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A talalmany targyat a HER-2/neu fuziés fehérjék, a Her-
2/neu fuziés fehérjéket kédolé nukleinsav molekuldk, a HER-
2/neu fazidés fehérjéket expresszalé virdlis vektorok, és a HER-
2/neu fazids fehérjét és/vagy a HER-2/neu fliziés fehérjét kédo-
16 nukleinsav molekulat tartalmazé gyégyaszati készitmények
(azaz pé€ldaul vakcinak) képezik. A taldlmany targyat képezik
tovabba azok az eljarasok, amikkel rakos betegségeket lehet
megel6zni vagy kezelni, a HER-2/neu fehérje elleni immunvalasz
kivaltasaval vagy fokozasaval, beleértve a HER-2/neu
onkogénhez kapcsolédé rosszindulatu betegségek kezelésében

valo felhasznalasat.
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HER-2/NEU fuziés fehérjék

A jelen talalmany targyat a HER-2/neu fuziés fehérjék, a
Her-2/neu fazidés fehérjéket kédolé nukleinsav molekulak, a
HER-2/neu fuzidés fehérjéket expresszald viralis vektorok, és a
HER-2/neu fuziés fehérjét és/vagy a HER-2/neu fuziés fehérjét
kédolé nukleinsav molekulat tartalmazé gyoégyaszati készit-
mények (azaz példaul vakcinak) képezik. A jelen talalmany
targyat képezik tovabba azok az eljarasok, amikkel rakos beteg-
ségeket lehet megelézni vagy kezelni, a HER-2/neu fehérje elleni
immunvalasz kivaltasaval vagy fokozasaval, beleértve a HER-
2/neu onkogénhez kapcsolédé rosszindulati betegségek keze-
lésében valé felhaszndldsat.

Az igénybevett hatalmas pénziigyi és human eréforrasok
ellenére a rak maradt az egyik legfébb haldlok. Példaul a 35-74
év kozotti néknél a rak a vezeté haldlok. Néknél a mellrdak a
legaltalanosabb rosszindulatid megbetegedés, és a mellrak
kialakulasanak eléforduldasa né. A becslések szerint kilenc nébél
egyet ezzel a Dbetegséggel diagnosztizdlnak. A mellrak
gyogyitasanak standard megkozelitési moédjai a mutéti
beavatkozas, a besugarzas és kemoterapia koré csoportosultak.
Ezek a megkozelitési moédok bizonyos rosszindulati betegségek
esetében drasztikus valtozasokat eredményeztek. De a mellrak a
leggyakrabban gyodgyithatatlan, ha egy bizonyos stddium utan
diagnosztizaljak. A korai diagnozis és terapia alternativ megkoze-

litési moédjaira van szukség.



A rosszindulatu megbetegedések egyik altalanos jellemzéje
a szabdalyozatlan névekedés. Ugy tunik, hogy a rékos sejtek egy
transzformacios folyamaton mennek at, a normalis fenotipusbodl
egy rosszindulatu fenotipusba, ami autoném noévekedésre képes.
A szomatikus sejtek amplifikalédasat és tulexpresszidjat tekintik
az egyik olyan primer eseménynek, ami a normalis sejtek rossz-
indulatii  sejtekké valé transzformacidjat eredményezi. Az
onkogén gének altal kédolt rosszindulatu fenotipusos jellemzdék a
sejtosztdodas soran atadédnak a transzformaldédott sejtek
utédainak.

Legalabb negyven, a rosszindulatu sejtekben mukodo, és a
transzformacioért felelés, vagy ahhoz kapcsolédé gént azonositot-
tak. Ezeket az onkogéneket kiilénb6zé csoportokra osztottak,
géntermékuk, azaz az onkogén altal expresszalt fehérje feltétele-
zett funkcidja vagy lokalizacidja alapjan.

Az onkogénekrél azt gondoljak, hogy a normalis cellularis
fiziolégiaban bizonyos esetekben nélkulozhetetlenek. Ebbol a
szempontbdl a HER-2/neu onkogén a a receptorszeru glikopro-
teinek tirozin kindz csaladja egyik tagjanak tunik, és nagyfoku
azonossagot mutat az epidermalis novekedési faktor receptorral
(EGFR). A HER-2/neu feltehetdleg szerepet jatszik a sejtek no-
vekedésében és/vagy differencidlédasaban. Ugy tunik, hogy a
HER-2/neu kvantitativ mechanizmusokkal rosszindulata beteg-
ségeket indukal, amik egy lényegében normalis géntermék
fokozott vagy szabalyozatlan expresszidjat eredményezik.

A p185 glikoprotein a HER-2/neu onkogén fehérjeterméke.
A HER-2/neu gén és a p185 szamos kiillonb6z6 rakos megbetege-
désben - beleértve a mell-, petefészek-, vastagbél- és prosztatara-

kot - amplifikalédik illetve tulexpresszalédik. A p185 a rosszindu-



lata transzformaciéhoz kapcsolédik, és megtaldlhaté a duktalis
in situ karcinéomak 50-60%-aban, az invaziv emlérakok 20-40%-
aban, és a petefészekben, prosztataban, vastagbélben és tiiddében
keletkez6 adenokarcindmdk jelentés részében. A HER-2/neu
expresszioja kozvetlenil kapcsolédik nemcsak a rosszindulatu
fenotipushoz, hanem a rosszindulatii betegség agresszivitdsdhoz
is. A HER-2/neu tulexpressziéja korrelal mind az emlé-, mind a
petefészek rakok borus diagnézisaval.

A pl85 egy transzmembran fehérje, aminek a megjésolt
molekulasulya 185 kDa, azaz Kkorilbelill 1255 aminosav
hosszusagu. A p185-nek van egy koriilbelill 645 aminosavbdl 4116
extracellularis doménje (ECD), ami legalabb 40%-0s azonossagot
mutat az EGFR-rel, egy erdésen hidroféb transzmembran
doménnel és egy korulbelil 580 aminosavbél allé6 C-termindlis
intracellularis doménnel (ICD), ami legalabb 80%-0s azonossagot
mutat az EGFR-rel.

Szukség van rakellenes vakcindkra, amik célba vehetnek
egy rosszindulata betegséget, amihez a HER-2/neu onkogén
kapcsolddik, vagy olyan készitményekre és moédszerekre, amik a
HER-2/neu gén ellen immunvalaszt keltenek, és fokozzak a mar
kivaltott immunvalaszt.

A jelen talalmany targyat HER-2/neu p185 fuziés fehérjék,
a HER-2/neu fuzids fehérjéket kodolé nukleinsav molekulak, és
a HER-2/neu fuziés fehérjéket kédolé polinukleotid szekvencia-
kat tartalmaz¢6 viralis vektorok képezik, olyan alkalmazasokban,
amik magukban foglaljak melegvéru allatok immunizalasat olyan
rosszindulatu betegségekkel szemben, amikkkel a HER-2/neu
onkogén kapcsolatban all. A jelen talalmany szerinti fiziés fehér-

jék vagy nukleinsav molekuldk olyan készitményekben lehetnek,



amik tartalmaznak egy gyogyaszatilag elfogadhaté hordozét vagy
higitészert, azaz példaul egy olaj-a-vizben emulziét, és adott eset-
ben tartalmaznak még egy vagy tobb tovabbi aktiv adaléka-
nyagot, azaz példaul immunserkenté anyagot, azaz példaul
SBAS-2-t, 3D-MPL-t, QS21-et vagy a 3D-MPL és a QS21 kombi-
hasznos, és ebben a formdban hasznalhaté. A fiziés fehérjéket, a
nukleinsav molekulakat, viralis vektorokat, a gyégyaszati készit-
ményeket és/vagy a vakcinadkat beadhatjuk egy alkalommal (azaz
példaul olyan betegnek, akiben megnétt a kockazata annak, hogy
rosszindulatu betegségben megbetegedjen vagy  ujra
megbetegedjen, vagy ha rosszindulati betegséget tételeznek fel
nala), vagy periodikusan (azaz példaul egy olyan betegnek,
akiben megnétt a kockéazata annak, hogy rosszindulatu beteg-
ségben megbetegedjen vagy ujra megbetegedjen, vagy ha rosszin-
dulatu betegséget tételeznek fel nala). A jelen taldlmény szerinti
vegyuletek vagy készitmények jol hasznalhatok egy vagy tobb
létezé tumor Kkezelésében, vagy a tumor eléfordulasanak vagy
ujra eléforduldsanak megelézésében melegvéru allatokban, bele-
értve az embereket is.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok az elja-
rasok, amikkel egy betegben egy rak kifejlédését meg lehet
akadalyozni, a HER-2/neu fehérje elleni immunvalasz
kivaltasaval vagy erésitésével, azzal jellemezve, hogy egy
betegnek egy elézékben emlitett gyogyaszati készitményt vagy
vakcinat adunk be. A beteg szenvedhet példaul emlé-,
petefészek-, vastagbél- vagy prosztatarakban, amely esetekben
az eljaras kezelést biztosit a betegség ellen, vagy egy ilyen beteg-

ség megnott kockazatanak kitett beteg kezelhetd profilaktikusan.



Az egyik megvalésitasi méd szerint a gyégyészati készitmény vagy
vakcina beadasa abbdl all, hogy egy melegvéru allat sejtjeit ex
vivo transzfektaljuk a jelen talalmany szerinti nukleinsav mole-
kulaval, vagy egy melegvéru allat sejtjeit ex vivo egy viralis vek-
torral fertézzuk, ami tartalmaz egy jelen taldlmany szerinti nuk-
leinsav molekulat, majd ezt kovetéen a transzfektalt vagy
fert6zott sejteket bejuttatjuk a melegvéru allatba.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok az elja-
rasok, amikkel a tumorsejteket el lehet tavolitani egy bioldgiai
mintabol, ami abbdl Aall, hogy egy biolégiai mintat olyan T-
sejtekkel hozunk érintkezésbe, amik specifikusan reagalnak egy
HER-2/neu fuzids fehérjével, amely 1épés abbdl all, hogy az érint-
keztetést olyan koérulmények kozott hajtjuk végre, és annyi ideig,
ami lehetévé teszi a fehérjét expresszalé sejtek eltavolitasat a
mintabol. Rokon megvaldsitasi médok szerint médszereket bizto-
situnk a rak Kkifejlédésének megakadalyozasara egy betegben,
ami abbdl all, hogy a betegnek az el6z6kben ismertetett médon
kezelt biolégiai mintat adunk be.

Egy masik megvaldsitasi méd szerint eljarasokat bizto-
situnk egy HER-2/neu fuziés fehérjére specifikus T-sejtek sti-
mulalasara és/vagy kiterjesztésére, azzal jellemezve, hogy a T-
sejteket az alabbiak kozul eggyel vagy tobbel hozzuk érint-
kezésbe: (i) egy elé6z6kben ismertetett fuziés fehérje; (ii) egy poli-
nukleotid, ami egy ilyen fuziés fehérjét kodol; és/vagy (iii) egy
antigént prezentald sejt, ami ilyen fiziés fehérjét expresszal;
olyan korulmények kozott, és annyi ideig, ami lehetévé teszi a T-
sejtek stimulalasat és/vagy kiterjesztését. Az el6zékben ismerte-
tett médon készitett T-sejteket tartalmazé izolalt T-sejt populaci-

okat is biztositunk. Tovabbi megvaldsitasi modok szerint a jelen



talalmany targyat olyan eljarasok képezik, amikkel a rak
kifejlédését meg lehet akadalyozni egy betegben, amik abbdl
allnak, hogy egy betegnek hatékony mennyiséget adunk be egy
elézékben ismertetett T-sejt populaciébdl.

Egy tovabbi megval6sitasi méd szerint a jelen taldlmany
targyat olyan eljarasok képezik, amikkel a rak kifejlédését meg
lehet akadalyozni egy betegben, azzal jellemezve, hogy az aldbbi
lIépéseket alkalmazzuk: a) egy betegbdl izolalt CD4+ és/vagy CD8+
T-sejteket inkubalunk az aldbbiak koziil eggyel vagy tobbel: i) egy
HER-2/neu fuziés fehérje; (ii) egy ilyen fuziés fehérjét kédold
polinukleotid; és (iii) egy ilyen fuzidés fehérjét expresszald, anti-
gént prezentalé sejt; és b) egy betegnek hatékony mennyiséget
adunk be az elszaporitott T-sejtekbdl, ezzel gatolva a rak
kifejlédését a betegben. Az elszaporitott sejteket a betegnek valé
beadas elétt klonozni lehet, de nem feltétleniil sziikséges.

Végezetiill, a jelen taldlmany targya eljaras HER-2/neu
fuzios fehérje eldallitdsara, azzal jellemezve, hogy az aldbbi 1épé-
seket alkalmazzuk: a) egy sejtbe a HER-2/neu fuziés fehérjét koé-
dolé polinukleotidot tartalmazé expressziés vektort juttatunk be;
b) a transzfektalt sejteket tenyésztjiik; és c) megtisztitjuk az exp-
resszalt fehérjét. Egy elényben részesitett megvaldsitasi méd sze-
rint a sejt egy CHO sejt. Egy masik elényben részesitett megvalo-
sitasi mod szerint a sejtet szuszpenziéban, szérummentes koril-
mények kozott tenyésztjiik. Egy tovabbi megvaldsitasi méd sze-
rint az expresszalt fehérjét kétlépéses eljarassal tisztitjuk, ami
tartalmaz egy anioncserélé kromatografiat Q Sepharose
nagyteljesitményl oszlopokon, és egy hidroféb kromatografiat

Phenyl Sepharose 6 Fast Flow-on, alacsony helyettesitéssel.



A jelen taldlmany ezen és mas aspektusai nyilvanvaléak
lesznek az alabbi részletes leirds és a csatolt abrak alapjan.
Minden emlitett referenciat teljes egészében referencianak
tekintink, ugyanugy, mintha egyenként emlitettiik volna.

Az alabbiakban roéviden ismertetjik a leirasban emlitett
abrakat.

Az 1. dbran a pFLAGCMV-1/ICD expressziés plazmid térké-
pe lathatd, mérete 6,7 kilobazis.

A 2. dbran a pFLAGCMV-1/KD expresszios plazmid térképe
lathaté, mérete 5,7 kilobazis.

A 3. dbran a pFLAGCMV-1/PD expresszios plazmid térképe
lathato, mérete 5,7 kilobazis.

A 4. abran az lathaté, hogy a HER-2/neu foszforilacios
domén a taptalajba szekretalédik, és a HER-2/neu intracellula-
ris domén valamint a HER-2/neu kindz domén nem szekre-
talédik a taptalajba, a 3. példaban ismertetett médon.

Az 5. abran a pcDNA3.1/hygro/ECD-PD expresszios vektor
térképe lathat6, mérete 8,3 kilobazis.

A 6. abran az ECD-PD fuziés fehérje HEK-293 és CHO
sejtekben valé expresszidjanak eredményei lathaték, és azt mu-
tatja, hogy a fiziés fehérje szekretalédik a taptalajba, a 4. példa-
ban ismertetett médon.

A 7. dbran a human HER-2/neu fehérje teljes aminosav
szekvencidja lathato (1. szamu szekvencia).

A 8. abran a patkany HER-2/neu fehérje teljes aminosav
szekvencidja lathatdé (2. szamu szekvencia). A kinaz domén a
721-998-as aminosav régiéra terjed ki.

A 9. abran az extracellularis HER-2/neu fehérje aminosav

szekvencidja lathato (3. szamu szekvencia).



A 10. dbran a human HER-2/neu fehérje foszforilacids
doménjének (PD) aminosav szekvencidja lathaté (4. szamu szek-
vencia).

A 11. dbran a human HER-2/neu fehérje foszforilaciés
doménje elényben részesitett részének (APD) aminosav szekven-
cidja lathaté (5. szamu szekvencia).

A 12. abran egy fuzids fehérje aminosav szekvenciaja latha-
to, ami tartalmazza a human HER-2/neu fehérje extracellularis
(ECD) és foszforilaciés doménjét (PD) (6. szamu szekvencia).

A 13. dbran abran egy fuziés fehérje aminosav szekvencidja
lathatd, ami tartalmazza a human HER-2/neu fehérje extracel-
lularis doménjét (ECD) és foszforilaciés doménje elényben része-
sitett részét (APD) (7. szamu szekvencia).

A 14. dbran a patkany HER-2/neu fehérje extracellularis
doménjének (ECD) aminosav szekvenciaja lathaté.

A 15. abran a human HER-2/neu fehérjét kédolé DNS mo-
lekula teljes hosszusagui aminosav szekvencidja lathaté (9.
szamu szekvencia). Ezt a teljes hosszusagu nukleotid szekvenciat
a WO 96/30514 szamu szabadalmi leirasban ismertetik, aminek
a leirasat a tovabbiakban teljes egészében referencianak
tekintjuk.

A 16. abran a patkany HER-2/neu fehérjét kédolé DNS
molekula teljes hosszuiisagu aminosav szekvenciaja lathaté (10.
szamu szekvencia). Ezt a teljes hosszusagu nukleotid szekvenciat
Bargmann és munkatarsai ismertették [Bargmann és mtsai:
Nature 319, 226-230 (1986); GENBANK/X03362; amely publika-
ciokat a tovabbiakban teljes egészukben referenciaként keze-
lunk).



A 17. abran Herceptin emlés sejtekben vagy Escherichia
coli-ban eléallitott kulonb6zé ECD-PD fazidés fehérjékhez vald
kotédésének ELISA esszéje lathatd. Az Escherichia coli-ban el6al-
litott fuzids fehérjék leolvasasi keretban vannak egy 6 hiszti-
dinbdl all6 C-terminalis vagy N-terminalis jel6léssel (ezek neve C-
His Tag és N-His Tag).

A 18. dbran a HER-2/neu ECD-PD ftziés fehérje CHO-K1-
ben szuszpenzids, szérummentes koriilmények kozott vald exp-
resszigjanak osszehasonlitasa lathaté Pichia sejtekben valé exp-
resszidjaval.

A 19. abran az egér HER-2/neu nukleotid szekvencijja lat-
hato.

A 20. abran az egér HER-2/neu aminosav szekvenciaja lat-
hato.

A jelen talalmany targyat olyan vegytletek és készitmények
képezik, amik képesek moduldlni, elényosen kivaltani vagy erdsi-
teni a HER-2/neu onkogén expresszié fehérjetermék elleni
immunitast, beleértve a rosszindulati megbetegedéseket
melegvért allatokban, amikben egy amplifikalt HER-2/neu gén
egy rosszindulati megbetegedéssel nem igényli, hogy a gén fe-
hérje expressziés terméke jelen legyen a tumoron. Példaul a gén
tulexpresszidja szerepet jatszhat a tumorképzédés inicidldsaban
€s korai fazisaiban, de a fehérje expressziéja ezt kovetéen csok-
kenhet, vagy teljesen hidnyozhat. A jelen taldlmany arra hasznal-
hat6, hogy egy hatékony immunvalaszt kivaltson vagy erdésitsen,
azzal a cellal, hogy egy HER-2/neu pozitiv tumort HER-2/neu
negativ tumorra alakitson at, amellett, hogy megelézi a HER-
2/neu pozitiv tumorok létrejottét, és provokalja a létez6 HER-

2/neu pozitiv tumorok regressziéjat.
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A leirasban az alabbi roviditéseket haszndljuk: az ,ECD”
szakKkifejezés extracellularis domént jelent; az ,ICD” szakkifejezés
intracellularis domént jelent; a ,PD” szakkifejezés foszforilacios
domént jelent (azaz azt a domént, ami foszforilez6dik), ami az int-
racellularis doménben taldlhaté; a ,APD” szakkifejezés jelentése
a foszforilacios domén fragmense, ami a foszforilaciés doménben
talalhato; és a ,KD” szakkifejezés jelentése a kindz domén, ami
az intracellularis doménben taldlhaté. A HER-2/neu gén exp-
resszigjdnak termékét a tovabbiakban ,HER-2/neu fehérje”
néven emlitjiuk, de ismert ,p185” vagy .c-erbB2” néven is.

Az alabbiakban ismertetjik a leirasban hasznalt szakKkifeje-
zések definiciéjat.

A ,HER-2/neu ECD-ID fuziés fehérje” szakkifejezés - amit a
tovabbiakban ,EXD-ICD” vagy ,ECD-ICD fuziés fehérje” néven is
emlitunk - jelentése egy fuiziés fehérje (vagy annak fragmensei),
amik tartalmazzak a HER-2/neu fehérje extracellularis
doménjét (vagy annak fragmenseit) és intracellularis doménjét
(vagy annak fragmenseit). A tovabbiakban az ECD-ICD fuziés
fehérje nem tartalmazza a HER-2/neu transzmembran domén je-
lentés részét, és elénydsen nem tartalmazza egyik HER-2/neu
transzmembran domént sem.

A HER-2/neu ECD-PD fuziés fehérje” szakkifejezés, amit
+ECD-PD” vagy ,ECD-PD fuziés fehérje”, vagy .HER-2/neu ECD
APD fuziés fehérje” néven is ismerunk, de emlitik ,ECD-APD”
vagy .ECD-APD fuzios fehérje” néven is, olyan fuzids fehérjéket
(vagy azok fragmenseit) jelenti, amik tartalmazzak a HER-2/neu
fehérjének egy extracellularis doménjét (vagy annak fragmenseit)
és egy foszforilaciés doménjét (vagy annak fragmenseit, azaz pél-

daul a APD-t). Az ECD-PD és az ECD-APD fuziés fehérjék nem
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tartalmazzak a HER-2/neu transzmembran domén jelentds
részet, €s elényosen nem tartalmazzak egyik HER-2/neu transz-
membran domént sem.

A HER-2/neu ECD-ICD fuziés fehérje” és a ,HER-2/neu
ECD-PD fuzids fehérje” szakkifejezésrol és az ezekkel rokon szak-
kifejezésekrdl ismert, hogy jelentik ezek fragmenseit, homolégjait
és funkcionalis fragmenseit is (ezeket a tovabbiakban ,variansok”
néven emlitjik), azaz azokat, amikbe egy vagy tobb aminosavat
beszartak, amikbdl egy vagy tobb aminosavat kivagtak, vagy egy
vagy tobb aminosavat helyettesitettek mas aminosavakkal vagy
nem-aminosavakkal, amik a jelen taldlmany egy elényben része-
sitett megvalésitasi médja szerint vagy i) fokozzak egy immunva-
lasz beinditasat vagy erdsitését a HER-2/neu fehérjével osszeha-
sonlitva, vagy ii) a HER-2/neu fehérjével osszehasonlitva nem
érintik lényegesen egy immunvalasz beinditasat vagy erdésitését
(azaz a varians stimuldlja segité6 T-sejtek vagy citotoxikus T-
sejtek valaszat, vagy serkenti ellenanyagok képzddését). A vari-
ansok specifikus, nem-korlatozé példai kozé tartoznak a HER-
2/neu ECD-ID fuziés fehérje és a HER-2/neu ECD-PD fuziés
fehérje példaként megadott fragmensei, homolégjai és funkciona-
lis ekvivalensei, amiket az alabbiakban részletesen ismertetiink.
A variansok lehetnek ,lényegében azonosak” vagy .lényegében
hasonldk” egy természetes komponenseket tartalmazé fuziés fe-
hérjéhez, €és megtartjdAk annak az immunvalaszt stimuldlé
képességét.

A fazios fehérje” szakkifejezés jelentése olyan fehérje, ami
legalabb két, kovalens kotéssel O0sszekotott polipeptidbdl all, és
amiben az egyik polipeptid egy fehérjeszekvenciabdl vagy domén-

bél szarmazik, mig a masik polipeptid egy masik fehérjeszekven-
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ciabdl vagy doménbdl szarmazik. A polipeptideket vagy kozvetle-
nul vagy egy kovalens linkeren - azaz példaul aminosav linkeren,
azaz példaul poliglicin linkeren vagy egy masik tipusu kémiai
linkeren, példaul szénhidrat linkeren, lipid linkeren, zsirsav
linkeren, poliéter linkeren (PEG, stb.) — keresztiill kapcsolhatjuk
[Hermanson: Bioconjugate techniques (1996)]. A fuziés fehérjét
képezé polipeptidek tipikus esetben C-termindlis az N-termina-
lishoz médon kapcsolédnak, bar kapcsolédhatnak C-terminalis a
C-termindalishoz, N-termindlis az N-termindlishoz vagy N-termi-
nalis a C-termindlishoz médon is. A fiziés fehérje polipeptidjei-
nek barmilyen sorrendje lehet. A ,fuzids fehérje” szakkifejezés je-
lenti még a fuziés fehérjét képezd polipeptidek konzervativ
moédon  modositott varidnsait, polimorf varidnsait, alléljeit,
mutansait, alszekvenciait és interspeciesz homolégjait. A fuzids
fehérjék eléallithatok nugy, hogy az egyik fehérjeszekvenciabdl
szarmaz0 aminosav lancot kovalens kotéssel kapcsoljuk egy
masik fehérjeszekvencia aminosav lancahoz, példaul Ggy, hogy a
fuziés fehérjét egybefiiggéen kédolé rekombinans polipeptidet
készitunk. A fuziés fehérjék 2,3,4 vagy tobb, azonos, vagy kiilon-
boz6 fajbdél szarmazé kulonbozé aminosav lancot tartalmaz-
hatnak. Egy faziés fehérjében az aminosavak kuldonbozé lancai
egymashoz illesztheték kozvetlenul, vagy kozvetve is egymashoz
illesztheték egy kémiai csoporton keresztill, vagy egy aminosav
kapcsold csoporton keresztiill. A fuziés fehérje adott esetben tar-
talmazhat mas komponenseket is, amint azt az aldbbiakban
részletesen ismertetjuk.

A .fehérje” szakkifejezést a tovabbiakban mind ,polipeptid”,

mind ,peptid” jelolésére is hasznaljuk.
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A ,nukleinsav”’ szakkifejezés jelentése dezoxiribonukleotid
vagy ribonukleotid, valamint azok polimerjei, egyszala vagy két-
szalu formaban. A szakkifejezés olyan nukleinsavakra vonatko-
zik, amik ismert nukleotid analégokat vagy moédositott gerinc-
strukturakat vagy kotéseket tartalmaznak, amik szintetikus,
természetes vagy nem természetes eredetliek, amiknek a kotési
tulajdonsagai hasonlitanak a referencia nukleinsav kotési tulaj-
donsagaira, és amik a referencia nukleotidokhoz hasonldéan
metabolizalédnak. Ilyen analégok lehetnek példaul, anélkiil, hogy
ezekre korlatoznank magunkat, a foszforotioatok, a foszforami-
ditek, a kiral-metil foszfonatok, a 2-O-metil ribonukleotidok és a
peptid-nukleinsavak (PNS-ek).

Hacsak kulon nem jelezzuk, akkor egy adott nukleinsav
szekvencia implicite jelenti annak konzervativ médon maédositott
variansait (azaz példaul a degeneralt kodonok hasznélatat) és
komplementer szekvencidit, és az explicite jelzett szekvenciat is.
Pontosabban, a degeneralt kodonhelyettesités ugy érheté el, hogy
olyan szekvenciakat generalunk, amikben egy vagy tobb (vagy az
0sszes) kodon harmadik poziciéja kevert bazisokkal €és/vagy
dezoxiinozin csoportokkal van helyettesitve [Batzer és mtsai:
Nucleic Acids Research 19, 5081 (1991); Ohtsuka és mtsai:
Journal of Biological Chemistry 260, 2605-2608 (1985); Rossolini
€s mtsai: Molecular & Cellular Probes 8, 91-98 (1994)]. A nuk-
leinsav szakkifejezést hasznaljuk még génre, cDNS-re, mRNS-re,
oligonukleotidra és polinukleotidra.

A taldlmany szerinti fuziés fehérjét tartalmazé polinukleotid
szekvencia szigoru korulmények kozott hibridizalédik mindegyik
nukleotid szekvencidhoz, amik a fuziés fehérjében levé egyes po-

lipeptideket kodoljak. A fuziés polipeptid egyes polipeptidjeit ko-
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dolé polinukleotid szekvencidk lehetnek tehat konzervative moéo-
dositott variansok, polimorf varidnsok, allélek, mutansok, alszek-
venciak és interspeciesz homolégok.

A ,szazal€kos szekvencia azonossigot” ugy allapitjuk meg,
hogy két optimalisan illesztett szekvenciat egy oOsszehasonlito
ablakban 0Osszehasonlitunk, aholis az Osszehasonlité ablakban
levé polinukleotid szekvencia rész a referencia szekvenciaval (ami
nem tartalmaz addicidokat vagy delécidkat) 6sszehasonlitva tartal-
mazhat addiciokat vagy delécidkat (azaz réseket), hogy a két
szekvenciat optimadlisan egymashoz tudjuk illeszteni. A szaza-
lékot ugy szamitjuk ki, hogy meghatarozzuk azoknak a pozi-
cioknak a szamat, amikben mindkét szekvencidban azonos nuk-
leotid bazis vagy aminosav csoport taldlhaté, ezzel megkapjuk az
illeszked6 poziciok szamat, és az illeszkedd poziciok szamat
osztjuk az 6sszehasonlité ablakban levé pozicidk teljes szamaval,
majd az eredményt 100-zal szorozva kapjuk a szekvencia-
azonossag szazalékat.

A polinukleotid szekvencidkra vonatkozé ,lényegében
azonos” szakkifejezés azt jelenti, hogy egy szekvencia legalabb
25%-ban azonos egy masikkal. Egy masik valtozat szerint a sza-
zalékos azonossag barmilyen egész szam lehet 25 és 100%
kozott. Az inkabb elényben részesitett megvalésitdsi moédok
szerint egy referencia szekvenciaval 6sszehasonlitva az azonossag
legalabb 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90% vagy 99% vagy még ennél is magasabb, az
itt ismertetett program hasznalataval; ez elényosen a BLAST, az
alabbiakban ismertetett standard paramétereket hasznalva. A
szakteruleten jartas szakember szamara nyilvanvald, hogy ezeket

az értékeket hozzaigazithatjuk két nukleotid szekvencia altal
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kédolt fehérjék megfelelé azonossaganak meghatarozasahoz,
figyelembe véve a kodon degenerdltsagat, az aminosavak hason-
l6sagat, a leolvasasi keret pozicionaldsat és hasonlékat. Ezekre a
cé¢lokra az aminosav szekvencidk ,lényegi azonossaga” legalabb
40%-0s szekvencia azonossagot jelent. A polipeptidek elényben
részesitett szazalékos azonossaga 40 és 100% kozott barmilyen
egész szam lehet. Még elénydsebb megvalésitasi médok szerint az
azonossag legalabb 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% vagy
99% lehet. Azok a polipeptidek, amik ,lényegében hasonléak”,
kozos szekvencidkat tartalmaznak, amint azt az elézékben
megjegyeztuk, azzal az eltéréssel, hogy azok a csoport poziciok,
amik nem azonosak, konzervativ aminosav cserékkel
eltérhetnek. A konzervativ aminosav helyettesitések a hasonlé ol-
dallancokkal rendelkezé csoportok felcserélhetéségére utalnak.
Példaul az aminosavak egy csoportja alifas oldallancokkal rendel-
kezik, ezek a glicin, az alanin, a valin, a leucin és az izoleucin; az
aminosavak egy csoportja alifas-hidroxi oldallanccal rendelkezik,
ide tartozik a szerin és a treonin; az aminosavak egy csoportja
amidot tartalmazé oldallanccal rendelkezik, ide tartozik az aszpa-
ragin €s a glutamin; az aminosavak egy csoportja aromas oldal-
lanccal rendelkezik, ide tartozik a fenilalanin, a tirozin és a trip-
tofan; az aminosavak egy csoportja bazikus oldallanccal rendel-
kezik, ide tartozik a lizin, az arginin és a hisztidin; és az amino-
savak egy csoportja kéntartalmu oldallanccal rendelkezik, ide
tartozik a cisztein és a metionin. Az elényben részesitett konzer-
vativ aminosav helyettesitések kozé az alabbiak tartoznak: valin-
leucin-izoleucin, fenilalanin-tirozin, lizin-arginin, alanin-valin,

aszparaginsav-glutaminsav és aszparagin-glutamin.

ese
.
-
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Az oOsszehasonlitadshoz a szekvencidk optimalis illesztését
kulonbozé algoritmusokkal hajthatjuk végre, ezek kozé tartozik
Smith és Waterman lokalis azonossagi algoritmusa [Smith és
Waterman: Add. APL. Math. 2 482 (1981)], Needleman és
Wunsch azonossag illesztési algoritmusa [Needleman és Wunsch:
Journal of Molecular Biology 48, 443 (1970)], Pearson és Lipman
hasonlésagot keres6 moddszerével [Pearson és Lipman:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 85, 2444
(1988)], ezeknek az algoritmusoknak a szamitégépes
implementacidjaval (GAP, BESTFIT, BLAST, FASTA és TFASTA a
Wisconsin Genetics Software Package-ben, Genetics Computer
Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI) vagy
szemrevételezéssel.

A szazalékok szekvencia-azonossag és szekvencia hason-
lésag meghatarozasara megfelelé algoritmusok elényben részesi-
tett példaja az Altschul és munkatarsai altal leirt BLAST és a
BLAST 2.0 algoritmus [Altschul és mtsai: Nucleic Acids Research
25, 3389-3402 (1977); Altschul és mtsai: Journal of Molecular
Biology 215, 403-410 (1990)]. A BLAST-ot és a BLASt 2.0-t az itt
ismertetett paraméterekkel arra hasznaljuk, hogy meghatarozzuk
a jelen taldlmany szerinti nukleinsavak és fehérjék szazalékos
szekvencia azonossagat. A BLAST elemzések elvégzéséhez a
szoftver barki szamara hozzaférheté a National Center for
Biotechnology Information-6n keresztul:

http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
A kumulativ értékeket a nukleotid szekvencidk esetében az M
(jutalomérték egy illeszked6é parért; mindig >0) és N (blintetés a
nem illeszkedé csoportokért; mindig <0) hasznalataval szamitjuk

Ki. Az aminosav szekvencidknal egy értékelé6 matrixot haszna-


ncbi.nlm.nih.gov/
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lunk a kumulativ érték kiszamitasahoz. A szétalalatok Kiterjesz-
tését mindegyik irdnyban leallitjuk, ha: a kumulativ illeszkedési
érték X értékkel kiesik az elért maximalis értékébol; a kumulativ
érték nullara, vagy az ala csokken, egy vagy tobb negativ értéku
csoport-illeszkedés akkumulalédasa miatt; vagy elértik valame-
lyik szekvencia végét. A BLAST algoritmus W, T és X paraméterei
meghatarozzak az illesztés érzékenységét és sebességét. A
BLASTN program (nukleotid szekvenciakhoz) alap beallitdsnal
11-es szo-hosszusagot (W), 10-es elvarast (E), M=5, N=-4, és a
két szal oOsszehasonlitasat haszndlja. Az aminosav szekven-
ciakhoz a BLASTP program alap beadllitAsnal 3-as sz6-
hosszusagot, 10-es elvarast és a BLOSUMG62 értékelé matrix
[Henikoff és Henikoff: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 89, 10915 (1989)], 50-es illeszkedést (B), 10-es
elvarast, M=5, N=-4, és a két szal 6sszehasonlitdsat hasznalja.
Annak egy masik jelzése, hogy a nukleotid szekvenciak 1é-
nyegében azonosak, ha a két molekula egymashoz, vagy egy har-
madik nukleinsavhoz hibridizalédik, kozepesen, vagy elényosen
szigoru koriilmények kozott. A szigoru korilmények szekvencia-
fuggdk, és kulonbozé korilmények kozott eltéréek. A hosszabb
szekvenciak specifikusan hibridizalédnak magasabb hémérsék-
leten. A nukleinsavak hibridizdlasanak egy alapos vezérfonala
megtalalhaté a szakirodalomban ([Tijssen: Techniques in
Biochemistry and Molecular Biology — Hibridization with Nucleic
Probes, .Overview of principles of hybridization and the strategy
of nucleic acid assays” (1993)]. A szigoru korilményeket altala-
ban ugy valasztjuk meg, hogy a hémérséklete korulbelul 5-10 °C-
szal legyen alacsonyabb mint az adott szekvencia termalis olva-

daspontja (Tm) adott ionerdésségnél és pH-nal. A Tm az a hémér-
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s€klet (meghatarozott ionerésségnél és pH-nal), aminél a megcél-
zott szekvencia hibridizal egy tokéletesen illeszkedé préobahoz. Ti-
pikus esetben azokat tartjuk szigorti korilményeknek, amiknél a
sokoncentracié kevesebb mint koriilbelil 1,0 mol/1 natriumion,
tipikus esetben 0,01-1,0 mol/l natriumion (vagy mas sék) kon-
centracio pH=7,0-8,3 kozott, és a hémérséklet legalabb 30 °C a
rovid probakhoz (azaz 10-50 nukleotid hosszui prébdk), és leg-
alabb 66 °C a hosszu préobakhoz (azaz tobb mint 50 nukleotidot
tartalmazo prébak). A szigoru koérilményeket Gigy is elérhetjik,
ha destabilizal6 agenseket, azaz példdul formamidot adunk
hozza. A szelektiv vagy specifikus hibridizadciéhoz egy pozitiv jel
legalabb kétszerese a hattérnek, elényosen tizszerese a hattér
hibridizaciénak.

A szigoru hibridizaciés koriilmények példaul az alabbiak
lehetnek: 50% formamid, 5xSSC és 1% SDS, 42 °C-on inkubalva,
vagy, 5X SSC, 1% SDS, 65 °C-on inkubalva, 0,2X SSC, 0,1% SDS
oldattal mosva 65 °C-on.

A jelen taldlmany céljaira a megfelelé ,kozepesen szigoru
korulmények” kozé tartozik példaul az elémosas 5X SSC, 0,5%
SDS, 1,0 mmol/1 EDTA (pH=8,0) oldatban, hibridizalas 50-65 °C-
on, 5X SSC-ben, éjszakan at, majd mosas kétszer, 65 °C-on, 20
°C-on, 2X, 0,5X és 0,2X SSC-vel (ami 0,1% SDS-t tartalmaz). Az
ekkor hibridizal6dé szekvencidk is a jelen talalmany oltalmi
korébe tartoznak.

A ,T-sejtek szaporodasa” szakkifejezés jelentése az alab-
biakban ismertetve, magiban foglalja a T-sejtek szaporodasat,
valamint a T-sejteknek a szaporodashoz vezeté stimulalasat, azaz

azoknak az eseményeknek az inicidlasat, amik a mitézishoz ve-
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zetnek, valamint a mitézist magat. A T-sejtek szaporodasanak ki-

mutatasat az alabbiakban targyaljuk.

A talalmany szerinti fuziés fehérjék

A. A HER-2/neu fehérje intra- és extracellularis
doménjei

A HER-2/neu fehérjét valasztottuk célpontként rakellenes
vakcinakhoz, a HER-2/neu-val el6z6kben ismertetett megfigyelé-
sek alapjan. Ennek a megkdzelitési modnak az egyik f6 akadalya
az elegendé mennyiségi HER-2/neu fehérje izoldlasa. Ennek a
problémanak a megoldasara tett egyik kisérlet az, ha az ECD-t és
az ICD kiulén expresszaljuk emldés sejtekben. A magas szinten
szekretalt fehérje formdajaban expresszalédo ECD fehérjét, azaz
koralbelul 20 mg ECD fehérjét egyliteres egér sejttenyészetbdl
izolaltuk. Azonban az ICD expressziéja alacsony volt, azaz csak
korulbelil 0,2 mg ICD fehérjét tudtunk tisztitani egy liter HEK-
293 sejtekbdl. Emellett, a kapott ICD fehérje nagyon labilisnak
bizonyult a sejtlizatumban, ezzel szamos varatlan problémat
okozva hasznalhaté mennyiségek tisztitasakor.

Amint azt az el6zékben targyaltuk, a HER-2/neu egy sajat
onkogén fehérje, és a sajat fehérjék elleni immunoldgiai tole-
rancia elnyomhatja az immunvalaszt. Barmilyen fehérje kiillonbo-
z0 részei elleni immunolégiai tolerancia szintje fuigghet attdl,
hogy a fehérje expresszalt része a sejtmembrannal egyiitt, vagy
anélkul marad. Az ECD a sejtfelszinen marad és onnan levalik.
Ezzel szemben az ICD és annak részei a sejtben maradnak, és
nem valnak ki. Az ECD kénnyen érintkezésbe 1ép a test immun-
rendszerével, mig az ECD és annak részei viszonylag el vannak

valasztva a test immunrendszerétél. Ennek eredményeképpen az



20 Paoteallel el

ECD elleni immun-tolerancia nagyobb, mint a HER-2/neu fehér-
je ICD része ellen. Tehat a jelen taldlmany szerinti vakcinakhoz
az ICD fehérje és az ICD peptidek, valamint ezek varidnsai, bele-
értve a PD fehérjéket és a PD peptideket, viszonylag nagyobb
immunvalaszt generdlnak mint az ECD fehérje és az ECD pep-
tidek. Bar az ICD és variansai sokkal immunogénebbek mint az
ECD és variansai, az ECD és variansai elleni ellenanyagok
jotékony hatasuak és valdszinuleg kivanatosak. Az ECD a sejt
felszinén talalhaté, mig az ICD és részei nem szekretdlédnak,
hanem a sejt belsejében maradnak. Tehat az ECD elleni ellena-
nyag reakciénak nagyobb lehet a terapias hatasa, és ezért a jelen
talalmanyban elénydsebb a hasznalata. Az ECD énmagaban nem
tal immunogén. Mivel az ICD (beleértve a PD-t és a APD-t is) im-
munogénebb mint az ECD, ezért az ECD-ICD fuziés fehérje
és/vagy az ECD-PD fuziés fehérje sokkal immunogénebb mint az
ECD o6nmagaban. Az ECD-IC fuziés fehérje és/vagy az ECD-PD
fauziés fehérje varhatéan sokkal hatékonyabban indukal ellena-
nyag valaszt az ECD ellen, mint az ECD énmagaban, ezért a jelen
talalmany egy elényds megvalésitasi méodja.

A jelen talalmanyban az ECD-t vagy variansait kombinal-
juk, kapcsoljuk vagy fuzionaltatjuk (kozvetlenul vagy kozvetve) az
ICD-val vagy variansaival, elénydsen a PD-vel vagy variansaival.
Az ECD biztositja a strukturalis konformaciét azoknak az ellena-
nyagoknak az indukaldsdhoz, amik a HER-2/neu fehérjével a
sejt felszinén reagalnak, mig az ICD vagy a PD fokozza az ECD
immunogenitasat. A kombinacié6 meglepé modon sokkal haté-
konyabban indukal ECD elleni mmunvalaszt, mint az ECD

onmagaban.
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Az ECD-t vagy az ECD részeit kombinalhatjuk az ICD-vel
vagy variansaival, beleértve az ICD részeit is, vagy a PD-vel vagy
variansaival, beleértve a PD részeit (azaz példaul az APD-t). A
jelen talalmany szerinti ECD elénydsen human, patkany vagy
egér ECD. A human ECD-t a 9. abran mutatjuk be, ez a 13.
szamu szekvencia. A patkany ECD-t a 14. abran mutatjuk be, ez
a 8. szamu szekvencia.

A jelen talalmany szerinti ICD elényosen human, patkany
vagy egér ICD. A human ICD-t a 7. abran mutatjuk be, ez az 1.
szamu szekvencia, ami tartalmazza a 676-o0s (Lys) - 1255-0s (Val)
régiot. A patkany ICD-t a 8. abran mutatjuk be (2. szdmu szek-
vencia), ami tartalmazza a 677-es (Lys) - 1256-0s (Val) régiot.

A jelen taldlmany szerinti PD elényosen humaén, patkany
vagy egér PD. A human PD-t a 10. 4bran mutatjuk be (4. szamu
szekvencia). A human PD lehet a human APD, amit a 11. 4bran
mutatunk be (5. szamu szekvencia). A patkany PD-t a 8. abran
mutatjuk be (2. szamu szekvencia), beleértve a 991-es (Gln) -
1256-0s (Val) régiot. A patkany PD lehet a patkany APD, amit a
8. abran mutatunk be (2. szamu szekvencia), ami tartalmazza a
991-es (Gln) - 1049-es (Arg) régiot.

Az egyik megvalésitasi mod szerint a human ECD fuzional-
tathaté (i) egy human ICD-vel vagy patkany ICD-vel, vagy (ii) egy
human PD-vel vagy APD-vel, vagy patkany PD-vel vagy APD-vel.
Egy masik megvaldsitasi méd szerint egy patkany ECD
fuzionaltathat6 (i) egy human ICD-vel vagy egy patkany ICD-vel,
vagy (ii) egy human PD-vel vagy APD-vel, vagy patkany PD-vel
vagy APD-vel.

A HER-2/neu PD 268 aminosavat tartalmaz, intracellularis,

és a tirozin kinaz fehérje foszforilezheti. Ez a régié nem mutat
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azonossagot mas tirozin kindz receptorok megfelelé részével.
Tehat ennek a doménnek a specifitdsa és egyedisége kiilonosen
elényossé teszi tumor vakcinaként valé felhasznalashoz. Azonban
ennek a doménnek az onmagaban valé expresszidja baktéri-
umokban és emlds sejtekben problematikus. A kapott PD példaul
nagyon labilis, és nem alkalmazas nagy mennyiségben valo eléal-
litasra. Az egyik megvalésitasi mod szerint ez a talalmany meg-
oldja az ilyen problémakat, az intracellularis domént vagy a
foszforilaciés domént, vagy azoknak egy részét fuziondltatva a
HER-2/neu extracellularis doménnel, vagy annak egy részével.
A jelen taldalmany szerinti ECD-ICD fuziés fehérjék és az ECD-PD
fuziés fehérjék oldhatdk, szekretdlédnak és a tenyésztés korul-
mények kozott stabilak. Ez a rendszer képes nagymennyiségu
intracellularis domént vagy foszforilaciés domént biztositani a
rakellenes vakcina kifejlesztéséhez, elényosen az emlérak elleni
vakcina kifejlesztéséhez, de jol hasznalhaté barmilyen, a HER-
2/neu expresszié altal jellemzett rakok elleni vakcinakban.
Amellett, hogy lehetévé teszi az intracelluldaris doménnek vagy a
foszforilaciés doménnek, vagy ezek varidnsainak az extracellula-
ris doménnel vagy annak varidnsaival képzett fuziés fehérje for-
majaban valdé expresszidjat, az ECD-ICD és ECD-PD fuzios
fehérjék javitott vakcina készitményt biztositanak.

A PD-t ugy szekretaltatjuk, hogy a PD N-termindlisa elé egy
szekréciés szignal szekvenciat épituink be, ezzel egy oldhaté,
szekretalt rekombinans fehérjét kapunk. A szekrécids folyamatot
részesitjik elényben, mivel ezaltal a rekombinans fehérjék a tap-
talajpan akkumulalédnak. Mivel a fehérje nem kapcsolédik az
intracellularis fehérjékhez, a proteolizis korlatozott. A fehérjét

egyszerubben és gazdasiagosabban lehet tisztitani.
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Amint azt a 3. példaban ismertetjiik, a pFLAGCMV-1 exp-
resszios plazmidot (Kodak) hasznaljuk annak meghatarozasara,
hogy a HER-2/neu intracellularis doménnek melyik régidja
szekretalhaté. A fehérjéket fuziés fehérje formdjaban exp-
resszaltatjuk, egy preprotripszin szekrécids szignallal, és FLAG-
Tag-gal az N-terminalisukon. A HEK-293 sejteket transzfektaljuk
az ilyen konstrukciékkal, majd a sejteket és a taptalajt Western
blottal (FLAG-Tag M2 ellenanyagot hasznalva probaként) meg-
vizsgaljuk, van-e bennuk FLAG-Tag faziés fehérje. Az
eredményeket a 4. dbran mutatjuk be, ezek azt demonstraljak,
hogy se a teljes hosszusagu ICD, se a teljes hosszusagu KD nem
szekretalddik, viszont a PD oldhaté, szekretalddik és kimutathaté
a tenyészté taptalajban. Az eredmények azt mutatjak, hogy a tel-
jes hossziisaga ICD vagy KD  strukturfehérjék nem
eredményeznek szekréciot, azaz a fehérjének a sejtmembranon
valé keresztiilhatolasat.

Amint azt a 4. példaban ismertetjiik, mivel az ECD-nek van
egy szekrécids szignalszekvenciaja, és expresszaltathato szekréci-
0s fehérje formajaban, az ECD-t hasznaljuk fGziés partnerként a
PD-hez. Az ECD-PD fuziés fehérjét HEK-293 sejtekben exp-
ELISA esszével vizsgaljuk meg, HER-2/neu ECD-specifikus ellen-
anyagokkal, majd Western blottot végzink HER-2/neu PD-spe-
cifikus ellenanyagokkal. Amint azt a 6. dbran bemutatjuk, az
oldhat6 ECD-PD expresszalédik a HEK-293 sejtekben és szekre-
talodik a tenyészté taptalajba.

B. A jelen talalmany szerinti fuziés fehérjék immuno-

genitasa
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Egy elényben részesitett megvaldsitasi mod szerint a jelen
talalmany targya egy fuziés fehérje, ami a HER-2/neu gén fehér-
je-expresszios terméke kulonbozé részeire alapul (azaz példaul a
HER-2/neu ECD-ICD fuziés fehérje vagy a HER-2/neu ECD-PD
fuzios fehérje), és ami képes ellenanyag valaszt kelteni, és a cse-
csemomirigy-dependens limfocitak (,,T-sejtek”) felismerik. Ennek
megfeleléen az autochton immun T-sejt valaszt hasznalhatjuk
profilaktikusan, vagy olyan rosszindulati betegségek kezelésére,
amikben a HER-2/neu tulexpresszalodik vagy
talexpresszaldédott. Mas szempontbdl a jelen taldlmany targya
olyan nukleinsav molekulak hasznalata, amik az
immunizalashoz az ilyen ECD-ICD fuziés fehérjék vagy ECD-PD
fauziés fehérjék, vagy azok varidansai expresszidjat vezérlik,
onmagukban, vagy egy viralis vektorban.

Altaldnossagban a CD4+ T-sejt populaciékat ugy tekintjiik,
hogy segitéként vagy indukalészerként mukodnek a limfokinek
felszabadulasa soran, ha egy specifikus antigénnel stimulaljuk;
azonban a CD4+ sejtek egy alcsoportja képes citotoxikus T-limfo-
citdkként (CTL) mukodni. Hasonl6képpen, a CD8+ T-sejteket ugy
tekintjuk, hogy ugy mukodnek, hogy kozvetlenil lizaljak az anti-
gén célpontokat; azonban szamos kulénb6zé koriulmény mellett
képesek limfokineket szekretalni, hogy segité vagy DTH funkciot
biztositsanak. Az atfedé funkciék potenciadlja ellenére a fenoti-
pusos CD4 és CD8 markerek kapcsolva vannak az I-es vagy Il-es
tipusi MGC antigénekhez kotott peptidekkel valé felismerés
miatt. Az I-es vagy II-es MHC osztaly kontextusaban az antigén
felismerése felhatalmazza a CD4+ vagy CD8+ T-sejteket, hogy
valaszoljanak a kulénbozé antigénekre, vagy ugyanarra az anti-

génre, ami kulonbo6zé korulmények kozott van prezentalva. Az
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immunogén peptidek II-es osztalyit MHC antigénekhez valé koté-
se leginkabb olyan antigének esetében fordul eldé, amiket az anti-
gént prezentalo sejtek megemésztettek.

Amint azt a jelen talalmanyban targyaljuk, a HER-2/neu
onkogén fehérje expressziés termékének egy ECD-ICD fuzids
A keringésben levé HER-2/neu ECD-ICD fuziés fehérje vagy
HER-2/neu ECD-PD fuziés fehérje peptid fragmensekre degrada-
loédik. Az ECD-ICD fuziés fehérjébdl vagy az ECD-PD fuziés fehér-
jébol szarmazo peptidfragmensek kotédnek a fé6 hisztokompatibi-
litasi komplex (MHC) antigénekhez. Egy MHC antigénhez kotott
peptidnek a sejt felszinén valé bemutatasaval, és a peptid plusz a
altal valo felismerésével a HER-2/neu ECD-ICD vagy a HER-
2/neu ECD-PD fuziés fehérje (beleértve a rosszindulatu sejt altal
expresszaltakat is) immunogén a T-sejtekre. A T-sejt receptor
tokéletes specifitdsa lehetévé teszi az egyes T-sejtek szamara,
hogy kiilonbséget tegyenek azok kozott a fehérje fragmensek
kozott, amik egyetlen aminosav csoportban térnek el egymastol.

Az ECD-ICD fuziés fehérjébél vagy az ECD-PD fuzids fehér-
jébol szarmaz6 peptidfragmensre adott immunvalaszban a pep-
tid-MHC komplexhez nagy affinitdssal kotédé T-sejt receptort
expresszald T-sejtek kotédnek a peptid-MHC komplexhez, és
ezaltal aktivialodnak, és szaporodasra indukalédnak. Egy pep-
tiddel vald els6é talalkozas alkalmaval kisszamd immun T-sejt
szekretal limfokineket, szaporodik és differencialédik effektor- és
memoria T-sejtekké. A primer immunvalasz in vivo jon létre, de
nehéz in vitro kimutatni. Ha a memoéria T-sejtek Gjra taldlkoznak

ugyanazzal az antigénnel, akkor ez gyorsabb és intenzivebb im-
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munvalaszt eredményez. A szekunder immunvalasz vagy in vitro
vagy in vivo 1€ép fel. Az in vitro valaszt konnyen mérhetjiik, ha
mérjuk a szaporodas mértékét, a citokin termelés mértékét, vagy
az antigénnel njra érintkezésbe kerult T-sejt populacié citolitikus
aktivitdsanak generalasat. A T-sejt populaciénak egy adott anti-
génre adott valaszként valé jelentés szaporodasa jelzi az anti-

génnel val6 korabbi érintkezést, vagy az azzal valé feltéltédést.

C. A jelen talalmany szerinti fuzids fehérjék

Az egyik megvalésitasi méd szerint a jelen taldlmany
szerinti vegytuletek HER-2/neu ECD-ICD fuziés fehérjék vagy va-
riansok, vagy olyan polinukleotidok, amik az ilyen ECD-ICD fuzi-
0s fehérjéket kédoljak. A nukleinsav molekuldk elényosen DNS
molekuldk. A jelen taldlmany szerinti HER-2/neu ECD-ICD fuzi-
6s fehérjékben az ECD és ICD polipeptid komponensek vagy koz-
vetlenul, vagy egy linkeren, azaz példaul egy aminosav linkeren
vagy mas tipusu linkeren keresztiil lehetnek fazionaltatva. Egy
elényben részesitett megvaldsitasi méd szerint a jelen taldlmany
szerinti ECD-ICD faziés fehérje a HER-2/neu ECD-t vagy annak
egy részét tartalmazza, kozvetleniul a HER-2/neu ICD-hez vagy
annak egy részéhez flizionaltatva.

Egy tovabbi megvaldsitasi méd szerint az ECD-ICD fuziés
fehérjében az ECD mérete ugy valtoztathaté meg, hogy egymas
utan eltavolitunk koérulbelill 1-100 aminosav csoportot az ECD
C-terminadlisardl, elényodsen korilbeliil 100 aminosav csoportot.
Hasonl6képpen, az ICD mérete az ECD-ICD fuiziés fehérjében ugy
valtoztathaté meg, hogy egymas utan eltavolitunk kértlbelul 1 -
100 aminosav csoportot az ICD N-terminalisarél és C-termina-

lisardl. A kapott varians formdak antigenitasuk és/vagy immuno-
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genitasuk alapjan szelektalhatdk, a szakirodalomban és az alab-
biakban ismertetett megfelelé szurévizsgalati moédszereket hasz-
nalva, hogy a jelen talalmany szerint hasznaljuk 6ket.

Egy masik megvaldsitasi méd szerint a jelen taldlmany sze-
rinti vegylletek tartalmazzak a HER-2/neu ECD-PD fuiziés fehér-
jéket, vagy azok variansait, vagy az ilyen ECD-PD fuziés fehér-
jéket kodol6 nukleinsav molekuldkat. Az egyik megvalésitasi méd
szerint a HER-2/neu ECD-t a HER-2/neu APD-hez fazionaltat-
juk. A nukleinsav molekuldk elényosen DNS molekuldk. A jelen
taldlmany szerinti HER-2/neu ECD-PD ftuziés fehérjékben az
ECD és PD vagy APD polipeptid komponensek vagy kozvetlentil,
vagy egy linkeren, azaz példaul egy peptid linkeren lehetnek
fuzionaltatva. Egy elényben részesitett megvalédsitasi méd szerint
a jelen talalmany szerinti ECD-PD fuiziés fehérjék a HER-2/neu
ECD-t tartalmazzak, kozvetlenill a HER-2/neu PD-hez vagy a
HER-2/neuAPD-hez fuzionaltatva. Itt, és a leiras soran a jelen
talalmany szerinti fuziés fehérjék egy elényben részesitett megva-
l16sitasi modja a HER-2/neu PD fuiziés fehérje.

Egy masik megvalositasi méd szerint az ECD mérete az
ECD-PD fuzids fehérjében megvaltoztathat6, ha egymas utan ko-
rulbelal 1 - 100 aminosav csoportot eltavolitunk az ECD C-termi-
nalisarol, elényosen koriilbeliil 100 aminosavat. Hasonléképpen,
a PD mérete az ECD-PD fuziés fehérje mérete megvaltoztathatd,
ha egymas utan aminosavakat tavolitunk el a PD N-termina-
lisarol. Ismét, az elényben részesitett megvalésitasi méd a PD.
Mas varians formék is kivalaszthaték antigenitasuk és/vagy im-
munogenitasuk alapjan, a szakirodalomban és az aldbbiakban
ismertetett szurodvizsgalati modszerekkel, a jelen taldlmany sze-

rinti felhasznalas céljabdl.
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Az 1. tablazatban azt lathatjuk, hogy ha 100 aminosavat

eltavolitunk az ECD C-termindlisarol, akkor annak nincs hatasa

az ECD-PD fuzids fehérje expressziés szintjére és stabilitasara.

1. Tablazat

ECDecsonkitottPD 0sszefoglalas

Klon A deléci6 terulete | A bazis- | Az amino- | Relativ
(bazispar/aminosav) | par sor- | sav sor- exp-
szama szama resszi-
o
A5 1655-1882/552-628 228 76 i
B4 1660-1866/554-622 207 69 *x
B9 1595-1891/532-631 297 99 ork
C2 1681-1902/561-634 222 74 *
C7 1612-1902/538-634 291 97 kR
F10 1634-1951/545-651 318 106 okokk
ECD-PD WT - - - *

Az ECD-ICD fuziés fehérje és az ECD-PD fuiziés fehérje vari-

ansai kozé tartoznak a természetes ECD-ICD fuziés fehérje és az

ECD-PD fuziés fehérje kulonbozé strukturdlis formai. Az ionizal-

haté N-termindlis és C-terminalis csoportok jelenléte miatt pél-
daul a HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuziés fehérje lehet

sav vagy bazis formajaban, vagy lehet semleges formaju. Az egyes

aminosav csoportok is modosithaték oxidaciéval vagy reduk-

cidval.

A jelen talalmany oltalmi korébe tartozé mads varidnsok
kozé tartoznak az ECD-ICD fuziés fehérjék vagy az ECD-PD fuzi-
6s fehérjék, amikben a HER-2/neu ECD-ICD fehérje vagy a



- hhd e
3 S - -
29 L nea 3> -
O
. . o

természetes HER-2/neu ECD-PD fehérje primer aminosav struk-
taraja moédosithaté mas peptidekkel vagy polipeptidekkel, vagy
kémiai egységekkel, azaz példaul glikozil csoportokkal, lipidekkel,
foszfattal, acetil-csoportokkal €és hasonlékkal valé kovalens vagy
aggregativ konjugatumok készitésével. A kovalens szarmazékokat
példaul ugy készithetjik el, hogy kulonbo6zé funkcioés csoportokat
kapcsolunk az aminosav oldallancokhoz, vagy az N-terminalishoz
vagy a C-terminalishoz.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba a HER-2/neu
ECD-ICD fuziés fehérjék és a HER-2/neu ECD-PD fuziés fehér-
jék, glikozilezve vagy glikozilezés nélkul. Az élesztében vagy
emlds expresszids rendszerekben expresszalt ECD-ICD fuziés fe-
hérjék és az ECD-PD fuziés fehérjék lehetnek hasonlék, vagy mo-
lekulasulyuk vagy glikozilezési mintazatuk lehet enyhén eltéré a
természetes molekuldkétdl, az expressziés rendszertdél fuggéen. A
polipeptideket koédolé DNS expresszidja baktériumokban, azaz
példaul Escherichia coli-ban tipikus esetben nem-glikozilezett
molekuldakat eredményez. Az eukariéta fehérjék N-glikozilezési
pontjait az Asn-A;-Z aminosav triplett jellemzi, amiben A jelen-
tése Pro kivételével barmelyik aminosav, Z jelentése Ser vagy
Thr. A HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuziés fehérjék vari-
ans formai, amik inaktivalt N-glikozilezési pontokat tartal-
maznak, a szakteruleten jartas szakember szamara ismert tech-
nikakkal allithaték eld, azaz példaul oligonukleotid szintézissel és
ligalassal, vagy helyspecifikus mutagenezis technikakkal, és ezek
mind a jelen talalmany oltalmi korébe tartoznak. Egy masik val-
tozat szerint az N-kapcsolt glikozilezési helyek hozzdadhaték a
HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuzi6s fehérjéhez.
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A jelen taldlmany szerinti ECD-ICD fuziés fehérjék kozé,
amik lehetnek variansok is, tartozhatnak a human és nem-hu-
man polipeptidek lehetséges kombinaciéi. A nem-human polipep-
tidek barmilyen emlésbél, azaz példaul patkanybdl, egérbdl, ten-
gerimalacbdl, 16bdl, szarvasmarhabdl, sertésbol, birkabdl, kutya-
bdl, stb. szarmazé polipeptidek lehetnek. Az egyik megvaldsitéasi
mod szerint az ECD-ICD fuziés fehérjék kozé a kovetkezok tar-
toznak:

i) human ECD-human ICD fuziés fehérjék, példaul
azok, amik a human ECD (9. abra, 3. szamu szekvencia)
és a human ICD (ami a 7. abran lathaté, az 1. szamu
szekvenciavazlaton bemutatott, a 676-o0s (Lys) - 1255-6s
(Val) aminosavakra kiterjedé szekvencia) Osszekap-
csolasaval jonnek létre, kémiai és/vagy aminosav kap-
csolo csoporttal vagy anélkiil, és ezek varidnsai;

ii) patkany ECD-patkany ICD fuziés fehérjék, példaul
azok, amik a patkany ECD (14. dbra, 8. szamu szekven-
cia) és a patkany ICD (ami a 8. abran lathaté, a 2.
szamu szekvenciavazlaton bemutatott, a 677-es (Lys) -
1256-0s (Val) aminosavakra Kkiterjedé szekvencia)
Osszekapcsolasaval jonnek létre, kémiai és/vagy amino-
sav kapcsol6 csoporttal vagy anélkiil, és ezek variansai;

iii) human ECD-patkany ICD fuziés fehérjék, példaul
azok, amik a human ECD (9. abra, 3. szamu szekvencia)
és a patkany ICD (ami a 8. abran lathaté, a 2. szamu
szekvenciavazlaton bemutatott, a 677-es (Lys) - 1256-0s
(Val) aminosavakra kiterjedé szekvencia) 6sszekapcso-
lasaval jonnek létre, kémiai és/vagy aminosav kapcsolé

csoporttal vagy anélkul, és ezek variansai;
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iv) patkany ECD-human ICD fuziés fehérjék, példaul
azok, amik a patkany ECD (14. 4bra, 8. szamu szekven-
cia) és a human ICD (ami a 7. abran lathato, az 1.
szamu szekvenciavazlaton bemutatott, a 676-os (Lys) -
1255-0s (Val) aminosavakra kiterjedé szekvencia)
Osszekapcsolasaval jonnek létre, kémiai és/vagy amino-

sav kapcsol6 csoporttal vagy anélkiil, és ezek variansai.
A jelen taldlmany szerinti ECD-ICD fuziés fehérjék barmilyen
variansai a jelen taldlmany megvalésitasi moédjai kozé tartoznak.
Az egyik megvaldsitasi mod szerint az ilyen varidnsok lényegében
azonosak vagy lényegében hasonléak a természetes HER-2/neu
ECD-ICD fehérjéhez, és megtartjak azt a képességuket, hogy sti-
mulaljak az immunvalaszt. Az ECD fehérjét kédol6 human DNS
szekvenciakat példaul a 15. abran mutatjuk be (9. szamu szek-
vencia), amik az 1-1959-es nukleotidokra terjednek ki. Az ICD fe-
hérjét kédolé6 human DNS szekvencidkat példaul a 15. abran (9.
szamu szekvencia) mutatjuk be, amik a 2026-3765-6s nukleo-
tidokra terjednek ki. Barmilyen szekvencia-mdédositasnak a HER-
2/neu ECD-ICD fehérje azon képességére gyakorolt hatasa, hogy
immunvalaszt generaljon, konnyen meghatarozhato példaul ugy,
hogy elemezzik a mutalt HER-2/neu ECD-ICD fehérjének azt a
tulajdonsagat, hogy T-sejt valaszt indukal, példaul az itt ismerte-
tett modszereket hasznalva, vagy a mutalt HER-2/neu ECD-ICD

fehérjének azt a képességét elemezve, hogy ellenanyagot termel.
A jelen talalmany szerinti ECD-PD fuziés fehérjék kozé, amik
lehetnek variansok is, tartozhatnak a human és nem-humaén po-
lipeptidek lehetséges kombinaciéi. A nem-human polipeptidek
barmilyen emlésbdél, azaz példaul patkdnybdl, egérbél, tenge-

rimalacbdl, 16bdl, szarvasmarhabdl, sertésbdl, birkabél, kutyabdl,
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stb. szarmaz6 polipeptidek lehetnek. Az egyik megvalésitasi méd

szerint az ECD-PD fuzids fehérjék kozé a kovetkezék tartoznak:

i)

ii)

iii)

iv)

human ECD-human PD fuziés fehérjék, példaul
azok, amiket a 12. dbran mutatunk be (6. szamu
szekvencia), vagy azok variansai, beleértve azokat a
fuiziés fehérjéket, amik a human ECD (9. abra, 3.
szamu szekvencia) €s a human PD (ami a 10. abran
lathatd, a 4. szamu szekvenciavazlat) osszekapcsola-
saval jonnek létre, kémiai és/vagy aminosav kapcsolé
csoporttal vagy anélkil, és ezek variansai;

patkany ECD-patkany PD fuziés fehérjék, példa-
ul azok, amik a patkany ECD (14. abra, 8. szamu
szekvencia) és a patkany PD (ami a 8. dbran lathaté,
a 2. szamu szekvenciavazlaton bemutatott, a 991-es
(Gln) - 1256-0s (Val) aminosavakra kiterjed6 szekven-
cia) osszekapcsolasaval jonnek létre, kémiai és/vagy
aminosav kapcsolo csoporttal vagy anélkil, és ezek
variansai;

human ECD-patkany PD fuziés fehérjék, példa-
ul azok, amik a huméan ECD (9. abra, 3. szamu szek-
vencia) és a patkany PD (ami a 8. dbran lathato, a 2.
szamu szekvenciavazlaton bemutatott, a 991-es (Gln)
- 1256-0s (Val) aminosavakra Kkiterjedé szekvencia)
dsszekapcsolasaval jonnek létre, kémiai és/vagy ami-
nosav kapcsol6 csoporttal vagy anélkil, és ezek vari-
ansai;

patkany ECD-human PD fuziés fehérjék, példa-
ul azok, amik a patkany ECD (14. abra, 8. szamu

szekvencia) és a human PD (ami a 7. dbran lathato, a
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10. szamu szekvencia) Osszekapcsolasaval jonnek
létre, kémiai és/vagy aminosav kapcsolé csoporttal
vagy anélkul, és ezek variansai.

A jelen taldlmany szerinti ECD-PD fuzidés fehérjék barmi-
lyen variansa is a jelen taldlmany megvalésitasi moédjai kozé tar-
tozik. Az egyik megvalositasi mod szerint az ilyen variansok 1é-
nyegében azonosak, vagy lényegében hasonléak a természetes
HER-2/neu ECD-PD fehérjéhez, és megtartjak azt a képességét,
hogy immunvalaszt stimuldlnak. Az ECD fehérjét kédolé6 human
DNS szekvencidkat példaul a 15. dbran (9. szamu szekvencia)
mutatjuk be, az 1-1959-es nukleotidokra kiterjedéen. A PD fe-
hérjét kédolé human DNS szekvencidkat példaul a 15. abran (9.
szamu szekvencia) mutatjuk be, a 2968-3765-6s nukleotidokra
kiterjedéen. Barmilyen szekvencia-mdédositdsnak a HER-2/neu
ECD-PD fehérje azon tulajdonsagara gyakorolt hatasat, hogy im-
munvalaszt Kkelt, konnyen meghatarozhatjuk, ha példaul
elemezzik a mutalt HER-2/neu ECD-PD fehérjének azt a
képességét, hogy T-sejt valaszt valt ki, példaul az aldbbiakban
ismertetett eljarasok alkalmazasaval, vagy ha elemezzik a
mutalt HER-2/neu ECD-PD fehérjének azt a tulajdonsagat, hogy
ellenanyag termelédik ellene.

Egy masik megvalositasi moéd szerint az ECD-PD fuziés fe-
hérjék a jelen taldlmany szerinti ECD-APD fuziés fehérjék, amik
lehetnek variansok, beleértve a human és nem-human polipep-
tid lehet példaul patkany, egér, tengerimalac, 16, szarvasmarha,
sertés, birka, kutya, stb. eredetu polipeptid. Az egyik megvalosi-
tasi moéd szerint az ECD-APD faziés fehérjék kozé az alabbiak

tartoznak:
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human ECD-human APD fuziés fehérjék, a 13.
abran bemutatott médon (7. szamu szekvencia), vala-
mint ezek variansai, beleértve azokat a fuziés fehér-
jéket, amik a 9. abra szerinti human ECD (3. szamu
szekvencia) és a 11. abra szerinti APD (5. szamu szek-
vencia) o0sszekapcsolasabél keletkeznek, kémiai
€s/vagy aminosav kapcsol6 csoporttal vagy anélkiil,
valamint ezek variansai;

patkany ECD-human APD fuzidés fehérjék, amik
a 14. abran lathaté patkany ECD (8. szamu szekven-
cia) és a patkdny APD o0Osszekapcsolasaval
keletkeznek, ami a 8. abran lathaté aminosav szek-
vencia (2. szamu szekvencia) 991-es (Gln) -1049-es
(Arg) aminosavait tartalmazza, kémiai és/vagy amino-
sav kapcsolé csoporttal vagy anélkiil, valamint ezek
variansai;

human ECD-patkany APD fuziés fehérjék, amik
a 9. abran bemutatott human ECD (3. szamu szek-
vencia) €s a patkany APD o0Osszekapcsolasabdl kelet-
keznek, ami a 8. dbran lathaté aminosav szekvencia
(2. szamu szekvencia) 991-es (Gln) -1049-es (Arg)
aminosavait tartalmazza, kémiai és/vagy aminosav
kapcsol6 csoporttal vagy anélkul, valamint ezek vari-
ansai;

patkany ECD-human APD fuziés fehérjék, amik
a 14. abran bemutatott patkany ECD (8. szamu szek-
vencia) és a 11. abran lathaté human APD (5. szamu

szekvencia) Osszekapcsolasabél keletkeznek, kémiai
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és/vagy aminosav kapcsolé csoporttal vagy anélkil,
valamint ezek variansai.

A jelen talalmany szerinti ECD-APD fuiziés fehérjék barmi-
lyen varidnsai a jelen taldlmany megvaldsitasi moédjait jelentik.
Az egyik megvalositasi mod szerint az ilyen varidnsok lényegében
azonosak, vagy lényegében hasonléak a természetes HER-2/neu
ECD-APD fehérjéhez, és megtartjak azt a tulajdonséagat, hogy im-
munvalaszt stimuldl. Az ECD fehérjét kédolé humdan DNS szek-
venciakat példaul a 15. dabran mutatjuk be (9. szdmu szekven-
cia), amik az 1-1959-es nukleotidokra terjednek ki. APD fehérjét
kédolé human DNS szekvencidkat példaul a 15. Abran mutatunk
be (9. szamu szekvencia), amik a 2968-3144-es nukleotidokra
terjednek ki. . Barmilyen szekvencia-médositdsnak a HER-2/neu
ECD-APD fehérje azon tulajdonsagara gyakorolt hatdsat, hogy
immunvalaszt kelt, konnyen meghatarozhatjuk, ha példaul ele-
mezzuk a mutalt HER-2/neu ECD-APD fehérjének azt a képes-
ségét, hogy T-sejt valaszt valt ki, példaul az aldbbiakban ismerte-
tett eljarasok alkalmazasaval, vagy ha elemezziik a mutalt HER-
2/neu ECD-APD fehérjének azt a tulajdonsagat, hogy ellenanyag
termelédik ellene.

Egy elényben részesitett megvaldsitasi méd szerint a jelen
talalmany szerinti HER-2/neu ECD-PD fuzidés fehérjék ECD-PD
faizios fehérjék.

Néhany specifikus megvaldsitasi moéd szerint a jelen talal-
many szerinti fuziés fehérjék tartalmazhatnak egy fuziés part-
nert, azaz példaul egy immunolégiai fuiziés partnert, vagy egy
expresszio-fokozot. Egy fuzios partner példaul segithet T segité
epitopok (egy immunoldgiai fuziés partner) biztositdsaban, amik

elényosen T segité epitopok, amiket az emberek felismernek,
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vagy segithetik a fuziés fehérjének a rekombindns fuziés fehér-
jénél magasabb szinten valdé expressziéjat (expressziés fokozd).
Mas fuzidés partnerek is kivalaszthaték, példaul azzal a céllal,
hogy ndéveljuk a faziés fehérje oldhatésagat, vagy hogy lehetévé
tegyuk, hogy a fuziés fehérje a kivant intracellularis
kompartmentekbe iranyuljon. Tovabbi fiziés partner lehet még
egy affinitas jelolés, ami megkonnyiti a flizids fehérje tisztitasat.

A jelen talalmany targyat képezik tovabba azok a fuziés fe-
hérjék, amik tartalmaznak egy itt ismertetett fliziés polipeptidet,
egy azzal rokonsagban nem levé immunoldgiai fehérjével. Az im-
munogén fehérje elényosen képes visszahivasi valasz kivaltasara.
Ilyen fehérje lehet példaul a tetanusz, tuberkulézis és hepatitisz
fehérje [Stoute és mtsai: The New England Journal of Medicine
336, 86-91 (1997)].

Mas megvalositasi médok szerint az immunolégiai fuiziés
partner a protein D-bdl szarmazik, a Hemophilus influenzae B
Gram-negativ baktérium sejtfelszini fehérjéjébol (WO 91/18926).
Egy protein D szarmazék elényosen a fehérjének korulbelul az
elsé harmadat tartalmazza (azaz az els6 100-110 N-termindlis
aminosavat), és egy protein D szarmazék lipidalva is lehet.
Néhany elényben részesitett megvaldsitdsi méd szerint egy
Lipoprotein D fiziés partner elsé 109 csoportja van az N-termi-
nalison, hogy a fiziés fehérjét tovabbi exogén T-sejt epitopokkal
egyutt biztositsa, és hogy fokozza az expressziés szintet
Escherichia coli-ban. A lipidfarok biztositja a fuziés fehérjének az
fuziés partnerek kozé tartozik az influenza virus nem-struktu-

ralis, NS1 fehérjéje (hemagglutinin). Tipikus esetben a 81 N-ter-
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mindalis aminosavat hasznaljuk, bar a T-segit6 epitopokat tartal-
mazo6 kuloénbozé fragmensek is hasznalhatok.

Egy masik megvalositasi mod szerint a immunolégiai fiiziés
partner a LYTA néven ismert fehérje, vagy annak egy része (elé-
nyosen egy C-terminalis rész). A LYTA Streptococcus pneumoniae-
bél szarmazik, ami egy LYTA amiddz néven ismert N-acetil-L-
alanin amidazt termel [ezt a LytA gén koédolja; Gene 43, 265-292
(1986)]. A LYTA egy autolizin, ami specifikusan lebont bizonyos
kotéseket a peptidoglikan gerincben. A LYTA fehérje C-termindlis
doménje felelés a kolinhoz, vagy néhany kolin analéghoz, azaz
példaul a DEAE-hez val6 affinitasért. Ezt a tulajdonsagot a fuziés
fehérjék expresszaldsdban hasznalt Escherichia coli-LYTA exp-
resszios plazmidok fejlesztésében hasznaltak ki. Az N-termina-
lisan a C-LYTA fragmenst tartalmazé hibrid fehérjék tisztitasat a
szakirodalomban mar leirtdk [Biotechnology 10, 795-798 (1992)].
Egy elényben részesitett megvaldsitasi mod szerint a LYTA egy
ismétlédé részét beépithetjik egy fuziés fehérjébe. Egy ismétlédé
rész taldlhaté a C-termindlis régiéoban, a 178-as csoportnal
kezdéddéen. Egy killondsen elényben részesitett ismétlédo rész a
188-305-0s csoportokra terjed ki.

Egy elényben részesitett megvaldsitasi méd szerint a jelen
talalmany szerinti fuzidés fehérjék tartalmaznak még egy fuzids
partnert is. Az elényben részesitett fuziés partnerek kozé tar-
tozik, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az Ral2
vagy az LelF. Pontosabban, a jelen talalmany targyat az Ral2
vagy az LelF szekvencia fuzidés partnerként valé felhasznalahoz
szukséges anyagok €s moddszerek képezik, amik megkonnyitik a
rekombinans fuziés polipeptid magas szinten valé expresszidjat,

vagy megtorik a toleranciat.
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Az Ral2 a Mycobacterium tuberculosis MTB32A kédol6 szek-
vencia egy 14 kDa-os C-termindlis fragmense, ami maga is
magas szinten expresszalodik, és a tisztitasi eljaras soran oldha-
t6 marad. Az LelF egy Leushmania antigén, ami homoldég az
eukariota elF riboszémalis fehérjével, és képes stimulalni a Thl
és/vagy a CTL immunvalaszt (5,876,966, 5876,735 és 5,879,687
szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiras). A jelen
taldlmanyban az Ral2 és az LelF polipeptideknek ezeket a tulaj-
donsagait hasznaljuk ki, és a jelen taldlmany targyat képezik
tovabba a HER-2/neu fuziés polipeptidek mellett az Ral2 vagy
LelF polipeptid rekombinans nukleinsav molekuldi, expresszios
vektorai, gazdasejtjei, valamint a fliziés polipeptidek stabil és
magas szintl expresszidjanak moddszerei. A rekombindns nuk-
leinsavak, amik egy Ral2 vagy LelF polipeptidet tartalmazdé
fuzids polipeptidet és egy szamunkra érdekes fuzidés fehérjét
kodolnak, konnyen eléallithaték hagyomanyos génsebészeti mod-
szerekkel. A rekombinans nukleinsavakat elénydsen ugy allitjuk
elé, hogy a fuziés partner polinukleotid szekvencia a kivalasztott
faziés fehérje szekvenciahoz viszonyitva 5 poziciéban talalhaté.
Az is megfelel6 lehet, ha egy fuziés partner polinukleotid szek-
venciat 3° poziciéban helyeziink el a szamunkra érdekes fuziés
fehérje polinukleotid szekvencidjahoz viszonyitva, vagy a fuzids
fehérje polinukleotid szekvencidjat a fiiziés partner polinukleotid
szekvencia egyik pontjaba épitjuk be. Emellett barmilyen megfe-
lelé polinukleotid, ami egy fuizios partnert vagy annak egy részét
vagy mas variansat kédolja az itt ismertetett médon, hasznalhaté
a jelen taldlmdny szerinti rekombindns faziés nukleinsavak

konstrualasara.
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A jelen talalmany szerinti fuziés partnert kédolé nuklein-
savak barmilyen, a szakteruleten ismert megfelelé moédszerrel
eléallithatok. A példaként megadott moédszerek kozé tartozik a
megfeleld szekvenciak klonozasa és restrikciés emésztése, vagy a
kozvetlen kémiai szintézis példaul a foszfotriészter modszerrel
[Narang €s mtsai: Methods in Enzymology 68, 90-99 (1979)],
Brown €és munkatarsai foszfodiészter moédszerével [Brown és
mtsai: Methods in Enzymology 68, 109-151 (1979)], Beaucage €és
munkatarsai dietilfoszforamidit médszerével [Beaucage és mtsai:
Tetra. Lett. 22, 1859-1862 (1981)], valamint a 4,458,066 szamu
Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiras szilard hordo-
20s modszere.

Egy fuzios partner polipeptidet és egy kivalasztott fiizios fe-
hérjét tartalmazé fuzidés polipeptidet kédolé rekombinans nuk-
leinsavat barmilyen, a szakteriilleten ismert moddszerrel eléallit-
hatjuk. Amint azt az el6z6kben ismertettiik, a rekombinans nuk-
leinsavakat ugy konstrualjuk meg, hogy a fuziés partner polinuk-
leotid szekvencia a szamunkra érdekes fuziés fehérjét koédold
polinukleotid szekvencidhoz viszonyitva 5° irdnyban helyezkedik
el. A [Gzids partner és fuzids fehérje polinukleotid szekvencidkat
is modosithatjuk, hogy megkonnyitsuk faziéjukat és azt kovetd
expressziojukat.

A rekombinans nukleinsavak emellett tartalmazhatnak mas
nukleotid szekvenciakat is, azaz olyan szekvencidkat, amik affini-
tas jeloléseket tartalmaznak, hogy megkonnyitsiik a fehérjetisz-

titasi protokollt.

D. A jelen talalmany szerinti fuzidés fehérjék variansai
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A CD4+ T-sejtek altaldban felismernek olyan antigéneket,
amik a tumorsejtekhez viszonyitva kiilsék, idegenek. Ezzel ellen-
tétben, normalis korilmények kozott a peptideknek az I-es osz-
talya MHC-hoz valé kotédése csak olyan fehérjék esetében fordul
elé, amik a citoszélban vannak, és a célpont maga szintetizalja
meg, a kulsé kornyezetben levé fehérjék ki vannak zarva. Egy
kivétel ez aldl az exogén peptidek kotédése egy pontos I-es osz-
talya motivumhoz, amik a sejten kiviil magas koncentraciéban
vannak jelen. Tehat a CD4+ és CD8+ T-sejteknek nagyon eltéré
funkcidjuk van, és hajlanak arra, hogy kiulonb6zé antigéneket
felismerjenek, azt tikrdzve, hogy az antigének normalis koriilmé-
nyek kozott hol talalhaték.

Az aminosav helyettesitések készitésének egy masik modja
a jelen taldalmany szerinti variansok elééllitasa céljabél, ha azo-
nositjuk és helyettesitjik a T-sejt motivumokban levé amino-
savakat, amiknek megvan a potencialjuk, hogy kotédjenek a II-es
osztalya MHC molekuldkhoz (a CD4+ T-sejt valaszhoz) vagy az I-
es osztalyt MHC molekuldkhoz (a CD8+ T-sejt valaszhoz). Egy
HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuziés fehérje peptid szeg-
menseitl egy olyan motivummal, aminek megvan az elméleti
potencialja arra, hogy kotédjon a II-es osztalyd MHC moleku-
lakhoz, szamitoégépes elemzéssel lehet azonositani. Példaul hasz-
nalhat6é egy fehérjeszekvencia elemzési csomag, a T sites, ami
szamos Kiulénbozé szamitégépes algoritmust tartalmaz, és ugy
tervezték, hogy a T-sejt felismerés potencialis pontjait
megkulonboztessék [Feller és mtsai: Nature 349, 720-721
(1991)]. Két keresési algoritmust hasznalunk: 1) a Margalit és
munkatarsai altal leirt AMPHI algoritmus [Feller és mtsai: Nature

349, 720-721 (1991); Margalit és mtsai: J. of Immunol. 138,
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2213-2229 (1987)] az alfa-helikalis periodicitas és
amfipatikussag alapjan azonositja az epitop motivumokat; 2) a
Rothbard €s Taylor algoritmus a toltés- és polaritas mintazatnak
megfeleléen azonositja az epitop motivumokat [Rothbard és
mtsai: EMBO 7, 93-100 (1988)]. A mindkét motivumot tartalma-
20 szegmensek a legmegfelelébbek a II-es osztalya MHC moleku-
ladkhoz valé kapcsolédasra. A CD8+ T-sejtek felismerik az I-es
osztalyaa MHC molekuldkhoz kot6d6é peptideket. Parker és
munkatarsai meghataroztak, hogy a bizonyos MHC molekuldk-
hoz kotédé peptidek kozds, megfigyelheté szekvencia motivumo-
kat tartalmaznak. A HLA-A2.1 barazdajaba valé kotédésért
felelés peptid motivumot egy tenyésztett sejtvonal HLA-A2.1 mo-
lekulaktél megfosztott peptidek Edman  degradacidjaval
definidljuk [2. tablazat; Falk és mtsai: Nature 351, 290-296
(1991)]. A moédszer ugy azonositja a tipikus vagy atlagos HLA-
A2.1 koté peptidet, hogy 9 aminosavbél all, és dominans rogzité
csoportok vannak a 2-es (L) és 9-es (V) csoportban. Az altala-
nosan eléfordulo erés koté csoportokat azonositottunk a 2-es (M),
4-es (E,K), 6-0s (V) és 8-as (K) pozicibban. Az azonositott

motivum szamos koté peptid atlagat reprezentalja.

2. Tablazat

Aminosav pozicid Pont hozza-
rendelés
1 314|5(6|7]8]|9
Dominans kotédés L \% +3
rogzité csoport
Erés kotodés M E \Y K +2
csoport K




Gyenge kotédés I A[G |1 A|E|L +1
csoport L Y PIKIL|Y|S
F FID|Y H
K P|T|N
M M G
Y S \Y
H

A szarmaztatott peptid motivum a jelenlegi definici6é szerint
nem kulonodsen szigoru. Néhany HLA-A2.1 koté peptid nem tar-
talmazza mindkét rogzité csoportot, és a dominans rogzité cso-
portot korulvevé aminosav csoportok fé szerepet jatszanak a
kotédés engedélyezésében vagy nem engedélyezésében. Nem
mindegyik, a jelenleg ismertetett motivumot tartalmazé peptid
kotédik, és néhany, a motivumot nem tartalmazé peptid kotédik.
Azonban a jelenlegi motivum eléggé érvényes ahhoz, hogy leheté-
vé tegye néhany, kotédésre képes peptid azonositasat.
Megjegyezzuk, hogy mindegyik MHC molekula és a megfeleld
motivumok 6 aminosavat helyeznek el a 2-es és 9-es poziciéban
levé dominans rogzité aminosavak kozé.

A peptid motivumoknak a HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-
PD fuziés fehérjében valé azonositasat kovetéen konzervativ vagy
nem-konzervativ aminosav helyettesitéseket tehetiink. Az utébbi
tipusu helyettesitéseknek az a céljuk, hogy javitott ECD-ICD vagy
ECD-PD fuzios fehérjét allitsunk eldé, vagy egy olyan polipeptid,
ami hatékonyabb €és/vagy szélesebb keresztreaktivitast mutat. A
hatékonyabb fehérje vagy peptid egyik példaja az, amelyik na-
gyobb affinitassal kétédik ugyanahhoz az MHC molekuldhoz mint

a természetes fehérje vagy polipeptid. A szélesebb keresztre-
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aktivitasu polipeptid egyik példdja az, amelyik szélesebb kereszt-
reaktivitasti immunvalaszokat indukal (azaz az MHC molekulak
nagyobb részéhez kotédik) mint a természetes polipeptid. Hason-
16képpen, egy vagy tobb, a peptid motivumok kozott levo és térki-
tolté funkciéju aminosav (azaz ami nem 1ép kolcsonhatasba egy
MHC molekulaval vagy T-sejt receptorral) helyettesitheté konzer-
vativan és nem konzervativan. A szakteriileten jartas szakember
szamara nyilvanvald, hogy az egy vagy tobb aminosav helyette-
sitést tartalmazé polipeptidek szamos kiillonb6zé médszerrel vizs-
galhatéok a jotékony és karos immunoldgiai kolesonhatéasaik
szempontjabdl, beleértve az itt ismertetetteket is, amik a T-sejt
felismerésre irtunk le.

A jelen taldlmany oltalmi korébe tartozé variansok is lehet-
nek, vagy egy masik valtozat szerint tartalmazhatnak mas médo-
amiknek minimdalis hatdasuk van a polipeptid kivant
immunoldgiai tulajdonsigaira, amint azt az elézékben ismer-
tettik. A szakteruleten jartas szakember szamara nyilvanvalo,
hogy a a HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuziés fehérje cson-
kitott formai vagy nem-természetes meghosszabbitott formai is
hasznalhatok, azzal a feltétellel, hogy a kivant immunoldgiai tu-
lajdonsagok legalabb durvan ekvivalensek a teljes hosszusagu,
természetes HER-2/neu ECD-ICD vagy ECD-PD fuziés fehér-
jéével. A cisztein csoportok kivaghatok vagy helyettesitheték mas
aminosav csoportokkal, hogy megakadalyozzuk az inkorrekt
intramolekularis diszulfid-hidak képzédését a renaturalas soran.
A mutagenezis mas megkozelitési moédja lehet a szomszédos

kétbazisos aminosav csoportok mddositasa, azzal a céllal, hogy
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fokozzuk az expressziét azokban az éleszté rendszerekben,

amikben a KEX2 proteaz aktivitas jelen van.

A jelen talalmany szerinti fuzidés fehérjék készitése

A. A fuzids fehérjét kodol6 polinukleotidok

A jelen talalmany targyat izolalt vagy tisztitott polinukleo-
tidok képezik, amik a HER-2/neu fuziés fehérjéket kodoljak. A
jelen talalmany szerint barmilyen nukleotid szekvencia, ami a fu-
zios fehérje aminosav szekvenciajat koédolja hasznalhaté olyan re-
kombinans molekuldk generalasara, amik vezérlik a fuziés fehér-
je expresszidjat.

Abbdl a célbdl, hogy a HER-2/neu faziés polinukleotidok
generalasahoz a teljes hosszusagu kédolé szekvenciakat vagy ho-
molog variansokat klénozzuk, a HER-2/neu nukleotid szekven-
ciak vagy komplementereik barmilyen részébdél tervezett jelzett
DNS prébakat hasznalhatjuk egy genomialis vagy cDNS konyvtar
atvizsgalasara, hogy azonositsuk a fuziés fehérje egyes kompo-
nensei kédolé szekvenciajat. A HER-2/neu nukleotid szekvenciak
szarmazhatnak barmilyen megfelelé6 emlésbél, azaz példaul pat-
kanybdl, egérbdl, 16bdl, szarvasmarhabdl, sertésbél, birkabdl,
kutyabdl, stb.

Az egyik megvalositasi mod szerint a HER-2/neu szekven-
cia szarmazhat emberbdl, patkanybdl vagy egérbél. Az egér HER-
2/neu szekvencigjat a 19. abran mutatjuk be (11. szdmu szek-
vencia). Az egér HER-2/neu is amplifikadlhat6é egéragy RNS-bdl,
az alabbi primerek alkalmazasaval: 5 primer: CCATGGAGCTGG-
CGGCCTGGTGCCGTTG (12. szamu szekvencia) €és 3° primer:
GGCCTTCTGGTTCATACTGGACATCCAGGC (13. szamu szekven-

cia). Az egér HER-2/neu aminosav szekvencijjat a 20. abran
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mutatjuk be (14. szamu szekvencia). Az egér HER-2/neu varians
aminosav szekvenciajat Nagata és munkatarsai publikaltak
[Nagata és mtsai: J. of Immunol. 159, 1336-1343 (1997)].

Az ilyen Kklonok ugy izolalhatdk, hogy egy megfeleld exp-
resszios konyvtarat atvizsgalunk, hogy tartalmaz-e olyan kléno-
kat, amik a teljes hosszusagu HER-2/neu fehérjét expresszaljak.
A konyvtar készitését és atvizsgalasat altalaban a szakterileten
jartas szakember szaméara ismert moédszerekkel lehet elvégezni
[Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; 2.
kiadas, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989), amely publikaciét a tovabbiakban referenciaként keze-
lunk]. Réviden, egy bakteriofag expresszidos konyvtarat kiszélesz-
tunk és szurélapokra visziink at. A sziirélapokat azutan egy Kki-
mutaté reagensel inkubaljuk. Ennek a talalmanynak a szoveg-
Osszefliiggésében a . kimutatd reagens” lehet barmilyen vegyulet,
ami képes kotédni a HER-2/neu fehérjéhez, ami azutan a szak-
teruleten jartas szakember szamara ismert, szamos kulénbo6zd
modszerrel kimutathat6. Egy tipikus kimutaté reagens tartalmaz
egy .koté agenst”, azaz Protein A-t, Protein G-t, IgG-t vagy
lektint, egy riporter csoporthoz kapcsolva. Az elényben részesitett
riporter csoportok lehetnek enzimek, szubsztratok, kofaktorok,
inhibitorok, festékek, radioaktiv izotépok, lumineszcens cso-
portok, fluoreszcens csoportok €s biotin. Még elényosebb, ha a ri-
porter csoport tormaperoxiddz, ami azutan egy megfeleld
szubsztrattal, azaz példaul tetrametilbenzidinnel, vagy 2,2°-
azino-di-3-etilbenz-tiazolin szulfonsavval inkubalva lehet kimu-
tatni. A HER-2/neu fehérjét kédolé6 genomialis vagy cDNS-t tar-
talmazo tarfoltokat izolaljuk, és a szakteruleten jartas szakember

szamara ismert modszerekkel tisztitjuk. A megfelelé modszerek a
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szakirodalomban megtalalhaték [Sambrook és mtsai: Molecular
Cloning: A Laboratory Manual; 2. kiadas, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)].

A koédol6 szekvencidkat polimeraz lancreakcioval (PCR) is
izolalhatjuk, két degeneralt oligonukleotid primer pool-t hasz-
nalva, amiket az itt ismertetett kodoldé szekvencidk alapjan
terveztunk. A kivant nukleinsavakat is klénozhatjuk, a szakterii-
leten jol ismert amplifikalasi technikakkal. A protokollok példai,
amik a szakterileten jartas szakember szamara elegenddéek
ahhoz, hogy az in vitro amplifikalasi eljarasokat, beleértve a poli-
meraz lancreakciét, a ligaz lancreakciét (LCR), és mas RNS poli-
meraz alapu technikdkat hasznaljak, megtaldlhaték a szakiroda-
lomban [[Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory
Manual; 2. kiadas, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. (1989); Current Protocols in Molecular Biology,
szerk.: Ausubel és mtsai, Greene Publishing ¢és Wiley-
Interscience: New York (1987); 4,683,202 szamu Amerikai
Egyesult Allamok-beli szabadalmi leiras; PCR Protocols A Guide
to Methods and Applications, szerk.: Innis és munkatarsai
(1990); Arnheim & Levinson: C&EN, 36-47 (1990. oktéber 1.);
The Journal of NIH Research 3, 81-94 (1991); Kwoh és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 86, 1173
(1989); Guatelli és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 87, 1874 (1990); Lomell és mtsai: J. Clin. Chem.
35, 1826 (1989); Landegren és mtsai: Science 241, 1077-1080
(1988); Van Brunt: Biotechnology 8, 291-294 (1990); Wu és
mtsai: Gene 4, 560 (1989); Barringer és mtsai: Gene 89, 117
(1990)]. Az in vitro amplifikalt nukleinsavak javitott klonozasi

modszereit Wallace és munkatarsai publikaltak (5,426,039
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szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leiras). A jelen
talalmany szerinti nukleinsavak amplifikdlasadban hasznalt meg-
felelé primerek az itt biztositott szekvencidk alapjan tervezheték
meg.

A jelen talalmany szerinti polinukleotid, ami egy fuiziés fe-
hérjét, annak fragmensét vagy funkcionalis ekvivalensét kodolja,
arra hasznalhato, hogy rekombinans nukleinsav molekulat allit-
sunk elé vele, ami vezérli a fuzids fehérje, annak fragmense vagy
funkcionalis ekvivalense expressziéjat a megfelelé gazdasejtek-
ben. Az ilyen polinukleotidok altal kédolt ftiziés polipeptid termé-
kek a koédolo szekvencia molekularis manipuldldsaval megval-
toztathatok.

A genetikai kod 6roklott degeneraciéja miatt mas DNS szek-
venciak, amik lényegében ugyanazt, vagy egy funkciondlisan
ekvivalens aminosav szekvenciat koédoljak, hasznalhaték a jelen
talalmany gyakorlataban a fuziés polipeptidek expresszalasara.
Ilyen DNS szekvencia lehet példaul az, amelyik képes hibridi-
zalddni az itt ismertetett kodolé szekvencidkhoz vagy azok komp-
lementereihez, az alabbiakban ismertetett alacsony, kozepes
vagy magas szigorusagi korulmények kozott.

A jelen talalmanyban hasznalhaté megvaltoztatott nukleotid
szekvenciak tartalmazhatnak deléciékat, addiciékat vagy kiilon-
b6zé nukleotid csoportok helyettesitését, olyan szekvenciat ered-
ményezve, ami ugyanazt a génterméket, vagy egy azzal funkcio-
nalisan ekvivalens génterméket koédolja. A géntermék maga tar-
talmazhat deléciokat, addiciokat vagy aminosav csoportok helyet-
tesitését, amik néma valtozast eredményeznek, ezzel egy funkcio-
nalisan ekvivalens antigén epitopot eredményezve. Az ilyen kon-

zervativ aminosav helyettesitések megteheték a polaritas, toltés,
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oldhatdsag, hidrofobicitas, hidrofilitds és/vagy a széban forgd
csoportok amfipatikus természetében levé hasonlésag alapjan.
Példaul a negativ toltésti aminosavak kozé tartozik az aszpara-
ginsav €s a glutaminsav; a pozitiv toltésti aminosavak kozé tar-
tozik a lizin, a hisztidin és az arginin; a toltetlen polaros fejjel és
hasonl6é hidrofobicitasi értékkel rendelkezé aminosavak kozé az
alabbiak tartoznak: glicin, aszparagin, glutamin, szerin, treonin
és tirozin; és az apolaros fej csoportokat tartalmazé aminosavak
kozé tartozik az alanin, a valin, az izoleucin, a leucin, a fenilala-
nin, a prolin, a metionin és a triptofan.

A jelen talalmany szerinti nukleotid szekvencidkat megval-
toztathatjuk, hogy megvaltoztassuk a fuzids fehérjét kédolé szek-
venciat, szamos kulonbéz6 célbdl, beleértve, anélkiil, hogy ezekre
korlatoznank magunkat, azokat a valtozasokat, amik médositjak
a géntermék processzalasat és expressziéjat. Példaul mutacidk
viheték be, a szakteriileten jol ismert technikak alkalmazasaval,
azaz példaul restrikciés hasitasi helyek beszurasara vagy kivaga-
sara, a glikozilezési, foszforilezési mintazat megvaltoztatasara,
transzlaciés iniciaciés és/vagy termindcidés szekvencidk létre-
hozasara €s/vagy elrontasara, és a kédolé régié variaciéinak 1ét-
rehozasara, hogy megkonnyitsik a tovabbi in vitro moédositast,
stb. A szakteruleten jartas szakember szamara nyilvanvalé, hogy
egy adott nukleinsav konstrukciéoban szamos kiilénbozé maédon
hajthat6é végre valtoztatas. Ilyen jol ismert moédszer példaul a
helyspecifikus mutagenezis, a polimerdz lancreakciés amplifi-
kalas degeneralt oligonukleotidok felhasznalasaval, a nuklein-
savat tartalmazé sejtek érintkeztetése kémiai mutagén agensek-
kel vagy sugarzassal, egy kivant oligonukleotid kémiai szintézise

(azaz peldaul ligalassal és/vagy klénozassal 0sszekdtve, nagyobb
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nukleinsavak eléallitasa céljabdl) valamint maéas jol ismert tech-
nikak [Giliman és mtsai: Gene 8, 81-97 (1979); Hutchinson és
mtsai: Journal of Biological Chemistry 253, 6551 (1978); Roberts
és mtsai: Nature 328, 731-734 (1987)]. A manipulaciék elényo-
sen nem rontjak el a fiziés polipeptidek immunogenitasat.

A jelen taldalmany egyik megvaldsitasi médja szerint egy fu-
zi6s fehérje koédold szekvencidjat részben vagy egészben megszin-
tetizalhatjuk a szakteriileten jol ismert kémiai médszerekkel is
[Carruthers és mtsai: Nucleic Acids Research Symp. Ser. 7, 215-
233 (1980); Crea és mtsai: Nucleic Acids Research 9(10), 2331
(1980); Matteucci és mtsai: Tetrahetron Letters 21, 719 (1980);
Chow és mtsai: Nucleic Acids Research 9(12), 2807-2817 (1981)].

B. Polipeptid szintézis

Egy masik valtozat szerint a fazids fehérjéket kozvetlenul
eléallithatjuk kémiai modszerekkel megszintetizalva egy amino-
sav szekvenciat vagy annak egy részét. A peptidek példaul meg-
szintetizalhatok szilard fazisii technikdakkal, azaz példaul a
Merrifield féle szilard fazisu szintézis moddszerrel, aminek soran
az aminosavakat egymas utan adjuk aminosavak egy novekvé
lancahoz [Merrifield: Journal of the American Chemical Society
85, 2149-2146 (1963)]. A polipeptidek automatizalt szintézisére
képes berendezés kiilonbozé szallitoktdl szerezheté be, példaul a
Perkin Elmer Biosystems, Inc.-té]l (Foster City, CA), altalaban a
gyartd utasitasai szerint mukodtetve. A megszintetizalt pep-
tideket azutan lehasithatjuk a gyantardl, megtisztithatjuk példa-
ul nagynyomasu folyadékkromatografiaval [Creighton: Protein
Structures and Molecular Principles 50-60 (1983)]. A szintetikus

fazios polipeptidek Osszetételét aminosav elemzéssel vagy szekve-
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nalassal igazolhatjuk ([lasd Edman degradaciés moébdszer;
Creighton: Protein Structures and Molecular Principles 34-49
(1983)].

Emellett nem-klasszikus aminosavak vagy az aminosavak
kémiai analdgjai is beviheték helyettesitésként vagy addicidként
a szekvenciaba. A nem-klasszikus aminosavak kozé tartoznak,
anelkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az altalanos ami-
nosavak D-izomerjei, az a-amino-izovajsav, a 4-aminovajsav, az
Abu, a 2-aminovajsav, a y-Abu, az e-Ahx, a 6-aminohexansav, az
Aib, a 2-aminoizovajsav, a 3-aminopropionsav, az ornitin, a
norleucin, a norvalin, a hidroxiprolin, a szarkozin, a citrullin, a
ciszteinsav, a t-butilglicin, a t-butilalanin, a fenilglicin, a ciklo-
hexilalanin, a B-alanin, a fluoro-aminosavak, a tetszés szerint
tervezett aminosavak, azaz példaul a p-metil aminosavak, a Ca-
metil aminosavak, az Na-metil aminosavak és altaldban az ami-
nosav analégok. Emellett az aminosav lehet D (jobbra forgato)

vagy L (balra forgato).

C. Kapcsolo csoportok

Egy masik megvaldsitasi méd szerint a fiziés fehérje poli-
peptidje, azaz az ECD és ICD, vagy az ECD és PD, egy kapcsolé
csoporton keresztul kapcsolédik Ossze. A kapcsold csoport lehet
egy kémiai keresztkotést létrehozé agens, beleérive példaul a
szukcinimidil-(N-maleimidometil)-ciklohexan-1-karboxilatot
(SMCC). A kapcsolo6 csoport lehet még tovabbi aminosav szekven-
cia, beleértve példaul egy poliglicin csoportot is.

Egy specifikus megvalésitasi méd szerint a fiziés fehér-

jében levo egyes polipeptidek kédolé szekvenciai kozvetleniil kap-
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csolédnak az N-termindlisukon vagy a C-termindlisukon egy pep-
tidkotésen keresztiil, bArmilyen sorrendben.

Egy masik megvaldsitasi mod szerint egy aminosav linker
szekvencia haszndalhat6 arra, hogy az elsé és masodik polipeptid
komponenst elég nagy tavolsagra eltavolitsuk egymastdl ahhoz,
hogy biztositsuk, hogy az egyes polipeptidek felveszik a megfelel
szekunder és tercier strukturajukat. Egy ilyen aminosav linker
szekvenciat a szaktertleten jol ismert hagyomanyos technikakkal
vihetiink be a fuziés fehérjébe. A megfeleld peptid linker szekven-
cidkat az alabbi tényezék alapjan lehet kivalasztani: 1) képesek
egy flexibilis, megnyugjtott konformadcié felvételére; 2) nem
képesek olyan szekunder strukturat felvenni, ami kolcsonha-
tasba léphet az elsé és a masodik polipeptiden levé funkciondlis
epitopokkal; és 3) nincsenek benne hidroféb vagy toltott cso-
portok, amik reagalhatnak a polipeptid funkcionalis epitopjaival.
Az elényben részesitett peptid linker szekvencidk Gly, Asn, és Ser
csoportokat tartalmaznak. Mas kozel semleges aminosavak, azaz
példaul a a Thr és az Ala is hasznalhaték a linker szekvenciaban.
A linkerként jol hasznalhaté aminosav szekvenciakat tobb publi-
kacioban is kozolték mar [Maratea és mtsai: Gene 40, 39-46
(1985); Murphy és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 83, 8258-8262 (1986); 4,935,233 és 4,751,180
szdmu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi leirds]. A
linker szekvencia altalaban 1-50 aminosavat tartalmaz. Nincs
szukség linker szekvenciara, ha az els6é és masodik polipeptidnek
nem-esszencialis N-terminalis aminosav régioi vannak, amik arra
hasznalhatdék, hogy elvalasszak a funkcionalis doméneket és

megakadalyozzak a térbeli gatlasokat.
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Mas kémiai linkerek lehetnek példaul a szénhidrat
linkerek, a lipid linkerek, a zsirsav linkerek, a poliéter linkerek,
azaz p€ldaul a PEG, stb. [Hermanson: Bioconjugate Techniques

(1996)].

D. Tovabbi polipeptidek

Amint azt az elézékben ismertettiik, a fuziés fehérje egy
vagy tobb tovabbi polipeptidhez kapcsolédhat. A fuziés polipeptid
példaul a fuziés fehérje két polipeptidje kozil az egyiknek egy
fuzios fehérje egy tovabbi heterolég polipeptidhez, azaz példaul az
Ral2-hoz vagy az LelF-hez kapcsolédhat, az elé6z6kben ismerte-
tett modon. A fuzidés polipeptid fuizionalhat egy affinitas jelo-
léshez, az expresszié utani tisztitds megkonnyitésére. Példaul a
jelolés altal kodolt tobb hisztidin csoport lehetévé teszi a fémkelat
affinitaskromatografiai médszerek alkalmazasat a fuziés polipep-
tidek tisztitdsara. Az affinitds jelolési molekuldk mas példaja
lehet a Strep-tag, a PinPoint, a malt6zkoté fehérje, a glutation S-
transzferaz, stb. [Glick & Pasternak: Molecular Biotechnology,
Principles and Applications of Recombinant DNA, 2. kiadas
(1999)].

Az egyik megvaldsitasi mdéd szerint a fuizidés polipeptid adott
esetben egy lipid egységhez, azaz példaul mikolsavhoz, lipoarib-
domanin-hoz (,LAM-ok”) vagy trehaléz szarmazékokhoz kap-
csolodik.

Amint azt az elézékben ismertettuk, az egyik megvaldsitasi
mod szerint egy ilyen fizids fehérjét a fuziés fehérjét kédolé nuk-
leinsav rekombinans expresszidjaval allitjuk elé. Egy ilyen fuzids

terméket ugy allithatunk elé, hogy a kivant aminosav szekven-
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ciakat kédol6 megfelelé nukleinsav szekvencidkat a szakteruleten
jol ismert moédszerekkel egymashoz ligaljuk, helyes leolvasasi
keretben, majd a terméket a szakteriileten jél ismert moédszerrel
expresszaljuk. Egy masik valtozat szerint egy ilyen terméket fe-
hérje-szintézis technikakkal lehet eléallitani, azaz példaul peptid-
szintetizatorral. A mas molekulakat, azaz példaul egy citokint
vagy egy adjuvanst kodolé szekvencidkat is hozzaadhatjuk a

faiziés polinukleotidhoz.

E. Szekvencia-modositasok

A jelen talalmany szerinti fuzidés fehérjék variansait, amik
megtartjak a képességiliket, hogy immunvalaszt stimulaljanak,
altalaban ugy azonosithatjuk, hogy az elézékben ismertetett egy
vagy tobb szempontbdl moédositjuk a szekvencidjat, majd vizs-
galjuk a kapott fuziés fehérjét, hogy képes-e immunvélaszt, azaz
példaul egy T-sejt valaszt vagy egy ellenanyag valaszt stimuldlni.
Egy ilyen vizsgalatot példaul altaldban ugy hajthatunk végre,
hogy T-sejteket hozunk érintkezésbe a moédositott fiziés fehérjé-
vel, €s vizsgaljuk a valaszt. A fiziés fehérje egyes polipeptid kom-
ponenseinek természetben eléfordulé variansait példaul ugy
izolaljuk, hogy egy megfelel6 cDNS vagy genomidlis konyvtarat
egy olyan DNS szekvenciaval vizsgalunk at, ami az egyes polipep-
tideket, vagy azoknak egy variansat kédolja.

Az eléz6kben emlitett szekvencia-moédositadsokat bejut-
tathatjuk standard rekombinans technikakkal, vagy a médositott
fuziés fehérje automatizalt szintézisével. A mutacidékat példaul
ugy juttathatjuk be egy bizonyos lékuszba, hogy egy mutdns
szekvenciat tartalmazé oligonukleotidokat szintetizalunk, amiket

restrikciés hasitasi helyek hatarolnak, amik lehetévé teszik a fe-
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hérjek ligdlasat a természetes szekvencia fragmenseihez. A li-
galast kovetdéen a kapott rekonstrualt szekvencia a kivAnt amino-
sav inszerciot, helyettesitést vagy deléciét tartalmazé analdgot
kodolja.

Egy masik valtozat szerint oligonukleotiddal vezérelt hely-
specifikus mutagenezis eljarasokat hasznalhatunk olyan gén biz-
tositasara, amiben a kivalasztott kodonok a megkivant helyette-
sitésnek, delécidnak vagy inszerciénak megfeleléen vannak meg-
valasztva. A valtozasok létrehozasanak moédszereit a szakiroda-
lomban ismertették [Walder és mtsai: Gene 42, 133 (1986);
Bauer és mtsai: Gene 37, 73 (1985); Craik: BioTechniques,
January, 12-19 (1985); Smith és mtsai: Genetic Engineering:
Principles and Methods, Plenum Press (1981); 4,518,584 ¢és
4,737,462 szamu Am<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>