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Transzgenikus uton eldallitott fuzids fehérjék

KIVONAT

A taladlmany targya eljdrads transzgenikus fuzids fe-
hérje el6allitasara, amely soran olyan transzgenikus alla-
tot 4&llitanak eléﬁ amely tartalmazza a fuzids fehérje
expressziéjat biztositd transzgént; ezaltal lehetdvé teszik
a transzgén expresszibéjat, és a fuzidés fehérjének a
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transzgenikus allat tejébdl torténd kinyerését., a talalmany
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szerinti fuzids fehérje expresszidjat biztositd nukleinsav-
konstrukcid, valamint gydgyadszati vagy téaplalék-kiegészitd
készitmény, amely hatdsos mennyiségui fﬁziés fehérjét tar-
talmaz, példaul az itt ismertetett immunglobulin-enzim-
fuziosfehérjét és gyogyaszatilag elfogadott hordozot.

A talalmany alkalmazhatdé diagnosztikaban és human
gybgyaszatban, példaul rendellenes vagy koéros, a felszinén
célantigént expresszald sejt, példaul sejtfelszini antigént

expresszald raksejt elpusztitasara szolgald eljaréasban.
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Transzgenikus uton eldéallitott fuzids fehérjék

A taldlmany targyat képezik transzgenikus uton el&al-
litott fuzidés fehérjék (pl. immunglobulin-enzim-fuzids-
fehérjék), fuzids fehérjéket kédold nukleinsavak, valamint
fuzids fehérjék és nukleinsavak eldballitdsara és alkalmaza-
sadra szolgald eljarasok.

A taldlmény eldénydsen alkalmazhatd diagnosztikéban és
humdn gydgyadszatban, példaul rendellenes vagy kéros, a fel-
szinén célantigént expresszald sejt, példaul sejtfelszini
antigént expresszald raksejt elpusztitasara szolgald elja-
rasban.

A kitanitéas részét képezi a 60/101083. sz. ideiglenes
USA-beli szabadalmi bejelentés, amelyet 1998. szeptember
18-én nyujtottunk be. |

Novekvd szamban fejlesztenek ki rekombinans fehérjét
terapias és diagnosztikai alkalmazasok céljaira. E fehérjék
esetében azonban sokszor hagyomanyos eljarasokkal bonyolult

vagy koltséges lehet funkcionalis formaban és/vagy a kivant

Aktaszamunk: 96486-2444/SG



mennyiségben tdrténd elddllitas. Hagyomanyos eljaras tobbek
kozott az adott fehérje termeléséért felelds gén beillesz-
tése gazdasejtbe, példaul baktériumokba, élesztdébe vagy em-
1l8seredetdi sejtbe, példaul COS-sejtekbe, és ezutan a sejtek
tapkdzegben torténd tenyésztése. A tenyésztett sejtek ez-
utan a kivant fehérjét szintetizadljadk. A hagyomanyos, bak-
tériumokon vagy élesztén alapuld rendszerek sok esetben al-
kalmatlanok lehetnek nagy mennyiséqgl, komplex fehérje funk-
cionadlis formadban toérténd elééllitéséré. Az emléseredetd
sejtek képesek komplex fehérjék reprodukalasara, azonban
tenyésztésiik &ltaldban bonyolult és draga, é€s gyakran csak
mg/l-es mennyiségl fehérjemennyiségeket termelnek. A bakté-
rium-, éleszté- vagy emlSseredetd rendszerek alkalmazéasai-
nak korlatai kiiléndsen érvényesek komplex fehérjék eseté-
ben, mint példaul immunglobulin-enzim-fuzidésfehérje eseté-
ben, amely megfeleld poszt-transzlacidés médositéasokat és

- funkciondlis formava torténd osszekapcsolddast igényel.

Az alabbiakban roviden osszefoglaljuk a talalmanyt.

Altalaban a taldlmany targyat képezi transzgenikus
fuzidés fehérje, példdul immunglobulin-enzim—-fuzidsfehérje
szolgald eljaras. Az eljaras magaban foglalja transzgenikus
allat, példaul olyan kecske vagy szarvasmarha eldallitasat,
amely biztositja a fuzids fehérje, példaul immunglobulin-
enzim-fuziésfehérje expresszidjat biztositd transzgént; a
transzgén expresszidjat lehetdvé téve, és eldnydsen a fuzi-
bs fehérje transzgenikus &llat tejébdl torténd kinyerését.

(A taldlmany eldnyds megvaldsitasi mddja szerint a talal-



many targyat képezi tejben torténd expresszid, azonban méas
promoterek, pl. mads szovetspecifikus promdterek, pl. izom-,
haj-, vizelet-, vér-, vagy tojasspecifikus prombéterek szin-
tén alkalmazhatdak fuzidés fehérje mas szovetekben vagy ter-
mékekben torténd elddllitasara).

A taldlmény eldényds megvaldésitasi mdébdja szerint a
transzgén magaban foglal egy elsd tagot, amely egy masodik
taggal van fuzionédltatva. Az elsd tag tartalmazhatja célba
juttatd molekula alegységét, példaul Ig-alegységet, példaul
tumorspecifikus antigénre (pl. karcinoembriotikus antigén,
azaz CEA, transzferrinreceptor, TAG-72, epidermalis nove-
kedésifaktor-receptor) specifikus Ig-alegységet. A mésodik
tag lehet: enzim, Ig-alegységen, vagy fragmensén kiviil mas
polipeptid, RN-&z, példadul RN-&z-A, példaul angiogenin,
vagy karboxipeptidaz-B-enzim.

A talalmény eldényds megvaldsitasi mdédjai szerint a
transzgenikus fuzidés fehérjét a transzgenikus allat, példa-
ul kérddzd allat, példaul kecske vagy szarvasmarha emldémi-
rigyében allitjuk eld.

A talalmany eldényds megvaldsitasi mddjai szerint a
transzgenikus fuzidés fehérje transzgenikus emldsallat, pél-
daul kérdsdzé, példaul tejeld allat, pl. kecske vagy szar-
vasmarha tejébe szekretdlddik.

A taldlmany eldnyds megvaldsitdsi mdédjai szerint a
transzgenikus fuzidés fehérje transzgenikus emldésallat tejé-
be legalabb ko&riilbeltil 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1.5 mg/ml, 2

mg/ml, 3 mwmg/ml, 5 mg/ml vagy nagyobb koncentracidban

szekretdldodik.



A taldlmany elényds megvaldésitidsi mddjai szerint a
transzgenikus fuzids fehérjét emlémirigy-specifikus
prométer, példaul tejspecifikus prométer, pl. tejsavo-
fehérje- vagy kazeinprométer szabadlyozasa alatt allitjuk
eld. A tejspecifikus prombéter lehet kazeinpromdéter, béta-
laktoglobulin-prométer, savas tejsavoOfehérje-prométer vagy
laktalbumin-promdoter. Eldnydsen a promdter kecskeeredetd B-
kazein-prométer.

A taladlmany eldényOs megvaldsitdsi mdédjai szerint a
fehérje a kovetkezd képlettel irhatd le: R1-L-R2; R2-L-R1;
R2-R1 vagy R1-R2, ahol R1 immunglobulin-molekularész, L
peptidkapcsold és R2 masodik tag, példaul enzim-molekula-
rész. Elénydsen az Rl és az R2 kovalens mbébdon vannak kap-

csolva, példaul koézvetlentil fuzionaltatva vagy peptidkap-

csoldéval kotve.

A taldlmany eldnyds megvalésitési médjal szerint a
transzgenikus fuzidés fehérje raadasul tartalmaz:

szignalszekvenciat, amely a fuzids fehérje szekrécio-
jat vezérli, példaul szekretalddd fehérjeébdl szarmazd szig-
nalt (pl. tejbe szekretaldédd fehérje szignaljat; vagy im-
munglobulin szekrécidés szignaljat); és

- (adott esetben) szekretadlddd fehérje, példaul tejbe
szekretalddd fehérje, vagy immunglcobulin amino-termindlis
részének ahhoz elegendd részét kddold szekvenciajat, hogy
elésegitse a fuziés fehérje szekrécidjat, példaul a

transzgenikus allat tejébe torténd szekrécidjat.



A taldlmény elényds megvaldsitasi mdédjai szerint a
fuzids fehérje tartalmaz monoklonalis antitest-alegységet,
példaul humén eredetd, ragcsalbderedetd (pl., egéreredeti)
monoklondlis antitest-alegységet, vagy részét, pl. antigén-
koté-fragmensét. A monoklonalis antitest-alegység vagy
antigénksté-fragmense lehet egylancu polipeptid, nehézlanc-
b6l és konnyllancbdl &lld dimer, vagy két nehézlancbdl és
konnytilancbél 4116 tetramer. Elénydsen a monoklonalis anti-
test human eredetdi antitest vagy fragmense, példaul
antigénkosté-fragmense. Példaul a human antitestet eldallit-
hatjuk olyan hibridémaval, amely tartalmaz nem human erede-
ty, transzgenikus allati szervezetbdl, példaul
transzgenikus egérbdl szarmazd B-sejteket, amely genomja
tartalmaz humdn eredetd nehézlanc-transzgént és konnyldlanc-
transzgént, és a B-sejteket immortalizalt sejtekkel fuzio-
naltattunk. Az antitestek lehetnek kilonbszd izotipusuak,
tdbbek kozott IgG (pl. IgGl, IgG2, IgG3, IgG4), IgM, IgAl,
IgA2, IgA sub.sec., IgD, IgE. Eldnybsen az antitest IgG-
izotipusu. Az antitestek lehetnek teljes hosszusaguak (pl.
IgGl- vagy IgG4-antitest) vagy allhatnak csak antitestkotd
részekbsl (pl. Fab, F(ab'),, Fv vagy egylancu Fv-fragmens)

A taldlmdny eldényds megvaldsitisi moédjai szerint a
fuzids fehérje immunglobulin-alegysége rekombinans anti-
test, példaul kiméra- vagy humanizalt antitest; ezek alegy-
sége vagy antigénkotd fragmense, példaul olyan variabilis
régiéval, vagy legaldbb komplementaritast meghatarozé régi-

6val (CDR) rendelkezik, amely nem humén antitestbdl szarma-
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zik (pl. ragcsaloderedetl), és a tovabbi rész (részek) human
eredetlek.

A taladlmany eldényds megvaldsitasi mdédjai szerint a
fuzidés fehérje immunglobulin-alegysége monovalens (pl. tar-
talmaz egy par nehéz- és kénnyllancot, vagy ezek
antigénkoté-részét). A taldlmdny mas megvaldsitasi médjai
szerint a fuzidés fehérje bivalens antitest (pl. két par ne-
hézlancot és konnyldlancot tartalmaz, vagy ezek antigénkotd
részeit).

A talalmany eldnyds megvaldsitdsi médjai szerint a
fuzidés fehérje magédban foglal immunglobulin-nehézlancot
vagy annak fragmensét, példaul antigénkoétd fragmensét. E16-
nydsen az immunglobulin-nehézlanc vagy fragmense (pl.
antigénkoté fragmense) enzimhez van kapcsolva peptid-
kapcsoléval vagy direkt médon fuzionadltatva. Eldnydsen az
immunglobulinnehézlanc-enzim-fuzidsfehérje képes enzim-
aktivitéssal rendelkezd funkcionalis komplex, példéaul
dimer, trimer, tetramer vagy multimerkomplexszé vald Ossze-
szerelddésre. |

A talalmadny eldnyds megvaldésitasi mddjai szerint a
transzgenikus fuzidés fehérje magaban foglal immunglobulin-
nehézlancot vagy annak fragmensét (példaul antigénkotd
fragmensét), és —konnyudlancot vagy fragmensét (pl. antigén-
k6t8 fragmensét). Eldénydsen az immunglobulin-nehézlanc en-
zimhez van kapcsolat peptidkapcsoldval vagy direkt médon
fuziondltatva. El&nydsen a fuzionalt immunglobulinnehéz-

lanc-enzim-fuzidésfehérje képes Osszeszerelddni, példaul en-



zimaktivitassal rendelkezd funkcionalis komplex, példaul
dimer, trimer, tetramer vagy multimerkomplex kialakitasara.

A talalmény elényds megvaldsitasi mbdbdjai szerint a
fuzidés fehérjében taldlhatd enzim RN-&z, példaul RN-az-A4a,
példaul angiogenin, vagy karboxipeptidaz-B-enzim. Diagnosz-
tikali alkalmazasok céljaira az enzim lehet tormaeredeti
peroxidaz.

A talalmany eldnyds megvaldsitdsi mdédja szerint a fu-
zib6s peptid tartalmaz peptidkapcsoldt, és a peptidkapcsold
rendelkezik a kovetkezé tulajdonsagok kozil eggyel vagy
tobbel: a) lehetdvé teszi az elséd és a masodik tag egyméas-
hoz viszonyitott rotacidjat; b) ellendlld a proteazokkal
vald emésztéssel szemben; c) nem lép kolcsdnhatasba az im-
munglobulinnal vagy az enzimmel; d) lehetdévé teézi a fuzids
fehérje komplexképzését (pl. dimer, trimer, tetramer vagy
multimerkomplex), ahol a komplex megtartja enzimaktivita-
sat; e) eldsegiti a fuzids fehérje aktiv komplexszé vald
hajtogatédasat (folding) és/vagy Osszeszerelddését.

A talalmany eldnyts megvaldsitasi mddja szerint a fu-
zi6s peptid tartalmaz peptidkapcsolodt, és.a peptidkapcsold
hossza 5-60, eldnydsen 10-30 aminosav; egy eldényds megvald-
sitasi mod szerint a peptidkapcsold 20 aminosavbdl all vagy
a peptidkapcsoldé 17 aminosavbél all; a peptidkapcsolot al-
kotd mindegyik aminosav lehet: Gly, Ser, Asn, Thr vagy Ala;
a peptidkapcsolét tartalmaz Gly-Ser-elemet.

A taldlmany eldényds megvaldsitasi mdédja szerint a fu-
zi6s fehérje tartalmaz peptidkapcsoldt, és a peptidkapcsold

tartalmaz a (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly),~képlettel leirhatd szek-
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venciat, ahol y 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 vagy 8. Eldénydsen a
peptidkapcsolé tartalmaz a (Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s-képlettel
leirhatdé szekvenciat. Elényosen a peptidkapcsold tartalmaz
a ((Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)s;-Ser-Pro)-képlettel leirhaté szek-
venciat.

A taldlmaény eldnyds megvaldsitasi mddjai szerint a
transzgenikus fuziés fehérje dimer-, trimer-, tetramer-,
vagy nagyobb polimerizacidés foku komplexszé szerelddik Osz-
sze.

A talalmany eldnyds megvaldsitasi mdédjal szerint a
transzgenikus fuzidés fehérjét kédold transzgén olyan nukle-
insav-konstrukcibé, amely tartalmaz:

a) adott esetben szigetelészekvenciét (,insulator”) ;

b) prométert, példaul emlShamszovet-specifikus promd-
tert, példaul tejfehérje-prométert;

c) nukleotidszekvenciat, amely olyan, példaul tej-
specifikus fehérjébsl szarmazd szignalszekvenciat koédol,
amely alkalmas a fuzids fehérje»szekréciéjénak vezérlésére;

d) adott esetben nukleotid-szekvenciat, amely szekre-
taldédddé fehérje, példaul tejbe szekretalddd fehérje amino-
terminalis régidéjanak ahhoz elegendd részét kbédolja, amely
lehetévé teszi a nem szekretdlddd fehérje szekrécidjat,
példdul transzgenikus eml&sallat tejébe torténd szekréciod-
jat

e) egy vagy tobb nukleotid-szekvenciat, amely fuzids
fehérjét koédol, példaul az itt ismertetett immunglobulin-

enzim-fuzidésfehérjét kéddolja; és



f) adott esetben eml&sgén-eredetld, példaul emlSham-
szbvet-specifikus gén (pl. tejfehérjegén) 3'-irdnyld nem
transz1l4l6dé régidjat.

A taldlmény eldnyds megvaldsitasi mdédjai szerint a
transzgén a-eleme (ha jelen van), b-, c-, d-elemei (ha je-
len vannak), és az f-elem ugyanabbdél a génbdl szarmazik; a
transzgén a-eleme (ha jelen van), a b-, c-, d-elemei (ha
jelen vannak), és az f-elem két vagy tobb génbdl szarmazik.
Példaul a szignédlszekvencia, a promdéter-szekvencia és a 3'-
irdnyid nem transzl416dd szekvencia szarmazhat eml&Sham-
szbvet-specifikus génbdél, példaul tejsavdfehérje génjébsl
vagy kazeingénbdl (pl. B-kazein—-génbdl) . Elénydsen a
szignadlszekvencia, a prombter-szekvencia és a 3'-irdnyud nem
transzlaldédd szekvencia kecskeeredetd B-kazein-génbdl szar-
mazik.

A taldlmdny eldényds megvaldsitasi mdédjai szerint a
transzgén promdtere emlShamszovet-specifikus promdéter, pél-
daul tejsavdfehérje-promdter vagy kazeinpromdéter (pl. pB—
kazein-prombéter). A tejspecifikus prométer lehet kazein-
prombter, béta-laktoglobulin-prombéter, savas tejsavo-
fehérje-prombéter, vagy laktalbumin—proﬁéter. Elénydsen a
prombter kecskeeredetl B—kazein-prométer.

A taldlmdny eldényds megvaldsitasi mdédjai szerint a
transzgén &altal koédolt szigndlszekvencia amino-termindlis
szekvencia, amely a fehérje expresszidéjat a sejten kiviilre,
vagy a sejtmembranba vezérli. Elénybsen a szignal-
szekvenciat olyan fehérjébdl nyerjik, amely tejbe, példaul

a transzgenikus allat tejébe szekretalddik.
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A taldlmdny eldényds megvaldsitdsi mdédjali szerint a
transzgén 3 -iradnyu nem transzlaldédd régidja magaban foglal
poli-adenilacids szignalt, és azt emldhamszovet-specifikus
génbsdl, példadul tejsavdéfehérje-génbdl vagy kazeingénbdl
nyerjik. A 3 -irdnyu nem transzlaldéddd régidt nyerhetjik
kazeingénbdl (pl. B-kazein-génbdl), béta-laktoglobulin-gén-
bsl, savas tejsavdéfehérje-génbdl vagy laktalbumin-génbdl.
Eldénydsen a 3 -iradnyl nem transzl416dé régiodt kecskeeredetd
B-kazein-génbdl nyerjuk.

A taldlmany eldényds megvaldsitisi mddjai szerint az
itt ismertetett transzgén a transzgenikus &llat csirasejt-

jébe és/vagy szomatikus sejtjében integralddik.

A talidlmédny mas szempontja szerint a talalmany téar-
gyat képezi nukleinsav-konstrukcid, eldnydsen izolalt nuk-
leinsav-konstrukcid amely tartalmaz:

a) adott esetben szigeteldszekvenciat;

b) promdétert, példaul emlShamszovet-specifikus promd-
tert, példaul tejfehérje-promdtert;

c) nukleotidszekvenciat, amely olyan, példaul tej-
specifikus fehérjébdsl szarmazd szignalszekvenciat kdédol,
amely alkalmas a fuzidés fehérje szekrécidjanak vezérlésére;

d) adott esetben nukleotidszekvenciét, amely szekre-
taldédés fehérje, példaul tejbe szekretalddd fehérje amino-
termindlis kédold régidjanak ahhoz elegendd részét kddolja,
amely lehetdvé teszi nem szekretalddd fehérje szekrécidjat,

példaul transzgenikus eml&sallat tejébe torténd szekrécid-

jat;
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e) egy vagy tobb nukleotid-szekvenciat, amely az itt
ismertetett fuzids fehérjét kddolja; és

f) adott esetben eml&sgén-eredetd, példaul emlSham-
szovet-specifikus gén (pl. tejfehérjegén) 3'-irdnyu nem
transzl4alédéd régidjat.

A taldlmény eldényds megvaldsitdsi mdédjai szerint a
prométer eml8hémszovet-specifikus promdter, példaul tej-
savofehérje-prombéter vagy kazeinpromdéter (pl. p—kazein-
prombéter). A tejspecifikus prométer lehet kazeinprombter,
béta-laktoglobulin-prométer, savas tejsavdéfehérje-promdter,
vagy laktalbumin-prométer. Elénydsen -a promdéter kecs-
keeredetili B—kazein-promdter.

A taldlmadny eldényds megvaldsitasi mddjai szerint a
szignadlszekvencia amino-termindlis szekvencia, amely a fe-
hérje expresszidjat a sejten kivilre, vagy a sejtmembranba
vezérli. El&énydsen a szignédlszekvencia tejspecifikus fehér-
jébsl szarmazik. Elénydsen a sziénélszekvencia a kébdolt fu-
zi16s fehérje szekrééiéjét. a transzgenikus 4llat, példaul
transzgenikus eml&sallat tejébe iranyitja.

A taldlmany elényds megvalésitési médjali szerint a
transzgén 3 -irdnyud nem transzlaldédd régidja magaban foglal
poli-adeniléacidés szignalt, és azt emlShamszovet-specifikus
génbd&l, példaul tejsavdéfehérje-génbdl vagy Kkazeingénbdl
nyerjiik. A 3°-irdnyl nem transzlaldéddé régidt nyerhetjiik
kazeingénbdl (pl. B-kazein-génbél), béta-laktoglobulin-
génbdl, savas tejsavdéfehérje-génbdél vagy laktalbumin-
génb8l. Elénydsen a 3 -iranyu nem transzlalddd régidt kecs-

keeredetli B-kazein-génbdl nyerjlk.



A taldlmany mads szempontja szerint a talalmany tar-
gyat képezi gazdasejt, példaul izolalt gazdasejt, amely ma-
gadban foglalja a taldlmany szerinti nukleinsavat (pl.

transzgént, pl. az itt ismertetett nukleinsav-

konstrukcidt) .

A talalmany mas szempontja szerint a taldlmény tar-
gyat képezi gydgyaszati készitmény vagy taplalék-kiegé-
szitd, amely fuzids fehérje, példaul az itt ismertetett fu-
zi6s fehérje terapiasan hatéasos mennyiségét tartalmazza,
valamint tartalmaz gydgyaszatilag elfcgadott hordozét.

A taldlmany eldényds megvaldsitasi mdébdja szerint a ké-

szitmény tartalmaz tejet.

A taldlmany mas szempontja szerint a talalmany tar-
gyat képezi transzgenikus &allat, amely tartalmaz fuzids fe-
hérjét koédold transzgént, példaul az itt ismertetett immun-
globulin-enzim-fuzidésfehérjét kédold transzgént.

Elényds transzgenikus allatok lehetnek tébbek kozott:
eml&sok; madarak; hiillék; erszényesek és kétéltliek. Alkal-
mas emldésdk tobbek kozott: kérddzdk; patasok; haziasitott
emlésallatok és tejeld allatok. Kilondsen eldnyds allatok
tobbek kozott: egér, kecske, juh, teve, nyul, szarvasmarha,
sertés, 16, okor és lama. Alkalmas madarak toébbek kozott:
csirke, 1liba és pulyka. Ha a transzgenikus fehérje a
transzgenikus &allat tejébe szekretalddik, akkor szlikséges,

hogy az allat alkalmas legyen legalédbb évente 1, eldénydsen
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legalabb 10, vagy 100 liter tej termelésére. Eldnydsen a
transzgenikus allat kérédzé, példaul kecske, szarvasmarha
vagy juh. A legeldnyosebben a transzgenikus allat kecske.

A taldlmény elényds megvaldsitasi mddjal szerint a
transzgenikus &llat csirasejtjel és szomatikus sejtjei tar-
talmazzadk a fuzidés fehérjét koédold transzgént, példaul az
itt ismertetett fuzids fehérjét kddold transzgént.

A taldlmany eldényds megvaldsitasi mddjai szerint a
transzgenikus &llatban expresszalt fuzids fehérje emldémi-
rigy-specifikus prométer, példaul tejspecifikus prométer,
példaul tejsavéfehérje vagy kazein promdtere szabalyozasa
alatt expresszalddik. A tejspecifikus promodter lehet
kazeinporméter, béta-laktalbumin-prombéter, savas tejsavo-
fehérje-prométer, vagy laktalbumin-promdéter. Eldnydsen a
prométer kecskeeredetd PB-kazein-promdter.

A taldlmény eldényds megvaldsitasi mddjai szerint a
transzgenikus é&llat emldsallat, és az immunglobulin-enzim-
faziésfehérje a transzgenikus emldésallat tejébe legaldbb
koérilbeliil 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1.0 mg/ml, 1.5 mg/ml,

2 mg/ml, 3 mg/ml S5 mg/ml vagy nagyobb koncentracidban

szekretalodik.

A taldlmédny mas szempontja szerint a talalmany tar-
gyat képezi felszinén célantigént expresszald, rendellenes
vagy koéros sejt szelektiv elpusztitasara vagy lizaléasara
szolgald eljaras. Az eljaras magaban foglalja:

a rendellenes vagy kobéros sejtnek transzgenikusan

eldallitott fuzids fehérje, példaul az itt ismertetett,
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transzgenikusan el8allitott fuzids fehérjeével wvald érint-
keztetését, ahol a fuzidés fehérje immunglobulin-tagja fel-
ismeri a célantigént.

A ,peptidek”, ,fehérjék” és "polipeptidek” kifejezé-
seket a leirasban felcserélhetd médon alkalmazzuk.

Polipeptid vagy izol&lt polipeptid tisztitott készit-
ménye, alapvetden tiszta készitménye olyan polipeptidet je-
lent, amelyet elvalasztottuk az azt expresszald sejtben
vagy szervezetben vele egyiitt elé6forduld legalabb egy masik
fehérjétdl, lipidtél vagy nukleinsavtél, példaul a
transzgenikus &llatban vagy valadékaban, példaul tejben
vagy mas, a transzgenikus é&llat &ltal termelt anyagban,
példaul tojasban talédlhatd fehérjétdl, lipidtdl vagy nukle-
insavtél. A polipeptidet elénydsen elvéalasztjuk az olyan
anyagoktol, példaul antitestektdl vagy gélmatrixtdl, példa-
ul poli-akrilamidtél, amelyeket tisztitédsara alkalmaztunk.
A polipeptid a tisztitott készitmény szarazanyag-tartal-
manak elénydsen legalédbb 10, 20, 50, 70, 80 vagy 95%-at al-
kotja. Elénydsen a készitmény tartalmaz fehérjeszek-
venalashoz elegendé polipeptidet; legalabb 1, 10 vagy 100
ug polipeptidet; legalabb 1, 10 vagy 100 mg polipeptidet.

Alapvetden tiszta nukleinsav az olyan nukleinsav,
amely a kovetkezd feltételek egyikének vagy mindkettdnek
eleget tesz: nem kdzvetleniil szomszédos azzal az egyik vagy
akar mindkét szekvenciaval, példaul koédold szekvenciakkal,
amelyekkel kozvetleniill szomszédos a szervezet (amelybdl a
nukleinsav szarmazik) természetes koriilmények kozott eld-

forduld genomjaban (pl. az 5°-végen és a 3'-végen); vagy
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amely alapvetSen mentes olyan nukleinsav-szekvenciatol,
amelyekkel egyiitt fordul eld abban a szervezetben, amelybdl
a nukleinsav szarmazik. A kifejezés magédban foglal példaul
rekombinans DNS-t, amely vektorba, példaul autondém mdédon
replikalédé plazmidba vagy virusba, vagy prokaridta vagy
eukaridota (szervezet) genomi DNS-be van beépitve, vagy
amely mas DNS-szekvencidktoél fiiggetlen, kiilonalld molekula-
ként létezik (pl. PCR-reakcidéban vagy restrikcidés endo-
nukleazzal torténd kezeléssel eldallitott cDNS vagy genomi
DNS). Az ,alapvetéen tiszta DNS” kifejezés magaban foglal
olyan rekombinadns DNS-t, amely tovabbi fuzidésfehérje-
szekvenciakat kédold hibrid gén része.

A ,transzgén” kifejezés alatt a leirasban olyan nuk-
leinsav-szekvenciat (pl. egy vagy tobb fuzidsfehérje-
polipeptidet kédold nukleinsav-szekvenciat) értunk, amelyet
transzgenikus szervezet genomjaba vittink be. A transzgén
tartalmazhat egy vagy tobb transzkripcids szabalyozo-
szekvenciat és mas nukleinsavat, mint példaul intronokat,
amelyek sziikségesek lehetnek a fuzidés fehérjét kédold nuk-
leinsav optimalis expressziéjahoz és szekrécidjahoz. A
transzgén tartalmazhat erdsitészekvenciat (,enhancer”) .
Fuziésfehérje-szekvencia lehet mﬁkédéképesen kapcsolva
olyan szdvetspecifikus prombéterrel, amely a fehérje
transzgenikus &llat tejébe torténd szekretalddasat eredmé-
nyezi, példadul emléhamszovet-specifikus prométerrel, vize-
letspecifikus promdterrel vagy tojasspecifikus promdterrel.

A ,transzgenikus sejt” kifejezés alatt transzgént

tartalmazé sejtet értink.
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A ,transzgenikus szervezet” kifejezés alatt transz-
genikus é&llatot vagy noévényt értink.

A ,transzgenikus &llat” kifejezésen nem huméan jelleqi
dllati szervezetet értiink, amelyben az &allat sejtjei kozil
egy vagy tobb, és eldénydsen alapvetden minden sejt tartal-
maz emberi beavatkozads, mint példdul a technikdban ismert
transzgenikus eljarasok &ltal bevitt transzgént. A transz-
gént bejuttathatjuk a sejtbe direkt vagy indirekt mdédon a
sejt prekurzordba vald bejuttatassal, szandékos genetikai
miivelettel, mint példadul mikroinjekcidéval vagy rekombinans
virussal torténd fertdzéssel.

Az ,emldés” kifejezés alatt olyan &llatokat értink, az
embert kivéve, amelyek rendelkeznek emldémiriggyel és tejet
termelnek.

,Tejeld allat” aiatt tejtermeld, ragcsaldénal nagyobb,
nem human Jjellegl &llatot értink. A taldlmany eldnyds meg-
valdésitéasi médjai szerint a tejeld adllat béséges mennyiségl
tejet termel és hosszu a tejelési id&szaka, példaul lehet a
~ szarvasmarha vagy kecske.

Az ,alany” kifejezés alatt embert és allatot értink.
A leirasban a ,nem humdn Jjellegld &allat” kifejezésen értink
gerinceseket, példaul emldsdket és nem emlésoket, mint pél-
daul fdemlSsdket az emberen kivil, kérédzéket, madarakat,
kétéltleket, hiill8ket és ragcséaldkat, példaul egereket és
patkanyokat. A kifejezés magaban foglal nyulakat is.

A ,transzgenikus novény” kifejezésen értiink olyan no-
vényeket, elénybsen tobbsejti vagy magasabb rendd ndvéenye-

ket, amelyekben a novény sejtjeli egy vagy tobb, és eldnyod-
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sen alapvetden minden sejt tartalmaz emberi beavatkozas,
mint példaul a technikaban ismert transzgenikus eljarasok
4ltal bevitt transzgént.

A ,novény” kifejezésen értiink teljes novényt, novényi
részt, novényi sejtet vagy ndvényi sejtek csoportjat. A ta-
lalmany szerinti eljarasokban alkalmazhatd novények cso-
portja olyan tédg, mint a transzformalasnak aladvethetd maga-
sabb rendli novények osztalya, amely 1négéban foglalja az
egyszikleket és a kétsziklleket is; magaban foglal kiiloénbozd
ploiditasi szintd novényeket, tobbek kozott poliploidokat,
diploidokat és haploidokat.

A ,tapléalék-kiegészitd” kifejezésen olyan élelmiszer-
anyagot vagy a taplalék részét értjik, amely tartalmaz fu-
zi6s fehérjét. A téplélék—kiegésziték orvosi vagy egészség-
igyi értelemben eldényt nyujtanak, tobbek kozott rendelle-
nesség megeldzését, kezelését vagy. gydgyitasat. A
transzgenikus fehérje a taplalék-kiegészit&kben gyakran.
legaldbb 100 npg/kg, eldényosebben legaldbb 1 mg/kg, a leg-
elénydsebben legaldbb 10 mg/kg koncentracidéban vannak je-
len. Taplalék-kiegészitd tartalmazhat transzgenikus allat-
tdl szarmazd tejet.

Az ,immunglobulin” és ,antitest” kifejezések alatt
olyan glikoproteineket értiink, amelyek tartalmaznak 1leg-
aladbb két nehézlancot (H) és két konnydlancot (L), amelye-
ket diszulfidhidak kapcsolnak &ssze. Minden nehézlanc ne-
hézlanc-varidbilisrégidbdl (roviditése: HCRV vagy VH) és
nehézladnc-konstansrégidébél 4all. A nehézlanc-konstansrégid

harom doménb&él &ll: CH1, CH2 és CH3. Minden konnyllanc



_18_

kénnyliladnc-varidbilisrégidbdl (roviditése: LCRV vagy VL) és
konnyldladnc-konstansrégidobdél all. A konnyldlanc-konstansrégid
eqgy doménbsl, a CL-bd8l all. A VH- és a VL-régidk tovabb
oszthatdék hipervaridbilis régidkra, melyeket komplementari-
tast meghatdrozdé régidknak nevezink (CDR), amelyeket kozé
konzervaltabb, vazszerkezet-régidnak nevezett régidk (FR)
ékel&édnek. Minden VH és VL harom CDR-b8l és négy FR-b61
all, amelyek elrendez&dése az N-termindlis végtdl a C-
termindlis végig: FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. A
nehézladnc és a konnyldladnc varidbilis régidéi tartalmaznak
kot8domént, amely kolcsonhatdsba l1lép antigénnel. Az anti-
testek konstans régidi kozvetithetik az immunglobulin gaz-
daszovetekhez vagy faktorokhoz, tobbek kozott az immunrend-
szer kiilonbozd sejtjeihez (pl. effektorsejtekhez) és a
klasszikus komplement-rendszer elsd komponenséhez (Clqg) va-
16 kotbdését.

Az antitest ,antigénkotd része” (vagy egyszerlen an-
titest része”) kifejezés alatt antitest egy vagy tobb olyan
fragmensét értjuk, amely megtartja az antigénhez (pl.
célantigénhez) vald specifikus kotddés tulajdonsagat. Kimu-
tattdk, hogy antigén antigénkdtd funkcidja megvaldsithatd
teljes hosszusagu antitest fragmenseivel. Az antitest
,antigénkoté része” kifejezés altal leirt kotSfragmensekre
példak tobbek kozott 1) Fab-fragmens, amely VL-, VH-, CL-
és CHl-doménekbdél felépiild monovalens fragmens; 2) F(ab').-
fragmens, amely a csuklérégidéjaban diszulfidhiddal Ossze-
kapcsolt két Fab-fragmenst tartalmazé bivalens fragmens; 3)

a VH- és a CHl-doménekb&l 4116 Fd-fragmens; 4) antitest
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egyik karja VL- és VH-doménjeibd&él &lld Fv-fragmens; 5) VH-
doménbél dAb-fragmens [Ward és mtsai., Nature 341: 544-546
(1989)1, és 6) 1izolalt komplementaritast meghatarozdé régiod
(CDR) . Rdadasul, noha az Fv-fragmens két doménjét, a VL- és
a VH-régidét kiilon gének kbédoljédk, ezek Osszekapcsolhatdak
rekombinadns eljarasok alkalmazasaval, szintetikus kapcsoléd-
val, amely lehetdévé teszi azt, hogy egy fehérjeként legye-
nek eldallithatdak, amely fehérjében a VL- és VH-régiodk
part alkotnak monovalens molekulak kialakitasara ([egylancu
Fv-ként (scFv) ismert, lasd Bird és mtsai., Science 242:
423-426 (1988), és Huston és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85: 5879—5883 (1988)]. Az 1ilyen egyladncu antitestek
szintén az antitest ,antigénkotd része” fogalmaba értendd-
ek. Ezeket az antitestfragmenseket a szakember szé&mira is-
mert hagyomanyos eljarasokkal allitjéak eld, és a
fragmenseket alkalmazas céljéra ugyanugy szﬁrik
(szkrinelik), mint az ép antitesteket.

A ,monoklonadlis antitest” kifejezés alatt egyszerd
(,single”) molekularis Osszetételd aﬁtitest—molekulét ér-
tink. Monoklonalis antitest-0sszedllitds (,composition”)
adott epitépra egyszeres (,single”) kotési specifitast és
affinitast mutat. Ennek megfeleléen a ,humdn eredetd
monoklonalis antitest” kifejezés alatt egyszeres kotési
specifitast és affinitédst mutatd antitesteket értiink, ame-
lyek human csirasejtbél szarmazé immunglobulin-szekven-
ciakbdl szarmazd variabilis és konstans régidkkal rendel-
keznek. A taldlmany egyik megvalbdésitasi mdédja szerint a hu-

man eredetdi monoklonadlis antitesteket olyan hibridémaval
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allitjuk eld, amely olyan transzgenikus, nem human Jjellegd
dllatb6dl, példaul transzgenikus egérbdl szarmazdé B-sejteket
tartalmaz, amely humdn eredetd nehézlanc-transzgént és
kénnyldlanc-transzgént tartalmaz, immortalizalt sejttel fu-
zionédltatva.

A ,rekombinadns humdn antitest” kifejezés alatt értink
minden, rekombindns médon eldallitott, expresszalt, emberi
tevékenység altal létrehozott, vagy human eredetd immunglo-
bulin-génre nézve transzgén allatbdl (pl. egérbdl) izolalt
huméan eredetd antitestet; gazdasejtbe transzfektalt
rekombindns vektor alkalmazasaval expresszalt antitesteket;
rekombinans, kombinatorikus humdn eredetd antitestkonyvtar-
bdé1l izoldlt antitesteket, vagy olyan antitesteket, amelye-
ket barmely mas mdédon, human immunglobulin-génszekvenciak
mas DNS-szekvencidkhoz torténd illesztését tartalmazd elja-
rasban Aallitottak eld, hoztak 1létre wvagy izolaltak. Az
ilyen rekombindns, human eredetd antitestek humén csira-
sejtb&l szarmazd variabilis és konstans reégidkkal rendel-
keznek. A taladlmany bizonyos megvaldsitasi mdédjai szerint
azonban az ilyen rekombinans human antitesteket in vitro
mutagenezisnek (vagy human eredetl Ig-szekvenciakra transz-
gén allat alkalmazdsa esetében in vivo szomatikus
mutagenezisnek) vetjik ala, és igy a rekombinans antitestek
VH- és VL-régidéi aminosav-szekvenciali olyan szekvenciék,
amelyek nem létezhetnek in vivo a human csiravonal anti-
test-készletében, noha humdn eredetd VH- és VL-szekven-

cidkbdl szarmaznak, és azzal rokonsagot mutatnak.
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Nukleinsav ,mikod&éképesen van kapcsolva”, ha mas nuk-
leinsav-szekvencidkkal funkciondlis kapcsolatban van. Pél-
daul promdéter vagy erdsitd (,enhancer”) mikodéképesen van
kapcsolva kdédold szekvenciaval, ha hatast gyakorol a szek-
vencia transzkripcidjara. A transzkripcids szabadlyozd szek-
venciak esetében a ,mikoédSképesen kapcsolva” kifejezés azt
jelenti, hogy a DNS-szekvenciak kapcsoltak és szomszédosak,
és ahol két fehérje k6dold régidjanak Osszekapcsolésa szik-
séges, szomszédosak és azonos leolvasasi keretben vannak.

A ,vektor” vagy ,konstrukcidé” kifejezés alatt olyan
nukleinsav-molekuldt értink, amely alkalmas mas, hozza kap-
csolt nukleinsav 4&tvitelére. A vektor egy tipusa a
,plazmid”, amely cirkularis, kettdés lancu DNS-hurok, amely-
be tovabbi DNS-szegmenseket illeszthetiink ligdlasi reakcid-
val. A vektor masik tipusa viradlis vektor, amelybe tovabbi
DNS-szegmenseket ligalhatunk a virusgenomba. Bizonyos vek-
torok képesek a gazdasejtben autondédm replikalddasra, amely-
be bejuttattdk ezeket (pl. bakterialis replikacids kiindu-
léponttal rendelkezd bakterialis vektorok és episzdmdlis
emlésvektorok). Mas vektorok (pl. nem episzémélis emlésvek-
torok) integraldédhatnak gazdasejt genomjaban a gazdasejtbe
torténé bejuttatasuk sorédn, és ezaltal a gazdasejttel
egyiitt replikadldédnak. Raadasul bizonyos vektorok alkalmasak
a velik mikod&képesen kapcsolt gének expresszidja vezérlé-
sére. Az ilyen vektorokat ,rekombinans expresszidés vekto-
roknak” (vagy egyszerlen ,expresszids vektoroknak”) nevez-
ziik. Altaldnossagban a rekombinans DNS-technoldégiakban

gyakran alkalmazott expresszids vektorok plazmidok. A le-
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irdsban a ,plazmid” és ,vektor” kifejezéseket felcserélhetd
médon alkalmazhatjuk, mivel a legdltalédnosabban alkalmazott
vektorforma a plazmid. A taldlmédny szerinti megoldéasban al-
kalmazhatbak azonban az expresszids vektorok mas, ilyen
formdi is, mint a viralis vektorok (pl. replikacidés képes-
ségiikben hidnyos retrovirusok, adenovirusok és adeno-
asszociadlt vektorok).

A ,rekombindns gazdasejt” (,vagy egyszerlen ,gazda-
sejt”) kifejezésen olyan sejtet értiink, amelybe rekombinans
expresszids vektort vittiink be. Magatol értetddik, hogy az
ilyen kifejezéseken nem csak a konkrét célsejtet értjiik,
hanem az ilyen sejtek leszarmazottjait is. Mivel mutacidk
miatt vagy akar kornyezeti hatasok miatt a kovetkezd gene-
racidkban bizonyos mutacidk felléphetnek, lehetséges, hogy
az ilyen leszarmazott az &ssejttel ténylegesen nem azonos,
azonban akkor is a ,gazdasejt” kifejezés vonatkozik rajuk.

A taldlmdny mads Jjellegzetességei és eldényei az itt
kovetkez8 részletes leiras és az igénypontok alapjan nyil-

vanvalodak.

Az alabbiakban a taldlmany részletes leirasat adjuk

megqg.

Elé&szdr roviden ismertetjlik az abrakat.

Az 1. dbra a genetikai antitest és antitest-
angiogenin-fuzidésfehérje vazlatos bemutatasa.

A 2A. abra a transzferrinreceptor-antitest (E6) és az
angiogenin-enzim-fuzid (CHZ2Ang) szerkezetének vazlatos &b-

rdja. A kovetkezd DNS-eket fuziondltattuk méddositott, kecs-
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keeredetd pB-kazein-gén 2. és 7. exonja kozé [DiTullio és
mtsai., 1992] egér emldmirigyében torténd expresszid célja-
bdél: humadn eredetd transzferinreceptor-elleni monoklondlis
antitest nehézlénca, E6 (1); ugyanaz a nehézlanc, CH2-
doménjanal angiogenint (Ang) kédold gén 5'-végéhez fuzio-
naltatva a korédbban leirtak szerint [Rybak és mtsai., 1992]
(2); az E6-antitest konnylladnca (III). Ures kockak: nehéz-
lanc; keresztben vonalkazott kockéak: ‘kbnnyﬁlénc; csikos
kockak: Ang.

A 2B. &bra az E6-IgG-antitesteket vagy a CH2-fuziéds
fehérjét termeld néstényektsl gydjtott tej Western-
analizisét mutatja be, amely redukdlt korilmények kozott
készilt, és az angiogenin-elleni vagy IgG-antitestek ellen
hivtuk eldé. A gélre 15 ul, PBS-sel higitott tejet vittiink
fel.

A 2C. &bra tisztitott E6-antitest vagy CH2Ang Wes-
tern-analizisét mutatja be. A blotokat a jelzett antites-
tekkel vizsgaltuk; 1. sav: 0.3 png E6; 3. sav: 4 ug E6; 4.‘
és 5. sav: 0.2 ug CH2Ang.

A 3. 4&bra angiogenin vagy angiogenin-antitest-fuzids-
fehérje (CH2Ang) mRNS-transzlacidra gyakorolt hatasat mu-
tatja be. Az angiogenint vagy a fuzidés fehérjét BMV-RNS-t
és [*°S]-metionint tartalmazé lizatumhoz adtuk. A fehérje-
szintézist Ugy hatédroztuk meg, hogy az Ujonnan szintetizalt
fehérjébe a jeldlt anyag beéplilését wvizsgaltuk, a leirtak
szerint [Newton és mtsai., 1996]. 2-3-kisérletbdl szarmazd
adatokat gyljtottunk Ossze, és abrazoltuk (adatok + SEM).

Az eredményeket vakprdbaval (kontrollként szolgdld, nem
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génkezelt préba, ,mock”) vald kezeléssel végzett kontroll-
reakcid szazalékos értékében fejeztik ki. Az ICso—érték az
Ang vagy az Ang-fuziésfehérje olyan koncentracidja, amely a
fehérjeszintézis 50%-o0os gatlasadhoz szikséges, és ezeket a
dbézis-hatas-gorbékbdél hatdroztuk meg. Telt korok: Ang, iires
korok: CH2-Ang.

A 4. &bra az angiogenin-antitest-fuzidésfehérje te-
nyésztett sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsat bemutatd
dbzis-hatas-gérbe. A CH2Ang SF539- és MDA-MB-231]™f-
sejtekre gyakorolt in vivo toxicitédsat mutatja be, amelyet
a fehérjeszintézis-gatléas alapjan becsiltink megq. A
citotoxikus mérési eljarasokat ugy hataroztuk meg, hogy a
(''Cl-leucin fehérjékbe torténd beépiilését mértiik, a Mod-
szereknél leirtak szerint. A mérési eljaréasokat szérum je-
lenlétében hajtottuk végre, és azt leucin- és szérummentes
tapkézegre cseréltiik, mieldtt ['‘C)-leucinnal pulzusszerd
kezelésnek vetettlik ala. Az ICso-érték Ang-fuzibdésfehérije
olyan koncentréacidéja, amely 3 nap elteltével a fehérje-
szintdz 50%-os gatlasahoz sziikséges, és ezt kozvetleniil a
dézisvadlasz-gorbék alapjan hataroztuk még. A SEM-et akkor
adbrazoltuk, amikor értéke a jelnél nagyobb volt. Telt ko-
rok: SF539-es human eredetd glidmasejtek; lires kdrdk: human
eredetli MDA-MB-231]™"'-es emlSraksejtek.

A talalmdny targyat képezi, legalédbbis részben,
transzgenikus uton eld&allitott fuzids fehérje. A taldlmany
elényds megvaldsitasi mdédjai szerint a fuzids fehérje tar-
talmaz immunglobulin-alegységet (pl. immunglobulin nehéz-

vagy konnydlancat), toxinnal (pl. enzimalegységgel) fuzio-
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nadltatva. Az 1itt ismertetett immunglobulin-enzim-fuziés-
fehérje arra szolgal, hogy citotoxikus hatdanyagot (pl. az
enzimet) nemkivéanatos sejthez, példaul tumorsejthez juttas-
suk célba. Példaul az alabbi Példaknadl leirt fuzids fehér-
jék (azaz enzimmel, pl. RN-az-A-vagy karboxipeptidazzal fu-
zionalt, karcinoembriotikus antigén, CEA) alkalmazhatédak
tumorsejthez torténd célba juttatdsra. Miutan elegendd idét
biztositottunk arra, hogy az immunglobulin-enzim-fuzids-
fehérje a tumoros helyen 1lokalizaldéddjon, nem toxikus
prodrogot adhatunk be. Ez a prodrog a tumoros helyen loka-
lizadldédott, célba juttatott enzim hatdsadra erdsen cito-
toxikus drogga alakul at, ami lehetdévé teszi a drog terapi-
ds szintjének elérését a beteg szamara elfogadhatatlan to-
xicitéas nélkil.

Immunglobulinok el&dallitasa

Sejten talalhatdé célantigén, példaul sejtfelszini fe-
hérje (pl. receptor) elleni monoklonadlis antitest el&allit-
hatdé eljarasok széles valasztékaval, tobbek kozott hagyoma-
nyos monoklonalis antitest-metodikaval, példaul Kohler és
Milstein standard szomatikus sejthibridizéciés technikdja-
val [Kohler és Milstein, Nature 256: 496 (1975)]. Elénydsek
a szomatikus sejthibridizacids eljarasok, azonban altaldban
alkalmazhatbéak més, monoklondlis antitest eldallitdsara
szolgdld eljarasok, példaul a B-limfocitdk virdlis vagy
onkogén transzformacidja.

Hibridémadk eléallitdsdra szolgald eldnyds, allati
eredetli rendszer az egéreredetl rendszer. Az egérben torté-
né hibridématermelés nagyon Jj61 megalapozott eljaras.

Immunizalasi eléiratok és fuzids célokra immunizalt
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nizalasi eldiratok és fuzids célokra immunizalt splenocitédk
izolédlasdra szolgadld eljarasok jol ismertek a technikéban.
Fuzibés partnerek (pl. egérmieldbma-sejtek) és fuzids eljara-
sok szintén ismertek.

Humadn eredetli fehérjék elleni humdn monoklondlis an-
titestek (mAb-k) létrehozhatbdak az egér (immun-) rendszere
helyett a teljes humdn immunrendszert hordozdé transzgenikus
egerek alkalmazasaval. A konkrét antigénnel immunizalt
transzgenikus egérb&dl szarmazd splenocitdkat alkalmazzuk
humadn fehérje epitépjaira specifikus affinitdssal rendelke-
z8 humé&n mAB-kat szekretd&ld hibriddémédk eldadllitasdhoz [lasd
pl. Wood és mtsai., WO 91/00906. sz. nemzetkdzi szabadalmi
bejelentés; Kucherlapati és mtsai., WO 91/10741. sz. nem-
zetkozi kozzétételi irat; Lonberg és mtsai., WO 92/03918.
sz. nemzetkozi szabadalmi bejelentés; Kay és mtsai.,
92/03917. sz. nemzetkdzi szabadalmi bejelentés; Lonberqg és
mtsai., Nature 368: 856-859 (1994); Green, L.L. és mtsai.,
Nature Genet. 7: 13-21 (1994); Morisson, S.L. és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855 (1994); Bruggeman
és mtsai., Year Immunol. 7: 33-40 (1993); Tuaillon és
mtsai., PNAS 90: 3720-3724 (1993); Bruggeman és mtsai.,
Eur. J. Immunol. 21: 1323-1326].

Monoklonalis antitestek elSallithatdak a rekombinéns
DNS-technoldégidban jartas szakember szdmidra ismert mas el-
jaréasokkal is. A  ,kombinatorikus antitest-bemutatas”
(,display”) néven ismert alternativ eljaréast fejlesztettek
ki adott antigén-specifitassal rendelkezd antitest-

fragmensek azonositédsara és izolalasédra, és ez alkalmazhatod
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monoklondlis antitestek eldallitésara [a kombinatorikus an-
titest-bemutatas leirdasat lasd a kovetkezd kozleményekben:
Sastry és mtsai., PNAS 86: 5728 (1989); Huse és mtsai.,
Science 246: 1275 (1989); Orlandi és mtsai., PNAS 86: 3833
(1989)]1. A fent leirtak szerint &allat immunogénnel torténd
immunizaldsa utdn az eredményll kapott B-sejt-készlet
(,pool”) antitest-repertoarjat kloénozzuk. Altaldnosséagban
ismertek az immunglobulin-molekuldk valtozatos populécidja-
nak variabilis régidja DNS-szekvencidjanak oligomer lancin-
ditdék és PCR alkalmazasaval torténd eldadllitésara szolgdld
eljarasok. Példaul az 5'-irédnyu leader-szekvenciakhoz
(szignalpeptidekhez) és/vagy az 1. vazszekvencidkhoz (FR1)
tartozd kevert oligonukleotid-lancinditdk, wvalamint a kon-
zervalt 3'-iradnyu konstans régidé lancinditdja alkalmazhatod
szamos egéreredetd antitest nehézlanca és kdnnylilanca vari-
abilis régidéi PCR-amplifikalasa céljabdl [Larrick és
mtsai., Biotechniques 11: 152-156 (19915]. Hasonldé straté-
gia alkalmazhaté humdn eredetd antitestek nehézlanca és
konnydlanca variabilis régidi amplifikaléasa céljabol
[Larrick és mtsai., Methods: Companion to Methods 1in
Enzymology 2: 106-110 (1991)].

A taldlmény egy illusztralasként szolgald megvaldsi-
tasi médja szerint RNS-t izolalunk B-limfocitakbdl, példaul
periférias vérsejtekbdl, csontveld&bsl vagy lép-pre-
paratumokb6l standard eldiratok alkalmazasaval [lasd példa-
ul a 4683202. sz. amerikai egyestlt &llamokbeli szabadalmi
iratot, Orlandi és mtsai., PNAS 86: 5728-5732 (1989), és

Huse és mtsai., Science 246: 1275-1281 (1989)]. Az elsé
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cDNS~-lancot a nehézlanc (nehézlancok) és a x- és a A-
kénnytilancok konstans régidjara specifikﬁs lancinditoék, va-
lamint a szignalszekvencia 1lancinditéja alkalmazéaséaval
szintetizaljuk. Variadbilisrégidé PCR-lancinditét alkalmazva
mindkét nehézlanc és konnyllanc variabilis régidit
amplifikaljuk, mindegyiket onmagaban vagy kombinacidban, és
a bemutatasi (,display”) ,csomagok” elballitasaban tovabbi
miveletek céljara alkalmas vektorokba ligaljuk. Az
amplifikdlasi eldiratokban alkalmazhatdé oligonukleotid-
lancinditék lehetnek unikalisak (,unique”) vagy degeneral-
tak, vagy a degenerdlt pozicidkban beépitve tartalmazhatnak
inozitot. A lancinditdékba beépithetink restrikciés
endonukleazok szamara felismerési szekvencidkat, annak le-
hetdvé tételére, hogy az amplifikialt fragmenst expressziod
céljabdl eldre meghatarozott leolvasasi keretben vektorba
klbénozzuk.

Az immunizaléasbdl szérmazq antitest-repertoarbdl
klénozott V-gén-konyvtar expresszalhatd antitest-bemutatéasi
konyvtar létrehozasa céljabol bemutatasi' csomagok populéaci-
6janak alkalmazésaval, amelyek elénydsen filamentdzus
fagbol szarmaznak. Idedlis esetben a bemutatasi csomag tar-
talmaz olyan rendszert, amely lehetdédvé teszi nagyon nagy,
valtozatos antitest-bemutatasi konyvtarakbdél vald mintavé-
telt, minden affinitadsi elvalasztasi kor utan gyors oszta-
lyozast, és a tisztitott bemutatasi csomagokbdél az anti-
testgén kénnyd izolalasat. A bemutatasi fagkonyvtarak elé-
4llitasara szolgald, kereskedelmi  forgalomban kaphatd

reagenskészleteken kivil (pl. a Pharmacia Recombinant Phage
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Antibody System nevd terméke, 27-9400-01. kataldgusszammal,
és a Stratagene SurfzZAP™ fag-display reagenskészlete
240612. kataldgusszadmmal) valtozatos antitest-bemutatasi
kényvtar eldallitasdban kiilondsen JjoOl alkalmazhatd eljaréa-
sokra és reagensekre példaként emlithetjik a kovetkezdket:
Ladner és mtsai., 5223409. sz. amerikai egyesiilt allamokbe-
1i szabadalmi irat; Kang és mtsai., 92/18619. sz. nemzetk&-
zi kozzétételi irat; Dower és mtsai., WO 91/17271. sz. nem-
zetkozi kozzétételi irat; Markland és mtsai., WO 92/15679.
sz. nemzetkdzi kozzétételi irat; Breitling és mtsai., WO
93/01288. sz. nemzetkdzi kozzétételi irat; McCafferty és
mtsai., WO 92/01047. sz. nemzetkodzi kozzétételi irat;
Garrard és mtsai., WO 92/09690. sz. nemzetk®zi kozzétételi
irat; Ladner és mtsai., WO 90/02809. sz. nemzetkdzi kozzé-
tételi irat; Fuchs és mtsai., Bio/Technology 9: 1370-1372
(1991); Hay és mtsai., Hum Antibod Hybridomas 3: 81-85
(1992); Huse és mtsai., Science 246: 1275-1281 (1989);
Griffths és mtsai., EMBO J 12: 725-734 (1993); Hawkins és
mtsai., J, Mol. Biol. 226:889-896 (1992); Clackson és
mtsai., Nature 352: 624-628 (1991); Garrad és mtsai.,
Bio/Technology 9: 1373-1377 (1991); Hoogenboom és mtsai.,
Nuc Acid Res 19: 4133-4137 (1991), és Barbas és mtsai.,
PNAS 88: 7978-7982 (1991).

A talalmany bizonyos megvaldésitdsi mdédjai szerint ne-
hézlanc és konnylilanc V-régidé-doménjal expresszalhatodak
ugyanazon a polipeptiden, flexibilis kapcsoldéval kapcsolva
egylancu Fv-fragmens kialakitasaval, és az scFV-gént ezutéan

a kivant expresszidés vektorba vagy faggenomba kldénozva.
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Amint az A&ltaldnossagban le van 1irva MéCafferty és munka-
tarsai kozleményében [McCafferty és mtsai., Nature 348:
552-554 (1990)], antitestek teljes, flexibilis (Glys-Ser);-
kapcsoléval kapcsolt Vy- és Vp-doménjai alkalmazhatdak
olyan egylancu antitest eléallitasaban, amely a bemutatési
csomagot antigén-affinitdsi alapon elvalaszthatdova teszi.
Az antigénnel immunreaktivitast mutatd 1zoldlt scFV-
antitestek ezt kovetden a taldlmany targyat képezd eljaras-
ban alkalmazhatd gydbgyadszati készitményben formulazhatéd.

A ,bemutatdsi csomag” (,display package”) felszinén
megjelenitett antitest-konyvtart a célantigénnel vagy
peptidfragmenseivel szkrinelik, a célantigénhez speci-
fitdssal rendelkezd antitestet expresszald ,csomagok” azo-
nositasa és 1izoldlasa céljabdél. A kivalasztott antitestet
k6dolé nukleinsav a bemutatasi csomagbdél (pl. a fag-
genombo6l) kinyerheté és standard rekombindns DNS-el-
jarasokkal mas expresszids vektorokba szubklénozhatod.

Felszini fehérjéhez nagy affinitast mutatd specifikus
antitest-molekuldkat &llithatunk eld a technikdban ismert
eljarasoknak megfelelden, tobbek kozott konyvtarak
szkrinelésével [Ladner, R.C. és mtsai., 5233409. sz. ameri-
kai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi irat, Ladner, R.C. és
mtsai., 5403484. sz. amerikai egyesilt &allamokbeli szaba-
dalmi irat]. Radaddsul az ilyen konyvtédrakat alkalmazd elja-
rasok alkalmazhatdak olyan koétddeterminansok keresését

szolgald szkrinelésekben, amelyek antitestek szerkezeti de-

termindnsainak mimetikumai.
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Kézelebbrél adott antitest Fv-kotéfelszine kdlcsdnha-
tasba 1lép a célligandumaval a fehérje-fehérje kdlcsdnhatéas-
ok elvei szerint, ez&ltal a Vy és V. (az utdbbi lehet k-
vagy A-lanctipusu) szekvenciaadatai a szakember szamara is-
mert fehérjekonstrukcibds (,protein engineering”) technikak
alapjai lehetnek. A kotddeterminansokat tartalmazd fehérje-
felszin részletes adatait antitest-szekvencia informacidk-
bél nyerhetjlik, mas antitestek NMR-vizsgalataibdél vagy
krisztallografiai adatokbdél nyert, kordbban meghatarozott
hdromdimenzids szerkezeteit alkalmazé modellezési eljaras-
sal. [lasd pl. Bajorath, J. és Sheriff, S., Proteins:
Struct., Funct. and Genet. 24(2): 152-157 (1996) ; Webster,
D.M. és Rees, A.R., ,Molecular modelling of antibody-
combining sites”, Methods in Molecular Biol. 51, Antibody
Engineering Protocols, 17-49, szerk.: Paul, S., kiad: Human
Press, Totowa, NJ], és Johnson, G., Wu, T.T. és Kabat,
E.A., ,Seghunt: A program to screen aligned nucleotide and
amino acids sequences”, Methods in Molecular Biol.51: id.
mi 1-15 (1995)].

A taldlmany egyik megvalésitasi médja szerint valto-
zatos peptidkdnyvtart expresszalunk megjelenitési csomagok
populédcibéjaval bemutatasi peptidkonyvtar (,peptide display
library”) kialakitidsa céljabdl. Idedlis esetben a bemutatéa-
si csomag tartalmaz olyan rendszert, amely lehetdvé teszi
nagyon nagy, valtozatos bemutatasi peptidkényvtarakbdl vald
mintavételt, minden affinitasi elvalasztasi kor utan gyors
osztalyozast, és a tisztitott bemutatasi csomagokbdél az an-

titestet k6dold gén koénnyld izolalasat. A bemutatéasi
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peptidkoényvtarak lehetnek olyan prokaridéta eredetli szerve-
zetben és virusokban, amelyek gyorsan amplifikalhatdak, és
viszonylag koénnyl azokkal miveleteket végrehajtani (manipu-
ldlni), és amely lehetdévé teszi nagyszami klén elBidllita-
sat. Az eldnyds bemutatasi csomagok tartalmaznak példaul
vegetativ baktériumsejteket, baktériumspérékat és legelé-
nyosebben bakterialis virusokat (kiiléndsen DNS-virusokat).
A taldlmény targyat képezi azonban eukaridta eredetd sej-
tek, tobbek kozott élesztd és spdradi potencidlis bemutatasi
csomagként valdé alkalmazasa is. A bemutatasi fagkonyvtarak
leiridsa megtaldlhatdé fent.

Mas technika tobbek kozott az alkalmas ,receptorral”,
példaul célantigénnel valdé affinitdsi kromatografia, ame-
lyet az 1izolalt kotSanyagok vagy ligandumok hagyomanyos
technikakkal (pl. tomegspektrometriaval és NMR-rel) torténd
azonositasa kovet. EldSnydsen az oldhatd receptor olyan jé—
1loléssel (pl. fluorofdrokkal, kolorimetrids enzimekkel, ra-
dioizotépokkal vagy lumineszcens vegyiletekkel) van konju-
galva, amely detektdlhatdé a ligandkotés Jjelzése céljabodl.
Alternativ médon immobilizdlt vegyliletek szabadulhatnak fel
szelektiv médon, és lehetdvé tehetjlik membranon keresztiil
torténd diffunddléasukat receptorral torténd kolcsdnhatasuk
céljabol.

Kombinatorikus vegylletkonyvtéarak szintetizalhatoéak a
konyvtdr mindegyik elemének azonositasara szolgald tolda-
lékkal (,tag”) is [lasd W.C. Still és mtsai., WO 94/08051.
sz. nemzetkdzi szabadalmi bejelentés]. Altaladnossagban az

eljarasra jellemzd az olyan inert, de konnyen detektalhatd
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toldalékok alkalmazdsa, amelyek a szildrd hordozdhoz vagy a
vegyliletekhez vannak kapcsolva. Ha aktiv vegyiiletet detek-
tdlunk, a vegyllet azonositasadt az egyedi kisérdtoldalék
azonositéasa hatéarozza meqg. Ez a toldalékillesztési
(,tagging”) eljaras lehetdvé teszi nagy vegyiletkonyvtarak
szintézisét, ahol a vegyliletek a kényvtar teljes vegylilet-
készlete jelenlétében, nagyon alacsony szinteken azonosit-
hatdéak.

A moédositott antitest kifejezés magaban foglal olyan
antitesteket is, példdul monoklondlis antitesteket, kiméra-
antitesteket és humanizAalt antitesteket, amelyek mdédositva
vannak példaul az antitest részeinek deletdlasaval, hozza-
adasaval vagy helyettesitésével. Antitest mdédosithatd pél-
daul a csukloérégid deletaladsaval, ezaltal monovalens anti-
testet el&dallitva. Minden mdédositas a taladlmany oltalmi k&-
rébe tartozik mindaddig, amig az antitest legaldbb egy spe-
cifikus antigénkoté-régidval rendelkezik.

Monoklonéalis, kiméra egér-human antitestek (azaz
kiméraantitestek) eld&llithatdak a technikédban 4llasa sze-
rint ismert rekombinans DNS-technikdakkal. Példaul egérere-
detli (vagy mas fajbdl szarmazd) monoklondlis antitest-
molekula Fc-konstansrégidjat kodold gént restrikcids enzi-

mekkel emésztijlik az egéreredetd Fc-t kédold régid eltavoli-

tasa céljabdl, és human eredetl Fc-konstansrégidt koédold:

gén egyenértékl részével helyettesitjik [ladsd Robinson és

mtsai., PCT/US86/02269. sz. nemzetkozi szabadalmi bejelen-

tés; Akira és mtsai., 184187. sz. eurdpal szabadalmi beje-

lentés; Taniguchi, M., 171496. sz. eurdbdpai szabadalmi beje-
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lentés; Morrison és mtsai., 173494. sz. eurdpai szabadalmi
bejelentés; Neuberger és mtsai., WO 86/01533. sz. nemzetkso-
zi szabadalmi bejelentés; Cabilly és mtsai., 48165567. sz.
amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi irat; Cabilly és
mtsai., 125023. sz. eurdpail szabadalmi bejelentés; Better
és mtsai., Science 240: 1041-1043 (1988); Liu és mtsai.,
PNAS 84: 3439-3443 (1987); Liu és mtsai., J. Immunol. 139:
3521-3526 (1987); Sun és mtsai., PNAS 84: 214-218 (1987);
Nishimura és mtsai., Canc. Res. 47: 999-1005 (1987); Wood
és mtsai., Nature 314: 446-449 (1985), és Shaw és mtsai.,
J. Natl. Cancer Inst. 80: 1553-1559 (1988)].

A kiméraantitest tovabb humanizalhatdé az antigén-
kotésben nem kdzvetlenil szerepet Jjatszd Fv-varidbilis-
régidénak humadn eredetd Fv-varidbilisrégid egyenértékl szek-
vencidival torténd helyettesitésével. Humanizalt
kiméraantitestek &ltalanos Osszefoglaldéi: Morrison, S.L.,
Science 229: 1202-1207 {(1985) és  0i és mtsai.,
BioTechniques 4: 214 (1986). Az eljaras magaban foglalja az
immunglobulin nehézlanca vagy koénnyllanca koziil legalabb az
egyikb8l szarmazd Fv-variadbilisrégidt vagy részét kodold
nukleinsav-szekvencia 1zolalésat, azon miveletek végrehaj-
tdsat (manipuléaléasat) és expresszalasat. Az ilyen nuklein-
sav forrasai a szakember szamara jo6l ismertek, és (a nukle-
insav) nyerhet& példaul 7E3-bdl, amely GPIIL III.-elleni an-
titestet termeld hibridéma. A kiméraantitestet vagy
fragmensét koédold rekombinans DNS | ezutéan alkalmas
expresszids vektorba klénozhatd. Alkalmas humanizalt anti-

testek alternativ mdédon elddllithatdak CDR-helyettesitéssel
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[5225539. sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
irat; Jones és mtsai., Nature 321:552-525 (1986); Verhoceyan
és mtsai., Science 239: 1534 (1988) és Beidler és mtsai.,
J. Immunol. 141: 4053-4060 (1988)].

Adott, humdn eredetd antitest CDR-jei helyettesithe-
t&ek nem human eredetd CDR legaldbb egy részével, vagy a
CDR-ek egy része helyettesitheté nem humdn eredetd CDR-
ekkel. Csak az sziikséges, hogy a humanizalt antitest Fc-
receptorhoz vald kotéséhez szikséges szamu CDR-eket helyet-
tesitsiik.

Antitest humanizadlhatdé barmely eljarassal, amely al-
kalmas humdn antitest legaldbb egy részének nem human ere-
detd antitestbdl szarmazd CDR-rel torténd helyettesitésére.
Winter olyan eljarast ir le, amely alkalmazhatdé a talalmany
targyat képezd humanizalt antitestek ‘elééllitéséra [GB
2188638A. sz. egyesilt kirdlysagbeli szabadalmi bejelentés,
1987. marcius26-an benyujtval, és amely kbzlemény tartalma-
ra Ugy hivatkozunk, mintha teljes terjedelmében a leiréshoz
csatoltuk volna, és a kitanitéds részét képezi. A humadn ere-

detdi CDR-ek helyettesithetéek nem human eredetli CDR-ekkel

oligonukleotid alkalmazéasaval torténd helyspecifikus:

mutagenezissel.

A taldlmany oltalmi korébe tartoznak az olyan kiméra-
antitestek és humanizalt antitestek is, amelyekben specifi-
kus antitestek wvannak helyettesitve, deletalva vagy hozza-
adva. Kdzelebbrdl az eldényds humanizadlt antitestek a vaz-
szerkezet-régidéban olyan aminosav-helyettesitéseket tartal-

maznak, amelyek javitjak az antigénkotést. Példaul egérere-

oo
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detli CDR-ekkel rendelkezé humanizdlt antitestben a human
eredetli vazszerkezet-régidban elhelyezkedd aminosavak he-
lyettesithet&ek az egéreredetd antitest megfeleld pozicidi-
ban elhelyezkedd aminosavakkal.. Az ilyen helyettesitések
k&ztudott médon bizonyos esetekben javitjadk a humanizalt
antitest antigénhez vald kotddéseét. Médositott vagy megval-
toztatott antitesteknek nevezziik azokat az antitesteket,

amelyek esetében aminosavakat adtunk, deletaltunk vagy he-

lyettesitettiink.

Célantigének

A talalmany eldnyds megvaldsitdsi médjai szerint a
talalmany szerinti a fuzids fehérje elsd tagja célba jutta-
to6 hatodanyag, példaul céltargyhoz nagy affinitassal rendel-
kezd polipeptid, példaul antitest, ligandum vagy enzim. En-
nek megfeleléen a taldlmény szerinti fuzids fehérje szelek-
tiv médon alkalmazhatd arra, hogy a fuzids fehérje masodik
tagjat nemkivanatos sejt kozelébe iranyitsa (lokalizalija).

Példaul az elsé tag lehet immunglobulin, amely kol-
csdnhatasba lép (pl. kotédik) célantigénnel. A talalmany
bizonyos megvalésitasi médjai szerint a célantigén sejt
felszinén, példaul rendellenes sejt, mint példaul
hiperproliferativ sejt (pl. raksejt) felszinén helyezkedik
el. Példaként emlitheté <célantigén - tobbek  kozott a
karcinoembrionikus antigén (CEA), a TAG-72, a her-2/neu, az
epidermalis novekedési faktor receptora, a tfanszferrin—

receptor. Eldény&sen a célantigén karcinoembriotikus anti-

gén.
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A ,célsejt” személyben (pl. emberben vagy &allatban)
lehet barmely nemkivanatos sejt, amely a talalmany targyat
képezd fuzids fehérje céltargyanak tekinthetdé. Példaként
emlithetd célsejt tobbek kodzott a tumorsejtek, mint példaul
a karcinéma- vagy adenokarcindéma-eredetl sejtek (pl. bél-,
emld- prosztata-, ovarium- és méhnyélkahértya—réksejtek)
[(Thor, A. és mtsai., Cancer Res 46: 3118 (1997) ; Soisson,
A.P. és mtsai., Am. J. Obstet. Gynecol.: 1258-63 (1989)]. A
,karcinéma” kifejezés a technikaban elfogadott kifejezés és
epitélszidvetek vagy endokrin szbvetek rosszindulatu elval-
tozasait Jjeloli, tobbek kozoétt a 1légzdszervi, gasztro-
intesztinalis, a nemi szervek és a hugyutak, a herék, az
emlék, a petefészkek, a prosztata, az endokrin rendszer
karcinémait és a melanémakat jeldli. Példaként emlithetd
karcinémak tobbek kozott azok, amelyek a méhnyak, a tudd, a
prosztata, a fej és nyak, a bél és a petefészek szovetébdl
alakulnak ki. A kifejezés magdban foglal toébbek kozott
karcinoszarkémakat, példaul tobbek kozott karcindma- és
szarkémaszovetekbdl felépiild rosszindulatu tumorokat. Az
,adenokarcindéma” kifejezésen mirigyszévetbdl szarmazd kar-
cinbmat, vagy olyan karcindémat értink, amelyben a
tumorsejtek felismerhetd mdébdon mirigyszerkezetet alakitanak
ki. A ,szarkéma” kifejezés a technikaban elfogadott kifeje-
zés, és mezenchima-eredetd rosszindulati tumorokat jelol.

Fuzids fehérjék elballitésa

A fuzidés fehérje elsé és masodik tagja lehet egymas-
sal Osszekapcsolva kapcsoldval, eldnydsen kapcsoldszekven-

ciaval. A kapcsoldszekvencidnak a fuzids fehérje elsd és



..38._

masodik tagjat olyan tavolsagban tartva kell elvalasztania,
hogy biztositsa mindkét tag megfeleld médon oOsszehajtoga-
tédva (,fold”) felvegye masodlagos és harmadlagos szerkeze-
tét. Az eldnyos kapcsoldszekvencidk tulajdonsagai: 1) fle-
xibilis, kinyudjtott konformécidét kell felvenniik, 2) nem
lehet hajlamuk olyan, rendezett mésodlagbs szerkezet felvé-
telére, amely kdlcsodnhatasba léphet a funkcionalis elsé és
masodik taggal, és 3) minimdlis olyan hidrofobicitasi vagy
tdltési tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek eldsegithe-
tik a funkcionadlis fehérjedoménekkel vald kolcsonhatast. A
flexibilis fehérjerégidé tipikus felszini aminosavai tobbek
k6zott a Gly, Asn és Ser. A Gly-t, Asn-t és Ser-t tartalma-
z6 aminosav-szekvenciadk permutacidi varhatdan kielégitik a
kapcsoldszekvencidkkal szemben tamasztott fenti ismérveket.
Mas, kozel semleges aminosavak, mint a Thr és Ala, szintén
alkalmazhatbéak a kapcsoldszekvenciaban.

20_aminosavbél alld kapcsoldszekvencia alkalmazhatd a
funkcionalis fehérjedomének megfeleld elvalasztasa biztosi-
tasara, azonban szintén alkalmazhatdéak hosszabb vagy rovi-
debb kapcsolészekvencidk. Az elsé és a masodik tagot elva-
lasztd kapcsolédszekvencia hossza lehet 5-500 aminosav, vagy
eldénydsen 5-100 aminosav. Elénydosen a kapcsoldszekvencia
kdrilbeliill 5-30 aminosav hosszisédgu. A talalmany eldényds
megvaldésitasi mdédjai szerint a kapcsoldszekvencia koriulbe-
1i1l 5-20 aminosav hosszusagu, és eldénydsen 10-20 aminosav
hosszusagu. Az elsd és masodik tag kapcsoldjaként alkalmaz-
hat® aminosav-szekvencidk tobbek kozott, de nem kizardlago-

san leirhatdak a (SerGlys)y képlettel, ahol y 8 vagy na-
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gyobb, vagy leirhatdéak a GlysSerGlysSer képlettel. Az eld-
nyos kapcsoldszekvencia a (SerGly,) s képlettel 1irhatd le.
Egy masik, elényds kapcsold a (Ser-Ser-Ser-Ser-Gly)s szek-
venciaval rendelkezik.

Az elsd és masodik tag lehet fuzionaltatva kdzvetle-
niil, kapcsoldészekvencia nélkiil. Szikségtelenek a kapcsolo-
szekvenciak, ha a fuziondltatott fehérjék rendelkeznek
olyan, nem esszencialis N- vagy C-termindlis aminosav-
régiokkal, amelyek alkalmazhatbéak a funkciondlis domének
elvalasztasara, és megakadalyozzadk a sztérikus interferen-
cidt. A taldlmany eldnyds megvaldsitasi mdédjai szerint az
elsé tag C-terminadlisa kozvetleniil fuzionaltathatd a maso-
dik tag N-terminalisaval, vagy megforditva.

Rekombinans médon todrténd eldallitas

A talalmany szerinti fuzids fehérje eldallithatd
standard rekombinans DNS-technikakkal a fuzids fehérjét ko-
dold nukleinsav-molekula alkalmazasaval. Fuazidés fehérjét
kb6dold nukleotidszekvencia szintetizalhatd standard DNS-
szintézis eljarasokkal.

Faziés fehérjét kddold nukleinsav bejuttathatd gazda-
sejtbe, példaul els&édleges vagy immortalizdlt sejtvonal
sejtjébe. A rekombinans sejt alkalmazhatd a fuzids fehérje
eléallitasaban. Fuzios fehérjét kodold nﬁkleinsav bejuttat-
haté gazdasejtbe példaul homoldg rekombinacidval. A legtdbb

esetben a fuziés fehérjét kdédold nukleinsav rekombinans

expresszios vektorban van beépitve.
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A fuziés fehérjét koédold nukleotidszekvencia lehet
miiksdéképesen kapcsolva egy vagy tobb, az expresszidban al-
kalmazanddé gazdasejt alapjan kivalasztott szabalyozdszek-
venciaval. A ,mikodSképesen kapcsolva” kifejezésen azt ért-
juk, hogy a fuzidésfehérje-6sszetevd (vegylletet,
,compound”) szabdlyozdszekvenciahoz (szekvenciakhoz) van
kapcsolva olyan médon, amely lehetdévé teszi a fuzids fehér-
je expresszidéjat. A ,szabalyozbszekvencia” kifejezésen
prométereket, erdésitéket (,enhancer”) és mas expresszids
kontrollelemeket értink (pl. poliadenilacidés szignalt).
‘Ilyen szabalyozbészekvencidk leirasat taldlhatjuk meg a ko-
vetkezd kozleményben: Goeddel, ~Gene Expression
Technology”, Methods in Enzymology 185., kiad.: Academic
Press, San Diego, CA (1990), amely kozlemény tartalmara ugy
hivatkozunk, mintha teljes terjedelmében a leirashoz csa-
toltuk volna, és a kitanitas részét képezi. Szabalyozdbszek-
venciak tobbek kozott azok, amelyek nukleotidszekvenciék
konstitutiv expresszidjat vezérlik gazdasejtek sok tipuséa-
ban, amelyek csak bizonyos gazdasejtekben vezérlik
nukleotidszekvenciadk expresszidéjat (pl. szovetspecifikus
szabalyozoszekvencidk) és azok, amelyek szabalyozhatd mddon
vezérlik nukleotidszekvencidk expresszidjat (pl. csak indu-
kaldé hatasu anyag jelenlétében). A szakember szamara nyil-
vanvaldé, hogy expresszids vektor tervezése olyan faktorok-
tol figg, mint a transzformalandd gazdasejt megvalasztasa,
a kivant fuzidés fehérje expresszids szintje és ehhez hason-

16k. A fuzids fehérje expresszids vektora gazdasejtbe jut-
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tathatd, a nukleinsavak altal kbédolt fuzids fehérjék eldal-
litésa céljabol.

Rekombinadns expresszidés vektorokat tervezhetink fuzi-
6s fehérjék prokaridéta vagy eukaridta eredetd sejtekben
torténd expresszidja céljabol. Példaul fuzids fehérjék
expresszalhatdéak baktériumsejtekben, mint az E. coli, ro-
varsejtekben (pl. bakulovirus-alapl expresszids rendszer-
ben), éleszt&sejtekben vagy eml&seredetid sejtekben. Néhany
alkalmas gazdasejt tovabbi leiradsa megtalalhatd a kovetkezd
ko6zleményben: Goeddel, ,Gene Expression Technology”,
Methods in Enzymology 185., kiad.: Academic Press, San
Diego, CA (1990). A S. cerevisiae ¢élesztbében torténd
expresszid céljat szolgadld vektorokra példa tobbek kozott a
pYepSecl [Baldari és mtsai., EMBO J. 6: 229-234 (1987)1, a
pMFa [Kurjan és Herskowitz, Cell 30: 933-943 (1982)], a
pJRY88 [Schultz és mtsai., Gene 54: 113-123 (1987)], és a
PYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Fazidés fe-
hérjék tenyésztett rovarsejtekben (pl. Sf9- sejtekben) tor-
ténd expresszidéja céljabdl hozzaférhetd bakulovirus-alapu
vektorok tobbek kozdtt a pAc-sorozat [Smith és mtsai., Mol.
Cell. Biol. 3: 2156-2165 (1983)], és a pVl-sorozat [Luckow,
V.A. és Summers, M.D., Virology 170: 31-39 (1989)].

Emléseredetli (sejtekben alkalmazhatd) expressziods
vektorok példaul tobbek kozdtt a pCDM8 [Seed, B., Nature

329: 840 (1987)] és a pMT2PC [Kaufman és mtsai., EMBO J. 6:

487-195 (1987)]. Emld8seredetd sejtekben tdérténd alkalmazés
esetén az expresszids vektor kontrollfunkcidéit gyakran

viralis szabalyozbelemek biztositjak. Példaul a rendszerint
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alkalmazasra keruld prombterek polibémavirusbdl, 2—-es
adenovirusbél, citomegalovirusbdl és a 40-es majomvirusbodl
(Simian Virus 40) széarmaznak.

A fent ismertetett szabalyozdé kontrollszekvenciakon
kiviil a rekombinadns expresszidés vektor tartalmazhat tovabbi
nukleotidszekvencidkat. Példaul a rekombindns expresszids
vektor kédolhat szelekcids Jjelzbgént a vektort befogadd
gazdasejt azonositasa céljabol. Raadasul a fuzidés fehérje
gazdasejtb8l tsérténd szekrécidjanak lehetdvé tétele célja-
b6l adott, eml8seredetld gazdasejt esetében a rekombinans
expressziés vektor kédolhat a fuzids fehérje amino-
terminalisat koédold szekvencidkkal mikodSképesen kapcsolt
szignalszekvenciét, ugy, hogy az expresszié soran a fuziéds
fehérje az amino-terminalis végeéhez fuzibnéltatott szignal-
szekvenciaval szintetizalddik. A szigndlszekvencia a fuziéds
fehérjét a sejt szekrécids reakcidutjara vezérli, majd le-
hasad, lehetd&vé ‘téve az érett fuziés fehérje (azaz a
szignalszekvencia nélkiili fuzidés fehérje) gazdasejtbdl tor-
ténd kiaramlasat. Szignalszekvencia alkalmazasa fehérjék
vagy peptidek emldseredetd sejtbsl torténd szekrécidjanak
lehetdvé tétele céljabdl a technikaban ismert eljérés.

Vektor-DNS Jjuttathaté be prokariéta vagy eukaridta
eredetd sejtekbe hagyomanyos transzformacids vagy
transzfekcidés technikak alkalmazasaval. A ,transzformacido”
és a ,transzfekcié” kifejezésen szémos, a technikaban elfo-
gadott eljarast értiink, amely idegen nukleinsav (pl. DNS)
gazdasejtbe toérténd bejuttatdsara szolgal, tobbek kozott

kalcium-foszfattal vagy kalcium-kloriddal torténd



- 43 -

koprecipitéacio, DEAE-dextran altal kozvetitett
transzfekcidé, lipofekcid, elektroporacid, mikroinjekcid és
virus altal kozvetitett transzfekcid. Gazdasejt transzfor-
malasara vagy transzfekcidjara alkalmas eljarasok talalha-
toéak Sambrook kiadvanyaban ([Sambrook és mtsai., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. kiadas, kiad.: Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1989)], és mas laboratdériumi kézi-
konyvekben.

Az emldseredetli sejteknek gyakran csak egy kis frak-
ciéja integralja genomjéban az idegen DNS-t. Az ilyen
integransok azonositasa és elvalasztasa céljabdl szelekcids
jelzé (pl. antibiotikum-rezisztencia) génjét Jjuttathatjuk
be gazdasejtbe a fuzids fehérjét kédold génnel egyltt. EL1S-
nyds szelekcidés jelz8k tobbek kozdtt azok, amelyek droggal
szembeni rezisztenciat, mint példaul G418-cal,
higromicinnel és metotrexattal szembeni.rezisztenciét kol-
csondznek. Szelekcids jelzdt kddold nukleinsav gazdasejtbe
juttathaté a fuzidés fehérjét kédold vektorral vagy bejut-
tathat® mas vektorral. A bevitt nukleinsavval stabilan
transzfektalt drogszelekciéval (pl. a szelektalhatd jelzd-
gént beépité sejtek tuléldk, mas sejtek elpusztulnak) .

Rekombinans expresszidés vektor transzkripcidéja és
transzlaciéja megvaldésithatdé in vitro, példaul a T7-
prométer szabalyozd szekvenciai és a T7-polimeraz alkalma-

zasaval.

Transzgenikus emld&sallatok

A kdvetkezdkben nem human jellegl transzgenikus alla-

tok eldallitasara szolgdld eljarasokat irunk le. DNS-
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konstrukcidk bejuttathatdak emlésillat csiravonaléaba
transzgenikus eml&sdllat eldallitasa céljabol. Peldaul a
konstrukcidé egy vagy néhany képidja beépithetd emlbsallat
embriéja genomjaba standard transzgenikus eljarasok alkal-
mazasaval.

Gyakran sziikséges, hogy a transzgenikus fehérje az
emlésallat tejében expresszalddjon. Eldnydsek azok az em-
18sallatok, amelyek nagy mennyiségd tejet termelnek, és
laktaciés periddusuk hosszu. Elényds emlSsallatok a kérd-
dz8k, példaul a szarvasmarha, juh, teve vagy kecske, példa-
ul Svajcbdl szarmazd kecskék, peéldaul -Alpine, Saanen és
Toggenburg fajtaju kecskék. Mas eldnyds allatok tébbek.kd—
z6tt az O0kor, a nyul és a sertés.

A taldlmany példaként emlitheté megvaldsitasi mddja
szerint transzgenikus, nem human Jjellegili allatot allitunk
eld transzgén nem human jellegd allat csiravonalaba torténd
bejuttatasaval. Embriondlis célsejtekbe transzgén bejuttat-
haté kiilonbozé fejlédési stadiumokban. Az embrionalis cél-
sejt fejlédési stadiumatdl fluggben kiulonbdz8 eljarasokat
alkalmaznak. Barmely allat esetében az alkalmazott specifi-
kus sejt (sejtvonal) megvalasztasakor lehetdség szerint az
altalanos j6 egészségi &llapotot, a Jjé embridhozamot, az
embriéban a pronukleusz joé lathatésagat és a joé reprodukci-
6s képességet.

A fuzidsfehérje-transzgén embridba torténd bejuttata-
sa megvaldsithatd a technikédban ismert valtozatos eljarasok
barmelyikével, mint példédul mikroinjektalassal, elektro-

poraciéval vagy lipofekcidval. Fuzidésfehérje-transzgén em-
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16sallatba juttathatd példaul a konstrukcidénak a megtermé-
kenyitett emlfsallat petesejtje (petesejtijel)
pronukleuszdba torténé mikroinjektalassal ugy, hogy a
konstrukcié egy vagy tobb képidja a fejldéds emldsallat (em-—
18sallatok) sejtjeiben fennmaradjon. A transzgénkonstrukciod
megtermékenyitett petesejtbe torténd bejuttatasat kovetden
a petesejt kilénbszd iddtartamokig inkubalhatd in vitro
vagy visszaiiltethetd ,helyettes” gazdaba, vagy mindkettdét
megtehetjiik. Az embridk in vitro inkubalasanak egyik hagyo-
manyos eljarasa az embridk 1-7 napig torténd inkubalas, a
fajtol fiuggben, és azutan a ,helyettes” gazdaba toérténd
visszalultetésiik.

A transzgenikus miveleteknek aldvetett embridk utddai
tesztelhet8ek a konstrukcid jelenlétére szovetmetszeten
végzett Southern-blot analizis végrehajtasaval. Exogén mé-
don klénozott konstrukcid egy vagy tobb képidjat genomjéban
stabilan beépitve tartalmazd enbrid alkalmazhaté a
transzgenikuan hozzdadott konstrukciét hordozdé allandd, em-
l18seredetd vonal alapitésara.

Transzgenikusan megvaltoztatott eml&sallatok utddai
sziiletésiik utadn vizsgalhatbéak arra nézve, hogy a konstruk-
cibé beépiilt-e a leszarmazottak genomjéba. Ez végrehajthatod
ugy, hogy a fuzids fehérjét vagy szegmensét koédold DNS-
szekvencianak megfeleld proébat az utdd kromoszdmaanyagaval
hibridizaltatjuk. Megédllapitottuk, hogy az emld&sallatok
utédai, amelyek genomjukban a konstrukcidé legalabb egy koé-

piajat tartalmazzak, érett allapotig felndnek.
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Az utddok koziil a néstények a kivant fehérjét a te-
jikben vagy azzal egyltt termelik. A transzgenikus emlésal-
latok tenyészthetdek mas, olyan utddok létrehozasa célja-
bo6l, amelyek a kivant fehérjéket a tejikben termelik.

A transzgenikus ndéstények tesztelhetdek a tejbe tor-
ténsé fehérjeszekrécidra, a technikaban ismert vizsgalati
eljarasok, példaul western-blot vagy enzimatikus mérési el-
jaras alkalmazéasaval.

Mas transzgenikus allatok

Fuzidos fehérje expresszdlhatd sokféle transzgenikus
4llatban. Transzgenikus sertés el&allitasara szolgald
eldirat taldlhatdé a kovetkezd kozleményekben: White és
Yannoutsos, Current Topics in Complement Research: 64" Fo-
rum in Immunology, 88-94; 5523223. sz. amerikai egyesilt
allamokbeli szabadalmi irat; 5573933. sz. amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi irat; W093/25071. sz. nemzetkdzi
szabadalmi bejelentés, és a W095/04744. sz. nemzetkézi sza-
badalmi bejelentés. Transzgenikus egér eldallitasara szol-
galdé eléirat taldlhaté az 5530177. sz. amerikal egyesilt
dllamokbeli szabadalmi iratban. Transzgenikus patkany elé-—
allitasara szolgald eldirat taldlhatd a kovetkezd kozle-
ményben: Bader és Ganten: Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology, 3. mell.: S81-S87 (1996).
Transzgenikus szarvasmarha el8dllitasara szolgald eldirat
taldlhatdé a kovetkezd koézleményben: Transgenic Animal
Technology, "A Handbook, szerk.: Carl A. Pinkert, kiad.:
Academic Press, Inc. Transzgenikus nyul eldallitasara szol-

galé eldirat taldlhatdé a kovetkezd kdzleményekben: Hammer
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és mtsai., Nature 315: 680-683 (1985) és Taylor és Fan,

Frontiers in Bioscience, 2: 298-308 (1997).

Transzgenikus fehérje transzgenikus 4&llat tejében

tdrténd eldallitasa

Tejspecifikus prombterek

Azok az alkalmas transzkripcidés prombéterek, amelyek
elsé6dlegesen eml8hamsejtekben aktivaldédnak, tobbek kozott
azok a prombéterek, amelyek tejfehérjéket, tobbek kozott ka-
zeineket, béta-laktoglobulint [Clark és mtsai.,
Bio/Technology 7: 487-492 (1989)], savas tejsavdéfehérje
[Gorton és mtsai., Bio/Technology 5: 1183—1187 (1987)] és
laktalbumint [Soulier és mtsai., FEBS Letts. 297: 13
(1992)] koédold géneket szabalyoznak. Barmely fajbol szarma-
z6 alfa-, béta-, gamma- vagy kappa-kazein-gén promdtere al-
kalmazhatd emlében torténd expresszid biztositasara; elés-
nyds prométer a kecskeeredetld béta-kazein-gén prométere
[DiTullio, Bio/Technology 10: 74-77 (1992)]. Tejspecifikus
fehérjeprométer vagy olyan promdterek, amelyek specifikusan
emlShamszovetben aktivalddnak, izolalhatdak cDNS-bdl vagy
genomi szekvenciakbdl. EldnySsen ezek genomi eredetiek.

DNS-szekvencia-informdcidék hozzaférhetdek az alabbi-
akban felsorolt emldmirigy-specifikus gének esetében, leg-
alabb egy, de gyakran tobb szervezet esetében. Lasd példa-
ul: patkanyeredetd a-laktalbumin: [Richards és mtsai., J.
Biol. Chem. 256: 526-532 (1981)]; patkdnyeredetd WAP:
[Campbell és mtsai., Nucleic Acids Res. 12: 8685-8697
(1984)]; patkényeredetd B-kazein [Jones és mtsai., J. Biol.

Chem. 260: 7042-7050 (1985)]; patkéanyeredetd y-kazein: [Yu-
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Lee és Rosen. J. Biol. Chem. 258: 10794-10804 (12983)]; hu-
man eredetd o-laktalbumin: [Hall, Biochem. J. 242: 735-742
(1987)]1; marhaeredetl osl- és k-kazein-cDNS-ek: [Stewart,
Nucleic Acids Res. 12: 389 (1984)]; marhaeredetd PB-kazein:
[Gorodetsky és mtsai., Gene 66: 87-96 (1988)]; marhaeredetu
k-kazein: ([Alexander és mtsai., Eur. J. Biochem. 178: 395-
401 (1988)]; marhaeredetd oS2-kazein: [Brignon és mtsai.,
FEBS Lett. 188: 48-55 (1977)]; marhaeredetd B-laktoglobulin
[Ivanov és mtsai., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369: 425-429
(1988), Alexander és mtsai., Nucleic Acids Res. 17:
6739(1989)]; marhaeredetl a-laktalbumin [Vilotte és mtsai.,
Biochimie 69: 609-620 (1987)]. A kiulonbézd tejfehérjegének
szerkezete és funkcidja osszefoglaldjat lasd: Mercier és
Vilotte, J. Dairy Sci. 76: 3079-3098 (1993), amely kozle-
mény tartalmara ugy hivatkozunk, mintha teljes terjedelmé-
ben a leirashoz csatoltuk volna, és a kitanitas részét ké-
pezi. Ha tovabbi szegélyezdszekvenciadk (flanking) alkalmaz-
hatdak az expresszid optimalizalasaban, az ilyen szekvenci-
ak kldénozhatdak a meglevd szekvencidk prdbaként vald alkal-
mazasaval. Kiulonbozd szervezetekbdl szarmazdé emlémirigy-
specifikus szabalyozdbszekvenciakat ugy kaphatunk, ha az
ilyen szervezetekbdl szarmazd kényvtérakat szkrinelink is-

mert, kozos nukleotidszekvencidkkal vagy antitestekkel.

Szignalszekvenciédk

Alkalmazhatd szignadlszekvencidk a tejspecifikus szek-
vencidk vagy mas szigndlszekvenciédk, amelyek eukaridta-
vagy prokaridta eredetl fehérjék szekrécidjat eredményezik.

Elénydsen a szigndlszekvencia tejspecifikus szignal-
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szekvencia, példadul olyan gén szignalszekvenciaja, amely
tejbe szekretaldédd terméket kodol. A legeldnySsebben a
tejspecifikus szignadlszekvencia a talalmany targyat képezd
expresszios rendszerben alkalmazott tejspecifikus pro-
moterrel rokon. A szignédlszekvencia mérete a talalmany
szempontjabol nem kritikus. Csak az fontos, hogy a szekven-
cia ahhoz elegendd méretd legyen, hogy a kivant rekombinans
fehérje szekrécidjat példaul az emldszdvetben megvaldsitsa.
Példaul kazeineket, példaul alfa-, béta-, gamma- vagy
kappa-kazeineket, béta-laktoglobulint, savas tejsavd-
fehérjét és laktalbumint kédold gének szignalszekvenciai
alkalmazhatdak a taldlmadny megvaldsitaséban. Elényds
szignalszekvencia a kecskeeredetl B-kazein szignalszekven-
ciaja.

Mas, szekretalddd fehérjék, példaul immunglobulinok
vagy majsejtek, vesesejtek vagy hasnyalsejtek altal

szekretalt fehérjék szigndlszekvencidi szintén alkalmazha-

tdak.

Szigetel&szekvenciak

A talalmany szerinti DNS-konstrukcidé raadasul tartal-
maz legaldbb egy szigeteldszekvenciat. A ,szigetell”,

,Szigetel8szekvencia” és ,szigetellelem” kifejezéseket fel-
cserélheté médon alkalmazzuk. A szigeteldelem olyan kont-
rollelem, amely szigeteli a hatdokdrébe helyezett gének
transzkripci6éjat, azonban nem gyakorol sem pozitiv, sem ne-
gativ hatéét a génexpresszidéra. Elénydsen a szigeteld-
szekvencia a transzkripcibéra kerilé DNS-szekvencia barme-

[

lyik oldaldra beilleszthetd. Példaul a szigeteld pozicio-
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nalhatd a prométertél S'-iranyban koriilbeliil 200 bp-tédl 1
kb-ig, és az adott gén végétdl 3 -irdnyban a promdétertdl
legalabb korilbelil 1 kb-tél 5 kb-ig. A szakember szadmara a
szigeteldszekvencia promdtertdl és az adott gén 3 -végétdl
vald tavolsaga meghatarozhaté az adott gén és a konstrukci-
6ban alkalmazott prombdter és erdsitd (,enhancer”) relativ
méretétsl filiggéen. Raadasul a promdtertdl 5 -irdnyban és a
transzgén 3°-végén két vagy tobb szigeteldszekvencia pozi-
cionalhaté. A szigeteld- vagy szigeteldk a transzgén 3 -
végén poziciondlhatdé az adott gén 3°-végén vagy a 3 -iranya
szabdlyozbszekvencia 3°-végén, példéul 3°'-iranyu nem
transzlaldédo régio (UTR) vagy 3°'—iranyua szegélyezd
(,flanking”) szekvencia végén.

Elénybs szigeteld az olyan DNS-szegmens, amely a
csirkeeredetd B-globin-1lb6kusz 5°-végét Ovezi, és a csirke-
eredetd S5'-iranyd konstitutiv hiperszenzitiv helynek felel
meg, amint az a 94/23046. sz. nemzetkdzi szabadalmi iratban
van leirva, amely kozlemény tartalmdra ugy hivatkozunk,
mintha teljes terjedelmében a leiradshoz csatoltuk volna, és
a kitanitas részét képezi.

DNS-konstrukcidk

Fizidés fehérje expresszalhatdé olyan konstrukcid &l-
tal, amely magéaban foglal eml&hamszovet-specifikus
prométert, példaul kazeinpromdétert, példadul kecskeeredeti
béta-kazein-prombdtert, tejspecifikus szignalszekvenciat,
példaul kazein-szignalszekvenciat, példéaul B-kazein-

szignadlszekvenciat, és fuzids fehérjét kdédold DNS-t.
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A konstrukcié tartalmazhat a nem szekretdlddd fehér-
jét koédold DNS-t8l 3 -iranyban (downstream) 3 -irdnyud nem
transzlaldédd régidt is. Az ilyen régiodk Stabilizélhatjék az
expresszids rendszer RNS-atiratat, és igy novelik a kivant
fehérje hozamdt az expresszids rendszerben. A taldlméany
szerinti konstrukcidéban alkalmazhatd, 3°-iranyu nem
transzlalédéd régidk kozott vannak olyan szekvencidk, ame-
lyek poli-A-szignalt biztositanak. Az ilyen szekvenciak
szadrmazhatnak példaul az SV40 kis t-antigénijébdl, a kazein
3°-irdnyld nem transzlalddd régidjabdl vagy a technikaban
ismert més, 3 -irdnyu nem transzlaldédd régidbdl. Eldnydsen
a 3'-iranyu nem transzlalddd régid tejspecifikus fehérjébdl
szarmazik. A 3°-ir4dnyd nem transzlaldédd régid hossza nem
kritikus, azonban a poli-A-Atirata stabilizaldé hatéasa fon-
tosnak latszik az expresszids szekvencia RNS-e stabilizala-
saban.

Konstrukcidé tartalmazhat 5 -irdnyd nem transzlalédéd
régiét a prométer és a szignalszekvenciat kédold DNS ko-
zott. Az ilyen nem transzlalddd régidk szarmazhatnak ugyan-
abbdél a kontrollrégidbdél, mint a promdtér, vagy szarmazhat
kiilénbozd génbdl, példaul szarmazhatnak méas szintetikus,
félszintetikus vagy természetes forrasbdl. Specifikus hosz-
szuk 1itt sem kritikus, azonban hasznosnak latszanak az
expresszibé szintjének javitéasaban.

Konstrukcidé tartalmazhat az eml&seredetd hdmszovetben
elsddlegesen expresszalddd gén N-termindlis kédold régidja-
nak 10%-at, 20%-4t, 30%-at vagy nagyobb részét is. Példaul

az N-termindlis kbédold régid megegyezhet az alkalmazott
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prométer, példaul kecskeeredetl B-kazein N-termindlis kédo-
16 régidjaval.

A technika allasa szerinti eljarésok magukban foglal-
hatjak konstrukcid elkészitését és tesztelését termék te-—
nyésztett sejtekben torténd termelése szempontjabdl, a
konstrukcidé transzgenikus éallatba tdrténd bevitele eldtt.
Meglepd médon arra a megallapitadsra jutottunk, hogy ilyen
eléirat nem rendelkezik eldrejelzé értékkel arrél, hogy
normalis kérilmények k&6z6tt nem szekretdldéodd  fehérje
szekretalhaté-e példaul transzgenikus 4&llat tejében. Igy
szikséges lehet a konstrukciod direkt tesztelése
transzgenikus é&llatban, példaul transzgenikus egérben, mi-
vel bizonyos konstrukcidk, amelyek nem szekretalddnak CHO-
sejtekben, szekretalddnak transzgenikus allatok tejében.

Tejb&1l torténd tisztités

A transzgenikus fuzidés fehérje viszonylag nagy kon-
centracidban és nagy térfogatban elSallithaté tejben, nor-
malis mddon processzalt peptid folyamatos, magas szintd
termelését biztositva, ahol a peptid konnyen kinyerhet§
megujuldé forrasbdél. A technikdban ismert néhany kiilénbozd
eljaras a fehérjék tejbdl torténd izolaléasara.

A tejfehérjéket rendszerint kombindlt eljarasok al-
kalmazasaval izolaljak. A nyers tejet eldszdr frakcionaljak
a zsirok eltidvolitéasa céljabol, példaul folozéssel,
centrifugalassal, Ulepitéssel [Swaisgood, H.E., ,Chemistry
of Milk Protein”, Developments in Dairy Chemistry, 1I.
kiad.: Applied Science Publishers, NY (1982)], savas
kicsapassal [4644056. sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli

szabadalmi irat] vagy rennin vagy kimotripszin
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irat] vagy rennin vagy kimotripszin alkalmazasaval tdrténd
enzimes koagulalassal [Swaisgood, u.o.]. Ezutédn a f& tejfe-
hérjék frakcionalhatdék akar tiszta oldatba vagy témeges
csapadékba, amelybdl az adott, specifikus fehérje kénnyen
tisztithato.

Az USSN 08/648235. sz. amerikai egyesiilt &llamokbeli
szabadalmi bejelentés oldhaté tejosszetevd, mint példaul
peptid teljes tejbdl vagy tejfrakcidébdél tangencidlis aram-
lasi (,flow”) szliréssel torténd izoldldsara szolgald elja-
rast tar fel. A korabbi 1izoldlasi eljarasoktdl eltérden ez
kikiszobdli a teljes tej elsd, zsir- és kazeinmicelldk el-
tavolitasat szolgald frakcionalasat, ezaltal egyszertdsiti
az eljarast és elkeriili a kitermelési és a bioaktivitasi
veszteséget. Ez az eljdrads alkalmazhatd tovabbi tisztitasi
lépesekkel kombinalva szennyezék tovabbi eltavolitasara és

az adott Osszetevd tisztitisara.

Transzgenikus fehérje termelése transzgenikus &llat

tojasaban

Fuzids fehérje el6allithatd szovetekben, valadékokban
vagy a transzgenikus allat mas termékeiben, példaul tojas-
ban. Példaul fuzids fehérje termelhetd transzgenikus allat,
eldnybsen pulyka, kacsa, liba, strucc, gyéngytyuk, pava,
fogoly, facan, galamb tojésaiban, és eldénydsen
transzgenikus csirke tojasaiban, a technikdban ismert elja-
rasok alkalmazéasaval [Sang és mtsai., Tfends Biotechnology
12: 415-20 (1994)]. Specifikusan tojasban expresszalddd fe-

hérjéket koédold gének, mint a tojassdrga-fehérje-gének és
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az albuminfehérje-gének mdédosithatdak a fuzids fehérje di-
rekt expresszidja céljabdl.

Tojasspecifkus promdterek

Alkalmazhaté transzkripciondlis prométerek azok a
prométerek, amelyek els8dlegesen tojasban aktivalddnak,
tsbbek kbzdtt azok a prombdbterek, amelyek a tojas fehérjéit,
példaul az ovalbumint, a lizozimot és az avidint kdédold gé-
neket szabalyozzak. Elénydsek a csirkeeredetd ovalbumin,
lizozim vagy avidin génjébdl szarmazé promdterek. A
tojasspecifikus fehérje prométerei vagy a tojasszdvetben
specifikusan aktivélédd prométerek szarmazhatnak cDNS-bdl
vagy genomi szekvencidkbdél. Elénydsen a tojasspecifikus

promoterek genomi eredetidek.

A tojasspecifikus gének DNS-szekvenciai a technikéaban
j61 ismertek [lasd pl. Burley és mtsai., ,The Avian Egg”,
kiad.: John Wiley and Sons, 472 (1989), amely k&zlemény
tartalmara ugy hivatkozunk, mintha teljes terjedelmében a
leirashoz csatoltuk volna, és a kitanitéds részét képezi].
Ha tovabbi szegélyez&szekvenciak (flanking) alkalmazhatdk
az expresszi6 optimalizalasaban, az 1ilyen szekvenciak
klénozhatdk a meglevd szekvencidk probaként vald alkalmaza-
saval. Kiulonbozd szervezetekbdl szarmazd tojasspecifikus
szabalyozdszekvencidkat ugy kaphatunk, ha az ilyen szerve-
zetekbdl szarmazdé konyvtarakat szkrinelink ismert, kozds
nukleotidszekvenciakkal vagy antitestekkel.

Transzgenikus ndévények

Fuzidés fehérje expresszalhatd transzgenikus szerve-

zetben, példaul transzgenikus novényben, példaul olyan
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transzgenikus novényben, amelyben a tranézgén—DNS—t nuklea-
ris- vagy plasztidgenomba illesztettiik. A novények transz-
formacibéja a technikdban jol ismert, lasd altalaban a k&-
vetkezd kdzleményeket: ,Recombinant DNA Part D”, Methods in
Enzymology 153: kiad.: Academic Press, és az EP ©693554. sz.
eurdpai szabadalmi bejelentés.

Idegen nukleinsav novényi sejtbe vagy protoplasztba
juttathaté néhany eljaras alkalmazasaval. Példaul nuklein-
sav mechanikusan &tvihetd novényi sejtbeAmikroinjektéléssal
direkt médon a mikropipettdk alkalmazasédval. Idegen nukle-
insav novényi sejtbe juttathatd poli-etilénglikol alkalma-
zasaval, amely a genetikal anyaggal precipitacids komplexet
képez, amelyet a sejt felvesz [Paszkowski és mtsai., EMBO
J. 3: 2712-22 (1984)]. Idegen nukleinsav novényi sejtbe
juttathatd elektroporacibéval [Fromm és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 5824 (1985)]. Ezzel az eljarassal nové-
nyi protoplasztokat elektroporaciénak vetnek ala a relevans
genetikai konstrukciét tartalmazé plazmidok vagy nukleinsa-
vak jelenlétében. Nagy térerdsségl elektromos impulzusok
reverzibilisen &tjarhatéva teszik a bioldgiai membranokat
plazmidok bejuttatasat lehet&ve téve. Az elektroporacidnak
alavetett novényi protoplasztok a sejtfalat ujra kialakit-
jak, osztdodnak, és novényi kalluszt képeznek. A transzfor-
malt génnel transzformdlt novényi sejtek szelekcidja végre-
hajthaté fenotipusos jelzdk (marker) alkalmazasaval.

Karfiol-mozaikvirus (CaMV) alkalmazhatdé vektorként
idegen nukleinsavak novényi sejtekbe torténd bejutatéséara

(Hohn és mtsai., Molecular Biology of Plant Tumors, kiad.:
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Academic Press, New York 549-560 (1982); Howell, 4407956.
sz. amerikai egyestlt &llamokbeli szabadalmi irat]. A
viralis CaMV-DNS-genomot a ,szildéi” (parent) bakteridlis
plazmidba helyezziik, olyan rekombinans DNS-molekulat alkot-
va, amely baktériumokban szaporithaté. A  rekombinans
plazmid tovébbi médositasoknak vethetd ala a kivant DNS-
szekvencia bevitelével. A rekombindns plazmid mdédositott
viralis —részét ezutan kivadgjuk a sziiléi bakterialis
plazmidb6l, és a novényi sejtek vagy novények beoltéasaban
alkalmazzuk.

Kis részecskék nagy sebességu ballisztikus penetraci-
6jat alkalmazhatjuk idegen nukleinsavak novényi sejtekbe
torténd bejuttatédsara. Nukleinsavakat helyeziink el kis
gydéngydk vagy részecskék matrixaban vagy felszinén [Klein
és mtsai., Nature 327: 70-73 (1987)]. Jellemzé mdébdon az uj
nukleinsav-szegmens egyetlen alkalommal torténd Dbevitele
szliikséges, azonban az eljaras tobbszori bevitelt is lehetd-
vé tesz.

Nukleinsav novényi sejtbe juttathatd a novényi sejt-
nek, explantatumnak, merisztémanak vagy magnak a nuklein-
savval transzformalt Agrobacterium tumefaciens-sel torténd
fert&dzésével. Alkalmas koruilmények kozott a transzforméalt
novényi sejteket hajtasok, gyokerek formalasa céljabdél no-
vesztjik, és tovabb fejlesztjik novényekké. A nukleinsavak
novényi sejtbe juttathatdéak példaul az Agrobacterium
tumefaciens Ti-plazmidja &ltal. A Ti-plazmid a ndvényi sej-
tekbe jut at Agrobacterium tumefaciens-sel torténd fertd-

zéskor, és stabilan integraldédik a novényi sejt genomjéaban
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[Horsch és mtsai., ,Inheritance of Functional Foreign Genes
in Plants”, Science 233: 496-498 (1984); Fraley és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 4803 (1983)].

Az olyan novények, amelyekbdl protoplasztokat izolal-
hatunk és tenyészhetiink teljes, regeneralt novények eléré-
sére, transzformalhatdak ugy, hogy az &atvitt idegen gént
tartalmazd, teljes nodvény visszanyerhetd. Alkalmas novények
tobbek  kozott példaul a  Fragaria, Lotus, Medicago,
Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus, Linum,

Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica, Raphanus,

Sinapis, Atropa, Capsicum, Hyiosciamus, Lycopersicon,
Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana,
Ciohorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus,

Antirrhium, Hererocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum,
Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis,
Browaalia, Glycine, Lolium, Zea, Sorghum és Datura nemzet-
ségekbdl szarmazd fajok.

Novények tenyésztett protoplasztokbdl torténd regene-
ralasdnak leirasat taldljuk a kovetkezd kozleményekben:
Evans és mtsai., ~Protoplast Isolation and Culture”,
Handbook of Plant Cell Cultures 1: 124-176, kiad.:
MacMillan Publishing Co., New York (1983); Davey, M.R.,
,Recent Development 1in the Culture and Regeneration of
Plant Protopasts”, Protoplast - Lecture Proceedings, 12-29,
kiad.: Birkhauser, Basel (1983); Dale, P.J., ,Protoplast
Culture and Plant Regeneration of Cereals and Other
Recalcitrant Crops”, Protoplast - Lecture Proceedings, 31-

41 kiad.: Birkhauser, Basel (1983), és Binding, H.,
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,Regeneration of Plants”, Plant Protoplasts, 21-73, kiad.:
CRC Press, Boca Raton (1985).

A protoplasztbdl torténd regenerdlas fajrol fajra
valtozik, azonban altaldban eldszdr az exogén szekvenciat
tartalmazdé transzformalt protoplaszt-szuszpenziot allitjuk
elé. Bizonyos fajokban a protoplaszt-szuszpenzidbdl embrid
kialakulédsa indukdlhatdé, a természetes embridkhoz hasonldan
az érés stadiumaig. A tapkdzeg tartalmazhat kilonbozd ami-
nosavakat és hormonokat, mint példaul auxinokat és
citokinineket. Elényds lehet, ha a tapkdzeghez glutamin-
savat és prolint adunk, kiildondsen az olyan fajoknadl, mint a
kukorica és a lucerna. A hajtasok és a gydkerek normalis
kdérilmények kozott egyidejlleg fejlédnek ki. A hatékony re-
generaldédas a tapkozegtdl, a genotipustdl és a tenyészet
multjatol figg. Ha ezeket a valtozdkat szabidlyozzuk, a re-
generéaldédas teljes mértékben reprodukdlhatd és megismétel-
hetéd.

Vegetativ mbédon szaporitott 4&llomany esetében az
érett transzgenikus novényeket szaporithatjuk dugvanyok vé-
telével vagy szOvettenyésztési eljérésbkkal tobb, azonos
névény kisérletek céljara torténd eldallitasadra, példaul
termelési jellemzd&kre torténd tesztelésre. A  kivant
transzgenikus novény kivalasztasa igy torténik, és igy uj
valtozatokat kapunk, amelyeket kereskedelemi forgalomban
toérténd eladads céljabdél vegetativ mddon szaporitjuk. Magrédl
szaporitott &llom&nyok esetében az érett, transzgenikus no-
vényeket Onmegporzasnak vetjiuk alad (Onkeresztezés, ,self

cross”) homozigdta, Dbeltenyésztett ndvények 1létrehozasa
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céljadbdél. A beltenyésztett novények olyan magokat hoznak,
amelyek tartalmazzak az ujonnan bevitt idegen génaktivitasi
szintet koédold gént. Ezek a magok csirdztathatdak és felno-
veszthetdek a kivalasztott fenotipussal rendelkezd névények
eldallitasa céljabdl. A taldlmany szerinti beltenyésztett
példanyok alkalmazhatdak uj hibridek kifejlesztésére. Ebben
az eljarasban kivalasztott beltenyésztett vonalat kereszte-
ziink més beltenyésztett vonallal a hibrid elsallitdsa cél-
jabol.

A transzgenikus novénybd&l nyert részek, mint a vira-
gok, magok, levelek, agak, gyimolcsék, és ehhez hasonldak a
szintén a talalmany targyat képezik, feltéve, hogy ezek a
részek magukban foglalnak ilyen mdédon transzformalt sejte-
ket. A regeneralt novények leszarmazottjai és valtozatai
szintén a talalmany oltalmi koérébe tartoznak, feltéve, hogy
ezek a részek tartalmazzadk a bevitt DNS-szekvenciakat. A
regeneralt novények leszarmazottjai és valtozatai szintén a
taldlmany oltalmi korébe tartoznak.

Transzgenikus novények vagy noévényi sejtek kivalasz-
tdsa alapulhat vizualis megfigyelésen, mint példaul a szin-
valtozasok megfigyelése (pl. fehér virag, valtozd pigment-
termelés, és egyforma szinmintdzat vagy ézabélytalan minta-
zatok), azonban az enzimaktivitas biokémiai mérési eljara-
sal vagy a termésmennyiség meghatdrozdsa is szerepet jatsz-
hat. A transzgenikus novényeket vagy noévényi sejteket a lé-
nyeges novényi részt hordozd novényekké novesztjik, és a
génaktivitasokat, megfigyeljik, példaul vizudlis megfigye-

léssel (flavonoidgénekre) vagy biokémiai mérési eljarasok-
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kal (Northern-blotok, Western-blotok, enzimes mérési elja-
rasok és flavonoidosszetevék vizsgdlata, tobbek ko&zott
spektroszképia) [lasd: The Flavonoids, 1. és 2.., szerk.:
Harborne és mtsai., kiad.: Academic Press.] Az alkalmas nd-
vényeket kivalasztjuk és tovabbi értékelésnek vetjiik ala.
Genetikal milveleteknek alavetett noévények eldallitdsara
szolgald eljarésok tovabbi leirdsdhoz 1lasd: 5283184. sz.
amerikal egyesiilt &llamokbeli szabadalmi irat, az 5482852.
sz. amerikal egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat, és az EP
693554. sz. eurdbdpai szabadalmi bejelentés, amely kodzlemé-
nyek tartalmara ugy hivatkozunk, mintha teljes terjedelmé-
ben a leirashoz csatoltuk volna, és a kitanitas részét ké-
pezik.

Az alabbi példak a talalmany szerinti megoldéas tovab-
bi illusztralasat szolgaljak, de nem szUkitik az oltalmi
kort. Minden hivatkozast (tobbek kozott az irodalmi hivat-
kozasokat, a megadott szabadalmak leiréasait, a kozzétett
szabadalmi bejelentéseket és az egyidejlleg fluggdben 1levd
szabadalmi bejelentéseket) a szabadalmi iraton belil ugy
idézink, mintha teljes terjedelmében a leirdshoz csatoltuk
volna, és azok a kitanitas részét képezik.

1. Példa

Antitest-karboxipeptidéaz-B-fiizid létrehozadsa és tesz-

telése

F(ab'),-enzim-fuzidésfehérjét szubkldédnoztunk BC350 el-
nevezésili, kecskeeredetll béta-kazein-expresszidsvektorba. A
3 konstrukcidé mindegyikében: a 2I3-asban (MF21g3-13, Fd-

enzim-fuzidésgén), az LC-ben (LC3, konnylilanc) és a 141-
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esben (MF141-4, prodomén C-terminalis leucinnal) az
expresszids kazettat a bakeridlis plazmidgént8l elvalasz-
tottuk. A harom transzgént egérzigdétadkban vittilk ko-
mikroinjektalassal. Hét transzgenikus egérvonalat vizsgal-
tunk, amelyek az F(ab'),-enzim-fuzidésfehérje-antitest mind-
harom alegységét hordozza, és 3 olyan vonalat, amelyek csak
az LC- és a Z213-as transzgént hordoztdk. Tejet gyljtottiink
az alapitdé és az elsd generacids ndéstényektdl, és ELISA-ban
és enzimaktivitadsi mérési eljarasokban teszteltiik. A 3
transzgént hordozdé hét vonalbdél négy az F(ab'),-enzim-
fuzidésfehérjét magasabb, mint 1 mg/ml (lehetséges mdédon 4-6
mg/ml-ig) szinten, mig a csak az LC- és a 213-as transzgént
hordoz6 vonalak alacsonyabb, mint 0.1 mg/ml szinten
expresszaljéak.

Létrehoztuk a huméan eredetd karboxipeptidaz-B-
enzimmel fuzionalt, karcino-embriotikus antigén elleni
(CEA) humanizalt F(ab'),-t tartalmazdé humanizalt antitest-
fragmens—-enzim-fuzidésfehérjét (F(ab'),-CPB] expresszald
transzgenikus egereket. A transzgenikus egereket ugy hoztuk
létre, hogy a harom, kecskeeredetdl béta-kazein-emlémirigy
expresszidés konstrukcidval ko-mikroinjekcidét hajtottunk
végre. Az egyik konstrukcid, a 141-es elnevezéslU (MF141-1,
prodomén a C-terminalis leucinnal) a CPB prodoménjat
expresszalta, a masik két konstrukcid, a LC és a 213-as el-
nevezésld (kénnyldlanc és Fd-enzim-fuzidésgén) az antitest-
CPB-fuzidsfehérjét expresszalta. A korédbban végrehajtott

kisérletek soran kimutattuk, hogy a CPB-prodomén in trans
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torténd expresszidja szlikséges a fuzids fehérjék érett CPB-
n alapuld megfeleld hajtogatddasdhoz (folding) .

Anvagok és mbdszerek

A restrikcidés enzimeket a New England Biolabs-tél
(Beverly, MA) szereztiik be. A nylon-anyagl membranokat
(MagnaGraph nylon-transzfermembranok) a Micron Separation
Inc-t61 (MSI, Westboro, MA 01581) szereztiik be. Az alfa-
*“p-dATP-t a NEN Life Science Products, Inc.-t81 szereztiik
be. (Boston, MA). A szekvenalast a Sequegen Company
(Worchester, MA) végezte el. Az MF21g3-16Fd-enzim-fuzibds-
gént tartalmazdé 213-as, és a 806077-es koénnyllanc-
kédoldérégidét tartalmazd LC-t és a 141-es elnevezésd
plazmidokat a Zeneca Pharmaceuticals—tél szereztiik be. A
CDlI-egereket a Charles River Labs.-tdl (Wilmington, MA)

szereztik be.

Az injektdléasi célu fragmensek el8allitéasa

A plazmid-DNS-t Dr. Michael D. Edge-t&8l (Zenega
Pharnaceuticals) kaptuk, és az expresszids kazettakat (min-
degyik 100 ng) a vektorvaztdl Sal-I-gyel torténd teljes
emésztéssel valasztottuk el. Az emésztett plazmidot ezutan
agarb6zgélen elektroforézisnek vetettiik ala, 1xTAE-t alkal-
mazva futtatdépufferként (Maniatis, 1982). Az expressziods
kazettdnak megfeleld DNS-fragmenst tartalmazd gélrégidt UV-
fényben (kozeli UV) tettik lathatdva. A keresett DNS-t tar-
talmazé savot kivagtuk, dializistasakba tettiik és a DNS-t
1xTAE-pufferben elektroelucid alkalmazadsaval izolaltuk. Ezt

az eljarast alkalmaztuk minden expresszidés kazetta eseté-

ben.
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Az elektroeliucid utadn a DNS-fragmenseket a Wizard DNA
clean-up system (,blvds DNS-tisztitdérendszer”, Promega,
A7280. kataldgusszam) alkalmazasaval tisztitottuk és tomé-
nyitettik, a gyartd &ltal mellékelt eldirat alkalmazéasaval,
és 125 pl mikroinjektdlasi pufferben eludlva (10 mM Tris,
pH 7.5, 0.2 mM EDTA). A fragmensek koncentracidjat osszeha-
sonlitd agardzgél-elektroforézis alkalmazasaval hataroztuk
meg. A mikroinjektalasi fragmensek térzsoldatainak megalla-
pitott koncentrdcidi: LC: 15 ng/ml; I141: 180 ng/ml; 213:
270 ng/ml. A torzsoldatokat kozvetlenil a pronukleuszba
tdérténd injektaléds eldtt egyittes higitasnak vetettik alé
mikroinjektalasi pufferben Ugy, hogy minden fragmens végsd
koncentracidéja 0.5 ng/ml legyen.

Mikroinjektélas

N&stény CDI-egereknél szuperovulacidt idéztiink eld,
és megtermékenyitett petesejteket tavolitottunk el az
oviductus-bdél. A him pronukleuszokat ezutdn a mikro-
injektalasi pufferben higitott DNS-sel mikroinjekt&lasnak
vetettilk ald. A mikroinjektalasnak alavetett embridkat vagy
egy éjszakdn &t novesztettik CZB-tapkdzegben, vagy azonnal
dlterhes CDl-egerek (recipiensek) oviductus-&ba vittik. 20-
30 2-sejtes, vagy 40-50 egysejtes embridt vittink at minden
recipiens ndésténybe és a vemhességet terminusig engedtiik
kifejlédni. |

Az alapitdadllatok azonositasa

Genomialis DNS-t  izolaltunk farokszovetbdl  izo-
propanollal torténd kicsapassal, és polimeraz-lancreakcid

(PCR) alkalmazésaval vizsgaltuk csirkeeredetd béta-globin-
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eredetli DNS-szigeteldszekvencia (,insulator”) jelenlétére.
Ez a szekvencia a kecskeeredetl béta-kazein-vektor (GBC-
350) része. A PCR-reakcidk céljara megkdzelitdleg 250 ng
genimoalis DNS-t higitottunk 50 ul PCR-pufferben (20 mM
Tris, pH 8.3, 50 mM KCl1 és 1.5 mM MgCl,, 100 uM
dezoxinukleotid-trifoszfatok és minden lancindité 600 nM
koncentracidban), 2.5 egység Tag-polimerédz alkalmazasaval,

és a reakcidt az aladbbi hémérsékleti program alkalmazasaval

hajtottuk végre:

1 ciklus 94°C 60 masodperc
5 ciklus 94°C 30 masodperc
58°C 45 masodperc
74°C 45 masodperc
30 ciklus 94°C 30 masodperc
55°C 30 masodperc
74°C 30 masodperc

lacinditodokészletek:

GBC-332-es és GBC-386-o0s, az amplikon 206 bp
GBC332: TGTGCTCCTCTCCATGCTGG (. azonositészamu
szekvencia, ezentul a. sz.)

GBC386: TGGTCTGGGGTGACACATGT (. a.sz.sz.)

A transzgenikus alapitdk Southern-blot-analizise

Minden, a szigeteldszekvencia-PCR-re nézve pozitiv

alapitdéegérbdl genomidlis DNS-t (24 ng Osszesen, 8 ug/sav)
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teljes mértékben emésztettiink EcoR-I-es restrikcids enzim-
mel. Az emésztett DNS-eket hdrom mintdban (triplik&tumban)
elektroforézisnek vetettink ald és standard eljarasoknak
megfelelden nylon anyagu membranokra vittink (Maniatis és
mtsai., 1982). Izoldltunk minden expresszids kazettara spe-
cifikus prdbékat: a VK-bdl (LC10 a pDP72-ben, 72 bp probba),
ProL-b81 (pMF141-4 a pSP72-ben, 342 bp prdba) és az fd-CPB-
b&l (pMF213-20 a pS72-ben, 1981 bp prdba), a plazmidokbdl
(melyeket Micael D Edge bocsatott rendelkezésinkre a Zeneca
Pharmaceuticals-tb6l) SAL-I-gyel, Xho-I-gyel, illetve Xho-I-
gyel torténé hasitassal. Minden probat megjeldltink a
Prime-It “-II-reagenskészlet (Stratagene, La Jolla, CA
92037) alkalmazaséaval, a gyartd utasitésail szerint, és egy
adag nylon anyagu szlrdre hibridizaltuk 50% formamidban,
42°C-on, standard eljarasoknak megfeleldéen (Maniatis és
mtsai., 1982). A mosasokat 60°C-on, 0.2xSSC-ben, 0.1% SDS-

sel hajtottuk végre.

Tej fejése az egerek esetében

A ndstény egerek a kolykdket természetes uton, be-
avatkozas nélkiul vilagra hoztédk, és &ltaldban az ellés utéan
a 7. és a 8. napon fejtink tejet. A fejési eljarés eldétt az
egereket az alombdél koriilbelil egy dérara elvalasztottuk. Az
egy O6ras varakozasi 1d6 utan az egereknél laktacioéot idéz-
tink elé ugy, hogy intraperitoneélisan 5 IU oxitocint ad-
tunk be PBS-ben (foszfattal pufferolt fizioldgias sdoldat),
25-06s méretd tld alkalmazdsdval. A hormoninjekcidt kdvetden
1-5 percig varakoztunk, hogy az oxitocin hatasat kifejthes-

se. Olyan szivbé- és gyiijtérendszert alkalmaztunk a tejgylj-
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tésre, amely 15 ml-es, kbébnuszos csébdbl, az azt lezard, 18-
as (,gauge”) tilkkel felszerelt gumidugdbdl 4&llt, és az
egyik tU tompa végét human alkalmazasu mellpumpahoz csatla-
koztatott gumicsébe volt illesztve. Az egereket a ketrec
tetejére helyeztiik, csak a farkuknadl fogva tartottuk, és
mas moédon nem korlatoztuk vagy kényszert nem alkalmaztunk.
Egy masik tl tompa végét az egerek csecsbimbéjaba (egyszer-
re egyet) illesztettiink abbdél a célbdl, hogy a tejet a 15
ml-es koébnuszos csébe helyezett egyedi Eppendorf-csébe
gyljtsiik. Minden mintagyljtés utan az Eppendorf-csoveket
cseréltik. A tejgydjtést addig folytattuk, amig végil 150ul
tejet gydjtottink. A tejgyljtés utan az egereket az alomba
visszahelyeztik.

Az egérembridk mikroinjekcidja

A fragmenseket 1708 egérembridba koinjektéléssalkbe—
juttattuk, amelyek kozul 945-06t 31 recipiens nésténybe be-
juttattunk. A néstények koziil 27 kihordta a magzatokat és
172 ¢él16 kolykot wvilagra hozott, ezek kozul 20 volt
transzgenikus a PCR-analizis szerint. Az injektalt embridk
koziil 1.2% volt transzgenikus, és a megsziiletett kolykok
kozil 11.6% volt transzgenikus.

Az alapitd egérvonalak Southern-blot-analizise

A ,szigeteld”-PCR-rel azonositott 20 transzgenikus
alapitdét tovabb vizsgadltuk Southern-blot-hibridizalassal,
hogy meghatédrozzuk: A melyik volt pozitiv mindharom .. (35,
63, 73, 81, 86, 92, 120, 169) gyengén mozaikos. Ezek egyér-
telmien pozitivak voltak a nagyon érzékeny PCR-analizis

alapjan, azonban nem sikerilt egyértelmien pozitiv Jjelet
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detektdlni a Southern-hibridizadlas alkalmazadsadval. Ma&sik
hat alapité (5, 76, 121, 128, 131 és 161) viladgos pozitiv
jelet adott legalédbb egy transzgénre, azonban egyértelmlien
negativ vagy mozaikos volt legalabb egy masik transzgénre
nézve. Végul 6 alapito (25, 67, 89, 106, 161, 166) mind-
egyik transzgén legaldbb egy képiajat jelzd hibridizacids
jelet mutatott.

1. tablazat

A béta-kazein-F(ab’),-enzim-fuzidsfehérjére transzgenikus

alapitodk Southern-blot-hibridizacids adatainak Osszefogla-

lédsa. A kéOpiaszémot ismert mennyiségl, Eco-RI-gyel emész-

tett mikroinjekcibs célu fragmenssel kapott jel alapjan

végzett durva becsléssel hatdroztuk meg. (N: nem hatdrozha-

té meg Southern-analizissel)

Alapitd LC-transzgén | l14l-transzgén | 213-traszgén

becsilt becsilt becsilt
kdépiaszam kbépiaszam képiaszam

5 2 N 2-3

25 4 4 2

35 N N N

63 N N N

67 2-3 2-3 3

73 N N <1

76 N 1-2

81 N N N

86 N N

89 >10 >10 >10

92 N N <1

106 3 2-3 1




120 N N N
121 <1 1 1
128 <1 N <1
131 <1 N <1
152 2-3 2-3 2-3
161 N 2-3 <1
166 2-3 3 3-5
169 N N N

Egérvonalak tenyésztése

Az alapitdk Southern-blot-analizise utdn 10 vonalat
valasztottunk ki tenyésztésre: 5, 25, 67, 76, 89, 106, 121,
128, 152 és 166. A 2. tablazatban mindegyik vonal esetében
a tenyésztési eredményeket; a 3. tédbladzatban a PCR-pozitiv
Fl-utdd Southern-blot-analizisét foglaltuk Ossze. Az anali-
zis alapjédn a 12l-esen kivil mindegyik alapitd tovabbadta
az 1ntegraldodott transzgént (transzgéneket) a kovetkezd
generéacidénak. Mas vonalak (5, 25, 128, 1lasd a 2. téabla-
zatot) szintén mutattdk a csiravonal mozaikos voltat, a
transzgénre nézve pozitiv utddok alacsony szazalékos
értékékeBouthern—-analizis is azt valdszinlsitette, hogy az
alapitdék koziil néhany bizonyos transzgéneket tobb példany-
ban integralt. Példaul a 200-as és a 20l-es, amelyek a 166-
os alapitdé leszarmazottai, az LC és 141 transzgének kilon-
boz& képiaszadmaval, és a 213 transzgén azonos kdépiaszémaval
rendelkeztek. Egy lehetséges magyardzat az, hogy a 166-os
alapitdé legaldbb két integracidés hellyel rendelkezik, két
kiilénboz8 kromoszdédman, az egyik csak az LC és 141 transzgé-

neket, a masik mindharom transzgént tartalmazza. A 200-as
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elnevezésl mindkét integracids helyet orokolte, mig a 201-
es csak az egyiket, amely mindhdrom gént tartalmazza (mas
magyarazat is lehetséges). A tobbszords integracis
Southern-blottal torténd azonositasa bonyolult, kiildndsen
akkor, ha 3 kiilonboz& transzgénrdl van szd. Nagyobb allatok
esetében azonban az &ltalunk alkalmazott FISH (fluoreszcens
in situ hibridizacid) és a kariotipizalas lehetdvé teszi a
tobbszords integracids szituacidk kiszlrését.

Osszefoglalva, 2 alapité (5, 76) dupla transzgén-
integraciét (LC és 213) adott &t az utddainak, és 6 vonal
(25, 67, 89, 106, 152 és 166) mindharom transzgént tovabb-
adta a koévetkezd generacidnak. Egy masik alapitd, a 128-as
kétszeresen transzgenikus volt az LC-re és a 213-ra nézve,
és transzgenikus utédédja volt (232). Ezt a vonalat nem ko&-

vettlik tovabb, mivel a 128-as elnevezésd utdd teje nem mu-

tatta a fuzids fehérje jelentds mértékl termelését.
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2. tébléazat

Transzgenikus alapitdk tenyésztési eredményei. Minden utd-

dot a ,szigetel&”-PCR alkalmazasaval vizsgaltunk

A kivalasztott

Alapitd (nem) PCR-re nézve pozitiv
utod/alomszam transzgenikus
(csak a néstényeket Fl-n6stény

vizsgaltuk)

5 (F) 2/10 27, 219

25 (F) 1/7 204

67 (M) 1/3 177

76 (F) 1/6 212

89 (F) 2/5 178, 17

106 (M) 1/5 186

121 (M) 0/5 N

128 (F) 1/8 232

152 (M) 2/4 194, 195

166 (F) 2/6 200, 201
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3. téablazat

A béta-kazein-F(ab'),-enzim-fuzidsfehérjére nézve

transzgenikus F1 Southern-hibridizacids adatainak Osszefog-

laldsa. A képiaszamot ismert mennyiségli, Eco-RI-gyel emész-—

tett mikroinjekcids célu fragmenssel kapott jel alapjén

végzett durva becsléssel hataroztuk meg. (N: nem hatadrozha-

td meqg Southern-analizissel)

Alapitd Transzgenik LC- 141- 213-
szuld us F1 transzgén transzgén transzgén
kébpiaszam képiaszéam képiaszam
5 217, 219 2 0 2
25 204 3 3 3-4
67 177 1 1-27? 1-27
76 212 2 0 2
89 178, 179 >10 >10 >10
106 186 3 3-4 2-3
152 194, 195 4-5 4 4-5
166 200, 201 1 (200) 1 (200) 4-5
3-4 (201) 4 (201) (mindkét
esetben)

A transzgenikus egerek tejmintdinak vizsgalata

Az egerektél tejmintédkat gydjtottink, az alapitd és
az Fl-n6stények esetében 1is. Nem higitottuk a tejet PBS-
sel, az enzimatikus mérési eljarasra gyakorolt lehetséges

zavard hatéds elkerililése céljabol. A mintédkat a tesztelésig
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tabléazatban foglaltuk O&ssze.
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A mérési eredményeket a 4.

4. tablazat

A humanizalt antitestfragmens-béta-kazein-enzim-fuzids-

fehérjét

(F(ab'),-CPB)

expresszald egerek tején végrehaj-

tott ELISA-mérések és aktivitdsi mérések Osszefoglalasa

(na: nem alkalmazhatd)
Alapitd Fl1 (transzgé- ELISA-szintek |Enzimes mérések
(nem; transzgé- nek) (mg/ml) (mg/ml)
nek)
5 (F, LC-213) 217, 219 (LC- 0.092 0.025
213) alacsony alacsony
25 (F, LC-213- 204 (LC-213- 1.5% 1.2%
141) 141) 1.5-2 1.5-2
67 (M, LC-213- 177 (LC-213- na na
141) 141) negativ negativ
76 (F, LC-213) 212 (LC-213) negativ negativ
negativ negativ
89 (F, LC-213-| 178, 179 (LC- 1.5-2 1.5-2
141) 213-141) 1.5-2 1.5-2
106 (M, LC-213-| 186 (LC-213- na na
141) 141) 4-6 4-6
128 (F, LC-213) alacsony alacsony
152 (M, LC-213- 195 (LC-213- na na
141) 141) 4-6 4-6
166 (F, LC-213-| 200, 201 (LC- negativ negativ
141) 213-141) negativ negativ
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*3 méréseket a 25, kovetkezetesen magasabb értéket addk ma-
sodik tejelésébdl gydjtottik

A kovetkezd konstrukcidkat készitettik el: a kecske-
eredetli béta-kazein szabdlyozbdszekvencidjat oOsszekapcsolva

a humanizalt CEA-elleni F(ab'), konnyli- és nehézlancai ko-

dold régidjaval (806.077), mbébdositott, human eredetd
karboxipeptidaz-B-enzimmel, és a CPB (C-terminalis
leucinnal) prodoménja kbédold régidjaval fuziondltatva.

Transzgenikus egérvonalakat allitottunk elS, a CPB-pro-
domént expresszald transzgénnel vagy anélkiil. Kimutattuk,
hogy a mindhdrom konstrukcidéra nézve transzgenikus egerek
alkalmasak az F(ab'),-CPB-fuzidt magas szinteken (4-6
mg/ml-1ig) a transzgenikus egerek (4/6 haromszoros
transzgenikus vonalak 1 m/ml-nél magasabb szinteken) tejé-
ben vald termelésére, az elvart enzimatikus aktivitéssal.
Ugy latszik azonban, hogy CPB-domén hiénya osszefliiggésben
van az aktiv fuzids fehérje alacsony szintd szekrécidjaval.
Ezt az eredményt koriltekintden kell mérlegelnink, mivel
csak 3, kétszeresen transzgenikus vonalat vizsgaltunk (2,
mindkettd alapitd, és Fl).

Osszefoglalva: human eredetd, pankreatikus karboxi-
peptidaz-B-t (HCPB)-valtozatokat allitottunk eld, amelyek
C-termindlis glutaminsav és aszparaginsav hidrolizisére
specifikusak, human eredetd gén helyspecifikus
mutagenezisével, és Escherichia coli periplazmajaban
expresszaltunk. Az enzim Sl'-zsebe bélésében elhelyezkedd
aminosavak kicserélésével lehetséges volt a szubsztrat-

specificitas megforditasa olyan médon, hogy a variansok a
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normalis esetben C-termindlis, béazikus aminosavak helyett
C-terminalis savas aminosavak el&tti hidrolizisre képesek.
Ezt ugy értiik el, hogy megvaltoztattuk a 253-as
aszparaginsavat az S1' specificitasi zseb aljan, amely nor-
malis esetben a szubsztrat bazikus oldallancaival lép kol-
csénhatéasba, lizinnel vagy akdr argininnal. Az eredményil
kapott enzimek a kivant, megforditott polaritassal rendel-
keztek, és az enzimaktivitéds jelentds mértékben javult a
251. aminosavat érintdé, tovabbi mutaciéval. A (G251T,
D253K) HCPB kettdés mutans 100-szor aktivabb volt a
hippuril-L-glutaminsav-szubsztrattal (hipp-Glu) szemben,
mint az egyszeres, (D253K)JCPB-mutanssal szemben. A tovab-
bi, Ala-248-as cserét tartalmazdé tripla mutansok a hipp-
Glu-szubsztrattal szemben Jjobb aktivitast mutattak, ha a
251. pozicidéban Asn volt. A human eredetl, forditott pola-
ritidsil mutdns enzim potencidlisan azt lehetdséget kinalija,

hogy alkalmazzuk antitest &altal iranyitott, enzimprodrogot

alkalmazé rakteréapiaban.

2. példa

transzferrinreceptor-elleni antitest - angiogenin fu-

zi6s fehérje létrehozdsa és tesztelése

Ez a példa transzferrinreceptor-elleni antitest -
angiogenin fuziés fehérjének transzgenikus egér emlémiri-
gyében torténd expresszidjat mutatja be. A human eredetd
transzferrinreceptor (E6) elleni kiméra egér/humdn eredetd
antitestet a CH2-doménjan keresztil fuziondltattuk a huméan

eredetd angiogenikus ribonukleazzal, az angiogeninnel
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(Ang) . Egér emlémirigyében expresszaltuk, és az egértejbe
szekretalddott. A tejben expresszids szintje megkdzelitdleg
0.8 g/l volt. A kimérafehérje megtartotta antitestkotd ak-
tivitadsat és fehérjeszintézist gatld aktivitadsat, a szabad
angiogeninnel azonos médon. Specifikusan a humdn eredetd
tumorsejtekhez vald specificitédssal rendelkezett in vivo.

Anyagok és mbdszerek

Transzgenikus egerek

A transzgenikus egereket standard, kozzétett eljara-
sok (Roberts és mtsai., 1992; DiTullio és mtsai., 1992;
Gutierrez és mtsai., 1996). Alapitdegereket tenyésztettiink
tejeld ndéstények elééllitésé céljabdl, és a tejet Ossze-
gydjtottik, és azonos térfogatu, foszfattal pufferolt fizi-
olégias sdoldattal higitottuk, a korabban leirtak szerint.
A tejet -70°C-on taroltuk.

Tejfrakcionalés

Az E6-Ig-antitestet tartalmazé tejet Protein-A-
Sepharose-oszlopra vittik, és 0.1 M glicinnel (pH 3)
eludltuk, 1 M Tris-t tartalmazé cstvekbe, abbdl a célbdl,
hogy a pH-t semlegesre allitsuk. A fuzids fehérjét (Ch2Ang)
tartalmazdé tejben 0.2 M EDTA-koncentraciot Aallitottunk be
¢s jégen inkubaltuk 20 percig, majd centrifugaltuk 10 per-
cig, 4°C-on Eppendorf-centrifugdban. A folozott tejet ova-
tosan elvalasztottuk a zsirrétegtdl, és ujra centrifugal-
tuk, majd size exclusion high performance liquid kromatog-
rafiadnak (,nagy hatékonysagu méretkizarasi kromatografia”)
vetettiik ald TSK-3000 oszlopon (Toso Haas Corp., PA), ame-

lyet 0.1 M foszfatpufferrel (pH 7.4) egyensulyoztunk ki, és
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ezzel is eludltunk. Az aramléasi sebesség 0.5 ml/perc volt,
és 1 ml-es frakcidkat gydjtottiink. Az angiogenin elleni an-
titesttel reagdld anyag nagyobb része az oszlop mozgd fazis
altal atjarhatéd (,Void” V,) térfogatanal elualdédott. Ezt az
anyagot Osszegydjtottik és argininport adtunk hozza 1 M-os
végkoncentracibéig. Egy éjszakan at inkubaltuk 4°C-on, és a
mintakat a TSK-3000-oszlopon Ujabb kromatografiadnak vetet-
tik ala, a fent leirtak szerint. A CH2An§—ot tartalmazd tej
esetében UGjabb, 1M-os arginines kezelés és a méretkizarasi
oszlopon ujabb kromatogradfia volt szlkséges.

Fehérjetartalom-meghatarozas

A fehérjetartalmat a kovetkezd extinkcids koefficien-
sek alkalmazasaval hataroztuk meqg: E6-IgG-antitest:
£1%/280nM=14.0; CH2Ang: E1%/280nM=10.0.

Fehérjeszintézis-mérési eljarasok

A sejteket 96-lUregd mikrotiter-lemezekre helyeztik
10% magzati borjuszérumot tartalmazd Dulbeco-féle esszenci-
alis minimal-tapkozegben. 10 nl teljes térfogatra kiegészi-
tettiik, és a lemezeket 37°C-on 3 napig inkubaltuk, majd 0.1
mCi [**C]-leucint adtunk 2-4 o6ra idétartamra. A sejteket
tvegszalas szUrdn gyljtottik Ossze PHD-sejtgyljtd alkalma-
zadsaval, vizzel mostuk, majd etanollal szaritottuk, és a
sejtszamot 'meghatéroztuk. Az eredményeket a vakprdbaval
(kontrollként szolgdld, nem génkezelt prdba, ,mock”) lre-

gekben mért [!‘C]-leucin-beépiilés %-aban fejeztik ki.



3. példa

Humdn eredetl transzferrinreceptor-elleni antitest és

antitest-angiogenin-fuzidésfehérje expresszidja transzgeni-

kus egerek tejében

A transzgenikus egerek eléallitasaban alkalmazott
DNS-konstrukcidkat az 1. és 2A. a&brakon mutatjuk be. A le-
irt vizsgalatokban alkalmazott, kiméra, transzferrin-
receptor-elleni antitest eredetileg human eredetu
tumornekrézis-faktorral (Hoogenboom és mtsai., 1991), és
ezutdn humdn eredetd ribonukleadzzal, angiogeninnel (Ang,
Rybak és mtsai., 1992) volt fuzionaltatva. Az Ang-gént az
antitest CH2-doménja 5'-régidjanak elsé harom aminosava mo-
gé fuziondltattuk, igy a csukldérégidt érintetlentl hagytuk,
és a nehézlanc dimerizacidéja lehetséges (marad). Célunk
volt humanizalt immuntoxin-szerd fehérjék létrehozasa, ame-
lyek a betegeknél kevésbé immunogén mellékhatasokat valt
ki. Az in vivo emldéseredetl sejtexpresszids rendszer nagyon
kevés anyagot eredményezett a funkcionalis vizsgalatok sze-
rint kiulondsen akkor, ha az antitest humdn eredetd RN-
azzal, azaz angiogeninnel (Ang) volt fﬁzionaltatva, amely
az RN-az-A szupercsaladd tagja. A szupercsalad minden tagja
kis méretli (12-14 kDa), bazikus ribo-nukleolitikus enzim,
amely a pankredszban éppugy megtalalhatd, mint az emldsok
és kétéeltlek mas szerveiben. Ezek az RN-azok képesek az
RNS-t hasitani fizioldgiai mikoédés, példaul angiogenezis
kivadltasa soran, azonban host defense (a ,sajat” védelme)
mikodést, és antivirdlis hatést 1is leirtak kiilonbsz& RN-

dzok esetében. Mivel az RN-4zok a természetes védelmi rend-
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szer részei lehetnek, alkalmazzak ezeket antitestek széles
valasztékaval alkotott, rekombindns fuzids fehérjék és ké-
miai konjugdtumok eldallitasara. Mivel ezek a vizsgalatok
azt jelzik, hogy az RN-&z alapu terapia magaban rejti rak
és AIDS kezelésének lehetdéségét, az eredeti, RN-&4z-
mikodést, a humadn eredetd, transzferrinreceptor elleni
kiméraantitestekkel kifejtett hatédsat ujra megvizsgaltuk, a
komplex fehérjék termelésére szolgald, uUjonnan kifejlesz-
tett, transzgenikus &llat tejében torténd termeléssel. A
genetikai konstrukcidé molekularis részleteit a fentiekben
mutattuk be. A rdémai szamok a 2A-abran bemutatottaknak fe-
lelnek meg, és a kecskeeredetdl béta-kazein-gén 2. és 7.
exonja kozé kldénozott DNS-ekre is vonatkoznak.

A humén eredetd transzferrinreceptor elleni kiméra-
antiest, az E6-antitest teljes nehézlancat koédold DNS-t al-
kalmaztuk a moédositott, kecskeeredetl (-kazein-gén 2. és 7.
exonja kozé illesztve (2a. abra, I), amely magas szinteken
expresszalddott transzgenikus, tejeld egér tejében (Roberts
és mtsai., 1992). Egy masik, antitest-enzim-fuzidsfehérjeét
kédold transzgént allitottunk eld ugy, hogy a human eredeti
RN-az, az angiogenin (Ang) génjét az antitest CH2-
doménjahoz kapcsoltuk (1. és 2a-abrak, II). Ezeket a géne-
ket, valamint ugyanannak az antitestnek a koénnyldléncat koé-
dolé gént (2a. a&bra, III) mind kiil6én kldonoztuk, és a megfe-
lels parokat (nehézlancok, H és konnyllancok, L; CH2Ang és
L-lanc) tisztitadssal elvalasztottuk az eukariotikus DNS-
t51l, és ko-injektdlédssal egérembridkba juttattuk, amelyeket

standard eljarédsok alkalmazasaval visszalltettink (Roberts



_79_

és mtsai., 1992). A transzgenikus egereket az eredményiil
kapott leszarmazottak farokrészébdl szarmazd DNS PCR-rel és
Southern-blottal torténd vizsgadlatadval azonositottuk.

Alapitbdegereket tenyésztettink tejelé, transzgenikus
néstények eldallitasa céljabdl. A tejet Osszegyljtottiik,
PBS-sel higitottuk, antitestlanc és Ang jelenlétére vizs-
galtuk. A human eredetd Ang ellen termeltetett poliklondlis
antitestek a fuzidés fehérjében (2. &bra, baloldali rész)
csak a vart molekulatomegd (43 kDa; antitest-nehézlanc, 29
kDa; Ang, 14 kDa) savval reagaltak. Az 1IgG-elleni
antiszérumok azonban az E6-os elnevezésli kiméraantitest H-
és L-lancai ko6ziul mindkettével erds reakcidt mutattak (2B.
abra, Jjobboldali rész). Mig az antitest-fuzidésfehérje L-
lancat viladgosan kimutathatd volt az IgG-elleni
antiszérumokkal, a CH2Ang roviditett H-lanca alig volt de-
tektalhatd, azt jelezve, hogy az angiogenin CH2-doménhoz
torténd fuzionaltatadsa gatolta az antiszérumok H-lanchoz
torténd kotddését.

A kiméra IgG-antitestet Protein-A-Sepharose-n tdrténd
kromatografiaval tisztitottuk. A 2C. a&abran bemutatottak
szerint, az 1. és 2. savban a végsd tisztitason A&atesett
termék redukald kérilmények kdzott torténd gél-
elektroforézise konnyllanc- (28 kDa) és nehézlancfehérjék
(megkdzelitbleg 55 kDa) Jjelenlétét mutattak. A nem redukald
korilmények kozotti Western-analizis (2C. &bra, 3. sav) azt
bizonyitotta, hogy a transzgenikus antitest IgG- és Fab-
formak keverékeként (168 és 84 kDa) van jelen. Kis mennyi-

ségli nehézlanc (55 kDa) 1is lathatdé volt.
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A CH2Ang-ot tartalmazd tejet a fentiekhez hasonld mé-
don gydjtottik Ossze és PBS-sel higitottuk. A Protein-A-
Sepharose nem kotdtte meg az angiogenin-fuzidésfehérjét. Ez-
zel analdg eredményeket értek el akkor, amikor ugyanazt a
CH2-antitestfragmenst korabban TNF-fel fuziondltatték, és
azt valdszinlsitették, hogy ez annak tulajdonithatéd, hogy a
feltehet6en a CH2-CH3-csatlakozés kozelében taldlhatd Pro-
tein-A-kotShelyet deletdltdk (Hoogenboom és mtsai., 1991).
A transzgenikus antitest-Ang-fuzidsfehérje természetét Wes-
tern-blotolassal hataroztuk meg. A lanckdézti diszulfid-
hidak redukciéja utédn a H-lanc-Ang-fuzidé (43 kDa) és a
konnylilanc (28 kDa) disszocialt (2C. abra, 2. sav). Nem re-
dukalé korulmények kozdtt, IgG-elleni antitesttel torténd
Western-analizis (2C. &bra, 5. sav) azt mutatta ki, hogy a
transzgenikus antitest-enzim-fuzidésfehérje F(ab).,- és Fab-
formadkként vannak jelen (142 és 71 kDa).AEzzel azonos ered-
ményeket kaptunk akkor, amikor az analizist Ang-elleni
antiszérumokkal végeztik el (az eredményeket nem mutatjuk
be). Osszefoglalva az utdébbi eredmények azt bizonyitjak,

hogy a konnylilanc a nehézlanc-Ang-fuzidval asszocial.

4. példa

Antitest-angiogenin-fuzidésfehérje bioldgiai jellemzé-

Az angiogenin a nyuleredetd retikulocita-lizatum
transzladcidés kapacitasdnak hatésos gatldszere, amely az
angiogenin ribonukleolitikus aktivitasatél £fuggd mechaniz-

muson alapul (St. Clair és mtsai., 1987). A 2. abra bemu-
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tatja, hogy a lizatumhoz Ang vagy CH2Ang hozzaadéasa a fe-
hérjeszintézis gatlasat okozta, amelyet a [°°S]-metioninnak
savval kicsaphaté fehérjefdzisba torténd beéplilésével mér-
tiink. A nem fuzionalt Ang vagy CH2Ang esetében kapott ICse°-
érték (40 nM) azonos volt ebben a mérési eljarasaban, ami
azt jelzi, hogy az aktivhely-aminosavak konformacidéjara nem
volt hatédssal az Ang CH2-antitestdoménhez ilyen konformaci-
éban torténd (NHp-terminalis) fuzidja.

A fuzidés fehérje antitestrészét kompeticids kotési
kisérletekkel jellemeztiik (5. tabléazat). A tejbdl szarmazd
E6-antitest (IgG) human eredetd transzferrinreceptorhoz va-
16 kotédését oOsszehasonlitottuk az eredetileg hibriddéma-
sejtekb&l tisztitott, azonos antitest kotésével (Heyligen
és mtsai., 1985). Azonos volt a két antitest képessége ar-
ra, hogy a ['*®I]-jeldlt parentalis antitestet leszoritsa
(mindkét antitest esetében az 50%-os leszoritas 0.8 nM). A
CH2Ang fuzidés fehérje 175-sz8r kevésbé volt aktiv, mint az
intakt E6-antitest (140 nM CH2Ang, 0.8 nM EG6).

Az Ang-fuzidsfehérje huméan eredetﬁ.tumorsejtekre gya-
korolt citotoxikus hatdsait az ujonnan szintetizalt [%‘C]-
leucin-beéplilés mérésével hataroztuk meg. A tipikus dbdzis-
hatas-gorbéket a 3. Abréan tintettik fel. A CH2Ang gatolta
az SFS39 elnevezésl, humadn eredetd glidmasejtek és az MDA-
MB-231""!-mellraksejtek fehérjeszintézisét 15 nM-os
(gliétmasejtek) és 45 nM-os (mellraksejtek) ICso°-értékkel. A
mas, human eredetd tumorsejtvonalakra gyakorolt cito-
toxicitast a II. tablazatban foglaltuk &ssze. Az ICs,°-érték

15-7nM kozott valtozott. A citotoxicitas a fuzids fehérjére
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specifikus volt, mivel nem figyeltiink meg aktivitast anti-
génre nézve negativ sejtvonalak esetében (egéreredetd
NIH3T3-sejtek, az adatokat nem mutatjuk be), és a nem fuzi-
onalt - kiméraantitest dtszdrods molaris feleslege a
citotoxicitést megkdzelitdleg 50%-ban visszaszoritotta. Mi-
vel a nem fuzionadlt antitest sem (Rybak és mtsai., 1992) és
a szabad Ang sem (Newton és mtsai., 1996) volt citotoxikus,
a citotoxikus hatas kivaltasahoz az sziikséges, hogy a fuzi-
6s fehérjében a két domén kovalens mdédon legyen kapcsolva
Angiogenint izolaltak tumorsejtek kondicionalt tapks-
zegébdl, és az angiogén aktivitast csirkeembrid-eredeti
korioallantois-membrant és nyldleredetd cornea-t alkalmazd
mérési eljarasokkal vizsgaltdk (Fett és mtsai., 1985). A
ribonukledzzal mutatott homoldégidja és jellegzetes,
angiogenikus aktivitassal Osszekapcsolt nukleolitikus akti-
vitdsa (Shapiro és mtsai., 1986) egyedi bioldégiai tulajdon-
sdgokat eredményez, amely megndvelt tumorsejt-pusztitast
segithet eld§, amikor az Ang-ot sejtspecifikus célba juttatd
hatbdanyagokkal Jjuttatjuk célba. Az angiogenikus aktivités
fennmaradt, amikor az Ang-ot fuziods fehérjeként
expresszaltidk (Newton és mtsai., 1996). Az angiogenin sejt-
felszini proteoglikanokhoz is koté6dik humén eredetd vastag-
bél-karcindémasejteken (Soncin és mtsai., 1994). Ennek meg-
feleldben a tumorsejtek antitest altali lokalizaléasa
megnovelheti az Ang tumorsejtolé  képességét, mig a
megnovelt mértékd angiogenezis elképzelhetd médon
elésegitheti a tumorpenetraciét a tumor vaszkularizacidja
megnovelésével (Piccoli és mtsai., 1998; Olson és mtsai.,

1995). Igy az Ang hatésa pleiotrdop; megnyilvanulasait a
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Ang hatédsa pleiotrdép; megnyilvanulédsait a sejt kornyezete
hatarozza meg, amelynek az Ang 1is ki van téve, példaul a
citoszdlban elhelyezkedd fehérjeszintetizald rendszer meg-
célzasa citotoxicitadst okoz (Moroiau és Riordan, 1994). Az
Ang 1ilyen biolégiai tulajdonsadgai egyedi lehetd&ségeket
nyujt arra, hogy e fehérje specifikus antagonizélasaval
vagy célba juttatasaval olyan terédpids stratégiat tervez-
ziink, amely citosztatikus (antiangiogenikus) és citotoxikus
(tumorsejt-elleni) 1is egyszerre.

A humdn rakterédpiaban (Rybak és mtsai., 1991; Rybak
és mtsai., 1992; Newton és mtsai., 1992; Newton és mtsai.,
1994; Newton és mtsai., 1996; Jinno és mtsai., 1996; Zewe
és mtsai., 1997; Deonarain és Epnetos, 1998) és a kardio-
vaszkuladris betegség terapidjaban (Haber, 1994; Collen,
1997) az enzimalapu, sokdoménes, célba jﬁttatéssal hatd te-
rapids eljaradsok elismerése olyan expresszids rendszerek
kifejlesztésétél fugg, amelyek alkalmasak e reagensek
preklinikai jellemzése és végsd klinikai alkalmazéasa célja-
bél  toérténd elddllitédsara. Kétlancuantitest-Ang-fuzids-
fehérje transzgenikus allat tejében torténd expresszidjat
hajtottuk végre és mutattuk be a szabadalmi leiradsban. Nem
volt nyilvanvald az, hogy az Ang sikeresen expresszalhatd
fuzids fehérjeként transzgenikus egérben, mivel hasonlé'fﬁ—
zi6s fehérje csak nagyon alacsony szinten expresszaldédott a
tenyésztett mieldmasejtek esetében, feltehetden a szekrécid
soran végbemendé retrograd transzport miatt, amely alacsony
termelésii termeld8k szelekcidéjdhoz vezetett (Rybak és

mtsai., 1992). Rendkivili médon az emldémirigy természetes
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kdrnyezetében az expresszid a sejttenyészet-rendszerhez vi-
szonyitva 160 000-szeresére nétt (0.8 g/l a tejben, és 5
ug/l a mieldmasejtekben). Igy lehetséges volt a bioldgiai
jellemzés céljaira elegendd mennyiségll Ang-fuzidsfehérje
tisztitédsa. A munka egyik kovetkezménye az volt, hogy elsd
alkalommal bizonyitottuk a fuzidés fehérjében az Ang orien-
tdcidéjanak fontossagat. Az egyléncuantitest-Ang-fuzids-
fehérjékben az Ang-ot C-termindlis részénél fogva fuziondl-
tattdk az antitest N-termindlisdhoz (Newton és mtsai.,
1996) . Ennek kovetkeztében ismertté valt az, hogy az Ang C-
termindlisa utolsd harom aminosava részt vesz aktivkdzpont-
alhely kialakitédsaban (Russo és mtsai., 1996). Mig az Ang a
CH2-fuzidésfehérjében és a szabad Ang esetében azonos
hatdsossaqu a nylleredetdl lizatumon végzett mérési eljaras-
ban, az Ang egylancu antitesttel alkotott fuzidés fehérjében
kétszer kevésbé hatasos a szabad Ang-ndl a lizadtum-mérési
eljaras fehérjeszintézise gatlasaban. (Newton és mntsai.,
1996) .

Altalanossagban eldszér bizonyitjuk azt, hogy anti-
gén-antitest-fuziésfehérje magas szinten expresszalhatd em-
16mirigyben. Kozelebbrdél, azt bizonyitjuk, hogy az anti-
test-Ang-fuzidésfehérje emlémirigyben vald expresszal-
hatdsdga nagy Jjelentdségll a mellrdk transzgenikus egérmo-
delljének kifejlesztése szempontjabdél. Méas, tejspecifikus
gének promdtereit alkalmaztak arra, hogy tejelés idészaka
alatt a transzgének expresszidjaval neopléziat imitéaljanak
(Amundadottier és mtsai., 1996). Mivel vizsgdlatok eredmé-

nyel azt mutatjak, hogy tejspecifikus prombéter aktiv immun-



_.85_

toxin expresszidjat indukalhatja, duplan transzgenikus tor-
zseket fejleszthetliink ki annak tesztelésére, hogy a kival-
tott neoplazia ellen iranyitott Ang-fuzidésfehérje megeldz-
heti-e vagy megvaltoztathatja-e a betegség eldrehaladéasat.
Ezek az eredmények kiildondsen az Ang esetében relevansak,
mivel az egéreredetd Ang rendelkezésre &ll (Bond és mtsai.,
1993) .

Osszefoglalva ezek az eredmények eldészoér bizonyitjak
azt, hogy komplex, heteroldg fuziods fehérjék
expresszalhatdék egér emldémirigyében nagyobb mennyiségekben
és az emléseredetd sejtkulturdban expresszalt fehérjéknél
(Rybak és mtsai., 1992) és FE. coli-eredetl expresszids
rendszereknél jobb bioldégiai tulajdonsagokkal. Az eredmé-
nyek nagy hatédst gyakoroltak annak lehetd&ségére, hogy eze-
ket a fuzids fehérijéket terdpids szerként termeljiik, vala-
mint arra, hogy mellrak uj allatmodelljét megalkossuk.

A kovetkezd roviditéseket alkalmaztuk: Ang: humdn
eredetli angiogenin; E6: transzferrinreceptor-elleni IgG-
jellegl monoklonalis antitest; RN-&z: ribonukleaz; H-lanc:
nehézlanc; L-lanc: konnyllanc; CH2Ang: az E6 nehézlanca
CH2-doménjaval fuzionalt angiogenin; ICse: a fuzids fehérje

olyan koncentréacidéja, amely 50%-os gatlast okoz.
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5. téabléazat

Az E6 és Ang-fuzidsfehérje kdtése human eredetd

transzferrinreceptorhoz

Konstrukcid Forras Kotés Kiulonbség
(szorzdbfaktor)
ECso (nM)
E6 hibriddéma 0.8 1
E6 tej 0.8 1
CH2Ang tej 140 175

II. tablazat: a CH2Ang citotoxicitéasa

Sejtvonal CH2Ang
ICs0 (nM)
Asb539 15
HS578T 70
MDAOMB-23 ™) 45
MALME 40

ACHN 30




7. példa

transzgenikus kecskék &dltaldnos jellemzése

Az aldbbi részek transzgenikus kecskék eldallitdsanak
fébb lépéseinek rovid leirasa

Kecskefajok és fajtéak

Transzgenikus kecskék eldallitasakor eldénydsek a
svajci eredetd  kecskék, példaul Alpine, Saanen és

Toggenburg fajtak.

Kecske-szuperovulacid:

A donorok nemi ciklusanak id&ézitését a 0. napon 6 mg
szubkutadn mdédon alkalmazott norgestomet-filimplantatum
(syncromate-B, CEVA Laboratories, Inc., Overland Park, KS)
beadasaval torténd szinkronizalassal valdsitottuk meq.
Prosztaglandint adtunk be az elsd 7-9 nap utan, az endogén
progeszteron-szintézis ledllitdsa céljabdél. Az implantatum
behelyezése utani 13. napon kezdve, 0©sszesen 18 mg
follikulus-stimuléald hormont (FSH-Schering Corp.,
Kenilworth, NK) adtunk be intramuszkuldrisan harom napon
at, napi két injekcidban. Az implantatumot a 14. napon ta-
volitottuk el. Az implantatum eltavolitéasa utan 24 o6raval a
donoréallatokat nemz&képes himekkel fedeztettilk néhany alka-

lommal két napon at [Selgrath és mtsai., Theriogenology,

1195-1205 (1990)].

EmbridgyUjtés

Az embridgylijtést szolgadld sebészeti beavatkozast a
paroztatés utani méasodik napon (vagy 72 6réaval az
implantatum eltavolitasa utan) végeztik el. A szuper-

ovuldcdénak kitett ndstényektdl 36 oraval a sebészeti be-
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avatkozads eldtt az ételt és az italt megvontuk. A nd8sté-
nyeknek 0.8 mg/kg Diazepam-ot (Valium®), IV, majd azonnal
5.0 mg/kg Ketamin-t (Keteset), IV, Halothane-t (2.5%) ad-
tunk be a sebészeti beavatkozas alatt 2 1/perc oxigénben,
endotrachealis csében. A reproduktiv szerveket
exteriorizaltuk ko&zépvonali laparotomids bemetszéssel. A
corpora Jlutea-t, a meg nem repedt, 6 mm-nél nagyobb
follikulusokat és az ovarium cisztdit megszamlaltuk a szu-
perovulacidés eredmények becslése céljabdl és az oviductum-
b6l mosassal eltavolitandd embridk szamanak joéslasa célja-
b6l. Kanilt helyeztiink az oviductum nyilasaba, és ott tar-
tottuk ideiglenes 0.3-as Prolene érlekdtéssel. 20-as méretd
tdt helyeztink a méhbe a méh-méhkiirt eldgazastdl kb. 0.5
cm-re. 10-20 ml steril, foszfattal pufferolt fizioldgias
sboldatot (PBS) éaramoltattunk a kantillel ellatott oviduct-
on at és Petri-csészékben Osszegyljtottik. Az eljarast meg-
ismételtiik az ellenkez8 oldalon és azutdn a reproduktiv
szerveket visszahelyeztik a hasliregbe. A lezadras eldétt 10-
20 ml steril, sbés glicerinoldatot ontottiink a hasiiregbe az
adhézid megel&zése céljabol. A linea alba-t egyszerid, meg-
szakitott Polydioxanone-2.0 vagy Supramid oltésekkel lezar-
tuk és a bdért steril sebkapcsokkal lezartuk.

A megtermékenyitett, kecskeeredetd petesejteket
oviduct PBS-06blitéfolyadékbol Osszegyljtottik sztereo-
mikroszkép alatt, és 10% magzati borjuszérumot (FBS, Sigma)
tartalmazé Ham-féle tapkodzegben (Sigma, St. Louis, MO) mos-
tuk. Azokban az esetekben, ahol a pronukleusz lathatdé volt,

az embridkat azonnal mikroinjekcidbnak vetettik ala. Ahol a
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pronukleusz nem volt lathatd, az embridkat 10% magzati bor-
juszérumot tartalmazd Ham-féle tapkdzegben rovid idejd te-
nyészetbe vihettik 37°C-on, 5% CO,-t tartalmazé levegét
tartalmazd, paréasitott gazkamraban, mig a pronukleuszok
lathatoéva valnak [Selgrath as mtsai., Theriogenology, 1195-

1205 (1990)].

Mikroinjektaladsi eljaras

Egysejtld kecskeembridkat helyeztink olaj alatt tapko-
zeg-mikrocseppbe, slillyesztett (,depression”) targylemezre.
Két 1lathatdé pronukleusszal rendelkezd, megtermékenyitett
petesejteket helyeztiink langgal simitott (,flame polished”)
tartd mikropipettara Zeiss markaju 4l16, fix A&llvanyzatu
mikroszkép alatt Normanski optika alkalmazéaséaval.
Pronukleuszt injektaltunk az adott DNS—kbnstrukciéval, pél-
dadul a kecskeeredetll béta-kazein-gén szabdlyozdelemeivel
miksd&képesen kapcsolt fuzidsfehérje-gént tartalmazd Bc355-
vektorral injektdlédsi pufferben (Tris—-EDTA) fine {veg

mikrotdd alkalmazasaval [Selgrath és mtsai., 1195-1205

(1990) 1.

Embridfejlesztés

A mikroinjekcidé végrehajtasa utan az életben maradt
embridkat 10% magzati borjuszérumot tartalmazé Ham—-féle
tapkdzegben 37°C-on, 5% CO;-t tartalmazd levegdt tartalma-
z6, parasitott gazkamraban tenyészetbe helyeztik ([Selgrath
4s mtsai., Theriogenology, 1195-1205 (1990)].

A recipiensek elfkészitése

A recipiens allatokban a nemi ciklus szinkronizalédsat

6 mg norgestomet-filimplantatummal (Syncromate—B) indukal-
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tuk. Az implantétum behelyezése uténi 13. napon az &allatok-
nak egyszeri, szuperovulacidt nem indukdld, vemhes kancabdl
szarmazd gonadotropin-injekcidt (PMSG, 400 I.U., Sigma) ad-
tunk be. A recipiens ndéstényeket vazektdmidnak alavetett
himekkel paroztattuk a nemi ciklus szinkronizalasa biztosi-
tdsa céljabdél [Selgrath &s mtsai., Theriogenology, 1195-

1205 (1990)].

Embridétranszfer

Az egy donortdél szarmazd Osszes embridt egylitt tar-
tottuk és egyetlen recipiensbe vittik, ha ez lehetséges
volt. A sebészeti beavatkozds az embridgytijtésnél leirtak-
kal azonos volt, kivéve azt, hogy az oviduct-ba nem helyez-
tink kanilt, és az embridkat minimalis térfogatd, 10% mag-
zati borjuszérumot tartalmazd, Ham-féle tapkdzegben atvit-
tiik az oviduct 1Uregébe a fimbria-n at, 1Uveg anyagu
mikropipetta alkalmazasaval. Azokat az allatokat, amelyek-
ben t6bb, mint 6-8 ovulacidés pont vdlt az ovariumban,
recipiensként valdé alkalmazasra alkalmatlannak itéltik. A
bemetszés lezarasa és az operacidt kovetd gondozads ugyanugy
tortént, mint a donorallatok esetében [lasd Selgrath 4&s
mtsai., Theriogenology, 1195-1205 (1990)].

A vemhesség és az ellés megfigyelése

A vemhességet a nemi ciklus felfiiggesztése utén 45
nappal hatédroztuk meg ultrahang alkalmazasédval. A 110. na-
pon masodik ultrahangos vizsgalatot végeztiink el a vemhes-
ség megerdsitése és a magzati stressz megallapitasa célja-
b6l. A 130. napon a vemhes ndstényeket tetanusztoxinnal és

Clostridium C&D-vel vakcindztuk. Szelént és E-vitamint (Bo-
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Se) adtunk intravénasan, és Ivermecin-t szubkutdn médon. A
n8stényeket a 145. napon tiszta istéllééilésokban helyeztik
el és ehhez a kornyezethez akklimatizaldédni engedtiik a ko-
riilbeliil a 147. napon indukéalandd ellésig. Az ellést a 147.
napon indukdltuk 40 mg PGFZa-val (Lutalyse®, Upjohn
Company, Kalamazoo Michigan). Az injekcidét intravénadsan ad-
tuk be két dbézisban, 20 mg-os dbézisban, majd 4 6éra milva 20
mg-os ddézisban. A 147. napon napkdzben és este a nésténye-
ket periodikus megfigyelés alatt tartottuk az elséd
Lutalyse®-injekcidét kovetden. A masodik napon reggeltdl
kezdve a megfigyelések gyakorisagat megnoveltik: 30 percen-
ként figyeltiik meg az &llatokat. Az ellés az elsé injekcid
utan 30-40 o6raval kovetkezett be. Az ellés utan a nésténye-
ket megfejték a kolosztrum gyldjtése céljabdl, és a placenta

eltavozasardl is megbizonyosodtunk.

Az Fy-4llatok transzgenikus természetének ellendrzése

Transzgenikus Fo—&dllatok szkrinelésére genomi DNS-t
izolaltunk két kiilonbdzd sejtvonalbdl abbdl a célbdl, hogy
ne veszitsiink el mozaikosan transzgenikus allatot. Mozaiko-
san transzgenikus &llatként definialjuk azokat a kecskéket,
amelyek nem rendelkeznek legalabb az egyik képia transzgén-
nel minden sejtben. Ezért fiulszovetmintat (mezoderma) és
vérmintat vettiink minden kétnapos Fpy—adllatbdél genomi DNS
izolalasa céljadbdél [Lacy és mtsai., A Laboratory Manual,
kiad.: Cold Spring Harbor, NY (1986); és Hermann és
Frischauf, Methods Enzymology 152: 180-183 (1987)]. A DNS-
mintakat a fuzidsfehérje-génre specifikus léancinditdkkal,

polimeraz-lancreakcidé alkalmazésaval [Gould és mtsai.,
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Proc. Natl. Acad. Sci., 86: 1934-1398 (1989)], és random
primed (random médon inditott) elsdtag- vagy masodiktag-
cDNS-préba alkalmazéasaval, Southern-blot-analizissel
[Feinberg és Vogelstein, Anal. Bioc. 132: 6-13 (1983)]
vizsgaltuk. A mérési eljaras becslés szerint egy képia
transzgén detektaldsa a szomatikus sejtek 108%-&ban.

A termeldényadj kifejlesztése és szelekcidja

A fent leirt eljaréasok alkalmazhatdak transzgenikus
alapitdékecskék (Fo), valamint mas, transzgenikus allatok
eldallitasara. A transzgenikus Fo—alapitdkecskékek te-
nyésztjik példaul: a ndéstényeket tejtermelés céljabdl, vagy
a bakokat transzgenikus néstényutddok eldSadllitadsa céljabol.
A transzgenikus alapitdbakot paroztathatjuk nemnm
transzgenikus néstényekkel transzgenikus néstény utdd 1lét-
rehozasa céljabdl.

A transzgén atvitele és tulajdonséagai

Az adott transzgénnek a kecskevonalban torténd atvi-
telét fliilszévetben és vérben vizsgadltuk PCR-rel és
Southern-blot-analizissel. Példaul az alapitd bak és a ha-
rom transzgenikus utdéd Southern-blot-analizise azt mutatja,
hogy a generacidk ko&zott nem tortént atrendezddés vagy a
képiaszam valtozasa. A Southern-blotokat az immunglobulin-
enzim-fuzidésfehérje cDNS-prébdjaval vizsgaltuk. A blotokat
Betascope-603-mal vizsgaltuk és a kdépiaszamot meghataroztuk
ugy, hogy a transzgént a kecskeeredetl endogén béta-kazein-

génnel o6sszehasonlitottuk.
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Az expresszids szint becslése

A transzgenikus fehérje expresszidés szintjét a
transzgenikus &llatok tejében enzimatikus mérési eljarasok-

kal vagy Western-blotok alkalmazasaval hatdroztuk megq.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras transzgenikus fuzids féhérje elballitasa-
ra, azzal jellemezve, hogy olyan transzgenikus allatot al-
litunk eld, amely tartalmazza a fuzids fehérje
expressziéjat biztositd transzgént; ezaltal lehetdvée tesz-
sziik a transzgén expressziojat, és a fuzids fehérjének a
transzgenikus allat tejébdl torténé kinyeréset.

2. Az 1. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemez-
ve, hogy fuzidés fehérjeként immunglobulin-alegységet és en-
zimet tartalmazd fehérjét allitunk eld.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzids fehérjét allitunk
els, amely tartalmaz elsd tagot masodikkal fuzionaltatva,
és az elsd tag tartalmazza célba juttatd molekula alegység-
ét és a masodik tag sejttoxin.

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzidés fehérjét allitunk
eld, amely tartalmaz tumorantigénre specifikus Ig-
alegységet.

5. A 4. igénypont szerinti eijérés, azzal jellemezve,
hogy tumorantigénként a carcinoembriotikus antigént (CEA),
vagy transzferrinreceptort, vagy TAG-72-t, vagy epidermalis
novekedési hormon receptorat alkalmazzuk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljéaras, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzids feheérjét allitunk

elé, amely tartalmaz RN-&azt.
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7. A 6. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy RN-azként RN-&z-A-t tartalmazd fuzidés fehérjét alli-
tunk eld.

8. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzils fehérjét allitunk
eld, amely tartalmaz angiogenint.

9. Az 1. igénypont szerinti eljéards, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzids fehérjét allitunk
els, amely tartalmaz karboxipeptiddz-B-enzimet.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy fuzios fehérjét transzgenikus allat emlémirigyében
allitjuk eld.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjét transzgenikus allat tejében
szekretalva allitjuk eld, legalabb 0.5 mg/ml-es vagy maga-
sabb koncentraciodban. |

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy fuzidés fehérjét transzgenikus allat tejében
szekretalva allitjuk els, legaldbb 1.0 mg/ml-es vagy maga-
sabb koncentréacidban.

13. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy fuziés fehérjeként olyan fuzidés fehérjét &llitunk
els, amely immunglobulin-alegységként humanizalt antitestet
tartalmaz.

14. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a transzgenikus fuzidés fehérjét k6dold transzgén-

ként olyan transzgént alkalmazunk, amely tartalmaz:
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a) adott esetben szigeteldszekvenciat;

b) emléhamszovet-specifikus promdtert;

c) nukleotidszekvenciat, amely olyan - adott esetben
tejspecifikus fehérjébdl szarmazd — szignalszekvenciat koé-

dol, amely alkalmas a fuzidés fehérje szekrécidjanak vezér-

lésére;
d) adott esetben nukleotid-szekvenciat, amely
szekretalodd fehérje, - adott esetben tejbe szekretalddd

fehérje - amino-termindlis régidjanak ahhoz elegendd részét
kédolja, amely lehet8vé teszi a fuzidés fehérje szekrécio-
jat, adott esetben transzgenikus eml8dsallat tejébe torténd
szekrécidjat;

e) a fuzidés fehérjét koédold egy vagy tobb nukleotid-
szekvenciat; és

f) adott esetben emléseredetd gén 3'-iranyu nem
transzlaldédd régidjat.

15. Izolalt nukleinsav-konstrukcid, amely tartalmaz:

a) adott esetben szigetel&szekvenciat;

b) eml8hamszovet-specifikus promdtert;

c) nukleotidszekvenciat, amely olyan - adott esetben
tejspecifikus fehérjébdsl szarmazé - szignalszekvenciat ko-
dol, amely alkalmas a fuzidés fehérje szekrécidjanak vezér-
lésére;

d) adott esetben nukleotid-szekvenciat, amely szek-
retalédd fehérje - adott esetben tejbe szekretalddd fehérje
- amino-terminadlis régidéjanak ahhoz elegendd részét koédol-

ja, amely lehetdévé teszi a fuzids fehérje szekréciodjat,
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adott esetben transzgenikus emlésallat tejébe todrténd szek-
réciojat;

e) egy vagy tobb nukleotid-szekvenciat, amely az 1.
igénypontban ismertetett fuzidésfehérjét kddol; és

f) adott esetben emlés eredetd gén, példaul eml&Sham-
specifikus gén (pl. tejfehérjegén) 3'-iranya nemn
transzlaloédd régidjat.

16. Gyodgyaszati vagy taplalék-kiegészitd készitmény,
amely tartalmaz hatdsos mennyiségl fuzidés fehérjét, példaul
az itt ismertetett immunglobulin-enzim-fuzidsfehérjét, és
gybégyaszatilag elfogadott hordozdédt.

17. A 16. igénypont szerinti készitmény, amely tejet

~tartalmaz.

18. Transzgenikus &llat, amely az 1-13. igénypontok
barmelyikében ismertetett fuzids fehérjét kdédold transzgént
tartalmaz.

19. A 15. igénypont szerinti tfanszgenikus allat,
amely alkalmas a fuzids fehérje tejében torténd

szekretdlasara legaldbb koriilbeliil 0.5 mg/ml-es vagy na-

gyobb koncentracidban.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
S M
L
Dr. Svingor Adéam

szabadalmi ugyvivé
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