtozatot expresszalé
transzfektansok 30 ml térfogata egyrétegii sejttenyésze-
tének felilliszojat, valamint a megfelels tisztitott
ellenanyagokat ELISA-eljarassal teszteltiik immobili-
zélt s17-1A antigénhez torténd kotGdésre, és az ered-
ményeket egér M79 anti-17—- 1A ellenanyagok vizsgala-
tinak eredményeivel hasonlitottuk &ssze.

A kimutatast a 2. példaban ismertetettek szerint vé-
geztiik.

A H79-ellenanyagok (hulgG1l- és MIgG1-véltoza-
tok) és a HD70-ellenanyag igen hasonlé kétGaffinitast
mutatott, amely az M79 egér ellenanyag kétGaffinitisa-
nak megfelel6 nagysagrendbe esett.

IV.2. Affinitdsmeghatirozasok

Felszini plazmonrezonancia-méréseket végeztiink
BIACORE2000-késziilék alkalmaziséval (Biacore AB,
Freiburg, Németorszig). Rekombinans szolubilis 17—1A
antigén immobilizéldsat az egyes dramlési kamrakban, és
a kolcsonhatds analizélésat automatikus moédon, BIA-
CORE2000-késziilékben végeztitk. Az antigént kovalens
médon CMS-szenzorchiphez kétottiik az elsédleges ami-
nocsoportokon keresztiil. Miutén a karboxilezett dextran-
matrixot oly médon aktivaltuk, hogy mind a négy aramla-
si kamrdn keresztiil egyetlen alkalommal 80 pl, 0,1 mol/l
N-hidroxi-szukcinimid/ 0,4 mol/l N-etil-N’-(3-dimetil-
aminopropil)-karbodiimid (NHS/EDC9) ésszetételi olda-
tot dramoltattunk 4t, a késziilékbe s17—1A antigént injek-
taltunk [60 pg/ml, 10 mmol/l nétrium-acetit-pufferben
(pH=4,7)], mikozben az 1., 2., 3. és 4. 4ramlési kamrakat
egymast utin az dramlas Gtjdba iktattuk. A 17—1A an-
tigén eltérd érintkezési ideje az aktivalt felszinnel koriilbe-
lil 2500 rezonanciaegységet (RU) eredményezett
(RU9 az 1. dramlési kamraban; 14 000 RU a 2. ramlési
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kamréban; 780 RU a 3. dramlési kamréban; és 290 RU a
4. aramlési kamréban). A feleslegben 16v5 aktivalt ész-
tereket Ggy blokkoltuk, hogy 85 ul, 1 mol/ etanol-amint
(pH=5) injektAltunk mind a négy dramlési kamrén keresz-
till. A kotédésvizsgalati kisérleteket 25 °C-on végeztiik,
az alabbi Osszetételli pufferben: 10 mmol/l HEPES:;
150 mmol/1 NaCl; 3 mmol/l EDTA; és 0,005% P20-sur-
factant (feliiletaktiv anyag) (pH=7,4). Az ellenanyagok
kot8dési kinetik4jat immobilizlt rekombinans 17—1A an-
tigén vonatkozaséban oly médon hatéroztuk meg, hogy
0,5-2 pmol/l koncentrécidju ellenanyagmintékat injektal-
tunk a kamrékba. Az egyes futtatdsok kézt a szenzor-
chipet az alibbi Gsszetételd pufferrel regeneraltuk :
100 mmol/l glicin; 500 mmol/l NaCl; 0,005% Tween
(pH=3). Az asszoci4cids- és disszociaciossebesség-kons-
tansokat (Kon és Koff) a Biacore AB cégtdl szarmazo
BIA-értékeld programcsomaggal analizaltuk, Karlsson 4l-
tal lefrtak szerint [J. Immunol. Meth. /45, 229 (1991)].

Az affinitdsmeghatarozast két kisérletsorozatban vé-
geztiik (1. sorozat: M79, H79; D7.2, Panorex; 2. soro-
zat: Panorex; HD70); az egér Panorexet belsd referen-
ciaként a 2. sorozatba is beiktattuk.

A D7.2 Kp-értéke a kimutathatosag szintje, azaz
10-4 mol/] alatt maradt, ezért azt a 2. tablazatban nem
tiintettiik fel.

2. tablazat
Az alabbi tiblazatban human és a megfeleld egér
17-1A ellenanyagok K-, K- és K gértékeit

foglaltuk 6ssze
Ellenanyag Kon Kog [s71] Kp [M]
[M-1s1]

1. sorozat:

egér M79 6,0x104 | 4,5x10-2 | 7,5x10-7
humén H79 2,1x104 | 7,2x10-3 | 3,4x10-7
egér Panorex L1x105 | 2,2x10-2 | 2,0x10-7
2. sorozat:

human HD70 09x105 | 3,5x10-2 | 3,9x10-7
egér Panorex L,0x105 |} 2,7x10-2 | 2,7x10-7

IV.3. 17-1A antigént expresszald eukariéta sejtek
draml4sos citometris analizise

H79 (humén és egér IgG1-valtozatok), HD70 (human
IgG1) és D7.2 (huméan IgGl) tisztitott ellenanyag-
készitményeket FACS-analizissel teszteltiink 17—1A an-
tigént expresszal6 Kato-sejteken, 17—-1A antigént kodold
DNS-sel transzfektilt CHO-sejteken és nem transzfektalt
CHO-sejteken. 2x105 sejtet inkubaltunk tisztitott
H79-hulgG1, H79-MIgG1, HD70, D7.2, M79, Pano-
rex, M74ch (azaz, az M74) jelzési egéreredetdi anti-
17-1A ellenanyag human CHIgG1-humén Ckappa valto-
zata; Géttinger: Int. J. Cancer 38, (1986)] ellenanya-
gokkal (minden esetben 20 pg/ml ellenanyaggal). A sej-
tekhez kotGdott ellenanyagokat FITC-jelélt, egér vagy hu-
man IgG elleni ellenanyagok (20 pg/ml) alkalmazasaval
mutattuk ki. Az inkubaci6t 45-60 percig végeztiik,
jégen.
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A H79 humin IgG1, H79 egér IgG1 és HD70 ellen-
anyagok egyértelmien kotddtek a 17—1A-pozitiv sejtek-
hez, csakigy, mint az M79- és Panorex-ellenanyagok.
A D7.2-ellenanyag esetében gyenge, de szignifikéns ko-
t6dést tapasztaltunk. Az ellenanyagok egyike sem kotd-
dott nem transzfektalt CHO-sejtekhez, és az IgG-kont-
rollok alkalmazdsaval negativ eredményt kaptunk
Kato-sejteken, CHO/17—1A-sejteken és nem transzfek-
talt CHO-sejteken (lasd 16. és 17. abrak).

IV.4. Ellenanyagfiigg sejtkozvetitett citotoxicitds
meghatérozasa (5!Cr-felszabadulés alapjan)

A 51Cr-felszabadulds meghatirozasan alapul6 vizsga-
lathoz humén periférids véreredeti mononuklearis sejte-
ket (PBMC-ket) izolaltunk egészséges donorok vérébsl
keszitett friss dlhartyds bbrszovetébSl (,buffy coat™).
A PBMC-ket Ficoll siirliséggradiens-centrifugaldssal,
majd 100xg mellett végzett centrifugalassal izolaltuk.
Szdz (100) ul, 10% FCS-sel kiegészitett RPMI-1640-
tapkodzegben szuszpendalt, nem stimuldlt PBMC-ket
(5x105 sejtet) adtunk lapos fenekd mikrotitralé lemez
lyukaihoz, és a lemezeket egy éjszakan 4t 37 °C-on inku-
baltuk. Célsejteket 2 6rén 4t 51Cr-mal jeloltiink. Jelolt cél-
sejteket (100 pl) és kiil6nbozG koncentréciéja ellen-
anyagmintakat (50 ul) adtunk a PBMC-khez, és azokat
18 6rén 4t, 37 °C-on inkubéltuk. Megfeleld nem kotd
izotipusokat alkalmaztunk negativ kontrollokként. A spe-
cifikus lizist a kovetkezé képlet szerint szamitottuk:
(adott ellenanyag alkalmazisival végzett kisérletben
mért cpm)—(spontén felszabadulis eredményezte
cpm)/(maximélis felszabaduléskor mérhetd cpm)—(spon-
tin felszabadulds eredményezte cpm) (cpm=count per
minute, percenkénti beiitésszam).

A fentiek szerint végzett 51Cr-felszabadulasi vizsgi-
latban, a H79 és HD70 jelzési human anti-17—1A ellen-
anyagok nagymértékben képesnek bizonyultak citotoxi-
citdsi reakcio kozvetitésére 17—1A-pozitiv KATO gyo-
morkarcinéma-sejtvonalon. Az M79 jelzés(i és Panorex
elnevezésli egéreredetli anti-17—1A ellenanyagok 1¢-
nyegesen kisebb mértékben bizonyultak képesnek sejt-
pusztulds elidézésére (18. 4bra).

IV.5. Teszt humén szdveteken

Vastagbél-karciném4bol és normalis vastagbélszo-
vetbdl készitett 5 nm vastag kriometszeteket inkubal-
tunk a H79-ellenanyag egér IgG-véltozataval (az ellen-
anyagot 10 pg/ml koncentréciéban alkalmazva). Ebben
a kisérletben a H79-ellenanyag egér IgG1-valtozatat al-
kalmaztuk, hogy a huméan szovetben jelen 1év6 humén
immunglobulinok okozta nem specifikus festddést ki-
védjiik. A k6t6dott H79-MIgGl-ellenanyagok kimuta-
tasat peroxiddzzal konjugalt, poliklonalis, egér im-
munglobulinnal szemben irnyulé ellenanyag hozzadé-
saval és karbazollal t6rténé festéssel végeztiik (barna).
A hatteret hemalaunnal festettiik,

Eredményeink értékelését fénymikroszképos vizs-
galattal végeztiik.

A H79-MIgGl, valamint M79 jelzésti egér mono-
klondlis ellenanyag (pozitiv kontroll) er8s festddést ered-
ményezett normilis vastagbélnyalkahdrtya-sejteken
(M79: lasd 19. 4bra; H79-MIgG1: 14sd 20. abra), és
gyengebb festddést vastagbélkarcinoma-sejteken (M79:
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lisd 21. dbra; H79-MIgG1: 1asd 22. 4bra). Ezzel szem-
ben, izotdpkontrollok alkalmazisival nem észleltiink
fest6dést sem vastagbélnyalkahartya-, sem vastagbélkar-
cinéma-szoveteken (M79: lasd 23. 4bra; H79-MIgG1:

antigén extracellularis részének aminosavszekvencidja
alapjén 13 tagh (13mer) peptideket szintetizaltunk kiilén-
4ll6 foltokként Pep Spots membranon. Ezek a peptidek
Osszességiikben a 17-1A antigén teljes extracelluléris

lasd 24. és 26. abrak). 5 aminosavszekvencidjat fedték [lasd Szala: Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 87, 3542 (1990)]; a szomszédos peptidek
3. példa 11 aminosav tekintetében 4tfedd aminosavakat tartalmaz-
H79- és HD70-ellenanyagok epitépanalizise tak, az 1. peptid els6 aminosava megegyezetta 17— 1A an-
A H79 és HD70 jelzésti human ellenanyagok éltal, és tigén N-termindlis aminosavéval, a 119. peptid utolsé ami-
a templatkeént szolgalé M79 jelzési egér ellenanyag 4ltal 10 nosava pedig megegyezett a 17—1A antigén extracellula-
felismert 17-1A-epitpok sszehasonlitésira a 17—1A ris részének C-terminalis aminosavéval (3. tiblazat).
3. wablazat

Az epitopanalizishez a kivetkez6 peptideket szintetizaltuk (a szamok az egyes peptidfoltok poziciojat jelslik)

. TATFAAAQEECVC
. AAAQEECVCENYK
. EECVCENYKLAVN
. CENYKLAVNCFVN
9. KLAVNCFVNNNRQ
11. NCFVNNNRQCQCT
13. NNNRQCQCTSVGA
15. QCQCTSVGAQNTV
17. TSVGAQNTVICSK
19. AQNTVICSKLAAK
21. VICSKLAAKCLVM
23. KLAAKCLVMKAEM
25. KCLVMKAEMNGSK
27. MKAEMNGSKLGRR
29. MNGSKLGRRAKPE
31. KLGRRAKPEGALQ
33. RAKPEGALQNNDG
35. EGALQNNDGLYDP
37. QNNDGLYDPDCDE
39. GLYDPDCDESGLF
41. PDCDESGLFKAKQ
43. ESGLFKAKQCNGT
45. FKAKQCNGTSTCW
47. QCNGTSTCWCVNT
49. TSTCWCVNTAGVR
51. WCVNTAGVRRTDK
53. TAGVRRTDKDTEI
55. RRTDKDTEITCSE
57. KDTEITCSERVRT
59. ITCSERVRTYWII
61. ERVRTYWIIIELK
63. TYWIIIELKHKAR
65. IELKHKAREKPY
67. KHKAREKPYDSKS
69. REKPYDSKSLRTA
71. YDSKSLRTALQKE
73. SLRTALQKEITTR
75. ALQKEITTRYQLD
77. EITTRYQLDPKFI
79. RYQLDPKFITSIL
81. DPKFITSILYENN
83. ITSILYENNVITI
85. LYENNVITIDLVQ
87. NVITIDLVQNSSQ
89. IDLVQNSSQKTQN

~ W =
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2. TFAAAQEECVCEN
4. AQEECVCENYKLA
6. CVCENYKLAVNCF
8. NYKLAVNCFVNNN
10. AVNCFVNNNRQCQ
12. FVNNNRQCQCTSV
14. NRQCQCTSVGAQN
16. QCTSVGAQNTVIC
18. VGAQNTVICSKLA
20. NTVICSKLAAKCL
22. CSKLAAKCLVMKA
24. AAKCLVMKAEMNG
26. LVMKAEMNGSKLG
28. AEMNGSKLGRRAK
30. GSKLGRRAKPEGA
32. GRRAKPEGALQNN
34. KPEGALQNNDGLY
36. ALQNNDGLYDPDC
38. NDGLYDPDCDESG
40. YDPDCDESGLFKA
42. CDESGLFKAKQCN
44. GLFKAKQCNGTST
46. AKQCNGTSTCWCV
48. NGTSTCWCVNTAG
50. TCWCVNTAGVRRT
52. VNTAGVRRTDKDT
54. GVRRTDKDTEITC
56. TDKDTEITCSERV
58. TEITCSERVRTYW
60. CSERVRTYWIIIE
62. VRTYWIIIELKHK
64. WINELKHKAREK
66. ELKHKAREKPYDS
68. KAREKPYDSKSLR
70. KPYDSKSLRTALQ
72. SKSLRTALQKEIT
74. RTALQKEITTRYQ
76. QKEITTRYQLDPK
78. TTRYQLDPKFITS
80. QLDPKFITSILYE
82. KFITSILYENNVI
84. SILYENNVITIDL
86. ENNVITIDLVQNS
88. ITIDLVQNSSQKT
90. LVQNSSQKTQNDV
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3. tablazat (folytatds)

91. QNSSQKTQNDVDI
93. QKTQNDVDIADVA
95. NDVDIADVAYYFE
97. IADVAYYFEKDVK
99. AYYFEKDVKGESL
101. EKDVKGESLFHSK
103. KGESLFHSKKMDL
105. LFHSKKMDLTVNG
107. KKMDLTVNGEQLD
109. LTVNGEQLDLDPG
111. GEQLDLDPGQTLI
113. DLDPGQTLIYYVD
115. GQTLIYYVDEKAP
117. IYYVDEKAPEFSM
119. DEKAPEFSMQGLK

92. SSQKTQNDVDIAD
94, TQNDVDIADVAYY
96. VDIADVAYYFEKD
98. DVAYYFEKDVKGE
100. YFEKDVKGESLFH
102. DVKGESLFHSKKM
104. ESLFHSKKMDLTV
106. HSKKMDLTVNGEQ
108. MDLTVNGEQLDLD
110. VNGEQLDLDPGQT
112. QLDLDPGQTLIYY
114. DPGQTLIYYVDEK
116. TLIYYVDEKAPEF
118. YVDEKAPEFSMQG

A szintetizalt peptideket hordozé Pep Spots memb-
rant tiz percig metanolban rézattuk, majd héromszor
tiz-tiz percig TBS-pufferrel (pH=8) mostuk. Ezutén, a
membrant egy 6ran 4t kazeinalapti, 0,05 g/ml szacha-
rézt tartalmazé blokkoléoldatban blokkoltuk, majd
0,05% Tween-20-detergenst tartalmazé TB S-pufferben
(TBS-T) egyszer mostuk. Az egyes anti-17-1A ellen-
anyagokat hirom Orén 4t, szobahSmérsékleten blok-
koléoldatban (1 pg/ml ellenanyag) inkubéltuk a memb-
rannal. Miutin a membrant héromszor tiz-tiz percig
TBS-T-pufferben mostuk, azt két 6rén 4t, szobahGmér-
sékleten, a tormaperoxidéz- (HRP-) konjugalt masodla-
gos ellenanyaggal (1 pg/ml antiegér/antihuman ellen-
anyag, blokkoldoldatban) inkubéltuk. Ezt kovetben, a
membrant TBS-t-pufferben haromszor mostuk. A kots-
dott ellenanyagokat az M79-ellenanyag esetében koz-
vetlenill Pep Spots membranon mutattuk ki, a kemi-
lumineszcens reagenskészletet gyart6 cég (Boehringer)
utasitdsai szerint. Az el6hivott filmet a 27. ibrdn mutat-
juk be. Miutan a blottot TBS—T-pufferrel haromszor
(10-10 percig) mostuk, azt 50 mmol/l Tris—HCI
(pPH=6,7); 100 mmol/l 2-merkaptoetanol; és 2 ve-
gyes% SDS 0Osszetételd oldatban 30 tormaperoxidaz-
(HRP-) konjugalt mésodlagos ellenanyaggal (1 pg/ml
antiegér/antihuman ellenanyag, blokkol6oldatban) inku-
baltuk. Ezt kovetéen, a membrant TBS-t-pufferben ha-
romszor mostuk. A kotédott ellenanyagokat az M79-
ellenanyag esetében kozvetleniil Pep Spots membranon
mutattuk ki, a kemilumineszcens reagenskészletet gyar-
t6 cég (Boehringer) utasitsai szerint. Az elGhivott fil-
met a 27. dbrén mutatjuk be. Miut4n a blottot TBS~T-
pufferrel hiromszor (10-10 percig) mostuk, azt
50 mmoV/l Tris—HCI (pH=6,7); 100 mmol/l 2-merkap-
toetanol; és 2 vegyes% SDS osszetételd oldatban
30 percig, 50 °C-on regeneréltuk, majd azt ujbol fel-
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hasznéltuk a kévetkezd ellenanyag epitoptérképe-
zésére.

Mivel a humén immunglobulin elleni maésodlagos
ellenanyag alkalmazésakor jelentds mérték{ nem speci-
fikus kot6dést észleltiink a membranon talalhatd poli-
peptidfoltoknak megfelelen, a kotddott HD70- és
H79-ellenanyagok tesztelésére azokat a Pep Spots
membranrdl frakcionalt elektrotranszfereljarassal egy
masodik blottmembréanra vittiik 4t, majd a huméan im-
munoglobulin elleni masodlagos ellenanyaggal kimuta-
tast végeztink Riidiger eljarasa szerint [EMBO 16,
1501 (1997)]. A mésodlagos ellenanyaggal térténg in-
kubaldst és az ellenanyag-kimutatast a blottokon a fent
leirtak szerint végeztiik. Az elGhivott filmeket a 27. 4b-
rén mutatjuk be.

Amint az az 4bréan (27. 4brén) l4thato, a peptidalapt
epitoptérképezés eredményei arra utalnak, hogy az
M79 jelzésii egéreredetii templatellenanyag Altal felis-
mert epit6p, amelyet elsGsorban a 38. és 95. peptidfoltok
képviselnek, jelent6s mértékben kiilonbézik a H79 Jjelzé-
st humén ellenanyag altal felismert epitoptol, amelyet £5-
ként a 8, 11, 13,, 14,, 59-60., 77. és 79. peptidfoltok
képviselnek. Mivel a HD70 jelzésti humén ¢llenanyag
esetében kotGdés egyaltaldn nem volt kimutathaté, arra
kovetkeztethetiink, hogy az 4ltala felismert €pitop szin-
tén eltér az M79 jelzésii egér ellenanyag altal felismert
epitoptol, tovabba arra, hogy a H79 és HD70 humén
ellenanyagok nem ugyanazt az epitépot ismerik fel.

Annak magyarézata, hogy a HD70 jelzésd humén el-
lenanyag esetében kotédésre utald jelet nem észleltiink,
lehet az, hogy az konforméciés, folyamatos vagy meg-
szakitott epitopot ismer fel; vagy részben, vagy teljes
egészében szénhidratbol felépiild epitépot ismer fel;
egyik emlitett esetben sem vérhat6, hogy ilyen epit6-
poknak megfelel§ révid peptideket sikeriil eléallitani.

SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI -

HOSSZA: 22 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : lineris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=,,lancindit6”

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
AGGTGCAGCT GCTCGAGTCT GG

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 24 bazispar

TIPUSA : nukleinsay

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc= —,,]ancmdlt 6"

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGAGTCACC TTGCTCGAGT CTGG

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

HOSSZA : 23 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc= ,,lancmdlto

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGGTGCAGC TGCTCGAGTC GGG

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 23 bazispér

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto”

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGGTGCAGC TACTCGAGTG GGG

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

HOSSZA: 23 bazispér

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS egy¢éb nukleinsav

LEIRAS: /desc -,,lancmdlt 5"

AZ 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGGTACAGC TGCTCGAGTC AGG

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 30 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATiPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,léncmdlto

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
TGCCTTACTA GTCTCTGGCC AGCGGAAGAT

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 38 bézispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=, lancindit6”

A 7. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CCAGATGACC CAGTCTCC 38
A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 40 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc= ,,lancmdlt 5"

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGATTGAC AGCAGTCTCC 40
A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 39 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS egy¢b nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA :

GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGATGACC TCAGTCTCC 39
A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:

HOSSZA: 38 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=, lancindito”

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CACACTCACG CAGTCTCC 38
A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 38 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto”

A 11. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAGCCGCACG AGCCCGAGCT CGTGCTGACT CAGTCTCC 38
A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 58 bazispar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS:: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GCGCCGTCTA GAATTAACAC TCTCCCCTGT TGAAGCTCTT TGTGACGGGC GAACTCAG 58
A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 24 bazispéar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : lineris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=, lancindito”

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
AATTTTGAGC TCACTCAGCC CCAC

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 27 bézispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
TCTGCCGAGC TCCAGCCTGC CTCCGTG

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 27 bazispar

TIPUSA : nuklemsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc =, lancindit6”

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
TCTGTGGAGC TCCAGCCGCC CTCAGTG

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 33 bazispéar

TiPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
TCTGAAGAGC TCCAGGACCC TGTTGTGTCT GTG
A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 24 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto”

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGTCTGAGC TCACGCAGCC GCCC

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 24 béazispar

TIPUSA nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc—,,lancmdlto

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA :
CAGACTGAGC TCACTCAGGA GCCC

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 24 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=,,lancindito”

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CAGGTTGAGC TCACTCAACC GCCC

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 27 bazispar

TIPUSA : nukleinsay

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS : egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=, lancindité”

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
CAGGCTGAGC TCACTCAGCC GTCTTCC

A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 30 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: egyéb nukleinsav

LEIRAS: /desc=, lancindit6”

A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
CGCCGTCTAG AATTATGAAC ATTCTGTAGG

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 22. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA -

Thr Ala Thr Phe Ala Ala Ala Gln Glu Glu Cys Val Cys

1 5 10

A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS : peptid

A 23. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Thr Phe Ala Ala Ala Gln Glu Glu Cys Val Cys Glu Asn

1 5 10

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Ala Ala GIn Glu Glu Cys Val Cys Glu Asn Tyr Lys

1 5 10
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A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI-

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATPUS: peptid

A 25. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA :

Ala Gln Glu Glu Cys Val Cys Glu Asn Tyr Lys Leu Ala
1 5 10

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZO0I :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Glu Cys Val Cys Glu Asn Tyr Lys Leu Ala Val Asn
1 5 10

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA -

Cys Val Cys Glu Asn Tyr Lys Leu Ala Val Asn Cys Phe
1 5 10

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:-

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Cys Glu Asn Tyr Lys Leu Ala Val Asn Cys Phe Val Asn
1 5 10

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Asn Tyr Lys Leu Ala Val Asn Cys Phe Val Asn Asn Asn
1 5 10

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 30. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Lys Leu Ala Val Asn Cys Phe Val Asn Asn Asn Arg Gln
1 5 10

A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 31. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA -

Ala Val Asn Cys Phe Val Asn Asn Asn Arg Gln Cys Gln
1 5 10

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 32. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Asn Cys Phe Val Asn Asn Asn Arg Gin Cys Gln Cys Thr
1 5 10

A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 33. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Phe Val Asn Asn Asn Arg Gln Cys Gln Cys Thr Ser Val
1 5 10

A 34. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 34. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LETRASA -

Asn Asn Asn Arg Glin Cys Gln Cys Thr Ser Val Gly Ala
1 5 10

A 35. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 35. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA -

Asn Arg Gln Cys Gln Cys Thr Ser Val Gly Ala Gln Asn
1 5 10
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A 36. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 36. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gln Cys Gln Cys Thr Ser Val Gly Ala Gln Asn Thr Val
1 5 10

A 37. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATI{PUS: peptid

A 37. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gln Cys Thr Ser Val Gly Ala Gln Asn Thr Val Ile Cys
1 5 10

A 38. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 38. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Thr Ser Val Gly Ala Gln Asn Thr Val Ile Cys Ser Lys
1 5 10

A 39. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 39. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Val Gly Ala Gln Asn Thr Val Ile Cys Ser Lys Leu Ala
1 5 10

A 40. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 40. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Gln Asn Thr Val Ile Cys Ser Lys Leu Ala Ala Lys
1 5 10

A 41. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 41. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Asn Thr Val Ile Cys Ser Lys Leu Ala Ala Lys Cys Leu
1 5 10

A 42. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 42, AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Val Ile Cys Ser Lys Leu Ala Ala Lys Cys Leu Val Met
1 5 10

A 43. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 43. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Cys Ser Lys Leu Ala Ala Lys Cys Leu Val Met Lys Ala
1 5 10

A 44. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 44. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Lys Leu Ala Ala Lys Cys Leu Val Met Lys Ala Glu Met
1 5 10

A 45. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 45. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Ala Lys Cys Leu Val Met Lys Ala Glu Met Asn Gly
1 5 10

A 46. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

T{PUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA:; lineris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 46. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Lys Cys Leu Val Met Lys Ala Glu Met Asn Gly Ser Lys
1 5 10
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A 47. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 47. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Leu Val Met Lys Ala Glu Met Asn Gly Ser Lys Leu Gly
1 5 10

A 48. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 48. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LERASA :

Met Lys Ala Glu Met Asn Gly Ser Lys Leu Gly Arg Arg
1 5 10

A 49. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 49. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Glu Met Asn Gly Ser Lys Leu Gly Arg Arg Ala Lys
1 5 10

AZ 50. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 50. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Met Asn Gly Ser Lys Leu Gly Arg Arg Ala Lys Pro Glu
1 5 10

AZ 51. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS : peptid

AZ 51. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gly Ser Lys Leu Gly Arg Arg Ala Lys Pro Glu Gly Ala
1 5 10

AZ 52. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 52. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Lys Leu Gly Arg Arg Ala Lys Pro Glu Gly Ala Leu Gln
1 5 10

AZ 53. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 53. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Gly Arg Arg Ala Lys Pro Glu Gly Ala Leu Gln Asn Asn
1 5 10

AZ 54. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI

HOSSZA: 13 aminosav
“TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 54. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Arg Ala Lys Pro Glu Gly Ala Leu Gln Asn Asn Asp Gly

1 5 10

AZ 55. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS : peptid

AZ 55. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Lys Pro Glu Gly Ala Leu Gln Asn Asn Asp Gly Leu Tyr
1 5 10

AZ 56. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS : peptid

AZ 56. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Gly Ala Leu Gln Asn Asn Asp Gly Leu Tyr Asp Pro
1 5 10

AZ 57. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 57. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Leu Gln Asn Asn Asp Gly Leu Tyr Asp Pro Asp Cys
1 5 10
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AZ 58. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 58. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GIn Asn Asn Asp Gly Leu Tyr Asp Pro Asp Cys Asp Glu
1 5 10

AZ 59. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

AZ 59. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Asn Asp Gly Leu Tyr Asp Pro Asp Cys Asp Glu Ser Gly
1 5 10

A 60. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 60. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gly Leu Tyr Asp Pro Asp Cys Asp Glu Ser Gly Leu Phe
1 5 10

A 61. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA': 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 61. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Tyr Asp Pro Asp Cys Asp Glu Ser Gly Leu Phe Lys Ala
1 5 10

A 62. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 62. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Pro Asp Cys Asp Glu Ser Gly Leu Phe Lys Ala Lys Gln
1 5 10

A 63. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 63. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Cys Asp Glu Ser Gly Leu Phe Lys Ala Lys Gln Cys Asn
1 5 10

A 64. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 64. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Ser Gly Leu Phe Lys Ala Lys Gln Cys Asn Gly Thr
1 5 10

A 65. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 65. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gly Leu Phe Lys Ala Lys Gln Cys Asn Gly Thr Ser Thr
1 5 10

A 66. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 66. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Phe Lys Ala Lys Gln Cys Asn Gly Thr Ser Thr Cys Trp
1 5 10

A 67. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 67. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Lys Gln Cys Asn Gly Thr Ser Thr Cys Trp Cys Val
1 5 10

A 68. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 68. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gln Cys Asn Gly Thr Ser Thr Cys Trp Cys Val Asn Thr
1 5 10
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A 69. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 69. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Asn Gly Thr Ser Thr Cys Trp Cys Val Asn Thr Ala Gly
1 5 10

A 70. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 70. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Thr Ser Thr Cys Trp Cys Val Asn Thr Ala Gly Val Arg
1 5 10

A 71. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 71. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Thr Cys Trp Cys Val Asn Thr Ala Gly Val Arg Arg Thr
1 5 10

A 72. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 72. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Trp Cys Val Asn Thr Ala Gly Val Arg Arg Thr Asp Lys
1 5 10

A 73. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 73. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Val Asn Thr Ala Gly Val Arg Arg Thr Asp Lys Asp Thr
1 5 10

A 74. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

33



HU 221 818 Bl

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 74. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE[RASA :

Thr Ala Gly Val Arg Arg Thr Asp Lys Asp Thr Glu Ile
1 5 10

A 75. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 75. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gly Val Arg Arg Thr Asp Lys Asp Thr Glu Ile Thr Cys
1 5 10

A 76. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 76. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Arg Arg Thr Asp Lys Asp Thr Glu Ile Thr Cys Ser Glu
1 5 10

A 77. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 77. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA

Thr Asp Lys Asp Thr Glu Ile Thr Cys Ser Glu Arg Val
1 5 10

A 78. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 78. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Lys Asp Thr Glu Ile Thr Cys Ser Glu Arg Val Arg Thr
1 5 10

A 79. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 79. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Thr Glu Ile Thr Cys Ser Glu Arg Val Arg Thr Tyr Trp
1 5 10
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A 80. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 80. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Ile Thr Cys Ser Glu Arg Val Arg Thr Tyr Trp Ile Ile
1 5 10

A 81. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 81. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Cys Ser Glu Arg Val Arg Thr Tyr Trp Ile Ile Ile Glu
1 5 10

A 82. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 82. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Arg Val Arg Thr Tyr Trp Ile Ile Ile Glu Leu Lys
1 5 10

A 83. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA " 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 83. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Val Arg Thr Tyr Trp Ile Ile Ile Glu Leu Lys His Lys
1 5 10

A 84. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 84. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Thr Tyr Trp Ile Ile Ile Glu Leu Lys His Lys Ala Arg
1 5 10

A 85. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA': 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 85. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Trp Ile Ile Ile Glu Leu Lys His Lys Ala Arg Glu Lys
1 5 10

A 86. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 86. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ile Ile Glu Leu Lys His Lys Ala Arg Glu Lys Pro Tyr
1 5 10

A 87. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 87. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Leu Lys His Lys Ala Arg Glu Lys Pro Tyr Asp Ser
1 5 10

A 88. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 88. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Lys His Lys Ala Arg Glu Lys Pro Tyr Asp Ser Lys Ser
1 5 10

A 89. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 89. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Lys Ala Arg Glu Lys Pro Tyr Asp Ser Lys Ser Leu Arg
1 5 10

A 90. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS : peptid

A 90. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Arg Glu Lys Pro Tyr Asp Ser Lys Ser Leu Arg Thr Ala
1 5 10
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A 91. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 91. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Lys Pro Tyr Asp Ser Lys Ser Leu Arg Thr Ala Leu Gln
1 5 10

A 92. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 92. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Tyr Asp Ser Lys Ser Leu Arg Thr Ala Leu Gln Lys Glu
1 5 10

A 93. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 93. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ser Lys Ser Leu Arg Thr Ala Leu Gln Lys Glu Ile Thr
1 5 10

A 94. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 94. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Ser Leu Arg Thr Ala Leu Gln Lys Glu Ile Thr Thr Arg
1 5 10

A 95. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 95. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Arg Thr Ala Leu Gln Lys Glu Ile Thr Thr Arg Tyr Gln
1 5 10

A 96. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 96. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Leu Gln Lys Glu Ile Thr Thr Arg Tyr Gln Leu Asp
1 5 10

A 97. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 97. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gln Lys Glu Ile Thr Thr Arg Tyr Gln Leu Asp Pro Lys
1 5 10

A 98. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOLI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 98. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Ile Thr Thr Arg Tyr Gln Leu Asp Pro Lys Phe Ile
1 5 10

A 99. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA ; lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 99. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Thr Thr Arg Tyr Gln Leu Asp Pro Lys Phe Ile Thr Ser
1 5 10

A 100. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS : peptid

A 100. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Arg Tyr Gln Leu Asp Pro Lys Phe Ile Thr Ser Ile Leu
1 5 10

A 101. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 101. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gln Leu Asp Pro Lys Phe Ile Thr Ser Ile Leu Tyr Glu
1 5 10

38



HU 221 818 Bl

A 102. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 102. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA -

Asp Pro Lys Phe Ile Thr Ser Ile Leu Tyr Glu Asn Asn
1 5 10

A 103. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 103. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Lys Phe Ile Thr Ser Ile Leu Tyr Glu Asn Asn Val Ile
1 5 10

A 104, AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 104, AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Ile Thr Ser Ile Leu Tyr Glu Asn Asn Val Ile Thr Ile
1 5 10

A 105. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 105. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ser Ile Leu Tyr Glu Asn Asn Val Ile Thr Ile Asp Leu
1 5 10

A 106. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI-

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 106. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Leu Tyr Glu Asn Asn Val Ile Thr Ile Asp Leu Val Gln
1 5 10

A 107. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 107. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Asn Asn Val Ile Thr Ile Asp Leu Val Gln Asn Ser
1 5 10

A 108. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 108. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Asn Val Ile Thr Ile Asp Leu Val Gln Asn Ser Ser Gln
1 5 10

A 109. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 109. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA -

Ile Thr Ile Asp Leu Val Gln Asn Ser Ser Gln Lys Thr
1 5 10

A 110. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 110. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Ile Asp Leu Val Gln Asn Ser Ser Gln Lys Thr Gln Asn
1 5 10

A 111. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosayv

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 111. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA :

Leu Val Gln Asn Ser Ser Gln Lys Thr Gln Asn Asp Val
1 5 10

A 112. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA : linearis

MOLEKULATIPUS : peptid

A 112. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Gln Asn Ser Ser GIn Lys Thr Gln Asn Asp Val Asp Ile
1 5 10
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A 113. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULAT{PUS: peptid

A 113. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ser Ser Gln Lys Thr Gln Asn Asp Val Asp Ile Ala Asp
1 5 10

A 114. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 114. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gln Lys Thr Gln Asn Asp Val Asp Ile Ala Asp Val Ala
1 5 10

A 115. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 115. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Thr GlIn Asn Asp Val Asp Ile Ala Asp Val Ala Tyr Tyr
1 5 10

A 116. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS : peptid

A 116. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Asn Asp Val Asp Ile Ala Asp Val Ala Tyr Tyr Phe Glu
1 5 10

A 117. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 117. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Val Asp Ile Ala Asp Val Ala Tyr Tyr Phe Glu Lys Asp
1 5 10

A 118. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATATI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 118. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Ile Ala Asp Val Ala Tyr Tyr Phe Glu Lys Asp Val Lys
1 5 10

A 119. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 119. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA :

Asp Val Ala Tyr Tyr Phe Glu Lys Asp Val Lys Gly Glu
1 5 10

A 120. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 120. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Ala Tyr Tyr Phe Glu Lys Asp Val Lys Gly Glu Ser Leu
1 5 10

A 121. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 121. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Tyr Phe Glu Lys Asp Val Lys Gly Glu Ser Leu Phe His
1 5 10

A 122. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS:: peptid

A 122. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Glu Lys Asp Val Lys Gly Glu Ser Leu Phe His Ser Lys
1 5 10

A 123. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : line4ris

MOLEKULATIPUS : peptid

A 123. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Asp Val Lys Gly Glu Ser Leu Phe His Ser Lys Lys Met
1 5 10
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A 124. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 124. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Lys Gly Glu Ser Leu Phe His Ser Lys Lys Met Asp Leu
1 5 10

A 125. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 125. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Ser Leu Phe His Ser Lys Lys Met Asp Leu Thr Val
1 5 10

A 126. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 126. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA

Leu Phe His Ser Lys Lys Met Asp Leu Thr Val Asn Gly
1 5 10

A 127. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS : peptid

A 127. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

His Ser Lys Lys Met Asp Leu Thr Val Asn Gly Glu Gln
1 5 10

A 128. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 128. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Lys Lys Met Asp Leu Thr Val Asn Gly Glu Gln Leu Asp
1 5 10

A 129. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 129. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA::

Met Asp Leu Thr Val Asn Gly Glu Gln Leu Asp Leu Asp
1 5 10

A 130. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : lineris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 130. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Leu Thr Val Asn Gly Glu Gln Leu Asp Leu Asp Pro Gly
1 5 10

A 131. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 131. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Val Asn Gly Glu Gln Leu Asp Leu Asp Pro Gly Gln Thr
1 5 10

A 132. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 132. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Gly Glu Gln Leu Asp Leu Asp Pro Gly Gln Thr Leu Ile
1 5 10

A 133. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAIJA : lineéris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 133. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA:

Gln Leu Asp Leu Asp Pro Gly Gln Thr Leu Ile Tyr Tyr
1 5 10

A 134, AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 134. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA:

Asp Leu Asp Pro Gly Gln Thr Leu Ile Tyr Tyr Val Asp
1 5 10



HU 221 818 Bl

A 135. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZO0I:

HOSSZA: 13 aminosav

TiPUSA: aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS : peptid

A 135. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA

Asp Pro Gly Gln Thr Leu Ile Tyr Tyr Val Asp Glu Lys
1 5 10

A 136. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 136. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Gly GIn Thr Leu Ile Tyr Tyr Val Asp Glu Lys Ala Pro
1 5 10

A 137. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 137. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Thr Leu Ile Tyr Tyr Val Asp Glu Lys Ala Pro Glu Phe
1 5 10

A 138. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA : linesris

MOLEKULATIPUS: peptid

A 138. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

I[le Tyr Tyr Val Asp Glu Lys Ala Pro Glu Phe Ser Met
1 5 10

A 139. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA: 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: peptid

A 139. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Tyr Val Asp Glu Lys Ala Pro Glu Phe Ser Met Gln Gly
1 5 10

A 140. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA : 13 aminosav

TIPUSA : aminosav

HANY SZALU: egy
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TOPOLOGIAJ{\: linearis
MOLEKULATIPUS: peptid .
A 140. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Asp Glu Lys Ala Pro Glu Phe Ser Met Gln Gly Leu Lys
1

5 10

A 141. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 321 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: kett8s

TOPOLOGIAJA : linesris

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES: cdss

ELHELYEZKEDES: 1...321

A 141, AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAG CTC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC

Glu Leu GIln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10

GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT CGG ACA AGT
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser
20 25

TTA AAT TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGA CAG
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

TAC TGG GCA TCT ACC CGG GAA TCC GGG GTC
Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55

AGC GGG TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70

GAA GAT TCT GCA ACT TAC TAC TGT CAG CAG
Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

ACT TTT GGC CAG GGG ACC AAG CTG GAG ATC
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

A 142. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 107 aminosav

TiPUSA : aminosav

TOPOLOGIAJA : linedris

MOLEKULATIPUS: fehérje

A 142. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

Glu Leu Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser
20 25

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40

46

CTG TCT GCT
Leu Ser Ala

CAG AGC ATT
Gln Ser Ile

CCT CCT AAG
Pro Pro Lys
45

CCT GAC CGA
Pro Asp Arg
60
ATC AGC AGT
Ile Ser Ser

75
AGT TAC GAC
Ser Tyr Asp

AAA
Lys

Leu Ser Ala

Gln Ser Ile

Pro Pro Lys
45

TCT GTG GGA
Ser Val Gly
15

AGC AGC TAT
Ser Ser Tyr
30

CTG CTC ATT
Leu Leu Ile

TTC AGT GGC
Phe Ser Gly

CTA CAA CCT
Leu Gln Pro
80

ATC CCG TAC

Ile Pro Tyr
95

Ser Val Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Leu Leu Ile

48

96

144

192

240

288

321
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Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70

Glu Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105

A 143. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI :

HOSSZA : 414 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: kett6s

TOPOLOGIAIJA : linearis

SAJATSAG:

NEV/MEGIJELOLES: cds

ELHELYEZKEDES: 1...414

A 143. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC

Glu Val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

110 115

TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
125 130

GGC ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
140 145

GCA GTT ATA TCA TAT GAT GGA AGT AAT AAA
Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys
160 165

AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
175 180

CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCT GAG GAC
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
190 195

GCG AAA GAT ATG GGG TGG GGC AGT GGC TGG
Ala Lys Asp Met Gly Trp Gly Ser Gly Trp
205 210

GGT ATG GAC GTC TGG GGC CAA GGG ACC ACG
Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr
220 225

CCC ACC AAG GCT CCG GAT GTG TTC CCT CTA
Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro Leu
240 245

A 144. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 138 aminosav

47

60

Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75

80

Ser Tyr Asp Ile Pro Tyr

Lys

GTG
Val

TTC
Phe

AAG
Lys
150

TAC
Tyr

TCC
Ser

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val
230

GTC
Val

ACC
Thr
135

Gly

TAT
Tyr

AAG
Lys

GCT
Ala

CCC
Pro
215

ACC
Thr

CAG
Gln
120

TTC
Phe

CTG
Leu

GCA
Ala

AAC
Asn

GTG
Val
200

TAC
Tyr

GTC
Val

CCT
Pro

AGT
Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

ACG
Thr
185

TAT
Tyr

TAC
Tyr

TCC
Ser

95

Gly

AGC
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser
170

CTG

Leu

TAC
Tyr

TAC
Tyr

TCA
Ser

AGG
Arg

TAT
Tyr

GTG
Val
155

GTG
Val

TAT
Tyr

TGT
Cys

TAC
Tyr

GCA
Ala
235

48

96

144

192

240

288

336

384

414



TIPUSA: aminosav

TOPOLOGIAJA : lineéris

MOLEKULATI{PUS: fehérje .
A 144. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly

1

Ser Leu
Gly Met
Ala Val

50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Lys

Gly Met

Arg
His
35

Ile

Arg

Met

Asp

Asp
115

Leu

20
Trp
Ser
Phe
Asn
Me t

100

Val

5

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

85

Gly

Trp

Cys

Ile
70
Leu

Trp

Gly

HU 221 818 Bl

Ala Ala

Gln Ala
40

Gly Ser
55

Ser Arg

Arg Ala

Gly Ser

Gln Gly
120

Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe

130

135

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Asn Lys

Asp Asn

Glu Asp

90

Gly Trp
105

Thr Thr

Pro Leu

A 145. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 372 bézispar
TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: kettés

TOPOLOGIAJA : lineéris

SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES: cds
ELHELYEZKEDES: 1...372
A 145. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GGG GGA GTC
Glu Val Gln Leu Leu Glu

140

TCC CTG
Ser Leu
155

GCC ATG
Ala Met

GCA GTT
Ala Val

AAG GGC
Lys Gly

AGA
Arg

CAC
His

ATA
Ile

CGA
Arg
205

CTC
Leu

TGG
Trp

TCA
Ser
190

TTC
Phe

TCC
Ser

GTC
Val
175

TAT
Tyr

ACC
Thr

TGT
Cys
160

CGC
Arg

GAT
Asp

ATC
Ile

Ser Gly
145

GCA GCC
Ala Ala

CAG GCT
Gln Ala

GGA AGT
Gly Ser

TCC AGA
Ser Arg
210

Gly Val

TCT GGA
Ser Gly

CCA GGC
Pro Gly
180

AAT AAA
Asn Lys
195

GAC AAT
Asp Asn

48

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Arg

Val

GTG
Val

TTC
Phe
165

Lys

TAC
Tyr

TCC
Ser

Val

Thr

Tyr
60

Lys

Ala

Pro

Thr

GTA
Val
150

ACC
Thr

Gly

TAT
Tyr

AAG
Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Val
125

CAG
Gln

TTT
Phe

CTG
Leu

GCA
Ala

Asn
215

Pro Gly
Ser Ser
30

Glu Trp
Asp Ser
Thr Leu
Tyr Tyr

95

Tyr Tyr
110

Ser Ser

CCT GGG
Pro Gly

GAT GAT
Asp Asp

GAG TGG
Glu Trp
185

GAC TCC
Asp Ser
200

ACG CTG
Thr Leu

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Tyr

Ala

Gly

TAT
Tyr
170

GTG
Val

GTG
Val

TAT
Tyr

48

96

144

192

240
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CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCT GAG GAC ACG
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
220 225

GCG AAA AAG GAA GGC TAC TGG GGC CAG GGA ACC
Ala Lys Lys Glu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
23S 240 245

TCA GCA CCC ACC AAG GCT CCG GAT GTG TTC CCT
Ser Ala Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro
255 260

A 146. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 124 aminosav

TIPUSA: aminosav

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: fehérje

A 146. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Val Val
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 75

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

Ala Lys Lys Glu Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105

Ser Ala Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro
115 120

A 147. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 321 bazispar

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: kettés

TOPOLOGIAJA : lineéris

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES: cds

ELHELYEZKEDES: 1...321

A 147. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA :

GAG CTC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG
Glu Leu Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
125 130 135

GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
145 150

49

GCT
Ala
230

CTG

Leu

CTA
Leu

Val

Thr

Tyr

60
Lys
Ala

Leu

Leu

TCT
Ser

AGC
Ser

GTG
Val

GTC
Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Ala

ATT
Ile

TAT
Tyr

ACC
Thr

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

TCT
Ser

AGC
Ser

TAC
Tyr
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A 148. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA : 107 aminosav
TIPUSA : aminosav
TOPOLOGIAJA : lineéris
MOLEKULATIPUS: fehérje

A 148. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :

Glu Leu Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr

20

Cys Arg

Pro
40

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
35

Lys

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Ser

50

Glu

55
Ser Glu Ser Gly Thr Asn Thr
65 70

Tyr

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe

85

Cys

Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100

Arg Leu

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras humén antigén elleni receptor eld4llitasa-
ra, azzal jellemezve, hogy (b) funkcionalisan itrendezd-
dott VH- és VL-immunglobulin-lancok kombin4ciojat
szelektaljuk, amely kombinécidban legalabb a VH-l4nc
naiv, érett, human B-limfocitakbol, a VL-lanc pedig ter-
mészetben el6fordulé human B-sejt-repertoarbol szar-
mazik, és a lancok rekombinans vektorrdl expresszalod-
nak, ¢és (c) humén antigénhez val6 két6dés megvalosita-
séra in vitro prezentl6 rendszert alkalmazunk, és ahol

Ala

25
Gly
Gly

Leu

Gln

Asp
105

50

55

60

50

Ser

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

Ile

Val
15

Leu Ser Ala Ser Gly

10

Gln Ile Ser Ser

30

Ser Tyr

Pro Pro Lys Leu Leu Ile

45

Pro Asp Phe Ser

60

Arg

Gln Pro

80

Ile Ser Leu

75

Ser

Pro Ile

95

Ser Asp Ser Leu

90

Gln

a (b) szelekcids 1épés végrehajtasa elStt (a) 1épésben
vagy a VH-léncot vagy a VL-lancot szelektdljuk az an-
tigénre vald kotddésre, egy nem humdn, célantigén-
specifikus ellenanyag V-lancaval egyiittesen.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy receptorként immunglobulint vagy immunglobu-
lin-fragmentumot, célszerlien Fv-fragmentumot alkal-
mazunk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljards, azzal jel-
lemezve, hogy legalabb a VH-, adott esetben pedig a
VL-immunglobulin-lancként is humén IgD-reperto4r-
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bol szdrmaz6 VH- és VL-lancok kombinacidjat szelek-
taljuk.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy in vitro prezentalé rendszerként
fagprezentAci6s rendszert alkalmazunk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a lancok kombinacibjaként egy
vagy tobb kiilonb6z6 génkonyvtarbol expresszaltatott,
itrendezddott ldncok kombindcidjat szelektaljuk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy huméin antigénként tumoran-
tigén, elénydsebben a human 17-1A antigén elleni re-
ceptort allitunk eld.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy VH-lancként a 7. abran megadott 1-381. nukleoti-
dok vagy a 8. abran megadott 1-339. nukleotidok for-
majaban bemutatott szekvenciat; és/vagy VL-lancként
a 6. abran megadott 1-321. nukleotidok vagy a 9. ab-
rén megadott 1-321. nukleotidok forméjdban bemuta-
tott szekvencidt tartalmazé lancok kombinacidjat sze-
lektaljuk.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a (b) szelekcios lépést az alabbi
lépések végrehajtisaval végezziik :

(i) az antigénreceptort expresszalo, azt prezentald
hordozot a felsoroltak barmelyikéhez kotjiik :

(a) immobilizalt célantigénhez vagy annak frag-
mentumaihoz;

(b) a célantigént vagy annak fragmentumait exp-
resszald, adott esetben jellt sejtekhez; vagy

(c) szolubilis, el6nydsen jelolt célantigénhez
vagy annak fragmentumaihoz;

(ii) a nem specifikus mddon kotddott prezentilé hor-
dozdkat mosassal eltavolitjuk (a és b), majd a specifikus
médon ko6t3dott prezentald hordozokat elualjuk; vagy

(iii) a célantigénhez kot8dott prezentilé hordozét a
célantigént tartaimazo oldatbol vagy a célantigént exp-
resszalo sejtek szuszpenzi6jabol kényszerdusitjuk (b
és c);

az ily médon izoldlt, a megfelel antigénrecepto-
rokat tartalmazé prezentilé hordozokat adott esetben
replikacioval megsokszorozzuk, és tovabbi in vitro sze-
lekcids ciklusoknak vetjitk ald az (i)-t6] (iii)-ig terjedd
lépések szerint.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy nem humdin célantigén-
specifikus ellenanyag lancaként egéreredeti VH- vagy
VL-lénccal kombindlva szelektilunk az antigénhez tor-
ténd kotédésre.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a megfelel6 kombinécidt a
kovetkezd 1épéseket is végrehajtva szelektaljuk:
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(a) egy és ugyanazon VH-lancot szdmos kiilénb6z4
VL-lanccal kombinalva tesztelink human antigénhez
torténd kotddésre; vagy

(b) egy és ugyanazon VL-lancot szamos kiilénb6z6
VH-lanccal kombindlva tesztelink humén antigénhez
torténd kotédésre.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy szelekcidt kbvetden a hu-
man VH- és VL-lancokat vagy az azoknak megfeleld
nukleinsavakat kinyerjiik, és a lancokat ugyanazon
vagy mas VH- és VL-lancokkal, immunglobulin nehéz-
lanc-konstansrégiokkal (CH) vagy konny(linc-kons-
tansrégiokkal (CL) vagy ezek részeivel, vagy nem im-
munglobulin lancokkal fuzionaltatjuk; vagy a nuklein-
savszekvencidkat rendre a fentick barmelyikét kodold
nukleinsavszekvencidval fuzionaltatjuk.

12. A 11. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a konstansrégiélancokként emberi IgG1-b3l
vagy IgG3-bol szdrmazé konstansrégioval vagy azt ko-
dol6 nukleinsavval valositjuk meg a fziot.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy szelekcié utin, a humén
VH- és VL-lancokat kinyerjiik és fizikailag nem fehér-
je jellegl gyogyhatasu anyaghoz és/vagy mds, biold-
giailag aktiv molekulahoz kapcsoljuk.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti elja-
rés, azzal jellemezve, hogy a VH- vagy a VL-lancokat
olyan nukleinsavszekvenciakrol expresszaltatjuk, ame-
lyek naiv, érett, human B-limfocitakb6l szarmazo
mRNS RT-PCR-amplifikdldsanak eredményei.

15. Humén ellenanyag, amely nativ, huméan 17-1A
antigénre specifikus.

16. A 15. igénypont szerinti ellenanyag, amely az
1-14. igénypontok barmelyike szerinti eljarassal allit-
hat6 elg.

17. A 15. vagy 16. igénypontok barmelyike szerinti
ellenanyag, amely a 17-1A antigén extracelluléris do-
ménje egyik epitopjan ismeri fel és elényodsen legalabb
egy aminosavszekvenciat tartalmaz az aldbbi peptidek
szekvenciai kozal: 8., 11., 13., 14., 59., 60., 77. és 79.
szekvencia.

18. A 15-17. igénypontok barmelyike szerinti ellen-
anyag, amelynek VH-lanca legalabb egy, a 7. d4bran meg-
adott 1-381. nukleotidok vagy a 8. abran megadott
1-339. nukleotidok formajaban bemutatott szekvencidk
szerinti CDR-t tartalmaz; és/vagy amelynek VL-lanca
legalabb egy, a 6. dbran megadott 1-321. nukleotidok
vagy a 9. brin megadott 1-321. nukleotidok formaj-
ban bemutatott szekvenciak szerinti CDR-t tartalmaz.

19. Gyogyészati készitmény, amely 15-18. igény-
pontok barmelyike szerinti ellenanyagot és adott eset-
ben gyogyaszatilag elfogadhatd hordozot tartalmaz.
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1. sav: Marker (az egyes csikoknak megfeleld molekulatdmeget (kDa] a
gél bal szélén jelditiak

2. sav: H79 humén IgG1 (nem-redukalé)

3. sav: H79 human IgG1 reduk&lé kérilmények mellett
4. sav: H79 egér IgG1 (nem-redukald)

5. sav: H79 egér IgG1-redukalé koriiimények mellett
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Gel 1: Gel 2:

1. gél: 1. sav: Marker (MW (az egyes csikoknak megfelelé molekulats-
meget [kDa] a gél bal szélén jelbitik
2. sav: H79 human IgG1 (nem-redukal6)
3. sav: HD70 human IgG1 (nem-redukaid)
2. gél: 4. sav: Marker (MW (az egyes csikoknak megfelelé molekulatd-
meget [kDa] a gél bal szélén jeldltik
5. sav: H79 human IgG1-redukalé kériilmények mellett
6. sav: HD70 human IgG1 redukald kérilmények mellett

15. abra

68



M74ch:

HU 221 818 B1
Int. C1.7: C 07 K 16/00

oL g 0
wezssaineg

Human IgG:

08 0L 09 63 OF OF 02 O} D

wezssaineg

69

16. 4bra



H7%hulgG 1:10:

H7%hulgG:

03 OF OF OZ DL D

HU 221 818 B1
Int. CL7: C 07 K 16/00

09 0 O 0Z Ol O
- wezssaneg

wezssginag

70

16. abra folytatasa



HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

M79 :

6z g aq1 [N 0
wezssgneg

104

Egér IgG:

or 4 oz ot 0
wezssginog

71

R1-H

"16. abra folytatasa



H791gGIM (1:10):

H791gG IM:

HU 221 818 B1
Int. CL1.7: C 07 K 16/00

OF % 0Z Gl 0L 9 O
 wgzssgineg

oF OE O QL O
wezssaineg

72

16. abra folytatasa



HU 221 818 Bl
Int. CL.7: C 07 K 16/00

H-1'14

fra\osn

4

.a?’

20

PR Y L A
®ae
LR T,

-8

8 L
o ezssansg

FACS AK

(111

®IQE °L]

H-11d
0T <01 01,01 ,01
e om,
LI E @
¥00C
(1

H-1714
m
B
3
00¢
(1

73




HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

esg181A]0) BIQY *L]

m-im H-1714 H-1714
,01¢01,01,01,01 ,01 ¢01,01,01 01

0 0

L B g Vi £
H ¢ B
H 3 PR

00¢ 00¢ 00¢

(IA | (A (Al

74




HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

H-1"Td
y01 0101501 0

L )
———n -

T

wezssgneg

00¢

esgreIf[o] BIqy “L]

H-1T14 | H-17T4
y01¢01 701401 )01 ,01c0T 20T

. 01 o1
m LI IT T Yoy 0 .
& &
3 &
00¢

75




X1I)

X)

HU 221 818 B1
Int. CL.7: C07 K 16/00

-
Q Wezssaineg

A 34442 biddd AALAS RARA

o o
Q wezssainag

76

17. abra folytatasa



Specifikus lizis

mAD nélkal -

HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

- ®® Kk - @ o o
< N < - (o] - 130 ]
Q - o - 2]
(=] o

Koncentracié (ug/mi)

18. 4bra

77

——HD70
—=—H79
—a— M79
—e— Panorex
—— h-lgG1
—m-igG2a




HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

19. abra

78



HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

20. abra

79



HU 221 818 B1

C 07 K 16/00

Int. C1.7

. abra

21

80




HU 221 818 Bl
Int. C1.7: C 07 K 16/00

22. 4bra

81




HU 221 818 Bl
Int. CL1.7: C 07 K 16/00

yrauii

. abra

23

82




HU 221 818 B1
Int. CL.7: C 07 K 16/00

24. abra

83



HU 221 818 Bl
Int. CL7: C 07 K 16/00

A e

25. abra

84



HU 221 818 B1
Int. C1.7: C 07 K 16/00

26. abra

85



HU 221 818 B1
Int. C1.7: C 07 K 16/00

M79:
1 2 3 456 7 8 9101112131415161718 1920

J——

01| “

HRP-konjugalt, egér immunglobulin elleni masodlagos ellenanyag:

1 23 4 5¢ 7 8 910111213141516171819 20

21
41
61
81
101

H79:

21
41
61
81
101

HD70 :

21
4]
61
81

101

27. abra

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: TorGesik Zsuzsanna fGosztalyvezetS-helyettes
Windor Bt., Budapest



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

