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A talalmany targyat CASB6l8-polipeptidek és poli-
nukleotidok, illetve az ilyen polipeptidek rekombinéns el-
jarasokkal torténd eld4llitasara szolgadld eljarasok képe-
zik. A taladlmany targyat képezik tovadbba CASB618-poli-
peptideken és polinukleotidokon alapulé diagnosztikai elja-
rasok, és rakos megbetegedések - konkrétan petefészek és
vastagbél rékos megbetegedégé}e, autoimmun betegségek, és

hasonld esetek - megeldzésére és terdpids kezelésére szol-

gald eljarasok.
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Uj vegyiiletek

A talalmény targyadt polinukleotidok (a tovéabbiakban
CASB618 polinukleotidok), ezek altal kdéddolt polipeptidek (a
tovabbiakban CASB618 polipeptidek), rekombindns anyag és
ezek eldallitasara szolgald eljaras képezi. A talalmany egy
masik szempontja szerint, a taldlmény targyat képezik ilyen
polipeptidek és polinukleotidok alkalmazasara szolgald el-
jarasok - ideértve a rakos megbetegedés, konkrétan vastag-
bélrak és autoimmun betegségek, és hasonld &allapotok keze-
lését. A taldlmany egy tovabbi szempontja szerint a taldl-
many targyat olyan eljarasok képezik, amelyek a taldlmany
targyat képezd vegylletek alkalmazdsaval agonistak és
antagonistak/inhibitorok azonositasara, és az azonositott
vegylletekkel CASB6l18-polipeptid egyensulyhiadnyaval kapcso-
latos allapotok kezelésére szolgalnak. A taldlmany egy to-
vabbi szempontja szerint, a talalmany targyat a nem megfe-
leld CASBo6l8-polipeptid-aktivitédssal vagy szintekkel &ssze-
fuggésbe hozhatd betegségek kimutatasara szolgdld diagnosz-

tikai eljarasok képezik.

Aktaszamunk: 95231-5895/SG
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A talalmany szerinti polipeptidek és polinukleotidok
feltehetden a tumorok elleni specifikus megeldzé vagy keze-
lési vakcindléasban fontos immunogének, miutan tumorokban
ezek a polipeptidek és polinukleotidok specifikusan
expresszalddnak vagy messze tulexpresszalddnak a normdlis
sejtekben tapasztaltakhoz képest. Ennélfogva e polipeptidek
és polinukleotidok a tumorseijt pusztulasahoz vezetd anti-
gén-specifikus immunmechanizmusokkal célbavehetdk. E poli-
peptideket és polinukleotidokat tumorsejtek el8forduléasénak
diagnosztizalasara is alkalmazni 1lehet. Tovabba, e poli-
peptidek és polinukleotidok bizonyos koriilmények kozott be-
kovetkezd nem megfeleld expresszidja autoimmunvalasz - nem
megfeleld immunvdlasz - 1induké&lasat okozhatja, amelyet
ugyanezen polipeptidek és polinukleotidok alkalmazasaval
torténd megfeleld vakcindlassal korrigdlni lehet. sok képe-
zik. A taladlmany eqgy masik szempontja szerint, a talé&lméany
targyat képezik 1ilyen polipeptidek és polinukleotidok al-
kalmazasara szolgdld eljarasok - ideértve a rakos megbete-
gedés, konkrétan vastagbélrdk és autoimmun betegségek, és
hasonldé allapotok kezelését. A talalmany egy tovabbi szeﬁ—
pontja szerint a taldlmény té&rgyat olyan eljaréasok képezik,
amelyek a talalmany térgyat képezd vegyliletek alkalmazasa-
val agonistak és antagonistdk/inhibitorok azonositasara, és
az azonositott vegyliletekkel CASB618 polipeptid egyensuly-
hianyaval kapcsolatos &llapotok kezelésre szolgdlnak. A ta-
lalmany egy tovabbi szempontja szerint, a talalmany targyat
a nem megfeleld CASB618 polipeptid-aktivitassal vagy szin-

tekkel 0Osszefliggésbe hozhatd betegségek kimutatdsara szol-
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gadld diagnosztikai eljardsok képezik. Ebben a vonatkozasban
a talalmany targyat keépezd polipeptid szamunkra leginkabb
megfeleld bioldgial tulajdonsdgai a polipeptid antigénikus
€s immunogén aktivitdsa. A taldlmény targyat képezd poli-
peptid mutathatja a CASB618 polipeptid legaldbb egy masik
olyan bioldgiai aktivitédsat is, amely miatt e polipeptid -
az 1lmmunterapias alkalmazastdl eltérd - gydgyaszati vagy
megeldz8 beavatkozasokra alkalmas célla valhat.

A funkcionalis genomika joérészt nagy teljesitményi
DNS-szekvendlasi eljardsokon és sok, mostanadban elérhetd
molekularis bioldgiai adatbédzisokbdél a potencidlisan érde-
kes génszekvencidk azonositasat 1lehetdévé tevd kulonféle
bioinformatikali eszk6z6kon alapul. Konkrét szovettel vagy
élettani helyzettel kapcsolatos génekre nézve feldusitott
cDNS-konyvtarakat eld lehet &llitani a mostandban kifej-
lesztett szubtraktiv klénozd eljarasokkal. Tovabbéa, csak
kizardlag bizonyos szovetekbdl elddllitott kodnyvtarakban
megtalalhatd cDNS-eket megfeleld elektronikus szlirdvizs-
galati eljarasok alkalmazasaval azonositani lehet. Nagytel-
jesitményl, genomon vagy géneken alapuld bioldgiai mdédsze-
rek Uj megkozelitéseket szolgaltatnak olyan célgének azono-
sitasara és klonozasara, amelyek alkalmasak bizonyos beteg-
ségek - példadul rak és autoimmunitéds - immunvalasz kivaltéa-
sa utjan torténd megelbzésére vagy vakcinadk alkalmazasaval
végzett kezelésére.

A talalmany elsd szempontja szerint, a taldlmany tar-
gyat CASB618 polipeptidek képezik. E peptidek kozé tartoz-

nak az olyan izoldlt polipeptidek, amelyek aminosav-
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szekvenciaja a szekvencialistadban 2. azonositdszamon meg-
adott aminosav-szekvencidval, a szekvencialistaban 2. azo-
nositészamon megadott szekvencia teljes terjedelmére nézve
legalabb 70%-ban azonosak, eldnydsen legaldbb 80%-ban azo-
nosak, eldnydsebben legaldbb 90%-ban azonosak, még eldnyd-
sebben legalabb 97%-ban azonosak, legelénybsebben legalabb
97-99%-ban azonosak. E ©polipeptidek k&zé tartoznak a
szekvencialistaban 2. azonositdszadmon megadott aminosav-
szekvenciat tartalmazd polipeptidek.

A talalmany targyat képezd tovabbi peptidek magukban
foglaljak az olyan izoldlt polipeptideket, amelyek amino-
sav-szekvencidja a szekvencialistédban 2. azonositdszamon
megadott aminosav-szekvenciaval, a szekvencialistaban 2.
azonositdszamon megadott szekvencia teljes terjedelmére
nézve legalabb 70%-ban azonosak, elénydsen legalabb 80%-ban
azonosak, eldnybsebben legaldbb 90%-ban azonosak, még eld-
nyésebben legalabb 97%-ban azonosak, legeldnydsebben lega-
labb 97-99%-ban azonosak. E polipeptidek k&zé tartoznak a
szekvencialistéban 2. azonositészamon megadott szekvencia
szerinti polipeptidek.

A taladlmany targyat képezd tovabbi peptidek kdzé tar-
toznak a szekvencialistédban 1. azonositészamon megadott
szekvenciat tartalmazd polinukleotid &ltal kédolt, izolalt
polipeptidek.

A talalmany targya tovébba a CASB618 polipeptid olyan
immunogén fragmentuma, amely a szekvencialistédban 2. azono-
sitbészamon megadott aminosav-szekvenciat tartalmazéd poli-

peptid immunogén tulajdonsdgaival megegyezik, vagy ahhoz



hasonlé. Azaz, a fragmentum (amennyiben szilikséges vivs-
anyaghoz kapcsoltan) képes a CASB618 polipeptidet felismerd
immunvalaszt kivaltani. Ilyen immunogén fragmentum tartal-
mazhatja, példaul, az olyan CASB618 polipeptidet, amelybdl
az N-termindlis leader szekvencia, a transzmembrén domén,
vagy a C-terminalis horgonydomén (,anchor”) hiadnyzik. A ta-
léalmédny eldényds szempontja szerint a taldlmany téargyat ké-
pezd CASB618 immunogén fragmentum tartalmazza a szekvencia-
listdban 2. azonositészamon megadott aminosav-szekvenci-
aval, a szekvencialistdban 2. azonositdészamon megadott
szekvencia teljes terjedelmére nézve legaldbb 70%-ban azo-
nos, eldénydsen legalabb 80%-ban azonos, eldnybsebben lega-
labb 90%-ban azonos, még eldnydsebben legalabb 97%-ban azo-
nos, legeldénydsebben legaldbb 97-99%-ban azonos poli-
peptidnek lényegében az Osszes extracelluldris doménjét.

CASB618 valamely epitdpjat magaban foglald peptid-
fragmentumok jellemzden tartalmaznak a szekvencialistéban
2. azonositdészamon megadott szekvenciébél legaldbb 7, el&-
nyésen 9 vagy 10 egymashoz kapcsolddd aminosavat. E18nyds
epitépokat mutatunk be a szekvencialistdban 5-77. azonosi-
tdszamon megadott szekvencidkban.

Ezen epitdépokat magukban foglald peptidek képezik a
talalmény egy eldényds szempontjdt. A taldlmény targyat ké-
pezik tovabba az ezen epitdpokkal megegyezd Jellemzbkkel
biré mimotdépok, illetve ilyen mimotdpokat tartalmazd, a
CASB618 molekuldval kapcsolatos valamely epitdéppal kereszt-

reakcidt add immunvalaszt generild immunogének is.



A taldlmény targyéat képezik tehat ezen epitdpokat on-
magukban, 1illetve ezen epitdépok barmely mimotdpjat tartal-
mazd 1zolalt peptidek. A leirads szerinti értelemben a
mimotdép olyan egység, amely lényegét tekintve hasonlit a
nativ CASB618 epitdépjdhoz, igy a nativ molekulat felismerd
antitestek képesek ezeket felismerni [Gheysen, és mtsai,
,Synthetic peptides as antigens”, Ciba Foundation Symposium
119, 130-149, kiad.: Wiley, Chicester (1986); Gheysen, Mol.
Immunol. 23, 709-715 (1986)]; vagy - alkalmas vivdanyaghoz
kapcsoltan - képesek a nativ molekulaval keresztreakcidt
adé antitestek generdléasat kivéaltani.

Konkrét célokbdél, bizonyos kivalasztott aminosavak
addicidjaval, delécidjaval vagy szubsztitucidjival a fent
meghatadrozott epitdpok peptid mimotdpjait meg lehet tervez-
ni. Igy, a talalmany targyat képezd peptideket protein-
természetl vivdanyaghoz torténd konjugadcid megkonnyitése
céljadbol médositani lehet. Példaul, bizonyos kémiail konju-
gadlasi eljarasok szempontjdbdl kivanatos lehet az epitdpba
terminalis ciszteint beépiteni. Ezenfellil, proteintermésze-
td vivdanyaghoz konjugalt peptidek esetében kivéanatos lehet
a peptid konjugédlt szakaszatdl tavolabb esd8 hidrofdb sza-
kasz beépitése oly mdédon, hogy a peptid szabad, nem konju-
galt vége a viv&fehérje felszinével asszocidltan maradjon
meg. Ez csokkenti a peptid konformacids szabadsagfokat, és
igy novell annak valdszinlségét, hogy a peptidet olyan kon-
formaciéban mutassuk be, amely leginkédbb megkdzeliti a
peptidnek a teljes molekula viszonylatéban fennalld konfor-

macidjat. Példaul, a peptideket meg lehet valtoztatni ugy,



hogy az N-termindlis végén cisztein legyen és a C-
termindlison pedig hidrofdéb, amidalt farok. Esetleg, egy
vagy tobb aminosav D-szterecizomerje addicidéijaval vagy
szubsztitucidjaval hasznos szarmazékot - példaul megnodvelt
stabilitdsu peptidet - &llithatunk elé. A szakember szamara
nyilvanvalé, hogy az ilyen mddositott peptidek vagy mimo-
toépok nem feltétlen korlatozddnak a természetesen eldfordu-
16 20 aminosavra. Ezenfellil, e peptideket a technikaban is-
mert eljarasokkal gylirldvé lehet zarni abbdl a célbdl, hogy
a peptidet abba a konformacidba kényszeritsiik, amelyben a
peptidszekvencia leginkabb megkdzeliti a teljes molekula
altal biztositott kOrnyezetben fenndlld alakjat. A peptid
gydrdvé zarasanak eldényds eljérdsa kozé tartozik az egy
par, a diszulfidhid kialakulasat lehetdvé tevd cisztein
aminosav addicidja.

Tovabba, a szakember szdmara nyilvanvald, hogy a ta-
lédlmany szerinti mimotdépok vagy immunogének nagyobbak 1is
lehetnek, mint a fent meghatdrozott epitdpok, és mint ilye-
nek tartalmazhatjé&k a taldlmény targyat képezd szekvencia-
kat. Eszerint, a taldlmdny szerinti mimotdépok mindkét végii-
kon tartalmazhatnak szémos, természetes aminosavakbodl &llé,
hozzaadott N- és/vagy C-termindlis kiterjesztéseket. A
peptid mimotdpok a természetes szekvencidk retroszekvencidi
- azaz forditott orientacidju szekvenciadi - is lehetnek;
vagy esetleg a szekvencidk teljes egésziikben vagy legaléab-
bis részben &llhatnak D-sztereo aminosavakbél (inverz szek-
venciak). Emellett, a peptidszekvencidk tulajdonséagukra

nézve lehetnek retro-inverzek is, azaz amikor a szekvencia
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orientéacidja forditott és emellett az aminosavak D-sztereo-
izomerek. Az ilyen retro-inverz peptideknek példaul az az
elénye, hogy mivel a szervezet nem tekinti ezeket sajatja-
nak, ezzel legydzhetdk az immunrendszer autotolerancidja
(,self-tolerance”) okozta probléméak.

Esetleg, bizony eljarasok, mint példadul a fag-
prezentacids eljaras [EP 0552.267.Bl1 sz. eurdpal kozzététe-
1i irat] alkalmazasaval, peptid mimotdépokat azonosithatunk
olyan antitestek felhaszndliséval, amelyek képesek a taldl-
many szerinti epitdpokhoz Onmagukban kotddni. Ezen eljaréas-
sal nagyszami, a nativ peptid szerkezetét utanzd, és igy a
nativ peptid elleni antitesteket megkdtni képes peptid-
szekvenciak allithatdk eld, amely peptidszekvencidk oOnma-
gukban a nativ peptiddel nem sziikségszerilképpen homoldgok
jelentds mértékben. E megkozelités jelentds eldnydkkel bir-
hat, mivel lehetdvé teszi annak valdszinliségét, hogy foko-
zott immunogén tulajdonsdgu peptideket azonositsunk, illet-
ve legydzzink barmely, esetleg a sajatantigén-toleranciabdl
eredé - nativ peptidszekvénciékkal kapcsolatba hozhaté -
problémat. Ezenfelil, ezen eljaradas a felismert mimotdp-
szekvenciak kozott eldforduld kémiai tulajdonsagokat ille-
téen lehetdvé teszi az egyes nativ peptidek felismerési
mintazatanak azonositéaséat.

A peptid immunogén vivéanyaghoz torténd kovalens ko-
tése kivitelezhetd a technikéban ismertek szerint. Igy pél-
daul, kozvetlen kovalens kotés létrehozhatdé karbodiimid,
glutédraldehid wvagy (N-[y-maleimidobutiriloxi]~-szukcimid-

észter alkalmazasaval, illetve kereskedelmi forgalomban &l-
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talanosan beszerezhetd hetero-bifunkciondlis linkerek, pél-
daul CDAP és SPDP, segitségével (a gyartd utasitésait ko-
vetve). A kapcsoléasi reakcid utédn az immunogén dializissel,
gélszlréssel, valamilyen frakciondlasi eljarassal, stb.
konnyen izolalhatd és tisztithatd.

A taldlmény szerinti immunogénekben alkalmazott vivé-
anyagok tipusaili a szakember szamara ismertek. A vivéanyag
funkcibéja az, hogy citokinsegitséget biztositson a peptid
elleni immunvélasz indukdldsa eldmozditasa céljaboél. A ta-
lalmany szerinti megoldasban alkalmazhatdé vivBanyagok nem
teljes listéajéba tartoznak az aldbbiak: kirtéscsiga
(,keyhole limpet”) hemocianin (KLH), szérumalbuminok, mint
példaul borju-szérumalbumin (BSA), inaktivalt bakterialis
toxinok, mint példaul tetanusz vagy diftéria toxinok (TT és
DT), vagy ezek rekombinans fragmentumai (példaul, a TT ,C"-
fragmentumanak 1. doménije, vagy a DT transzlokdcids domén-
je), vagy a tuberkulin tisztitott fehérjeszarmazéka (PPD).
Mimotépokat vagy epitdpokat esetleg konjugadltathatunk koz-
vetlentul liposzdéma vivdanyagokhoz, amelyek az eddigieken
felill T-sejt segitséget biztositd immunogént is tartalmaz-
nak. A mimotdép és a vivdanyag aranya eldénydsen 1:1-t81
1:20-1g terjed, és minden egyes vivdanyag elénydsen 3-15
peptidet hordoz.

A talalmany egy megvaldsitasi moédja szerint eldnyds
vivéanyag a Haemophilus influenzae ,D” proteinje. A ,D”
protein a Haemophilus influenzae-b&l szarmaz6 IgD-koétd pro-
tein, amelyet a Forsgren szabadalmaztatott [WO 91/18926 sz.

nemzetkdzi kozzétételi irat; EP 0.594.610.B1 sz. eurdpai
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kozzétételi 1irat]. Bizonyos koériulmények kozott, példaul
rekombinans ilmmunogén expresszids rendszerekben, kivanatos
lehet a ,D” protein fragmentumait, példéul - a ,D” protein
N-terminalis 100-110 aminosavat tartalmazé - ,D 1/3.” pro-
teint [GB 9717953.5 sz. nagy-britanniai kodzzétételi irat],
alkalmazni.

A talalmany szerinti peptidek bemutatdsdnak masik
eldényds mbdédja rekombinans fuzids molekuldval kapcsolatos.
Péeldaul, EP 0.421.635B sz. eurdpai kozzétételi irat leirja
a kimérikus hepadnavirus ,core” antigén-részecskéinek al-
kalmazasat idegen peptidszekvencidk virusszerd részecskék
formajaban toérténd bemutatdsdra. Mint ilyen, a taldlmany
szerinti immunogének tartalmazhatnak hepatitis B ,core” an-
tigénbd&l &l16 kimérarészecskék 4&altal bemutatdsra keriild
peptideket. Ezenfellil, a rekombinans fuziésfehérje tartal-
mazhatja a taldlmdny szerinti mimotdpokat és emellett vala-
milyen viv&fehérjét, mint példaul az influenza virus NSl-e.
Barmilyen, a taladlmany részét képez&, rekombinansan
expresszalt fehérje, illetve az emlitett immunogént kédold
nukleinsav szintén a taldlmény egy szempontjat képezi.

A talalmany szerinti megolddsban alkalmazott pep-
tideket a technikdban ismert szilardfazisu szintézissel
kénnyen el lehet allitani. Alkalmas szintézisek végezhetdk
a ,T-BOC” vagy ,F-MOC” eljarédsokkal. Ciklikus peptideket
szintetizalhatunk a jél ismert ,F-MOC” eljarast és polia-
midgyantat alkalmazd szilardfdzisu szintézissel a teljesen
automatizalt berendezésben.‘Esetleg, a szakember jo6l ismeri

azokat a szikséges laboratériumi eljarédsokat, amelyekkel a
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folyamatot manuédlisan is el lehet végezni. A szildrdfazisu
szintézis mdédszereit és eljaradsait mar leirték [Atherton és
Sheppard, ,Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical
Approach” kiad.: 1IRL, Oxford University Press (1989)].
Esetleg, a peptideket rekombindns uton is eld lehet &allita-
ni. Ez esetben a mimotdpokat kddold nukleinsav-molekulédkat
baktérium- vagy emléssejtvbnalban expresszaljuk, majd az
expresszalt mimotépot tisztitjuk. Proteinek és peptidek
rekombindns uton torténd expresszidja a technikadban jo6l1 is-
mert, és le van irva ([Maniatis, Fritsch, és Sambrook, és
mtsai. ,Molecular Cloning, a Laboratory Manual”, kiad.:
Cold Spring Harbor, New York (1989)].

A taladlmadny szerinti polipeptidek vagy immunogén
fragmentumok lehetnek ,érett” protein forméjéban vagy ké-
pezhetik valamely nagyobb protein, példdul prekurzor- vagy
fuzidsfehérje, részét. Gyakran eldnyds, ha tovabbi szekré-
ciés vagy ,leader” szekvenciédkat, pro-szekvencidkat, a
tisztitast eldsegitd szekvenciakat - mint példaul tobb
hisztidin aminosavat - tartalmazé aminosav-szekvenciakat
vagy a rekombinadns el&allitds sorédn a stabilitds céljaira
szolgald tovabbi szekvenciakat 1is beépitiink. Tovabbéa, a
végsé molekula immunogén hatasat noveld exogén polipeptid
vagy lipid farok vagy polinukleotid-szekvenciék hozzaadéasa
is a talalmany targykorébe tartozik.

A taldlmény egy szempontja szerint, a taldlmdny tar-
gyat a talalmany szerintl polipeptidet, vagy annak fragmen-
tumat és kilonbozd alosztéalyokba sorolt immunglobulinok

(IgG, IgM, IgA, IgE) nehéz- vagy koénnydléanca konstans régi-
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0janak kulonbozd részeit tartalmazd fuzidsfehérijék képezik.
Immunglobulinként eldényds az emberi 119G, konkrétan IgGl,
nehézlancanak konstans régidéja, amely esetében a fuzid a
~hinge” régidban toérténik. A taldlmdny szerinti konkrét
megoldasban, az Fc részt egyszerlen Ugy téavolitjuk el, hogy
az ,Xa” véralvadasi faktor é&altal hasithatdé vagodhelyet épi-
tink be. Tovabbéa, a taldlmény targyat képezik e fuzids fe-
hérjék génsebészeti uton torténdé eldallitédsara szolgdld el-
jarasok, illetve e fehérjék alkalmazadsa diagnosztikai és
terapias célokra, és hatdanyagok tesztelésére. A taldlmany
tovabbi szempontja szerint, a taldlmany targyat e
fazidsfehérjéket ké6dold polinukleotidok képezik. Fuzids-
fehérje-technolédgidval kapcsolatos példdkat a W094/29458 és
W094/22914 sz. nemzetkdzi kozzétételi iratokban talalha-
tunk.

A fehérjék konjugdlhatdék kémiai eljarasockkal, vagy
rekombinans fuzidsfehérjeként lehet Sket expresszalni, ahol
a fuzid lehetdvé teszi, hogy valamely expresszids rendszer-
ben a proteint a nem fuziondltatott fehérjével Osszehason-
litva nagyobb mennyiségben allitsuk eld. A fuzibés partner
eldsegitheti T-helper-epitépok (immunolégiai fuzids part-
ner), elénydsen az emberi szervezet altal felismerhets T-
helper-epitépok, biztositasat, vagy hozzajarulhat a fehérje
- nativ rekombinans fehérjénél ~ nagyobb mennyiségben tor-
ténd expresszaladsdhoz (expresszié fokozas). A fuzids part-
ner elénydsen immunoldégiai fuzids partner és az expressziét

fokozd partner is egyben.
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Fuzidés partner lehet Haemophilus influenzae-b&l széar-
mazd D-protein és az influenzavirus nem strukturalis prote-
inje, az NS1 (hemagglutinin). Egy masik immunolégiai fuzids
partner az LYTA néven ismert protein. Eldényds a molekula C-
termindlis részének alkalmazasa. A lytA gén [Gene, 43, 265-
272 (1986)] altal koédolt, N-acetil-L-alaninamidéazt - amidéaz
LYTA-t - szintetizdld Streptococcus pneumoniae-bdl szarmazd
LYTA a peptidoglikan vaz bizonyos kotéseit specifikusan le-
bontdé autolizin. A LYTA protein C-termindlis doménje fele-
18s a kolinhoz vagy bizonyos kolinanaldgokhoz - mint példa-
ul DEAE - valdé affinitéasért. Ezt a tulajdonsagot aknaztak
ki a fuzidsfehérjék expresszidlasra alkalmas, E. coli C-
LYTA-t expresszald plazmidok kifejlesztésénél. N-termindlis
végliknél C-LYTA-fragmentumot tartalmazéd hibridfehérjék
tisztitasat mar korabban leirték [Biotechnology 10, 795-798
(1992)]. A LYTA molekula C-termindlis végén taldlhatd, a
178. aminosavnal kezd&ddé ismétldéds rész, példaul 188-305.
aminosavak, alkalmazasa is lehetséges.

A taldlmany tédrgyat képezik a fent emlitett
polipeptidek varidnsai 1is, amelyek a megfeleld konzervalt
aminosav-szubsztitucidk tekintetében eltérnek, azaz vala-
mely aminosavat masik, hasonld tulajdonsédgu amincsav he-
lyettesit. Jellemz86 szubsztitucidk lehetnek az Ala, Val,
Leu és Ile kozott; a Ser és Thr kozott; az Asp és Glu savas
aminosavak kozott; Asn és Gln kozott; és a bazikus Lys és
Arg aminosavak kozott; vagy az aromas Phe és Tyr kozott.
Kiiléndsen eldénydsek azok a variadnsok, amelyekben szémos, 5-

10, 1-5, 1-3, 1-2 vagy 1 aminosav-szubsztitucidk, delécidk,
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vagy addicidk, illetve ezek barmilyen kombindcidja taldlha-
to.

A taldlmany szerinti .polipeptideket barmilyen alkal-
mas eljarédssal eld lehet 4llitani. Ilyen polipeptidek le-
hetnek természetes kérllmények kozott eldforduld poli-
peptidek, rekombindns uton eldallitott polipeptidek, szin-
tetikus uton el&illitott polipeptidek, vagy ezen eljaréasok
kombinalasaval eldallitott polipeptidek. Ilyen polipeptidek
elSallitési eljaréasai a technikédban jél1 ismertek.

A talalmény egy tovabbi szempontja szerint, a talal-
many targyat CASB618 polinukleotidok képezik. Ilyen poli-
nukleotidok k&zé tartozd izolalt polinukleotidok a szek-
vencialistaban 2. azonoslitdszamon megadott aminosav-
szekvenciaval, a szekvencialistdban 2. azonositdészamon meg-
adott szekvencia teljes terjedelmére nézve legalabb 70%-ban
azonos, eldnydsen legalabb 80%-ban azonos, eldénydsebben le-
galabb 90%-ban azonos, még eldénydsebben legaldbb 95%-ban
azonos polipeptideket k&6dold nukleotidszekvenciat tartal-
maznak. Ennek értelmében, messze eldénydsek a legaldbb 97%-
ban azonos polipeptidek, mig azok, amelyek 98-99%-ban azo-
nosak ennél sokkal eldényosebbek, és azok, amelyek legalabb
99%-ban azonosak a legelénydsebbek. Tlyen polinukleotidok
kbzé tartozik a szekvencialistdban 2. azonositdszamon meg-
adott szekvencia szerinti polipeptidet kdédold, a szek-
vencialistdban 1. azonositdészamon megadott nukleotidszek-

venciat tartalmazd polinukleotid.
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A taladlmény szerinti tovabbi polinukleotidok kozé
tartoznak a szekvencialistdban 2. azonositdészamon megadott
szekvencia szerinti polipeptidet kédold nukleotid-
szekvenciaval, a teljes koédold régid tekintetében legaldbb
70%-ban azonos, eldénydsen legaldbb 80%-ban azonos, eldényd-
sebben legalédbb 90%-ban azonos, még eldnydsebben legalébb
95%-ban azonos nukleotidszekvenciat tartalmazd, izolalt
polinukleotidok. Ennek értelmében, messze eldnydsek a lega-
labb 97%-ban azonos polinukleotidok, mig azok, amelyek 98-
99%-ban azonosak, ennél sokkal eldnydsebbek, és a legeld-
nydsebbek azok, amelyek legaldbb 99%-ban azonosak.

A talalmany szerinti tovabbi polinukleotidok k&zé
tartoznak a szekvencialistédban 1. azonositdszamon megadott
szekvencia szerinti nukleotidszekvenciéval, a szekvencia-
listaban 1. azonositdszamon megadott szekvencia teljes ter-
Jedelmére nézve legalabb 70%-ban azonos, eldénydsen legaldbb
80%-ban azonos, eldénydsebben legaldbb 90%-ban azonos, még
elényosebben legalabb 95%-ban azonos nukleotidszekvenciat
tartalmazd, 1zo0lalt polinukleotidok. Ennek értelmében,
messze eldnydsek a legalabb 97%-ban azonos polinukleotidok,
mig azok, amelyek 98-99%-ban azonosak, ennél sokkal eldnyd-
sebbek, és a legeldnybsebbek azok, amelyek legaldbb 99%-ban
azonosak. Ilyen polinukleotidok kozé tartozik a szekvencia-
listaban 1. azonositdészamon megadett szekvencia szerinti
polinukleotid tartalmazdé polinukleotid mellett a szek-
vencialistaban 1. azonositdészamon megadott szekvencia sze-
rinti polinukleotid is. E polinukleotid alkalmas plazmidba

vagy rekombinans mikroorganizmus-eredetl vektorba beil-
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leszthetd és immunizédlésra alkalmazhatd [lédsd példéaul:
Wolff és mtsai., Science 247, 1465-1468 (1990); Corr és
mtsai., J. Exp. Med. 184, 1555-1560 (1996); Doe és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 8578-8583 (1996)]. A talal-
many targyat képezik az Osszes fent leirt nukleotid-
szekvenciaval komplementer polinukleotidok.

A talalmany térgya tovébbéd CASB618 polipeptid immuno-
l6giai fragmentuméat kédolé, a fentiekben meghatarozott
polinukleotid.

A szekvencialistéaban 1. azonositdészamon megadott
nukleotidszekvencia a Homo sapiens 15. kromoszéma 163 P 10
klén, 15-6s szakaszénak térképével (kataldgusszam:
GB_HTG4:AC009700) mutat homoldégiat. A szekvencialistéaban 1.
azonositdszamon megadott nukleotidszekvencia a szekvencia-
listdban 2. azonositédszamon megadott szekvencia szerinti
polipeptid 320 aminosavat kédold polipeptidet tartalmazod
polipeptidet kédold cDNS-szekvencia (259-1219.
nukleotidok). A szekvencialistaban 2. azonositdészadmon meg-
adott szekvencia szerinti polipeptidet kédold nukleotid-
szekvencia azonos lehet a szekvencialistdban 1. azonositd-
szamon megadott szekvenciaban 1évs, polipeptidet kb6dold
szekvenciaval; vagy a szekvencialistdban 1. azonositdszamon
megadott szekvencidban 1lév8 szekvencidtdl, a genetikai kéd
redundaciaja (degeneradltsaga) miatt ugyan eltér, azonban
igy 1s a szekvencialistaban 2. azonositdszamon megadott
szekvencia szerinti polipeptidet kdédolja. A szekvencia-
listdban 2. azonositdészadmon megadott szekvencia szerinti

polipeptid, a Caenorhabditis elegans hipotetikus 42,1 kd
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méretd, c06el.3 Jjelzésl proteinje (kataldgusszam: P34298)
kivételével, nem hozhatd kapcsolatba egyetlen ismert funk-
cid6ju proteinnel sem.

A talédlmédny szerinti eldényds polipeptidekkel és poli-
nukleotidokkal kapcsolatban elvéaréds az, hogy - toébbek ko-
z6tt - bioldgiai funkcidk/tulajdonsadgok tekintetében a ve-
1ik homoldg polipeptidekhez és polinukleotidokhoz hasonlit-
sanak. Tovabbéa, a taldlmany szerinti eldényds polipeptidek,
immunoldégiai fragmentumok és polinukleotidok a szekvencia-
listdban 1. azonositdszamon megadott szekvencia, vagy a
szekvencialistédban 2. azonositdészédmon megadott szekvencia,
megfelelden, legalabb egy aktivitdsaval rendelkezzenek.

A tal&lméany targyéat képezik olyan részleges vagy mas
nem teljes polinukleotid- és polipeptid-szekvencidk 1is,
amelyeket a megfeleld, a szekvencialistédban 1. azonosité-
szamon medgadott szekvencia szerinti és a szekvencialistéaban
2. azonositdészamon megadott szekvencia szerinti teljes
hosszusagu szekvencidk meghatarozadsa eldtt azonositottak.

Eszerint, a talélménytegy tovadbbi szempontja szerint,
a taldlmany targya izolalt polinukleotid, amely:

(a) a szekvencialistéban 3. azonositdszamon megadott
szekvencia szerinti nukleotidszekvenciaval, a szekvencia-
listédban 3. azonositdészadmon megadott szekvencia teljes ter-
jedelmére nézve legalédbb 70%-ban azonos, eldnydsen legaldbb
80%-ban azonos, eldnydsebben legaldbb 90%-ban azonos, még
elényosebben legaldbb 95%-ban, még eldnydsebben legaldbb

97-99%-ban azonos nukleotidszekvenciét tartalmaz;



- 18 - '0'.0::. .”:-:0. .':.

(b) nukleotidszekvenciédja a szekvencialistaban 1.
azonositdészamon megadott szekvencia szerinti nukleotid-
szekvenciaval, a szekvencialistédban 3. azonositdszémon meg-
adott szekvencia teljes terjedelmére nézve legaldbb 70%-ban
azonos, eldénydsen legalabb 80%-ban azonos, eldénydsebben le-
galébb 90%-ban azonos, még elénydsebben legaldbb 95%-ban,
még eldénydsebben legalabb 97-99%-ban azonos;

(c) a szekvencialistaban 3. azonositdszamon megadott
szekvencia szerinti polinukleotid.

A szekvencialistédban 3. azonositdészamon megadott
nukleotidszekvencia EST (expresszalt szekvencia jel,
Expressed Sequence Tag) szekvencidkbdl szarmazik. A szak-
ember szamara nyilvanvald, hogy az EST-szekvenciadkban elke-
riilhetetleniil eldéfordulnak Dbizonyos nukleotidszekvencia-
leolvasasi hibak [lasd: Adams és mtsai., Nature 377 (supp)3
(1996)]. Eszerint, a szekvencialistaban 3. azonositdszamon
megadott szekvencia és az &ltala kdédolt peptidszekvencia
esetében a szekvencia pontossaga bizonyos hatarok kozott
értelmezends.

A taldlmdny szerinti polinukleotidokat eldallithatijuk
standard klénozd és szUrdvizsgalati eljarasokkal rakos em-
beri vastagbélsejtekbdl, -tiidéraksejtekbdl, -méhraksej-
tekbdl, és magzati szovetekbdl szadrmazd mRNS-bE1l készitett
CcDNS-konyvtarbdél [példaul, Sambrook és mtsai., ,Molecular
Cloning: A Laboratory Manual”, kiad.: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)]. A ta-
lalmany szerinti polinuklectidokat eldallithatjuk természe-

tes forrasokbdél is, mint példadul genomikus DNS-kényvtarbdl
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tarbdol vagy 361 ismert és kereskedelmileg elérhetdé el-
jarasokkal megszintetizalhatjuk.

Amennyiben a taldlmény szerinti polinukleotidokat a
taldlmény szerinti polipeptidek rekombinadns uton térténd
eldallitasara alkalmazzuk, a polinukleotid oOnmagaban tar-
talmazhatja az érett fehérje kédold szekvencidjat, vagy pe-
dig egy leolvaséasi keretben az érett fehérjét kdédold szek-
venciat mas koédolod szekvenCiékkal - példaul ,leader” vagy
szekrécids szekvencia, pre-, vagy pro- vagy prepro-
fehérjeszekvenciak, vagy més fuzids fehérjerészek - egyltt.
Példaul, a polinukleotid a fuzionédlt polipeptid tisztitéséat
elbésegitd markerszekvencidt is kdédolhat. A taldlmany bizo-
nyos elényds megvaldsitasi mdédjai szerint, a marker-
szekvencia 6 hisztidinbél &4l1l6 peptid, mint amilyen a pQE
vektor (Qiagen, Inc.) része [Gentz és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86, 821—824v(1989)], vagy HA ,tag”. A poli-
nukleotid tartalmazhat nem kédold 5’ és 3’ szekvencidkat
is, mint példaul atirt, de nem transzlalddd szekvencidkat,
»Splicing” és poliadenilécidés szignalokat, riboszémakdtd-
helyeket és a mRNS-t stabilizadld szekvencidkat.

A talalmany tovabbi megvaldsitasi mdédja szerint a ta-
lédlmany térgyat képezdé polinukleotidok olyan, a szekvencia-
listaban 2. azonositészémon megadott aminosav-szekvenciat
tartalmazd polipeptid-valtozatokat kdédolnak, amelyekben
példaul 5-10, 1-5, 1-3, 1-2, vagy 1 aminosavat
szubsztitualtak, toroltek vagy hozzaadtak, 1illetve ezek

barmilyen kombindcidéjaval megvaltoztattak.
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A szekvencialistédban 1. azonositdszamon megadott
nukleotidszekvenciaval azonos vagy lényegében azonos poli-
nukleotidokat hibridizaciés prdbaként alkalmazni lehet cDNS
és genomikus DNS esetében, illetve lancinditdként nuklein-
sav-amplifikacidés (PCR) reakcidkban teljes hosszusagi, a
talédlmany szerinti polipeptidet kdédold cDNS vagy genomikus
DNS izolé&lasara és a szekvencialistdban 1. azonositdszamon
megadott szekvenciaval nagyfoku homoldégidt mutatd mas gének
(tobbek kozott emberi eredetd paraldgokat kéddold gének, és
az embertdl eltérd eredetd fajokbdl szadrmazd ortoldgokat és
paraldgokat koédold gének) 1izolaldsadra. E nukleotidszek-
vencidk a referens molekuléaval jellemzden 70%-ban azonosak,
elénydsen 80%-ban azonosak, eldénydsebben 90%-ban azonosak,
legeldnydsebben pedig 95%-ban azonosak. A prbébak vagy lanc-
inditbék 4&ltaldban legaldbb 15 nukleotidot tartalmaznak,
elényosen legaldbb 30 nukleotidot és esetleg 50 nukleotidot
tartalmaznak. Kiilondsen elényds léncinditdk 20-50
nukleotidot tartalmaznak. Konkrétan, 4llati eredetd homolodg
szekvencidkbol szarmazbd  polipeptideket Vagy poli-
nukleotidokat immunogénként alkalmazni lehet az emberi gén-
nel keresztreagald immunvéalasz kivaltéaséara.

A taladlmédny szerinti polipeptidet kbédold poli-
nukleotidot, beleértve az embertdl eltérd fajbdl szarmazd
homoldégokat is, eld lehet &llitani oly mdédon, hogy a szek-
vencialistéban 1. azonositdszadmon megadott szekvencia vagy
annak fragmentuma szerinti, Jjelzett prdébaval sztringens
hibridizacibés korulmények kozott megfeleld konyvtaron szi-

révizsgalatot végzink, és izoclaljuk a polinukleotid szek-
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venciédt tartalmazdé teljes hosszlisdgli cDNS vagy genomikus
klénokat. Ilyen hibridizacids eljarasok a szakember szamara
361 ismertek. Elényds hibridizacidés koriulmények 42°C-on 12
6radn &t végzett hibridizalast az alabbiakat tartalmazé ol-
datban: 50% formamid, 5xSSC (150 mM NaCl, 15 mM trindtrium-
citrat), 50 mM natriumfoszfat (pH 7,6), 5xDenhardt-féle ol-
dat, 10% dextranszulfat, és 20 ng/ml denaturalt, frag-
mentdalt (,sheared”) lazacsperma-DNS; és azt kovetden a fil-
terek 65°C-on 0,1xSCC-ben tdrténé mosadsat tartalmazzak.
fgy, a taldlmany oltalmi kodrébe tartoznak a megfeleld
konyvtarak, sztringens hibridizacids koriilmények kozott a
szekvencialistdban 1. azonositdszadmon megadott szekvencia
vagy annak fragmentuma szerinti Jjelzett proébaval végzett
szlrévizsgdlata soran eldallithatd polinukleotidok is.

A szakember szamidra nyilvanvald, hogy sok esetben va-
lamely izola&lt cDNS nem teljes, azaz a polipeptidet kbédeld
régié a cDNS 5’ végénél hianyos.

Teljes hosszUsdgu cDNS eldallitéasara, vagy rovid cDNS
megnovelésére szamos, szakember szémdra jol ismert eljaréas
létezik, ilyenek példaul a cDNS végek gyors amplifikalaséra
szolgald eljarasok (Rapid Amplification of cDNA Ends, RACE)
(ldsd, példaul: Frohman és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85, 8998-9002 (1988)]. Az eljaréas jelenlegi mbédositasa-
inak egyik példéaja a Marathon™ eljaras (Clontech
Laboratories, Inc.), amely példaul lényegesen leegy-
szerlUsitette a hosszabb cDNS-ek keresését. A Marathon™ el-
Jjarés soréan valamely kivalasztott szdvetbdl kivont mRNS-bbl

cDNS-t &llitunk eld és minkét végéhez ,adaptor” szekvencia-
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kat ligélunk. A cDNS hiadnyzd végét nukleinsav-
amplifikédcidéval (PCR), génspecifikus és ,adaptor” -
specifikus oligonukleotid lancinditdk alkalmazaséaval,

amplifikaljuk. Ezutdn a PCR reakcidét ,nested” léancinditodk
alkalmazédsédval megismételjik. Ezek olyan lancinditdk, ame-
lyek az amplifikalt terméken belili, temperdlads soran beko-
vetkezd hibridizacidéra (,anneal”) terveztiink (jellemzden,
valamely adaptorspecifikus ladncindité az adaptorszek-
venciadban egy tovabbi 3’-véget hoz létre hibridizacidval,
mig a génspecifikus lancinditdé az ismert szekvenciaban egy
tovabbi 5’-véget hoz létre hibridizacidéval). E reakcid ter-
mékeit DNS-szekvenaléadssal analizalhatjuk és a terméket koz-
vetlenil a mar meglévd cDNS-sel Osszekapcsolva teljes
hosszusagu c¢DNS-t &llithatunk eld, vagy kuldn, teljes
hosszusdgu PCR reakciét hajtunk végre, amelynél az 5’ lanc-
inditd tervezésében felhasznaljuk az a3 szekven-
clainformécidt.

A talalmany szerinti rekombinédns polipeptideket a
technikéban j61 ismert eljérédsokkal allithatjuk eld
expresszids rendszert tartalmazdé genetikailag moédositott
gazdase]jtbdl. Eszerint, a taladlmany tovédbbi szempontja sze-
rint, a talalmény targya a taldlmany szerinti poli-
nukleotidot tartalmazd expresszids rendszer, ilyen
expresszids rendszerrel Qenetikailag moédositott gazda-
sejtek, és a taldlmadny szerinti polipeptidek elS&llitésa
rekombinans eljarasokkal. Ilyen proteinek el&4allitéasara

sejtmentes transzlacidés rendszerek 1is alkalmasak, amelyek-
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ben a taldlmény szerinti DNS-konstrukcidkbdl szadrmazd RNS-
eket alkalmazzuk.

Rekombinadns el&allitédsra, gazdasejtet genetikailag
mdédositunk a taldlmany szerinti polinukleotidok beépitése
céljara szo0lgald expresszids rendszerekkel vagy annak ré-
szeivel. Polinukleotidok gazdasejtekbe torténd bevitelére
hatéssal lehetnek kilonbozd, sok laboratdriumi kézikodnyvben
[példéul, Davis és mtsai., ,Basic Methods in Molecular
Biology” (1986); Sambrook, és mtsai. ,Molecular Cloning, a
Laboratory Manual”, kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York (1989)] leirt eljéréa-
sok. Ilyen eldnyds eljarasok kozé tartozik, példaul, a kal-
cium-foszfat-transzfekcid, DEAE-dextradn altal koOzvetitett
transzfekcid, transzvekcid, mikroinjekcid, kationos 1lipid
dltal kozvetitett transzfekcid, elektroporéacid, transz-
dukcidé, kaparédsos bevitel (,scrape loading”) ballisztikus
bevitel vagy fertd&ézés.

A taldlmédny szerinti fehérjéket eldnydsen transz-
tioredoxinnal (TIT) egyutf expresszaljuk. A transz-tio-
redoxinnal végzett koexpresszidé eldénydés a cisz- tio-
redoxinnal szemben, mert igy az antigént mentesiteni tudjuk
a tioredoxintdél anélkiil, hogy protedzt alkalmaznank. Tio-
redoxinnal végzett kcexpresszid megkdénnyiti a talalméany
szerinti fehérjék feloldasat. Tioredoxinnal végzett koex-
presszid jelentds mértékben hat a fehérjetisztitds kiterme-

lésére, a tisztitott fehérje oldhatdésagara és mindségére.
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Megfeleld gazddk lehetnek példadul baktériumsejtek,
mint példaul Streptococcusok, Staphylococcusok, E. coli,
Streptomyces és Bacillus subtilis sejtek; gombasejtek, mint
példaul élesztdsejtek és Aspergillus sejtek; rovarsejtek,
mint példaul Drosophila S2 és Spodoptera Sf9 sejtek; allati
sejtek, mint példadul CHA, COS, Hela, C127, 3T3, BHK, HEK
293 és Bowes-féle melandmdbdl szérmazd sejtek; és novényl
sejtek.

A  kUlonboz8 expresszids rendszerek alkalmazhatdk,
példaul kromoszbémalis, episzdmalis és viruseredetﬁ rendsze-
rek, példédul Dbakteridlis plazmidokbd6l, bakteriofagokbdl,
transzpozonokbdl, élesztdepiszdmakbdl, inzercids elemekbdl,
élesztberedetl kromoszdémalis elemekbdl, virusokbdl - mint
példdul bakulovirusok, papovavirusok, mint példéul SV40,
vacciniavirusok, adenovirusok, baromfihiml&d-virusok,
pseudorabies virusok, és retrovirusok - szarmazd vektorok,
és ezek kombindcidjibdl szadrmazd vektorok, amilyenek példa-
ul plazmidokbdl és bakteriofageredetd genetikai elemekbdl
szdrmazbd vektorok, mint példaul kozmidok és fagmidek. Az
expresszids rendszerek tartalmazhatnak expresszidét szabaly-
z6 és egyben expresszidot eldidézd szabalyozd régidkat. Al-
taldban, barmilyen rendszer'vagy vektor alkalmazhatd, amely
képes gazdaszervezetben polinukleotidot fenntartani, szapo-
ritani vagy expresszalni polipeptid elédllitédsa céljabdl. A
megfeleld nukleotidszekvenciat barmilyen jél ismert és ru-
tin eljarassal - mint példaul, amelyeket a mar emlitett
Molecular Cloning: A Laboratory Manual c¢. konyv [Sambrook

és mtsai., mint fent] emlit - be lehet illeszteni valamely
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expresszids rendszerbe. A kivant polipeptidbe beépithetdék a
transzlalt fehérjének az endoplazmatikus retikulum uUregébe,
a periplazmatikus térbe vagy az extracellularis kdrnyezetbe
torténd szekrécidjat lehetdvé tevd alkalmas szignalok is.
Ezek a szigndlok lehetnek a polipeptiden belul, vagy lehet-
nek heteroldg szignalok.

Az expresszids rendsier rekombinans él& mikroorga-
nizmus, mint példaul virus vagy baktérium, is lehet. A kér-
déses gént be lehet illeszteni é16 rekombinédns virusba vagy
baktériumba. Ezen ¢é18 vektorral végzett inokuldcidé és 1in
vivo fertdzés az antigén in vivo expresszaldsédhoz és immun-
valasz indukélasdhoz vezet. E célra alkalmazott virusok és
baktériumok példaul az alédbbiak: poxvirusok (pl. vaccinia,
baromfihimld, kanarihimld), alfavirusok (Sidbis virus,
Semliki Forest Virus, venezuelai 1lbéenkefalitisz-virus),
adenovirusok, adeno-asszocidlt virus, picornavirus (polio-
virus, rhinovirus), herpeszvirusok (varicella zoster virus,
stb.), Listeria, Salmonella, Shigella, BCG. Ezek a virusok
és baktériumok lehetnek virulensek, vagy él6 vakcinak eléd-
dllitasa céljaboél kilonbozéd mdédon attenudltak. Ilyen é16
vakcindk szintén a taldlmény részét képezik.

A talédlmény szerinti polipeptidek j6l1 ismert eljaréa-
sokkal kivonhatdok és tisztithatdédk a rekombindns sejttenyé-
szetekb&l. Ilyen eljaréasok példaul az alédbbiak: amménium-
szulfat vagy etanol precipitéacid, savas extrakcid, anion-
vagy kationcseréldS-kromatografia, foszfocelluldz-kromato-
grafia, hidrofdéb kélcsonhatason alapuld kromatografia,

affinitédskromatografia, hidroxilapatit-kromatografia és
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lektinkromatografia. Tisztitdsra legeldénydsebb a fémion-
affinitaskromatografia (IMAC). Amennyiben a polipeptid az
intracellulédris szintézis, az izolacid vagy a tisztitas so-
rén denaturédlédik, a fehérjék Ujrafelgombolyitéaséra
(,refolding”) alkalmas Jjoél ismert eljarasokkal az aktiv
konformaciét regeneralhatjuk.

A taldlmény egy masik Jelentds szempontja szerint a
taldlmany targya eljarads immunvalasz indukalasara, ujra-
meger8sitésére, vagy modulacidjara valamely emldsfajban,
amely eljarésban az emlést a taldlmany szerinti teljes
polipeptiddel vagy polinukleotiddal, vagy annak fragmentu-
maval inokuléljuk. Az inokulédlésban olyan mennyiséget al-
kalmazunk, amely elégséges arra, hogy rak és autoimmun be-
tegségek és rokon allapotok megeldzésére vagy teradpiads ke-
zelésére antitest és/vagy T-sejt immunvalaszt valtson ki. A
talalmany tovabbi szempontja szerint, a taldlmany targya
eljaras immunvéalasz indukaléaséara, Ujra-megerd8sitésére, vagy
modulacibéjara valamely emldsfajban, amely eljardsban a ta-
lalmény szerinti polipeptidet -~ a polipeptidet kédold
polinukleotid expresszidéjat in vivo iradnyitani képes vektor
vagy sejt utjan - bejuttatjuk, ezaltal olyan immunoldgiai
valaszt valtunk ki, amely képes az emldsben a betegség ke-
zelésére vagy megeldzésére alkalmas immunvélaszt kelteni.

A talalmany tovéabbi ézempontja szerint, a taldlméany
tdrgya immunoldgiai/vakcinakészitmény (Osszetétel) amely,
eml&sgazddba torténdéd bevitel esetén, az illetd emlésfajban
immunvalaszt indukal, Gjra-megerdsit, vagy moduldl a taldl-

many szerinti polipeptiddel kapcsolatban, ahol a készitmény
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a talédlmény szerinti polipeptidet vagy polinukleotidot vagy
annak - fent meghatdrozott - immunoldégiai fragmentumét tar-
talmazza. A vakcinakészitmény tartalmazhat tovabba alkalmas
vivSanyagot is. Miutédn a polipeptid a gyomorban lebomolhat,
ezért eldnyds a parenteralis bevitel (példaul, szubkutén,
izomba beadott, intravénas vagy intradermélis injekcid).
Parenterédlis beaddsra alkalmas készitmények lehetnek vizes
vagy nem vizes steril injekcids oldatok, amelyek tartalmaz-
hatnak antioxidéansokat, puffereket, bakteriosztatikumokat
és olyan oldatokat, amelyek a paciens vérével izotdnikussé
allitjédk be a készitményt; és diszpergdld vagy slrlsitd
anyagot esetleg tartalmazd vizes és nem vizes steril szusz-
penzidk. A készitmény dbdzisegységeket vagy tobbszoros dézi-
sokat tartalmazd konténerekbe - zAart ampullédk és taroldedé-
nyek (pl. uUvegcsék) szerelhetdk ki és olyan fagyasztva-
szaritott allapotban téarolhatdk, amelyekhez kdzvetleniil az
alkalmazas eld8tt csak steril vizet kell adni.

A talalmadny tovébbi szempontja szerint a taldlmény
tdrgya immunvalaszok induk&lésa in vitro a talédlmany sze-
rinti polipeptid vagy pol;nukleotid teljes egésze, vagy
fragmentuma vagy a taldlmédny szerinti polipeptidet vagy
polinukleotidot tartalmazé molekula ellen emldseredetd im-
munrendszerbdl szarmazd sejtek alkalmazédséaval, majd ezen
aktivalt sejtek infuzidval torténd visszajuttatasa az em-
18sbe a betegség kezelése céljabdél. Az immunrendszerbdl
szarmazd sejteket aktivalhatjuk a talédlmdny szerinti
polipeptid vagy polinukleotid teljes egészével, vagy a ta-

ladlmény szerinti polipeptidet vagy polinukleotidot tartal-
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mazdé molekuldval végzett 1in vitro inkubdladssal kiulonbozd
immunmoduldtor-molekuldk jelenlétében vagy azok nélkil.

A talalmény tovébbi szempontja szerint .a taldlmany
targya valamely emlds immunizaldsa a taladlmadny szerinti
polipeptiddel vagy a talalmény szerinti polipeptidet tar-
talmazd molekuladval végzett in vitro terhelés (,loading”)
utjéan moédositott antigén-bemutatd sejtek in vivo
immunogénikus uton torténd Dbeadasaval. Esetleg, antigén-
bemutaté sejteket in vitro transzfektdlhatunk a talalmany
szerinti polipeptid teljes egészét, vagy fragmentumat, il-
letve a talalmény szerinti polipeptidet tartalmazdé moleku-
lat tartalmazd vektorral a megfeleld polipeptid
expresszaldsa céljabdl és a sejteket in vivo immunogénikus
uton adjuk be.

A taldlmany szerinti készitmény immunogenitéasénak fo-
kozasara a vakcinakészitmény tartalmazhat adjuvansrendsze-
reket 1s. Az adjuvansrendszer eldénydsen elsdsorban TH1-
vélaszt indukal.

Valamely immunvalaszt nagyjabdél két, extrém kategdri-
aba sorolhatunk: humordlis immunvalaszok (az antitestek
jellemzik) vagy sejtes immunvélaszok (sejtes védekezd mec-
hanizmusok). E két kategdria THl-tipusu- (sejt &ltal kdzve-
titett) és TH2-tipusu immunvéalasz (humorédlis valasz) néven
ismert.

Az extrém THl-tipust immunvalaszokat az antigén-
specifikus, halotipusra korlétozo6do, citotoxikus T-
limfocitak, ¢és a természetes 0Olésejt-valaszok Jjellemzik.

Egerekben a THl-tipusu valaszok sordn gyakran IgG2a alti-
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pusba sorolt antitestek, mig az emberekben az IgGl antites-
tek keletkeznek. A TH2-tipusu immunvalaszok sorén az immun-
globulin izotipusok széles skaléja, igy IgGl, IgA és IgM,
keletkezik.

Ugy gondoljuk, hogy a két tipusi immunvalasz kifejlsé-
désének hatterében a citokinek allnak. Egy adott antigénnel
szemben, a THl-tipusu citokinek tipusu magas koncentracidja
inkdbb a sejtes immunvalasz indukdlast segiti eld, mig a
TH2-tipusu citokinek tipusi magas koncentracidéja esetén in-
kadbb a humorélis immunvéalasz indukéléasa keril eldétérbe.

A TH1- és TH2-tipusu immunvalasz kozotti kiildnbségté-
tel nem abszolut. A valdsagban valamely egyed altali immun-
valaszt ugy kell értelmezni, hogy az predominansan TH1-
tipusu vagy predomindnsan TH2. Azonban, gyakran kényelme-
sebb a citokinek csalddjait az egéreredetdi CD4+ve T-sejt
klénok esetében leirtak ([Mosmann és Coffman, Annu. Rev.
Immunol. 7, 145-173 (1989)] szerint tekintetbe venni. Tra-
dicionédlisan, a THl-tipusu véalaszok a T-limfocitdk &ltali
IFN-y és IL-2 citokinek el8&llitasaval hozhatdk kapcsolat-
ba. A THl-tipusu immunvalaszokkal gyakran k&zvetlentil
Osszefiggésben alldé més citokineket - mint példaul IL-12 -
nem a T-sejtek termelik. Ezzel szemben a TH2-tipusu vala-
szok az IL-4, IL-5, IL-6 és IL-13 szekrécidéval vannak kap-
csolatban.

Ismert, hogy bizonyos vakcinaadjuvadnsok konkrétan al-
kalmasak vagy TH1 vagy pedig TH2-tipusu citokinvalasz sti-
mulaldsara. Hagyomdnyosan, vakcindlast vagy fertdzést kdve-

téen az immunvalasz TH1:TH2 egyensulyanak legjobb indikéato-



ra az, ha példaul antigénnel végzett restimulécidt kovetden
in vitro megmérijik a T-limfocitédk 4altali termelt TH1 vagy
TH2 citokineket, és/vagy megallapitjuk az antigénspecifikus
antitestvdlasz IgGl:IgG2 aranvat.

fgy, valamely THl1-tipusu adjuvansnak azt az adjuvanst
tekintijlk, amely antigénnel végzett in vitro restimulaciét
kovetben, valamely izoldlt T-sejt-populédcidt arra Osztodndz,
hogy magas koncentracidban &llitson eld THl-tipust cito-
kineket, és elémozditja mind a CD8+ citotoxikus T-limfo-
citak, mind pedig a THl-tipusu izotipussal kapcsolatos,
antigénspecifikus immunglobulin valasz kialakulasat.

A THl-sejtvalasz stimulécibéjat eldényben részesiteni
képes adjuvidnsok a WO 94/00153 sz. és a WO 95/17209 sz.
nemzetkodzi kozzétételi iratban vannak leirva.

Egy ilyen adjuvadns a 3-De-O-acilezett monofoszforil
lipid A (3D-MPL) (Ribi), amely ismert a GB 2220211 sz. nagy
britanniai kozzétételi iratbél. Ez az anyag kémiailag 4-,
5-, vagy ©6-acilezett oldalléncokat tartalmazdé 3-De-0-
acilezett monofoszforil 1lipid A keverék, amelyet a Ribi
Immunochem. (Montana, US) 4&allit elé. A 3-De-O-acilezett
monofoszforil lipid A eldnyds formdja a 0 689 454 Bl sz.
eurdpal szabadalom (SmithKline Beecham Biologicals, SA)
targyat képezi.

A 3D-MPL szemcséi eldnydsen elég kicsik ahhoz, hogy
0,22 mikron membrénon keresztil sterilre lehessen szlirni [0
689 454 sz. eurodpai szabadalom]. A 3D-MPL mennyisége dozi-

sonként 10-100 ng, eldnydsen 25-50 ug koézotti tartoméanyban
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van, mig az antigéntartalom ddézisonként eldnydsen 2-50 pg
kozotti.

Masik eldnyds adjuvans QS21l-et - HPLC-vel tisztitott,
a Quillaja saponaria Molina kérgébdl szirmazd, nem toxikus
frakcidé - tartalmaz. A QS21-et esetleg Ossze lehet keverni
3-De-0O-acilezett monofoszforil lipid A-val (3D-MPL-lel), és
esetleqg valamilyen vivdanvaggal.

A (QS21 elballitasara szolgdld elijaras az 5.057.540
sz. amerikai egyesiilt &allamokbeli szabadalom targyat képe-
zi.

QS21-et tartalmazd, nem reaktogén adjuvéanskészit-
ményeket mar korabban leirtak [WO 96/33739 sz. nemzetkozi
kozzétételi irat]. Ilyen QSZl—et és koleszterint tartalmazd
készitményekrdl kimutattak, hogy antigénnel egylutt formu-
ldzva hatékony THl-et stimuldld adjuvansok.

A THl-sejtvédlaszt elbnydsen stimulald tovabbi adju-
vansok kozé tartoznak az immunmoduldtor oligonukleotidok,
példaul a WO 96/02555 sz. nemzetkdzi szabadalom targyat ké-
pezd nem metilezett CpG-szekvenciak.

THl-sejtvélaszt eldénydsen stimuldld adjuvansként k-
1onbszd, THl-et stimuldald adjuvénsok - mint példaul a fent
emlitettek - kombindcidi is szbdba johetnek. Példaul, QS21-
et egylutt lehet formuladzni 3D-MPL-lel. A (QS21:3D-MPL arany
jellemz&den 1:10-t61 10:1 nagysagrendig; eldnydsen 1:5-td8l
5:1-ig terjed, és gyakran lényegében 1:1. Optimélis
szinergizmushoz az elényds tartomany 2,5:1-t61 1l:1-ig (3D-

MPL:QS21) terjed.
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A tal&dlmdny szerinti vakcinakészitményben eldnydsen
vivdanyag 1s Jjelen van. A vivéanyag lehet olaj-a-vizben
emulzié, vagy valamilyen aluminium sé - mint példaul alumi-
niumfoszfat vagy aluminiumhidroxid.

Elényos olaj-a-vizben emulzid metabolizalhatd olajat
- mint példaul szkvalént, o-tokoferolt és Tween 80-at -
tartalmaz. A taldlmadny egy kiilondsen eldényds megvaldsitasi
médjdban a taladlmadny szerinti vakcinakészitményt ilyen
emulzidéban QS21-el és 3D-MPL-lel kombin&dljuk. Az olaj-a-
vizben emulzid ezenfeliil tartalmazhat még span 85-6t
és/vagy lecitint és/vagy trikaprilint is.

Jellemz8en emberi alkalmazédsra QS21 és 3D-MPL a vak-
cindban dbézisonként 1-200 pg tartomédnyban - mint példaul
10-100 ng, elbénydsen 10-50 pg - van jelen. Olaj-a-vizben
emulzid Jellemzden 2-10% szkvalént, 2-10% o-tokoferolt és
0,3-3% Tween 80-at tartalmaz. A szkvalén:a-tokoferol arany
elénydosen egyenld, vagy kévesebb, mint 1, miutadn ez az
arany stabilabb emulzidét biztosit. Egy szézaléknyi mennyi-
ségben Span 85 is jelen lehet. Bizonyos esetekben eldényss
lehet, ha a taldlmény szerinti vakcina stabilizald anyagot
is tartalmaz.

Nem toxikus, olaj-a-vizben emulzidk eldnydsen nem to-
xikus olajat - pl. szkvalént vagy szkvalant - emulgeadtort -
pl. Tween 80 - tartalmaznak vizes viv&anyagban. A vizes vi-

véanyag lehet, példaul, foszfattal pufferelt sdoldat.
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Kilonosen hatékony adjuvanskészitményt, amelyben az
olaj—-a-vizben emulzid Qs2lft, 3D-MPL-t és tokoferolt tar-
talmaz irtak le a WO 95/17210 sz. nemzetkdzi kozzétételi
iratban.

A taldlmany téargya tovabbad polivalens vakcina-
készitmény, mely a taldlmdny szerint készitményt més anti-
génekkel - konkrétan rékos megbetegedések, autoimmun beteg-
ségek és hasonld allapotok kezelésére alkalmas antigénekkel
- kombinadlva tartalmazza. Ilyen polivalens vakcina-
készitmény tartalmazhat a fentiekben leirt valamilyen, TH1-
et indukald adjuvanst.

A taldlmany targya tovédbbad a taldlmény szerinti poli-
nukleotidokb6l szarmazé lancinditdék formadjaban 1évd poli-
nukleotidok alkalmazasa, illetve a taldlmany szerinti poli-
peptidekre specifikus antitestek vagy reagensek formajéaban
1évd polipeptidek alkalmazasa diagnosztikai reagensként.

A rak kifejlédésének utvonalaban bekovetkezd nagyon
korai valtozasok kimutatédsédt a vérben vagy szovetekben le-
hetdvé tevéd genetikai vagy biokémiai markerek azonositéasa
segithet a paciens széaméara ieginkébb megfeleld kezelés meg-
hatdrozasdban. P6tldlagos tumormarkerek, mint példaul poli-
nukleotid-expresszid, alkalmazhatdk tumoros megbetegedések
kiiloénboz& formédinak és staddiumainak diagnosztizalésédra. A
taldlmadny szerinti polinuklectidok expresszids szintjének
meghatarozasa alkalmas lehet mind a rakos elvaltozasok fa-
zisadnak megallapitéasédra, mind pedig a réakos szovetek termé-
szetének osztalyozasdra. A szovettani vizsgadlat ald vetett

terliletekben a rosszindulatu szdvet jelenlétének vagy hiéa-
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nyanak meghatédrozéasaval végzett kideritési folyamat nyomon-
koveti a rak fejldédését. Valamely rak agresszivitésa
markereinek, példaul valamely marker jelenléte a test ki-
16nbdz8 részeiben torténd, azonositasdval a talalmany sze-
rinti polinukleotidok segithetnek a kideritési folyamat to-
kéletesitésében. A réak, sejtmorfoldgian és a differencidlod-
déds més markerein alapuld osztdlyozasa leirja, hogy milyen
teljességgel hasonlit valamely rak az azonos tipusu, de
normalis szovethez. A taldlmédny szerinti polinukleotidok
alkalmasak lehetnek a rak osztélyba soroldsara és segithet-
nek a rakos sejtek differencialddéasi stadiumanak meghataro-
zéséban.

A diagnosztikai vizsgadlatok lehet&séget nyujtanak ar-
ra, hogy a ré&kra, autoimmun betegségre és hasonld allapo-
tokra vald fogékonysadgot diagnosztizaljuk vagy meghataroz-
zuk oly diagnosztikal eljéaréasokkal, amelyekben meghataroz-
zuk valamely alanybdél szidrmazdé mintéban abnormalisan 1le-
csdkkent vagy megnodvekedett polipeptid- vagy  mRNS-
szinteket. E diagnosztikai eljéras ,differencidlis
expresszid” néven ismert. Az eljardsban megbetegedett és
normalis szovetek kozott Osszevetjik egy konkrét gén
expresszidjat. A megbetegedett és normalis szdvetben megal-
lapitott, polinukleotiddal 6sszefiiggé génnel, mRNS-sel vagy
fehérjével kapcsolatos ktlonbséget Osszehasonlitijuk, példa-
ul molekulatdmeg, aminosav- vagy nukleotidszekvencia, vagy
relativ elterjedtség, a génben bekdvetkezett valamilyen
valtozas, vagy a gént szabalyozd génben bekdvetkezett vala-

milyen valtozéds szempontjdbdl a feltételezetten megbetege-
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dett személybdl vett szovetminta esetében kapott eredmé-
nyekkel.

Csbokkent vagy megndvekedett expresszidt meg lehet
mérni RNS szinten. PoliA RNS-t izolalunk eldszér a megbete-
gedett és normalis szovetbdl és, példaul, szévetmetszetek-
ben in situ hibridizaciéval, reverz-transzkriptaz PCR-rel,
poliA+mRNS-t tartalmazdé Northern blotokkal, vagy barmilyen
mas kozvetett PCR—eljéréssai meghatarozzuk a differenciali-
san expresszalt, taldlmany szerinti polinukleotidnak megfe-
lel$ gén altal kdédolt mRNS-t. A normdlissal Osszehasonlitva
a megbetegedett szovetben valamely adott RNS csokkent vagy
megemelkedett expresszidéja Jjelzi, hogy a transzkriptum
és/vagy az expresszalt fehérje valamilyen szerepet jatszik
a betegségben. Igy a szekvencialistaban 1. vagy 3. azonosi-
toészamon megadott szekvencidnak megfeleld mRNS, a normalis-
hoz képest magasabb vagy alacsonyabb szintjének kimutatasa
a paciensben jelzi a rak meglétét.

Valamely mintédban mRNS expresszidés szinteket a minta-
bél készllt expresszaltszekvencia-cimkékbdl (,expresszed
sequence tags”, EST-k) &4llé konyvtar generdlasaval hataroz-
hatunk meg. Az EST-k relativ megoszlasa a koényvtarban al-
kalmas lehet a kiinduldsi mintdban 1évé géntranszkriptumok
relativ megoszlédsédnak becslésére. A teszt EST analizisét
ezutan valamilyen referenciaminta EST analizisével O&ssze-
vetjlik a kérdéses polinukleotid relativ expresszids szint-

jeinek megallapitédsa céljabol.
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Méas tipusu mRNS—-analizis is elvégezhetd gén-
expresszid-analizis sorozat (SAGE) mdédszertan alapjan
[Velculescu és mtsai., Science 270, 484 (1995)], differen-
cidlis kimutatdsi mddszertan szerint [példaul, US 5.776.683
sz. amerikai egyesilt allamokbeli szabadalmi irat], vagy a
nukleotid-kdlcsdnhatasokon alapuld hibridizaciés analizis-
sel.

Esetleg, az Osszehasonlitast elvégezhetjiuk fehérje-
szinten. A két szbovetben Osszehasonithatjuk a fehérjemére-
teket oly mbédon, hogy a két szovetbdl kivont fehérjék Wes-
tern blotjan antitesteket élkalmazunk a polipeptidek kimu-
tatdsara. Expresszids szintek és sejten bellili 1lokalizacid
immunoldgiai uton kimutathaté a megfeleld fehérje elleni
antitest alkalmazaséaval. Tovabbi, valamely gazdébdél szarma-
z6 minta fehérjeszintjének - példaul a taldlmany szerinti
polipeptid szintjének - meghatdrozasara alkalmas eljarasok
a szakember szamadra jo6l ismertek. A beteg szovetben vala-
mely polipeptid expresszidéjanak - ugyanazon polipeptid ese-
tében a normdlis szovetben tapasztaltakhoz képest - meg-
novekedett vagy lecsokkent szintje jelzi, hogy az
expresszalt fehérje a betegséggel kapcsolatban all.

A taladlmany szerinti vizsgadlatokban, a diagndzis meg-
dllapithatdé a szekvencialistédban 1. vagy 3. azonositdszéamon
megadott szekvenciadk koziill legalabb az egyik altal koédolt
géntermék expresszids szintjének kimutatasaval. A beteg és
a normalis szovetek mRNS- vagy fehérjeszintjeinek Osszeha-
sonlitédsa szintén alkalmazhatd valamely betegség elérehala-

dasanak vagy csdkkenésének nyomonkdvetésére.
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Polinukleotidsorok alkalmazasaval egy kérdéses mintéa-
ban nagyszami polinukleotid-szekvencidk vizsgalata végezhe-
td el. Ezeket alkalmazni lehet gének differencidlis
expresszidjénak vizsgalatdra és a génfunkcid meghatéa-
rozasara. Példaul, a szekvencialistédban 1. és 3. azono-
sitdészamon megadott polinukleotid-szekvenciak sorozatait
alkalmazni lehet annak megdllapitédséara, hogy normédlis és
rakos sejtekben a polinukleotid barmelyike kiilonbozdképpen
expresszaldédik-e vagy sem. A taldlmany egy eldényds megvald-
sitdsi mdédja szerint, elkészithetjlik a szekvencialistéban
1. és 3. azonositdészédmon megadott nukleotidszekvenciédkat
vagy annak fragmentumait tartalmazé oligonukleotid prébak
sorat abbél a célbdl, hogy. hatékony szUrdévizsgalatot, pél-
ddul genetikal mutacidk wvizsgdlatat, tudjunk végezni. A
n»Sorozat” (array) eljadrasok Jél ismertek és &ltaldban elis-
mertek és a molekularis genetikaban - példaul, tdbbek ko&-
zOtt génexpresszid, genetikail kapcsolatok, és genetikai va-
riabilitds - alkalmazhatdk kilonbdzéd kérdések felvetésére
(l4sd pl. Chee és mtsai., Science 274, 610-613 (1996)].

A leiréds szerinti értelemben a ,diagndézis” kifejezés
tartalmazza valamely alany betegséggel szembeni fogékonysa-
ganak meghatarozasat, annak megallapitasat, hogy valamely
alany az adott id&pontban beteg-e, és a betegséggel sujtott
alany kérjbslatéat is.

A talédlmany térgya tovabba diagnosztikai vizsgilat
elvégzésére szolgald diagnosztikaili reagenskészlet, amely az

alédbbiakat tartalmazza:
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(a) a taldlmény szerinti polinukleotidot, eldénydsen a
szekvencialistédban 1. wvagy 3. azonositészamon megadott
nukleotidszekvenciét, vagy annak fragmentuméat;

(b) az (a) pontban meghatarozott szekvenciaval komp-
lementer nukleotidszekvenciat;

(c) a taldlmany szerinti polipeptidet, a polipeptid
elénydsen a szekvencialistdban 2. azonositdszamon megadott
szekvencia, vagy annak ffagmentuma szerinti polipeptid;
vagy

(d) a talalmany szerinti polipeptid elleni antitest,
ahol a polipeptid eldnydsen a szekvencialistédban 2. azono-
sitdészamon megadott szekvencia szerinti polipeptid.

A  taldlmédny szerinti nukleotidszekvencia  kromo-
szbmalis lokalizécidéra 1is hasznosithatd. Valamely egyedi
emberi kromoszdémén 1évé konkrét helyet a szekvenciaval cél-
ba lehet venni, és azzal hibridiz&ltatni lehet. A taldlméany
szerinti szekvencidk elhelyezkedésének feltérképezése a
kromoszomakon elsé jelentds lépés génnel kapcsolatos beteg-
ségek és az emlitett szekvencidk kozotti korrelacid megél-
lapitasara. Miutan feltérképeztilk a kromoszémadn a kérdéses
szekvencia pontos helyét, a kromoszdémén a szekvencia fizi-
kai pozicidjat korrelédltathatjuk a genetikai térkép adatai-
val. Ilyen adatokat taldlhatunk példaul McKusick publikéaci-
6jaban [McKusick, ,Medical Inheritance in Man”, on-line el-
érheté a John Hopkins Egyétem, Welch Orvosi Konyvtaraban
(John Hopkins University Welch Medical Library)]. Az azonos
kromoszbdmarégidbra térképezett gének és betegségek kozotti

kapcsolatot 1lanc (,linkage”) analizissel azonosithatjuk
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(fizikailag szomszédos gének egylittes oroklddése). A cDNS-
és genomi szekvenciakban 1évd, (betegségben) érintett és
nem érintett egyedek kozotti kiilonbségeket is meg lehet ha-
térozni.

A talalmany szerinti polipeptideket, vagy azok frag-
mentumait, vagy az azokat expresszald sejteket immunogén-
ként alkalmazni lehet a taldlmény szerinti polipeptidekre
immunspecifikus antitestek elé&llitdsédra. A leiréds szerinti
értelemben az ,immunspecifikus” kifejezés azt jelenti, hogy
az antitest affinitédsa lényegesen nagyobb a taldlmany sze-
rinti polipeptidre nézve, mint az antitestnek a technikéban
eddig ismert rokon polipeptidekkel szembeni affinitésa.

A talalmany tovabbi szempontja szerint a taldlmany
tdrgya a talalmany targyat képezd polipeptidre, vagy annak
fragmentumédra, a fentiekben meghatdrozottak szerint immun-
specifikus antitest. Az antitest eldénydsen monoklonadlis an-
titest.

A taldlmany szerinti polipeptidek elleni antitestek-
hez oly médon Jjuthatunk, 'ha a polipeptideket vagy azok
epitdépjait hordozd fragmentumokat, analdgokat vagy sejteket
valamilyen &allatnak, eldényosen embertdl kiilonbozdé allatnak,
rutin eljadrasokkal adjuk be. Monoklondlis antitestek eldal-
litasara barmilyen, folyamatos sejttenyészetben eldallitott
antitesteket biztositd eljards alkalmazhatd. Ilyen példaul
a hibridéma eljaras [Kohler és Milstein, Nature 256, 495-
497 (1975)], a tridma eljaras, az emberi B-sejt hibriddéma
eljaras [Kozbor és mtsai., Immunology Today 4, 72 (1983)]

és az EBV-hibridéma eljéras [Cole és mtsai., ,Monoclonal
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Antibodies and Cancer Therapy”, 77-96, kiad.: Alan R. Liss,
Inc. (1985)].

Egyetlen szalbél 4llé antitestek eldédllitédsara szol-
gald eljaréasokat, mint amiiyen példaul az US 4.946.778 sz.
amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalomban van leirva,
szintén adaptalhatunk a taldlmény szerinti polipeptidek el-
leni egyszalu antitestek eldallitasara. Ezenfelil,
transzgénikus egér, vagy maés transzgénikus szervezet, bele-
értve mas emldésdket 1is, szintén alkalmazhatdék humanizalt
antitestek expresszalésara.

A fentiekben leirt antitesteket alkalmazhatjuk a
polipeptidet expresszald klénok izoldlédsadra vagy azonositéa-
sara, vagy pedig a polipeptidek affinitdskromatografiaval
torténd tisztitasdra. A taladlmany szerinti antitest alkal-
mazhaté rék, elénybsen petefészek- vagy vastagbélrak,
autoimmun betegségek és mas rokon &llapotok megeldzésére
vagy kezelésére.

A talalmany masik szempontja szerint, a taldlmany
targya eljaras immunvalasz indukadléséra vagy moduldléasara
valamely emlésben, amely eljards soran az emlést a taldl-
many szerinti polipeptid olyan mennyiségével inokuléalijuk,
amely elégséges a betegséqg tlineteinek vagy elérehaladaséanak
enyhitésére vagy megakadélyozaséara antitest-termelést
és/vagy T-sejt immunvalaszt produkalni. A taladlmany még to-
vabbil szempontja szerint, a taldlmény targya eljaréds immun-
valasz indukalasara vagy moduldlasdra valamely emld&sben,
amely eljaras soran a taldlmény szerinti polipeptidet kdédo-

16 és annak expressziéjat irényitd vektor Gtjan a
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polipeptidet in vivo abbdl a célbdl jJuttatjuk be, hogy
ilyen, az &llatot a betegségtdl védeni képes antitest-
termelést kivaltd, immunvalaszt indukaljunk.

Ismert, hogy a talalmany targya eljaréds olyan abnor-
malis allapotok -~ mint példéul rék és autoimmun betegségek,
konkrétan petefészek- és vastagbélrék - kezelésére, amelyek
kapcsolatban allnak a CASB618 polipeptid aktivitasénak meg-
létével, magasabb vagy alacsonyabb mértékld CASB618 poli-
peptid expresszidval.

A talalmany térgya eljaréas vegyililetek abbdl a célbdl
torténdé szirdvizsgdlatara, hogy azonositsuk azokat a vegyi-
leteket, amelyek serkentik vagy gatoljadk a CASB618 poli-
peptid funkciéjat. Altalaban, agonistékat és antagonistékat
alkalmazhatunk a fent emlitett betegségek ellen terapias és
megeldzési célokra. Kiulonféle forrdsokbdél - mint példaul
sejtekbdl, sejtmentes preparatumokbdl, kémiai kényvtarak-
bdl, és természetes eredetl termékek keverékeibdl - sziarma-
zb vegylleteket azonosithatunk. Az igy azonositott
agonistak, antagonistak, vagy 1inhibitorok 1lehetnek a
polipeptid természetes eredetl vagy médositott szubsztratu-
mai, ligandumai, receptorai, enzimei, stb. esetlegesen;
vagy lehetnek azok szerkezeti vagy funkciondlis utéanzéi
(lasd, Coligan és mtsai., ,Current Protocols in Immunology
1, 5. fej. (1991)]. Szﬁrévizsgélati eljarasok a szakember
szamara ismertek. Tovébbi szlrévizsgalati eljardsokat ta-
lalhatunk més publikdcidékban [példaul, Benett és mtsai., J.
Mol. Recogn. 8, 52-58 (1995); Johanson és mtsai., J. Biol.

Chem. 270, 9458-9471 (1995)] és azok referenciaiban.
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Igy, a taladlmany targya eljaras a taldlmany szerinti
polipeptid funkcidjat serkeﬁté vagy gatld vegyiuletek szird-
vizsgélatara, amely az aldbbiak béarmelyike szerinti elja-
rast tartalmazza:

(a) megallapitjuk a vegyliletjelolt kotédését a
polipeptidhez (vagy a polipeptidet hordozdé sejthez wvagy
membranhoz) vagy annak fuzidésproteinjéhez oly mbédon, hogy a
jeldlt vegylletet kdzvetlenil vagy kozvetve valamilyen jel-
zéssel latjuk el;

(b) megallapitjuk a vegyluletjelslt kotédését a
polipeptidhez (vagy a polipeptidet hordozé sejthez vagy
membranhoz) vagy annak fuzidsproteinjéhez valamilyen jel-
zett kompetitor jelenlétében;

(c) a polipeptidet hordozé sejtek vagy sejtmembranok
esetében alkalmazhatd kimutatdsi rendszer segitségével meg-
vizsgaljuk, hogy vajon a vegyiletjeldlt eredményez-e vala-
milyen, a polipeptid aktivalas vagy gatlasa folytadn gene-
ralt jelet;

(d) keverék kialakitdsa céljabdl a vegyliletjeldltet
6sszekeverjik az 1. igénypont szerinti polipeptidet tartal-
mazbd oldattal, mérjlik a polipeptid aktivitasat a keverék-
ben, és Osszehasonlitjuk a keverék aktivitdsat valamely
standardéval; vagy

(e) példaul ELISA rendszer alkalmazdsaval kimutatjuk
a vegyluletjelolt hatasat a polipeptidet és a polipeptidet a

sejtben ké6édold mRNS termelddésére.
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A talalmény szerinti polipeptidet alkalmazni 1lehet,
esetleg létezd membrankotott vagy oldhatd receptorok azono-
sitdsara a technikaban ismert standard receptorkotési elja-
rasok valamelyikével. J61 ismert eljarédsok is alkalmazhatdk
a talalmany szerinti polipeptid kotédésével konkurald a ta-
lélmany szerinti polipeptid agonistdi és -antagonistai azo-
nositdsara, ha van ilyen.

Igy, a talalmany tovabbi szempontja szerint, a talal-
many targya az alédbbiakat tartalmazé szilirévizsgalati
reagenskészlet a taldlmany szerinti polipeptid agonistai,
antagonistai, ligandumai, receptorai, enzimjei, stb. azono-
sitasara; illetve olyan vegyliletek kimutatédsara, amelyek az
ilyen polipeptidek el6allitasat csokkentik vagy fokozzak:

(a) a talalméany szeriﬁti polipeptid;

(b) a taldlmény szerinti polipeptidet expresszald
rekombinans sejt;

(c) a taldlméany szerinti polipeptidet expresszald
sejtmembran; vagy

(d) a talédlméany szerinti polipeptid elleni antitest;
ahol a polipeptid eldénydsen a szekvencialistaban 2. azono-
sitbészamon megadott szekvencia szerinti polipeptid.

A szakember konnyen megérti, hogy a taldlmany szerin-
ti polipeptid alkalmazhatd valamely agonista, antagonista
vagy a polipeptidet gatld anyag szerkezet-alapl tervezésére
is lehet alkalmazni az alédbbi mdbédon:

(a) elbszor meghatdrozzuk a polipeptid szerkezetét;



049 GAwe o ..
[ . h
LA L LR Y

-

<o

.&c:'

*
¢ e
-

k]
- 44 - -.‘9~. ‘.\ ~s~

(b) kikovetkeztetjlik valamely agonista, antagonista,
vagy 1inhibitor feltételezett reaktiv- vagy koté helyé-
nek (helyeinek) haromdimenzids szerkezetét;

(c) a kikOvetkeztetett reaktiv- vagy kdtdhellyel rea-
gald vagy ahhoz ko&tédd feltehetben kotdds vegyliletjeldlte-—
ket szintetizdalunk; és

(d) megvizsgaljuk, hogy a vegyliletjeldltek valdban
agonistdk, antagonistdk vagy inhibitorok-e.

Génteréapia is alkalmazhatd az alanyban 1évd, relevans
sejtek endogén CASB618 polipeptid elS&llitasdnak befolyaso-
lasadra. A génterédpia Aattekintése céljabol ld.‘ az alabbi
publikacidét [,Gene Therapy and other Molecular Genetic-
based Therapeutic Approaches”, Human Molecular Genetics,
szerk.: Strachan and Read, kiad.: BIOS Scientific
Publishers, Ltd. (1996)] és azt ott idézett referencidkat.

Vakcina-el8allitast, &ltaldnossagban, az alabbi pub-
likacidkban irnak le [,Vaccine Design - the subunit and
adjuvant approach”, Pharmaéeutical Biotechnology, szerk.:
Powell és Newman, kiad.: Plenum Press (1995); ,New Trends
and Developments in Vaccines”, szerk.: Voller és mtsai.,
kiad.: University Park Press, Baltimore, Maryland (1978)].
Liposzémakba toérténd kapszulazdst példaul az alabbi publi-
kdcidban irnak le ([Fullerton, 4.235.877 sz. amerikai egye-
silt é&llamokbeli szabadalom]. Proteinek makromolekulakhoz
tortéend konjugacidéja példaul az alabbi szabadalmak targyat
képezi [Likhite, 4.372.945 sz. és Armor, 4.474.757 sz. ame-

rikaili egyesiilt adllamokbeli szabadalom].
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Az egyes vakcinaddzisokban a protein mennyiségét ugy
valasztjuk meg, hogy immunprotektiv valasz kivaltasara ele-
gendd mennyiségl legyen anélkiil, hogy vakcindkra jellemz§
kdros mellékhatésokat valtana ki. Ilyen mennyiség az alkal-
mazott specifikus antigéntél fiuggéen valtozik. Altalaban
elfogadott, hogy az egyes dbézisok tartalmazzanak 1-1000 nug,
elénydsen 2-100 pg, legeldénydsebben 4-40 ug fehérjét. Vala-
mely konkrét vakcina esetében optimadlis mennyiséget az il-
letd személyben az antitesttiterek és méds védlaszok megfi-
gyelését tartalmazd, standard vizsgédlatokkal &llapithatjuk
meg. Az inditd vakcindlast kovetden, az alany 4 hét mulva
rasegitd dbdézist kaphat.

A leiréas szerinti értelemben az ,izolalt” kifejezés a
természetes allapottdl ,emberi kéz altal” tortént valtozta-
tdst jelent. Ha valamely ,1izoldlt” készitmény vagy anvyag a
természetben eldfordul, akkor azt eredeti kornyezetében
megvaltoztattuk, vagy onnan eltavolitottuk, esetleg mind-
ketté. Példaul, valamely polinukleotid vagy polipeptid ter-
mészetes koriilmények kozott jelen van egy é16 allatban, ak-
kor az nem ,izolalt”, azonban az emlitett, a természetes
dllapotban vele egyltt 1létezd anyagtdl elvalasztott poli-
nukleotid wvagy polipeptid a leirds szerinti értelemben
,izolalt” .

A ,polinukleotid” kifejezés altaléban barmilyen poli-
ribonukleotidot vagy ©poli-dezoxiribonukleotidot Fjelent,
amely lehet nem mbédositott RNS vagy DNS, vagy mobdositott
RNS vagy DNS, ideértve az akadr egyesszAall akar pedig kettéds

szalu régidkat is.
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A ,valtozat” kifejezés olyan polinukleotidot vagy
polipeptidet jelent, amely kilonbdzik a referencia-poli-
nukleotidtdl vagy -polipeptidtdl, azonban lényeges tulaj-
donsagait megtartja. Valamely polinukleotid jellemz& valto-
zata nukleotidszekvenciat tekintve kilonbozik eqgy masik,
referencia—polinukleotidtél; A valtozat nukleotidszekven-
ciajaban torténd valtozasok a referencia-polinukleotid &l-
tal kdédolt polipeptid aminosav-szekvencidjahoz képest elté-
réseket okozhatnak vagy nem okozhatnak. A referencia-
szekvencia altal koédolt polipeptidben térténd nukleotid-
Ccserék aminosav-szubsztitucidkat, addicidkat, delécidkat,
fuzidkat és csonkolédsokat eredményezhetnek, ahogyan azt az
alabbiakban targyaljuk. Valamely polipeptid jellemzd& valto-
zata nukleotidszekvenciat tekintve kiilonbdzik egy masik,
referencia-polipeptidtél. Altalaban, a kiulonbségek behata-
roltak, 1igy a referencia-polipeptid és a valtozat aminosav-
szekvenciaja teljes hosszaban igen hasonld, azonban sok ré-
glid tekintetében egyedi. Valamely variadns és referencia-
polipeptid aminosav-szekvencidja kiilonbdzik egy vagy tobb
szubsztiticid, addicid, delécid vagy ezek kombindcidi te-
kintetében. Szubsztitudlt vagy beillesztett aminosav lehet
a genetikai kéd altal kédolt vagy nem kdédolt. Valamely
polinukleotid vagy polipeptid valtozata lehet természetes
korulmények kozott elSforduld allélvaltozat, vagy olyan
valtozat, amelyrdl nem ismert, hogy természetes kériilmények
kozott eldfordulna. Természetes koriilmények kozdtt eld nem

forduld polipeptid- és polinukleotid-valtozatokat
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mutagenezis eljarasokkal vagy kozvetlen szintézissel allit-
hatunk eld.

Az ,azonossag” kifejezés a technikdban ismertek sze-
rint két vagy tobb polipeptid-szekvencia, vagy két vagy
tobb polinukleotid-szekvencia kozott fenndlld, a szekvenci-
ak Osszehasonlitasaval megallapitott rokonsag. A technika-
ban az ,azonossag” kifejezés jelenti polipeptid- vagy poli-
nukleotid-szekvencidk kozdtti szekvenciarokonsag, ilyen
szekvencidk fiuzérei (,string”) kozotti esetenkénti egyezés
meghatarozasaval megallapitott fokat is. Az ,azonossag” és
shasonldség” koénnyen kiszamithatdé az ismert eljarésokkal,
példaul minden megkotés nélkill az alédbbiak alkalmazaséaval
[,Computational Molecular Biology”, szerk.: Lesk, kiad.:
Oxford University Press, New York (1988); ,Biocomputing:
Informatics and Genome Projects”, szerk.: Smith, kiad.:
Academic Press, New York - (1993); ,Computer Analysis of
Sequence Data”, szerk.: Griffin és Griffin, kiad.: Humana
Press, New Jersey (1994); ,Sequence Analysis in Molecular
Biology”, szerk.: von Heinje, kiad.: Academic Press (1987);
»Sequence Analysis Primer”, szerk.: Gribskov és Devereux,
kiad.: M. Stockton Press, New York (1991); Carillao ¢és
Lipman, SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988)]. azonosséag
meghatarozédsara szolgéld eldnyds eljarasokat ugy tervezték,
hogy a tesztelt szekvenciak kozotti legnagyobb egyezést ad-
jdk meg. Azonossag és hasdnléség megallapitdsédra szolgald
eljardsok nyilvanosan elérheté szamitdgépes programokkal is
elvégezhetdk. Két szekvencia kdzotti azonossag és hasonlo-

sdg megallapitasdra szolgald eldnyds szamitdgépes programok
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k6zé tartozik - minden korlédtozads nélkiil - a GCG program-
csomag [Devereux és mtsai., Nucl. Acid Res. 12, 387

(1984)], BALSTP, BLASTN és FASTA [Altschul és mtsai., J.
Mol. Biol. 215, 403-410 (1990)]. A BLAST X program nyilva-
nosan elérheté az NCBI-t8l és més forrasokbdl [BLAST
Manual, Altschul és mtsai., NCBI NIM NIH Bethesda, MD
20894; Altschul és mtsai., J. Mol. Biol. 215, 403-410
(1990)]. A jol ismert Smith Waterman algoritmus is alkal-
mazhatd az azonossag megallapitésara.

Az elénydsen alkalmazott algoritmus a FASTA.
Polipeptid- vagy polinukleotid-szekvenciak Osszehasonlitéa-
sdra ezen algoritmus alkalmazésakor az eldnybds paraméterek
a kovetkez8ket tartalmazzak:

Gap Penalty: 12

Gap extension penalty: 4

Word size: 2, max 6

Polipeptid-szekvencidk mas eljardsok alkalmazasaval
végzett Osszehasonlitdséanak paraméterei az alabbiakat tar-
talmazzak:

1) algoritmus: Needleman és Wunsch, J. Mol. Biol. 48,
443-453 (1970)

Osszehasonitdsi mé&trix: Hentikoff és Hentikoff féle
BLOSSUM62 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919
(1992) ]

Gap Penalty: 12

Gap Length Penalty: 4
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Alkalmas, e paraméterekkel mikodd program nyilvanosan
elérhetd ,gap” program (Genetics Computer Group, Madison,
WI). A fent emlitett paraméterek (+ ,no penalty for end
gaps”) polipeptid O&sszehasonlitéasokra szolgald alapbedlli-
tési paraméterek.

Polinukleotid &sszehasonlitas eldényos paraméterei az
aladbbiakat tartalmazzéak:

1) algoritmus: Needleﬁan és Wunsch, J. Mol. Biol. 48,
443-453 (1970)

Osszehasonitdsi matrix: ,matches=+10, mismatch=0”

Gap Penalty: 50

Gap Length Penalty: 3

Az ,azonossag” kifejezés a technikédban ismertek sze-
rint két vagy tobb polipeptid-szekvencia, vagy két vagy
tobb polinukleotid-szekvencia kozott fenndlld, a szekvenci-
ak Osszehasonlitasaval megadllapitott rokonsdg. A technika-
ban az ,azonossdag” kifejezés jelenti polipeptid- vagy poli-
nukleotid-szekvenciadk kozotti szekvenciarokonsag, ilyen
szekvenciadk fizérei (,string”) kozotti esetenkénti egyezés
meghatarozasaval megallapitott fokat is. Az ,azonossag” és
shasonldésdg” konnyen kiszamithatd az ismert eljarasokkal,
példaul minden megkdtés nélkiil az aldbbiak alkalmazasaval
[,Computational Molecular Biology”, szerk.: Lesk, kiad.:
Oxford University Press, New York (1988); ,Biocomputing:
Informatics and Genome Projects”, szerk.: Smith, kiad.:
Academic Press, New York (1993); ,Computer Analysis of
Sequence Data”, szerk.: Griffin és Griffin, kiad.: Humana

Press, New Jersey (1994); ,Sequence Analysis in Molecular
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Biology”, szerk.: von Heinje, kiad.: Academic Press (1987);
.Sequence Analysis Primer”, szerk.: Gribskov és Devereux,
kiad.: M. Stockton Press, New York (1991); Carillao és
Lipman, SIAM J. Applied Math. 48, 1073 (1988)]. azonossag
meghatdrozasara szolgédld eldnyds eljarasokat Ugy tervezték,
hogy a tesztelt szekvenciéak kozotti legnagyobb egyezést ad-
jJjdk meg. Azonossadg és hasonldsdg megadllapitésara szolgald
eljaréasok nyilvanosan elérhetd szamitdgépes programokkal is
elvégezhetdk. Két szekvencia kozotti azonossag és hasonld-
sadg megallapitédsdra szolgald eldnyds szamitdgépes programok
kozé tartozik - minden korléatozas nélkiil - a GCG program-
csomag [Devereux ¢és mtsai., Nucl. Acid Res. 12, 387
(1984)]1, BALSTP, BLASTN és FASTA ([Altschul és mtsai., J.
Mol. Biol. 215, 403-410 (1990)]. A BLAST X program nyilva-
nosan elérhetéd az NCBI-t61 és més forrasokbdl [BLAST
Manual, Altschul és mtsai., NCBI NLM NIH Bethesda, MD
20894; Altschul és mtsai., J. Mol. Biol. 215, 403-410
(1990)1. A jo61l ismert Smith Waterman algoritmus is alkal-
mazhatd az azonossag megallapitasara.

Az eldényodsen alkalmazott algoritmus a FASTA.
Polipeptid- vagy polinukleotid-szekvenciak &sszehasonlitéa-
sdra ezen algoritmus alkalmazasakor az elényds paraméterek
a kovetkezbket tartalmazzak:

Gap Penalty: 12

Gap extension penalty: 4

Word size: 2, max 6
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Polipeptid-szekvencidk mas eljarasok alkalmazasaval
végzett Osszehasonlitadsdnak paraméterei az aldbbiakat tar-
talmazzak:

1) algoritmus: Needleman és Wunsch, J. Mol. Biol. 48,
443-453 (1970)

Osszehasonitdsi méatrix: Hentikoff és Hentikoff féle
BLOSSUM62 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919
(1992) ]

Gap Penalty: 12

Gap Length Penalty: 4

Alkalmas, e paraméterekkel mikédé program nyilvanosan
elérhetd ,gap” program (Genetics Computer Group, Madison,
WI). A fent emlitett paraméterek (+ ,no penalty for end
gaps”) polipeptid Osszehasonlitdsokra szolgald alapbealli-
tdsl paraméterek.

Polinukleotid Osszehasonlitas elényds paraméterei az
aladbbiakat tartalmazzéak: .

1) algoritmus: Needleman és Wunsch, J. Mol. Biol. 48,
443-453 (1970)

Osszehasonitasi matrix: ,matches=+10, mismatch=0"

Gap Penalty: 50

Gap Length Penalty: 3

Alkalmas, e paraméterekkel mikddé program nyilvanosan
elérhetd ,gap” program (Genetics Computer Group, Madison,
WI). A fent emlitett paraméterek (+ ,no penalty for end
gaps”) polipeptid Osszehasonlitdsokra szolgald alapbealli-

tdsi paraméterek.
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Példaképpen, amennyiben taldlmany szerinti poli-
nukleotid-szekvencia azonos a szekvencialistédban 1. azono-
sitdszamon megadott referenciaszekvenciaval, akkor az azo-
nossag 100%-os, de a referenciaszekvencidval ¢sszehasonlit-
va tartalmazhat bizonyos, egészszdmu nukleotidvaltoz-
tatasokat. Ilyen valtoztatéds lehet legaldbb egy nukleotid-
delécid, -szubsztitucid - beleértve a tranzicidét és transz-
verzidt - , vagy -inverzid, és ahol az emlitett valtozas
lehet a referencianukleotid 3’ vagy 5’ végén, vagy ezen két
terminalis pont k&zétt barhol a nukleotidok k&zt elszdrva,
vagy a referenciaszekvencian belil egy vagy tobb egyméassal
érintkez& csoportban. A nukleotidvdltozadsok szé&mat uUgy ha-
tarozzuk meg, hogy a szekvencialistdban 1. azonositdszamon
megadott szekvencia szerinti nukleotidok teljes szamat meg-
szorozzuk a megfeleld azonossdg (100-al osztva) numerikus
szidzalékaval és az eredményt kivonjuk a szekvencialistéban
1. azonositdszamon megadott szekvencidban 1évé nukleotidok
teljes szamaval, vagy:

n, £ X, - (X, *y), (1)
ahol n, a nukleotidvaltozasok szama, %, a nukleotidok tel-
jes szama a szekvencialistaban 1. azonositdészamon megadott
szekvenciaban, és y példaul 70% esetén 0,70, 80% esetén
0,80, B85% esetén 0,85, 90% esetén 0,90, 95% esetén 0,95,
stb., és ahol abban az esetben, ha az x, nem egész széan,
akkor y-t lefelé kerekitijlik a legkdzelebbi egész szamra az
eldtt, hogy azt kivonnank x,-bdl. A szekvencialistaban 2.
azonositdészamon megadott szekvencia szerinti polipeptidet

k6édold polinukleotid-szekvencia megvaltoztatdsa nonszensz,
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téves értelmd (,missense”) vagy leolvasdsi keret eltoldda-
sat okozd mutécidkat hozhat létre ebben a kddold szekvenci-
dban és ezaltal az ilyen valtozast kovetden a polinukleotid
dltal kédolt polipeptid megvaltozésat eredményezi.

Hasonlbképpen, amenhyiben a taldlmany Szerinti
polipeptid-szekvencia azonos a szekvencialistdban 2. azono-
sitészamon megadott referenciaszekvencidval, az azonosséag
100%-o0s azonossagot Jjelent, ha a referenciaszekvenciaval
Osszehasonlitva bizonyos, egészszamu aminosav-valtoz-
tatédsokat tartalmaz, akkor a %-os azonossag kevesebb, mint
100%. Ilyen valtoztatds lehet legalédbb egy aminosav
delécidja, szubsztitucidja - beleértve a konzervativ és nem
konzervativ szubsztitucidét - , vagy inzercidja, és ahol a
valtoztatas a referencia-polipeptid szekvencidjanak amino-
vagy karboxitermindlis pozicidéiban vagy ezen két terminalis
pont kozott barhol az aminosavak kozt elszdrva, vagy a re-
ferenciaszekvencian belll egy vagy tobb egymassal érintkezd
csoportban. Egy adott %-os azoncssdgra vonatkozdé aminosav-
valtoztatdsok szamat tgy hatdrozzuk meg, hogy a szekvencia-
listdban 2. azonositdszamon megadott szekvencia szerinti
aminosavak teljes szamat megszorozzuk a megfeleld azonossag
(100-al osztva) numerikus szézalékaval és az eredményt ki-
vonjuk a szekvencialistdban 2. azonositdészédmon megadott
szekvenciaban 1évé aminosavak teljes szamaval, vagy:

n, £ X, = (X, * y), (2)

ahol n, az aminosav-valtoztatdsok széma, x, az aminosavak
teljes szdma a szekvencialistdban 2. azonositdszamon meg-

adott szekvenciaban, és y példaul 70% esetén 0,70, 80% ese-
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tén 0,80, 85% esetén O,85,'stb., és ahol abban az esetben,
ha az X, nem egész szam, akkor y-t lefelé kerekitjuk a leg-
kozelebbil egész szadmra az eldtt, hogy azt kivonnank x.-bdl.

A leirds szerinti értelemben a ,homoldég” &ltalénos
kifejezés, amelyet a technikédban arra alkalmaznak, hogy je-
lezzék egy adott polinukleotid- vagy polipeptid-szekvencia
valamely kérdéses szekvenciara vonatkozd nagyfoku
szekvenciaazonossagot. Az ilyen azonossagot mennyiségileg
is meghatarozhatjuk oly médon, hogy a fentiekben leirtak
szerint a szekvencidkat Osszehasonlitva meghatéarozzuk az
azonossadg és/vagy hasonlésdg fokat. Ezen &ltaldnos kifeje-
zés Jjelentéskorébe tartozik az ,ortoldég” kifejezés 1is,
amely azt Jjelenti, hogy egy kérdéses polinukleotid vagy
polipeptid funkciondlisan azonos valamely mas fajbdél szar-
mazd polinukleotiddal vagy polipeptiddel, a ,paraldg” kife-
jezés pedig az ugyanazon fajban a funkciondlisan hasonlb

szekvencidkat jelenti.

Az alédbbiakban megadjuk a taldlmanyhoz tartozé A&abrak
leirésat.

1. abra

Az 1. &bra egyeztetett normalis és daganatos vastag-
bélmintak CASB618 expresszids szintjeit mutatja be. Az ér-
tékeket ekvivalens aktinszintekben adjuk meg. (N: normélis

vastagbél, T: daganatos vastagbél).
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2. abra

A 2A., 2B., 2C. és 2D. abrak normalis szovetekben
torténéd CASB618 expresszid, valds idejd PCR-rel kapott ada-
tait tartalmazzak.

A roviditések az alabbiak:

2A. A&bra. Co: vastagbél, Ce: méhnyak, Bra: agy,
Bo Ma: csontveld, Bl: hﬁgyhélyag, Ao: aorta, Ad Gl: mellék-
vese

2B. abra. Ov: petefészek, OQe: nyeldcsd, Ly No: nyi-
rokcsomd, Lu: tudé, Li: madj, Ki: vese, Il: patkdbél, He:
sziv, , Fa_Tu: petevezeték

2C. abra. Sp: 1lép, Sm In: vékonybél, Sk Mu.: vazizom,
Sk: bdr, Re: végbeél, Pr: prosztata, Pl: méhlepény, Pa Thy:
mellékpajzsmirigy

2D. é&bra. Tr: légcsé, Thy: pajzsmirigy, Te: here, St:
gyomor, Spl: 1ép

3. &bra

A 3. abra az E. coli AR120/pRIT15081, nalidixinsavval
vagy anélkil készitett extraktumdnak SDS-PAGE géljét
(12,5%) mutatja be, amely gélt NS1 elleni monoklonéalis an-
titesttel analizadltuk (1. c¢sik: molekulatomeg-marker; 2.
csik: FE. coli AR120/pRIT15081 3 6éras, nem indukalt; 3.
csik: E. coli AR120/pRIT15081 3 o6ran A&t indukéalt; 4. csik:
E. coli AR120/pRIT15081 4,5 6ras, nem indukalt; 5. csik: E.

coli AR120/pRIT15081 4,5 6ran at indukéalt).



4. abra

A 4., a&bra SDS-PAGE gélen tisztitott CASB618-at mutat-
ja be.

(1. és 8. csik: molekulatdmeg-marker; 2. csik: 1lizalt
sejtiledék; 3. csik: a 3 tisztitott fehérje a dializis
elétt; 4. csik: a tisztitott, dializélt fehérje; 6. csik: a
tisztitott, dializalt fehérje (pdrusméret: 0,22 um).

Példéak

1. példa

Valds idejld RT-PCR analizis

Valdés idejd RT-PCR-t [Gibson, Genome Research: 6.996
(1986)] alkalmaztunk az éntigénjeldlt mRNS-transzkriptum
abundancianak Osszehasonlitasara a megfeleld, tobb paciens-
bél szarmazd rakos és normalis vastagbélszévetben. Ezenfe-
1il, ezzel az eljéréssal a génjeldlt mRNS szintjeit normal
szovetmintdkban is felbecsiltiik.

Normé&lis és rakos vastagbélbdl vett, hirtelen lefa-
gyasztott szovettani mintakbdol TriPure reagens (Boehringer)
alkalmazadsaval teljes RNS-kivonatot készitettiink. Normalis
szbvetekb&l szadrmazd6 RNS-t vagy az InVitrogen-t&l szerez-
tink be, vagy pedig hirtelen lefagyasztott szovettani min-
takbol extrahdltuk TriPure reagens alkalmazaséval. DN&zzal
kezelt teljes RNS-b&1l oligo-dT magneses gyongyok (Dynal)
segitségével poli-A+ mRNS-t tisztitottunk. A mRNS mennyisé-
gét SybrII festék (Molecular Probes) alkalmazéaséaval
spektrofluoriméterben (VersaFluor, BioRad) hatéaroztuk meg.

Valés idejd PCR-amplifikacidhoz sziikséges lancinditdkat a
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Perkin-Elmer szoftverrel terveztiik, a TaqMan amplifikécids
korilményekre vonatkozd alapbeallitédsok alkalmazasaval.
Valdés idejl reakcidkat standard PCR-receptek szerint
dllitottuk o¢ssze. Minden egyes reakcidban 2 ng tisztitott
RNS-t alkalmaztunk. A valds idejui detektadladshoz 1/75000
végkoncentracidéju Sybrl feétéket (Molecular Probes) adtunk
a reakcidkeverékhez. Az amplifikéalas (40 ciklus) és a valéds
idejd detektaléast, hagyomédnyos mlszerbeallitasok mellett,
Perkin-Elmer Biosystems PE7700 rendszerben végeztiik. Ct ér-
tékeket a PE7700 szekvenciadetektor szoftverrel szamitottuk
ki. Minden egyes péaciensbdél szdrmazdé minta esetében két Ct
értéket vettink: a daganat Ct (CtT) és a megfeleld normalis
vastagbél Ct (CtN) értéket. Valds ideju PCR-rel kapott Ct
értékek logaritmusai linedrisan viszonyultak a kérdéses
templatrdl készult mésolatok szaméhoz. Ahogyan a PCR-
amplifikacidé hatékonysédga, az elterjedt kisérleti korulmé-
nyek kozott, megkdzeliti az elméleti amplifikdcids haté-

2(CH-CrT) 3 relativ transzkriptumszintek becslése

konysagot,
a két szovetben (azaz, a daganatban héanyszoros a mRNS
tulexpresszidja). Valds idejld PCR-reakcidét 23 péciensbdl
szarmazd szovettani mintadn végeztink. Bizonyos paciensekbdl
szarmazd mintakat kétszer mértik megq. A mRNS tul-
expresszidjénak szintjét minden egyes péaciensre vonatkozdan
a leirtak szerint szadmitottuk ki. Az antigénjeldlt mRNS
tulexpresszidjanak atlagos szintjét és az antigénjeldltet
tulexpresszald paciensek aranyat ebbdl az adatkészletbdl

szamitottuk ki. Az egyedi értékeket az ugyanazon mintéaban

1évé aktinra vonatkoztattuk (arany) (1d. 1. abra). Igy, az
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1 érték azonos aktinexpresszidnak felel meg. Az eredménye-
ket logaritmikus sk&lan &brazoltuk.

Huszonnyolc kilénbcz8 szovetet Aatfogd, 81 normalis
szovetmintat teszteltink ugyanezen eljarassal. Az antigén-
jelolt Ct értékeit Osszehasonlitottuk az azonos szovetminta
esetében kapott, aktinra vonatkozd értékekkel. Az aktinra

vonatkoztatva standardizalt eredményeket a 2A-D. &bran mu-

tatjuk be.
CASB618-et tulexpresszald A tulexpresszaléas
paciensek atlagos szintje
vastagbél daganatokban (%) vastagbél daganatokban
18/23 (78%) 125-sz0r0s

Kovetkeztetések: a szomszédos, normalis vastagbélhez

képest, a CASB618 a daganatok tulnyomd részében tul-

expresszaldédott. Mas normalis szovetekben - konkrétan egy
prosztata mintéban - a CASB618 kis mértékben expressza-
16dik.

2. példa

DNS mikromatrixok

A DNS-mikroméatrixokat arra alkalmaztuk, hogy td&bb
mintédban nagy géngyljtemények mRNS expresszids profiljat
megvizsgaljuk. Ezen informaciét a valés idej PCR-rel ka-
pott eredmények kiegészitésére alkalmaztuk. Az eljaras gén-
expresszids szintek fliggetlen mérését biztositja rakos és

normalis szdvetekben.
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DNS-mikromatrixok el&&llitédsara jelenleg alkalmazott
eljarasok kozé soroljuk példaul: 1) Az Affymetrix
»GeneChip” sorait, amelyekbén szildrd fdzisu kémiai szinté-
zlssel fotolitografikus eljaréas alkalmazidsaval oligo-
nukleotidokat szintetizédltak a chip felszinére, 2) DNS-
pontozd (DNA spotting) eljaras, amelyben valamilyen sziléard
felszinre (példaul ivegre), robot segitségével kis térfoga-
tu DNS oldatot visznek fel és azon immobilizaljak. A chipet
mindkét esetben a kérdéses szévetb&l (pl. normalis szovet,
daganat, stb.) kivont, radioaktivitéassal vagy fluoreszcens
riporter molekuléaval jelzett cDNS-sel vagy cRNS-el hibridi-
zaltatjak. A jelzett anyagot a chiphez hibridizaltatjak és
a chipen 1lévd egyes szekvenciakhoz kotédott préba mennyisé-
gét specialis milszerrel megdllapitjdk. A vizsgadlatot be le-
het allitani egyszeres fluoreszcens riporterrel (vagy radi-
oaktivitassal), vagy esetleg két fluoreszcens riporterrel
is el lehet végezni. Ez utdbbi esetben, mindkét mintat kii-
16n-ki1lén, eltérd riporter molekulaval jelzik. A két jel-
zett mintat a DNS chipen 1évé szekvencidhoz kompetitive
hibridizaltatjak. A két fluoreszcens jel aranyat megmérik a
chipen 1lévd8 egyes szekvencidk esetében. Ezt az aranyt al-
kalmazzak a két mintdban a transzkriptum relativ elterjedé-
sének kiszamitdsara. Részletes leiradshoz szamos forrasbsél
hozz&juthatunk [példaul, Schena, +DNS Microarrays: a
practical approach”, kiad.: Oxford University Press (1999);
World Wide Web,

http://cmgm.stanford.edu/pbrown/protocols/index.html, vagy



http://cmgm._Stanford.edu/pbrown/protocols/index.html

veee BoA" »e £Y ]
3 ~ e

* e
.

\] .
cae 900
. . » -
60 sea oo o L) e

*0e
os ot

http://arayit.com/DNA-Microarray-Protocols/, és a speciali-

z4lt terjesztdk (pl. Affymetrix)].
3. példa

EST-profilok

Az antigén szovetekben torténd expresszidjanak kisér-
letes jellemzését kiegészité megkdzelités az emberi
~EXpressed Sequence Tags” adatbédzis vizsgdlata. Az EST kis
cDNS-fragmentumok, amelyeket valamely konkrét szdévetbdl
vagy sejtvonalbdél kivont mRNS-gyljteménybdl A&llitottak
Ossze. Jelenleg egy ilyen adatbazisban jelentd&s mennyiségu,
néhany szé&z, szovetekbdl szirmazd cDNS-kdnyvtarbdl - tdbbek
kozott kilonbdzd tipusu és stadiumd tumorszévetekbdl - ké-
szitett EST-t (10°) adatai érhetdk el. SzamitoOképes eszko-
zd0k (BLAST) segitségével a CASB618-szekvenciaval &sszeha-
sonlitéasi keresést végeztink abbdél a célbdl, hogy a szdve-
tekben torténd expresszidval kapcsolatban tovabbi informéa-

cidékhoz jussunk.

A CASB618 EST ATG lib Leiréas Kategd-
megoszléasa azonosité' ria
NCBI: 1113567 882 NCI_CGAP Co3 TC
NCBI:1224225 937 NCI_CGAP Co2 TC
NCBI:1271870 988 NCI CGAP ColZ2 TC
NCBI:1316079 889 NCI CGAP Thyl TA
NCBI:2035497 1079 NCI CGAP_Cos8 TC
NCBI:2048268 1079 NCI CGAP_CoS8 TC
NCBI:2054603 1079 NCI CGAP_ CoS8 TC



http_://arayit.com/DNA-Microarray-Protocols/
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NCBI: 2081390 1079 NCI_CGAP Cos8 TC
NCBI:2129969 1079 NCI_CéAP_Co8 TC
NCBI:2489139 1728 Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:2489206 1728 Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:2600163 882 , NCI CGAP_Co3 TC
NCBI:2641414 882 NCI_CGAP Co3 TC
NCBI:2831741 937 NCI CGAP Co2 TC
NCBI: 2914582 910 NCI CGAP Pr22 NP
NCBI:3111692 1728 Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:3112040 1728 Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:3043263 1460 NCI_CGAP_Panl Tep
NCBI:3119272 1728 Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:3138950 882 NCI_CGAP_Co?2 TC
NCBI:3181303 1728 ' Soares_ Dieckgraefe DC
NCBI:2908798 882 NCI_CGAP Co3 TC
NCBI:2909226 937 NCI_CGAP Co2 TC

(TC: vastagbél-daganat, Dc: beteg vastagbél, NP: nor-
malis prosztata, Tep: epitélium daganat, Ta: mas tipusu da-
ganatok)

A vastagbélrakokbdl szarmazé EST-k nagy ardnya sze-
rint vastagbélrdk wesetén az a gén egyértelmlen tul-
expresszalddik. Ezenfelul, méas daganatok (hasnydlmirigy,
pajzsmirigy) 1s expresszalhatjak ezt a gént.

4, példa

Northern-Southern blot analizis

Kulonboz6 daganatokbdl és azokkal egyeztetett norma-

lis wvastagbélbdl szarmazé cDNS behatdrolt mennyiségét
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Advantage PCR-rel amplifik&ltuk (lasd fent). Tobb, normalis
szbvetbdll vett mRNS-t is amplifikaltunk az emlitett elja-
rassal. Az amplifikalt cDNS-t (1 ng) 1,2%-os agardézgélen
elektroforetizaltuk, majd nylon membranra transzferdltuk. A
membrant (,AlkPhos Direct” rendszer alkalmazdsaval) hibri-
dizaltattuk a jelolt TAA cDNS fragmentumdnak alkalmazasaval
eldallitott prébaval. Northern-Southern analizissel infor-
macidkat kaptunk a transzkriptum méretérdl, ~Splice” -
valtozatok meglétérdl és a normalis illetve daganatos sej-
tekben a transzkriptumok elterjedtségérdl.

5. példa

Northern blot analizis

A standard leiréasok szerint készitett Norther
blotokban 1 pg poliA+ mRNS alkalmaztunk. Radioaktiv préba-
kat a Ready-to-Go rendszer (Pharmacia) alkalmazadsaval &lli-
tottuk eld.

6. példa

Teljes hosszusagu cDNS-szekvencia azonositéasa

A Lambda Zap II rendézer (Stratagene) alkalmazaséaval
5 ung, vastagbéldaganatbdl szarmazdé poliA+ mRNS-b&l cDNS-
konyvtarat készitettink. A rendszerhez tartozé leirast ko-
vettiik, kivéve, hogy a reverz-transzkripcids 1épéshez
SuperscriptII (Life Technologies) enzimet alkalmaztunk.
Oligo dT-vel ©beinditott és véletlenszerUen beinditott
kényvtadrakat készitettiink. Koriulbeltl 1,5*10° fiiggetlen
fagot lemezeltink ki a konyvtdr minden egyes szliréséhez.
Nylon membréanokra transzferal fagtelepeket ~AlkPhos

Direct”-el jelzett cDNS-prébakkal hibridizaltattuk. A pozi-
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tiv fagokat kemilumineszcenciaval mutattuk ki. A pozitiv
fagokat az agarlemezrdl kimetszettiik, 500 pl M pufferrel
elualtuk és génspecifikus PCR-rel hitelesitettiik. Az eludlt
fagokat in vivo kivédgassal egyesszalu M13 bakteriofagga
konvertaltuk. A bakteriofédgot E. coli-n végzett fertdzéssel
kettdsszalui DNS-sé& alakitottuk. A fertézott baktériumokat
kilemezeltik és a cDNS-probaval még egy uUjabb szlrdvizsga-
latot végeztink. Pozitiv bakteridlis kldénokbdl plazmid-DNS-
t tisztitottunk és a DNS mindkét szidlat megszekvenaltuk.

Amennyiben a teljes hosszuisagu gént nem sikeriilt a
cDNS-kényvtarbdl kinyerni, a hianyzd szekvenciat RACE elja-
rassal (Marathon kit, Clontech) izol&ltuk. E megkdzelités
soran mRNS-t reverz transzkripciéval kettdsszalti cDNS-sé
irunk at, a cDNS végeire linkereket ligalunk és a cDNS ki-
vant végzd&dését amplifikadljuk génspecifikus lancinditd és
az egyik 1linkerspecifikus oligonukleotid alkalmazéasaval.
Marathon PCR-termékeket plazmidba (pCRII-TOPO, InVitrogen)
klénoztuk és megszekvenaltuk.

A kinyert szekvencia (a szekvencialistaban 1. azono-
sitdszamon megadott szekvencia) egy 259 aminosavat kodold,
feltételezett nyitott leolvasasi keretet (a szekvencia-
listdban 2. azonositdszamon megadott szekvencia) tartalmaz.
A szarmaztatott fehérjeszekvenciat elkildtiik a sejten beli-
11 lokalizacid eldrejelzésére szolgdld algoritmussal torté-

né vizsgalatra (PSORT: http://psort.nibb.ac.jp/ és TopPred:

http://www.biokeni.su.se/~server/toppred?2/toppred source.ht

ml). Ugy tilnik, hogy a CASB618-nek van 4-5 transzmembran

szegmense van, azonban csak a Jjoslasra alkalmazott eljara-


http://psort.nibb.ac.jp/
http://www.biokemi.su.se/-server/toppred2/toppred_source.ht
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sok egyike jelezte a szigndlszekvencia meglétét. A moleku-
laban 3 potencidlis N-glikozilAcids hely taldlhatd. A mole-
kula szubcellularis elhelyezkedése nem vilagos, a legvald-
szinlbb a plazmamembran.

7. példa

7.1. Tumorspecifikus -antigének expresszidja és tisz-

titésa

Mikrobialis gazdakban torténd expresszalast, vagy
esetleg in vitro transzkripcidét/transzlécidt, alkalmaztunk
a taldlmany szerinti antigén termelésére, vakcinakészités
céljara, proteinfragmentumok vagy teljes protein eldallita-
sara gyors tisztitashoz és a természetes korilmények kdzott
expresszalt protein immunhisztokémidval torténd jellemzésé-
re vagy az expresszalas kovetd tisztitashoz sziikséges anti-
testek elballitésara.

Rekombinans proteineket két mikrobidlis gazdédban, E.
coli-ban és élesztében (mint példaul, Saccharomyces
cerevisiae vagy Pichia pastoris) lehet expresszalni. Ez le-
hetdévé teszi e konkrét antigén termeléséhez leginkédbb opti-
madlis expresszidés rendszer kivalasztasat. Altalédban, a
rekombinadns antigént E. coli-ban a reagens proteint élesz-
tében expresszaljak.

Az expressziods stratégia része a rekombinadns antigén
primer szerkezetének megtervezése. Altaléban, az N-
terminalis végz&déshez, az expresszid szintjének fokozasara
egy expresszibds fuzids partnert (EFP) helyeznek. Az EFP
tartalmazhat még az antigén immunogén tulajdonsdgainak mo-

dulalasara alkalmas régidt és immunfuzids partnert (IFP)
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is. Ezenfelil, a C-termindlis végz&déshez, a késdbbi tisz-
titast eldsegitd affinitéds fuzids partnert (AFP) is lehet
illeszteni.

Miutdn a rekombindns tdrzsek elérhetdk, a rekombinans
terméket jellemezzik az expresszids szint értékelésével és
a nyers extraktum Viselkedésének analizisével megprdébaljuk
eldrejelezni a fehérje oldékonyséagat.

A torzsek megfeleld tapoldaton tortént felszaporitéasa
és a rekombinans protein expresszidjanak indukalasat kove-
téen, a teljes kivonatot SDS-PAGE-vel analiz&ljuk. A
rekombinans proteineket a gélekben festéssel tesszik latha-
téva és specifikus antitestek alkalmazasaval Western blot
analizissel azonositjuk.

Az expresszalt antigének kilonbsézd valtozatainak
Osszehasonlitd értékelése lehetdvé teszi a legigéretesebb
jelolt kivalasztasat. A kivalasztott antigént ezutdn tisz-
titjuk és immunoldgiail szempontbdl értékeljuk.

E. coli AR120-ban végzett expresszalas

A kovetkezd konstrukcidt terveztiik meg és készitettiik
el: az N-termindlis és C-termindlis végén delécidkat (Ao 1-
74., 0N247-320. aminosavak) hordozdé CASB618 gén N-termindlis
végéhez IFP-t (az influenza virus NS1 proteinjének 1-81. N-
terminadlis aminosavat k&édoldé NS1 DNS-szekvencia) aC-
terminadlishoz pedig hisztidinfarkat illesztettink, és e
konstrukciét pMG81 (pr PL 1long) vektorba klénoztuk (a

szekvencialistaban 4. azonositdszamon megadott szekvencia).
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NS1- Met-Thr-Met C 61-8 Thr-Ser-Gly-6xHISZ
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A  kapott plazmidot pRIT15081-nek neveztiik el. A
nalidixinsavval induké&lhaté AR120 E. coli gazdasejtet al-
kalmaztuk. Harom liter E. coli tenyészet (LB tapoldat +
kanamicin) indukalaséat 60 ng/ml (végkoncentréacid)
nalidixinsav hozzdaddsaval végeztik. A tenyészetet 4 és fél
6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk.

Az indukalt tenyészet centrifugdlédsat kovetden kapott
csapadékot 60 ml PBS pufferben felszuszpendaltuk, majd ezt
kovetden ,French press” berendezésben lizaltuk. A lizatumot
20 percig 16000 g-vel centrifugdltuk. Az expresszalt fehér-
jét a csapadékban talaltuk meg (3. é&bra).

A tisztitasi séma a rekombindns fehérjén 1évé Hisz-
affinitédsjeldlésen alapuld klasszikus megkdzelitést koveti.
Egy jellemzd kisérletben a szétroncsolt sejteket megszlrjik
és a nem sejtes extraktumot Ion Metal Affinitaskromatogra-
fids oszlopra (IMAC; Ni-* NTA, Qiagen) visszik fel, amely
specifikusan visszatartja a rekombindns proteint. A vissza-
tartott proteineket 0-500 mM imidazolgradienssel - foszfat
pufferben - (lehetdleg valamilyen detergens jelenlétében)

eludljuk.
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A tisztitéasi sémat az alédbbiakban részletezziik:

Ekvilibréaciés

puffer:

Minta:

Mosd puffer

ElGcids puffer

- PBS
- PBS
- PBS
- PBS

(pH 7,5)
(pH 7,5)
(pH 7,5)
(pH 7,5)

A csapadékot 6M GuHCL-ben
feloldjuk

{

IMAC: Qiagen NTA NI’

NaH.PO; (100 mM, pH 8,0)
Tris (10 mM)
NaCl (150 mM)
GuHCl (6 M)
csapadék 6 M GuHCL-ben
NaH,POs; (100 mM, pH 6, 3)
Tris (10 mM)
urea (8 M)
NaH-PO, (100 mM, pH 4,5)
Tris (10 mM)
Imidazol (500 mM)
urea (8 M)
\A
Az elualt fehérje 500 mM
imidazolt és 8 M urat tar-

talmazd oldatban

v

Dializis

2% szarkozil + 6 M urea
2% szarkozil + 4 M urea
% szarkozil + 2 M urea

2% szarkozil + 0 M urea

4

Fagyasztas, szirés

0,22 um-~es szUrdn

‘\.

1 6ran at
1 éran at
1 6rén A&t
12 6ran at,

4°C-on
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A végsd tisztitott termék végkoncentracidjat Lowry-
féle fehérjeméréssel allapitottuk meg (ld. 4. &abra)

In vitro transzkripcid/transzléacid

A CASB618 génterméket kapcsolt in vitro transzkripci-
6val/transzlaciodval jelleméztuk. CASB618 klén teljes szek-
venciajat - 1in vitro transzkripciét lehetdvé tevéd - SP72
vektorba (Promega) klénoztuk. TNT T7-el kapcsolt
retikulocita-lizétum (Promega cat. N L4611) alkalmazaséaval
és S35 metionin beépitéssel végzett in vitro expresszidval
egy 35 kd terméket mutattunk ki, amely kutydbdl szarmazd
pankreaszbdl preparédlt mikroszdémdlis membranok (Promega
cat. N L4041) Jjelenlétében 30 kd méretilire csdkkent. Ezen
eredmények alapjan arra kovetkeztethetink, hogy a jbsolt,
47 aminosavbdl 4alldé szignalpeptidnek megfeleld szignal-
peptid processzalddik, tovadbba hogy a fehérje in vivo memb-
ranhoz van horgonyozva vagy membranok &ltal szekretalodik.
Ezen kisérletek soran a Promega &ltal javasolt receptet ko-
vettik.

7.2. Antitesttermelés és immunhisztokémia

Kismennyiséqgl, viszonylag tiszta fehérjét alkalmazni
lehet olyan immunoldgiail eszkozok eldadllitédsdra, amelyek
arra a célra szolgéalnak, hogy:

a) az expresszidt normdlis és rakos szovetmetszetek-
ben immunhisztokémidval kimutassuk;

b) kimutassuk az expresszidt, és a tisztitasi folya-

mat soran nyomon koévesslik a fehérjét (ELISA/Western blot);

vaqy
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c) karakterizaljuk/mennyiségileg meghatarozzuk a
tisztitott fehérjét (ELISA).

7.2.1. Poliklonédlis antitestek

Immunizalés

Két-harom nyulat intramuszkulérisan (I.M.) immunizal-
tunk 3-szor, 3 hetes iddékozonként 100-100 pg, 3D-MPL/QS21
adjuvansban formuldzva. Az egyes immunizalasokat kovetd 3
hét elteltével vérmintat vettlink és a szérumbdl ELISA elja-
rédssal az antitest-szintet megbecsiiltiik. A standard leira-
sok szerint végzett ELISA-ban burkoldé antigénként a feher-
jét alkalmaztuk.

ELISA

Kilencvenhat 1lyuku mikrolemezt (Maxisorb, Nunc) 5 ug
proteinnel vontunk be 12 6érén keresztil, 4°C-on végzett
inkubaléassal. A lemezeket % NCS-t tartalmazdé PBS-sel,
37°C-on 1 6ran at telitettiik, majd felvittik a nyulszérum-
bbdl készitett higitasi sorozatokat, és tovabbi 1 dran at,
37°C-on inkubadltuk. A lemezeket 3-szor PBS Tween oldattal
mostuk, majd nyulelleni biotinil&lt antiszérumot (1/5000)
(Amersham) adtunk a lyukakhoz. A lemezeket mostuk és 30
percig, 37°C-on peroxidédzzal kapcsolt streptavidinnal
(1/5000) inkubdltuk. Moséas utéan, a lyukakhoz 50-50 ul TMB-t
(BioRad) adtunk és 7 perces inkubdlés utén a reakcidt 0,2 M
H.SO,-el &llitottuk le. Az optikai denzitédst (OD) 450 nm-en
mértik és SoftmaxPro szoftverrel k&zéppont-higitasi értéket

szamitottunk.
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7.2.2. Monoklonalis antitestek

Immunizalés

&t BALB/c egeret immunizaltunk 3-szor, 3 hetes 1idd-
k6zonként 5-5 ng tisztitott fehérjével. Véreztetést a 2.
injekciot kovetd 14 nap mulva és a 3. injekcidt kovetd 1
hét mulva végeztiink. A szérumot ELISA eljarassal tesztel-
tiilk, amely soran burkold antigénként a fehérjeét alkalmaz-
tuk. Ezen eredmények alapjéan (kozéppont-higitasi érteéek >
1000) 1 egeret valasztottunk ki a fazidra.

Fuzidé/HAT szelekcid

Lépsejteket standard leiras szerint, SP2/0 mieldémaval
fuzionaltattuk 40% PEG és 5% DMSO alkalmazasaval. A sejte-
ket azutan 96 lyuki lemezekre vittuk at 2,5 * 10°-10°
sejt/lyuk mennyiségben és a rezisztens klénokat HAT tapol-
datban szelektaltuk ki. E hibridémak feluluszdéit a specifi-
kus antigének Jjelenlétére nézve teszteltik, és a pozitiv
klénokat két ciklusbél 4allo limitadlt higitasnak vetettik
ala. Két kor szirdvizsgalatot kodvetden 3 hibridbémat valasz-
tottunk ki ascitestermelésre.

7.2.3. Immunhisztokémia

Amikor az antitestek elérhetdk voltak, immunfestést
hajtottunk végre normadlis és rékos szoveteken az alédbbiak
meghatarozéaséra:

A talalmany szerinti antigén expresszidjanak szintje
rakban a normalis szdvethez viszonyitva, vagy

bizonyos, az antigént expresszald rakos szovetek ara-

nya,
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annak meghatarozasa, hogy vajon mas tipusu réakok 1is
expresszaljak-e az antigént,

rakos szovetekben az antigént expresszald sejtek ara-
nya.

Szovetminta készitése.

Mintavételt kovetden, a szovetmintat OCT vegylletben
parafakorongra rdégzitettik és folyékony nitrogénben (-
160°C) lehutott izopentdnban hirtelen lefagyasztottuk. A
fagyasztott tombot felhaszndldsig -70°C-on téroltuk. Kri-
osztat kamraban (-20,-30°C) 7-10 um vastagsagu metszeteket
készitettink.

Festés

Szdvetmetszeteket 5 percig, szobahdémérsékleten szari-
tottunk, acetonban 10 percig, szobahdémérsékleten fixaltunk,
majd 0,5% BSA-t és 5% szérumot tartalmazd PBS-ben telitet-
tiink. Szobahdémérsékleten, 30 perc elteltével kdzvetlen vagy
kézvetett festést végeztiink antigénspecifikus antitestek
alkalmazasaval. Kbézvetlen festéssel jobb specificitéast, de
kevésbé intenziv festést, mig kozvetett festéssel intenzi-
vebb, de kevésbé specifikus festést kapunk.

7.3. A taldlmadny szerinti antigénnel szembeni emberi

immunvédlasz analizise

A taldlmény szerinti.antigén immunoldégiai jelentdsé-
gét emberi T-sejtek iIn vitro indukdléasaval becsilhetjik
fel. Az Osszes T-sejt limfocita és dendritikus sejt egés-
zséges donorok (eldnydsen HLA-A2 altipus) PBMC-kbdl (peri-

féridlis vérbdl szarmazd mononukledris sejtek) szarmazott.
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HLA-A2.l1 peptidek szilrévizsgadlatdban HLA-A2.1/K° transz-
génikus egeret is alkalmaztunk.

Ujonnan feltart, antigénspecifikus CD8+ T-sejt-
vonalakat &llitottunk eld és tartottunk fenn hetenkénti in
vitro stimulécidéval. Az antigénre vagy antigéneredetd
peptidekre adott valaszként, CD8 vonalak litikus aktivita-
sat és y-IFN termelését teszteltik standard eljarasok al-
kalmazasaval.

A CD8+ T-sejtvonalak el&dllitésadra két stratégiat al-
kalmaztunk: a peptiden alapuld megkozelitést és az egész
génen alapuldé megkozelitést. Mindkét megkdzelitéshez az
ujonnan feltadrt antigén, a helyes leolvasasi keretben meg-
l1évd, teljes hosszusaglh cDNS-ére van szlukség, amelyet vagy
a megfeleld vivérendszerbe kldénozunk, vagy pedig a HLA-t
kotd fehérjék eldrejelzésére alkalmazunk.

Peptiden alapuld megkdzelités

A HLA-A2-t kotd peptidszekvencidkat a Parker-féle al-
goritmussal [Parker és mtsai., J. Immunol. 152, 163 (1994)
és http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla bind/] vagy a
Rammensee eljarassal [Rammensee és mtsal., Immunogenetics
41, 178-228 (1995); Rammensee és mtsai., ,MHC ligands and
peptide motifs” Landes Bioscience (1995), és
http://134.2.96.221/scripts/hlaserver.dll/home.htm] Jjo&sol-
tuk meg. Peptideket azutadn a HLA-A2.1/Kb transzgénikus egér
modellen szkrineltik (Vitiello és mtsai.). A jéslas soran
alkalmazott szekvencia az EéHBZV volt, amely szekvencia to-
vabbi C-termindlis szekvencia-kiterjesztést hordozd EPHB2-

vel azonos.


http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/
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a) A joésolt, HLA A0201 allélt kotd epitdpok:

a.l) HLA-A*0201 névtelenek

Pozicié 1 2 3 4 5 6 7 8 S Rammense Parker- Szekv.
e-pontszam| pontszam’ az.sz.
262 F L G G A V V S L 31 226.014 5
24 L L I v I L V F L 30 459.398 6
253 T L A T G V L C L 29 7
203 P L Y G G L A L L 28 8
149 G L P D P V L Y L 28 1107.961 9
100 G L L VvV G L E G I 28 10
53 w L VvV R Vv L L S L 27 226.014 11
62 F I G A E I V A Y 26 101.181 12
260 c L F L G G A V V 25 105.510 13
196 v L L s T P A P L 25 134.369 14
60 s L F I G A E I V 25 15
210 L L T T G A F A L 24 210.633 16
104 G L E G I N I T L 24 17
34 L A A S F L L I L 24 18
222 FA L A S I s s V 23 19
216 F A L F G V F A L 23 20
192 L L s NV L L S T 23 21
138 Yy A A E Y A N A L 23 22
33 AL A A S F L L I 23 23
31 F L A L A A S F L 23 540.469 24
21 s v P L L I V I L 23 25
174 H L A G H Y A S A 22 26
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112 L T 6 T P V H Q L 22 27
97 A R V G L L V G L 22 28
91 s A A R V T A R V 22 29
73 S A E W F V G T V 22 30
27 v I L v F L A L A 22 31
308 A A L P D L K C I 21 32
299 I L G b P L H K 9Q 21 33
258 vV L ¢ L F L G G A 21 34
217 AL F GV F A L A 21 35
207 G L A L L T T G A 21 36
40 L I L P G I R G H 21 0 37
16 H A A G F S V P L 21 38
312 D L K ¢ I T T N L 20 39
234 P L R L G S S A L 20 40
209 A L L T T G A F A 20 101.099 41
26 I v I L VvV F L A L 20 42
17 A°A G F S V P L L 20 43
154 v L ¥ L A E K F T 222.964 44
244 T Q ¥ G A A F W W 719.848 45
185 W VvV A F C F W L L 122.527 46

Ezen alszekvencidt tartalmazé molekula becsiilt

diasszociécids félideje
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a.2) HLA AO2 01 dekamerek

Pozicid szekvencia Rammense Parker- Szekv.
e-pontszam| pontszam® az.sz.

33 ALAASFLLTIL 29 47
223 ALASISSVPL 26 48
111 TLTGTPVHQL 26 458.437 49
209 ALLTTGAFAL<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>