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Egy lancd, tobb antigénkétd hely kialakitasira képes mole-

kulak, eldillitasuk és alkalmazasuk
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A talalmany targyat egy léancu, tobb antigénksétd hely
kialakitésara képes molekulédk képezik, melyek immunglbbuli—
nok nehéz és kbnnyﬁ ladncainak eltérd specifitasu variabilis
doménjait tartalmazzadk VH-VL-konstrukcidé forméjadban oOssze-
kapcsolva, mely konstrukcidk egy peptiden keresztiil kapcso-
lédnak egymassal. A taldlmdny targyat képezik a taldlmény
szerinti molekuiékat kédoldé nukleinsavak, a nukleinsavakat
tartalmazd vektorok, valamint a vektorokat tartalmazd sej-
tek is. A talalmany téargyat képezik tovabba eljadrasok a ta-
lalmany szerinti egy lancu, tobb antigénkotd hely kialaki-
tdsédra képes molekuldk eldallitasara.

A taladlmény targyat képezi a talalmany szerinti mole-
kuladk, nukleinsavak, vektorok és sejtek alkalmazdsa is kii-
16nbdz8 rendellenességek és betegségek, példaul rakos el-
valtozasok, autoimmun- és gyulladidsos megbetegedések, ér-
és 1ldegrenszeri elvaltozasok, valamint fertdz4 betegségek

teradpiajara, megeldzésére és/vagy diagndziséara.
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Egy lancid, toébb antigénkétd hely kialakitasara képes mole-

kulak, eldallitasuk és alkalmazasuk

A taldlmény targyat egy ;éncﬁ, tébb antigénkstd hely
kialakitasara képes molekuldk képezik, melyek immunglobuli-
nok nehéz és konnyd lancainak eltérd specifitast varidbilis
doménjait tartalmazzdk VH-VL-konstrukcié formadjaban &ssze-
kapcsolva, mely konstrukcidk egy peptiden keresztiil kapcso-
lédnak egyméssal. A taldlmany targyat képezik a talalmany
szerinti molekuldkat kédold nukleinsavak, a nukleinsavakat
tartalmazé vektorok, valamint a vektorokat tartalmazé sej-
tek is. A taldlmdny targyat képezik tovabba eljarasok a ta-
lalmany szerinti egy lancd, tébb antigénkotd hely kialaki-
tédsara képes molekuldk eldallitasara.

A talalmany targyat képezi a taldlmény szerinti mole-
kulak, nukleinsavak, vektorok és sejtek alkalmazasa is kii-
lonbozé rendelleneéségek és betegségek, példaul réakos el-
valtozasok, autoimmun- és gyulladasos megbetegedések, ér-
és idegrenszeri elvaltozasok, valamint fert&ézd betegségek

terapiajdra, megellzésére és/vagy diagndzisara.

Aktaszamunk: 89509-9449/PA



Két kiilonbsz8 antigén - példaul tumor sejtfelszini an-
tigén és effektor-molekula - felismerésére képes bispecifi-
kus ellenanyagok széles kdrben haszndlatosak a kisérletes
immunterapiaban [Fanger és mtsai.: Crit. Rev. Immunol. 12,
101 (1992); van de Winkel és mtsai.: Immunol. Today 18, 562
(1997)]1. Bispecifikus ellenanyagok alkalmazisaval lokalisan
fokozhatunk a testben természetesen végbemend effektor-
funkcidkat, uUgy, hogy a kivant helyre citotoxikus és fago-
cita sejteket, komplement-komponenseket, citokineket, vala-
mint trombolitikus és fibrinolitikus enzimeket toborzunk;
vagy eldidézhetjik exogén effektor-molekuldk, példaul toxi-
nok, prodorog-atalakitd enzimek és radionuklidok lokéalis
felhalmozdéddasat. Példaul, Hodgkin-tumor asszocialt CD30-
antigénnel, valamint a CD3- és CD28-jelzésd T-sejt-antigé-
nek ellen iranyuldé bispecifikus ellenanyagok injektalasa
xenotranszplantalt tumorokba, citotoxikus T-sejtek toborza-
sahoz és stimuléacidéjdhoz vezet, és végsd soron, tumor-
pusztitd hatédst valt ki [Renner és mtsai.: Science 264, 833
(1994)] Masok, CD30-antigén és alkalikus foszfataz elleni
bispecifikus ellenanyagokat alkalmaztak az enzimnek a tumor
helyén torténd 1lokalis felhalmozasadra, ezaltal, valamely
hatdanyag (drog) nem-toxikus prekurzoranak toxikus hato-
anyagga (droggd) torténd 4atalakitdsara (Sahin és mtsai.:
Cancer Res. 50, 6944 (1990)].

A tisztitott bispecifikus ellenanyag injektalasa he-
lyett, eljarhatunk ugy, hogy ezeket a bispecifikus ellen-
anyagokat in vitro vagy in vivo transzfektalt sejtekben

expresszaltatjuk, és az emlitett sejtekkel szekretaltatjuk.



A fenti megkdzelitési méd eldnye, hogy a bispecifikus el-
lenanyagokat a transzdukdlt sejtek in vivo termelik, és
nincs szilikség a bispecifikus ellenanyagok koériilményes eld-
allitasara és tisztitdsadra azok injektalasat megeldzden.
Tovabba, megfeleld expresszids rendszer megvalasztasaval a
bispecifikus ellenanyagok expressziéjat lokalisan, példaul
szervekben, tumorban, vagy egyéb rendszer szerint szaba-
lyozhatjuk.

Bispecifikus ellenanyagokat el8allithatunk példéﬁl ké-
miai keresztkotések 1létrehozasaval [Nisonoff és mtsai.:
Nature 194, 355 (1962)]. Allati eredetd monoklonalis vagy
poliklonadlis ellenanyag-molekuldk kozti kémiai kereszt-
kotések létrehozasakor, nem kis részben szamolnunk kell
azok 1inaktivaldédasaval. Ezen feliil, ilyen eljaras soran
mind hetero-, mind homodimerek létrejonnek. A homodimereket
bonyolult eljardsokkal szét kell valasztanunk a kivant
heterodimerektdl. Bispecifikus ellenanyagokat termeld
“hibrid hibridémadknak” nevezett hibridémasejteket viszony-
lag bonyolult médon &allithatunk eld, mivel létrehozasukhoz
két kilonbdzé hibridémat kell fuzionaltatnunk [Milstein és
mtsai.: Nature 305, 537 (1983)]. A keletkezd funkcionalis
heterodimerek aranya viszonylag alacsony - elméletileg csu-
pédn 10 % -, mivel a két ellenanyag-molekula nehéz és kénnyd
lancai gyakorlatilag barmely médon kapcsolédhatnak egymas-
sal. Tovabba, a fenti eljarads alkalmazdsakor elsdsorban
egér monoklonalis ellenanyagokbdél indulunk ki, amelyek vi-

szont immunogén hatédsuak emberben.



Kilénbdz8 bivalens vagy bispecifikus ellenanyag-mole-
kulakat eldéallithatunk tovabbad rekombinadns uton, és azokat
expresszaltathatjuk baktériumsejtekben vagy eukariota sej-
tekben (WO 93/06217 sza&mi nemzetkdzi kdzzétételi irat). Va-
lamennyi rekombindns ellenanyag-molekuldra jellemzd, hogy
azok eldallitasdhoz mind egér, mind humdn kiinduldsi mole-
kulakat alkalmazhatunk. Szamos kiilénb6z8 eljarast fejlesz-
tettek ki bispecifikus rekombinadns ellenanyag-molekulak mi-
nél hatékonyabb el&allitadsira. Ezekkel a moédszerekkel kii-
16nbdz48 tipusu molekuldkat nyerhetiink.

Az egyik ilyen molekulatipust oly médon allitjuk els,
hogy az ellenanyagok varidbilis részét konstans immunglobu-
lin doménokkal (Fc, CH3, CL) fuziondltatjuk, mialtal dime-
rizadlédé molekuldkat kapunk [Hu és mtsai.: Cancer Res. 56,

3055 (1994); Hayden és mtsai.: Ther. Immunol. 1, 3 (1994)].
Ebben az esetben azonban, nincs semmiféle szelekcid hetero-
dimer molekuldk képzédésére, igy els&sorban bivalens homo-
dimerek jonnek létre. Ezen feliil, ezen molekuldk csak eu-
kariota sejtekben expresszaltathaték funkcionalis forméban.

Mas tipusu molekuldkban, az ellenanyagok variabilis
részeit méds proteinek peptid- vagy protein-doménjaival fu-
zionadltatjuk, midltal bivalens vagy bispecifikus molekula-
kat kapunk [Plickthun és Pack: Immunotechnol. 3, 83
(1997)]. Ebben az esetben is egyarant képz&dnek homo- és
heterodimerek, mivel az egyes komponensek véletlenszerten

kapcsoldédnak egymdssal. Tovabba, ezek a molekuldk jelentds

aranyban tartalmaznak olyan részeket, amelyek - égyes ese-



tekben - idegen szekvencidknak tekintheték, midltal jelen-
tés mértékd immunogén hatdssal kell szamolnunk.

Az emlitett mblekulék harmadik csoportjaban, kis mér-
tékben médositott rekombindns Fv-fragmentumokat - altalaban
egy lancu Fv-fragmentumokat (“single-chain Fv”; scFV) - al-
kalmazunk bivalens vagy bispecifikus molekuldk el84llitasa-
ra [Holliger és Winter: Curr. Opin. Biotechnol. 4, 446
(1993)]. Ilyen molekuldkat létrehozhatunk példaul ugy, hogy
az scFv-lancok C-terminusdhoz ciszteineket adunk hozza, mi-
dltal dimerizalédé molekuldkat kapunk (MacCartney és
mtsai.: Protein Engin. 8, 301 (1994)]. Ezzel az eljarassal
azonban egyarant kapunk homo- és heterodimereket, és bakte-
ridlis sejtekben expresszaltatva funkcidképtelen aggregatu-
mok keletkeznek. “scFV(A) - kapcsold szekvencia (linker) -
SCFV (B)” strukturdju tandem scFV-molekuldk mind baktérium,
mind eukariota sejtekben expresszdltathatdék [Mallender és
Voss: J. Biol. Chem. 269, 199 (1994)]. Egyes esetekben
azonban, funkcidképtelen aggregatumok is létrejsdhetnek a
négy varidbilis domén nem megfeleld kapcsolddasa révén.

Az elmilt években a rekombindns ellenanyag-technolédgia
4j, kis méretd, bivalens és/vagy bispecifikus ellenanyag-
fragmentumok kifejlesztéséhez vezetett. Ilyen tipusu mole-
kulak példaul az ugy nevezett “dimerizalédé bispecifikus
antitest-fragmentumok” (“diabodies”) [Hollinger és mtsai.:
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444 (1993)]. Ezek immun-
globulinok varidbilis VH- és VL-doménjait tartalmazzak,
igen rovid kapcsold szekvencian (“linkeren”) keresztil 6sz-

szekapcsolva. Ez a kapcsold szekvencia tul rédvid ahhoz,



hogy egy-egy lancon beliil lehet8vé tegye a VH- és VL-
doménok Osszekapcsolédasdt, szemben az egy lanca Fv-
fragmentumok esetében megfigyeltekhez. Ez azt jelenti, hogy
két lanc VH- és VL-doménjai dimerré kapcsoldéddnak &ssze, mi-
dltal két kotdhelyet tartalmazdé molekuldk jonnek létre
[Perisic és mtsai.: Structure 2, 1217 (1994)].
“"Dimerizaldédd bispecifikus ellenanyag-fragmentumokat” ugy
allithatunk eld, hogy két, VH(A)-VL(B) és VH(B)-VL(A)
strukturaju lancot expresszaltatunk egyazon sejtben.'Ebben
az esetben, VL roévidités immunglobulin kénnyd lanc (L) wva-
ridbilis (V) doménjat, a VH immunglobulin nehéz lanc (H)
variabilis (V) doménjat jelenti, amely varidbilis doménok
egyike (A)-, masika (B)-antigént képes felismerni. A VH-
részek Osszekapcsoldédasa a VL-részekkel, funkcionalisan ak-
tiv kotdhelyeket tértalmazé heterodimer-fragmentumok kelet-
kezését eredményezi. Baktériumokban expresszaltatott
“dimerizaldédd bispecifikus ellenanyag-fragmentumokat” sike-
resen alkalmaztak mar kiilénbézd effektor-molekuldk - példa-
ul immunglobulinok, Clg vagy enzimek -, vagy effektorsejtek
- példaul citotoxikus T-limfocitdk - célzott helyre térténd
toborzasara ([Kontermann és mtsai.: Nature Biotechnol. 15,
629 (1997); Holliger és mtsai.: Protein Engin. 9, 299
(1996) ; Nature Biotechnol. 15, 632 (1997); Zhu és mtsai.:
BioTechnol. 14, 192 (1996); FitzGerald és mtsai.: Protein
Engin. 10, 1221 (1997); Krebs és mtsai.: J. Biol. Chem.

73, 2858 (1998)].

A “dimerizalédd bispecifikus antitest-fragmentumok”

alkalmazédsa azonban a kovetkezd8 hatranyokkal jar. Mivel a



két, VH(A)-VL (B) és VH(B)-VL(A) strukturdju léanc fizikai
médon nincs tobbé Osszekapcsolva egymassal, homo- és
heterodimerek egyenld aranyban képzddhetnek; ez igen bonyo-
lult tisztitéasi eljards alkalmazasat teszi sziikségessé a
heterodimerek kinyerésére. Tovabba, a dimerek disszoci&léd-
hatnak, amint azt az scFV-fragmentumok esetében mar lattuk
(Glockshuber és mtsai.: ‘ Biochem 29, 1362 (1990)]. Ezen
problémadk megoldéséra, diszulfid—stabilizélt “dimerizalddd
bispecifikus antitest-fragmentumokat” [FitzGerald és
mtsai.: Protein Engin. 10, 1221 (1997)] vagy uUgy nevezett
“gomb a gomblyukba” (“knob into hole”) tipusu “dimerizalddd
bispecifikus antitest-fragmentumokat” fejlesztettek ki [Zhu
és mtsai.: Protein Sci. 6, 781 (1997)]. Azok el8allitasa
azonban igen kériilményes. Tovabba, “dimerizalédéd bispecifi-
kus antitest-fragmentumok” géntechnoldégiai uton tdrténd ex-
presszaltatasahoz mindegyik 1ldnc kédold szekvenciajaba
szignalszekvenciat és riboszéma-kotdhelyet (“ribosome
binding site”; RBS) kell beépiteniink, ami igen bonyolult
eljaras alkalmazasat teszi szilikségessé. El8fordulhat tovab-
ba, hogy az egyes varidbilis doménok nem expresszalddnak
ekvimolaris mennyiségben, ami a funkciéképtelen homodimerek
aranyénak nodvekedéséhez vezet.

Célul tiztik ki olyan, tdbb antigénkoté hely kialaki-
tasara képes molekuldk kifejlesztését, amelyekre az Ugy ne-
vezett “dimerizaléddé Dbispecifikus antitest-fragmentumok”
emlitett hatranyai nem jellemz&8k, és amelyek egyszeriien

eldallithatdk, tllnyomdrészt homogén formaban.



A taldlmadny targyat képezik tehat egyrészt,

egy lancu,
tébb antigénkoté hely kialakitasara képes molekuldk,

ame-
lyek a kovetkezd komponenseket tartalmaznak:
a) 1immunglobulin nehéz lanc variabilis domént (VH),

amelyet egy elsd, (A)-specifitds jellemez, vagy annak funk-
ciondlis részeit;

b) immunglobulin kénnyd lanc varidbilis domént

(VL) ,
amelyet egy méasodik, (B)-specifitéds jellemez, vagy annak
funkcionalis részeit;

c) 1immunglobulin nehéz lanc varidbilis domént

amelyet a (B)-specifitads jellemez,

(VH) ,

vagy annak funkciondlis
részeit; valamint

d) immunglobulin koénnyd lanc variadbilis domént (VL),
amelyet az (A)-specifitéds jellemez,

vagy annak funkcionéalis
részeit;

ahol a VH és VL-doménok VH-VL- vagy VL-VH-konstrukcié
formajéban vannak

6sszekapcsolva,

és a
konstrukcidé egy peptiden

két  VH-VL-
(P)

keresztlil van Osszekdotve egy-
méassal.

A taldlmédny egy tovabbi eldnyds megvaldésitasi médja
szerint,

a talalmany szerinti molekula kettdénél tdbb ilyen
VH-VL-konstrukciét tartalmaz

(példaul “VH(B)
VL(B)”].

peptid -
Ez lehetévé teszi,

hogy tobb - példaul (A)-, (B)-,
(C)- stb. - specifitassal bird molekuldkat nyerjink.

A taldlmény egy eldénytés megvaldésitdsi mdédja szerint,
az egyes VH-VL-konstrukcidk azonos specifitdsu varidbilis

doménjaikon keresztiil kapcsolddnak egymdssal. A talalmany



egy kildéndsen eldnyds megvaldésitasi mdédja szerint, a talal-
many szerinti molekula az 1. &bran bemutatott strukturaju.

A taldlmadny egy tovabbi eldnyds megvaldsitasi médja
szerint, az egyes specifitdsok “lényegében azonosak”. Akkor
mondjuk, hogy specifitasok “lényegében azonosak”, ha a
doménok molekuldris strukturdja kiildnbdzik ugyan, de azok
specifitasa, azaz, azok specifikus antigénksétd funkcidja
megtartott. Ebbd&l kdvetkezik, hogy a taldlmény szerinti mo-
lekula immunglobulin nehéz vagy kénnyd lancanak nem csak
teljes variabilis AOménjét tartalmazhatja, hanem azok funk-
cionalis részeit 1is, azaz, azok specifikus antigénkotd ké-
pességet megtartott részeit is. Ugyancsak a taladlmany tar-
gyat képezik tehat példdul olyan mesterséges konstrukciédk,
amelyek immunglobulin varidbilis doménjainak egyes CDR-
részeibdl (“complementary determining regions”; “komplemen-
taritadst meghatarozdé régidibdl”) épiilnek fel [(Jones .P.T. és
mtsai.: Nature 321, 522 (1986); Riechmann L. és mtsai.:
Nature 332, 323 (1988); Verhoeyen M. és mtsai.: Science
239, 1534 (1988)].

A taldlmédny egy eldnyés megvaldsitadsi médja szerint, a
VH- és VL-doménok peptid kapcsold szekvencidn (“peptidlin-
keren”) (L) keresztiil kapcsoldéddnak egymassal, VH-L-VL vagy
VL-L-VH konstrukcié formdjaban. Ebben az esetben, a peptid-
linkernek a lehetd legrovidebbnek kell lennie; az elényo-
sen, ko&rilbelul 1-20 aminosav hosszusagu, eldnydsebben, ko-
rilbeldl 1-5 aminosav hosszusdgu. Kiulondsen eldnydsen, a

peptidlinker GGGGS-szekvenciaju.
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A peptidlinkerrel (L) szemben, a kapcsold peptid (P)
barmilyen hosszlisdgl lehet. Elénydsen azonban, mintegy 12-
40 aminosavbél 4116 peptidet (P) alkalmazunk; eldnydsebben,
mintegy 12-20 aminosavbdél 4116 peptidet; és kiildénésen eld-
nyésen, mintegy 14 aminosavbdél 4lldé peptidet alkalmazunk.
Kiilondésen eldnydsen, GGGGSGGRASGGGS vagy GGGGSGGRASGGGGS
aminosav-szekvencidt tartalmazé kapcsold peptidet (P) al-
kalmazunk, még elénydsebben pedig a fenti aminosav-
szekvenciaju peptidek (P) valamelyikét alkalmazzuk.

A talalmany egy tovadbbi eldényss megvalésitisi médja
szerint, a taldlmdny szerinti molekula tovabbi &sszetevd-
kent effektort (E) is tartalmaz. Ez az effektor kapcsoléd-
hat a talalmany szerinti molekulaval k&zvetleniil, vagy
adott esetben, 0Osszeksétd szekvencidn (“connector”; B) ke-
resztil. Az Osszekdtd szekvencia (B) eldnydsen, protedz ha-
sitasi szekvenciat, eldénydsebben, PSA (“prostate-specific
antigen”; prosztata-specifikus antigén), katepszin, plazmi-
nogén és/vagy plazminogén aktivator altal felismert hasita-
si szekvenciat tartalmaz.

A proteaz hasitasi szekvencia jelenléte azért eldnyds,
mert az a protedzok kozremiikodése altal lehetdvé teszi az
effektor levéléséﬁ a taldlmadny szerinti molekularél. A
szétvalas kiilondsen eldnyds akkor, ha az effektor aktivita-
sadt, annak a taldlmény szerinti molekuldhoz térténd kdzvet-
len, vagy Osszekdtd szekvencidn keresztiil tdrténd kdzvetett
kotbdése gatolja.

Mivel protedzok gyulladasos régidkban vagy‘tumorokban

kilondsen nagy mennyiségben fordulnak eld, az effektorok -
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amelyek eldny&sen, a taldlmdny szerinti molekuldhoz proteaz
hasitasi szekvencian keresztil k&tddve inaktivalt 4llapot-—
ban vannak -, nagy mennyiségben szabadulnak fel a fenti he-
lyeken. Ezen felill, a taldlmadny szerinti molekuldkat meg-
tervezhetjiik 1gy, hogy azok megfeleld célstrukturdkkal
szemben iranyuljanak, példaul ugy, hogy tumorsejteken ta-
ldlhatd antigénekre, tumor-asszocidlt endothelsejteken ta-
lalhatd antigénekre, vagy gyulladidsos sejtek - példaul
limfocitdk vagy makrofagok -~ felszinén talalhaté antigének-
re specifikus doménokat tartalmazzanak, mialtal elérhetjik,
hogy az effektort hordozé taldlmény szerinti molekuldk pél-
daul a gyulladads vagy a tumor helyén halmozédjanak fel.

Eljarhatunk tovabbad dgy, hogy a taldlmany szerinti mo-
lekuldhoz tdbb effektort kapcsolunk, k&zvetleniil vagy k&z-
vetett mdbdon.

Megfeleld hasitdsi szekvencidkat tartalmazé proteazok
részletes ismertetését taldljuk példaul a DE 1970430.1 sza-
mi német szabadalmi leirésban.

A 2. abran lathatdé diagramon olyan eldényds talalmany
szerinti molekuladt szemléltetiink, amely effektort is tar-
talmaz, Osszekotd szekvencidn (“connector sequence”; B) ke-
resztil a molekuldhoz kapcsoltan.

A taldlmidny szerinti molekula egyes &sszetevdit alta-
lanossagban a kivant alkalmazdsi teriilettsél flggden va-
lasztjuk megq.

Amennyiben a taldlmdny szerinti molekuldt diagnoszti-
kus eszkdzként kivanjuk alkalmazni, a talalmany egy eldnyds

megvaldsitdsi médja szerint, az elsd specifitas (A) anali-
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zdlanddé molekulaval szemben, a masodik specifitas (B) -
kézvetlenll vagy kézvetett médon - valamely analittal szem-
ben iranyul. Analitként alkalmazhatunk példdul radioaktiv
molekulat, fluoreszcens molekuldt vagy enzimet, amely
enzimatikus aktivitadsa révén, valamely analit prekurzorat
aktiv analittd alakitja.

A talalmany egy tovabbi eldnyds megvaldésitasi médja
szerint, az elsd specifitds (A) egy analizalandé molekula-
val szemben iranyul, a masodik specifitas (B) egy'mésik
analizadlandé molekuladval szemben iranyul, és az effektor
(E) egy analit, példéul radiocaktiv molekula, fluoreszcens
molekula vagy enzim, amint azt a fentiekben mar részlete-
sebben ismertettiik.

A talalmdny szerinti molekula alkalmazhatdé azonban
ligandumként 1is, virdlis vagy nem-viralis vektor sejt-
specifikus kotdédésének elérésére. A talalmany egy eldnyds
megvaldsitasi médja szerint, a taldlmény szerinti molekuléat
ugy nevezett todbb-funkcidés ligandumként alkalmazzuk. Ebben
a vonatkozéasban elényds, ha a peptid (P) és/vagy az effek-
tor (E) fuziogén (fuzidt eldidézd) peptidet tartalmaz. A
tobb-funkcidés ligandum alkalmazdsaval nukleotid-szekvenciak
sejtspecifikus transzfere valésithatd meqg, és az altalaban
protein, amely célsejt-specifikus ligandumot, génkonstruk-
cié-specifikus ligandumot, és fuziogén peptidet tartalmaz.
Ilyen tipusu tobb-funkciés ligandumok alkalmazasaval gén-
konstrukcidék - azaz nukleinsav-konstrukcidék - specifikus
médon megkdthetdk célsejteken, a fuziogén peptid pedig le-

hetdvé teszi a nukleinsav-konstrukcidé &tjutdsdt a sejtmemb-



ranon keresztill a sejt magjdba, valamint annak felszabadu-
lasat az endoszdémébdl.

A taldlmany szerinti molekula vektor-ligandumként vagy
tobb-funkcidés ligandumként torténd alkalmazasakor eldnys-
sen, az elsé specifitds (A) célsejttel szemben, a masodik
specifitds (B) pedig vektorral szemben iranyul. Vektorként
dltaldnosséagban nukleinsavat, kationos peptidet vagy prote-
int, kationos lipidet, kationos peptidet vagy kationos por-
firint alkalmazunk. A taladlmany egy elényds megvaldsitdsi
médja szerint, a vektor virusvektor, példaul adenovirus
(AdV), adeno-asszocidlt virus (BAV), vacciniavirus, RSV,
HSV, influenzavirus vagy lentivirus eredetd vektor.

Célsejt-specifikus ligandumok, a célsejtek felszinén
talalhatdé membranstrukturdk, immunglobulin eredetd célsejt-
specifikus ligandumok és génkonstrukcidé-specifikus ligandu-
mok, példaul VH- és VL-doménokat tartalmazé ligandumok, va-
lamint fuziogén sajatsédgu peptidek példainak részletes le-
irasat taladljuk a DE 19649645.4 szamu német szabadalmi le-
irasban.

A talalmédny szerinti molekuldk ugyancsak alkalmazhatdk
megel&zésre és/vagy terdpiads hatdanyagokként.

Amennyiben a tal&lmédny szerinti molekuldkat a fent em-
litett célokra kivanjuk alkalmazni, az elsd specifitas (A)
iranyulhat példaul sejtmembréannal szemben, példaul limfoci-
takkal, makrofagokkal, monocitékkal, granulocitakkal, vér-
képz&rendszeri sejfekkel, endothelsejtekkel, simaizom-sej-
tekkel, harantcsikoltizom-sejtekkel, hamsejtekkel, majsej-

tekkel, vesesejtekkel, gliasejtekkel, a tamasztdszovetek
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sejtjeivel, tumorsejtekkel vagy leukémiasejtekkel szemben;
vagy az extracellularis matrix, a komplement-rendszer, a
véralvadasi rendszér, a kininrendszer, a vérplazma vagy a
tamasztészovet proteinjeivel szemben; vagy citokinekkel
vagy kemokinekkel szemben; vagy endogén vagy exogén toxi-
nokkal szemben; vagy gydgyaszati hatéanyagokkal, példaul
digitalisszal szemben; és/vagy kérokozdkkal, példaul bakte-
ridlis, virdlis és/vagy parazita kérokozdkkal szemben.

A masodik specifitads (B) iranyulhat példaul sejtmemb—
rannal szemben, példaul limfocitéak, makrofdgok, monocitdk
vagy granulocitéak membrénjéval szemben, Ugy, hogy az utéb-
biak és a célstrukturdk kozti keresztkdtések 1létrejodtte
citotoxikus, immunmoduldlé vagy gyulladédsos folyamatokat
inditson el az adott helyen.

Az iranyulhat tovabba citokinekkel, kemokinekkel vagy
névekedési faktorokkal szemben, ugy, hogy az utdbbiak és a
célstrukturadk kozti keresztkdtések létrejotte lokalis im-
munmodulédld vagy proliferativ folyamatokat inditson el.
Ezen felil, a masodik specifitds (B) iranyulhat a komple-
ment-rendszer proteinjeivel szemben, ami eredményezheti
azok aktivaciéjat, vagy aktivitasuk fokozddasat vagy gatlé-
dasat. A fenti tipusi protein és a célstruktira koézti ke-
resztkotés létrejotte - az adott proteintdl fligg8en - loka-
lisan kivalthat gyulladasos és citolitikus, vagy gyulladas-
gatldé és citoprotektiv reakcidékat. A B-specifitas iranyul-
hat tovabba az alvadési rendszer proteinjeivel szemben, mi-
adltal az aktivalédhat, vagy annak aktivitasa fokozédhat

vagy gatldédhat. A fenti tipusd protein és a célstruktura



kézti keresztkotés létrejdtte - az adott proteintdl fiiggéen
- kivalthat trombézist vagy megel&zheti azt. A fenti speci-
fitas irédnyulhat tovadbba fibrinolitikus proteinekkel szem-
ben, amelyek a fibrinalvadék felolddédasat eredményezik a
" célstruktiran; enzimekkel szemben, amelyek gydgyaszati ha-
téanyag (drog) inaktiv prekurzorat aktiv - példiul cito-
toxikus hatasu - hatdanyaggd (droggd) atalakitjak at a cél-
struktiran; peptidhormonokkal vagy szteroid-hormonokkal
szemben; immunglobulin konstans részével szemben; medidto-
rokkal (atvivé anyagokkal), példaul hisztaminnal, szero-
toninnal, leukotriénnel, prosztaciklinnel vagy kininnel
szemben; kérokozékkal, példaul bakteridlis, viralis és/vagy
parazita kérokozékkal szemben; vagy tumorsejtekkel szemben.

A talalmany szerinti molekuldkon keresztiil kereszt-
kétések hozhaték létre citokin célstrukturak, vagy monoci-
ta, makrofag és/vagy limfocita célstrukturak, valamint fer-
t6z8 agens antigének vagy tumorantigének kozt, ezaltal in
vivo fokozott immunvalasz valthaté ki az antigénnel szem-
ben. Ebben a vonatkozdsban eldénydsen Ugy jarunk el, hogy az
adott kérokozdé-antigént vagy tumorantigént és - adott eset-
ben - a citokint a taldlmdny szerinti molekuldhoz adjuk,
majd a keresztkotéseket mar tartalmazd komplexeket -adagol-
juk vagy lokélisan‘injektéljuk.

Az emlitetteken felil, a masodik (B) specifitas ira-
nyulhat endogén vagy exogén toxinokkal szemben, midltal el-
érhetjik, hogy a toxin neutralizdlédjon és fagocitalodijon,
vagy a célstruktirdn toxikus reakcidé valtdédjon ki. Az ira-

nyulhat tovabba gydégydszati hatdanyagokkal, példaul digita-



.
- 1l6 - atne u. "y

lisszal szemben, eééltal a gybégyaszati hatdanyag komplexszé
alakithatdé, és a szervezetb&l eltavolithatd.

A taldlmény egy tovabbi elényds megvalésitasi médja
szerint, a taldlmény szerinti, effektort is magaban foglald
molekula lehetévé teszi keresztkotések kialakitasat két
azonos vagy eltérd célstruktira és egy vagy tdbb effektor
kozt.

Effektorokként alkalmazhatjuk példaul az alabb felso-
roltakat: transzmembrin-domént, glikofoszfolipid-horgonyt,
receptor ligandumkdtd részét, receptor ligandumat vagy a
ligandum receptorkstd szekvenciarészletét, peptidhormont,
citokint, novekedési faktort, noévekedési faktor inhibitort,
kemokint, interferont, medidtort, keringésre hatéd peptidet,
gydgyaszati hatdanyag inaktiv prekurzorat aktiv hatdanyaggéa
adtalakitd enzimet, alvadadsi folyamatot aktivaléd vagy gatld
proteint, fibrinolizist aktivald vagy gatld proteint, a
komplement-rendszert aktivald vagy gatld proteint, immun-
globulin egy vagy tdbb konstans doménjat, citotoxikus pep-
tidet; mas egy lancu, egy vagy tébb - eldénydsen, két - an-
tigén megkotésére képes antigénkstd molekulat; tumor-
antigént vagy kérokozbé-antigént, példaul bakterialis anti-
gént vagy virdlis antigént; cisztein-tartalmu peptidet, mi-
altal a taldlmédny szerinti molekuldkbél dimerek képzbdhet-
nek; és/vagy dimer- vagy multimer-képzé peptideket
[Plickthun és Pack: Immunotechnol. 3, 83 (1%997)].

A talalmany targyat képezik tovabba, a taldlmany sze-
rinti molekuléakat kédolé nukleinsavak. A nukleinsav altala-

nossagban, DNS vagy RNS, eldnydsen, kettds szalu DNS.
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Amennyiben a taldlmaAny szerinti expressziés terméket
szekretaltatni kivanjuk, a taldlmany szerinti nukleinsavat
ugy allitjuk eld, hogy az 5’-végén szigndl- vagy transz-
membran- szekvenciat k6dolé nukleotid-szekvenciat tartal-
mazzon (lasd példdul DE 19639103.4 vagy DE 19651443.6 szamd
német szabadalmi leirasokat). Szignal- vagy transzmembran-
szekvenciaként alkalmazhatunk példaul immunglobulin szig-
nalszekvencidt (a 63-107. DNS-pozicibdkat magdban foglaléd
szekvenciat), a CEA szigndlszekvenciajat (a 33-134. DNS-
pozicidkat magadban foglald szekvenciit), vagy a human lég-
z8szervi szincicidlis virus glikoprotein szignadlszekvencia-
jat (a 38-50. vagy 48-65. aminosav-szekvencia pozicidkat
magaban foglald szekvencianak megfeleld cDNS-t).

A taldlmadny egy tovéabbi eldnysés megvaldsitasi médja
szerint, a taldlmény szerinti nukleinsav, annak 5’ -végén,
prométert és/vagy aktivatort tartalmaz. Az aktivator elg-
nydsen sejttipus-specifikus mdédon, sejtciklus-specifikus
médon, anyagcseretermék-specifikus médon, és/vagy valamely
hatbdanyag (drog) &ltal keriil aktivalt vagy gatolt &llapot-
ba. Ilyen tipusu aktivator-szekvencidk, valamint azok kom-
bindcidinak leirasat talaljuk példaul az alabbi szabadalmi
leirasokban: EP 97101507.8 szami eurdpai szabadalmi leiréas;
DE 19617851.7, DE 19639103.2, DE 19651443.6, DE 19704301.1
szami német szabadalmi leirdsok; EP 97102547.3 szami euréd-
pal szabadalmi leirds; és DE 19710643.9 szami német szaba-
dalmi leirads. Kiildnédsen eldnydsen, a taldlmadny szerinti
nukleinsav-konstrukciék a 3. és 4. 4&bradkon bemutatott

struktiraval rendelkeznek.
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A talalmény egy eldnyds megvaldsitasi médja szerint, a
talalmany szerinti nukleinsav a startkédon 5’ -végén GCCACC-
vagy GCCGCC- szekvencidt tartalmaz, a transzlacid hatékony-
sdganak novelésére.

A taldlmény targyat képezi tovabba, a taldlmény sze-
rinti nukleinsavat'tartalmazé vektor. Ebben a vonatkozas-
ban, vektorként alkalmazhatunk viralis vagy nem-virdlis
vektort; eldnytsen, nem-viralis vektort alkalmazunk, példa-
ul kationos lipidet, kationos polimert, kationos peptidet
vagy kationos porfirint.

A talalmany szerinti molekuladk eldallitasadhoz, az em-
litett nukleinsavakat expresszids vektorba - példéul megfe-
leld plazmidba - klénozzuk, és alkalmas sejtekbe - példaul
bakterialis, élesztd-, rovar- vagy emlds sejtekbe - juttat-
Juk; az ily médon transzformdlt vagy transzfektalt sejteket
tenyésztjik; és az expresszids terméket izoladljuk. Az ehhez
sziikséges eljardsok szakember szamara ismertek, és azok
részletes leirdsdt megtaladljuk példdul Sambrook J. és
mtsai. kézikényvében (Sambrook és mtsai.: “Molecular
Cloning: A Laboratory Handbook”, 2. kiadas, “Cold Spring
Harbor Laboratory Press” (1989)].

A talalmany egy elényds megvaldsitasi médja szerint,
ezek a sejtek effektort is tartalmazéd talalmadny szerinti
molekulédkat expresézélnak, amely effektor eldénydsen transz-
membran-domén.

Példaul, a humdn makrofag kolénia-stimulaléd faktor
transzmembran-szekvenciajat kédold DNS-szekvenciat (az

1485-1554. DNS-pozicidkat magdban foglald szekvenciat) vagy
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a human légzdészervi szincicialis virus (RSV) G-glikoprotein
szignal- és transzmembran-régiéjat koédold DNS-szekvenciat
(az 1-63. aminosavakat kédold szekvenciat, vagy annak 38-
63. aminosavakat tartalmazdé részét kédold szekvenciat) vagy
az influenzavirus'neuraminidéz szigndl- és transzmembran-
régidéjat koédold DNS-szekvencidt (a 7-35. aminosavakat kédo-
16 szekvenciédt, vagy annak 7-27. aminosavakat tartalmazd
részét kédold szekvenciat) inszertélhatjuk a prombter-
szekvencia és a taldlmany szerinti molekula DNS-szekvencia-
ja kozé, vagy a gén 3’'-végére.

Amennyiben a gydégyaszati hatodanyagot a talalmany sze-
rinti molekuladt expresszdlé sejtek sejtmembranijaba kivanjuk
lehorgonyozni, a nukleinsav-konstrukciéba glikofoszfolipid-
horgonyt kdédold szekvenciit is inszertalhatunk.

Glikofoszfolipid-horgonyt rendszerint a talalmany sze-
rinti molekuldt kédold nukleotid-szekvencia 37 -végére in-
szertalunk, és azt a szignadlszekvencian feliil is inszertal-
hatjuk a nukleotid-szekvenciaba

Glikofoszfolipid-horgonyokat leirtak példaul a CER, az
N-CAM és mas membranproteinek esetében, példaul a Thy-1-
protein esetében.

A fenti transzmembrdn-régiénak k&szénhetden, az adott
sejt a taldlmény szerinti molekulat a sejtmembranhoz lehor-
gonyozva expresszadlja, midltal a sejt a taldlmany szerinti
molekula antigénkstd része altal felismert célstrukturakra
vagy effektor-struktirdkra specifikus “receptorra” tesz

szert.
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Tovabbi elénydsen alkalmazhaté receptor valamely re-
ceptor - példaul a T-sejt-receptor vagy az M-CSF-receptor -
transzmembran-doménja vagy jelatvivé (szignal-transzdukci-
6s) doménja. Ilyen doménok jelenléte lehetévé teszi, hogy a
talalmany szerinti molekuladt a sejtmembridnon expresszald
sejt a célstrukturdkhoz koétddve aktivaloédjon, és ezaltal,
specifikus funkcidékat lasson el. Ilyen tipusu specifikus
funkcidk lehetnek példadul T-sejtek citotoxikus reakciéi,
makrofagok és granulocitédk fagocitdézisa, vagy granuloCiték,
monocitdk és makrofagok exocitézisa.

A mar emlitetteken feltil, a taladlmany targyat képezik
a taladlmany szerinti nukleinsavat vagy vektort tartalmazd
sejtek, kozelebbrdl, bakterialis, rovar-, élesztd- vagy em-
18s sejtek. Emlés sejtekként alkalmazhatunk - nukleinsavak
expresszaltatadsara altalanosan alkalmazott ismert sejteken
felil - példadul CHO- vagy BHK-sejteket, limfocitakat,
makrofagokat, gliasejteket, hamsejteket, madjsejteket, vese-
sejteket, csontveldsejteket, endothelsejteket, simaizom-
vagy hardntcsikoltizom-sejteket vagy fibroblasztokat.

Génterdpids alkalmazasra az utdbbi sejtek a kiildndsen
alkalmasak, mivel ilyen, a taldlmany szerinti nukleinsav-
konstrukcidét tartalmazd sejtek betegbe injektalhatdk lokéa-
lisan vagy parenterdlisan, példaul intravénasan, intraarté-
riasan, valamely testiliregbe, szervbe vagy a bér alad, meg-
elbéz46 vagy terdpias célzattal.

Rendellenességek génterdpids eljaréassal torténd keze-
lésére azonban a taldlmany szerinti nukleinsav-konstrukciét

kdzvetleniil is adagolhatjuk a betegnek, lokdlisan, valamely



- 21 -

testliregbe, szervbe, a keringési rendszerbe, bdér ala vagy
izomba.

Ugyancsak a télélmény targyat képezik tehat gydégyasza-
ti készitmények, amelyek talalmény szerinti molekuldt, ta-
lalmany szerinti nukleinsavat, taldlmany szerinti vektort
vagy talalmany szerinti sejtet tartalmaznak; valamint diag-
nosztikus segédeszkdzdk, amely analittal szemben iranyuld
taldlmany szerinti molekulat tartalmaznak, a fentiekben
részletesen ismertetettek szerint.

A talalmany szerinti molekula, taldlmany szerinti nuk-
leinsav, talalmany szerinti vektor vagy taldlmany szerinti
sejt alkalmazhaté onkoldgiai kérképek, autoimmun betegsé-
gek, gyulladassal Jjard koérképek, vér-rendellenességek -
peldaul véralvadasi és/vagy keringési rendellenességek -,
idegrendszeri rendellenességek és/vagy fertdzd betegségek
terapidjara, megeldzésére vagy diagnézisara.

Ebben a vonatkozasban, az egyes komponensek megvalasz-
tasa altalanossagban az alkalmazas céljatél fiigg. Az egyes
komponenseket az alabbiakban részletesen ismertetjik, és
azok alkalmazasat konkrét megvaldsitiasi példakon keresztiil
szemléltetjiik.

Talalmadny szerinti molekuldkat el8allithatunk ugy,
hogy a talalmdny szerinti nukleinsav-konstrukcié 5’/-végét
szignalszekvenciadt kdédold nukleinsav 3’-végéhez, az utdbbi
5’ -végét pedig prométer-szekvencia 3’-végéhez kapcsoljuk.

Prombéter-szekvenciaként alkalmazhatunk példaul olyan
promdéter- és aktivator-szekvenciakat, amelyek aktivald ké-

pessége nem korldtozott, példadul az RNS-polimeraz-III vagy
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RNS-polimerdz-II prombéterét, a CMV-prombétert és/vagy -
enhanszert, az SV40-prométert; vagy virus-prométereket és
aktivadtor-szekvenciakat, példaul HBV, HCV, HSV, HPV, EBV,
HTLV vagy HIV eredetd ilyen szekvenciédkat.

HIV-prométer alkalamazasakor, eldnyésen, a teljes, a
TAR-szekvenciat is‘magéban foglaldé LTR-szekvenciat [a (-
453)-(-80.) pozicidknak megfeleld szekvenciat magéban fog-
lald szekvenciat; Rosen és mtsai.: Cell 41, 813 (1985)] al-
kalmazzuk virus-specifikus prométerként.

Prométer-szekvenciaként valaszthatunk olyan prométer-
és enhanszer-szekvencidt is, amelyek példédul anyagcsere-
termék-specifikus tuton keriilnek aktivalt allapotba, példaul
hipoxia hatasdra aktivdldéddé enhanszert:; vagy alkalmazhatunk
olyan prométereket( amelyek sejttipus-specifikus mdbédon ak-
tivalddnak, példaul a cdc25C-gén promdterét, a cdc25B-gén
prométerét, a ciklin-A-gén promdterét, a cdc2-gén promdte-
ret, a B-myb-gén promdéterét, a DHFR-gén promdterét vagy az
E2F-1-gén prombéterét; vagy alkalmazhatjuk sejttipus-speci-
fikus médon el&forduld vagy ugy aktivalddd transzkripcids
faktorok kdtdszekvencidit. Ilyen k&tdszekvencidk példaul a
c-myc-proteinek ko&tdszekvenciai. Ezek a kotSszekvenciak az
agy nevezett “Myc E-Box” nukleotid-szekvencia (57 -
GGAAGCAGACCACGTGGTCTGCTTCC-3’] monomer vagy multimer forma-
it tartalmazzak.

A fentieken felul, promdéter-szekvencidkként alkalmaz-
hatunk példaul tetraciklin jelenlétében aktivalédd promdte-—
reket, példaul a tetraciklin-operatort a megfelels represz-

szorral kombindlva, vagy valaszthatunk kiméra promdtereket.
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Az Ugy nevezett “kiméra prométerek” 5’'-irdnyban talalhatéd
sejtspecifikus, anyagcseretermék-specifikus vagy virusspe-
cifikus médon aktivaldéddni képes aktivator-szekvencia, és
3’ -iradnyban taldlhatd, szupresszor-proteinek szamara kostd-
helyet tartalmazdé CDE-CHR- vagy E2FBS-CHR-nukleotid-szek-
venciat hordozé, ezdltal, a sejtciklus Go- és G;-fazisaban
az S5’'-iranyu aktivator-szekvencia aktivalédasat gatolni ké-
pes prométeregység kombinadciéjabél allnak [WO 96/06943 sza-
mi nemzetkdzi k&zzétételi irat; EMBO J. 14, 132 (1995)].

Prométer-szekvenciaként alkalmazhatunk tovabba, sejt-
specifikus médon aktivalhatd promdétereket, példaul, elss-
sorban meghatdrozott sejtekben termel&dds proteineket kdédold
gének promdéter- vagy enhanszer-szekvenciait.

A talalmany elényds megvaldsitasi mdédjai szerint, pél-
daul a kovetkezd proteinek prométereit alkalmazhatjuk a
felsorolt sejtekben:

Endothelsejtekben aktivadlédd prombéter- és akti&étor—
szekvenciakként alkalmazhatjuk példdul a felsorolt protei-
neket koédold gének génszabalyozd szekvencidit: agyspecifi-
kus endothel glikéz-l-transzporter, endoglin, VEFG-recep-
tor-1 (flt-1), VEFG-receptor-2 (flk-1; KDR), til-1 vagy
til-2, B6l-receptor (Eck-receptor), B61, endothelin, k&ze-
lebbrdl, endothelin-B vagy endothelin-1; endothelin-recep-
torok; von Willebrand faktor, IL-la, IL-1B, IL-l-receptor;
vaszkularis sejt adhézidés molekula (VCAM-1), vagy alkalmaz-
hatunk els8sorban vagy kizdrélag endothelsejtekben aktiv
transzkripciés faktorok megkdtésére képes oligomerizalddott

kétdShelyekb8l felépiild szintetikus aktivator szekvencidkat.
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Ilyen tranSzkripciés faktor a GATA-2, amelynek k&tdShelye az
endothelin-1l-génben az 5’-TTATCT-3’ -szekvencia.

Aktivalt endothelsejtek szomszédsagaban taldlhatd sej-
tekben aktivalédé promdéterek vagy aktivator-szekvenciak
példaul a kovetkezd proteineket kédold gének génszabalyozd
szekvenciai: VEGF, amely esetben, a VEGF-gén génszabalyozd
szekvenciaiként alkalmazhatjuk az 5’-végi hatarolé régiot,
a 3’-végi hatarolé régidt, a c-Src-gént vagy a v-Src-gént,
szteroidhormon-receptorok szekvencidit és azok promdter-
elemeit; és kiiléndsen, az egér emlétumorvirus prombdtert.

Izomsejtekben, kiilondsen simaizom-sejtekben aktivaloédéd
prométerek vagy aktivator-szekvencidk példaul a kdvetkezd
proteineket kbédoldé gének génszabalyozé szekvenciai: tropo-
miozin, «o-aktin, a-miozin, PDGF-receptor, FGF-receptor,
MRF-4, foszfofruktokindz-A, foszfoglicerat mutéz, troponin-
C, miogeninek, endothelin-A-receptor, dezmin, VEGF (lasd
fent), “mesterséges” prombéterek, vagy izomspecifikus
transzkripciés faktorok prométerei, példdul a “hélix-loop-
hélix” (HLH) csaliddba tartozé faktorok (MyoD, Myf-5,
miogeninek, MRF4) prométerei vagy a GATA-4 cinkujj-protein
promdbtere.

A HLH-proteinek és a GATA-4 nem csak izomspecifikus
gének prométerei esetében eredményez izomspecifikus transz-
kripcidt, hanem heteroldég kérnyezetben is, és mesterséges
promoterek esetében is. Ilyen tipusu mesterséges promdéterek
példaul, az izomspecifikus HLH-proteinek DNS-k&t&helyének
tobb képidjabél, példaul az “E box” -elembdl (MyoD) (példa-

ul 4x AGCAGGTGTTGGGAGGC -szekvenciabél) felépiild promdte-
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rek; vagy az a-miozin nehéz lanc gén GATA-4 DNS-kotéhelyé-
nek tobb képiajabél felépild prométerek (példaul 5'-
GGCCGATGGGCAGATAGAGGGGGCCGATGGGCAGATAGAGG-3") .

Gliasejtekben aktivaléddéd promdterekként és aktivator
szekvenciakként, példaul a kdvetkezd proteineket kédoléd gé-
nek génszabalyozé szekvencidi alkalmazhatjuk: a Schwann-
sejt-specifikus periaxin-protein; glutamin szintetaz; a
gliasejt-specifikus protein (glia fibrillaris savas prote-
in, “glial fibrillary acid protein”; GFAP); az S100b-
jelzésd gliasejt-protein; 1IL-6, CNTF; 5-HT-receptorok;
TNFa; IL-10; 1. és 2. inzulinszerd ndvekedési faktor recep-
torok; vagy VEGF (ldsd fent).

Vérkéepzdrendszeri sejtekben aktivalédd promdterekként
és aktivator szekvencidkként, példadul vérképzdrendszeri
sejtekben vagy azokkal szomszédos sejtekben - példéaul
sztromasejtekben - expresszdlédd citokineket vagy azok re-
ceptorait kédold gének ilyen szekvencidit alkalmazzuk.

Ilyen szekvencidk példaul a kévetkezd citokineket és
azok receptorait kédold gének prométer-szekvenciai: té&rzs-
sejt-faktor-receptor; tdrzssejt-faktor; IL-1o; IL-1-
receptor; IL-3; IL-3-receptor (a-alegység); IL-3-receptor
(P-alegység); IL-6; IL-6-receptor; GM-CSF; GM-CSF-receptor
(a-lanc); 1. interferon szabalyozdé faktor (“interferon
regulatory factor 1”; 1IRF-1), ahol az IRF-1-prombtere
ugyanolyan mértékben aktivalédik IL-6 altal, mint IFNy vagy
IFNB altal; eritropoetin; valamint eritropoetin-receptor.

Limfocitdkban és/vagy makrofagokban aktivaléddé promé-

terekként és aktivator-szekvenciakként, példaul citokine-



- 26 - .,...'.Eo

ket, citokin-receptorokat, adhéziés molekuldkat és ellen-
anyagok Fc-fragmentumdnak receptorait kédolé gének promd-
tereit és aktivator-szekvencidit alkalmazzuk, példaul a
felsorolt proteinekét: ILl-receptor; IL-la; IL-1B8; 1IL-2;
IL-2-receptor; IL-3; IL-3-receptor (a-alegység); IL-3-
receptor (B-alegység); IL-4; IL-4-receptor; IL-5, IL-6; IL-
6-receptor; 1. interferon szabalyozé faktor (IRF-1), ahol
az IRF-l-promdétere ugyanolyan mértékben aktivalédik IL-6
dltal; IFN-y-érzékeny prométer; IL-7; IL-8; IL-10; IL-11;
IFNY; GM-CSF;GM-CSF-receptor (a-lanc); IL-13; LIF; makrofagq
koldénia stimuldléd faktor (M-CSF) receptor; makrofagok 1. és
2. tipusu “scavanger” (eltakarité funkciéjui) receptorai;
MAC-1 (leukocita funkcidé asszocidlt antigén); LFA-1a
(leukocita funkcidé-asszocialt antigén) ; vagy pl50, 95
(leukocita funkcid asszocialt antigén).

Szinoviédlis sejtekben aktivalédd promdéterekként és
aktivator-szekvenciakként alkalmazhatjuk példaul a kdvetke-
z6 proteineket kédplé'gének prométer-szekvencidit: matrix-
metalloproteindzok (MMP), példdul MMP-1 (intersticialis
kollagenaz); MMP-3 (stromelizin/tranzin); metalloproteina-
zok szoveti inhibitorai (“tissue inhibitors of metallo-
proteinases”, TIMP) példaul TIMP-1, TIMP-2 és TIMP-3.

Leukémiasejtekben aktivadlédé promdterekként és akti-
vator-szekvencidkként alkalmazhatjuk példaul a felsorolt
proteineket kédold gének promébtereit: HPS-70; bel-1/ciklin-
D-1; bcl-2; IL-6; IL-10; TNFa, TNFB; HOX-11l; BCR-Abl; E2A-
PBX-1; PML-RAR (promielocitds leukémia retinolsav-receptor)

vagy a c-myc-et, ahol a c-myc-proteinek a “Myc-E-box” elne-
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vezésl nukleotid-szekvencia [5’-GGAAGCAGACCAGCTGGTCTGCTTCC-
3’] multimer formdihoz k&tddnek, és ott fejtik ki aktivals
hatasukat.

Tumorsejtekben aktivaldédd promdterekként vagy aktiva-
tor-szekvencidkként alkalmazhatunk példaul tumorsejtekben
képz8dS vagy ott aktivitdst kifejtd transzkripciés fakto-
rokkal kolcsonhatédsba 1épé génszabalyozd nukleotid-szekven-
cidkat.

A taladlmany szerinti megoldassal 6sszhangban, a fenti
vonatkozasban, promdéterekként vagy aktivator-szekvenciak-
ként eldnyésen, olyan génszabalyozd szekvencidkat vagy gén-
elemeket alkalmazunk, amelyek els8sorban karcinéma-sejtek-
ben vagy szarkéma-sejtekben termelddS proteineket kédold
génekb8l szarmaznak. Példaul, kis sejtes h&rgékarcindémak
esetében eldnyésen, az N-CAM-protein prométerét, petefé-
szek-karcinémak esetében a hepatitisz névekedési faktor re-
ceptor vagy az L-plasztin prométerét, hasnyalmirigy-
karcindmak esetében az L-plasztin vagy a polimorf epitheli-
alis mucin (PEM) prométerét alkalmazzuk.

A talalméany szerinti megoldas figyelemre méltd eld-
nye, hogy az egyes &6sszetev8k kapcsoldodasanak médja a
heterodimer—asszociéciénak kedvez, ugy, hogy tulnyomérészt
egy lanci, tobb antigénkdétd helyet tartalmazd molekulak
jonnek létre. Tovabba, a dimerek disszociéciéjéval is ki-
sebb mértékben kell szamolnunk, amint azt az scFv-
fragmentumok esetében lattuk [lasd példaul Glockshuber és
mtsai.: Biochem. 29, 1362 (1990)]. A talalmany szerinti mo-

lekulakat tehdt egyszerubben, és homogénebb forméban &llit-



- 28 - T e

hatjuk eld, mint az dgy nevezett “dimerizalédé bispecifikus
antitest-fragmentumokat” (“diabodies”), még akkor is, ha az
utdbbiak diszufid-hidakkal vannak stabilizalva, vagy ugy
nevezett “gomb a gomlyukba” (“knob into hole”) tipusu
bispecifikus antitest-fragmentumok.

Ezen felil, a taldlmdny szerinti molekuldk el8allita-
sdhoz csak egyetlen szigndlszekvencidt és egy riboszéma-
kotéhelyet (RBS) kell alkalmaznunk. Ezzel szemben, a
“dimerizalédd bispecifikus antitest-fragmentumok” esetében
mindegyik lanc kédold szekvencidjdhoz egy-egy szignal-
szekvenciat és riboszéma-kétéhelyet kell kapcsolnunk. A ta-
lalméany szerinti megoldas tovabbi eldnye, hogy a taldlmany
szerinti molekuldk expresszdltatdsa esetében, ekvimolaris
aranyban termelddnek az egyes variabilis doménok, mig a
“dimerizalédd bispecifikus antitest-fragmentumok” két lan-
canak expresszaltatdsakor eléfordulhat, hogy a két lanc nem
ekvimolaris mennyiségben termelddik, ami ahhoz vezet, hogy
megndvekszik a funkcidképtelen homodimerek aranya.

A talalmany szerinti molekuldk tovabbi elénye, hogy
azok egyszerlien és funkcionalis formaban expresszaltathatdk
baktériumokban, éleszt&kben, baculovirusokkal és eukaridta
sejtekben egyardnt. Tovabba, azok szekretaltatasan feliil,
azok sejtekben, vagy membranokkal asszocialédva is
expresszaltathatdék [lasd példaul Biocca & Cattaneo: Trends
Cell Biol. 5, 248 (1995)].

A talalmdny szerinti molekuldk tovabbi eldnyds sajat-
saga, hogy azok hasonldképp a “dimerizaléodéd bispecifikus

antitest-fragemntumokhoz”, széles kdrben alkalmazhaték di-
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agnosztikus célra, valamint gyégyaszati hatdanyagokként,
kilénboz6 rendellenességek megeldzésére és/vagy terapidja-
ra.

Az effektorgéneket és promdéter-szekvencidkat a kivant
élkalmazésnak megfelelden, és a transzdukdlandd célsejt fi-
gyelembe vételével valasztjuk meg. Kiilénbdz8 rendellenessé-
gekben alkalmazhatdé promdter-szekvencidk és effektorgének
lehetséges kombindcidéit ismertetijiik az aldbbiakban.

Tumorterdpia

Tumorterapia célsejtjeit képezhetik proliferdlédéd
endothelsejtek, vagy az endothelsejtek szomszédsdgidban ta-
lalhatdé sztrémasejtek és izomsejtek, vagy tumorsejtek vagy
leukémia-sejtek; a fenti vonatkozasban, prométerként alkal-
mazhatunk endothelsejt-specifikus és sejtciklus-specifikus,
vagy sejtspecifitdst nem mutatd, vagy izomsejt-specifikus
és sejtciklus-specifikus, vagy tumorsejt-specifikus (szolid
tumor vagy leukémia specifikus) és sejtciklus-specifikus
promotereket; effektorokként pedig, példadul a felsorolt gé-
nek valamelyikét: sejtproliferacié-gatlékat koédold géneket,
példaul a retinoblasztéma proteint (pRb=pll0) vagy az azzal
rokon pl07- és pl30- proteineket kdédolé géneket. A retino-
blasztéma-protein (pRb=pll0) és az azzal rokon pl07- és
pl30- proteinek foszforliezédés révén inaktivalédnak. E1S-
nyésen, a fenti sejciklus-gatldk olyan génvaltozatait al-
kalmazzuk, amelyek az expresszalt protein inaktivacidés he-
lyének megfelelSen mutaciét hordoznak, anélkiil, hogy a val-
toztatas az emlitett inhibitorok midkédését hatranyosan

érintené. Ilyen mutacidkat a pllO-protein esetében mar le-
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irtak. A pl07- vagy pl30-protein DNS-szekvenciajaban hason-
16 médon hozhatunk létre mutaciékat. Alkalmazhatjuk tovabba
a p53-protein génjét is. A p53-protein a sejtben specifikus
proteinekhez, példaul MDM2-proteinhez térténd kotddés révén
inaktivalédik, vagy ugy, hogy a p53-protein a defoszforile-
zett C-termindlis szerinen keresztiil oligomerizalédik. E18-
nyésen tehat, a p53-protein olyan kédold DNS-szekvenciajat
alkalmazzuk, amely a C-terminusndl, a 392. pozicidban ta-
ldlhatd szerinnél csonkitott. Az emlitetteken feliil, alkal-
mazhatjuk még a p2l1- (WAF-1-) proteint, a pl6-proteint, mas
cdk-gatldékat, a GADD45-proteint vagy a bak-proteint koédoléd
géneket.

Véralvadast (koagulacidt) kivalté faktorok és/vagy
angiogenezis-gatlok génjeiként alkalmazhatjuk példaul az
plazminogén aktivdtor inhibitor 1 (“plasminogen activator
inhibitor 1”, PAI-1), PAI-2, PAI-3, angiosztatin, interfe-
ronok (példaul IFNa, IFNP vagy IFNy), vérlemezke faktor 4,
IL-12, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, leukémia gatld faktor
(“leukemia inhibitory factor”, LIF) vagy szdveti faktor
(“tissue factor”, TF) génjeit; valamint azok aktiv, koagu-
lacidét kivaltd fragmentumait kédold szekvenciakat.

Alkalmazhatunk tovéabba citosztatikus vagy citotoxikus
proteineket, példéul perforint; granzimot (fragmentint);
IL-2-, IL-4- vagy IL-12-interleukint; interferonokat, pél-
daul IFNa-, IFNB-, IFNy-interferont; TNF-faktort, példaul
TINFa- vagy TNFB-faktorokat; onkosztatin-M-t szfingomilei-

nazt, magainint vagy magainin-szarmazékokat kédolé géneket.
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GyulladaskeltSket koédold génekként alkalmazhatjuk
példaul a felsorolt proteineket kédold géneket: IL-1, IL-2,
RANTES (MCP-2), monocita kemotaktikus és aktivalé faktor
(“monocyte chemotactic and activating factor”; MCAF), IL-8,
makrofag gyulladadsos protein 1. (“macrophage inflammatory
protein 1”; MIP-la, -B), neutrofil aktivalé protein 2.
(“neutrophil activating protein-2”; NAP-2), IL-3, IL-5, hu-
man leukémia gdtld faktor (“leukemia inhibitory factor”;
LIr), L-7, IL-11, IL-13, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, kobraméreg
faktor (“cobra venom factor”; CVF) vagy a CVF C3b-faktornak
funkcionalisan megfeleld$ szekvencidi, azaz, annak olyan
szekvenciai, amelyek képesek B-komplementfaktorhoz kstddni,
és D-faktor &ltal torténd hasitédst kévetden C3-konvertaz-
ként funkciondlni; humadn C3-komplementfaktor vagy annak
C3b-szekvenciarésze; human C3-komplementfaktor CVF-faktor-
hoz funkcionalisan és strukturidlisan hasonldé hasitasi ter-
mékei; vagy komplement-aktivadlé vagy gyulladaskeltd bakte-
rialis proteinek, példaul Salmonella typhimurium porinjai,
Staphylococcus aureus plazmaagglutinacids (“clumping”) fak-
torok, Gram-negativ baktériumokbdl szdrmazé modulinok,
legionelldk, B-tipusu Haemophilus influenzae vagy klebsiel-
lak f6 kiulsé membran-proteinjei vagy G-csoportu Streptococ-
cusok M-molekuldi.

Alkalmazhatjuk tovébba, citosztatikumok prekurzorait
aktivdldé enzimek génjeit, példaul inaktiv prekufzorokat
(“prodrogokat”) aktiv citosztatikus hatéanyagokka (drogok-
ka) hasité enzimek génjeit. Ilyen tipusu vegyliletek, és

azoknak megfeleld prodrogok és drogok &tfogd ismertetését
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megtalaljuk példadul az aldbbi szakirodalmi helyeken:
Deonarain és mtsai.: Br. J. Cancer 70, 786 (1994); Mullen:
Pharmac. Ther. 63, 199 (1994); valamint Harris és mtsai.:
Gene Ther. 1, 170 (1994). Alkalmazhatjuk példaul a k&évetke-
z8 enzimek valamelyikét kbédold DNS-szekvencidt: Herpes
simplex virus timidin kindz; varicella zoster virus timidin
kinaz; bakterialis nitroreduktaz; bakteridlis PB-glukuroni-
déz; Secale cereale ndvényb8l szarmazdé P-glukuronidaz; hu-
man B-glukuroniddz; human karboxipeptidaz (CB), példaul hi-
z6sejt-CB-A, hasnyadlmirigy eredetd CB-B vagy bakterialis
karboxipeptidaz; bakteridlis PB-laktaméz; bakteridlis cito-
zin dezaminaz; humin katalaz vagy peroxidaz; foszfatazok,
példaul humén alkalikus foszfatdz, humdn prosztata savas
foszfataz, vagy 5. tipusl savas foszfatdz; oxidazok, példa-
ul huméan lizil oxid&z vagy humdn D-aminosav oxidaz, elényd-
sen, humadn glutation peroxiddz, hum&n eozinofil peroxidaz
vagy human thyroid peroxidaz; p-galaktozidaz vagy a-
galaktozidaz. Kiloéndsen jelentdséggel bir a P-galaktozidaz
génje, mivel az &ltala kdédolt enzim a daunomycin B-D-galak-
topiranozid drogot‘citosztatikus hatasi daunomycinné képes
dtalakitani.

Autoimmun betegségek és gyulladasok terapiaja

Autoimmun betegségek és gyulladidsok kezelésének cél-
sejtjeit képezhetik példaul proliferaldédd endothelsejtek
makrofagok, és/vagy limfocitdk vagy szinovialis sejtek; a
fenti vonatkozasban, prométerként alkalmazhatunk példaul
endothelsejt-specifikus és sejtciklus-specifikus, vagy mak-

rofag- és/vagy limfocita-specifikus és/vagy seijtciklus-
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specifikus; vagy szinovialis sejt specifikus és/vagy sejt-
ciklus-specifikus prométereket; effektorokként pedig, pél-
ddul az aldbbi gének valamelyikét.

Allergids betegségek terdpidjara alkalmazhatjuk pél-
daul a felsorolt proteinek génjeit: IFN-B; IFN-y; IL-10;
IL-4-faktorral szembeni ellenanyagok és ellenanyag-fragmen-
tumok; szolubilis IL-4-receptorok; IL-12; vagy TGFB.

Transzplantalt szervek kilékSdésének megakaddlyozasa-
ra alkalmazhatjuk példdul az aldbb felsorolt proteinék va-
lamelyikét kédold géneket: IL-10; TGFB; szolubilis IL-1-
receptorok; szolubilis IL-2-receptorok; IL-l-receptor-anta-
gonistak; vagy szolubilis IL-6-receptorok.

Ellenanyag altal k&zvetitett autoimmun betegségek ke-
zelésére, strukturdlis génekként alkalmazhatdk példaul a
kdvetkezd proteinek génjei: TFGB; IFNa; IFNB; IFNy; IL-12;
szolubilis IL-4-receptorok; szolubilis IL-6-receptorok;
immunszupressziv ellenanyagok vagy azok Vy—- és V.- domén
tartalmi fragmentumai.

Sejt altal koézvetitett autoimmun betegségek kezelésé-
re alkalmazhatjuk példaul az aldbbi proteinek génjeit: IL-
6; IL-9; 1IL-10; 1IL-13; TNFa vagy TNFB; IL-13; immun-
szupressziv ellenanyagok vagy azok Vy- és V,-domént tartal-
mazbé fragmentumai.

Sejtproliferécié—gétlékat, citosztatikus vagy cito-
toxikus proteineket, valamint citosztatikus hatdanyagok
prekurzorait citosztatikumokkd aktivalé enzimeket a fenti-

ekben mar részletesen ismertettiink.
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Artritisz kezelésére, strukturdlis génekként olyan
géneket alkalmazunk, amely alapjdn expresszalédott protein,
kdzvetlenll vagy koézvetett mdédon, gatolja a gyulladast,
példaul az iziiletekben; és/vagy el8segiti az extracelluléa-
ris matrix (porc, koétdszdvet) helyredllitasat az iziiletek-
ben.

Ilyen proteinek példaul a kdvetkez8k: IL-l-receptor-
antagonista (IL-1-RA), mivel az IL-1-RA gatolja az IL-la és
-B képzddését; szolubilis IL-l-receptor, mivel az IL-1-hez
kotédik és inaktivélja azt; IL-6, mivel az fokozza a TIMP
és a szuperoxidok szekréciéjat, emellett, a szinovialis
sejtekben és porcsejtekben csdkkenti az IL-1 és TNFo szek-
récidéjat; szolubilis TNF-receptor, mivel az TNF-hez k&tédik
és 1inaktivalja azt; IL-4, mivel az IL-4 gatolja az IL-1,
TNFa és MMP képzddését és szekrécidéjat, viszont ndveli a
TIMP szekrécidjat; inzulin-szert névekedési faktor
(“insulin-like growth factor”; IGF-1), mivel az IGF-1 sti-
mulédlja az extracellularis matrix szintézisét; TGFB, elsé-
sorban TGFl és TGFB2, mivel a TGFB stimulalja az extra-
cellularis matrix szintézisét, szuperoxid diszmutédz vagy
TIMP-proteinek, példaul TIMP-1, TIMP-2 vagy TIMP-3.

Vérképzdérendszeri rendellenességek terapiaja

Rendellenes vérsejt-képz&8dés terdpidjanak célsejtjeit
képezhetik példaul, proliferaldédd éretlen vérképzdrendszeri
sejtek vagy a vérképzdrendszeri sejtekkel szomszédos sztré-
masejtek; prométerként alkalmazhatunk példaul vérképzs-
rendszeri sejtekre specifikus és/vagy sejtspecifikus promé-

tereket; vagy sejtspecifitdst nem mutatdé és sejtciklus-
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specifikus prométereket; effektorokként pedig alkalmazhat-
juk példaul a kovetkezd gének promdtereit: anémia terapia-
jara alkalmazhatjuk példédul az eritropoetin génjét.

Leukopénia terdpidjara effektorgénekként alkalmazhat-
juk a G-CSF, GM-CSF vagy M-CSF génjét.

Trombocitopénia terédpidja esetén alkalmazhatd gének
példaul az IL-3, leukémia gatlé faktor (LIF), IL-11 vagy
trombopoetin génjei.

Idegrendszeri rendellenességek terdpiaja

Idegrendszeri karosoddsok terapiajanak célsejtjei le-
hetnek példaul gliasejtek vagy proliferalédd endothelsej-
tek; promdéterként alkalmazhatunk példaul gliasejt-speci-
fikus és sejt-specifikus, vagy endothelsejt-specifikus és
sejtciklus-specifikus; vagy sejtspecifitdst nem mutatéd és
sejtciklus-specifikus prométereket; effektorként pedig a
k&évetkezd géneket.

Alkalmazhatjuk neurondlis ndvekedési faktorok génje-
it, példaul a k&vetkezd proteinek génjeit: FGF; ideg noéve-
kedési faktor (“nerve growth factor”, NGF); agy eredetd
neuorotrdéf faktor (“brain-derived neurotrophic factor”,
BDNF); neurotrofin-3 (“NT-3); neurotrofin-4 (NT-4); vagy
ciliaris neurotréf'faktor (“ciliary neurotrophic factor”,
CNTF) .

Enzimeket kédold génekként alkalmazhatjuk példaul a
tirozin hidroxildz vagy dopa dekarboxilaz génjét.

Citokineket és azok olyan gatlészereit kédolé gének-
ként, amelyek gatoljdk vagy neutralizaljak a TNFa neuro-

toxikus hatasat, alkalmazhatjuk példaul az alabbi proteinek
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génjeit: TGFB, szolubilis TNF-receptorok, mivel a TNF-
receptorok neutralizdljdk a TNFoa-faktort; IL-10, mivel az
gatolja az IFNy, TNFa, IL-2 és IL-4 képzddését; szolubilis
IL-1-receptorok, példaul az I. IL-l-receptor vagy II. IL-1-
receptor, mivel a szolubilis IL-l-receptorok neutralizalijak
az IL-1 aktivitéasat; IL-l-receptor-antagonistak; vagy szo-
ldbilis IL-6-receptorok.

A véralvadasi rendszer vagy keringési rendszer rend-

ellenességeinek terépidja

A véralvadadsi rendszert vagy keringési rendszert
érintd rendellenességek terdpidjanak célsejtjeit képezhetik
példadul endothelsejtek, proliferdldédd endothelsejtek, az
endothelsejtek szomszédsagaban taldlhatd szomatikus sejtek,
valamint simaizomsejtek vagy makrofagok; prométerként al-
kalmazhatunk példdul sejtspecifitdst nem mutatd és sejtcik-
lus-specifikus, vagy endothelsejt-specifikus, simaizomsejt-
specifikus vagy makrofag-specifikus prométereket; effekto-
rokként pedig a kovetkezd géneket:

Véralvadast gatlédé Vagy fibrinolizist eldésegitd gének-
ként alkalmazhatjuk példiul a felsorolt proteineket kbédoléd
géneket: szoveti plazminogén-aktivator (“tissue plasminogen
activator”, tPA); urokinaz-tipusu PA (“urokinase-type
plasminogen activator”, uPA); vagy a tPA és uPA hibridjei;
protein-C; hirudin, szerin proteindz gatlék (szerpinek);
példdul C-1S-inhibitor; al-antitripszin vagy antitrombin-
III; vagy széveti faktor reakcidut inhibitor (“tissue

factor pathway inhibitor”, TFPI).
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Alkalmazhatjuk véralvadast eldsegité proteinek génje-
it, példaul az alabbi faktorok génjeit: VIII- és IX- fakto-
rok; "“von Willebrand”-faktor; XIII-faktor; PAI-1; PAI-2;
vagy széveti faktor; valamint a fentiek fragmentumait kédo-
16 szekvenciakat.

Angiogenezis-faktorok génjeiként alkalmazhatjuk pél-
ddul a VEGF vagy FGF—géneket.

Alkalmazhatjuk tovabba vérnyomads-csdkkentd peptidek
génjeit, példaul kallikrein vagy az endothelsejtekbeﬁ ter-
melddd “nitrogén-oxid szintetdz” génjét.

Az endothelréteg kdrosodasat kovetSen bekdvetkezd si-
maizomsejt-proliferdciét gatolni képes proteinek génjeiként
alkalmazhatjuk példdul antiproliferativ proteinek génjeit;
citosztatikus vagy citotoxikus protein génjeit; vagy - a
fent leirtak szerint -, valamely citosztatikum prekurzorat
citosztatikumm& hasitd enzim génjét; vagy a fenti gyégya-
szati hatdanyagok valamelyike és valamely ligandum - példa-
ul simaizomsejtekre specifikus ellenanyag fragmentum - al-
kotta fuziéds protein génjét.

Alkalmazhatjuk tovédbba egyéb vérplazma-proteinek gén-
jeit, példaul albumint, Cl-inaktivatort, szérum-kolineszte-
razt, transzferrint vagy al-antitripszint kédoldé géneket.

Fert&6z4 betegségek megeldzése és/vagy teradpidja

Amennyiben fertd&zések megeldzése vagy kezelése a cél,
a célsejtek lehetnek izomsejtek vagy makrofdgok és/vagy
limfocitak; prométerként alkalmazhatunk példaul sejtspecif-
tassal nem rendelkezé és sejtciklus-specifikus, vagy cél-

sejt-specifikus és sejtciklus-specifikus prombdtereket;
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effektorként pedig fert&z8 betegségek megeldzésére alkalma-
zott proteinek génjeit.

Aktiv &sszetevdként, valamely fertdzd kérokozé‘éltal
termelt proteint kdédold DNS-t valasztunk, amely immun-
reakciod kivaltasan keresztiil - azaz ellenanyag-kdtdédés és/-
vagy citotoxikus T-limfocitdk reakciéjanak kivaltasan ke-
resztil - a kdérokozd neutralizdlasdt és/vagy elpusztitasat
eredményezi. Ilyen tipusl, Ugy nevezett neutralizald anti-
géneket mar alkalmaznak vakcina-antigénekként [lasd példa-
ul, Ellis: Adv. Exp. Med. Biol. 327, 263 (1992)].

A talalmdny szerinti megoldéssal 6sszhangban, aktiv
Osszetevdéként eldénydsen, példaul a kdvetkezd kdérokozdkbdl
szarmazd neutralizdld antigéneket kéddold nukleinsavakat al-
kalmazunk: influenza-A-virus, HIV, veszettségvirus, HSV
(Herpes simplex  virus), RSV (“respiratory syncytial
virus”), parainfluenza virus, rotavirus, VZV (varicella

zoster virus), CMV (citomegalovirus-), kanyarévirus, HPV

(human papillémavirus), HBV (hepatitisz-B-virus), HCV
(hepatitisz-C-virus), HDV (hepatitisz-D~virus), HEV
(hepatitisz-E-virus), HAV (hepatitisz-A-~virus), Vibrio

cholerae, Borrelia burgendorfi, Helicobacter pylori, vagy
maldria antigént.

A fenti vonatkozésban, ilyen tipusu aktiv Osszetevd-
ként ugyancsak alkalmazhaték anti-idiotipus ellenanyagokat
vagy azok ellenanyagkété fragmentumait kédold DNS-ek, amely

ellenanyagok antigénksétd struktirdi (azaz, komplementeri-

tast meghatarozé régidi) a fertdz8 organizmus neutralizald
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antigénje protein- vagy szénhidrat-strukturdinak koépiait
képviselik (lasd fent).

Ilyen tipusu anti-idiotipus ellenanyagok és azok ha-
sitadsi termékei elsédsorban bakteridlis kérokozdk szénhid-
rat-antigénjeit helyettesithetik, azokra vonatkozé Ossze-~
foglaldt taldlunk példdul az aldbbi szakirodalmi helyeken:
Hawkins és mtsai.: J. Immunother. 14, 273 (1993); valamint
Westerink és Apicella: Springer Seminars in Immunopathol.
15, 227 (1993).

Effektorokként alkalmazhatjuk tovabba “tumorvakcinak”
génjeit. Ezek, tumorsejteken taladlhatd antigéneket kbédol-
nak; azok &tfogd ismertetését megtaldljuk példaul a kévet-
kezd szakirodalmi helyeken: Sedlacek és mtsai.: Contrib. to
Oncol. 32, Karger Verlag, Miinich (1988); valamint Contrib.
to Oncol. 43, Karger Verlag, Miinich (1992).

Ezen felul, effektorokként alkalmazhatjuk az aléabbi
antigének vagy .anti-idiotipus ellenanyagok génjeit:
szialil-Lewis-antigén; tumorsejteken talalhaté, T-limfoci-
tak altal felismert peptidek; onkogének &ltal expresszalt
proteinek, vércsoport-antigének és azok prekurzorai, poli-
morf epithelidlis mucin antigénjei, vagy hdésokkproteinek
antigénjei.

Kronikus fertéz6 betegségek terdpidjanak célsejtjeit
képezhetik példaul majsejtek, limfocitdk és/vagy makrofa-
gok, epithelsejtek vagy endothelsejtek; promdéterként alkal-
mazhatunk példaul virus-specifikus vagy sejtspecifikus és
sejtciklus-specifikus prométereket; effektorokként pedig a

kovetkezd géneket:
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Alkalmazhatunk példaul <citosztatikus, apoptotikus
vagy citotoxikus hatésu proteineket kédold géneket; vagy
antiviralis vagy citotoxikus hatéanyag prekurzorat aktiv
hatbanyagga hasitani képes enzimeket kédold géneket.

Antivirdlis proteineket, példaul antiviralis hatéasu
citokineket kbédold génékként alkalmazhatjuk példaul a fel-
sorolt proteineket kédolé géneket: IFN-a; IFN-B; IFN-y;
TNFB; TNFa; IL-1 vagy TGFB; vagy alkalmazhatjuk az adott
virust inaktivalé specifitasu ellenanyagok génjeit, vagy
azok Vy- és Vi-domént tartalmazé fragmentumait kédoléd, vagy
a fent ismertetettek szerint, azok linkerrel Osszekapcsolt
Vyg— és V@—fragmentﬁmait kédold géneket. Virusantigénekkel
szemben iranyuldé ellenanyagokként alkalmazhatunk példaul
anti-HBV; anti-HCV; anti-HSV; anti-HPV; anti-HIV; anti-EBV;
anti-HTLV; anti-Coxackievirus; vagy anti-hantavirus ellen-
anyagokat.

Tovabbi virusellenes hatdsd proteinek rev-k&téprotei-
nek. Ezek a proteinek a rev-RNS-hez k&tddnek, és gatoljadk a
retrovirus génexpresszid rev-fiiggé poszt-transzkripciés fa-
zisait. Rev-kotd proteinek példaul a kovetkezd8k: RBP9-27;
RBP1-8U; RBP1-8D; valamint az RPB1-8 pszeudogénjei.

A mar emlitetteken feliil, alkalmazhatunk antibakteri-
dlis proteineket kbédold géneket, példaul bakteriadlis toxi-
nokat neutralizdldé vagy baktériumokat opszonizaldé ellen-
anyagokat kédold géneket. Ilyen ellenanyagokat kédold gének
példaul a kévetkezd koérokozdkkal szemben iranyuld ellen-

anyagok génjei: C- és B- csoportl meningococcusok; E. coli;
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Borrelia; Pseudomonas; Helicobacter pylori; vagy
Staphylococcus aureus.

A taldlmany szerinti megoldast a tovabbiakban a csatolt
abrakon és konkrét megvaldésitasi példadkon keresztiill kivan-
juk szemléltetni, anélkil azonban, hogy igényiinket az is-
mertetettekre korlatoznéank.

Az alédbbiakban réviden ismertetijiik a leirdsokhoz csa-
tolt é&brakat.

Az 1. abran egy lanci, két antigénkstd hely kialaki-
tasara képes molekula strukturajat abrdzoltuk vazlatosan.

A 2. abran bemutatott diagramon egy lancu, két anti-
génkoté hely kialakitdsdra képes, effektort is tartalmazéd
molekula strukturdjat &brazoltuk vazlatosan.

A 3. és 5. abrakon lathatdé diagramokon egy lancu, két
antigénkoétd hely kialakitdsdra képes molekulat kédold nuk-
leinsav-konstrukcidkat abrazoltunk.

A 4. abran lathaté diagramon egy lancu, két antigén-
kdtd hely kialakitadsé&ra képes, effektort is tartalmazd mo-
lekulat kdédold nukleinsav-konstrukciét abrazoltunk.

Az 6. abran 1lathatdé grafikonon, taldlmdny szerinti
egy lancu, két antigénkstd hely kialakitdsara képes protein
(csDb-CEAGal), valamint CEA és E. coli PB-galaktozidaz elle-
ni “dimerizaldodéd bispecifikus antitest-fragmentumok”
(“diabodies”; CEAGél) f-galaktoziddz-koncentrald képességét
hasonlitottuk’ 6ssze, mlanyagfelszinhez kotoétt CEA-antigén
alkalmazasaval. Negativ kontrollként, BSA-val bevont mikro-

titrdld lemezeket alkalmaztunk.
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A 7. abran lathaté grafikonon, emlés sejtekkel
szekretaltatott scDb-CEAGal-molekuldk 4&ltal CEA-antigénnel
bevont mikrotitraldé lemezeken koncentralt pB-galaktozidaz
mennyiségét abrazoltuk, kilénbéz8 mennyiségl scDb-CEAGal és
B-galaktozidadz alkalmazdsa mellett. Szubsztratként o-nitro-
fenil-B-D-galaktopiranozidot alkalmaztunk. Negativ kont-
rollként, BSA-val bevont mikrotitrdlé lemezek szolgaltak.

A 8.A abran LoVo-sejtek pusztulasat &brazoltuk, a ta-
lalmdny szerinti egy lancu, két antigénkotd hely kialakita-
sadra képes protein (scDb), f-galaktozidaz (B-Gal), dauno-
mycin B-D-galaktopiranozid (prodrog) és/vagy daunomycin
(drog) Jjelenlétében.

A 8.B abran CEA-negativ sejtvonal (AS549) alkalmazésa-

val végzett kontroll kisérlet eredményeit szemléltettiik.

1. példa

Egy lancu, két antigénkdétd hely kialakitasara képes

protein eldallitédsa, és expresszdltatadsa baktériumokban

Az egy léancu, két antigénksétd hely kialakitidsara ké-
pes protein eldallitdsat a karcinoembrionalis antigént
(CEA) és E. coli B-galaktozidazt felismerd protein eldalli-
tdsan keresztil szemléltetijiik.

A kévetkezd DNS-szekvencidkat kapcsoltuk Ossze, 5'-
3’ -iradnyba haladva:

LacZ-prombéter;
bakteriadlis riboszémakdtd struktura (AAGGAG) ;
bakteridlis peIB-szigndlszekvencia [Power és

mtsai.: Gene 113, 95 (1992)];
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anti-CEA-ellenanyag VH-doménja [Kontermann és

mtsai.: Immunotechnol. 3, 137 (1897)];

linker: GGGS [Kontermann és mtsai.: (1997)1;
anti-f-galaktozidaz ellenanvag VL-doménija
(Kontermann és mtsai.: (1997)1];

kapcsold peptid (P): GGGGSGGRASGGGGS;

anti-B-galaktozidaz ellenanyag VH-doménja
(Kontermann és mtsai.: (1997)]:

linker: GGGGS;

anti-CEA-ellenanyag VL-doménja [Kontermann é&s
mtsai.: (1997)];

9El10-ellenanyag Myc-epitépja: EQKLISEEDLN
[Munro & Pelham: Cell 46, 291 (1986)];

polihisztidin: HHHHHH, az IMAC-eljarassal (im-

mobilizalt fém-affinitdsos kromatogréfiaval; “immobilized
metal affinity  chromatography”) torténd tisztitdshoz
(Kontermann és mtsai.: (1997)].

A konstrukcié egyes Osszetevdit megfeleld restrikcids
helyek alkalmazasaval végeztiik, amelyeket PCR-amplifikacié-
val hoztunk 1létre a kiloénboz8 DNS-szekvencidk végein
[Kontermann és mtsai.: Immunotechnol 3, 137 (1997)].

Az Osszekapcsolast az egyes restrikcids helyekre spe-
cifikus, szakember szamAra ismert enzimek, és DNS-ligazok
alkalmazasdval végeztiik. Ezek az enzimek a kereskedelemben
hozzaférhet86k. A konstrukcidét pABl-jelzésti bakterialis
expresszidés vektorba klénoztuk [Kontermann és mtsai.:

(1997)1.
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A klbnozast a LMB2- és LMB3- (Kontermann R.E.: (1997)
(Ldsd fent)], valamint az alabbi lancindité oligonukleo-
tidok alkalmazasaval végeztiik:

VK-NotFor: 5’- TTG TTC TGC GGC CGC CCG TTT CAG CTC
CAG CTT GGT GCC AGC ACC -3';

csDB-AscBack: 5’- TGC ATG CTA GGG CGC GCC TCG GGC GGA
GGT GGC TCA CAG GTG CAG CTG GTG CAA TCT GG -3’;

scDB-AscForK: GCT CGG TAA GGC GCG CCC ACC GCT GCC ACC

GCC TCC ACC TAG GAC GGT CAG CTT GGT CCC

3"; és

pelB-Metminus: 5’- TTA CTC GCG GCC CAG CCG GCC ACG
GCC CAG GT -3'.

EbbSl a célbdl, a VHB-VLA- (1. fragmentum) és VHA-
VLB- (2. fragmentum) fragmentumokat a CEAGal “dimerizalodéd
bispecifikus antitest-fragmentum” alapjan [Kontermann R.E.:
(1997)1, az IMB2- és IMB3-jelzésd lancindité oligo-
nukleotidok alkalmazdsaval amplifikdltuk, és gélen tiszti-
tottuk. Ezutédn, az 1. fragmentumot a VK-NotFor é&s scDb-
AscBack lancindité oligonukleotidok alkalmazasaval amplifi-
kaltuk, midltal ahhoz AscI-helyet és a linker 7 aminosavat
adtuk hozzad. A 2. fragmentumot az IMB3 és scDb-AscFori
lancindité oligonukleotidok alkalmazasaval amplifikéaltuk,
mialtal ahhoz AscI-helyet és a linker 8 aminosavbél allé
részét adtuk hozza. A fragmentumokat AscI- és NotI-enzimek-
kel (az 1. fragmentum esetében) és SfiI- és AscI-enzimekkel
(a 2. fragmentum ésetében) emésztettilk, és a pABl-jelzésd
bakteridlis expressziés vektorba klénoztuk [Kontermann
R.E.: (1997)]. Az igy kapott inszert egy lancu polipeptidet

kodol, amelyben a VHA-VLB-fragmentum egy 15 aminosavbél al-
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16, GGGGSGGRASGGGGS-szekvenciaju linkeren keresztiil, VHB-
V0LA-fragmentummal kapcsolédik.

Ezutan, a plazmidot TGl-baktériumokba juttattuk, és
azokat szakember szdmara j6l1 ismert mddszerek szerint te-
nyésztettik [Konterman: (1997)].

A baktériumokat roncsoltuk, és az egy lancu, két an-
tigénkotd hely kialakitésdra képes proteineket immobilizalt
fém-affinitasos kromatografidval (IMAC-eljarassal) a peri-
plazmatikus térb&él tisztitottuk (Hochuli és mtsai.:
Bio/Techn. 6, 1321 (1988)]. Az eljaras részleteit
Kontermann és mtsai. ismertetik (1997).

A tisztitott protein molekulattmege SDS-poliakrila-
mid-gélelektroforézis és gélszlrés szerint, 60 kDa -nak
bizolnyult: Egy-egy liter baktérium-tenyészetbdl 200-300 ug
proteinmolekulat nyertiink. A baktériumokban expresszalta-
tott, egy lancu, két antigénkotd hely kialakitdsdra képes
protein ELISA-vizsgdlatban reagdlt a CEA- és f-galaktozi-
dadz-antigénekkel, és az o-nitrofenil pB-D-galaktopiranozid
szubsztrdt &talakulédsa azt jelezte, hogy az képes az enzim
mianyagfelszinhez kotott CEA-antigénen térténd lokalis fel-
halmozddasat eldidézni (6. &bra). Tovadbba, az egy 1lancy,
két antigénkété hely kialakitasdra képes protein képesnek
bizonyult él8 és fixadlt CEA-expresszalé LoVo-sejteket meg-
festeni, oly médon, hogy az a PB-galaktoziddz enzim sejteken
torténé koncentralddasat, és ezadltal, az 5-bromo-4-klér-3-
indolil P-galaktopiranozid (X-Gal) szubsztrat Aatalakitéasat
eredményezte. Ebben a kisérletben, LoVo-sejteket inkubal-

tunk a megfeleld antigénkotd protein 10 pg/ml koncentracid-



- 46 -

ja oldataval, 10 pg/ml B-galaktozidaz és X-Gal jelenlétében
(0,8 mg/ml szubsztrat, PBS-ben; valamint 3 mmél/l k&alium-
Fe(III)-cianid; 3 mmél/1l kdlium-Fe(II)-cianid]. A kiilénbozd
kontrollsejtek (A549, HEK293) vagy tyuktojas-lizozim és B-
galaktozidaz ellehi bispecifikus antitest-fragmentumok
[HELGal; Kontermann és mtsai.: (1997)] esetében festd&dés

nem volt észlelhetéd.

2. példa

Egy lancu, két antigénkstd hely kialakitasara képes

protein expresszdltatdsa eukariota sejtekben

Eukariota sejtekben torténd expresszaltatasra, az egy
lancu, két antigénkété hely kialakitdsdra képes protein ké-
dold régidéjat eukariota expresszids vektorba (pSecTagh;
Invitrogen) kldénoztuk, 1wUgy, hogy a bakteridlis szignal-
szekvenciat a vektorban mar Jjelen 1lévé8 Ig-k -szignal-
szekvencia helyettesitse.

Ehhez, az egy l&ncu konstrukcibét az LMB2 és pelB-
Metminus lé&ncindité oligonukleotidok alkalmazdsaval ampli-
fikaltuk, midltal a peIB-vezetd-szekvencidban (a 21. pozi-
ciéban) taldlhaté metionint treoninnal helyettesitettiik.
Ezutdn, a nukleinsav-szekvenciat SfiI- és EcoRI-enzimekkel
emésztettik, és pSecTagA-vektorba klénoztuk. Az érett, egy
lancu antigénkété protein 7 tovabbi aminosavat tartalmaz
(AAQPATA) a VHA-domén N-termindlis végén.

A plazmiddal tranziens mbédon eukariota HEK 293-
sejteket transzfektaltunk, Lipofectamin alkalmazéséval

(Gibco) . Stabil sejteket szelektaltunk zeocin jelenlétében.
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Az 1igy kapott sejtek alkalmazasaval, immunfluoreszcens el-
jarassal kimutathatdé volt az endoplazmatikus retikulum (ER)
és a Golgi-apparadtus festddése. Tovabba, kimutathatd volt
az egy lancu, két antigénkotd hely kialakitdsara képes pro-
tein szekréciéja, amely immunprecipitaciés eljarassal, 3°s-
Met-jeldlt sejtek feliiluszéjabdél 60 kDa proteinként preci-
pitalédott, valamint immobilizalt fém-affinitasos kromatog-
rafiaval (IMAP—eljéréssal) abbél tisztithatd volt. A tisz-
titott protein funkciondlisan aktivnak bizonyult B-
galaktozidazzal és CEA-antigénnel bevont mikrotitrald leme-
zek alkalmazasaval végzett kotddésvizsgalatban, és képesnek
bizonyult PB-galaktoziddz mdanyagfelszinhez kotdtt CEA-
antigénen térténd lokalis felhalmozodasat eldidézni (7. ab-

ra).

3. példa

Lokalis enzimfelhalmozd képesség in vitro vizsgdalata,

egy lancu, két antigénkdétd hely kialakitidsdra képes prote-

int szekretald sejtekkel toérténd egyiitt tenyésztéssel

A lokalis enzimfelhalmozé képesség in vitro vizsgala-
tat oly mbébdon végeztilk, hogy az egy lancui, két antigénkotd
hely kialakitésadra képes proteint termeld HEK293-sejteket
és CEA-pozitiv LoVo-sejteket egylitt tenyésztettiink. Ehhez,
eldszdér a talalmany szerinti proteint termeld sejteket
LoVo-sejtekkel tenyésztettilk Transwell sejttenyésztd edé-
nyekben (Costar), amelynek mélyiiletei ugy vannak kialakit-
va, hogy azokban a két sejtvonalat egy membran valassza el

egymastél. Két nap elteltével, PB-galaktozidazt adtunk a
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sejtekhez (10 pg/ml koncentraciéban), és az enzim lokalis
koncentralédasat az X-Gal-szubsztrat hozziadasaval kimutat-
tuk. Az egy lancu, két antigénkstd hely kialakitasara képes
proteint termeld sejtekkel torténd egyiitt tenyésztéskor
specifikus festdédés volt megfigyelhetd, mig nem-transzfek-
talt HEK293—sejtek alkalmazasaval végzett kontrollkisérle-
tekben nem volt festddés kimutathato.

Ugyancsak negativnak bizonyultak azok a kisérletek,
amelyekben a LoVo-sejteket A549-sejtekkel (CEA-negativ sej-
tekkel) helyettesitettiik, vagy amelyekben az egy lancu, két
antigénkoté hely kialakitdsara képes proteint termeld sej-
teket enzimmel és szubsztrattal inkub&dltuk. Az utébbi ki-
sérletek azt bizonyitjdk, hogy az egy lancu, két antigénks-
té hely kialakitdsara képes proteint termeld sejtek o&nma-
gukban nem képesek az enzim megkdtésére.

Tovabbi kisérletekben, az egy lancu, két antigénkstd
hely kialakitésdra képes ©proteint szekretaldé HEK293-
sejteket és LoVo-sejteket tenyésztettiink egylitt kdzvetle-
nil, a kioltasndl 1:4-1:24 arany alkalmazisa mellett. Hogy
a HEK293-sejteket a LoVo-sejektdl meg tudjuk kiilénbdztetni,
az eldbbieket a LoVo-sejtek hozziadidsat megeldz8en CM-Dil-
festékkel (vordés fluoreszcencidt eredményezd festékkel)
megfestettik (Molecular Probes). Két nap mulva, a sejtekhez
B-galaktozidazt adtunk (10 pg/ml), majd a sejtekhez térténd
kotddést X-Gal-szubsztrat (10 pg/ml) hozzaadasaval, vala-
mint direkt immunfluoreszcens eljaradssal, anti-f-galaktozi-
daz ellenanyag (Biotrend) alkalmazasaval kimutattuk. Ezek a

kisérletek szintén azt igazoltdk, hogy az enzim specifikus
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médon a LoVo-sejteken halmozdéddott fel, mig a HEK293-sejtek
nem festddtek. Nem-transzfektalt HEK293-sejtekkel végzett
kontrollkisérletek ugyancsak negativnak bizonyultak. A fen-
ti kisérletek azt bizonyitjdk, hogy az egy léncu, két anti-
génkétd hely kialakitdsdra képes protein specifikus és sze-
lektiv mébdon képes tumorsejtek felismerésére.

Tovabbi kisérletekben, a nem-toxikus dunomycin B-D-
galaktopiranozid citotoxikus daunomycinné torténd Aatalaki-
tasat wvizsgaltuk. Ezt oly médon végeztiik, hogy LoVo-
sejteket egy éradn at, tisztitott egy léncu, két antigénkstd
hely kialakitdsdra képes proteinnel inkubdltunk (10 pg/ml),
majd tovabbi egy 6radn 4&t, 37 °C-on, PB-galaktozidazzal
(1 pg/ml) és daunomycin B-D-galaktopiranoziddal (2 umél/1)
inkubdltunk, és az anyag autofluoreszcenciadja alapjan kimu-
tattuk a keletkezd daunomycint, amely specifikus médon a
magokban lokalizél@dik; eredményeinket Osszehasonlitottuk
daunomycinnel végzett kodzvetlen inkubdlassal kapott festd-
déssel. Egy léncu, két antigénkstd hely kialakitasara képes
protein vagy B—galaktozidéz hiadnyaban, valamint kontroll-
sejtek (HEK293; egy léancu, két antigénkdtd hely kialakita-
sara képes proteint termeld HEK-sejtek) alkalmazdsaval mag-
festédés nem volt észlelhets. Ezen kisérletek szerint, az
egy lancu, két antigénkstd hely kialakitédsadra képes protein
képes enzim lokédlis felhalmozdédasat eldidézni a tumorsejte-
ken, és az enzim alkalmazdsaval valamely nem-toxikus
prekurzor toxikus hatdanyaggd alakithatéb.

Tovabbi kisérletekben azt szemléltettiik, hogy ez a

hatas kihaszndlhaté tumorsejtek specifikus elpusztitésara.
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Ehhez, LoVo-sejteket inkubaltunk 96-mélyiileti lemeze-
ken egy léancy, két antigénkotd hely kialakitdsadra képes
protein (10 ug/ml) jelenlétében, majd dunomycin B-D-
galaktopiranoziddal (5 pumél/1), 1 oéran at, 37 °C-on. A sej-
tek pusztulasat 2 nap elteltével vizsgaltuk, WST-teszt al-
kalmazasaval (Boehringer Mannheim) (8. 4bra). Azt taldltuk,
hogy a prodrog (a toxikus hatdanyag prekurzordnak) droggé
(toxikus hatdanyaggd) torténd atalakitasa koriilbeliil ugyan-
olyan mértékil sejtpusztulast eredményezett, mint maganak a
drognak az alkalmgzésa. Valamelyik komponens hidnyéaban,
vagy CEA-negativ AS549-sejtek alkalmazdsakor lényegében sem-

milyen hatds nem volt észlelhet8 (8.B &abra).

4. példa

Konstrukcidk el&dllitdsa egy lancu, két antigénkotd

hely kialakitéséara képes protein intracelluléris

expresszaltataséra

Az egy lancuy, két antigénksétd hely kialakitdsara ké-
pes protein intracelluldris expresszaltatadsara, az egy lan-
cu, két antigénkétd hely kialakitdsara képes protein génjé-
nek megfeleld DNS-t kilénbdzé lancindité oligonukleotidok
alkalmazasaval amplifikaltuk:

Transzmembrédn-domént hordozdé egy lanci, két an-
tigénkoétd hely kialakitasara képes proteint (TM-scDAP) ké-
dold DNS el&allitésa

Transzmembran-domént hordozé egy lancd, két antigén-
k&td hely kialakitédsdra képes proteint kédold DNS-t olyan

lancindité ocligonukleotid alkalmazasaval hoztunk létre,
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amely a PDGFR transzmembran-domén (LPFKVVVISAIIALVVLTII-
SLIILIMLWQOKKPRYES) inszertdldédasdt eredményezi a gén 3’/-
végén.

Az endoplazmatikus retikulumban 1lokalizalédé
egy lancu, két antigénksétd hely kialakitasara képes prote-
int (ER-scDAP) kédolé DNS-szekvencia elBallitasa

A fenti szekvenciat olyan lancindité oligonukleotid
alkalmazasaval allithatunk eld, amely ER-retenciés szignal
(SEKDEL) inszert&ldédasat eredményezi a gén 3'—végére.‘

A citoplazméban lokalizdldédd egy léncu, két an-
tigénkdétdé hely kialakitasadra képes proteint (cyto-scDAP)
kd6dold DNS-szekvencia el&allitéasa

Erre a célra olyan lancindité oligonukleotidot alkal-
mazunk, amely a gén 5’-végén taldlhatd szignalszekvencia
metioninnal, és a transzlacié optimalis meginditasat lehe-
tévé tevd Kozak-szekvencidval térténd helyettesitését ered-
ményezi.

A magban lokalizalédéd egy lancu, két antigénks-
té hely kialakitdsadra képes proteint (nuc-scDb) kédoléd DNS-
szekvencia eldallitéasa

Ehhez olyan 1léncindité oligonukleotidokat alkalma-
zunk, amely a gén 5’-végén taldlhatdé szignalszekvencia
metioninnal, és a ﬁranszlécié optimalis meginditédsat lehe-
tévé tevd Kozak-szekvenciaval tdrténé helyettesitését, to-
vabba, a gén 3’'-végén nuklearis 1lokalizacidés szekvencia
(PKKKRKVGGGT; a nukledris lokalizacidés szekvenciat alahu-

zassal jeloltik) inszertalddasat eredményezi.
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Ezeket a fragmentumokat megfeleld eukariota expresz-
sziés vektorokba klénozzuk (pSEcTagA, pcDNA3; Invitrogen) .
Ezutan, a kapott konstrukciékkal [TM-scDAP, ER-scDAP, cyto-
scDAP, nuc-scDAP és sec-scDAP (szekretalt protein; lasd 2.
példa)] tranziens médon eukariota sejteket (3T3) transzfek-
taltunk, és az expresszalédott protein lokalizacidjat
immunfluoreszcens eljarassal, anti-Myc-epitdép ellenanyagok
alkalmazdsaval vizégéltuk. A sec-scDAP-, ER-scDAP- és TM-
scDAP-konstrukcidk esetében a szekretoros uUtra tipikus fes-
tédés volt kimutathatd, mig a cyto-scDAP-konstrukcid eseté-
ben diffuz lokalizacidé volt megfigyelhetd a citoplazméban,

mig a nuc-scDAP esetében a magban volt festddés észlelhetd.
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. Egy lancu, tobb antigénkdtd hely kialakitéséra ké-
pes molekula, amely tartalmazza a k&évetkezd komponenseket:

a) egy elsé (A) specifitdsu immunglobulin nehéz lanc
variabilis doménjat (VH), vagy annak funkcionalis részeit;

b) egy masodik (B) specifitdst immunglobulin kénnyd
lanc varidbilis doménjat (VL), vagy annak funkciondlis ré-
szeit;

c) a (B)-specifitasu immunglobulin nehéz lanc varidbi-
lis doménjat (VH), vagy annak funkcionalis részeit; vala-
mint

d) az (A)-specifitdsi immunglobulin kénnyd lanc varia-
bilis doménjat (VL), vagy annak funkciondlis részeit;

amelyben a VH- és VL-doménok VH-VL- vagy VL-VH-
konstrukcié formd&jaban vannak &sszekapcsolva, és a két VH-
VL-konstrukcié egy peptiden (P) keresztiil wvan &sszekdtve
egymassal.

2. Az 1. igénypont szerinti egy lancui, tébb antigén-
kotd hely kialakitdsara képes molekula, amely kettdnél tdbb
VH-VL-konstrukcidét tartalmaz.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti egy lancu, toébb
antigénkotd hely kialakitdsara képes molekula, amelyben a
VH-VL-konstrukcidék az azonos specifitidsu doménokon keresz-
til vannak Osszekapcsolva egyméssal.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti egy léncu,
tobb antigénkdtd hely kialakitdsdra képes molekula, amely-

ben a az (A) és (B) specifitasok lényegében azonosak.



5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti egy léancuy,
toébb antigénkétd hely kialakitdsdra képes molekula, amely-
ben a VH- és VL-doménok peptid kapcsolé szekvencian
(peptidlinkeren; L) keresztil vannak 6sszekapcsolva VH-L-
V3L- vagy VL—L—VH—kdnstrukgié form&jaban.

6. Az 5. igénypont szerinti egy lancd, tsbb antigén-
ko6td hely kialakitédsara képes molekula, amely linkerként
(L) mintegy 1-20 aminosav hosszusagu, eldnydsen, 1-5 amino-
sav hosszlsagu szekvenciat tartalmaz.

7. Az 5. igénypont szerinti egy lancu, tébb antigén-
kotd hely kialakitdsara képes molekula, amely linkerként
(L) GGGGS aminosav-szekvenciat tartalmaz.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti egy lancu,
tébb antigénkotd hely kialakitasara képes molekula, amely
peptidként (P) mintegy 12-40 aminosav hosszusagu, eldnys-
sen, mintegy 12-20 aminosav hosszusagu, még eldnydsebben,
mintegy 14 aminosav hosszlisagui szekvenciat tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti egy lé&ncui, tébb antigénks-
td hely kialakitadsdra képes molekula, amely peptidként (P)
GGGGSGGRASGGGS vagy GGGGSGGRASGGGGS aminosav-szekvenciéat
tartalmaz.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti eqgy lan-
cu, tobb antigénksté hely kialakitdsara képes molekula,
amely tovabbi komponensként egy vagy tobb effektort (E) is
tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti egy léancu, tébb antigén-

k6td hely kialakitdsdra képes molekula, amelyben az
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effektor Osszekétd szekvencian (B) keresztiil van a moleku-
ldhoz kapcsolva.

12. A 11. igénypont szerinti egy lanci, tobb antigén-
kotéd hely kialakitasadra képes molekula, amely Osszekdtd
szekvenciaként (B) protedz hasitdsi helyet magaban foglaléd
szekvencidt, eldénySsen, PSA (prosztata-specifikus antigén),
katepszin, plazminogén és/vagy plazminogén aktivator &ltal
felismert hasitdsi szekvenciat tartalmaz.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti egy lan-~
cli, tobb antigénkotd hely kialakitdsdra képes molekula,
amelyben az elsd (A) specifitds egy analizaland® molekuléa-
val szemben, a ma&sodik (B) specifitéds valamely analittal
szemben irényul.

14. A 13. igénypont szerinti egy lancu, tdbb antigén-
koté hely kialakitdsdra képes molekula, amelyben a (B)
specifitas radioaktiv molekuléval, fluoreszcens molekulaval
és/vagy enzimmel siemben iranyul.

15. A 10-12. igénypontok barmelyike szerinti egy lan-
ci, tobb antigénkstd hely kialakitdsdra képes molekula,
amelyben az elsé (A) specifitds egy analizalandé molekula-
val szemben, a masodik (B) specifitds egy tovabbi analiza-
landé molekuldval szemben iranyul, és az effektor (E)
analit.

16. A 15. igénypont szerinti egy lancui, t6bb antigén-
kétd hely kialakitdsara képes molekula, amelyben a (B)
specifitds radioaktiv molekula, fluoreszcens molekula

és/vagy enzim természetd analittal szemben iranyul.
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17. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti egy léan-
ci, tobb antigénkotdé hely kialakitidsdra képes molekula,
amelyben a peptid (P) és/vagy effektor (E) fuziogén pepti-
det tartalmaz.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti egy lan-
cli, tobb antigénksté hely kialakitidsara képes molekula,
amelyben az elsd§ (A) specifitéds célsejttel szemben, a maso-
dik (B) specifitas valamely vektorral szemben iranyul.

19. A 18. igénypont szerinti egy l&ncu, tébb antigén-
koté hely kialakitasdra képes molekula, amelyben a masodik
specifitas (B) nukleinsav, kationos peptid vagy protein,
kationos lipid, kationos polimer, kationos porfirin vagy
virusvektor - példaul adenovirus (AdV), adeno-asszocialt
virus (AAV), vacciniavirus, RSV, HSV, influenzavirus vagy
lentivirus vektorral szemben iranyul.

20. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti egy lan-
cu, tobb antigénkstd hely kialakitdsara képes molekula,
amelyben az elsé (A) specifitds sejtmembrdnnal szemben, k&-
zelebbrdl, limfocitdk, makrofagok, monocitédk, granulocitéak,
vérképzérendszeri éejtek, endothelsejtek, simaizom-sejtek,
harantcsikoltizom-sejtek, hamsejtek, majsejtek, vesesejtek,
gliasejtek, a téamasztoszovetek sejtjei, tumorsejtek vagy
leukémiasejtek membranjaval szemben; vagy az extracelluléa-
ris méatrix, a komplement-rendszer, a véralvadasi rendszer,
a kininrendszer, a vérplazma vagy a témasztdészévet protein-
jeivel szemben; vagy citokinekkel vagy kemokinekkel szem-
ben; vagy endogén vagy exogén toxinokkal szemben; vagy gyd-

gyaszati hatéanyagpkkal, példaul digitédlisz eredetd haté-
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anyaggal szemben; és/vagy koérokozdkkal, példaul bakteria-
lis, virédlis és/vagy parazita kérokozdkkal szemben irdnyul.

21. Az 1-12. és 20. igénypontok barmelyike szerinti
egy lancyi, tobb antigénkstd hely kialakitasara képes mole-
kula, amelyben a mésodik (B) specifitds sejtmembrannal
szemben, Kkozelebbrél, limfocitdk, makrofagok, monocitéak,
granulocitak membréanjaval szemben; citokinekkel, kemokinek-
kel vagy noévekedési faktorokkal szemben; a komplement-
rendszer proteinjeivel szemben; a véralvadéasi rendszer pro-
teinjeivel szemben; fibrinolitikus proteinekkel szemben;
enzimekkel szemben, amelyek gydgydszati hatdanyag (drog)
inaktiv prekurzordt aktiv - példaul citotoxikus hatasu -
hatdanyaggad (droggd) képesek &talakitani a célstrukturan;
peptidhormonokkal vagy szteroidhormonokkal szemben; immun-
globulin konstans doménjaval szemben; medidtorokkal, példa-
ul hisztaminnal, szerotoninnal, leukotriénnel, proszta-
ciklinnel vagy kininnel szemben; kérokozdkkal szemben; tu-
morsejtekkel szemben; endogén vagy exogén toxinokkal szem-
ben; vagy gyégyaszati hatdanyagokkal, példaul digitalisz
eredetl hatdanyaggal szemben iranyul.

22. Az 1-12., 20. és 21. igénypontok barmelyike sze-
rinti egy léancu, tobb antigénkétd hely kialakitéasara képes
molekula, amely effektorként (E) transzmembran-domént,
glikofoszfolipid-horgonyt, receptor ligandumkstd részét,
receptor ligandumdt vagy a ligandum receptorkétd szekvenci-
djanak reészletét, peptidhormont, citokint, novekedési fak-
tort, novekedési faktor inhibitort, kemokint, interferont,

medidtort, keringésre hatd peptidet, gydégyaszati hatdanyag
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(drog) inaktiv prekurzorat aktiv hatéanyagga (drogga) at-
alakitd enzimet, alvadasi folyamatot aktivald vagy gatld
proteint, fibrinolizist aktivadldé vagy gatld proteint, a
komplement-rendszert aktivaldé vagy gatld proteint, immun-
globulin egy vagy tobb konstans doménjat, citotoxikus pep-
tidet; mas egy léncu, egy vagy tdébb - eldnydsen, két - an-
tigén megk&tésére képes antigénkstd molekulat; tumor-
antigént vagy kérokozd antigénjét, példaul bakterialis an-
tigént vagy viralis antigént; cisztein-tartalmu peptidet;
és/vagy dimer- vagy multimer-képzé peptidet tartalmaz.

23. Nukleinsav, amely az 1-22. igénypontok barmelyike
szerinti egy lancu, tébb antigénkstd hely kialakitasara ké-
pes molekulédt kédol.

24. A 23. 1igénypont szerinti nukleinsav, amely 5’-
végén szigndl- vagy transzmembran-szekvenciat kdédold nuk-
leotid-szekvenciat tartalmaz.

25. A 23. vagy 24. igénypont szerinti nukleinsav,
amely 5’-végén promdtert és/vagy aktivatort tartalmaz.

26. A 25. igénypont szerinti nukleinsav, amely sejt-
specifikus, sejtciklus-specifikus, anyagcseretermék-speci-
fikus és/vagy drog-specifikus médon aktivalhaté vagy
szupreszalhaté aktivatort tartalmaz.

27. A 23-26. igénypontok barmelyike szerinti nuklein-
sav, amely a startkéddon 5’-végén GCCACC vagy GCCGCC szek-
venciat tartalmaz.

28. Vektor, .-amely a 23-27. igénypontok barmelyike

szerinti nukleinsavat tartalmaz.
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29. A 28. igénypont szerinti vektor, amely viralis
vagy nem-viralis vektor.

30. A 29. igénypont szerinti vektor, amely kationos
lipid, kationos polimer, kationos peptid vagy kationos por-
firin természetd nem-viralis vektor.

31. Sejt, amely a 23-27. igénypontok barmelyike sze;
rinti nukleinsavat vagy a 28. vagy 29. igénypontok szerinti
vektort tartalmaz.

32. A 31. igénypont szerinti sejt, amely bakteriélis,
élesztd-, rovar- vagy emldés sejt.

33. A 32. igénypont szerinti emlds sejt, amely
limfocita, makrofag, gliasejt, hamsejt, majsejt vesesejt,
csontveldsejt, endothelsejt, simaizomsejt vagy harantcsi-
koltizom-sejt vagy fibroblaszt.

34. Eljaras egy léancu, tébb antigénksdtd hely kialaki-
tasara képes molekula eldallitasara, azzal jellemezve, hogy
a 31. vagy 32. igénypont szerinti sejtet tenyésztijiik, és az
expresszalédott terméket kivant esetben izolaljuk.

35. Gydgyaszati készitmény, amely 1-12. és 17-22.
igénypontok barmelyike szerinti egy lancu, tobb antigénkstd
hely kialakitéséra'képes molekulat; 23-27. igénypontok bar-
melyike szerinti nukleinsavat; 28-30. igénypontok barmelyi-
ke szerinti vektort; vagy 31-33. igénypontok barmelyike
szerinti sejtet tartalmaz.

36. Diagnosztikai segédanyag, amely 13-16. igénypon-
tok barmelyike szerinti egy lancu, tébb antigénkotd hely

kialakitasdra képes molekulat tartalmaz.



37. Az 1-22. igénypontok barmelyike szerinti egy lan-
cli, tobb antigénkstd hely kialakitisara képes molekula, a
23-27. igénypontok barmelyike szerinti nukleinsav, a 28-30.
igénypontok barmelyike szerinti vektor vagy a 31-33. igény-
pontok barmelyike szerinti sejt alkalmazasa onkoldégiai kér-
képek, autoimmun betegségek, gyulladassal Jjard kérképek,
Vér—rendellenességék - példaul véralvadasi és/vagy keringé-
si rendellenességek -, idegrendszeri rendellenességek és/-
vagy fertdzd betegségek terdpidjara, megeldzésére vagy di-

agnbéziséra.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

)

dr. Pethd \Arpad

Feldimw
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