CD23 elleni antitestek, ezek szarmazékai,

és gyoégyaszati alkalmazasuk
KIVONAT

A talalmany targyat képezik a CD23 (FCeRII) II. tipu-
su molekulat kotd, eldnydsen humanizdlt antitestek, amelyek
a CD23 (FCeRII) II. tipusu molekulat eldénydsen Ka = 1%*10°
M! értékkel egyenld vagy anndl nagyobb affinitasi &llandé-
val kotik, tovabba az ilyen antitestek el&allitasa, az
ilyen antitesteket tartalmazé gydgydszati készitmények, és
e készitmények terdpids alkalmazidsa kiildndsen az autoimmun

és gyulladasos elvaltozasok kezelésében.
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Budapeset

CD23 elleni antitestek, ezek szarmazékaiji,

és gydégyaszati alkalmazasuk

A talalmany targyat képezik a CD23 (FCeRII) II. tipu-
su molekulat kotd, eldnydsen humanizdlt antitestek, amelyek
a CD23 (FCegRII) II. tipusu molekulat eldnydsen Ka = 1*10°
M értékkel egyenld vagy anndl nagyobb affinitasi allandé-
val kotik, tovabbd az ilyen antitestek elddllitéasa, az
ilyeﬁ antitesteket tartalmazd gydgyaszati készitmények.

A taldlmény szerinti megoldds eldnydsen alkalmazhatod
autoimmun és gyulladasos elvaltozasok kezelésében.

A CD23 (FCeRII) a C-lektin csaléadba tartozdé II. tipu-
su molekula, amely a limfocita hazairdnyitd receptort
(,Lymphocyte Homing Receptor”, MEL-14) és az l-es endotél
leukocita adhézids molekulét (,Endothelial Leukocyte
Adhesion Molecule”, ELAM-1) tartalmazza. A CD23 (FCeRII) az
IgkE-nek egy alacsony affinitédsu receptora. Az emberben kii-
lonféle hematopoietikus sejtek - koztik folliculéaris

dendriticus sejtek, a B-sejtek, a T-sejtek és a makrofagok

- expresszalnak CD23-at a felszinlkdén. A CD23 molekula,
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oldhato &allapotban, a bioldgiai folyadékokban is eldfordul.
Az oldhaté CD23 (sCD23) molekulédk a transzmembran recepto-
rok proteolitikus hasitasaval képzd&dnek. A CD23-nak
pleiotropikus aktivitédsa van, azaz tébbek kozdtt kozvetiti
a sejtadhézidt, szabdlyozza az IgE- és a hisztamin-
felszabaditast, megvédi a B-sejteket a sejthalal ellen és
szabalyozza a myeloid sejtek novekedését. E funkcionalis
mikdodések a sejtekhez asszocidldédott CD23, 1illetve sCD23
specifikus ligandumainak megkotésével hozhatdk kapcsolatba
(az sCD23 a citokinekhez hasonldé médon hat) [Conrad, Annu.
Rev. Immunol. 8, 623-645 (1990); Delespesse és mtsai., Adv.
Immunol. 49, 149-191 (1991); Bonnefoy és mtsai., Curr.
Opin. Immunol. 5, 944-947 (1993)].

Szamos gyulladidsos Dbetegség esetében a CD23 meg-
novekedett expresszidjat tapasztaltdk. A CD23-at azonosi-
tottak kroéonikus iziiletihartya-gyulladéasban szenvedd betegek
iziileti nedvébdl szdrmazd mintdibdl, i1illetve a normélis
tartomdnyt meghaladd sCD23 szintet lehet mérni a rheumatoid
arthritisben szenvedé betegek szérumdban és iziuleti nedvé-
ben 1is [Bansal, Oliver, Marsh, Pumphrey és Wilson,
Immunology 79, 285-289 (1993); Hellen, Rowlands, Hansel,
Kitas és Crocker, Clin. Pathol. 44, 293-296 (1991) ;
Chomarat, Brioloay, Banchereau, és Miossec, Arthritis
Rheum. 86, 234-242 (1993); Bansal és mtsai., Clin. Exp.
Immunol. 89, 452-455 (1992); Rezonzew és Newkirk, Clin.
Immunol. Immunpathol. 71, 156-163 (1994)]. Ezenfelil, a
rheumatoid arthritisben szenvedd betegek széruménak sCD23-

szintje Osszefiiggésben van a betegség allapotéaval, és kor-



relacidban van a szérumban taldlhatd rheumatoid faktorral
[Bansal és mtsai., Clin. Exp. Rheumatol. 12, 281-285
(1994.]. A gyulladas eldétti citokinek az rheumatoid
arthritis esetében kiilondosen fontosnak tilnnek, illetve le-
hetségesnek tartjak, hogy az iziuletek leépiilésében a TNF-«
és az IL-13 kozponti szerepet télt be [Brennan, Chantry,
Jackson, Maini és Feldman, Lancet 2, 144-147 (1989) ;
Brennan, Maini, és Feldman Br. J. Rheumatol. 31, 293-298
(1992)1].

Az antitestek Jjellemzben két, egymassal diszulfid-
hiddal o¢sszekapcsolt nehézlancot, illetve két konnyldlancot
tartalmaznak. Mindegyik konnyllanc a megfeleld nehézlanchoz
diszulfidhiddal kapcsolddik. Minden egyes nehézlancnak az
egylk végén egy varidbilis domén, és az azt kovetd allandd
(konstans) domének vannak. A konnyllanc egyik végén egy va-
ridbilis domén, a mésik végén pedig 4allandé domén van. A
konnylilanc varidbilis doménje a nehézldnc variabilis
doménjéhez illeszkedik. A konnyllanc &llanddé doménje a ne-
hézlanc elsé &llandd doménjéhez illeszkedik. A konnylléanc
és a nehézlanc allanddé doménjeli az antigén antitest-
kotésében kdzvetlenill nem vesznek részt.

Az antigénkotd helyet a nehézlanc-kénnyllédnc pérok
varidbilis doménjei alkotjak. A konnyliladncokon és a nehéz-
lédncokon tala&lhatdé domének &altaldnos felépitése azonos, és
minden egyes domén négy régid vazszekvenciat tartalmaz,
mely régidk szekvencidja viszonylag é&llanddésult. A régidk
egymdssal héarom, a komplementaritédst meghatdrozd régidval

(Complementarity Determining Regions, CDRs, CDR-ek) kapcso-



lédnak Ossze. A négy régid vazszekvenciédja nagyjabdl -
lemez konformdcidéju. A CDR-ek ezeket a B-lemezeket 0Ossze-
kapcsold hurkokat, illetve néhédny esetben a B-lemezek egy
részét alkotjadk. A régidk vazszekvencidi szoros kdzelségben
tartjak a CDR-eket, és mas domének CDR-jeivel egyitt részt
vesznek az antigént koté hely kialakitasdban. Az antitestek
CDR-jel és régidk vazszekvencidi a Kabat és mtsai. 4&ltal
leirtak s%erint meghatarozhatoék [Kabat és mtsai.,
»Sequences of proteins of immunological intereset”, US
Dept. of Health and Human Services, US Government Printing
Office (1987)].

Az olyan megvaltoztatott antitestek elddllitésa, ame-
lyekben egy ragcsalderedetl varidbilis régidét a humén anti-
test allandd (konstaﬁs) régidéjaval kombinadlunk manapséag a
technika 4&lléasa szerint Jj6l1 ismert [0Oi és Morrison,
BioTechniques 4, 212-214 (1986)]. Az EP-A-0239400 eurdpai
kozzétételi irat olyan, humanizdlt antitesteket tar fel,
melyekben a CDR-ek més forrédsbdél szadrmaznak, mint az anti-
test variabilis doménjének véazszekvencidja. A CDR-ek szar-
mazhatnak régcsald vagy féemldés monoklondlis antitestekbdl.
A variabilis domén vazszekvencidja és az antitest allandd
doménjei altalédban emberi antitestbdl szarmaznak. Emberi
alkalmazas esetén, az ilyen megvaltoztatott antitestek fel-
tehetden nem valtak ki olyan erds immunvalaszt, mint ami-
lyet egy teljesen idegen antitest, mint példaul egy ragcséa-

16b6l szarmazd antitest, ellen valtana ki.
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Egérben mdr termeltettek CD23-receptor (FCeRII) elle-
ni monoklondlis antitestet (PCT/EP/95/04109 nemzetkdozi koz-
zétételi irat és -eurdpai kozzétételi irat). Azonban, a
monoklonadlis antitestek humdn gydgyaszati célokra nem al-
kalmasak, mivel beinjekcidzéds esetén immunogének és felte-
hetfen fokozatosan lebomlanak. Tovédbba, a kereskedelemben
elérhetd§, CD23-receptort kotd antitestek a CD23-receptoron
expresszalodédott, ktilonalldé epitdpokat ismerik fel. Az
epltopkotd specificitéds egy konkrét célra kifejlesztett an-
titest hatékonysadgdban lényeges szerepet tdlthet be. Ezen-
felll, a kérdéses receptor vonatkozasaban, a magas affini-
tasti antitestek kivadlasztasa gydgyaszati szempontbdl eld-
nyos lehet, amennyiben a szlkséges dbzis alacsonyabb, mint
az azonos receptorra nézve alacsonyabb affinitést mutatoé
monoklondlis antitestté.

A talalmany egy megvaldsitasi médja szerint olyan,
megvaltoztatott antitestet &llitunk eld, amely az alédbbiak-
ban bemutatésra keriild minden egyes CDR aminosav-
szekvencidjabdél elegendd hosszusagu szakaszt tartalmaz ah-
hoz, hogy az antitest képes legyen kotédni a hemato-
poietikus sejteken expresszélddott CD23 (FCeRII) II. tipusu
molekuléhoz.

Kénnydlanc

RSSKSLLY KDGKTYLN CDRL1 (a szekvencialistédban 3. azo-
nositészamon megadott szekvencia)

LMSTRAS... CDRL2 (a szekvencialistédban 5. azonosito-

szamon megadott szekvencia)



QQLVEYPFT CDRL3 (a szekvencialistédban 7. azonositd-
szamon megadott szekvencia)

Nehézlanc

GYWMS...... CDRH1 (a szekvencialistaban 9. azonositdsza-
mon megadott szekvencia)

EIRLKSDNYATHYAESVKG CDRH2 (a szekvencialistéban 11.
azonositdészamon megadott szekvencia)

FID..... . CDRH3 (a szekvencialistédban 13. azonositdsza-
mon megadott szekvencia)

A talalmény targyat képezi tovabba antitest, amely
ugyanazokhoz az epitdépokhoz kotddik, mint a fent leirt CDR-
eket tartalmazdé antitest. Egy antigénen, mint amilyen a
CD23-molekula, az epitdpok feltérképezésére kompetitiv gat-
ldsi szlrdévizsgdlatokat alkalmazhatunk. Példaul a FACS
kompeticidé-analizis olyan sejtek alkalmazdsan alapul, ame-
lyek a molekulat célmolekulaként expresszaljak. Az anali-
zisben a tesztelni kivant antitestet egy fluorokrémmal Je-
1oltik, egy masodik antitestet pedig, amelyrdl tudjuk, hogy
ugyanahhoz az antigénhez kotddik, egy méasodik, eltérd szind
fluorokrémmal. Amennyiben mindkét fluorokré4m Jjelen van, az
antitestek nem gédtoljak kompetitiven egymas kotddését, és
ezadltal ugy tekintjik, hogy elkiiloénilt epitdpokat ismernek
fel a célmolekulan. Az epitédptérképezés elvégezhetd kdzvet-
len peptid-kdnyvtar  kotési szlrdvizsgalattal (,direct
peptide library binding assay”) 1s, mely sordn a kivéalasz-
tott antigénbdél szarmazd peptid-szekvencidkat mintahordozé
tdkén (,pin”) expresszaljuk és az eldz8ekben leirtak sze-

rint, fluorokrdémmal jelzett antitestekkel szkrineljiik. Az



epitéptérképezési vizsgalatokban, a fent 1leirt CDR-eket
tartalmazé antitestekr$l kimutattuk, hogy egy 1Ujszert
epitdépot hatdroznak meg a CD23 molekulédn. Ezért tehat a ta-
lalmany téargyat képezi egy antitest, mely kompetitive géa-
tolja a fent felsorolt CDR-szekvenciakat tartalmazdo anti-
test kotddését a hematopoietikus sejtekben expresszalt CD23
(FCeRII) II. tipusu molekuldhoz.

A taldlmany szerinti antitest, eldnydsen, egy megval-
toztatott antitest. Ez az antitest lehet kiméra antitest,
amely az 1-2. adbran felsorolt, egéreredetd Cll-antitest ne-
hézladnca és konnyllénca varidbilis szekvencidinak (a szek-
vencialistdban 1 és. azonositdszamon megadott szekvenciik,
illetve a szekvencialistaban 46, 47, 50 és 51. azonositd-
szédmon megadott szekvencidk) elegendd részét tartalmazza
ahhoz, hogy képes legyen a CD23 molekuldhoz és egy humén
dllandd régidhoz kotédni. Az antitest lehet példaul olyan
kiméra antitest tipus, mint amelyet a WO 86/01533 nemzetkod-
z1 kozzétételli iratban irtak le. Ez a kiméra antitest egy
antigénkotd régidt és egy nem immunglobulin eredetl régiodt
tartalmaz. Az antigénkotd régid egy antitest konnyllancénak
varidbilis doménije és/vagy nehézlancéanak varidbilis
doménije. A kiméra antitest, jellemzdéen, mind kénnylilanc- és
mind pedig nehézldnc-eredetd variabilis doménokat tartal-
maz. A nem immunglobulin-eredetd régid az antigénkotd régiod
C-terminalisahoz wvan fuzionalva. A nem immunglobulin-
eredetd régid, Jjellemzben, egy nem immunglobulin-eredetd
protein, amely szarmazhat egy 1ismert kotési specificitésu

enzimfehérje egyik régidjabdl, egy fehérje-toxinbdl, sbét



lehet barmilyen, gén &ltal expresszalt protein. A nem im-
munglobulin-eredetd régid lehet példaul szénhidratrégid is.
A kiméra-antitest két régidjiat egy hasithatdé linker szek-
venciaval kapcsolhatjuk o¢ssze. A megvéltoztatott antitest
lehet bi-specifikus antitest 1is.

A megvaltoztatott antitest lehet példaul egy olyan
humanizalt antitest, amelyben minden egyes CDR-b&1 szarma-
z6, egy vagy tobb aminosav-szekvenciabdl elegendd szakasz
(és, ha szlkséges, egy vagy tobb vazszekvencia-aminosav is)
emberi vazszekvencidkba van beillesztve, igy az antitest
képes kotddni a CD23-molekuléhoz.

Alkalmas médon, a taldlmény szerinti antitest CDR-jei
a fent leirt L1-L3 konnyldlanc-CDR-ek és H1-H3 nehézléanc-
CDR-ek. Azonban, e CDR aminosav-szekvencidit meg lehet val-
toztatni. Minden egyes CDR aminosav-szekvencié&jat aminosav
helyettesitéssel, inzercidval és/vagy delécidval lehet meg-
valtoztatni.

Ezért minden egyes CDR tartalmazhat egy vagy két ami-
nosav helyettesitést, inzercidét és/vagy delécidt. Legfel-
jebb h&rom aminosav helyettesités, inzercid és/vagy delécid
lehet a konnyldlanc-CDRL3-ban, illetve a nehézlanc-CDRH3-
ban. Legfeljebb négy aminosav helyettesités, inzercid
és/vagy delécid lehet a konnylladnc CDRL1-ben. Legfeljebb
hat aminosav helyettesités, inzercid és/vagy delécid lehet
a nehézlanc CDRH2-ben. El&nydsen, minden egyes CDR amino-
sav-szekvenciaja lényegében homoldg minden egyes, az elébb

felsorolt, a CDR-ben megtaldlhatd relevans résszel.
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A szekvencia-azonossag foka elénydsen legalabb 50%,
még eldnyosebben legalabb 75%. Legeldnydsebb a legalabb 90%
vagy a legalédbb 95% szekvencia azonossag.

Mindazonaltal a szakember szadmdra ismert, hogy szek-
venciaazonossag magas foka nem feltétlen kdvetelmény, hi-
szen szamos aminosavat gyakran helyettesiteni lehet méas,
hasonld tulajdonsagokkal birdé aminosavakkal, anélkil, hogy
egy protein bizonyos tulajdonsagait lényegesen megvaltoz-
tatnank, vagy nem kivant iranyba befolydsolnédnk. Ezeket a
vadltoztatadsokat néha ,konzervativ” aminosav csere néven em-—
legetik. fgy, a glicin, valin, leucin vagy izoleucin gyak-
ran helyettesithetik egymast. Az egyéb aminosavak, melyeket
gyakran egy méasikkal szoktak helyettesiteni, magukban fog-
laljadk a kovetkezd&ket: fenilalanin, tirozin és triptoféan
(aromds oldallancot tartalmazdé aminosavak); lizin, arginin
és hisztidin (savas oldallancot tartalmazd aminosavak); és
cisztein, 1illetve metionin (amid oldallancot tartalmazd
aminosavak). Igy, a ,szarmazék” kifejezés olyan aminosav-
szekvencia valtozatot is jelenthet, mely valtozat az emli-
tett szekvencia viszonylataban egy vagy tobb konzervativ
cserét tartalmaz.

Az antitest vazszekvencidja és &allandd doménjai eld-
nydsen human véazszekvencia és humdn 4&llandé doménok. El1&-
nydsen, az antitest nehézlénca varidbilis régidjanak vaz-
szekvencidja lényegében véve homoldég a humdn KOL-protein
megfeleld vazszekvencidjaval [Schmidt és mtsai., Hoppe
Seyler’s Z. Physiol. Chem. 364, 713-747 (1983)]. A

vazszekvencia viszonylataban a KOL-ra vonatkoztatott
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homoldgia altaldban 80% esetleg tobb, példaul 90% vagy még
tobb, 95% vagy tdébb. Tovabba, a KOL-ban 4. vazszekvencia
hetedik aminosava megfelelSen Thr vagy Leu, eldnydsen Leu.
Ez az aminosav a Kabat és mtsai. (1987) szamozasa szerinti
109-es KOL aminosav. Szamos aminosav-helyettesités, -
inzerci6 és/vagy -delécid lehet jelen. Példaul, a 49., 66.,
76., 77. és 94. pozicidkban levd, egy vagy tobb aminosavat
meg lehet valtoztatni az egéreredetld antitest megfeleld
aminosavara. A kotddés helyredllitdsara tovabbi lehetséges
cseréket lehet végrehajtani a véazszekvencidban a 27., 30.,
48., 67., 71., 91. és 93. aminosavakon. Az aminosavakat
Kabat és mtsai. szerint (mint fent) szamozzuk.

Az antitest konnyldlancén 1évé varidbilis régid véaz-
szekvenciaja, Jellemzd&en, lényegében homoldg a HSIGKVII
protein variabilis doménjének véazszekvenciajaval [EMBL
adatbazis: Klobeck, EMBL data library, benyujtva 1986. Ap-
rilis 7.-én)]. Ebben a szekvenciaban a 452 pozicidban
leolvasdkeret-elmozduléads (, frameshift”) wvan. A leolvaséd-
keret helyreigazitasa végett a 452 (T) béazist toroltuk.

A homoldgia a véazszekvencia tekintetében 4&ltalédban
80%-o0s, 1lletve a kivalasztott szekvencia tekintetében
tobb, példaul 90% vagy toébb, vagy 95% vagy tobb. Szamos
aminosav helyettesités, inzercid és/vagy delécid is jelen
lehet, példaul - a Kabat és mtsai. szerinti szamozas alap-
jan - a 64-es aminosav mellett, vagy a helyett a 71-es ami-
nosav esetében.

A talalméany téargyat képezi egy olyan antitest 1is,

amely a 3. és 4. abréan kozzétett varidbilis nehézlanc- és



konnydlanc-szekvencidkat (a szekvencialistdban 17. és 18.
azonositdszamokon megadott szekvencia) tartalmazza.

Az antitestnek, eldénydsen, a természetes antitesttel,
illetve annak egy fragmentumaval, megegyezd vazszekvenciaja
van. Ezért, az antitest a komplett antitest mellett magaban
foglalhat (Fab’ ) ,-fragmentumot, Fab-fragmentumot, dimer
konnylilancot vagy dimer nehézlancot. Az antitest lehet IgG,
mint példaul IgGl, IgG2, IgG3 vagy IgG4; vagy IgM, IgA, IgE
vagy IgD, illetve ezek mddositott valtozata. Az antitest
nehézlancanak 4&llandé doménjeit ennek alapjan valasztjuk
ki. A konnyldlanc allanddé doménje kappa, vagy lambda allandd
domén lehet.

Az &4llandd régidt a kivant funkcid szerint valasztjuk
ki. Rendes koriulmények kozott egy IgGl a komplementhez vald
kotS8désen keresztil litikus képességet mutat és az ADCC-ben
(Antibody Dependent Cell Cytotoxicity, antitestfliggd sejt-
citotoxicités) kozvetitd szerepet tolt be. Amennyiben nem
citotoxikus tulajdonsagu, gatld antitestre van 1igény, egqgy
IgG4 az eldényds. Azonban, az IgG4 antitestek az eldallitas
sordn 1instabilak és ezért taldn eldényosebb az altalaban
stabilabb IgGl-et mdédositani. A javasolt mdédositasokat az
EP0307434 eurdpai kozzétételi iratban irtak le. A 235-0s és
237-es pozicidkon végrehajtott mdbdbdositadsok tartoznak az
eldnydsek kozé. A taldlmany targyat képezi a talalmany sze-
rinti antitest litikus és nem litikus formaja.

Az antitest mindegyik lédncat CDR-helyettesitéssel al-
lithatjuk eld. A humadn antitest konnyldlanca és nehézléanca

varidbilis régidéjanak CDR-jeit az anti-CD23 antitest minden



egyes CDR-jébdl szarmazd, elégséges aminosav-szekvenciaval
helyettesitjik ugy, hogy a kapott antitest képes legyen a
CD23 molekuldhoz kotd8dni. Egy human antitestlanc CDR-kdédold
DNS-régioit, amelyek az Un. hipervaridbilis régidt kdédol-
jak, helyettesitjuk a kivant CDR-eket kdédold DNS-el.
Amennyiben sziikséges, ezt a megvaltoztatott DNS-t az anti-
testlanc allandé doménjét kédold DNS-hez kapcsoljuk. A DNS-
t expresszids vektorba kldénozzuk. Az expresszids vektort a
kompatibilis gazdasejtbe vissziik be, és az antitestléncot
expresszaljuk. Az ily mdédon ko-expresszalt komplementer an-
titestlancok humanizalt antitestté allnak Ossze.

Egy monoklondlis antitest humanizalasa négy lépésbdl
411, melyek a kovetkezdk:

(1) A kiindulédsi antitest konnyld- és nehézléanc
domének nukleotid- és megjdésolt aminosav-szekvenciajanak
meghatarozasa;

(2) a humanizalt antitest megtervezése, azaz el kell
dénteni, hogy az antitest vazszekvenciajanak melyik régio-
jJjat alkalmazzuk a humanizacidés folyamatban;

(3) az aktualis humanizalédsi mdédszertan/technikék; és

(4) a humanizalt antitest transzfekcidja és
expresszidja.

Ezért, a taladlmany targyat képezi antitestléancot ké-
dold DNS-szekvencia, mely a kovetkezd szekvenciékbél»egyet
vagy tobbet tartalmaz:

CDRL1, a 3. &4bra szerinti 70-117-es szamu bazisparok

(a szekvencialistaban a 4. azonositdszamu szekvencia)



CDRL2, a 3. &bra szerinti 163-183-as szamu bazispéarok
(a szekvencialistédban a 6. azonositdszamu szekvencia)

CDRL3, a 3. é&bra szerinti 280-306-0s szamu bazisparok
(a szekvencialistédban a 8. azonositdszami szekvencia)

CDRH1, a 4. abra szerinti 91-105-06s szamu bazisparok
(a szekvencialistdban a 10. azonositdszami szekvencia)

CDRH2, a 4. abra szerinti 148-204-es sz&mu bazisparok
(a szekvencialistdban a 12. azonositdszami szekvencia)

CDRH3, a 4. é&bra szerinti 301-309-es sz&ml béazisparok
(a szekvencialistédban a 14. azonositdészami szekvencia)

illetve az olyan antitestldncot kédold DNS-szekven-
cia, amely a 3. vagy 4. é&bra szerinti szekvencidk egyikét
vagy mindkettdt tartalmazza (a szekvencialistédban a 17. és
a 18. azonositdészadmu szekvencia, illetve a szekvencialis-
taban a 48. és a 49. azonositdszdmu szekvencia).

1. Lépés: Az antitest konnyl- és nehézlanc domének

nukleotid- és megjdsolt aminosav-szekvencidjanak meghataro-

zasa

Antitest humanizédldsdhoz elég ismerni az antitest ne-
héz- és konnyllanc varidbilis doménjeinek aminosav-szekven-
ciajat. Az allandd domének szekvencidja lényegtelen, mivel
ezek az ujraformazési folyamatban nem vesznek részt. Egy
antitest variabilis doménjeinek aminosav-szekvenciajat leg-
egyszerilbben a nehéz- és konnyliladnc varidbilis doméneket
kédold, kldénozott cDNS-bdl hatadrozhatjuk meg.

Adott antitest nehéz- és konnylildncdnak varidbilis
doménjeit koédold cDNS kldnozdsara két, 4&ltalanos eljéaréas

hasznalatos: (1) konvencionadlis cDNS koényvtarbdél kiinduld
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eljaras, illetve (2) a polimeréaz-lancreakcidé. Mindkét elja-
ras széles korben ismert. Miutédn a cDNS-ek nukleotid szek-
venciajat megadtuk, ezt az informacidét koénnyen le lehet
forditani az antitest variabilis doménjeinek megjdsolt ami-
nosav-szekvenciajara. A Jelen esetben, a ragcsalderedetd
Cll-antitestlanc nukleotid-szekvencidjat és megjdsolt ami-
nosav-szekvenciajat az 1. és 2. abran mutatjuk be (a szek-
vencialistaban 1. (nehézlénc) és 2. (konnylilanc) azonositd-
szamon megadott szekvencidk, illetve a szekvencialistéban
46. és 47. azonositdészamon megadott szekvencidk).

2. Lépés: a humanizalt antitest megtervezése

Annak eldodntéséhez, hogy a humanizdlds sordn melyik
human antitest-szekvencidt alkalmazzuk, szamos tényezdt
kell figyelembe venni. A konnyld- és nehézladncok humanizala-
sa ugyan egymastol flggetlen folyamat, azonban alapjéban
véve mindkettd hasonld elven torténik.

Ez a szelekcids folyamat a kovetkezd ésszerl magyaréa-
zaton alapul: egy adott antitest antigén-specificitésat és
v—affinitését els6dlegesen a varidbilis régidé CDR-jeinek
aminosav-szekvencidja hatédrozza meg. A varidbilis domén
vazszekvenciajanak maradék részei kevéssé vagy egyaltaléan
nem Jjatszanak ebben koézvetlen szerepet. A vazszekvencia-
régidk elsd8dleges szerepe a helyes térbeli orientédciéban
tartani a CDR-eket az antigén felismeréséhez. Igy a ragcsa-
léeredetl CDR-eknek human varidbilis domén vazszekven-
clajaba torténd behelyettesitése valdszinlileg nem valtoz-
tatja meg ezek helyes térbeli orientdciéjat, amennyiben a

human variabilis domén vazszekvencidja jelentdsen homolég
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azzal a ragcsaléeredetd varidbilis doménnel, ahonnan ezek a
CDR-ek szarmaznak. Elényosen tehat olyan human variabilis
domént kell véalasztani, amely jelentdsen homoldg a ragcsa-
léeredetl varidbilis doménnel (ekkel) .

Alkalmas humdn varidbilis domén-szekvenciat a kovet-
kez8k szerint valasztunk ki:

1. Szamitoégép-program alkalmazdsaval végigkeressik az
osszes elérhetd protein- (és DNS-) adatbazist a ragcsalo-
eredetli antitest varidbilis doménijeivel leginkabb homoldg
human antitest varidbilis domén-szekvenciakra. Az e célra
alkalmas program kimenete egyrészt a ragcsalderedetl anti-
testtel leginkabb homoldg szekvencidk listéaja, és emellett
minden szekvenciara nézve a szadzalékos homoldgia, 1illetve
minden egyes szekvencia és a ragcséaléeredetl szekvencia
osszerendezése. Ezt az analizist mind a nehéz-, mind pedig
a konnyldlénc variabilis doménjének szekvenciaira, egymastol
fiiggetlenul végezzuk. A fenti analizis sokkal konnyebben
kivitelezhetd, ha «c¢sak humdn immunglobulin-szekvenciak
részvételével torténik.

2. Katalogizaljuk a humédn antitest variadbilis domén-
jének szekvenciait és homoldgia szempontjabdl Osszehason-
litjuk &ket. A nehézlanc eléggé variabilis CDR3-ja kivéte-
lével, az Osszehasonlitast elsddlegesen a CDR-ek teljes
hosszaban végezzik. A humdn nehézlancokat, illetve a Kappa
és Lambda konnyllancokat alcsoportokba soroljuk: 3 nehéz-
lanc-alcsoportba, 4 Kappa lé&nc-alcsoportba, 6 Lambda léanc-
alcsoportba. CDR-ek mérete minden egyes alcsoporton belul

hasonld, azonban az egyes alcsoportok koézott eltér. A



homoldgidt tekintve, ragcséalderedetd antitest CDR-t &ltaléa-
ban hozza lehet illeszteni a humédn alcsoportok egyikéhez.
Ezutan aminosav-szekvencia homoldgia szempontjabdl osszeha-
sonlitjuk a hasonlé hosszlsagu CDR-eket tartalmazd antites-
teket - elsésorban a CDR-eken belil, de az azokat kérulvevd
vazszekvencia-régiok viszonylatdban is. A leginkabb homo-
16g, human variabilis domént valasztjuk a humanizacidhoz
vazszekvenciéanak.

3. Lépés: Az aktualis humanizéaléasi moédszer-—

tan/technikéak

Az EPA-A-0239400 eurdpal kozzétételi irat szerint va-
lamely antitest humanizadlhaté a kivant CDR-ek human vaz-
szekvenciadba torténd atiiltetésével. Eszerint tehat eld le-
het &4llitani olyan, a kérdéses atalakitott antitestet kddo-
146 DNS-szekvenciat, amely azzal a humdn DNS-el kezdddik,
aminek a CDR-jeit &t kivanjuk alakitani. A kivant CDR-eket
tartalmazd, ragcsalderedetd antitest varidbilis doménjeének
aminosav-szekvenciajat &sszehasonlitjuk a kivalasztott hu-
man antitest varidbilis doménjének szekvenciajaval. Megje-
161jiuk azokat a humén varidbilis doménban 1év8 aminosava-
kat, melyeket a ragcsalberedetli antitestben a megfeleld
aminosavra ki kell cserélni ahhoz, hogy a human variédbilis
régié a ragcsaloeredet?i CDR-ekkel egybeépiljon. Felteheté-
leg lesznek még olyan aminosavak, amelyeket helyettesiteni,
hozzaadni vagy kitdérolni kell a humdn szekvenciabdl.

Abbdél a célbdl, hogy a humdn variédbilis domén
vazszekvencia tartalmazza a kivant aminosavat, mutagenezist

végzink az e célra szintetizalt oligonukleotidokkal. Az em-
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litett oligonukleotidok béarmilyen, erre alkalmas méretlek
lehetnek. Rendes korilmények kozott az oligonukleotidok
hosszat az elérhetd specidlis DNS-szintetizator kapacitésa
korlatozza. Az 1in vitro oligonukleotid 4&ltal iréanyitott
mutagenezis eljarads jél ismert.

Esetleg, a humanizacidé kivitelezhetd a W092/07075
nemzetkozi kozzététell irat szerinti rekombindns polimeraz-
lancreakcidé (Polymerase Chain Reaction, PCR) alkalmazasa-
val. E metodoldgia alkalmazdsadval a CDR Osszeillesztés
(“splicing”) utjan a a humadn antitest vazszekvenciajanak
két régidja kozé keriilhet.

Altaldnossagban, a W092/07075 nemzetkdzi kdzzétételi
irat szerinti mddszert ugy lehet kivitelezni, hogy egy, a
két human véazszekvencia régidt, az ,AB” és ,CD” régidkat,
és a kettd kozott egy CDR (amelyet egy donor CDR-el fogunk
helyettesiteni) tartalmazd templatot haszndlunk. Az ,A” és
4B ladncinditdék alkalmazésaval amplifikaljuk az , AB”
vadzszekvencia régidt, és a ,C” és ,D” lancinditék alkalma-
zasaval amplifikéaljuk az ,CD” véazszekvencia régidét. Azon-
ban, 5’ véglukoén a ,B” és ,C” lancinditdék tovabbi, a donor
CDR szekvencianak vagy legaldbbis egy részének megfeleld
szekvenciat is tartalmaznak. A ,B” és ,C” lancinditék elég-
séges hosszusdgban fednek &4t ahhoz, hogy egymds 5’ végeinél
fogva térténd hibridizacid (,annealing”) lehetdvé valjék a
PCR kivitelezéséhez sziikséges koriilmények kozott. fgy az
amplifiké&lt ,AB” és ,CD” régidk az atfedéses lanchosszabbo-
das révén gén-odsszeillesztddésen (,splicing”) mehetnek ke-

resztil, igy egy lépésben humanizdlt termék keletkezik.



4, Lépés: Az 4talakitott antitest transzfekcidja és

expresszalasa

Az antitest atalakitédsat célzd mutagenezist kovetden,
a mutagenizalt DNS-t megfeleld, konnyl- vagy nehézlanc 4l-
landé régidit kdédold DNS-hez lehet kapcsolni, expresszids
vektorba lehet klénozni és azzal gazdasejteket, eldénydsen
emlés sejteket, lehet transzfektdlni. Ezeket a lépéseket
rutinszerten lehet végrehajtani. Atalakitott antitestet a
kovetkezd lépéseket tartalmazd eljarassal lehet elddllita-
ni:

(a) replikécidra képes elsd expresszids vektor elké-
szitése, mely egyrészt megfeleld, mikodésképesen az Ig ne-
héz- wvagy konnyllanca varidbilis doménjének legaldbb egy
részét kbédold DNS-szekvencidhoz kapcsolt promotert, més-
részt humén antitestbdl szarmazd vazszekvencia régidt magé-
ban foglald varidbilis domént, és a taldlmany szerinti hu-
manizalt antitesthez szikséges CDR-eket tartalmaz;

(b) replikacidéra képes masodik expresszids vektor el-
készitése, mely megfeleld, mlkddésképesen a komplementer Ig
nehéz- vagy konnyllanca variabilis doménjének legalédbb a
varidbilis doménjét ké6dold DNS-szekvenciéhoz kapcsolt,
promotert tartalmaz;

(c) sejtvonal transzformalédsa az elsé vagy mindkét
elkészitett vektorral; és

(d) az emlitett transzformdlt sejtvonal tenyésztése

az emlitett megvaltoztatott antitest elddllitédsa céljabol.



Elénybsen, az (a) lépés szerinti DNS-szekvencia mind
a variadbilis domént, mind pedig a humén antitestlanc &allan-
dé doménijét, illetve minden egyes &dllanddé doménjét kdédolja.
A humanizdlt antitestet feltarhatjuk és tisztithatjuk. A
megvaltoztatott antitest elddllitasdra transzformdlt sejt-
vonal 1lehet egy aranyhorcsdg ovarium (Chinese Hamster
Ovary, ~CHO) sejtvonal, vagy egy 1immortalizadlt emlds-
sejtvonal, mely eldnydsen nyirokeredetd, mint példaul egy
myeloma, hibridoma, trioma vagy quadroma sejtvonal. A sejt-
vonal &llhat norm&dlis nyiroksejtbdél is, mint példaul a B-
sejt, melyet egy virussal (mint példaul az Epstein-Barr vi-
rus) tortén transzformalassal immortalizdlttd alakitottunk.
Legeldnyosebben, az immortalizalt sejtvonal myeloma sejtvo-
nal, vagy ennek szarmazéka. Az eldészeretettel valasztott
expresszids rendszer a WO087/04462 nemzetkozi kozzétételi
iratban leirt glutamin-szintetédz expresszids rendszer.

Bar a humanizalt antitest el6allitédsara alkalmazott
sejtvonal elénydsen emlés sejtvonal, barmilyen més sejtvo-
nal, mint példaul bakterialis sejtvonal vagy élesztd sejt-
vonal, 1s alkalmazhatd esetleg. Egyediildlld antitestléncok
eldadllitdsdra szdba johet az E. coli eredetd bakteridlis
torzsek esetleges alkalmazdsa. Az eldillitott antitestet
funkcionalitéas szempontjabdél megvizsgaljuk. Amennyiben a
funkcionalitéds elvész, vissza kell térni a (2) lépéshez és

meg kell valtoztatni az antitest vazszekvenciajat.



A taldlmany targyat egyrészt a taladlmdny szerinti an-
titestet kddold, illetve annak expresszidjira adaptalt DNS-
T tartalmazd expreszids vektor képezi, mésrészt pedig az
emlitett expresszids vektorokkal transzformdlt gazdasejtek.

Miutan expresszaltattuk a komplett antitesteket, ezek
dimerjeit, egyediildalldé konnyl- és nehézlancait, vagy mas, a
taldlmany szerinti, immunglobulin formékat, ezeket a tech-
nikadban ismert eljarédsok szerint meg lehet tisztitani. Az
ilyen eljarasok magukban foglaljdk a kovetkezdSket: ammoédni-
um-szulfattal végzett kicsapas, affinitds-oszlop, oszlop-
kromatogréfia, gél-elektroforézis és hasonldk [lasd &ltala-
ban: Scopes, ,Protein purification”, kiad.: Springer-
Verlag, New York (1882)]. Gydgyaszati alkalmazasra, lénye-
gében tisztanak tekinthetd immunglobulinok eldnydsen lega-
1ébb 90-95%-ban homogének, legeldénydsebben 98-99%-ban homo-
gének. Miutan kivanalmaknak megfelelden részlegesen, vagy
homogenitasig tisztitottunk, valamely antitest alkalmasséa
valik gyodgyaszati célokra, 1illetve szUrévizsgalati eljara-
sok kifejlesztésére és elvégzésére, immunfluorescens fes-
tésre, és hasonldkra [ldsd &ltalédban: »Immunological
methods”, I. és II. kotet, szerk.: Lefkovits és Pernis, ki-
ad.: Academic Press, New York, N.Y. (1979 és 1981)].

Az antitest mikddhet uUgy, hogy blokkolja a membréanhoz
kotott CD23 és valamely hozzad kotédé ligandum kozotti kol-
csdbnhatast. Ilyen blokkold hatédst, in vitro szlrdvizsgdlat-
okkal, mint példaul radioimmunoldgiai vizsgadlatokkal lehet
tanulmanyozni. Az antitest oldhatd CD23 megkotésével is mi-

kddhet. Membranhoz kotott CD23-rb6l ismert, hogy a sejtfel-
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szinrél torténd lehasitidsa szamos, oldhatdé fragmentum ki-
alakitédsadhoz vezet. E fragmentumoknak citokinszerd aktivi-
tasa van és az IgE kialakitéasédban lényeges szerepet Jjatsza-
nak. Ezért némely betegséggel egyittjar az oldhatdé CD23
tulzott mennyiségben vald jelenléte. E fragmentumok megko-
tésével a taldlmény szerinti antitestek beavatkozhatnak az
oldhat6é CD23 hatéasmechanizmuséaba. Ugy gondoljuk, hogy a ta-
ladlmany szerinti antitestek meggédtoljdk az oldhatdé CD23 ke-
letkezését azzal, hogy meggatoljdk a membranhoz kotott re-
ceptor lehasitéasat. Ezért, a taladlmény targyat képezi vala-
mely anti-CD23-antitest alkalmazédsa az oldhatd CD23 kiala-
kuldsat gatld gyodgyaszati készitmény gyartéaséban.

Barmilyen antitest hatasédnak kifejtése fligg a cél-
antigénhez vald affinitésatédl. A taldlmény szerinti anti-
testek a CD23-receptorra nézve magas affinitdst mutatnak.
Az ilyen antitestek affinitasi &llanddja eldénydsen nagyobb,
mint Ka = 1*10° M', illetve eldnybsebben nagyobb, mint Ka =
1*10'% M., Ezért, a talalmany targyat olyan antitestek ké-
pezik, melyek a CD23-receptort, illetve az oldhatd CD23-at
Ka = 1*10° M!' értékkel egyenld, vagy annadl nagyobb affini-
tdsi &dllanddéval jellemzett kotéssel kotik.

CD23-receptort koté antitesteket in vivo alkalmazni
lehet gyulladéasos, illetve autoimmun betegségek megeld&zésé-
ben vagy kezelésében. Ennek nagy Jjelentésége van, hiszen
adott tény, hogy e betegségek kozil sokat bonyolult vagy
lehetetlen hatékonyan kezelni, dacadra e betegségek termé-
szetes okaival foglalkozdé tudoméany régdta fenndlld multja-

nak. Ez a helyzet az arthritisre vonatkozdan fokozottan
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igaz. Az arthritis gyakran érinti a kozépkorui embereket és
kényszeritve d&ket a munka, idd eldétti feladasara. Az
arthritis hatékony kezelése szamos kutatdcsoport régdta
fenndlld célja.

Ugy hisszik, hogy a taldlmény szerinti antitestek al-
kalmasak szamos betegség megel&zésére vagy kezelésére, mely
betegségek kozé soroljuk a kovetkezdket: arthritis, lupus
erythematosus, Hashimoto-féle pajzsmirigy-gyulladas, scle-
rosis multiplex, cukorbetegség, uveagyulladéds, bdérgyulla-
dés, somor, csalankiités, nephrosisos tiunetegyittes, glome-
rulonephritis, gyulladédsos bélbetegség, fekélyes vastagbél-
gyulladéas, Crohn-féle betegség, Sjogren-féle szindrdma, al-
lergidk, asztma, sokkal specifikusabban: allergias vagy va-
1l6di asztma, akut asztmatikus roham, az orrnyalkahéartya
gyulladésa, ekcéma, GVH, COPD, insulitis, horghurut (kulo-
ndsen a krdnikus horghurut), illetve cukorbetegség (kilono-
sen az 1 tipusu cukorbetegségq).

Ezért a taldlmany téargyat képezi a talalmany szerinti
antitest alkalmazésa a fenti rendellenességek barmelyikének
vagy tobbnek a kezelésére szolgald gydgyaszati készitmeny
gyartéasdban. A talalmédny targyat képezi tovabba a fenti
rendellenességek barmelyikének vagy tobbnek a kezelésére
szolgdld olyan eljaréas, amely tartalmazza a taldlmany sze-
rinti antitest, gydgyaszatilag hatékony ddbdzisban torténd
adagoléasat.

A taldlmény szerinti antitestek alkalmasak lehetnek a
CD23 és kiilonboz8d ligandumok kozotti, példaul a CD23 és a

CD21 kozotti, a CD23 és a CDllb kozotti, a CD23 és a CDllc



kozotti, a CD23 és egy 80-85 KDa molekulatdmegd, endo-
téliumsejt protein (amely lehet egy 80 wvagy 85 KDa moleku-
latomegli, endotéliumsejt protein) kozotti, illetve a CD23
és egy 115 KDa molekulatomegl protein (amelyrél azt gondol-
juk, hogy a 80-85 KDa molekulatdmegl, endotélium-proteinnel
hozhatd kapcsolatba) kozotti kolcsonhatdsok tanulményozaséa-
ra. Ugy gondolijuk, hogy fenti k&lcsdnhatdsok koziil egy vagy
tobb in vivo 1is el&fordul. Olyan antitestek, illetve més,
kotstulajdonsdgot mutatd hatdanyagok, amelyek képesek eze-
ket a kolcsdnhatasokat blokkolni, kiulondsen eldnydsek, mi-
vel ugy gondoljuk, hogy ezek kiildondsen alkalmasak lehetnek
citokinek &ltal kozvetitett gyulladadsos hatasok csokkenté-
sére vagy enyhitésére. Ezek az anyagok alkalmasak lehetnek
B-sejtek olyan malignus elvaltozésal ellen, mint példidul a
kréonikus limfocita leukémia és a hajas sejtes leukémia.

Valamely anti-CD23 terédpia egy masik lehetséges ha-
tdsmechanizmusa magaban foglalhatja egy IgE immunvéalasz
blokkolasat.

A taldlmény szerinti antitesteket az allergén beteg-
ségek - ideértve a nem IgE &ltal kozvetitett betegségeket
is - kezelésében, illetve megelb6zésében 1is specidlisan al-
kalmazhaték. Ezek az antitestek alkalmazhatdék a fekélyes
vastagbélgyulladids megeld&zésében és kezelésében. Ezek az
antitestek alkalmazhatdk a Crohn-féle betegség megeldzésé-
ben és kezelésében 1is.

A taldlmany szerinti antitestek alkalmazhatdék oOnma-
gukban vagy Iimmunszupressziv hatdanyagokkal, mint példéaul

szteroidok, ciklosporin; antitestekkel, mint példaul egy



anti-limfocita antitest; vagy eldnybdsebben egy, tolerancidt
indukalo, anti-autoimmun vagy gyulladdsgdtlo hatdanyaggal,
mint példaul egy CD4+T-sejt gatld hatdanyag, igy egy anti-
CD4 antitest [eldnydsen egy blokkold vagy nem gyengitd
(,non-depleting”) antitest], vagy egy anti-CD8 antitest,
mint példadul egy TNF antagonista, 1gy anti-TNF antitest
vagy TNF-inhibitor, példdul oldhatdé TNF receptor; esetleg
olyan hatdanyagokkal, mint amilyenek az NSAID-ok kombinal-
va.

A taldlmédny szerinti anyag alkalmazhatd dbézisa kuldon-
boz& faktoroktdl fiugg. Ilyen faktorok példadul a kezelendd
betegség vagy elvaltozéads, az adagoléas utja, illetve a keze-
lendé személy kora és testtimege. Anélkil, hogy béarmilyen
specialis dbézist hatdroznank meg, ugy gondoljuk, hogy pél-
dadul parenteréalis adagolédsként a taldlmény szerinti anti-
test (ami &ltaldban egy gydgyaszati készitmény részeként
van Jjelen, ahogyan azt fent jeleztiik) 0.01-20 mg/kg napi
dbzisa alkalmas lehet egy atlagos felnétt kezelésére. Ennél
alkalmasabb dbdzis lehet a 0,1-5 mg/kg kozotti ddzis, mint
példaul a 0,1-2 mg/kg. Az egységnyi doézis alkalmas mbédon 1-
400 mg.

Az antitesteket elkliloniilten adagolésra kerild, kemo-
terdpiéds vagy immunszupressziv hatdanyagokat is tartalmazd
Osszetételekként beadva is lehet alkalmazni. A jellemzd ha-
tbéanyagok kozé tartozik a ciklosporin A vagy valamilyen
purinanaldg (példaul metotrexdt, 6-merkaptopurin, vagy ha-

sonldk), de szédmos tovabbi, a szakember 4&ltal jél ismert
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hatdéanvag (példaul ciklofoszfamid, prednizon, stb.) is al-
kalmazhato.

Amennyiben azt sejtet, amelyikhez az antitest kotd-
dik, lizalni szilikséges, a taldlmany szerinti antitest vala-
milyen immuntoxin részét alkothatja. Az immuntoxinok kiulo-
nosen alkalmasak a kivalasztott sejtek in vitro vagy 1in
vivo elpusztitasara. Egy immuntoxit két komponens Jjellemez,
melyek egyike olyan citotocikus hatdéanyag, amely - amennyi-
ben kotédik vagy adszorbealddik - altaldban a sejtre nézve
végzetes. A masodik komponens, mely ,sz&dllitd eszkozként”
(,delivery vehicle”) ismert, biztositja a toxikus hatdanyag
eljuttatdsat egy kérdéses sejttipushoz, mint példaul rékos
daganatsejtekhez. A két komponenst rendszerint valamelyik
joél ismert kémiai eljaréas egyikével létrehozott kémiai ko-
téssel kapcsoljadk egymashoz. Példaul, amennyiben a cito-
toxikus hatdanyag egy protein és a mésodik komponens egy
intakt immunglobulin, a kotést létre lehet hozni valamilyen
hetero-bifunkcionéalis, keresztkotd vegylulettel, példaul
SPDP-vel, karbodiimiddel, glutaraldehiddel, vagy hasonldk-
kal. A kiilonboz6é immuntoxinok elddllitdsa a technikdban jol
ismert, példadul ilyet taldlhatunk a ,Monoclonal antibody-
toxin cunjugates: Aiming the magic bulet” cimd kozleményben
[Thorpe és mtsai., .Monoclonal antibodies in <c¢linical
medicine” 168-190, kiad.: Academic Press (1982)].

Szadmos citotoxikus hatdéanyag alkalmas immuntoxinokban
torténd felhaszndlasra. Citotoxikus hatdanyagok kozé sorol-
hatjuk a radionuklidokat, mint példdul j6d-131, yttrium-90,

rhénium-188 és bizmut-212; szamos, kemoterdpidban alkalma-



zott hatdanyagot, mint példaul vindezin, metotrexat,
adriamicin és ciszplatin; valamint a citotoxikus proteine-
ket, mint példaul riboszdémat gatld proteinek, mint amilyen
a fehér zaszpabdl (,pokeweed”) szarmazd antiviralis prote-
in, Pseudomonas exotoxin A, ricin, diftéria-toxin, ricin
LA” lanc, stb.; illetve a sejt felszinén aktiv hatdanyago-
kat, mint példaul a foszfolipéaz enzimeket (példaul
foszfolipadz C) [lasd &ltaléban: Olsnes és Phil, ,Chimaeric
toxins”, Pharmac. Ther., 25, 335-381 (1982) és ,Monocclonal
antibodies for cancer detection and therapy”, 159-179, 224-
266, szerk.: Baldwin és Byers, kiad.: Academic Press
(1985) 7.

Az immuntoxin sz4llitdé komponense valamely, a taldl-
many szerinti antitest. Intakt immunglobulinok, vagy ezek
koté fragmentumai, mint példaul a Fab, eldénydsen alkalmaz-
hatdk. Jellemzden, az immuntoxinban levd antitestek lehet-
nek human IgA, IgM vagy IgG izotipusok, azonban amennyiben
szlikséges, egyéb emldés &llandd régidk is alkalmazhatdk.

A taldlmény téargyat képezi tovabba gydgyaszati ké-
szitmény, mely gydgyadszati szempontbdl elfogadhatd vivés-
anyagot vagy oldbészert és, aktiv Osszetevdként, taldlméany
szerinti antitestet tartalmaz. A készitmény tartalmazhatja
a taldlmény szerinti immuntoxint. A taldlmany szerinti an-
titest, az immuntoxin és az ezeket tartalmazdé gydgyaszati
készitmény klilontsen alkalmas parenteralis, azaz szubkutén,

intramuszkuléaris vagy intravénéds adagolasra.



A parenteralis adagolésra alkalmas készitmény altala-
ban az antitest oldatat vagy ennek egy, elfogadhatd vivé-
anyagban, eldénydsen vizes alapu vivdanyagban feloldott kok-
téljat tartalmazza. Szdmos vizes vivdanyag alkalmazhatd,
példaul viz, pufferelt viz, 0,4%-os sbéoldat, 0,3%-0s glice-
rin, és hasonldk. Ezek steril és &ltalaban a szemcsés anya-
goktél mentes oldatok. Ezeket az készitményeket konvencio-
nalis, j6l ismert sterilizacids eljarasokkal sterilizalhat-
juk. A készitmények tartalmazhatnak olyan, gydgyaszati
szempontb6él elfogadhatdé kiegészité anyagokat, melyek az
élettani kortilmények biztositédsdhoz szlkségesek, mint pél-
ddul a pH beallitéasadhoz és a puffereléshez sziikséges hatod-
anyagok, a toxicitas bedllitdsdhoz szlkséges hatdanyagok,
és hasonlodk, példaul natrium-acetdt, natrium-klorid, kali-
um-klorid, kalcium-klorid, natrium-laktdt, stb. Az antitest
koncentracidtja ezekben a formulacidkban széleskdrben val-
tozhat, példaul kevesebb, mint 0,5%-tdl &ltaldban 1%-tdl,
vagy legaldbb 1%-tdl egészen 15 vagy 20%-ig (tomegszazalék-
ban). A kérdéses adagolasi médtdl figgden, az antitest kon-
centraciéjat é&ltaldban elsédlegesen a folyadéktérfogat,
viszkozitas, stb. alapjan valasztjuk ki.

Igy, egy jellemzd, intramuszkularis adagolasra készi-
tett gyogyaszati készitmény 1 ml steril, pufferelt vizbdl
és 50 mg antitestbdl &ll. Egy Jellemzd, vénan keresztul
torténd infuzids adagolédsra készitett gydgyaszati készit-
mény 250 ml steril Ringer-féle oldatbdl és 150 mg antitest-
b&1l 4ll. A parenteradlis uton adagolhatd készitmények eldal-

litasara szolgald aktudlis eljarasok ismertek vagy nyilvan-



valdak a szakember szamara, illetve részletesen le vannak
irva példaul a ,Remington’s Pharmaceutical Science” kiad-
vanyban (15. kiadds, Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania (1980)).

Tarolasi célra a taldlmany szerinti antitestek liofi-
lizalhatok és az alkalmazads eldtt a megfeleld vivdanyaggal
adagolasra eld&készithetdk. Ez az eljaras hatékonynak bizo-
nyult a konvenciondlis immunglobulinokkal kapcsolatban.
Barmilyen alkalmas liofilizdldsi és eldkészitése mbddszer
alkalmazhatd. Szakember szamdra vildgos, hogy a liofiliza-
l4s és az el8készités valtozatos aranyd antitestaktivitéas-
vesztéshez vezethet (példaul, a konvencionalis immunglobu-
linok tekintetében, az IgM antitestek nagyobb mértékd akti-
vitasvesztésre hajlamosak, mint az IgG antitestek), 1igy a
veszteség kompenzalédsdra az alkalmazasi szinteket be kell
dllitani.

A készitményeket egyszeri vagy tobbszdri adagolassal
lehet bevinni olyan dbézisban és idébeli eloszlas szerint,
amit a kezel&orvos véalaszt ki. Barmely esetben, a gydgya-
szati célu formuléacidnak, a taldlmény szerinti anti-
test (eke)t a megfeleld mennyiségben kell biztositani ahhoz,
hogy a paciens hatékony kezelésben részesuljon.

Tovabba, a taldlmédny szerinti antitestek széles kor-
ben alkalmazhaték in vitro. Példéul, a példaként szolgald
antitesteket hasznosithatjuk T-sejt tipizaladsban, specifi-
kus, CD23-antigént hordozd sejtek, illetve a receptor frag-
mentumainak izolaléaséban, vakcina elkészitésben, és hason-

lokban.
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Diagnosztikai célokra az antitesteket jelezhetjiuk is.
Jelzetlen antitesteket egyéb, a humanizalt antitesttel rea-
gald, jelzett antitestekkel (mésodik antitest, amely, pél-
dédul a humén immunglobulin &llandé régidira specifikus)
kombindlva alkalmazhatjuk. Esetleg az antitesteket kozvet-
lenil jelezhetjik. A jeldlések szamos valtozata alkalmazha-
td, példadul a radionuklidok, fluorok, enzimek, enzim
szubsztratumok, enzim kofaktorok, enzim inhibitorok,
ligandumok (kiilondsen a haptének), stb. Szamtalan, kildnbso-
z6 tipusu immunoldgiai vizsgalat alkalmazhatd, amelyek a
szakember szdmara jol ismertek.

A talédlmany targyéat képezik azok a kitek is, amelye-
ket - a taléalmdny szerinti antitest alkalmazéisaval - kiva-
lasztott antigén ellen, vagy kivalasztott antigén
cellulédris aktivitésénak vagy Jelenlétének kimutatéséara
hasznalunk. Igy, a taldlmadny szerinti antitestet - &ltala-
ban konténerbe, 1liofilizalt formaban - egymagdban, vagy
mas, a kivant sejttipusra specifikus tovabbi antitestekkel
egylitt, szerelhetjik ki. A kitek a jelzéshez vagy toxinhoz
konjugalt, vagy nem konjugalt antitestek mellett tartalmaz-
nak puffereket, mint példaul Tris, foszfat, karbonat, stb.,
stabilizaldkat, biocideket, semleges proteineket, mint pél-
dédul a szérum albumin, vagy hasonld, és haszndlati utasi-
tast. Altaldban ezek az anyagok, az aktiv antitest-
mennyiségéhez viszonyitva, kevesebb, mint korilbelll 5 to-
meg%-ban vannak jelen, és altaldban, az antitest koncentréa-
cidhoz viszonyitva, a teljes mennyiségik legaldbb 0,001 to6-

meg?-ot tesz ki. Gyakran kivanatos, hogy a kit tartalmazzon



semleges toltdanyagot vagy kotdanyagot az aktiv hatdanyag
higitdsara. Amennyiben ilyen k&étdanyag jelen van, a teljes
készitménynek 1-99 tomeg%-at teheti ki. Ahol a vizsgalatban
az antitest kimérat megkodtd masodik antitest is alkalmazés-
ra keriil, ezt a mésodik antitestet klilon fiola tartalmazza.
A mésodik antitestet jellemzden jelzéshez konjugdljuk és a
fent leirt antitest formulacidval analdg mbédon szereljiik
ki.

Abrak

Az 1. &bra az egéreredetd Cll-nehézladnc varidbilis
régidéjanak az aminosav- és nukleotid-szekvenciadjat &abréazol-
jaﬂ

A 2. A&abra az egéreredetli Cll-konnyllanc varidbilis
régidéjanak az aminosav- és nukleotid-szekvenciadjat &bréazol-
ja.

A 3. &dbra a humanizalt anti-CD23 nehézlanc varidbilis
régidjanak az aminosav- és nukleotid-szekvencidjat &brézol-
ja.

A 4. abra a humanizédlt anti-CD23 koénnyudlanc varidbi-
lis régidjanak az aminosav- és nukleotid-szekvencidjat &b-
razolja.

Az 5. abra a kiméra CD23 IgGlm-nek a maximdlis érték
felénél mért kotddését abrazolja.

A 6. &bra a humanizalt CD23 IgGlm-nek a maximalis ér-

ték felénél mért kotddését abrazolja.



A taladlmanyt a kovetkezd példidkon keresztiil mutatjuk
be.

A Cll egéreredetd anti-CD23 monoklondlis antitest
kldénozésa és szekvendléasa

Altaldnos metodoldgia

Hacsak masként nem jeleztiik, a kovetkezd& standard el-
jarasokat és kortlményeket alkalmaztuk. Ahol alkalmazhatd
volt, a gyartd &ltal javasolt protokolt kovettiitk. A rest-
rikciés emésztést és mas rutin molekuldris bioldgiai elja-
rast lényegében a Maniatis és mtsai. altal leirtak
[,Molecular cloning - a laboratory manual”, 2. Kiadas, Cold
Spring Harbour Press] szerint végeztiik.

A PCR-t programozhatdé hdéciklus-berendezéssel (Trio,
Biometra) végeztik. Egy Jellemzd 100 pl-es reakcidelegy a
kovetkezdket tartalmazta: 2,5 egység AmpliTag polimeraz
(Perkin-Elmer-Cetus, Beaconsfield, UK) abban a pufferben,
amit a gyartd biztositott, 250-250 uM dJdATP, dCTP, dGTP, és
dTTP, 1-1 puM az amplifikalashoz sziukséges lancinditébdl és
a templat DNS-bd&l. Hacsak mésként nem jeleztiik, a kovetkezd
ciklust alkalmaztuk:

0. lépés: 95°C 5 percig

1. lépés: 95°C 1 percig

2. lépés: 50°C 1 percig, amely 0,4°C/s sebességgel
lecsbkken a 3 1lépés hémérsékletére

3. lépés: 72°C 1 percig, vissza az 1 lépéshez, a fo-
lyamat 30-szor ismétldédik

4. lépés: 72°C 5 percig
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A DNS-szekvendlast a dideoxi-termindtor eljaréssal
végeztlk a Sequenase vZ2 rendszer (USB, Cambridge, UK) vagy
a fluorescens festék-terminator rendszer (ABI) alkalmazasa-
val.

A DNS gélen torténd tisztitdsat alacsony olvadaspontu
agardézon (NuSieve GTG, FMC, Rockland, ME) tortént elvalasz-
tassal végeztik. A kivalasztott fragmentumot UV megvilagi-
tas mellett a gélbdél kivagtuk, és a DNS-t az agardzbodl
Wizard PCR Preps reagenskészlettel (Promega, Southampton,
UK) vontuk ki.

Az antitestlancokban az aminosav-csoportok szamozésa
a Kabat és mtsai. altal felallitott rendszert [,Sequences
of proteins of immunological intereset”, US Dept. of Health
and Human Services, US Government Printing Office (1987)]
kovetve tortént.

A cDNS eldallitdsa a Cll hibridoméabdl

Az RNS extrakcidjédt Cll sejtek szaporodd kulturajabodl
végeztik. 1,3*10° sejtet tartalmazé kulturat lecetrifu-
galtuk és mind a sejtiiledéket, mind pedig a feliluszdét ana-
lizis céljaira megtartottuk. A feliluszét egy immunoldgiai
eljarassal (ISOl kit, Sigma, Poole, UK) a kiilénbdz8d egér
immunglobulin izotdpok Jelenlétére megvizsgéltuk és a ta-
1alt Cl11 monoklonalis antitest IgGl izotipusnak bizonyult.

A sejtliledékbdl hirvivé RNS-t &llitottunk eld Total
RNA Isolation Kit (Stratagene, Cambridge, UK) (a teljes RNS
eldallitasara) és mRNS Purification Kit (Dynal, Oslo, Nor-
végia) egymas utani alkalmazdsdval. A mRNS- és a teljes

RNS-mintakat Superscript Preamplification System (BRL,



Paisley, Scotland, UK) rendszerrel egyesszalui cDNS-sé ala-
kitottunk. A kapott cDNS mintdkat a PCR-ben arra alkalmaz-
tuk, hogy a Cll immunglobulin nehéz- és konnylildncainak va-
ridbilis régidit kiilon-kilon amplifikaljuk.

A Cll nehézldnc varidbilis régidinak klénozadsa és

szekvenaléasa

A nehézlancot a Bendig és Jones [BioTechnology 9, 88-
89 ()] altal kidolgozott eljarads egy mdédositott valtozata
szerint kloénoztuk. E szerint, a teljes variabilis régié
PCR-ben toérténdé amplifikadléasra 12 darab, a nehézlancot kbé-
dolod jel szignalpeptid régidjara specifikus eldre lancindi-
tét és 1 darab, az egéreredetd yl &llandd régidjara speci-
fikus, vissza lancinditét alkalmaztunk. Ahelyett, hogy mind
a 12 eldre lancinditdt egyetlen reakcidhoz adtuk volna, in-
kabb 12 kiulon-kulén tortént PCR reakcidt végeztiink, melyek
mindegyikében egy-egy elére lancinditét kombinaltunk a vyl
vissza lancinditdéval. E reakcidkat 42,5°C hibridizaléasi
(,annealing”) hémérsékleten végeztilk (a fenti rendszer sze-
rinti 2. lépés).

Minden egyes reakcidbdél mintdt vettunk és agardz gé-
len elemeztik. A vart méretd savot csak azon reakcid eseté-
ben lattuk, amelyben az MHV11l eld8re lancinditét alkalmaz-
tuk. Ezen eredmény alapjéan, két PCR reakciét végeztiink az
MHV1l-el és a vyl vissza lancinditdéval, melyekben a mRNS-
b&l, illetve a totédl RNS-bSl szarmazd cDNS-t alkalmaztuk.
Két fuggetlen PCR-reakcid futtatédsa a kloénozashoz sziikséges

anyag eldallitaséara a szakember szamdra ismert, és szok&asos



eljaras, mellyel elkertlhetdk azok a szekvenciahibak, me-
lyeket a Tag-polimeraz nukleotidbeépités-tévesztése okoz.

A kapott PCR-fragmentumokat Xmal és Sall-el emésztet-
tik, gélen tisztitottuk és pUCl8-vektorba klénoztuk. Az in-
zerteket tartalmazd, az egyes PCR-ekb&l sziarmazd klodnokat
megszekvenaltuk és azonosnak taldltuk. Ebbd&l azt a kdvet-
keztetést vontuk le, hogy a szekvencia nem tartalmaz PCR
folyamat altal generalt hibakat. A varidbilis régié teljes
DNS-szekvenciajat az 1. abra tartalmazza (a szekvencia-
listaban 1. azonositdszamon megadott szekvencia), és toké-
letesen 1illeszkedik a Kabat-féle IIIC Csoport nehézlanc
konszenzus szekvenciédhoz.

A Cl1 konnydlanc varidbilis régidinak klénozasa és

szekvendléasa

A Cl1 konnyllanc varidbilis régidt az eld8z8hdz hason-
16 médon klénoztuk. 11 darabbdél 4116, a koénnyllancot kéddold
jel szignalpeptid régidjara specifikus ,eldére” (,forward”)
lancindité készletet és 1 darab, az egéreredetd x 4&llandd
régidjara [Bending és Jones, mint fent] specifikus, vissza
lancinditot alkalmaztunk. Ezenfeliil, miutédn a korabbi meg-
figyeléseink soran kiderilt, hogy ez a la&ncindité-készlet
nem eléggé hatékony az Osszes egéreredetd kappa koénnydlanc
amplifikalédséara, egy masik, itt MKV12-nek nevezett, lancin-
ditdét (szekvencia: 5'-ACT AGT CGA CAT GAA GTT TCC TTC TCA
ACT TAT GCT C-3’, a szekvencialistdban 41. azonositdészamon
megadott szekvencia) vezettink be. A fentiek szerint, ki-
loén-kilén PCR-reakcidkat végeztiink, melyek mindegyikében

egy eldre lancinditdét és a k 4&llandd régidra specifikus



~Vissza” (,reverse”) lancinditét alkalmaztunk. A termékeket
agardz-gélelektroforézissel analizaltuk.

A reakcidk kozlil hadrom eredményezett a vart méretnek
megfeleld termékeket. Ezeket kiildn-kiildén Sall és Xmal rest-
rikcids enzimekkel emésztettiik, és pUCl8-vektorba t&rténd
klénozas eredményeként harom, VKI, VKJ és VKK néven elneve-
zett klont kaptunk. Ezeket az azonositds céljabol részlege-
sen megszekvenaltuk. A VKI klén részleges szekvenciaja azo-
nosnak bizonyult egy mar ismert, a MOPC21 mieldémabdl (ahol
a CDR3-ban egy leolvasasikeret-eltolédas van) (GenBank
M35669) szarmazé konnyllanc szekvenciajaval, igy a VKI
klont a tovabbi vizsgalatokbol kivontuk. A VKK klén, bele-
értve a CDR3-at 1is, részleges szekvencidja azonosnak bizo-
nyult a mar sikeresen A&trendezddott MOPC21 kénnylilanccal
(GenBank J00560, J00552). Miutdn az embriondlis allapotnak
megfeleld elrendezésben mindkét kénnyllancban megtalalhatéd
a CDR3, ez a megfigyelés még nem zarja ki eleve dnmagaban
azt, hogy a VKK klén tartalmazza a helyes Cl1 konnytilancot.
Azonban, miutan adott, hogy a hibridéma myeloma &se MOPC21
szarmazékként ismert, illetve egy masik, MOPC21-el kapcso-
latban all6 szekvenciat mar azonositottunk (VKI klén), agy
gondoltuk, hogy a VKK valdészinlileg nem korrekt.

A VKJ-kldnrél tartottuk a legvalészinlbbnek, hogy az
igazi Cll-koénnyldlanc variabilis régiét tartalmazza, miutan
ennek részleges szekvencidja a GenBank-ban fellelhetd e-
gyetlen szekvenciaval sem volt azonos. A VKJ-klén teljes
szekvenciajat meghatéaroztuk. Ugy talaltuk, hogy a VKJ tel-

Jesen funkcidképes konnytildanc szekvencia, melyben leolva-
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sasikeret-eltoldédas nincs, és nagyon valészind, hogy a
VKi67— vagy a VK24-gént hasznalja, atipikus II. Kabat-
csoportba tartozd szekvenciaként elhelyezve 8ket. A VKJI-
klén teljes szekvencidjat a 2. abran mutatjuk be (a
szekvencialistaban 2. azonositdészamon megadott szekvencia).
Egy masodik, az eldz8ektsl fliggetlen PCR-reakcidt is végez-
tink, amelyben a VKJ-klént eldallité lancinditoépart alkal-
maztuk. A terméket a fentiek szerint klénoztuk és szekve-
naltuk, hogy eleve kizarjuk annak lehetdségét, hogy a VKJ-
szekvencia PCR-hibakat tartalmazzon. E masodik amplifika-
lasbdl szarmazd klénok szekvencidja az eredeti VKJI-klénnal
azonosnak bizonyultak.

Arra, hogy a VKJ tartalmazta a Cll-kénnyllanc varia-
bilis régiéjat a donté bizonyiték az volt, hogy a kiméra-
antitest eld&allitdsa sorédn ezt a VK-t és a fent leirt VH-t
hasznaltuk, és ez az antitest k&éti a CD23-at.

Kiméra-antitest tervezése

AbbOl a célbdl, hogy igazoljuk, hogy a helyes nehéz-
és koénnydlanc varidbilis régidkat klénoztuk és szekvenal-
tuk, egy anti-CD23 kimérat készitettink. A nehézlanc varia-
bilis régidjat a cDNS konyvtarbdl szarmazd klénok alkalma-
zdsaval amplifikaltuk. Az eldre lancindité tartalmazta az
5" klénozd helyet (HIindIII), az 5’ nem transzlalt szekven-
ciat ideértve a funkciondlis Kozac jelet az egéreredetd va-
riabilis nehéz régid elsé hat kodonjaval egyiitt. A vissza
lancindité egy Spel helyet vitt be a 4. vazszekvenciaba
leolvasdkeretbe illesztve azért, hogy fuziondltatni lehes-

sen egy human gamma I &llanddé régidval. E lancinditdk al-



kalmazasaval eqgy 430 bazispar hosszusagl terméket 4llitot-
tunk eld.

Nehézlanc anti-CD23 kiméra PCR oligonukleotidok

5'-gAT gAA gCT TTA CAg TTA CTC AgC ACA CAg gAC CTC
ACC ATg gAT TTT ggg CTg ATT-3’ (a szekvencialistdban 19.
azonositdszadmon megadott szekvencia)

5/-gAT ggA CTA gTg TCC CTT ggC CCC A-3' (a
szekvencialistdban 20. azonositdészamon megadott szekvencia)

A kiméra konnyldlancainak el&dllitédséara szolgald anti-
CD23 kénnyldlanc variabilis régidk amplifikdlasara olyan
lancinditdkat készitettink, melyek tartalmazzdk az 57
klénozéd helyet (HIindIII), az 5' nem transzl&lt szekvenciét
ideértve a funkciondlis Kozac Jjelet az egéreredetd varidbi-
lis nehéz régid elsé hat kodonjaval egyiitt. A vissza lanc-
indité tartalmaz egy BsiWl helyet és antikodont a jelzett
aminosavra. A redundancia koédot standardok: Y=T vagy C; K=T
vagy G; V=A, G vagy C. A termék 210 bazispar.

Konnyllanc anti-CD23 kiméra PCR oligonukleotidok

5’ -gATgAAGCTTTACAgTTACTCAgGCACACAGGACCTCACCATGAGGTTCT
CTgTTCAg-3’ (a szekvencialistéban 21. azonositdészamon meg-

adott szekvencia)

5’ -gATgCgTACgTYTKATYTCCAVCTTKGT-3"’ (a szekvencia-
listaban 42-45., illetve 52 és 53 azonositdszamon megadott
szekvenciak)

TRKIELKT

R V



A nehézlancbdél kapott PCR-termékeket tisztitottuk,
HindIITI-al és Spel-el hasitottuk, azutidn humdn gamma I &l-
landé régidét tartalmazd, HindIII-al és Spel-el hasitott
pUC-vektorba klénoztuk. Az alkalmazott humdn allandd régid
a Reichman és mtsai. &ltal 1leirt [Nature 322, 323-327
(1988) ] IgGl nehézlanc volt, de a Page és Sydenham
[Biotechnology 9, 64-68 (1991)], illetve a Crowe és mtsai.
[Clin. Exp. Immunol. 87, 105 (1992)] leirtak szerint cDNS-
sel Osszefliggésben.

A variadbilis és az &llandd régiét a vektorbdl HindIIT
€s EcoRI-el tortént emésztéssel vagtuk ki és ezutan a pEEG6
expressziés vektor (Celltech) HindIII - EcoRI helyére
kloénoztuk [Stephens és Cockett, Nucl. Acid Res. 17, 7110
(1989)].

A kiméra nehézlancédnak megszekvenalasat kovetden ki-
dertilt, hogy az 5’ szekvencidbdl egy 100 bazispar hosszuséa-
gu szakasz hianyzik. Az egéreredetli varidbilis nehézlanc
szekvenciajanak vizsgadlata soran egy belsd HindIII helyet
talaltunk. A PCR-ben generéalt termékekbdl a nehézlanc tel-
jes variabilis szekvencidjat is megkapjuk, a PCR terméket
HindIII-al emésztettitk és a kis, 100 bazispadr hosszusagu
fragmentumot egy, a kiméra-anti-CD23 nehézlancat tartalma-
z6, HindIII-al emésztett pEE6 plazmidba klénoztuk.

A konnyllancbdl kapott PCR-termékeket tisztitottuk,
majd HindIII-al és BsiWl-el hasitottuk és ezutan egy, a hu-
mén kappa allanddé régidt tartalmazd pUC-vektorba klénoztuk.
Az alkalmazott human kappa &llandd régié a Reichman és

mtsai. altal leirt [Nature (1988) mint fent] régidé volt. A
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konnydlanc variabilis és 4llandd régidt a pUC-vektorbdl
HindIII-al és EcoRI-el vagtuk ki. Ezt a fragmentumot a
PEE12 expresszids vektor (Celltech) HindIII - EcoRI helyére
klénoztuk [Bebbington és Hentschel, , DNA cloning” 3. kot.,
8. fej., IRL Press (1987)].

A kiméra nehézldncadt BglII - Sall kazettaként izolal-
tuk és a pEE12 kénnyllanc plazmid BamHI - Sall helyére il-
lesztettik be, igy a kénnyl- és a nehézlanc gének egyazon
plazmidba keriltek.

A kiméra CD23-at tartalmazé  végsé expresszids
plazmidot tranziensen, COS sejtekben (z6ld majom vesesejt-
jeil) expresszaltuk a kovetkezSképpen. 1 mg/ml Transfectam-
ot (Promega) készitettink el8 a gyartd &altal Jjavasoltak
szerint. A transzfekcié eld8tt egy nappal, lyukanként 5*10°
sejtet lemezeltink ki egy hatlyuku lemezre (Costar) 2,5 ml
Ossztérfogatu médiumban. A médium 10% dializalt foetalis
borjuszérumot (Hyclone) tartalmazé, Dulbecco-féle mddosi-
tott Eagle-médium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gibco/BRL) médium volt. A hatlyuku lemez minden egyes lyu-
kahoz, egy steril polisztirol miniatlr tartdedényben 0,5 ml
szérummentes médiumhoz 20 ul Transfectam-ot adtunk, és
gyengén vortexeltik. Minden egyes transzfektalasra keriild
lyukhoz 4 pg plazmid DNS-t adtunk a 0,5 ml, a Transfectam-
ot tartalmazd, szérummentes médiumhoz, majd jo6l Osszekever-
tik és szobahémérsékleten 10 percig, azaz ameddig a sejte-
ket a transzfekcidéra eldékészitettitk, 4allni hagytuk. A
transzfektalasra keriilé sejtekr8l a médiumot leszivtuk,

majd a sejteket l-szer vagy 2-szer, lyukanként 5-5 ml eld-



melegitett médiummal oévatosan ledblitettik, ezutdn minden
egyes lyukhoz 0,5 ml szérummentes médiumot adtunk. Minden
egyes lyukhoz 0,5 ml eldre elkészitett DNS/Transfectam ol-
datot adtunk, és miutan ezt mindegyik lyukkal elvégeztik -
az Osszekeveredés biztositdsara - a lemezt gyengéden, kor-
korosen mozgatva kervertettik. A lemezt az inkubatorban 4
bran keresztlil inkubdltuk. A komplett médiumbdl (a szérum
koncentracidéja a normalisndl 1,5-szer magasabb) 2 ml-t ad-
tunk a transzfekcidés oldathoz. A lemezeket harom napig
inkubdltuk az inkubatorban, majd a lemezekr8l a médiumokat
OsszegyUjtottik, és antitest-aktivitdsra nézve megvizsgal-
tuk.

ELISA-vizsgadlatban a kiméra-antitest kototte az
sCD23-at. Az sCD23 kotésének megdllapitédsdra szolgdld
ELISA-vizsgalat céljabdél EIA/RIA lemezeket (Costar) 12 oé6réan
keresztil, 4°C-on, bevontunk 100 pl/lyuk térfogatu, 2 pg/ml
koncentréaciéju, karbondt pufferben (35 mM NaHCO;, 15 mM
Na,CO;, pH 9,3) oldott sCD23-al. A lemezeket TRBS/Tween-—
pufferrel (50 mM Trizma base, 150 mM NaCl, 0,1% (v/v)
Tween-20, pH 7,4) héaromszor mostuk, 1-2 6érédn keresztiil
22°C-on blokkoltuk 100 ul/lyuk térfogatu, 2%-os, TBS/Tween-
ben oldott borju szérumalbuminnal, és TBS/Tween-el harom-
szor mostuk.

Egy 96 lyuku lemez egyik részébe 100 pl/lyuk térfo-
gatban, kiiléonboz8 aranyban higitott, egéreredetd Cl1
hibridbéma-feliluszdékat mértiink, mig a lemez masik részébe a
COS sejtek fellluszdjdba tranziensen expresszalt kiméra

anti-CD23 antitestek kilonb6z6 aradnyban higitott oldatéat



pipettaztuk. Az egéreredetd Cll-antitestet, PBS/BSA-ban (1%
borju szérumalbumin) 1:1000 arényban higitott, kecskében
termeltetett anti-egér IgG (teljes molekula) peroxidaz
konjugatummal mutattuk ki. A kiméra anti-CD23 antitestet
PBS/BSA-ban (1%) 1:5000 ardnyban higitott, anti-human kappa
kénnyllanc (kotott és szabad) peroxidaz konjugatummal
(Sigma, A-7164) mutattuk ki. Az sCD23 kodtését tekintve
ELISA-ban a kiméra anti-CD23 pozitivnak bizonyult.

Ahogyan azt FACS analizissel kimutattuk, a kiméra
anti-CD23 szintén pozitivnak bizonyult a membran CD23 kdté-
sét tekintve. Ezek az adatok igazoltdk, hogy a korrekt
egéreredetd C11 nehéz-és konnyldlanc variabilis régisdjat
klénoztuk és szekvendltuk. Ezeket az egéreredetld szekvenci-
akat alkalmaztuk a humanizdlt anti-CD23 antitest kifejlesz-
tésére.

Humanizalt nehéz- és kénnyllanc-gének konstrukcidja

A humanizalt nehéz- és konnylilanc géneket a kdvetke-
z6, Lewls és Crowe &ltal leirt [Gene, 101, 297-302 (1991) ]
eljarassal készitettik el.

(1) Konnylléanc

Az egéreredetd vazszekvencia varidbilis szekvenciait
Osszehasonlitottuk a GenBank-ben taldlhaté humén vazszek-
venciakkal.

A humén konnylladnc vazsszekvencidit homolégia szem-
pontjabol Osszehasonlitottuk az egéreredetd anti-human
anti-CD23 kénnydlanc vazszekvencidinak varidbilis részével.

A PCR-rel végzett atfedéses lanchosszabbitashoz templatként



a kovetkezd, leginkdbb homoldégnak bizonyult human véazszek-
venciat valasztottuk:

Lokusz: HSIGKVII 490 bp mRNS

Meghatéarozas: Huméan kappa-immunoglobulin leader
peptid- és varidbilis régiot kddold, atrendezddott DNS

Forras: Homo sapiens

Szerz&8k: Klobeck, H.G. és mtsai., Contribution of
human V kappa II germ-line genes to light chain diversity,
Nature 309, 73-76, 1984

Megvizsgaltunk minden egyes olyan aminosav-eltérést,
melyet azonos pozicidban talaltunk mind az egéreredetd, és
mind pedig a humén véazszekvencidban. Miutén az emberi ami-
nosav-csoportok varhatdéan kevésbé immunogének, mint az
egéreredetll aminosav-csoportok, ezért minden olyan esetben,
amikor egy kérdéses aminosav-csoport az antigén kotését nem
befolydsolta, a humdn aminosav-csoportot tartottuk meg. Az
antigén-kotést befolyadsold, specifikus aminosav-csoportokat
mas antitest-antigén kolcsonhatdsok alapjan, elméleti uton
hatdroztuk meg. A publikadlt adatok szerint, a nehézlancban
a 71, 91 és 94-es aminosav-csoportokrdl kimutattak, hogy az
antigén-kotésben szerepet Jjatszanak (Tramontano, Chothia,
és Lesk, J. Mol. Biol. 215, 175-182 (1990); Kettleborough,
Saldanha, Heath, Morrison, és Bendig, Protein Eng. 4, 773-
783 (1991)]1. Ezért ezek az aminosav-csoportoknak mind a hu-
man, és mind pedig az egéreredetd véazszekvenciaban azonos-
nak kell lennilik. Minden egyes aminosav-csere esetében fi-
gyelembe vettiik a méretet, a hidrofobicitéast, a hidrofili-

citést, és a toltést. Amennyiben e jellemz&k tekintetében a
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humén aminosav hasonlitott az egéreredetdd aminosavra, a
kérdéses helyen a humdn aminosavat alkalmaztuk.

Aminosav~szekvencia tekintetében, az egéreredeti
konnylilanc vazszekvencia varidbilis régidja és az azzal
leginkdbb homoldég human kénnyldléanc vazszekvencia varidbilis
régidja kozott 13 kiuldonbséget talaltunk. Az egéreredetd
aminosavak koziill egyiket sem tartottuk meg. Miutédn general-
tuk a humanizalt konnyllanc vazszekvencia variabilis régid-
jat, GCG programot alkalmaztunk a kovetkezd enzimek
silent” (csendes) restrikcidés helyeinek azonositasira:

Accl, Hael, Nhel, Pvull, Xbal, Xhol, Xmal.

Az emlitett restrikcids helyek bevitelére a
nukleotid-szekvenciadn valtoztatasokat végeztink, amely val-
toztatasok azonban az aminosav-szekvenciat nem érintették.
Ezeket a vagbhelyeket azért épitettik be, hogy megkonnyit-
siik a PCR kloénok fragmentumainak vagasat és athelyezését.

A  humanizalt variébilis kdnnylléncot - »Splice
overlap” PCR alkalmazasaval [Crowe, és mtsai., mint fent] -
az egéreredetd konnydladnc CDR-eknek egy mar meglévd, a ki-
védlasztott humadn kdnnyldlanc vazszekvenciat tartalmazo
templatba (példaul HSIGKVII [Klobek és mtsai., Nature 309,
73-76 (1984)]) Ultettiik 4t. A humanizéalt konnyllanc varia-
bilis szekvencidit kbdédold plazmidokat a kovetkezdben leir-
tak szerint készitettik el:

A kénnylUlanc templdtszekvencidjéba egy, a transzkrip-
cidhoz szlikséges, Kozac-féle szekvenciat és egy szignal-
szekvenciadt (MGWSCIILFLVATATGVHS, a szekvencialistédban 15.

azonositészadmon megadott szekvencia) épitettink be. A
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klénozashoz a PCR termék 5’ végéhez egy HindIII helyet, a
3’ végéhez pedig egy Bswil helyet adtunk. A PCR atfedéses
lanchosszabbitashoz szlikséges oligonukleotidok a k&vetkezdk
voltak:

A;: a szekvencialistéban 23. azonositdészamon megadott
szekvencia: 5’"-gAT CAA gCT TCT CTA Cag TTA CTg AgC ACA-3'

B.: a szekvencialistéaban 24. azonositdszamon megadott
szekvencia: 5’-AAT CAA gTA TgT CTT CCC ATC CTT ATA Cag gAg
ACT CTT ACT CgA gCg ACA ggA gAT ggA ggC-3’

C.: a szekvencialistéban 25. azonositdészamon megadott
szekvencia: 5’'-CgC TCg AgT Aag AgT CTC CTg TAT Aag gAT ggg
Aag ACA TAC TTg AAT Tgg TAC CTg Cag Aag-3’

D.: a szekvencialistédban 26. azonositdészamon megadott
szekvencia: 5'-TgA TgC CCg ggT ggA CAT CAA ATA gAT Cag gAg
CTg-3'

E;: a szekvencialistdban 27. azonositdészamon megadott
szekvencia: 5’-TTg Atg TCC ACC Cgg gCA TCA ggg gTC CCT gAC
Agg-3'

F.: a szekvencialistdban 28. azonositdszamon megadott
szekvencia: 5’-AgC CAC CTg Acg TTT gAT CTC CAC CTT ggT CCC
TTg gCC gAA CgT gAA Tgg ATA CTC TAC Cag CTg TTg ACA gTA ATA
AAC CCC-3'

A PCR reakcidkat [Saiki és mtsai., Science 239, 487-
491 (1988)] programozhaté fltéblokk-termosztatban (Perkin-
Elmer, GeneAmp 9600), 25 hémérséklet ciklus (94°C 1 perc,
50°C 2 perc, és 72°C 3 perc) és az azt kovetd végsd, 72°C-on
5 percig tarté lépés alkalmazaséaval végeztik. A gyartd ja-

vaslata szerint a lancinditdokat (mindegyik 40uM koncentréa-



ciéban), egy meghatarozott mennyiségl templatot, és 2,5
egység Tag polimerédzt (Perkin-Elmer-Cetus) reakcidé-puffer-
ben 50ul végtérfogatban hasznaltuk.

A hidrom els&dleges PCR reakcid kivitelezése soréan, 10
ng/reakcidé templatot, és az A;-By, a Cy-Dy, és az E;-F. lanc-
indité-parokat alkalmaztuk. E PCR reakcidk termékeit, azaz
a megfeleld AB;, CD, és EF, fragmentumokat, Qiaguick PCR
Purification Kit-el (Qiagen Ltd, Surrey, UK, termékszéam:
#28104) a gyartd altal megadott haszndlati utasitast kovet-
ve tisztitottuk. A tisztitott AB, és CD, fragmentumok egy-
egy tizedét Osszekevertik. E keverékkel, és az A, és D
lancinditdkkal rekombinadns PCR reakcidt végeztlink. E reak-
cid termékét, az AD, fragmentumot, a fentiek szerint tisz-
titottuk. A tisztitott termék egy tizedét Osszekevertik a
tisztitott EF, egy tizedével. E keverékkel és az A, és F;
lancinditdkkal rekombindns PCR reakcidt végeztink. A végsd,
a humanizalt konnydléancot tartalmazd, rekombinans PCR reak-
cibé termékét, az AF-t, egy ,TA Cloning Kit”"-b&l szarmazd
pPCR™IT-be (InVitrogen BV, Leek, The Netherlands, termék-
szam: #K2000-01) ligdltuk a gyartd &ltal javasolt protokolt
kovetve. A plazmid izolatumokat ABI fluorescens szekvendlod
berendezésben megszekvenaltuk.

(ii) Nehézléanc

Nehézlancként a kovetkezd, az egéredetl vazszekvenci-
aval leginkabb homoldg, humédn vazszekvenciat azonositottuk:

Lokusz: HSIGVS 423 bp mRNS

Meghatdrozéds: Humdn Ig mu-lanc mRNS V3b-D-J4 régidja-

nak 5’'-vége



Forrads: Homo sapiens cDNS mRNS-ben

Szerz&8k: Sanz, I. és mtsai, VH sequence of a human
autoantibody. Evidence that autoantibodies can be unmutated
of germline genes. J. Immunol. 141, 883-887 (1989)

Az aminosav-szekvencia tekintetében az egéreredetd
nehézlanc variédbilis vazszekvencidja és az azzal leginkabb
homoldég humédn nehézlanc varidbilis véazszekvenciaja kozott
tizenhét kilonbséget talaltunk. A 49., o66., 76., 77., és
94. pozicidkban levd o6t aminosavat megtartottuk, mig a tob-
bi pozicidban a human aminosavakat alkalmaztuk a humanizalt
nehézlanc véazszekvenciaban.

Egy sor humanizadlt nehézlanc szekvenciat generaltunk
és GCG program alkalmazasdval meghataroztuk a kovetkezd en-
zimek ,silent” helyeit:

Fagl, Nhel, Xbal, Xhol, Xmal

Az emlitett restrikcids helyek bevitelére a
nukleotidszekvencidn valtoztatdsokat végeztink, amely val-
toztatdsok azonban az aminosav-szekvencidt nem érintették.
Ezeket a vagdhelyeket azért épitettik be, hogy megkdnnyit-
siik a PCR klénok fragmentumainak vagasat és athelyezését.

A humanizalt nehézlanc varidbilis régid szekvenciaja-
nak 5’-végéhez a klénozashoz HindIII restrikcids helyet, a
transzkripcié inicidléasara Kozac-szekvencidt, és szignal-
szekvenciaként egéreredetl szigndl-szekvenciat (MAWVWTLLFL-
MAAAQSAQA, a szekvencialistédban 16. azonositdszamon meg-
adott szekvencia) adtunk. Kldénozashoz a 3’-véghez Spel

restrikcioés helyet adtunk.



Az egéreredetl CDR-eket tartalmazdé humanizalt nehéz-

lanc
nukleotidok

nyolc,

atfeddé szakasszal)

Ay a
szekvencia.
TTg CTA TTC

By: a
szekvencia.
CAC CTC TgC

Cy: a
szekvencia.
TgT gCA gCT

Dy: a
szekvencia.
CCA gTA gCC

Ey: a
szekvencia.
TTg AAA TCT

Fy: a
szekvencia.
AgA CTC CgC

Gy: a
szekvencia.

CTg CAA ATg

vazszekvencia

korilbelil 60 bazispar méretd

felépitését - hosszu, atfedé oligo-

alkalmazidsaval - PCR-rel végeztik. A kovetkezd
(15 bézispar méretd
oligonukleotidot szintetizaltuk:
szekvencialistédban 29. azonositdészamon megadott
5"-ACA CgA AgC TTC ACC ATg g9CT Tgg gTg Tgg ACC
CTg ATg gCg gCC gCC CAA-3'

szekvencialistdban 30. azonositdszamon megadott
5'-CTT TAC CAA gCC TCC CCC AgA CTC CAC CAg CTg
TTg ggC ACT TTg ggC ggC CgC CAT-3'
szekvencialistédban 31. azonositészémon megadott
5'-TTg gTA AAg CCC ggg ggg TCC CTT AgA CTC TCC
AgC ggA TTC ACT TTC AgT-3’

szekvencialistadban 32. azonositdszamon megadott
5"-CCC CTT CCC Tgg AgC CTg gCg gAC CCA ggA CAT
ACT gAA AgT gAA TCC gCT-3’

szekvencialistdban 33. azonositdszamon megadott
5’ -ggg AAg ggg CTC gAg Tgg gTT gCT gAA ATT AgA
gAT AAT TAT gCA ACA CAT-3’

szekvencialistdban 34. azonositdészamon megadott
5'-ATC ATC TCT TgA gAT ggT gAA TTT CCC CTT CAC
ATA ATg TgT TgC ATA ATT-3'

szekvencialistaban 35. azonositdszamon megadott

5'-ATC TCA AgA gAT gAT TCA AAA TCT AgA CTg TAT

AAC AgC CTg AAA ACC gAg gAC ACA-3’



Hy: a szekvencialistdban 36. azonositdszamon megadott
szekvencia. 5’'-ggT gAC TAg TgT TCC CTg gCC CCA gTC TAT gAA
ATC TgT ACA gTA ATA CAC ggC TgT gTC CTC ggT TTT-3’

Az egéreredetd CDR-eket a templéatba Ultettik
rekombindns PCR alkalmazédsédval. A PCR-t programozhatdé hé-
cikliz4aldé berendezéssel (Trio, Biometra) végeztiik. Otven pl
reakcidelegy tartalma a kovetkezd volt: 2,5 egység AmpliTaqg
polimerédz (Perkin-Elmer-Cetus, Beaconsfield, UK) a gyartd
dltal szolgédltatott pufferben, amely puffer az amplifika-
ladshoz elényds pH-t és ionerdsséget biztositotta (10 mM
Tris-HCl, pH 8,3, 50 mM KCl és 1,5 mM MgCl.), 200-200 uM
dATP, dCTP, dGTP és dTTP, 1-1 ug/ul amplifikédcids léancindi-
td. A mintakat a flthetd termosztat-blokkban 94°C-on mele-
gitettik 2 percig, azutan 30 mp-ig 16.000 * g-vel centrifu-
galtuk. A mintédkat egy percig Jjégen inkubadltuk, majd Taqg
polimerédzt és egy csepp asvanyi olajat adtunk minden egyes
mintadhoz. A mintédkat vortexeltik, majd 30 mp-ig 16.000 * g-
vel centrifugaltuk. A mintdkat a kovetkezdbképpen programo-
zott héciklizald berendezésbe helyeztiik:

1. Lépés: 94°C 1 percig

2. Lépés: 50°C 2 percig, amely 0,4°C/s sebességgel
emelkedik a 3 lépés hémérsékletére

3 1lépés: 72°C 1 percig, vissza az 1 lépéshez, a fo-
lyamat 25-szdr ismétlddik.

Eredetileg hét elsédleges PCR-reakcidt végeztink,
amelyekben 1-1 pl amplifikdcidés lancinditd volt a kévetkezd
kombindcidkban: Ay és By, Cy és Dy, Ey és Fy, Gy és Hy; A, By

CH és DH Ex FH GH és HH; AH BH CH DH EH FH GH és HH. Az elsédle-



ges PCR reakcidétermékek 1-1 pl-ét lancinditdkkal (1 pg/pl)
kombindltuk és az els8dleges PCR reakcidk esetében alkalma-
zottal megegyezé reakcid korulmények mellett PCR reakcidkat
végeztink abbdél a célbdl, hogy eldallitsunk a teljes
hosszisadgui nehézlanc varidbilis régidt. Az elsbddleges PCR
reakcidkban keletkezett AFy és EHy fragmentumokat, AHy frag-
mentumot, ABy Gy és AHy fragmentumokat, ABy CDy EFy és GHy
fragmentumokat, ABy CDy EFy GHy és AH; fragmentumokat Ay és
Hy lancinditdkkal kombinadltuk. A PCR reakcid mindegyike so-
ran teljes hosszusagu fragmentumok keletkeztek. Az ABy Gy
és AHy reakcidban keletkezett, humanizdlt nehézlanc varia-
bilis régidét tartalmazd PCR terméket Wizard PCR Preps DNS
Purification System-el (Promega), a gyartd altal javasolt
protokol szerint tisztitottuk. A tisztitott terméket
HindIII-al és Spel-el vagtuk, és mutédns IgGl &llandd régid-
jJat tartalmazd pUC-vektorba klénoztuk (lasd lejjebb).

A humanizalt antitest eldallitéasa

A humanizalt nehézléanc varidbilis régidt tartalmazd
PCR termékeket HindIII-al és Spel-el vagtuk, és mutans IgGl
dllanddé régidjat tartalmazd pUC-vektorba kldénoztuk (lésd
lejjebb). A klbébnok varidbilis régidjat megszekvenaltuk
(ldsd 3. és 4. &abrak, a szekvencialistdban 17. és 18. azo-
nositdészéamon megadott szekvencidk). Kivalasztottuk a kor-
rekt aminosav-szekvencidju, humanizalt nehézlanc varidbilis
régiot tartalmazd klént. Ebben a klénban - a modell humani-
z4lt nehézladnc varidbilis régid szekvenciajdhoz képest -

egyetlen ,silent” nukleotid csere volt.



A humanizdlt nehézlanc &allandd régidjanak forrasaul
olyan mutans IgGl szolgalt, amelyben a mutacid révén a Clqg
és az Fc kotési képesség elimindloédott. A Clg és az Fc ko-
tési képesség elimindlddasat okozd mutacidk kivitelezése a
kdvetkezd két publikdcién alapult: Duncan és Winter,
Localization of the Clg binding site 1in antibodies by
surface scanning. Nature 332, 738-740 (1988) és Duncan,
Woolf, Partridge, Burton, és Winter, Localisation of the
binding site for human FcR1 on IgG. Nature 332, 563-564
(1988) .

A mutalt aminosavakat a kovetkezd publikacid tartal-
mazza: Kabat, Wu, Perry, Gottesman és Foeller, Sequences of
proteins of immunological interest, 1. kot., 680.

Nem citotoxikus IgGl izotipus létrehozasara a kovet-
kez& valtoztatdsokat végeztilk el az IgGl-en: 248. Leu(CTg)-
t Ala(gCg)-re és 250. Gly(ggA)-t Ala(gCA)-ra.

Ezeket a mutacidkat humadn IgGl-en végzett hely-
specifikus (,site directed’) mutagenezissel végeztik az
aladbbiak szerint:

Mutéacidkat tartalmazdé IgGl eldallitédsara a kovetkezd
dllandé régio PCR oligonukleotidokat alkalmaztuk:

A.: a szekvencialistéban 37. azonositdszamon megadott
szekvencia. gCT gCT CCT TTT AAg CTT Tgg ggT CAA ggC TCA CTA
gTC ACA gTC TCC

B.: a szekvencialistdban 38. azonositdszamon megadott
szekvencia. TgA Cgg TgC CCC CgC gAg TTC Agg

C.: a szekvencialistdban 39. azonositdszamon megadott

szekvencia. CCT gAA CTC gCg ggg gCA CCg TCA



D.: a szekvencialistdban 40. azonositdészamon megadott
szekvencia. AAg CTT CCg TCg AAT TCA TTT ACC Cgg AgA CAg

Az A. oligonukleotid Hind/Spel helyet tartalmaz. A B.
és C. oligonukleotidok a 248. és 250. pozicidban mutacidkat
tartalmaznak. A Dc oligonukleotid EcoRI helyet tartalmaz.
Az A. és B. oligonukleotidok alkalmazasédval AB fragmentumot
dllitottunk eld a bejelentés altaldnos metodoldgiail részé-
ben specifikdlt PCR kondicidk alkalmazasaval templéatként
humédn IgGl konstans 1régidé szerepelt [Reichman, Clark,
Waldman és Winter, Reshaping human antibodies for therapy.
Nature 322, 323-327 (1988)]. A C. és D. oligonukleotidok
alkalmazasaval CD fragmentumot &llitottunk eld azonos
templat és azonos PCR kondicidk alkalmazasaval. AB és CD
PCR-fragmentumokat Wizard PCR Preps DNS Purification
System-el (Promega) tisztitottuk. AB (5,0 pupl) és CD (5,0
nl) PCR-fragmentumokat az A. és D. oligonukleotidokkal kom-
bindlva generaltuk az AD fragmentumot, amely fragmentum
tartalmazza az IgGl &allandd régidjat a mutacidkkal egyitt.
Az AD fragmentumot Wizard PCR Preps DNS Purification
System-el (Promega) tisztitottuk, HindIII-al és FEcoRI-el
emésztettik, majd HindIII-al és EcoRI-el emésztett, a huma-
nizalt anti-CD23 nehézlancanak variédbilis régidjat tartal-
mazd, pEE6 plazmidba ligaltuk.

A humanizéalt koénnyllanc variabilis régidjat tartalma-
z6 PCR termékeket HindIII-al és BsiWI-el vagtuk, majd a
fent leirtak szerint, a human kappa kénnyllanc konstans ré-
gidjat tartalmazd pEEl2 expresszids plazmidba klénoztuk. A

klénokat ABI fluorescens szekvenatorban megszekvenaltuk és
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a korrekt, a humanizalt koénnyllanc varidbilis régidnak meg-
feleld, aminosav-szekvencidt tartalmazd klédnt kivélasztot-
tuk.

Abbbdl a célbdél, hogy a humanizalt nehéz- és konnyd-
ldncot egyltt tartalmazé plazmidhoz jussunk, a pEE6 plaz-
midbdél szadrmazd, humanizalt anti-CD23 nehézlancot tartalma-
z6 BglIIl - Sall fragmentumot a humanizalt anti-CD23 kénnyd-
lancot tartalmazdé pEE12 plazmid BamHI - Sall helyére
ligaltuk. A humanizédlt nehézlanc variadbilis- és konstans
régidit, illetve a humaniza&lt koénnydlédnc variabilis- és
konstans régidit egyiittesen tartalmazd végsd expresszids
plazmidot megszekvenaltuk..

Humanizalt antitest tranziens expresszidja

A humanizalt anti-CD23-at tartalmazdé plazmiddal COS
sejteket transzfektaltunk és tranziensen expresszaltunk az
antitest kiméradk esetében fent leirtak szerint. A humani-
z4lt anti-CD23-at tartalmazdé expresszids plazmiddal COS-
sejteket transzfektdltunk és tranziensen expresszaltunk az
anti-CD23 kiméra tranziens expresszidjdndl leirtak szerint.

A humanizalt, illetve kiméra anti-CD23 antitest ese-
tében, a sCD-23-al kapcsolatos fél-maximalis kotést a méar
leirt sCD23 ELISA alkalmazasaval vizsgdltuk. A 405 nm-en
mért abszorbanciaértékeket az antitest-koncentréiacidk flugg-
vényében abrazoltuk abbdél a célbdl, hogy megfeleld ,illesz-
kedési Jjésagqu” (,goodness of fit”) vagy 1l-es korrelacids
koefficiensl szigmoid go6rbét kapjunk. Az abszorbanciat a
Molecular Devices cég lemezleolvasd berendezésével (Menlo

Park, Calif., USA) mértik és Softmax programot (Molecular



Devices Corp.) alkalmaztunk a legjobb 1illeszkedés (best
fit) log-logit algoritmussal végzett kiszamitasara, illetve
gdrbe, egyenlet paraméterek és korreldcids koefficiens meg-
jelenitésére. A gorbeillesztés megvitatasa a kovetkezd pub-
likacidéban taldlhatd: Rogers, ,Data analysis 1in quality
control od assays: A practical primer”, Practical
immunoassays, szerk.: Butt, W.R., Marcel Dekker, Inc., New
York (1984). A log-logit logisztikus egyenletekkel kapcso-
latos gorbeillesztési algoritmus a Levenberg-Marquardt-
eljarédson alapult. Ezen eljaréds megvitatdsat az alébbi pub-
likéacio tartalmazza: Press, W.H., Flannery, B.P.,
Teukolski, S.A. és Vetterling, W.T., ,Numerical principles
in C: The art of science computing”, Cambridge University
Press, New York (1988). Az x értékét (ng/ml-ben) az alédbbi

egyenlettel szamitottuk ki:

X = cx ;:f,l/b (1)

ahol

d - < (2)

és ahol

d az az y-érték, amely az x-tengely magas értékei
aszimptotdjanak felel meg,

a az az y-érték, amely az x-tengely alacsony értékei

aszimptotédjanak felel megq,
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c pedig az a és d kozotti felezdépontnak megfeleld x-
érték, b arra jellemzd érték, hogy milyen gyors a gdrbe at-
menete az aszimptotabdl a gorbe kozéppontjéba, értéke jel-
lemz8en = 1.

A kiméra anti-CD23 sCD23-hoz vald kotddésének értéke
a gdrbe maximumdnak felénél meghatéarozva 16,28 ng/ml (lasd
5. &bra). A humanizalt anti-CD23-nak a maximum felére jel-
lemzd kotési allanddja 15,03 ng/ml (lasd 6. abra). Ezek az
adatok azt mutatjidk, hogy a humanizdlt anti-CD23 kotddési
affinitdsa ekvivalens a komplett egéreredet?i Cl1l varidbilis

régidt tartalmazd kiméra anti-CD23 affinitésaval.

Stabil expresszid

Humanizalt ant-CD23-at expresszald stabil sejtvonala-
kat wvalogattunk ki a glutamin-szintetdz gén-amplifikacids
rendszer (Celltech) alkalmazaséaval. A Bebbington és mtsai.
altal leirt alaprendszert [Biotechnology 10, 169-175
(1992)] kovettik. E rendszer szerint oly médon &allitunk eld
stabil sejtvonalakat, hogy horcsbdgeredetd glutamin-
szintetazt kédold cDNS-t - az SV40 korai promoterének sza-
badlyozadsa alatt -, SV40-eredetd ,splicing” szakaszt,
poliadenilécidés szigndlt és az antitest nehéz- és konnyi-
lancait kédold cDNS-t elektroporédcidval emléssejtbe juttat-
juk. Ezutdn glutaminmentes médiumban a transzfektalt, sza-
porodasra képes sejteket kivalogatjuk. A humanizalt anti-
CD23 stabil sejtvonalak eldallitadsara NSO-sejteket (non-
immunoglobulin secreting mouse myeloma B cells, nem immun-
globulint szekretdld egéreredetl myeloma B-sejtek) tenyész-

tetttink 2 mM glutamint (GIBCO/BRL) és 10% foetdlis borju



szérumot (Hyclone) tartalmazé, Iscove-féle mdbdbdositott
Dulbecco-médiumban (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium,
Sigma) (nem szelektald médium). Az anti-CD23 sejteket a ko-
vetkez8képpen készitettik. A humanizalt anti-CD23-at tar-
talmazd expresszids plazmidot (40 pg) FsPl-el (New England
Biolabs) linearizaltuk, etanollal lecsaptuk és 50 pl steril
vizben felszuszpendaltuk. Exponencidlis noévekedési stadium-
ban levd NSO sejtek szémdt megdllapitottuk. A sejteket
(10" db) lecentrifugaltuk és foszfattal pufferelt sbéoldat-
ban (PBS, Phosphate Buffered Saline) egyszer mostuk. A sej-
teket 950 upl PBS-ben felszuszpenddltuk. A DNS-t, majd a
sejteket - Jjégen - elektroporacids kiuvettadba (0,4 mm, Bio-
Rad) vittuk &t. A kuvettdt Bio-Rad elektroporacids berende-
zésbe helyeztiik, és két egymast kovetd impulzussal (1500 V,
3 uF) kezeltik. A kiuvettdt a berendezésbdl kivettik és jég-
re helyeztiik. A sejteket nem szelektald médiummal 10°, 107,
10° sejt/ml koncentracidéra higitottuk és 50-50 pl/lyuk tér-
fogatban 96-lyuku lemezre (Costar) lemezeltik. A kdvetkezd
napon 150 ul, 60 pg/ml glutaminsavat (Sigma), 60 wpg/ml
aszparagint (Sigma), és 7-7 ug/ml-t a kovetkezd8k mindegyi-
kéb&l: adenozin (Sigma), guanozin (Sigma), citidin (Sigma),
uridin (Sigma) és timidin (Sigma), és emellett még 10%
foetdlis borju szérumot (Hyclone) tartalmazdé Iscove-féle
médositott Dulbecco-médiumot (Sigma) (szelektdld® médium)
adtunk mindegyik 1lyukhoz. A lemezeket visszahelyeztik a
37°C-o0s inkubédtorba és addig inkub&dltuk, amig lényeges
sejtpusztulds be nem kovetkezett és kiulondlld, tuléld tele-

pek meg nem jelentek. A sejtek altal egybefolydan bendtt
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96-1lyuku lemezek lyukaibdl telepeket vittink at 24-1lyuku
lemez egyik lyukéba, majd néhany nap mulva a bendétt 24-
lyuku lemez lyukabdl 25 cm’-es flaskat innokuldltunk. A ki-
vett médiumot friss, szelektdld médiummal pdtoltuk. Miutéan
a sejteket flaskdban tenyésztettilk, a tenyészetekben a
sejtszamot 10°-10° sejt/ml kozétti értéken tartottuk. A
legjobban termeld kldén kivalasztésa céljabdl, az antitest-
termelést ©sszehasonlitadsara a 144 klén mindegyikében meg-
allapitottuk a specifikus termelési ratat (Specific
Production Rate, SPR). Az SPR-vizsgadlathoz bendétt flaskabol
10° sejtet vettink ki, a sejteket PBS-sel mostuk, azutén a
sejtekhez 10 ml friss médiumot adtunk és 24 oran keresztiil
37°C-on inkubé&ltuk. A termelt antitest mennyiségét ELISA-
val &llapitottuk meg.

A klénokat eldszdr human IgG termelésére vizsgaltuk a
kovetkezé ELISA eljaréssal. EIA/RIA lemezeket (Costar) be-
vontunk 100 ul/lyuk térfogatu, 5 pg/ml koncentracioéju, 35
mM NaHCOs; és 15 mM Na,CO; tartalmi pufferben (pH 9,3) oldott
kecskeeredetli anti-humdn IgG-vel (Jackson Immunoresearch
Labs, #109-001-003) 12 6éréan keresztiil, 4°C-on. A lemezeket
TBS/Tween pufferrel (150 mM NaCl, 50 mM Trizma béazis, 0,1%
(v/v) Tween-20, pH 7,4) haromszor mostuk, majd 22°C-on 1-2
bran keresztul, 100 pl/lyuk térfogatu, TBS/Tween-ben oldott
2% borju szérumalbuminnal blokkoltuk, és 1ismét haromszor
mostuk TBS/Tween-nel. Sz&z mikroliter kontrol Campath-1H
IgGl [Page és Sydenham, (1991) mint fent] standardot (1000
ng/ml - 1 ng/ml koncentrécidé-tartomanyban, kontrol médium-

ban), illetve feluluszdé mintédkat adtunk - hédromszoros is-



- 57 - FSON DO I
L O..c eoge .’

métlésben - a lyukakba és 12 o6rdn keresztil 4°C-on
inkubaltuk. A lemezeket TBS/Tween pufferrel 06tszdr mostuk,
majd a lyukakba 100-100 pnl, 1:5000 arényban higitott kecs-
keeredetld anti-human IgG - alkalikus foszfatdz konjugatumot
adtunk és 2 6ran keresztil 22°C-on (vagy 12 6rén keresztiil
4°C-on) 1inkubé&ltuk. A lemezeket TBS/Tween pufferrel o6tszor
mostuk, majd a lyukakhoz 100-100 pl 3 mM-os, szubsztratum
pufferben oldott, pNPP-t (Sigma 104-0) adtunk és a lemeze-
ket mikrotiter-lemez leolvasd berendezéssel (Molecular
Devices) 405 nm hullémhosszon, 20 perces kinetikal program
alkalmazadsédval vizsgaltuk. A program kOzvetlenuil standard
gdrbéket és mint IgG koncentracidkat szaémitott és készi-
tett. Az SPR értékét ng/10° sejt/24 oéra mértékegységben ad-
tuk meg. A 144 klén SPR-jei 14-0 pg/10° sejt/24 o6ra tarto-
manyban valtoztak. A legalabb 5 0 ug/10° sejt/24 oéra érté-
ket add sejteket - a mar leirt ELISA eljaréssal - letesz-
teltiilk sCD23 kotésére is. Ezekben a tesztekben kiméra CD23-
at alkalmaztunk standardként.

Komplement lizis és ADCC szUrévizsgalat

Aramlési citometrias mérésben, FITC-el jelzett, huma-
nizalt anti-CD23-at és RPMI 8866 sejteket alkalmaztunk an-
nak igazoléaséara, hogy a CD23 a sejtfelszinen ex-—
presszalddik. Ugyanazon sejteket FITC-el jelzett, humani-
zdlt anti-CDw52 antitesttel (hCD52) 1is megfestettilk és a
sejtek CD52 expresszidja szempontjabdl negativnak bizonyul-
tak. Ezzel szemben, Wein 133 sejtek hCD52-vel pozitivan,

anti-CD23-al viszont negativan festddtek.
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RPMI 8866 sejteket eurdpium-dietilén-triaminopenta-
acetattal (Eu/DTPA), a Wein 133 sejteket viszont szamarium-
dietilén-triaminopentaacetattal festettiilk a leirt eljaras
szerint [Blomberg, J. Immunocl. Methods, 168, 267 (1993);
Patel és mtsai., J. Immunol. Methods, 184, 29 (1995)]. Jel-
zett Wein 133 sejtek és RPMI 8866 sejtek egy-egy aranyud ke-
verékét mind hCD52-vel, mind pedig anti-CD23-mal liz&ltuk
NHS - mint a komplement egy forradsa - jelenlétében. A komp-
lement hCD52-vel, a klasszikus uton tortént aktivalésa
Sm/DTPA felszabadulédst eredményezett. Az anti-CD23 jelen-
létében Sm/DTPA felszabadulds nem tortént. Ez az eredmény
igazolja, hogy csak a hCD52, viszont az anti-CD23 nem, in-
dukédlja a Wein 133 sejtek lizisét. Az adatok tovébba iga-
zoljak, hogy a komplementrendszer aktivalhatd, és az akti-
valas sejtek lizisét okozza. Ahogyan azt eldre lattuk, a
hCD52-vel nem szabaditottunk fel Eu/DTPA-t az RPMI 8866
sejtekbdl. Bar az RPMI 8866 sejtek expresszalnak CD23-at,
az anti-CD23 hatésara Eu/DTPA nem szabadult fel, ami bizo-
nyitja, hogy az antitest nem képes a komplementet aktival-
ni.

Megkiséreltiitk jelzett Wein 133 sejtek és RPMI 8866
sejtek egy-egy aranyu keverékének lizaldsédt antitest-figgd
celluladris citotoxicités (Antibody  Dependent Cellular
Cytotoxicity, ADCC) segitségével mind anti-CD23, mind pedig
hCD52 alkalmazaséaval periféridlis vér mononukledris sejtek
(Peripherial Blood Mononuclear Cell, PBMC) jelenlétében. A
hCD52 - és nem az anti-CD23 - &ltal kivaltott Sm/DTPA fel-

szabaduléast figyeltik meg, ami igazolta, hogy csak az anti-



CD23 nem vesz részt az Wein 133 sejtek ADCC lizisében. Ez
nem volt meglepd, mivel a Wein 133 sejtek nem expresszalnak
CDh23-at. Ez azt sugalmazza, hogy bar adramlédsi citometriaval
kimutattuk a CD23-nak RPMI 8866 sejteken torténd ex-
presszidjat, azonban anti-CD23-al ADCC &ltal kozvetitett
sejtlizist nem figyeltink meg.

Kinetikai analizis

Az asszoclacids ratat, a disszocidcids ratat és a hu-
manizalt anti-CD23-nak a CD23-hoz vald kotddésének konstans
disszocidcids ratadjat Biacore Biosensor készilék alkalmazéa-
saval szamoltuk ki. Roviden, rekombindns CD23-at CM5 szen-
zor felszinén immobilizaltuk. A dextran felszinen 1évd
karboxil-csoportokat l-etil-3(3-dimetilaminopropil) karbo-
diimiddel (EDCO/N-hidroxiszukcimid (NHS)) aktivaltuk. Az
aktivalast kovetden, az immobilizadcid megkezdésre re-
kombindns CD23-at &ramoltattunk a felszin felett. A fennma-
rad aktiv csoportok blokkolasédra etanolamint adtunk a rend-
szerhez. A szenzor felszinén HBS-pufferrel higitott, huma-
nizdlt anti-CD23-at é&ramoltattunk &at. Az asszociacids rata
(M'sec™) megallapitadsa céljabdél az anti-CD23-nak az
immobiliz&lt CD23-hoz vald kotddését kdvettik nyomon az idd
fuggvényében. A disszocidciés rata (sec™) megéllapitéasa
céljabdl a CD23 - anti-CD23-komplex disszociacidéjat 1is
nyomonkdvettiik az 1dé fluggvényében. A disszociacids allan-
doét (nM) a disszocidcids- és asszocliacids ratabdl szamitot-
tuk ki. Hat vizsgadlt minta esetében, a kapott adatok sze-
rint az asszociaciés ratak az 1,5-1,85%10° M'sec™ tarto-

manyba, a disszocidciés ratédk pedig az 1-2*105 sec™ tarto-



manyba estek. Az anti-CD23-ra vonatkozé disszocilacids 4l-

landdét 8-19 pM kozottinek talaltuk. Az affinitasi allandd

kdériilbeliil Ka = 9*10!° M- értéknek adéddott.



SZEKVENCIALISTA
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Ala Leu Gln Leu Leu Ser Thr Gln Asp Leu Thr Met Asp Phe Gly
1 S 10 15

ctg att ttt ttt att gtt ctt tta aaa ggg gtc caa-agt gaa gtg aag
Leu Ile Phe Phe Ile Val Leu Leu Lys Gly Val Gln Ser Glu Val Lys
20 25 30

ctt gag gag tct gga gga ggc ttg gtg caa cct gga gga tce atg aaa
Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Met Lys
35 40 45

ctc tcec tgt gta gcc tct gga ttt act tte agt ggc tac tgg atg tct
Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr Trp Met Ser
SO 55 60

47

9S

143

191



tgg gtc cge

Tfp Val
65

Arg

aga ttg aaa

Arg Leu Lys

80

ggg aag ttc
Gly Lys Phe

caa atg aac

Gln Met

gat ttc

Asn

ata

Asp Phe Ile

(210)
(211)

(212)

130

2

437

DNS

cag
Gln

tct

Ser

acc

Thr

age
Ser
115

gac

Asp

tct

Ser

gat
Asp

atc
Ile
100

tta

Leu

tgg
Trp

cca gag
Pro Glu
70

aat tat
Asn Tyr
85

tca aga

Ser Arg

aga gct
Arg Ala

ggc caa
Gly Gln

(213) Mus musculus

(220)
(221)

(222)

CDS

(3)

. (437)

aag

Lys

gca

Ala

gat
Asp

gaa
Glu

agg
Gly
135

62

ggg
Gly

aca

Thr

gat
Asp

gac
Asp
120

aca

Thr

ctt

Leu

cat

His

tcc
Ser

105

agt

Ser

cta

Leu

gag tgg
Glu Trp
75

tat gcg

Tyr Ala
90

aaa agt

Lys Ser

gga gtt
Gly Val

gt

gtt
val

gag
Glu

egt
Arg

tat

gct
Ala

tet

Ser

ctc

tac

125

(X}
.
(XX}
o

gaa

Glu

gtg
val

tac

Tyr
110

Cys

Ile

aaa
Lys
9s

ctg

Leu

aca

Thr

239

287

335

383

415



(400)

2

63

aa gct tta cag tta ctc agc aca cag gac ctc

Ala Leu Gln Leu Leu Ser Thr Gln As

gtt
val

gat
Asp

gaa

Glu

gat

cct
Pro
80

gac

Asp

agt

Serx

gta
val

1

cag

Gln

att
Ile

tca

Ser

gg9g9
Gly
65

cag
Gln

cgg
Arg

aga

gag
Glu

ttt
Phe

gtg
val

gtt
val
S0

aag

Lys

ctc

Leu

ttt
Phe

gtg
val

tat
Tyr
130

ctg

Leu

ata
Ile
3s

tcc

Ser

aca

Thr

ctg

Leu

agt

Ser

aag
Lys
115

cca

Pro

gg99
Gly
20

acc

Thr

atc

Ile

tac

Tyr

atg
Met

ggc
Gly
100

gct

Ala

ttc
Phe

S

gtg
val

cag

Gln

tcc

Ser

ttg

Leu

tat
Tyr
85

agt

Ser

gag
Glu

acg

Thr

ctt atg
Leu Met

gat gaa
Asp Glu

tgc agg
Cys Arg
55

aat tgg
Asn Trp
70

ttg atg
Leu Met

ggg tca
Gly Ser

gat gtg
Asp Val

ttc ggc
Phe Gly
135

ttc
Phe

ctc
Leu
40

tct

Ser

ttt

Phe

tcé

Ser

ggc
Gly

ggt
Gly
120

tcg

Ser

tgg
Trp
25

tcc

Ser

agt

Ser

ctg

Leu

acec

Thr

aca
Thr
105

gtg
val

999
Gly

10

atc
Ile

aat

Asn

aag

Lys

cag

Gln

cgt
Arg
90

gat

Asp

tat

Tyr

aca

Thr

acc atg agg ttc tct

tct

Ser

cct

Pro

agt

Ser

aga
Arg
15

gca

Ala

ttc
Phe

tac

Tyr

aag

Lys

gga
Gly

gtc
val

ctc
Leu

gtc
val

act
Thr
45

ctg

Leu’

60 .

cca

Pro

tca

Ser

acc

Thr

tgt
Cys

ttg

140

gga
Gly

gga
Gly

ctg

Leu

caa
Gln
125

gaa

Glu

agt
Ser

30

tct

Ser

tat
Tyr

caa

Gln

gtc
val

gaa
Glu
110

caa

Gln

ata

Ile

p Leu Thr Met Arg Phe Ser

15

999
Gly

gga
Gly

aag

Lys

tct

Ser

tca
Ser
95

atc
Ile

ctt

Leu

aaa

Lys

47

9s

143

191

239

287

335

383

431
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(210) 3
(211) 16
(212) PRT

(213) Mus musculus

(400) 3

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

1 5 10 15
(210) 4

(211) 48

(212) DNS

(213) Mus musculus

(220)

(221) CDS

(222) (1) ... (48)
(400) 4

cgc tcg agt aag agt ctc ctg tat aag gat ggg aag aca tac ttg aat 48

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn

1 5 10 15
(210) 5

(211) 7

(212) PRT

(213) Mus musculus



(400) 5

Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser

1 5
(210) ©

(211) 21

(212) DNS

(213) Mus musculus

(220)

(221) CDS

(222) (1) ... (21)
(400) ©

ttg atg tcc acc cgg gca tca

Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser

1 5
(210) 7

(211) 9

(212) PRT

(213) Mus musculus

(400) 7
Gln Gln Leu Val Glu Tyr Pro Phe Thr

1 5

21



(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(221)

(222)

(400)

8
27
DNS

Mus musculus

CDS

(1) ... (27)

8

caa cag ctg gta gag tat cca ttc acg

Gln Gln Leu Val Glu Tyr Pro Phe Thr

1

(210)
(211)
(212)

(213)

(400)

5

9

5

PRT

Mus musculus

9

Gly Tyr Trp Met Ser

1

(210)
(211)
(212)

(213)

5

10

15

DNS

Mus musculus

27



(220)

(221) CDS

(222) (1) ... (15)

(400) 10

ggc tac tgg atg tcc 15

Gly Tyr Trp Met Ser

1 5
(210) 11

(211) 19

(212) PRT

(213) Mus musculus

(400) 11
Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15

val Lys Gly

(210) 12
(211) 57
(212) DNS

(213) Mus musculus

(220)
(221) CDS

(222) (1) ... (57)



- 68 - IO I SN
(400) 12
gaa att aga ttg aaa tct gat aat tat gca aca cat tat gcg gag tct
Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu Ser
1 5 10 15
gtg aag ggg 57

Val Lys Gly

(210) 13

(400) 13

000

(210) 14

(400) 14

000

(210) 15

(211) 19

(212) PRT

(213) Mesterséges szekvencia

(220)
(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: szintetikus szek-

vencia

(400) 15
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Ser

48



(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(400)

PRT

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirdsa: szintetikus szek-

vencia

16

Met Ala Trp Val Trp Thr Leu Leu Phe Leu Met Ala Ala Ala Gln Ser

1

5 10 15

Ala Gln Ala

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(220)
(221)

(222)

17
348
DNS

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirdsa: humanizalt anti-

CD23 antitest konnylléanc variédbilis régid

CDS

(1) ... (348)



(400)

17

gat att gtg atg act cag tct

Asp Ile Val Met Thr Gln

1

gag
Glu

gat
Asp

cca

Pro

gac
Asp
6S

agc

Ser

gta
val

cgt

ccg

Pro

999
Gly

cag
Gln
{o]

agg
Arg

aga

Arg

gag
Glu

acg
Thr

gcc

Ala

aag
Lys
3s

ctc

Leu

ttc
Phe

gtg
val

tat
Tyr

gtg
val
115

tcc
Ser
20

aca
Thr

ctg
Leu

agt

Ser

gag
Glu

cca
Pro

100

gct
Ala

S

atc

Ile

tac

Tyr

atc

Ile

ggc
Gly

gct
Ala
8s

tte
Phe

tce

Ser

ttg

Leu

tat
Tyr

agt
Ser
70

gag
Glu

acg
Thr

Ser

tgt
Cys

aat

Asn

ttg
Leu
55

gga
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

cca

Pro

cgc

Arg

tagg
Trp
40

atg

Met

tca

Ser

gtt
val

gge
Gly

ctc

Leu

tcg
Ser
25

tac

Tyr

tcec

Ser

ggc
Gly

ggg
Gly

caa
Gln
10s

tcc
Ser
10

agt

Ser

ctg
Leu

acc
Thr

aca
Thr

gtt
vVal
90

ggg
Gly

ctg

Leu

aag

Lys

cag
Gln

cgg9
Arg

gat
Asp
75

tat

Tyr

acce

Thr

ccc

Pro

agt

Ser

aag

Lys

gca
Ala
60

ttt

Phe

tac

Tyr

aag

Lys

gtc
val

ctc

Leu

cca
Pro
45

tca

Ser

aca

Thr

tgt
Cys

gtg
val

acce

Thr

ctg
Leu
30

999
Gly

ggg
Gly

ctg
Leu

caa

Gln

gag
Glu

cct
Pro

15

tat
Tyr

cag
Gln

gtc
val

aaa

Lys

cag
Gln
95

atc
Ile

110

gga
Gly

aag

Lys

tct

Ser

cct

Pro

atc
Ile
80

ctg

Leu

aaa

Lys

48

96

144

192

240

288

336

348



(210) 18
(211) 1335
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: humanizalt anti-

CD23 antitest nehézlanc variabilis régid

(220)

(221) CDs

(222) (1) ... (1335)
(400) 18

gag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc ttg gta aag ccc 999 ggg 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1 S 10 15

tcc ctt aga ctc tcc tgt gca get age gga tte act tte agt ggc tac 96
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr
20 2s 30

tgg atg tcc tgg gtc cge cag gct cca ggg aag ggg ctc gag tgg gtt 144
Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45

gct gaa att aga ttg aaa tct gat aat tat gca aca cat tat gcg gag 192
Ala Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
S0 : 55 60

tct gtg aag ggg aaa ttc acc atc tca aga gat gat tca aaa tct aga 240
Ser Val Lys Gly Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg
65 70 75 80

ctg tat ctg caa atg aac agc ctg aaa acec gag gac aca gcc gtg tat 288
Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95



tac tgt aca
Tyr Cys Thr

tcc tca gcc
Ser Ser Ala
115

tcc aag agc
Ser Lys Ser
130

gac tac ttc
Asp Tyr Phe
14s

acc agc ggc

Thr Ser Gly

tac tcc ctc

Tyr Ser Leu

cag acc tac
Gln Thr Tyr
195

gac aag aaa
Asp Lys Lys
210

ccg tgc cca
Pro Cys Pro
225

CcCcC cca aaa

Pro Pro Lys

aca tgc gtg
Thr Cys Val

gat
Asp
100

tcc

Ser Thr Lys Gly

acc

Thr

ccc

Pro

gtg
val

agc
Ser
180

atc

Ile

gtg
Val

gca
Ala

ccc

Pro

gtg
val
260

ttc ata gac
Phe Ile Asp

acc aag ggc

tct ggg gg9c
Gly Gly

135

Ser

gtg
val

gaa

Glu

ccg
Pro
150

ttc
Phe

cac acc

His Thr

165

gtg
val

agc

gtg

Ser val

aac gtg

val

tgc
Cys

Asn

ccC aaa

gag

Glu Pro Lys

215
cct gaa ctc
Glu

230

Pro Leu

aag gac acc

Lys Thr

245

Asp

gac gtg

val

gtg

Val Asp

tgg
Trp

cca
Pro
120

aca

Thr

acg

Thr

ccg

Pro

acc

Thr

aat
Asn
200

tct
Ser

gcg
Ala

ctc

Leu

agc

Ser

ggc
Gly
105

tcg

Ser

gcg
Ala

gtg
val

gct
Ala

gtg
val
185

cac

His

tgt

ag9
Gly

atg
Met

cac
His

265

72

cag gga
Gln Gly

gtc ttc
val Phe

gcc ctg

Ala Leu

tecg tgg

Trp
155

Ser

gtc cta
val

170

Leu

ccc tcce

Pro Ser

aag ccc

Lys Pro

gac aaa

Asp Lys

gca ccg
Pro

235

Ala

atc tcc
Ile
250
gaa gac

Glu Asp

Ser

aca

Thr

ccc

Pro

ggc
Gly
140

aac

Asn

cag
Gln

agc

Ser

agc

Ser

act
Thr
220

tca

Ser

cgg
Arg

cct

Pro

cta

Leu

ctg
Leu

125

tgc
Cys

tca

Ser

tcc

Ser

agc

Ser

aac
Asn
205

cac

His

gtc
Val

acc

Thr

gag
Glu

gtc
Val
110

gca

Ala

ctg

Leu

ggc
Gly

tca

Ser

ttg
Leu

190

acc

Thr

aca

Thr

tte
Phe

cct

Pro

gtc
vVal
270

acc

Thr

ccc

Pro

gtc
Val

gce

Ala

gga
Gly
175

ggc
Gly

aag

Lys

tgc
Cys

ctc

Leu

gag
Glu
255

aag

Lys

tcc

Ser

aag

Lys

ctg
Leu
160

ctc

Leu

acc

Thr

gtg
val

cca

Pro

ttc
Phe
240

gtc

Val

ttc
Phe

384

432

480

s28

576

624

672

720

768

816



- 73 - L

aac tgg tac gtg gac ggc gtg gag gtg cat aat gcc aag aca aag ccg 864
Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

€gg gag gag cag tac aac agc acg tac cgt gtg gtc agc gtc ctec acc 912
Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

gtc ctg cac cag gac tgg ctg aat ggc aag gag tac aag tgc aag gtc 960
Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

tcc aac aaa gec ctc cca gec cocc atc gag aaa acc atc tce aaa gcc 1008

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

aaa ggg cag ccc cga gaa cca cag gtg tac acc ctg ccc cca tee cgg 1056
Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
340 34s 350

gat gag ctg acc aag aac cag gtc agc ctg acc tgc ctg gtc aaa ggc 1104
Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly -
35S 360 365

ttc tat ccc agc gac atc gcc gtg gag tgg gag agc aat ggg ‘cag ccg 1152
Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375 380

gag aac aac tac aag acc acg cct ccc gtg ctg gac tcc gac ggc tcc 1200
Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395 400

ttc ttc ctc tac agc aag ctc acc gtg gac aag agc agg tgg cag cag 1248
Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln
405 ' 410 415
ggg aac gtc ttc tca tgc tcc gtg atg cat gag gct ctg cac aac cac 1296
Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425 430

tac acg cag aag agc ctec tec ctg tect ccg ggt aaa tga 1335
Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
43s . 440



(210) 19
(211) 25
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

{220)
(223) A mesterséges szekvencia leirasa: oligo
(400) 19

gatgaagctt tacagttact cagcacacag gacctcacca tggattttgg gctgatt 57

(210) 20
(211) 25
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: oligo

(400) 20

gatggactag tgtcccttgg cccca 25
(210) 21

(211) 57

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: oligo



(400) 21

gatgaagctt tacagttact cagcacacag gacctcacca tgaggttctc tgttcag 57

(210) 22
(211) 28
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

(400) 22

gatgcgtacg tytkatytcc avcttkgt 28
(210) 23

(211) 30

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: oligo

(400) 23
gatcaagctt ctctacagtt actgagcaca 30
(210) 24
(211) 63

(212) DNS



(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

(400) 24

aatcaagtat gtcttcccat ccttatacag gagactctta ctcgagcgac

aggagatgga 60
ggc 63
(210) 25
(211) 63
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa: oligo

(400) 25

cgctcgagta agagtctcct gtataaggat gggaagacat acttgaattg

gtacctgcag 60
aag 63
(210) 26

(211) 36

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia



- 77 -

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: oligo

(400) 26

tgatgcccgg gtggacatca aatagatcag gagctg

(210) 27
(211) 36
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: oligo

(400) 27

ttgatgtcca cccgggcatc aggggtccct gacagg

(210) 28
(211) 84
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: oligo

(400) 28

36

36

agccacctga cgtttgatct ccaccttggt cccttggccg aacgtgaatg

gatactctac

cagctgttga cagtaataaa cccc

60

84



(210) 29
(211) 60
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

(400) 29

acacgaagct tcaccatggc ttgggtgtgg accttgctat tcctgatggc

ggccgcccaa 60
(210) 30

(211) 66

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: oligo

(400) 30
ctttaccaag cctcccccag actccaccag ctgcacctct gcttgggcecac
tttgggcggc 60

cgccat 66



(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(400)

31
60
DNS

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leiréasa:

31

oligo

ttggtaaagc ccggggggtc ccttagactc tcctgtgcag ctagcggatt

cactttcagt

(210) 32

(211) 60

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)
(223)

(400)

A mesterséges szekvencia leirésa:

32

oligo

ccccttcecect ggagecctggc ggacccagga catccagtag ccactgaaag

tgaatccgct

(210) 33

(211) 60

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

60

60



(220)

(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: oligo

(400) 33

gggaaggggc tcgagtgggt tgctgaaatt agattgaaat ctgataatta

tgcaacacat
(210) 34
(211) 60
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirasa: oligo

(400) 34

atcatctctt gagatggtga atttcccctt cacagactcc gcataatgtg

ttgcataatt
(210) 35
(211) o6
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

60

60



(400) 35

atctcaagag atgattcaaa atctagactg tatctgcaaa tgaacagcct

gaaaaccgag 60
gacaca 66
(210) 36
(211) 69
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

(400) 36

ggtgactagt gttccctggc cccagtctat gaaatctgta cagtaataca

cggctgtgtc 60
ctcggtttt 69
(210) 37

(211) 48

(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: oligo

(400) 37

gctgctcctt ttaagctttg gggtcaaggc tcactagtca cagtctcc 48



(210) 38
(211) 24
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa:

(400) 38

tgacggtgcc cccgcgagtt cagg

(210) 39
(211) 24
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirésa:

(400) 39

cctgaactcg cgggggcacc gtca

(210) 40
(211) 33
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

oligo

oligo

24

24



(220)

(223)

(400)

A mesterséges szekvencia leirésa:

40

aagcttccgt cgaattcatt tacccggaga cag

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(400)

actagtcgac atgaagtttc cttctcaact tctgctc

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

41
37
DNS

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirésa:

41

42
8
PRT

Mesterséges szekvencia

oligo

33

lancinditd

37

A mesterséges szekvencia leirédsa: szintetikus szek-

vencia
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(400) 42

Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr

1 5
(210) 43

(211) 8

(212) PRT

(213) Mesterséges szekvencia
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(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: szintetikus szek-

vencia

(400) 43

Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr

1 5
(210) 44

(211) 8

(212) PRT

(213) Mesterséges szekvencia

(220)
(223) A mesterséges szekvencia leirédsa: szintetikus szek-

vencia
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Thr Lys Leu Glu Ile Arg Arg Thr

1

(210)
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

(400)

5

45
8
PRT

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leirésa:

vencia

45

Thr Lys Val Glu Ile Arg Arg Thr

1

(210)
(211)
(212)

(213)

(400)

5

46

415

DNS

Mus musculus

46

szintetikus szek-



(210) 47
(211)
(212)
(213)

(400) 47

cgtacgtttt
ttgacagtaa
tgtgcctgac
atacatcagg

cccatcctta

agtgacagga
ccagaaéata

gagtaactgt

(210) 48
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

437

DNS

atttccaact
tacacaccca
ccactgccac
agctgaggag
tacaggagac
ttggagagtt
agcaccccca

aaagctt

348

DNS

Mus musculus

ttgtececcecga
catcctcagce
taaaccggtc
attgtcctgg
tcttactaga
catcctgggt

gaaactgaac

86

gccgaacgtg
cttcactcta
tgagactcct
tctctgcaga
cctgcaggag
tatcacaata

agagaacctc

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leiréasa:

aatggatact
ctgatttcca
gatgcacggg
aaccaattca
atggaaactg

tccccactga

atggtgaggt

ctacaagttg 60
gggtgaaatc 120
tggacatcaa 180
agtatgtctt 240
attctccaga 300
ctccagagat 360
cctgtgtgcect 420
437

humanizalt anti-

CD23 antitest konnyllanc varidbilis régid

(400) 48

agccaccgta
cagctgttga
aaaatctgtg
catcaaatég
tgtcttccca

tccaggggtg

cgtttgatct
cagtaataaa
cctgatccac
atcaggagcet

tccttataca

acgggcaggg

ccaccttggt
ccccaacatc
tgccactgaa
gtggagactg
ggagactctt
agagtggaga

cccttggceeg
ctcagcctcc
cctgtcaggg
ccctggcette
actcgagcga

ctgagtcatc

aacgtgaatg
actctgctga
acccctgatg

tgcaggtacc

caggagatgg

acaatatc

gatactctac
ttttcagtgt
ccecgggtgga
aattcaagté

aggccggctc

60

120
180‘
240
300
348



(210) 49
(211)
(212)

(213)

(220)

(223)

DNS

1335

87

Mesterséges szekvencia

A mesterséges szekvencia leiréasa:

CD23 antitest nehézlanc varidbilis régid

(400) 49

tcatttaccc
catcacggag
gctgtagagg
ctccégctgc
caggcaggtc
cacctgtggt
gagggctttg
gacggtgagg
cttggcatta
gtggctcacg
cttgggtttt
cggtgggcat
gttgctggge
cacggtcacc
gtgcacgccg
gtccettgacc
cagggggaag
gccccagtcet
catttgcaga
agactccgca
gagccccttc
gctagctgca

caccagctgce

ggagacaggg
catgagaaga
aagaaggagc
ccattgctct
aggctgacct
tctcgggget
ttggagacct
acgctgacca
tgcacctcca
tccaccacca
ggggggaaga
gtgtgagttt
ttgtgattca
acgctgctga
ctggtcaggg
aggcagccca
accgatgggc
atgaaatctg
tacagtctag
taatgtgttg
cctggagcct
caggagagtc

acctc

agaggctctt
cgttccectg
cgtcggagtce
cccactccac
ggttcttggt
gccctttgge
tgcacttgta
cacggtacgt
cgcecgtecac
cgcatgtgac
ggaagactga
tgtcacaaga
cgttgcagat
gggagtagag
cgcctgagtt
gggccgetgt
ccttggtgga
tacagtaata
attttgaatc
cataattatc
ggcggaccca

taagggaccc

ctgcgtgtag
ctgccacctg
cagcacggga
ggcgatgtcg
cagctcatcc
tttggagatg
ctccttgcca
gctgttgtac
gtaccagttg
ctcaggggtc
cggtgeccccce
tttgggctcc
gtaggtctgg
tcctgaggac
ccacgacacc
gcccccagag
ggctgaggag
cacggctgtg
atctcttgag
agatttcaat
ggacatccag

cccgggcettt

tggttgtgca
ctcttgtcca
ggcgtggtct
ctgggataga
cgggatgggg
gttttctcga
ttcagccagt
tgctcectcecce
aacttgacct
cgggagatca
gcgagttcag
actttcttgt
gtgccéaagc
tgtaggacag
gtcaccggtt
gtgctcttgg

acggtgacta
tcctcggttt

atggtgaatt
ctaatttcag
tagccactga

accaagcctc

gagcctcatg
cggtgagett
tgtagttgtt
agcctttgac
gcagggtgta
tgggggctgg
cctggtgcag
gcggectttgt
cagggtcttc
tgagggtgtc
gtgctgggca
ccaccttggt
tgctggaggg
ccgggaaggt
cggggaagta
aggagggtgce
gtgttccctg
tcaggctgtt
tccecettcac
caacccactc
aagtgaatcc

ccccagactc

humanizalt anti-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200 -

1260
1320
133s



(210) 590
(211) 137
(212) PRT

(213) Mus musculus

(400) 50

88

Ala Leu Gln Leu Leu Ser Thr Gln Asp Leu Thr Met Asp Phe Gly Leu

Ile

Glu

Ser

val

65

Lys

Met

Phe

1 S
Phe Phe Ile Val Leu
20

Glu Ser Gly Gly Gly
35

Cys Val Ala Ser Gly
so

Arg Gln Ser Pro Glu
70

Lys Ser Asp Asn Tyf
8s

Phe Thr Ile Ser Arg
100

Asn Ser Leu Arg Ala
115

Ile Asp Trp Gly Gln
130

10

Leu Lys Gly Val Gln Ser Glu Val

Leu Val
40

Phe Thr
ss

Lys Gly

Ala Thr

Asp Asp

Glu Asp
120

Gly Thr
135

25

Gln

Phe

Leu

His

Ser

105

Ser

Leu

Pro

Ser

Glu

Tyr
90

Lys

Gly

Gly Gly

Gly Tyr
60

Trp Val

75

Ala Glu

Ser Arg

Val Tyr

30

Ser Met
45

Trp Met

Ala Glu

Ser Val

Leu Tyr

110

Tyr Cys
125

1S

Lys Leu

Lys Leu

Ser Trp

Ile Arg

80

Lys Gly
95

Leu Gln

Thr Asp
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(210) 51
(211) 145
(212) PRT

(213) Mus musculus

(400) 51

Ala Leu Gln Leu Leu Ser Thr Gln Asp Leu Thr Met Arg Phe Ser Vval
1 S 10 1s

Gln Phe Leu Gly Val Leu Met Phe Trp Ile Ser Gly Val Ser Gly Asp
20 25 30

Ilg Val Ile Thr Gln Asp Glu Leu Ser Asn Pro Val Thr Ser Gly Glu
35 40 45

Ser Val Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys Asp
S0 55 60

Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro
65 70 75 80

Gln Leu Leu Met Tyr Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser Gly Val Ser Asp
8s : 90 95

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Glu Ile Ser
100 105 110

Arg Val Lys Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu Val
115 120 12s

Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
130 ' 135 140

Thr
145
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(211) 116
(212) PRT

(213) Mesterséges szekvencia

(220)

(223) A mesterséges szekvencia leirdsa: humanizalt anti-

CD23 antitest konnyldlanc varidbilis régid
(400) 52

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 S ) 10 15

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu Tyr Lys
20 25 3 30

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser

) 35 40 45 '

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Met Ser Thr Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 SS 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 ' 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Leu
85 " 90 95

Val Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Vval Ala
115



(210) 53
(211) 444
(212) DNS

(213) Mesterséges szekvencia

(220)
(223) A mesterséges szekvencia leiréasa: humanizalt anti-

CD23 antitest nehézlanc varidbilis régid

(400) 53

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 " 18

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Gly Tyr
20 25 30

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Glu Ile Arg Leu Lys Ser Asp Asn Tyr Ala Thr His Tyr Ala Glu
SO 55 60

Ser Val Lys Gly Lys Phe Thr lle Ser Arg Asp Asp Ser Lys Ser Arg
€5 70 75 80



Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

145

Thr

Tyrxr

Gln

Asp

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Tyr

Cys

Ser

Lys

130

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Leu

Thr

Ala

115

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

195

Lys

Pro

Lys

vVal

Tyr
275

Gln

Asp

100

‘Ser

Thr

Pro

val

Ser

180

Ile

val

Ala

Pro

vVal

260

val

Met

85

Phe

Thr

Ser

Glu

His

165

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

245

val

Asp

Asn

Ile

Lys

Gly

Pro

150

Thr

val

Asn

Pro

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Ser

Asp

Gly

Gly

135

val

Phe

val

val

Lys

215

Leu

Thr

val

val

Leu

Trp

Pro

120

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

200

Ser

Ala

Leu

Ser

Glu
280

92 -

Lys

Gly

105

Ser

Ala

vVal

Ala

val

185

His

Gly

Met

His

265

val

Thr

90

Gln

Val

Ala

Ser

val

170

Pro

Lys

Asp

Ala

Ile

250

Glu

His

Glu

Gly

Phe

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

23S

Ser

Asp

Asn

Asp Thr

Thr Leu

Pro Leu

128

Gly Cys
140

Asn Ser

Gln Ser

Ser Ser

Ser Asn

205

Thr His

220

Ser Val

Arg Thr

Pro Glu

Ala Lys
285

Ala

val

110

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

190

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

270

Thr

Thr val

Pro Ser

vVal Lys

Ala Leu
160

Gly Leu
175

Gly Thr

Lys Vval

Cys Pro

Leu Phe

240

Glu Vval
2SS

Lys Phe

Lys Pro



Arg

val

30s

Ser

Lys

Asp

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Glu
290
Leu
Asn
Gly
Glu
Tyr
370
Asn
Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Leu

355

Pro

Asn

Leu

val

Gln
435

Gln

Gln

Ala

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Tyr

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Gln

val

360

val

Pro

Thr

val

Leu

440

93

Tyr

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

Arg

Lys

Glu
330

Tyr

Leu

Trp

val

Asp

410

His

Pro

val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

val
300

Tyr

Thr

Leu

cys

Ser

380

Asp

Ser .

Ala

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

s
see

.

val

Cys

Ser

Pro

350

val

Gly

Asp

Trp

His-

430

a0
-
see
-

Leu
Lys
Lys
33s
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

415

Asn

Thr

val

320

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Antitest, amely az alédbbi CDR-ek mindegyikének
aminosav-szekvenciadjabél az antitestnek a hematopoietikus
sejteken expresszalddott CD23 (FCeRII) II. tipusu molekuléa-

hoz vald kotddéséhez elegendd hosszusagu szakaszt tartal-

maz:
RSSKSLLY KDGKTYLN CDRL1 (3. azonositdészami szekvencia)
LMSTRAS CDRLZ2 (5. azonositdszamu szekvencia)
QQLVEYPFT CDRL3 (7. azonositdészému szekvencia)
GYWMS CDRH1 (9. azonositbészamu szekvencia)
EIRLKSDNYATHYAESVKG |CDRH2 (11. azonositdészamu szekvencia)
FID...... . CDRH3 (13. azonositdszamu szekvencia)

2. Antitest, amely legaldbb Ka = 1*10° M' értékd af-
finitéasi dllandéval kotédik hematopoietikus sejteken
expresszalddott CD23 (FCeRII) II. tipusu molekuldhoz vagy
oldhaté CD23-hoz.

3. Antitest, amely kompetitive gatolja az 1. igény-
pontban felsorolt CDR-szekvencidkat tartalmazd antitest ko-
t8dését hematopoietikus sejteken expresszadldéddott CD23
(FCeRII) II. tipusu molekuldhoz.

4, Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti antitest,
amely megvaltoztatott antitest.

5. A 4. igénypont szerinti antitest, amely humanizalt

antitest.




6. Az 1-5. 1igénypont szerinti antitest, amelyben a
nehézlanc vazszekvenciaja a 49., 66., 76., 77. és 94. pozi-
cidk barmelyikében egéreredetd aminosavakat tartalmaz.

7. Az 1-6. i1génypont szerinti antitest, ahol a
konnydlédnc vazszekvencidja a 64. pozicidban egéreredeti
aminosavat tartalmaz.

8. Antitest, amely a szekvencialistaban az 1. és 2.
azonositdészamon megadott szekvencidk egyikét, vagy mindket-
tét tartalmazza.

9. Antitest, amely a szekvencialistédban 17 és 18.
azonositészamon megadott szekvencidk egyikét, vagy mindket-
tét tartalmazza.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti antitest,
amelyben az allandd régidé a Kabat-féle széamozds szerint a
235. pozicidban Ala-t (alanint) és a 237-es pozicidban Ala-
t (alanint) tartalmaz.

11. Az 1-10. igénypont szerinti antitest huméan tera-
pidban valdé alkalmazésra.

12. Az 1-10. igénypont szerinti antitest alkalmazésa
arthritis, lupus erythematosus, Hashimoto-féle pajzsmirigy-
gyulladés, sclerosis multiplex, cukorbetegség, uvea-
gyulladéds, bdérgyulladas, somor, csaléankiités, nephrosisos
tinetegylttes, glomerulonephritis, gyulladédsos bélbetegség,
fekélyes vastagbél-gyulladés, Crohn-féle betegség, Sjogren-
féle szindroéma, allergidk, allergias asztma, valddi asztma,
akut asztmatikus roham, az orrnyalkahartya gyulladasa, ek-
céma, GVH, COPD, insulitis, hdorghurut (ktilondsen a krénikus

horghurut), illetve cukorbetegség (eldénydsen az 1 tipusu



cukorbetegség), malignus B-sejt-elvaltozédsok barmelyikének
kezelésére szolgadld gydgyszer eldallitéasara.

13. Hematopoietikus sejteken expresszalddott CD23
(FCeRII) II. tipusu molekuldt kotdé antitest alkalmazésa
oldhatdé CD23 kialakulédsédnak géatléasara szolgald gydgyszer
eldadllitéséban.

14, Antitest 13. igénypont szerinti alkalmazésa,
amely antitest az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti an-
titest.

15. Antitest-lancot k&édold DNS-szekvencia, amely a

kovetkezd szekvencidk koziil egyet vagy tobbet tartalmaz:

CDRL1, fa 3. abra szerinti 70-117-es szamu bazisparok ; (4.

azonositdészamu szekvencia)

CDRL2, |a 3. abra szerinti 163-183-as szamu Dbazisparok ;

(6. azonositdszamu szekvencia)

CDRL3, |a 3. abra szerinti 280-306-os sza&mu bézisparok ;

(8. azonositdszamu szekvencia)

CDRH1, |a 4. &bra szerinti 91-105-06s sza&mu béazisparok ;

(10. azonositdészamui szekvencia)

CDRH2, |a 4. abra szerinti 148-204-es szamu bazisparok ;

(12. azonositdszamu szekvencia)

CDRH3, |a 4. abra szerinti 301-309-es szamu bézisparok ;

(14. azonositdszamu szekvencia)
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16. Antitestlancot kédold DNS-szekvencia, amely a
szekvencialistéban 1. és 2. azonositdszamon megadott szek-
vencidkat kdédold szekvencidk egyikét wvagy mindkettdt tar-
talmazza.

17. Antitestlancot kédold DNS-szekvencia, amely a
szekvencialistéban 17 és 18. azonositdszamon megadott szek-
vencidk egyikét vagy mindkettdt tartalmazza.

18. Gyobdgyaszati készitmény, amely az 1-10. igénypont
szerinti antitestet és gydgyadszatilag elfogadhatd segéd-
anyagot tartalmaz.

19. Gydgyészati készitmény, amely immunmodulédns vagy
gyulladasgatld hatdanyaggal kombinadlva az 1-10. igénypont
szerint meghatarozott antitestet és gydgyaszatilag elfogad-

hatdé segédanyagot tartalmaz.

J(l(;ﬂ&bl (@Lﬂxg A meghatalmazott:

CQO[J@( ?vykf Danubia

RN "7 Szabadalmi és Védijegy Iroda Kft.

oL
Q‘Z?%/Z«\_/ Svingor Adam
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61

181

241

301

361

. TTGTTCTTTTAAAAGGGGTCCAGAGTGAAGTGAAGCTTGAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGG

AAGCTTTACAGTTACTCAGCACACAGGACCTCACCATGGATTTTGGGCTGATTTTTTT

r

TTCGAAATGTCAATGAGTCGTGTGTCCTGGAGTGGTACCTAAAACCCGACTAAAAAAAAT
A L QLL STOQODLTM D F 6L I F F 1

AR CAAGAARRTT T TCCCCAGG TCTCACT TCACT TCGARCTCCTCAGACCTCCTCCGARCE
VLLKGYQSEVEKLETESGGSG GTL v

TGCAACCTGGAGGATCCATGAAACTCTCCTGTGTAGCCTCTGGAITTACTTTCAGTGG”T

- el . +

* + - + +

ACGTTGGACCTCCTAGGTACTTTGAGAGGACACATCGGAGACCTAAATGAAAGTCACCGA
Q P GG S M KL S C UV 2 S G FTF S G Y

ACTGGATGTCTTGGGTCCGCCAGTCTCCAGAGAAGGGGCTTGAGTGGGTTGCTGAAATTA

- — + + + +

TGACCTACAGAACCCAGGCGGTCAGAGGTCTCTTCCCCGAACTCACCCAACGACTTTAAT

W M S WV R QS PE K G L E WUV A E I R

GATTGAAAICTGATAATTATGCAACACATTATGCGGAGTCTGTGAAAGGGAAGTTCACCA

<+ e -+
+* + -

CTAACTTTAGACTATTAATACGTTGTGTAATACGCCTCAGACACTTTCCCTTCAAGTGGT

L K S DNYA ATUH VY A E S VK G K F T 1

TCTCAAGAGATGATTCCAAAAGTCGTCTCTACCTGCAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAAG

— —— —-— —— ————

AGAGTTCTCTACTAAGGTTTTCAGCAGAGATGGACGTTTACTTGTCGAATTCTCGACTTC

S R DD S K SR L Y L Q M N S L R A E D

------------------------------------ #------—--+----- 415
TGTCACCTCAAATAATGACATGTC"AAAGTATCTGACCCCGGTTCCCTGTGATCA

S VY Y CTGF I D W G Q G T L -

1. abra

60

120

180

240

300

360
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421

AAGC‘I'TTACAGTTACTCAGCACACAGGACCTCACCATGAGGTTCTCTGTTCAGTTTCTGG .

- - + -— —m—mc e ———— e - + ————

TTCGAAATGTCAATGAGTCGTGTG TCCTGGAGTGGTACTCCAAGAGACAAGTCAAAGACC

ALQLLSTQDLTMRFSVQFLG

GGGTGCTTATGTTCTGGATCTCTGGAGTCAGTGGGGATATTGTGATAACCCAGGATGAAC

<+ <+ + +
L * * -+ + +

CCCACGAATACAAGACCTAGAGACCTCAG TCACCCCTATAACACTATTGGGTCCTACTTG

V1IMFWISGVSGEDIUVTITOESDE.L

TCTCCAATCCTGT CACT‘I‘CTGGAGAATCAGTTTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTAAGAGTC

< <+ < < <+
r * r -+ a4

AGAGGTTAGGACAGTGAAGACCTCTTAGTCAAAGGTAGAGGACGTCCAGATCATTCTCAG

SNPV'I’SGESVSISCRSSKSL

TCCTGTATAAGGATGGGAAGACATACTTGAATTGGTTTCTGCAGAGACCAGGACAATCT of
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y=(A-D)/(1+(x/C)*B)+D
A=0.0501 B=1.31 C=60.3 D=3.74
4.

oD
0 “
0.1 : 1E+004
NG/ML LOGARITMIKUS BEOSZTASA
KIMERIKUS CD23 IGG1M
FEL-MAXIMALIS KOTES = 16,28 NG/ML
5. abra
y=(A-D)/(1+(x/C)*B)+D
A=0.104 B=1.49 C=37.7 D=3.78
4. _
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03 1E+004

NG/ML LOGARITMIKUS BEOSZTASA
HUMANIZALT CD23 IGG1M
FEL-MAXIMALIS KOTES = 16,28 NG/ML
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