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Rekombinans anti CD40 ellenanyagok és hasznalatuk

KIVONAT
A talalmany betegségek és korok - beleértve a daganatos,
gyulladasos megbetegedéseket vagy az immunrendszer megbe-
tegedéseit - kezeléséhez eljarasokra és dsszetételekre vonatkozik.
A talalmany eljarasai a CD40 kotéfehérje beadasat tartalmazzak,
mely a CD40 ligand CD40-hez kit6dését elésegiti.
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73.895/SZE
Rekombinans anti CD40 ellenanyagok és hasznalatuk

A jelen talalmany betegségek és korok - beleértve a dagana-
tos, gyulladasos megbetegedéseket vagy az immunrendszer meg-
betegedéseit - kezeléséhez hasznalhaté eljarasokra és osszetéte-
lekre vonatkozik, amelyek a CD40 koétéfehérje beadasat tar-
talmazzak, mely elosegiti a CD40 ligand CD40-hez valo
kotédését. A CD40 kotéfehérje magaban foglalja az S2C6
monoklonalis ellenanyagot és annak szarmazékait.

A CD40 a sejtfelszinen talalhat6 foszforilezett fehérje, mely
kiilonbozd sejttipusokban fejezéddik ki, beleértve a B sejteket, a
B-sejtes rosszindulati daganatokat, a follikularis dentritikus
sejteket, a bazalis epitelialis sejteket, €s a karcinémakat. A CD40
a CD40 ligandhoz ("CD40L") k6tédik. A CD40L a gyulladas és a
rakbetegség alatt az aktivalt T-sejteken fejezédik ki [Younes és
mtsai: Br. J. Haematol.,, 100, 135-141 (1998); részletes
Osszefoglalé: Grewal és Flavell: Annu. Rev. Immunol., 16, 111-
135 (1998)]. A CD40 kapcsolata a CD40L-el B-sejt aktivalashoz,
sejtbdl szarmazo6 tumoros vonalaknal a CD40 kozvetitett jelatvitel
aktivalassal eléidézett sejthalalhoz vezethet. Az aktivacios jel
eré6ssége az aktivalassal beinditott tumorsejtek pusztulasanal
kulcsszerepet jatszik [Grafton és mtsai: Cell. Immunol., 182, 45-

56(1997)]. Ezért a receptor-ligand koélcsénhatas megerdsitésénél



és a CD40 és CD40L kozotti jelaktivacido erésség fokozasanal az
Osszetételek és eljarasok a betegségek kezelésében nagy jelen-

téséguek.

A CD40 és a CD40 ligand

A CD40 a TNF receptorcsalad egyik alcsoportjaba tartozik.
Ez a csalad a kdvetkez6 receptorokat tartalmazza: TNFrIl, CD40,
CD30, LMP-], LTBr, ATAR, OX-40 és 4-1BB. A CD40 a B-limfoci-
takon, a makrofagokon és a dendritikus sejteken folyamatosan
kifejezédik, és citokin aktivalassal a fibroblasztokon, az endothe-
lialis sejteken és az epithelialis sejteken megjelenik [Van Kooten
és Banchereau: Curr. Opin. Imunol., 9, 330-337 (1997)]. A
CD40-r61 azt is kimutattak, hogy szamos human karcinéman
kifejezédik, mint példaul a tiidd, holyag, gyomor, mell és ovarialis
rakokon [Stamenkovic és mtsai: EMBO J., 8, 1403-1410 (1989)].

A CDA40 ligandja az aktivalt T-sejteken kifejez6dé membran-
fehérje. A CD40L receptor kotédése a CD40 multimer formajanak
kialakulasat, az aktivacios (az antigénbemutato sejteknél, mint
példaul dendritikus sejtek, monocitak és B-sejtek) valamint a no6-
vekedési és differencialodasi jelek (a citokinnel aktivalt fibro-
blasztoknal és epithelialis sejteknél) kialakulasat eredményezi. A
CDA40 jelek a multimerré alakitott receptorokrol TNF receptorral
kapcsolt faktorok ("TRAF-k") felerésitésével tovabb jutnak [Kehry:
J. Immunol., 156, 2345-2348 (1996)]. A TRAF-ok alosztalya a
TNF-ek csaladjaval kulénb6z6 moédon kertil kélcsénhatasba,

beleértve a CD40-et, ezzel a szabalyzas széles valasztékat feloleld



"downstream" utjainal stimulaciot biztosit. A TRAF1 és a TRAF2
az apoptoézis modositasaban jatszik szerepet [Speiser és mtsai: J.
Exp. Med. 185, 1777-1783 (1997); Yeh és mtsai:: Immunity, 7,
715-725 (1997)]. A TRPF 2, 5, és 6 proliferacios és aktivalasi ese-
ményekben vesznek részt, beleértve az NF-kB és c-Jun N-termi-
nalis kinaz aktivalast. Norméalis esetben a B-sejtek, a CD40, a
TRAF2 és TRAF3 megerdsitoket a receptorhoz kétik és a tobbi
TRAF csokkentését indukaljak [Kuhune és mtsai: J. Exp. Med.,
186, 337-342 (1997)]. A CD40 kotés hatasa a membran
suruségétél is fiigg [De Paoli és mtsai: Cytometry, 30, 33-38
(1997)]. Fontos, hogy a proliferaciés valasz, nem Ggy mint a nor-
mal elsédleges B-sejteknél, a neoplasztikus B-sejteken a CD40
kotédése a novekedés gatlasat és a indukalt sejthalal aktivalasat
eredményezheti [Funakoshi és mtsai: Blood, 83, 2787-2794
(1994)]. Igy a klilénbozé sejttipusok esetében a CD40 aktivalas, a
transzformacio, a meglévé TRAF-ek és a kostimulalas az aktiva-
lastol és a proliferaciotol a névekedés gatlas és az apoptozis ira-

nyaba kulénbo6zé valaszokat indukalhat.

Anti-CD40 ellenanyagok

Legalabb egy kivétellel a mai napig leirt anti-CD40 mono-
klonalis ellenanyagok ("'mAb-k") harom altalanos csoportba
sorolhatok: (1) melyek a CD40/CD40L kélcsé6nhatast legalabb 90
%-ban blokkoljak és antineoplasztikus tulajdonsagokkal
rendelkeznek [Armitage és mtsai: 5,674,492 szamu Amerikai

Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; Fanslow és mtsai:



Leukocyte Typing V, 1, 555-556 szerkeszt6k Schlossman és
mtsai (1995)]; (2) melyek a CD40 jelatvitelt antagonizaljak
[deBoer és mtsai: 5,677,165 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-
beli szabadalmi bejelentés]; és (3) melyek a jelet a CD40-en
keresztill hordozzak, de a CD40 és a CD40L kozotti
kélcsénhatast nem noévelik, mint példaul a G28-5 [Ledbetter és
mtsai: 5,182,368 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés; WO 96/18413 szamu szabadalmi
bejelentés].

Az egyik mAb, a CD40.4 (5C3)(PharMingen, San Diego,
California), a CD40 és a CD40L ko6zo6tti kélcsénhatast hozzavets-
leg 30-40 %-kal néveli [Schlossman és mtsai: Leukocyte Typing
V: White Cell Differentiation Antigens, 1, 547-556 (1995)].

A CD40-et kifejezé neoplasztikus sejtek kialakulasanak
megakadalyozasara és az ezeket kifejezé kéros sejtek kezelésére
Armitage és munkatarsai [5,674,492 szamu Amerikai Egyestlt
Allamok-beli szabadalmi bejelentés] a CD40 kétéfehérjék haszna-
latat leirtak, beleértve az mAb HuCD40-M2-t, mely képes a
CD40-hez ko6tédni, valamint a CD40 koétédését a CD40L-hez
gatolja.

DeBoer és munkatarsai (5,677,165 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés] olyan anti-CD40
mAb-kat irtak le, melyek mentesek a jelentés agonista aktivitas-
tol, a B-sejtek felszinén a CD40-hez kétédnek és a B-sejtek
aktivalasat blokkoljak. Az egyik szabadalmi bejelentés alapvet6
megfigyelése [5,677,165 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli



szabadalmi bejelentés], hogy az anti-CD40 ko6tédése a normal
human B-sejtek felszinéhez gatolja a normal human B-sejtek
noévekedését vagy differencialodasat.

Ledbetter és munkatarsai [5,182,368 szamu Amerikai
Egyesuilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés] egy olyan ligandot
irtak le (G28-5), mely a B-sejtek felszini BpS0 antigénjéhez (amit
mar CD40-nek hivunk) kétdédik és az aktivalt B-sejteket arra 6sz-
tonzi, hogy a sejtcikluson atmenjenek, ami igy a B-sejtek prolife-
CD40L jelenlétében a B-sejtek aktivalasat nem fokozza, és a
CD40/CD40L kélcsonhatast nem potencialja.

Az S2C6 egy olyan anti-CD40 mAb, melyet human hoélyag
karcinoéma ellen alakitottak ki [Paulie és mtsai: Cancer Immunol.
Immunother., 17, 165-179 1984)]. Az S2C6 a ktilénbo6zé sejttipu-
sokon - beleértve a B-limfocitakat, endothelidlis és epithelialis
sejteket - kifejez6dé CD40 receptorhoz kotédik. Az S2C6-rol
kimutattak, hogy a neoplasztikus urothelium sejtekre és a
malignus limfocitakbdl szarmazé B-sejtekre specifikus. A HS
prosztata karcinéma sejtvonallal mutatott reagalé képességét, és
a melanomaval szemben kifejtett gyenge reagalé képességét
szintén kimutattak [Paulie és mtsai: Cancer Immunol.
Immunother., 17, 165-179 (1984)]. A tanulmanyok arra utalnak,
hogy az S2C6 diagnosztikai markerként a B-sejtes malignus
daganatoknal alkalmazhat6 [Paulie €és mtsai: Cancer Immunol.
Immunother., 17, 165-179 (1984); Paulie és mtsai: Eur. J.
Cancer. Clin. Oncol., 21, 701-710 (1985)]. Tovabba, a malignus
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B-sejtes daganatok kimutatasakor a S2C6-rol kimutattak, hogy a
B-limfocitak részére erés novekedeést eldsegité jeleket szallit
[Paulie és mtsai: J. Immunol., 142, 590-595(1989)].

Az S2C6 a human periférias B-sejteken agonista hatast fejt
g6 hatasan keresztul mutattak ki [Paulie és mtsai: J. Immunol.,
142, 590-595(1989)].

Bar a vetélkedést vizsgalé tanulmanyok az mutattak, hogy
a G28-5 és a S2C6 ellenanyagok azonos vagy egymashoz kozel
1évé epitopokhoz kapcsolodnak, meégis ezek a monoklonalis
ellenanyagok funkcionalisan eltéréek, mivel a mandula B-sejtjein
mutatott stimulaléo hatasuk mértéke mas [Clark és Ledbetter:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 83, 4494-
4498(1986); Ledbetter és mtsai: 5,182,368 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés]. A vizsgalt
specifikus kérulmeények kozott a mandula B-sejtek aktivalasdhoz
a G28-5-hoz viszonyitva szazszor tobb S2C6 sziikséges [Ledbetter
és mtsai: 5,182,368 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés].

A szakirodalomban a rakbetegség megel6zéséhez vagy keze-
léséhez, vagy az immunrendszer aktivalasahoz vagy fokozasahoz,
vagy az immunhiany vagy betegség kezeléséhez vagy megel6zésé-
hez igény van olyan megnoévelt hatékonysaga terapias szerekre,

melyeket a jelen talalmany biztosit.



Az itt megadott barmely hivatkozasra vagy beazonositasra
ugy tekintunk, hogy azok a jelen talalmany elétt nem alltak ren-

delkezésre.

A talalmany 6sszegzése

A szabadalom benyujtéi az anti-CD40 ellenanyagok 4j osz-
talyanak meglepé felfedezésére jutottak, melyek a stimulalo jel
szallitasan kival, a CD40 és a CD40L kozotti kolcsonhatast elé-
segitik, a CD40L kdzvetitett stimulaciét fokozzak és in vivo anti-
neoplasztikus aktivitassal birnak. A szabadalom benyujtéi az
és a CDR, valamint ezek vazrégioinak azonositasaval a fenti
ellenanyagok termelését €és hasznalatat felgyorsitottak.

A jelen talalmany olyan molekulakra vonatkozik, melyek az
S2C6 mAb variabilis régioit vagy ezek egy vagy tobb komplemen-
szekvenciait a kovetkezé szamokon adtuk meg: 3, 4, 8, 9 vagy
10, mely molekulakra jellemzé, hogy (a) a CD40-hez immunspe-
cifikusan kotédnek, és (b) a mnativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest elsédleges aminosav szekvenciajukban egy
vagy tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak, amit a
letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma
szekretal, vagy nem monklonalis S2C6 ellenanyag, amit a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal,
és nem az S2C6 papainnal vagy pepszinnel végzett emésztésének

eredménye. Az egyik specifikus megvalositasi formaban a
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molekulak nem a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyagot jelentik,
és a szoban forgdé S2C6 monoklonalis ellenanyag nativ nehéz-
vagy koénnyulancait nem tartalmazzak. Egy masik specifikus
megvalositasi formaban a molekula ellenanyag. Egy masik
megvaldsitasi formaban az ellenanyag nem IgG1 izotipusu. Egy
masik specifikus megvalositasi formaban a molekula kénnyulanc
varidbilis domént tartalmaz, melynek aminosav szekvenciaja 2,
vagy nehézlanc variabilis domént foglal magaban, melynek
aminosav szekvenciaja 7.

Tovabba a talalmany kiméra/fuziés fehérjékre vonatkozik,
melyeknél az S2C6 mAb fragmense egy masodik fehérje
aminosav szekvenciajahoz kotétt, valamint olyan molekulakra,
melyekben az S2C6 fragmens kovalensen (példaul keresztkotést
kialakito szerrel) egy masik kémiai strukturahoz koététt. Az egyik
specifikus megvalositasi formaban olyan = molekularél
gondoskodunk, mely a CD40-hez immunspecifikusan kapcsolt,
ahol a molekula az S2C6 mAb nehéz- és/vagy kénnyulancanak
variabilis doménjait egy masodik aminosav szekvenciahoz
kapcsoltan tartalmazza, ahol az aminosav szekvencia a bryodin
1-et jelenti (BD1).

A talalmany tovabba olyan fehérjékre vonatkozik, melyek a
2.,3.,4., 7., 8., 9. vagy a 10. szekvenciakkal legalabb 95 %-ban
azonosak, mely fehérjékre jellemzd, hogy (a) a CD40-hez immun-
specifikusan ko6tédnek, és (b) a nativ S2C6 monoklonalis ellen-
anyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzafé-

rési szamu hibridéma szekretal, elsédleges aminosav szekvencia-



jukban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak.
Az egyik specifikus megvaldsitasi formaban a fehérjék nem a
nativ S2C6 monoklonalis ellenanyagot jelentik, és a széban forgé
S2C6 monoklonalis ellenanyag nativ nehéz- vagy kénnyulancait
nem tartalmazzak.

A talalmany tovabba tisztitott fehérjékre vonatkozik, melyek
(a) a CD40 koétédésért a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzafé-
rési szamu hibridéma altal szekretalt S2C6-vel vetélkednek, (b) a
CD40 ligand kotédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal novelik, és
(c) a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letét-
be helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekre-
tal, elsédleges aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb helyet-
tesitést vagy betoldast tartalmaznak, vagy nem monoklonalis
S2C6 ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretal, és nem az S2C6
papainos vagy pepszines emésztésének eredménye.

Az egyik specifikus megvalositasi formaban a fehérjék nem
a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyagot jelentik, és a széban for-
g6 S2C6 monoklonalis ellenanyag nativ nehéz- vagy kénnyulan-
cait nem tartalmazzak. A talalmany tovabba nukleinsav moleku-
lakra, melyek olyan molekuladkat és fehérjéket kodolnak, vagy
olyan DNS-hez hibridizalnak, melyek az ilyen fehérjéket kédolo
nukleinsav szekvenciat tartalmazzak; az ilyen molekulakat és
fehérjéket tartalmazo rekombinans sejtekre; €s az ilyen fehérjék

eloallitasi eljarasaira vonatkozik.
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Az egyik megvalésitasi formaban az elkuloénitett nukleinsa-
vak a kovetkez6 fehérjéket kodoléo nukleotid szekvenciakkal ren-
delkeznek: (a) az S2C6 monoklonalis ellenanyag nehézlancanak
variabilis doménja, ahogy azt a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretalja, és (b) a human allandé
Té€gio.

Az egyik megvalositasi formaban az elkiilonitett nukleinsa-
vak a kovetkezo fehérjéket k6dolo nukleotid szekvenciakkal ren-
delkeznek: (a) az S2C6 monoklonalis ellenanyag kénnyulancanak
variabilis doménja, ahogy azt a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridéma szekretalja, és (b) a human allandé
régio.

A talalmany tovabba a fehérjét kodolo nukleinsav szekven-
ciabol allo rekombinans nukleinsav vektort tartalmazé rekombi-
nans sejtekre vonatkozik, ahol a fehérje a CD40 kétédésért a le-
tétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma altal
szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal vetélkedik, és ahol a
fehérje a CD40 ligand koétédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal
noveli. A talalmany az ilyen fehérjéket termeld eljarasokat bizto-
sit, olyan sejtekkel, melyekben a fehérje kifejezédik, és a talal-
many a kifejezett fehérje kinyerését is feldleli.

A taladlmany tovabba az 1., 6., 11., 12., 13,, 14. vagy a 15.
szekvenciakat felolel6 rekombinans nukleinsav vektorokat tartal-
mazd rekombinans sejtekre, valamint a nukleinsav szekvenciak
altal meghatarozott fehérjék sejtekkel térténé kifejezésére és a

kifejezett fehérjék kinyerésére vonatkozik.
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A jelen talalmany molekulainak és ellenanyagainak gyogy-
szerészeti 6sszetételeirél elényosen tisztitott formaban gondosko-
dunk. A sajatos megvaldsitasi formakban a jelen talalmany
gyogyszerészeti 6sszetételekre vonatkozik, melyek a 2., 3., 4., 7.,
8., 9. vagy 10. szekvenciaju molekulakat tartalmazza, mely mole-
kulakra jellemzé, hogy (i) a CD40-hez immunspecifikusan koétéd-
nek, (ii) a CD40 ligand CD40-hez k6tédését novelik, és (iii) a nativ
S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal,
els6dleges aminosav szekvenciagjukban egy vagy tobb
helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak, valamint az
Osszetételek gyogyszerészetileg elfogadhato hordozot
tartalmaznak. Egy specifikus megvaldsitasi formaban a molekula
nem tartalmazza az S2C6 monoklonalis ellenanyag és a széban
forgd S2C6 monoklonalis ellenanyag nativ nehéz-, vagy
kénnyulancat.

A talalmany tovabba tisztitott fehérjét tartalmazd gyogysze-
részeti 0sszetételekre vonatkozik, mely fehérjére jellemz6, hogy (i)
a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma
altal szekretalt S2C6 és a CD40 koétédésben vetélkedik, (ii) a
CDA40 ligand koétédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal noéveli, és
(iii) a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a le-
tétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamua hibridoma
szekretal, elsédleges aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb
helyettesitést vagy betoldast tartalmaz, vagy nem monoklonalis

S2C6 ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozza-



]2 ote 00:. ". lo:o 0...

férési szamu hibridoma szekretal, és nem az S2C6 papainos vagy
pepszines emésztésének eredménye, valamint az Osszetételek
gyogyszerészetileg elfogadhatdé hordozot tartalmaznak. Egy speci-
fikus megvalositasi formaban a fehérje nem a nativ S2C6 mono-
klonalis ellenanyag és a szoban forgdé S2C6 monoklonalis ellen-
anyag nativ nehéz-, vagy kénnyulancat nem tartalmazza.

Egy specifikus megvalositasi formaban a jelen talalmany
gyogyszerészeti 6sszetételei a jelent talalmany molekulait vagy el-
lenanyagait tartalmazzak olyan mennyiségben, ami a rakbeteg-
ség kezelésére vagy megelézésére elegendd, vagy olyan hatasos
mennyiségben, ami az immunvalasz aktivalasahoz vagy fokozasa-
hoz megfelel, vagy olyan mennyiségben, amivel a szubjektum
immunvalasza aktivalodik vagy fokozodik.

A jelen talalmany egyik specifikus megvaldsitasi formajaban
a gyogyszerészeti 6sszetétel a CD40 ligandot is tartalmazza. Egy
specifikus megvalositasi formaban a gyogyszerészeti 0sszetétel a
rak- vagy az immunbetegségek kezelésére vagy megelézésére,
vagy az immunvalasz aktivalasara vagy fokozasara hatasos
mennyiségben a koévetkezéket tartalmazza: (a) a CD40-hez im-
munspecifikusan koétédé molekula, mely a CD40-nek a CD40
ligandhoz valé kétédését noveli; (b) a CD40 ligand; és (c) gyogy-
szerészetileg elfogadhato hordozo. Ebben a megvalésitasi forma-
ban példaul a molekula lehet a nativ S2C6 mAb vagy a nativ 5C3
vagy egy itt leirt S2C6 szarmazék. A talalmany tovabba a
szubjektumnal a rakbetegség gyogyitasi vagy megel6zési, a

szubjektumnal az immunvalasz aktivalasi és fokozasi, vagy a
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szubjektumnal az immunhiany vagy a betegség kezelési és
megel6zési eljarasaira vonatkozik, melyek a szubjektumba a 2.,
3., 4., 7., 8, 9. vagy 10. szekvenciaju molekulak beadasat
terapiasan hatasos mennyiségben tartalmazzak, mely
molekulakra jellemzdé, hogy (i) a CD40-hez immunspecifikusan
koétédnek, (i) a CD40 ligand CD40-hez kotédését legalabb 45 %-
kal novelik, és a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest,
amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu
hibridéma szekretal, elsédleges aminosav szekvenciajukban egy
vagy tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak. Egy
specifikus megvaldsitasi formaban a molekula nem a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyag és a szoban forgé S2C6 monoklonalis
ellenanyag nativ nehéz-, vagy konnyulancat nem tartalmazza.

A talalmany tovabba a szubjektumnal a rakbetegség gyogyi-
tasi vagy megelézései, a szubjektumnal az immunvalasz aktiva-
lasi és fokozasi, vagy a szubjektumnal az immunhiany vagy a be-
tegség kezelési €s megeldzési eljarasaira vonatkozik, melyek a
szubjektumba tisztitott peptid beadasat tartalmazzak, mely pep-
tidre jellemzé, hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzafé-
rési szamu hibridoma altal szekretalt S2C6 és a CD40 kotoédés-
ben vetélkednek, (ii)) a CD40 ligand kotédését a CD40-hez lega-
labb 45 %-kal novelik, és (iii) a nativ S2C6 monoklonalis ellen-
anyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozza-
férési szamu hibridoma szekretal, els6dleges aminosav szekven-
cijjukban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaz-

nak, vagy nem monoklonalis S2C6 ellenanyag, amit a letétbe he-



14 eee T2 LttreeLLe

lyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma szekretal, és
nem az S2C6 papainos vagy pepszines emésztésének eredménye.
Egy specifikus megvaldsitasi formaban a fehérje nem a nativ
S2C6 monoklonalis ellenanyag és a szoban forgé S2C6 monoklo-
nalis ellenanyag nativ nehéz-, vagy kénnyutlancat nem tartalmaz-
za.

A jelen talalmany egyik specifikus megvaldsitasi formajaban
a modszerek a CD40 ligand szubjektumba toérténé beadasat
tartalmazzak.

A talalmany tovabba a szubjektumba a rakbetegség vagy az
immunbetegség gyogyitasahoz vagy megelézéséhez a szoban
forgd kezeléshez vagy megelézéshez elegendé molekulak
beadasat tartalmazza, mely molekulak (a) a CD40-hez
immunspecifikusan kétédnek, mikézben ez a molekula a CD40
kotédését a CD40 ligandhoz noéveli; és (b) a CD40 ligand; mely
esetben a molekula lehet a nativ S2C6 mAb vagy a nativ 5C3
vagy egy itt leirt S2C6 szarmazék.

Egy elényben részesitett megvalositasi formaban a szubjek-
tum ember.

A talalmany tovabba transzgenikus nem-human allatra, né-
vényre vagy elkulonitett sejtre vonatkozik, mely egy vagy tébb fe-
hérjét kodol6 transzgént tartalmaz, mely fehérje a CD40-hez tor-
tén6é kotédésben a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési
szamu hibridéoma altal szekretalt S2C6 monoklonélis ellenanyag-
gal vetélkedik, és amely fehérje a CD40 ligand CD40-hez ko6tédé-
sét legalabb 45 %-kal noveli.



Az abrak rovid ismertetése
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otid (a szekvencia szama: 1) és aminosav (a szekvencia szama: 2)
szekvenciajat megadtuk.

A 2. abra az S2C6 nehézlanc variabilis régidjanak
felépitését mutatja be. A nehézlanc variabilis (*Vu”) régiojanak
nukleotid (a szekvencia szama: 6) és aminosav (a szekvencia
szama: 7) szekvenciajat megadtuk.

A 3A-B. abrak az S2C6 variabilis régidinak struktarajat
mutatjak be. (A) Az S2C6 VL aminosav szekvenciajat (a szekven-
cia szama: 2) megadtuk. (B) Az S2C6 Vy aminosav szekvenciajat
(a szekvencia szama: 7) megadtuk. A komplementaritast megha-
tarozo régiokat ("CDR") alahuztuk. A négy vazrégio szekvenciajat,
a CDR-ek szomszédsagaban bemutattuk. A V. CDR-ek 1-3
részeinek aminosav szekvenciait a 3., 4. illetéleg 5.
szekvenciaszamon adtuk meg. A Vg CDR-ek 1-3 részeinek
aminosav szekvenciai a 8., 9. illetéleg 10. szekvencianak felel
meg.

A 4. abra bemutatja, hogy az S2C6 mAb fokozza a CD40-Ig
kotédését a CD40L-t kifejez6 Jurkat T-sejtekhez. A CD40-Ig (old-
hat6 fuziés fehérje, mely a CD40-b6l és human immunglobulin-
bol all) kotédését a felszini CD40L-hez az anti-CD40 monoklona-
lis ellenanyag ('mAb") folyamatosan névekvé koncentraciéinal

vizsgaltuk. Az mAb-kat egy oraig eldinkubaltuk CD40-Ig-vel,



(]
[LXY]
o o o
* e e
oe
eoee

16

majd 1 éraig a CD40L-t kifejezé célsejtekkel inkubaltuk. A CD40-
Ig kotédését a célsejtekhez fluoreszcein-izotiocianattal jel6lt anti-
human Ig-vel ("FITC"-jel6lt) aramlasi citométerben mutattuk ki. A
CD40/CD40L kotédés meértékét ezutan logaritmikus beosztasu
skalan az atlag fluoreszcencia intenzitas ("MFI”) alapjan hataroz-
tuk meg. Az MFI-bél levont populaciés hatteret szintén feltiintet-
tuk.

Az 5. abra azt mutatja be, hogy az S2C6 mAb az oldhato
CD40L és a B-sejtek felszini CD40-ének kotédését fokozza. A
Ramos B-sejteket, ami egy human B-sejtes limfoma, a kévetkezo
monoklonalis anti-CD40 ellenanyagok névekvd koncentracidival
kezeltik: S2C6, G28-5 vagy M3, vagy kontrollként EXA2-1H8
mAb-t alkalmaztunk. Az mAb-kat 1 o6raig eléinkubaltuk a CD40-
et kifejez6 célsejtekkel. Ezutan a FITC jelolt CD40L kotédését a
B-sejtekhez kozvetlenlll aramlasi citometriaval mutattuk ki. A
CD40/CD40L ko6tédés mértékét ezutan logaritmikus beosztasu
skalan az atlag fluoreszcencia intenzitas ("MFI”) alapjan hataroz-
tuk meg. A populaciés hattérrel korrigalt MFI-ket szintén feltiin-
tettuk.

6. abra: Az S2C6 a primer human periférias B-sejtek proli-
feracios valaszat CD40L stimulator sejtek és anti-CD40 mAb je-
lenlétében fokozza. A periférias B-sejteket (1x105/lyuk) névekvé
szamban nem-proliferalo CD40L Jurkat T stimulator sejtekkel és
ezen kivul a kévetkezé anti-CD40 monoklonalis ellenanyagokkal

(30 ng/ml) kombinaltuk: S2C6, G28-5 vagy M3, vagy kontroll-
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ként EXA2-1H8 mAb. A B-sejtek proliferaciéjat SH-TdR beéptilés-
sel a stimulus alkalmazasat kévetéen a 72. éraban vizsgaltuk.

7. abra: Az elsédleges human periférias B-sejtek prolifera-
cios valaszanak egybevetése az anti-CD40 mAb-vel CD40L jelen-
létében, vagy hianyaban: A periférias B-sejteket nem-proliferalé
CD40L stimulator sejtekkel meghatarozott 4:1 aranyban egyesi-
tettiik, és novekvé koncentraciéban a kévetkezé anti-CD40 mAb-
kkel kezeltik: S2C6, G28-5 vagy kontrollként EXA2-1H8. A B-
koévetéen a 72. éraban vizsgaltuk.

8A-C. abrak: Az S2C6 mAb antitumor aktivitasa in vivo:

Az S2C6 antitumor aktivitasat (A) Ramos human B sejteken, ez
egy non-Hodgkin-féle limfoma, (B) HS Sultan toébbszérés mielo-
man, vagy (C) IM-9 t6bbszérés mieloman vizsgaltuk. A SCID ege-
reket (5/csoport) a természetes oOldaktivitas ("NK") gatlasa
érdekében anti-aszialo-GM1-gyel vagy elékezeltiik, vagy nem, és
az 1-106-2x106 tumorsejttel végzett inkubaciot kovetéen az els6
és az 5. napon mAb-val kezeltiik. A folyamatos vonalak idében az
egerek szambeli tulélését mutatjak.

9. abra: A BD1-S2C6 sFv ELISA-val vizsgalva a roégzitett
CD40-Ig-hez specifickusan kétédik: A BD1-52C6 sFv-t (egylanca
anti-CD40 immuntoxin, melyben a bryodin 1 (BD1) az S2C6 mo-
ként E.coli-ben expresszaltattuk, majd denaturaltuk és hagytuk
ismételten feltekeredni. Az igy feltekeredett fehérjét ezutan Blue

Sepharose-on elkulénitettiik, majd CD40-Ig-vel toltétt oszlopon



affinitas kromatografianak vetettiik ala. A tisztitott fehérje kot6-
dését ezutan ELISA-val, k6tott CD40-Ig-n vizsgaltuk. A mikrotiter
lemezeket 0,5 pg/ml CD40-Ig-vel fedtiik, majd a tisztitott BD1-
S2C6 higitasait adtuk hozza, a koévetkezé monoklonalis ellen-
anyagok jelenlétében: 25 pg/ml S2C6 mAb (4), 25 ug/ml BR96
kontrol ellenanyag (o), vagy az ellenanyag feleslege nélkul (0). A
BD1-52C6 sFv kotédését a rogzitett receptorhoz BD1-specifikus
nyul antiszérum, majd tormaperoxidazzal konjugalt kecske anti-
nyul Ig hozzaadasaval vizsgaltuk. A BD1-S2C6 sFv koétédése a
CD40-Ig-hez teljes mértékben gatolhatoé az S2C6 mAb feleslegé-

nek hozzaadasaval, de a kontroll mAb hozzaadasaval nem.

A talalmany részletes leirasa

A jelen talalmany az S2C6 gének altal koédolt fehérjékre és
azok nukleotid szekvenciaira vonatkozik. A talalmany tovabba az
S2C6 fehérjék és nukleinsavak fragmenseire és mas szarmazé-
kaira és analdgjaira vonatkozik. Szamos specifikus megvalositasi
formaban a talalmany molekulai (példaul ellenanyagok) az S2C6
mADb egészét vagy részeit tartalmazzak (konnyulanc és/vagy ne-
hézlanc, vagy CDR 1 koénnyulanc (a szekvencia szama: 3),
és/vagy 2 (a szekvencia szama: 4}, és/vagy CDR 1 nehézlanc (a
szekvencia szama: 8), 2 (a szekvencia szama: 9), és/vagy CDR 3
(a szekvencia szama: 10), vagy CDR3 kénnyulanc (a szekvencia
szama: 5) kombinaciéoban barmely mas CDR-rel és/vagy a négy
nehézlanc és a négy konnyulanc egy vagy tébb vazrégioja, feltéve,

hogy az ilyen molekulak nem a nativ S2C6 mAb-t jelentik, ahogy
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azt a PTA-110 hozzaférési szamon letétbe helyeztik, vagy ezek
nehéz- vagy konnyu lancai. Az ilyen molekulak az S2C6 szekven-
ciatol kulonboznek és/vagy transzlaciéo utani modositason estek
at (glikozilezés, amidalas, peptidkotés vagy keresztkdétés nem-
S2C6 szekvenciaval, stb.). A kulénbo6zd specifikus megvalositasi
formakban a talalmany szerinti molekula a CD40-hez immun-
specifikusan koétédik (vagy, ha tobb egységbdl allé valtozatat
létrehozzuk, akkor a CD40-hez immunspecifikusan koétédik), a
nativ S2C6-tal a CD40 kotédésért vetélkedik, és/vagy a CD40L
kotodését a CD40-hez legalabb 45 %-kal, 50 %-kal, 60 %-kal
vagy 65 %-kal noveli. Az ilyen molekulakat kodolo nukleinsavak,
példaul S2C6 fragmensek vagy szarmazékok, szintén a jelen
taldlmany oltalmi korébe tartoznak, valamint azok a
nukleinsavak is, melyek a nativ S2C6 mAb-t kodoljak. A fenti
fehérjék termelését biztositjuk, példaul rekombinans
eljarasokkal.

A talalmany azokra az S2C6 fehérjékre és szarmazékokra is
vonatkozik, Dbeleértve, anélkul, hogy erre korlatoznank
magunkat, a faziés/kiméra fehérjéket, melyek a teljes
hosszisagu S2C6 mAb-vel tarsuldé egy vagy tébb ismert
funkcionalis aktivitast mutatjak. Az ilyen funkcionalis
aktivitasok, anélkil, hogy erre korlatoznank magunkat, a
kovetkezdk: kotédési képesség a CD40-hez, a CD40 jelatviteli

s .

meginditasa), a CD40L és a CD40 ko6z6tti kdlcsénhatas fokozasa,
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a tumoros novekedés gatlasa, és az immunvalasz indukalasi
képessége.

A CD40 ellenanyagokrol a jelen talalmany szintén gondos-
kodik, beleértve az S2C6-ot, szarmazékait, és analdgjait, melyek
anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a kévetkezék: huma-
nizalt ellenanyagok, egylancu ellenanyagok, bispecifikus ellen-
anyagok és kemoterapias szerekhez vagy biologiai valaszokat mo-
dosito szerekhez konjugalt ellenanyagok.

A talalmany tovabba a rakbetegségek, a gyulladasos beteg-
ségek és immunrendszeri betegségek kezeléséhez vagy megel6zé-
séhez szukséges eljarasokra vonatkozik, melyek a talalmany
Osszetételének CD40L-el egyutt, vagy anélkul torténé beadasat
foglaljak magukban.

A talalmanyt a 6-9. részben ismertetett példakon keresztul
mutatjuk be, melyek inter alia a kovetkezéket teszik kozzé: az
S2C6 gének klonozasa és jellemzése; CD40/CD40L kélcsénhatas
potencirozasa; a tumoros novekedés gatlasa; és az egylancu anti-
CD40 immunotoxin CD40-Ig-hez kotédése.

A kozzététel vilagosabba tételéhez, de anélkul, hogy azt kor-
latoznank, a jelen talalmany részletes leirasa a koévetkezé alré-

szekre tagolodik.

Az S2C6 gének elkulonitése
A talalmany az S2C6 nukleinsav szekvenciaira vonatkozik.
Az egyik specifikus megvalositasi formaban az S2C6 nukleinsav

az 1. és 6. cDNS szekvenciat, vagy az S2C6 fehérjét (példaul fe-
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hérje, melynek szekvenciaja 2. vagy 7.) kédolé nukleinsavat tar-
talmazza. A talalmany tisztitott nukleinsavakat biztosit, melyek
legalabb 8 nukleotidja (azaz hibridizal6odé része) az S2C6 gén
szekvenciaja; egy masik megvalositasi formaban a nukleinsav
legalabb 25 (folyamatos) nukleotidot, 50 nukleotidot, 100 vagy
200 nukleotidot tartalmaz az S2C6 génbdl, vagy a teljes hosszu-
masik megvalositasi formaban a nukleinsav hosszban kisebb
mint 50, 75, 100, vagy 200, vagy S000 nukleotid. A nukleinsavak
egyszaluiak vagy kétszaluak lehetnek. A talalmany az el6z6 szek-
venciakhoz vagy azok forditott komplementereihez hibridizalédni
képes nukleinsavakra is vonatkozik, részletesebben az ilyen nuk-
leinsavak azokat a fehérjéket kodoljak, melyek a CD40-nel kap-
csolodnak, az S2C6-tal a CD40 kotédésért vetélkednek, és/vagy
a CD40 ligand kotédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal, 50 %-
kal, 60 %-kal vagy 65 %-kal névelik. Specifikus nézdépontbol
azokrol a nukleinsavakrol gondoskodunk, melyek szekvencijja
legalabb 10, 25, 50, 100, vagy 200 nukleotid hosszban vagy az

S2C6 variabilis régiojat, vagy a kodolo gén teljes kodold

Tovabba az S2C6 fehérjéket, szarmazékait és analogjait ko-
dolo nukleinsavakat is biztositjuk. Ahogy az azonnal nyilvanvalé
az itt hasznalt "az S2C6 fehérje fragmensét vagy részét kodolo
nukleinsav" szakkifejezés azokra a nukleisavakra értelmezhetok,

melyekre itt mint az S2C6 fehérje folyamatos fragmenseit vagy
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részeit kodolo fehérjékre hivatkozunk, és nem azokra vonatkozik,

melyek az S2C6 fehérje tovabbi folyamatos részei.

Klénozasi muveletek

A kovetkezékben az S2C6 gén kléonozasanak specifikus
megvaldsitasi formaival foglalkozunk. Az egyik specifikus megva-
l6sitasi formaban az S2C6-ot termeld hibridémabdl a teljes RNS-t
elkulonitettiik és polimeraz lancreakcioval a kivant variabilis ré-
giok szekvenciait megsokszoroztuk, felhasznalva az itt kézzétett
szekvencian alapulé primereket. Bemutatoé jellegii példaként lasd
a 6. részt. Egy masik példaban az mRNS-t az S2C6 mAb-t
termeld hibridomabdl izolaltuk, és egy olyan expresszios vektorba
épitettiik be (példaul bakteriofag szarmazék), mely a gazdasejtbe
torténé bejuttatas utan képes azt kifejezni. Kilonb6zé szluirési
vizsgalatokkal ezutan a kifejezett terméket kivalaszthatjuk. Az
egyik megvaldsitasi formaban a kivalasztas a jelélt probahoz
torténé hibridizalas alapjan végezheté el, mely az S2C6 gén
részét, RNS-ét vagy fragmensét képviseli [Benton és Davis:
Science, 196, 180 (1977); Grunstein és Hogness: Proceedings of
the National Academy of Sciences, USA 72, 3961 (1975)]. Ezek a
DNS fragmensek a prébaval az alapveté homolégia miatt
hibridizalnak. Az 1is lehetséges, hogy restrikciés enzimes
emésztésekkel a megfelel6 fragmenseket azonositsuk, és igy a
fragmensek méretét az ismert rendelkezésre &ll6 restrikcids
térképpel egybevethetjuk. A tovabbi izolalas a gén tulajdonsagai

alapjan végezhetd el.
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Alternativaként a kivant gén jelenléte a kifejezett terméké-
nek fizikai, kémiai vagy immunolégiai tulajdonsagai alapjan mu-
tathat6 ki. Példaul a cDNS klonok, vagy a DNS klonok, melyeket
a megfelel6 mRNS-ekkel valo hibridizaciéval valasztunk ki, izolal-
hatok és kifejezheték olyan fehérjék termelése érdekében, ame-
lyek az S2C6 fehérje ismert tulajdonsagaihoz, példaul elektrofo-
retikus vandorlasukban, izoelektromos fokuszalasi viselkedéstk-
ben, proteolitikus hasitasi térképuiikben vagy funkcionalis aktivi-
tasukban, hasonlék, vagy azok tulajdonsagaival megegyeznek.
Példaul a CD40 kotéképessége ELISA (enzimmel kapcsolt
immunszorbens vizsgalati modszer) tipusu eljarassal
kimutathato.

Az S2C6 gén mRNS szelekcidval is azonosithatd, felhasznal-
va a nukleinsavak hibridizacigjat az in vitro atirast kévetéen. Eb-
ben a folyamatban a komplementer mRNS izolalasahoz a frag-
menseket a hibridizalasnal hasznaljuk fel. Az izolalt mRNS-ek
izolalt termékeinek, in vitro transzlacios termékeinek funkcionalis
vizsgalati modszerei (p€ldaul a CD40 kotédés, stb.) azonositjak az
mRNS-t, és igy azokat a komplementer DNS fragmenseket, me-
lyek a kivant szekvenciakat tartalmazzak.

Egy masik megvalositasi formabban az S2C6 cDNS az itt
kozzétett szekvencia alapjan kémiailag szintetizalhat6. Az S2C6
gén izolalasanak mas eljarasai, melyek a szakirodalomban jartas
szakemberek szamara ismertek, szintén alkalmazhatok.

Az azonositott és elkulonitett S2C6 gén/cDNS ezutan a

megfelel6 klonozé vektorba beépitheté. A szakirodalomban ismert
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szamos vektor-gazda rendszer felhasznalhaté. A lehetséges vek-
torok, anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a kovetkezék:
plazmidok vagy modositott virusok, azzal a feltétellel, hogy a vek-
torrendszernek az alkalmazott gazdasejttel 6sszeférhetének kell
lennie. Az ilyen vektorok koézé, anélkil, hogy erre korlatoznank
magunkat a koévetkez6k tartoznak: bakteriofagok, mint példaul
lambda szarmazékok, vagy plazmidok, mint példaul pBR322 vagy
pUC plazmid szarmazékok, vagy a Bluescript vektor (Stratagene).
Az inszertalas a klonozo vektorba példaul a DNS fragmens klono-
z6 vektorba ligalasaval hajthato végre, mely folyamatnal mind a
DNS fragmens, mind a klénozé vektor komplementer ragadoés
végekkel rendelkezik. Bar, ha a DNS fragmensekhez a komple-
menter restrikcios helyeket hasznaljuk, akkor a DNS molekula
végei enzimatikusan modosithaték. Alternativaként barmely Ki-
vant hely a DNS végéhez térténé kapcsolé nukleotid szekvenciak
(linkerek) ligalasaval allithato eld; ezek a ligalt linkerek a restrik-
ciés endonukleaz felismerd szekvenciait kodolé kémiailag szinte-
tizalt oligonukleotidok. Egy alternativ eljarasban a hasitott vektor
és az S2C6 gén homopolimer farokképzéssel, vagy a megfelel6
szekvenciat tartalmazo primerekkel PCR-rel médosithaté. A re-
kombinans molekulak a gazdasejtekbe transzformaciéval, transz-
fekcioval, infekcioval, elektroporacioval stb. ugy juttathatok be,
hogy a gén szekvenciaja sok képiaban kialakuljon.

Egy alternativ eljarasban a kivant gén "shot gun" moédszer-
rel azonosithato és izolalhaté, miutan az alkalmas klénoz6 vek-

torba a DNS-eket beépitettiik. Példaul a kivant gén gazdagitasa,
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mielétt a klonozé vektorba beépitenénk, méreten alapulo frakcio-
nalassal végezheto el.

A specifikus megvalositasi formakban a gazdasejtek rekom-
binans DNS-sel térténé transzformalasa, mely az elkutlonitett
S2C6 gént, cDNS-t vagy szintetizalt DNS szekvenciat foglalja ma-
gaban, a gén szamos kopidjanak eléallitasat eredményezi. Igy a
transzformansok novesztésével, a transzformansokbél a rekombi-
nans DNS molekulak izolalasaval, és ha sziikséges, akkor az izo-
lalt rekombinans DNS-bél az inszertalt gén kinyerésével a gén
nagy mennyiségben megkaphato.

A jelen talalmany altal biztositott S2C6 szekvenciak alapve-
téen ugyanazokat az aminosav szekvenciakat kodolé nukleotid
szekvenciakat oOlelik fel, melyek a nativ S2C6 variabilis
kodolé nukleotid szekvenciakban megtalalhaték, valamint az
S2C6 azon szarmazékainak vagy analdgjainak szekvenciait,

melyeket az alabbiakban leirtunk.

Az S2C6 gének kifejezése

Az S2C6 fehérjét vagy annak funkcionalisan egyenértéku
fragmenseit vagy mas szarmazékait kodolé nukleinsav szekven-
ciak megfelel6 expresszios vektorba épitheték, azaz olyan
vektorokba, melyek a beépitett gén koédolé szekvenciajanak

elemeit tartalmazzak. A sziikséges transzkripcios €s transzlacios
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jelek a nativ S2C6 génnel és/vagy az azt hatarolé régidokkal
biztosithatok.

A fehérjét kodolo szekvencia kifejezéséhez szamos gazda-
vektor rendszer alkalmazhat6. Ezek k6zé, anélkul, hogy erre kor-
latoznank magunkat a kovetkezdk tartoznak: emldés sejt-rend-
szerek, melyeket virussal fertéznek (példaul vakcinia virus, ade-
novirus, stb.); virussal fert6z6tt rovarsejt rendszerek (példaul ba-
kulovirus); mikroorganizmusok, mint példaul éleszté vektorokat
tartalmazo éleszték, vagy bakteriofaggal, DNS-sel, plazmid DNS-
sel vagy kozmid DNS-sel transzformalt baktériumok; transzgeni-
kus novények vagy transzgenikus nem-human allatok. A vekto-
rok expresszios elemei erésségukben és specifitasukban valtoz-
hatnak. Az alkalmazott gazda-vektor rendszertél figgéen szamos
megfeleld transzkripcios vagy transzlacids elem alkalmazhaté.

A vektorba a DNS fragmensek beépitéséhez az el6zéekben
leirt eljarasok barmelyike a kiméra gént tartalmazé expresszios
vektor konstrukcio kialakitasahoz felhasznalhato, mely a megfe-
lelé transzkripciés/transzlacios szabalyozasi jeleket és a fehérjét
kodolo szekvenciat tartalmazza. Ezek az eljarasok in vitro rekom-
binans DNS-t és szintetikus technikakat és in vivo rekombinan-
sokat (genetikai rekombinacid) Olelhetnek fel. Az S2C6 fehérjét
vagy peptidfragmenst kodolé nukleinsav szekvencia expresszidja
egy masodik nukleinsav szekvenciaval ugy szabalyozhato, hogy
az S2C6 fehérje vagy peptid a rekombinans DNS molekulaval
transzformalt gazdaban kifejezédjon. Példaul az S2C6 fehérje ki-

fejezése a szakirodalomban ismert barmely promoter/enhancer
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elemmel szabalyozhat6. A nem nativ S2C6 gén promoterek, me-
lyekkel az S2C6 gén kifejezédése szabalyozhato, anélkul, hogy
erre korlatoznank magunkat, a kovetkezék: az SV40 korai
promoter régié [Benoist és Chambon: Nature, 290, 304-310
(1981)], a Rous szarkéma virus 3' hossza terminalis
ismétlédésének promotere [Yamamoto és mtsai: Cell, 22, 787-
797 (1980)], a herpesz timidinkinaz promoter [Wagner és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 78, 1441-
1445 (1981)], a melatonin gén szabalyozo6 szekvenciai [Brinster és
mtsai; Nature, 296, 39-42 (1982)]; prokarita expresszios
vektorok, mint példaul a 3-laktamaz promoter [Villa-Kamaroff és
mtsai: Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 75,
3727-3731 (1978)], vagy a lac promoter [DeBoer és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 80, 21-
25(1983); "Useful proteins from recombinant bacteria", Scientific
American, 242,:74-94(1980)]; a nopalin szintetaz promoter
régiojat tartalmazé noévényi expresszios vektorok [Herrera-
Estrella és mtsai: Nature, 303, 209-213] vagy a kelvirag mozaik
virus 35S RNS promotere [Gardner és mtsai: Nucleic Acids
Research 9, 2871 (1981)], és a fotoszintetikus enzim ribuloz-
bifoszfat-karboxilaz promotere [Herrera-Estrella és mtsai: Nature
310, 115-120 (1984)]; az éleszt6 vagy mas gomba promoter
elemei, mint példaul a Gal 4 promoter, az ADC
(alkoholdehidrogenaz) promoter, PGK (foszfoglicerol kinaz)
promoter, alkalikus foszfataz promoter, és a koévetkez6 allati

eredetu transzkripcios szabalyozasi régiok, melyek
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szbvetspecifitast mutatnak és transzgenikus allatokban
alkalmazhatdok: elasztaz I gén szabalyozo régidja, amely a
hasnyalmirigy acinaris sejtjeiben aktiv [Swift és mtsai: Cell, 38,
639-646 (1984); Ornitz és mtsai: Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol.,, 50, 399-409 (1986); MacDonald: Hepatology, 7,
425-515 (1987)]; a hasnyalmirigy béta sejtjeiben aktiv szabalyozo
régi6 [Hanahan: Nature, 315, 115-122 (1985)], a limfoid
sejtekben aktiv immunglobulin gént szabalyozé régié [Grosschedl
és mtsai: Cell, 38, 647-658(1984); Adames és mtsai: Nature, 318,
533-538 (1985); Alexander és mtsai: Molecular & Cellular Biology
7, 1436-1444 (1987), a tesztikularis, emld, limfoid és
hizosejtekben aktiv emlés virusok szabalyozé régioi [Leder és
mtsai: Cell, 45, 485-495 (1986)], a majban aktiv albumin gén
szabalyoz6 régidja [Pinkert és mtsai: Genes and Devel., 1, 268-
276(1987)], a majban aktiv alfa-fetoprotein gén szabalyozé régi6ja
[Krumlauf és mtsai: Molecular & Cellular Biology S, 1639-1648
(1985); Hammer és mtsai: Science, 235, 53-58 (1987)]; a majban
aktiv alfa 1-antitripszin gén szabalyozo régigja [Kelsey és mtsai:
Genes and Devel., 1, 161-171(1987)], béta-globin gén szabalyozo
régioja, mely a mieloid sejtekben aktiv [Mogram és mtsai: Nature,
315, 338-340(1985); Kollias és mtsai: Cell, 46, 89-94 (1986); az
agy oligodendrocita sejtjeiben aktiv bazikus fehérje génjének
szabalyozo régidja [Readhead és mtsai: Cell, 48, 703-712 (1987)];
a vazizmokban aktiv miozin kénnyulanc gén szabalyozo régioja

[Sani: Nature, 314, 283-286 (1985)], a hipotalamuszban aktiv
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gonadotropin kibocsaté hormon szabalyozé régidja [Mason és
mtsai: Science, 234, 1372-1378 (1986)].

Egy specifikus megvaldsitasi formaban az alkalmazott vek-
tor az S2C6 gén nukleinsav szekvenciajahoz mukédésében kétot-
ten promotert, egy vagy tobb replikacios kezdépontot és
szabadon megvalaszthatéoan egy vagy tobb szelekciés markert
(példaul antibiotikum rezisztencia gént) tartalmaz.

Az S2C6 gént tartalmazé expressziés vektorok harom
altalanos eljarassal azonosithatok: (a) nukleinsav hibridizalas; (b)
a "marker" gén funkciojanak jelenléte vagy hianya; és (c) a beé-
pitett szekvenciak kifejezése. Az els6 megkdzelitésben a beépitett
S2C6 gén jelenlétét egy expresszios vektorban nukleinsav
hibridizacioval lehet kimutatni, felhasznalva olyan prébakat,
melyek a beépitett S2C6 génnel homolég szekvenciat
tartalmaznak. A masodik megko6zelitésben a rekombinans
vektor/gazda rendszert bizonyos "marker" gén funkciok
jelenlétének vagy hianyanak alapjan lehet kimutatni (példaul
timidinkinaz aktivitas, antibiotikum rezisztencia, transzformacios
fenotipus, a bakulovirusnal zarvanytest képzdédés, stb.) amit az
S2C6 gén vektorba épitése okoz. Példaul, ha az S2C6 gént a
vektor markergén szekvenciajaba inszertaljuk, akkor az S2C6
inszertet tartalmazé rekombinansok a markergén funkciéjanak
megléte vagy hianya alapjan azonosithatok. A harmadik
megkozelitésben a rekombinans expressziéos vektorok a re-
kombinansok altal kifejezett S2C6 termék vizsgalataval azonosit-

hatok. Az ilyen vizsgalati eljarasok példaul a kovetkezé6kén ala-
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pulnak: az in vitro vizsgalati rendszerben az S2C6 fehérje fizikai
vagy funkcionalis tulajdonsagain, példaul a CD40L és a CD40
kotédés stimulalasan; a normalis B-sejtek proliferacidjanak sti-
mulalasan; a tumoros névekedés gatlasan.

Ha egyszer az adott rekombinans DNS molekulat azonosi-
tottuk, akkor a szakirodalomban ismert szamos eljarassal meg-
sokszorozhato. Ha a megfelelé6 gazdarendszert és novesztési ko-
rulményeket kialakitottuk, akkor a rekombinans expresszios
vektorok nagy mennyiségben felszaporithatok és eldallithatok.
Ahogy azt az elé6zéekben megmagyaraztuk, az alkalmazhaté
rekombinans vektorok vagy szarmazékaik, anélkill, hogy erre
korlatoznank magunkat, a kovetkezék: human vagy allati
virusok, mint példaul vakcinia virus vagy adenovirus; rovar
virusok, mint példaul bakulovirus; éleszté vektorok, bakteriofag
vektorok (példaul lambda fag), és plazmid és kozmid DNS
vektorok, hogy csak néhanyat emlitstink.

Tovabba olyan gazdasejt vonalakat valaszthatunk, melyek a
kivant specialis moédon a beépitett szekvenciak expressziéjat mo-
dositjak, vagy a génterméket modositjak és alakitjak. Bizonyos
promoterekkel végzett kifejezés bizonyos indukalé anyagok jelen-
létében fokozhato; igy a géntechnikai moédszerekkel kialakitott
S2C6 fehérje kifejezése szabalyozhat6. Tovabba a ktilénb6zé gaz-
dasejteknek a transzlacios és a transzlacié utani mechanizmusai
és modositasai (pé€ldaul a fehérje glikozilezése, foszforilezése)
jellegzetesek és specifikusak. A megfelelé sejtvonalak vagy gazda-

sejt rendszerek a kifejezendé idegen fehérje kivant modositasa és



31

alakitasa érdekében megvalaszthatok. Példaul a bakterialis
rendszerekben az expresszio nem-glikozilezett alapfehérje termék
termeléséhez hasznalhato. Az élesztékben végzett kifejezés gli-
kozilezett terméket eredményez. Az emldés sejtekben az
expresszi6 a  heterolog fehérje "nativ' glikozilezéséhez
hasznalhat6. Tovabba, a kulénb6zé vektor/gazda rendszerek az
alakité folyamatokat kt1lonb6z6 mértékben befolyasoljak.

A specifikus megvalositasi formakban a kifejeztetett S2C6-
vel rokon fehérjék ellenanyagok vagy azok fragmensei vagy szar-
mazékai. A rekombinans ellenanyag rekombinans koénnyulanc
variabilis domént, rekombinans nehézlanc variabilis domént vagy
mindkettét tartalmazhat. Az egyik specifikus megvaldsitasi for-
maban mind a kénnyU-, mind a nehézlancot vagy ezek szarmazé-
kait rekombinans sejtekkel fejeztetjiikk ki [Boss és mtsai:
4,816,397 szamu Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi
bejelentés (1989)]. A fehérjét kodolo szekvencia kifejezéséhez sza-
mos gazda-vektor rendszer alkalmazhaté. Ezek ko6zlll, anélkiil,
hogy erre korlatoznank magunkat, a koévetkezéket emlitjuk: vi-
russal fert6z6tt emldés sejtrendszerek (példaul vakcinia virus,
adenovirus, stb.); virussal fert6zott rovarsejt rendszerek (példaul
bakulovirus); mikroorganizmusok, mint példaul éleszté vektort
tartalmazo éleszté, vagy bakteriofaggal, DNS-sel, plazmid DNS-
sel, vagy kozmid DNS-sel transzformalt baktériumok;

transzgenikus névények vagy transzgenikus nem-human allatok.

A géntermékek azonositasa €s tisztitasa
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Egy sajatos szempontb6l a talalmany az S2C6 fehérjéket
vagy azok fragmenseit vagy szarmazékait biztositja, melyek a
komplementaritast meghatarozé régiot (CDR) tartalmazzak,
amelyek maskulonben funkcionalisan aktivak, valamint a
talalmany az el6zéeket kodoléo nukleinsav szekvenciakat is
feloleli. A '"funkcionalisan aktiv' S2C6 anyag, ahogy azt itt
hasznaltuk, olyan anyagra vonatkozik, mely a teljes hosszusagu
(nativ) S2C6 fehérje egy vagy tébb funkcionalis aktivitasat
mutatja, példaul a CD40-hez koétédik; a normalis B-sejtek
ligand CD40-hez kotédését legalabb 45 %-kal néveli.

A specifikus megvalésitasi formakban a talalmany az S2C6
fragmenseir6l, melyek legalabb 6 aminosav, 10 aminosav, 20
aminosav, 50 aminosav, 75 aminosav vagy legalabb 100
aminosav hosszusaguak, és az ezeket kodolo nukleinsavakrol
gondoskodik.

Ha egyszer mar az S2C6 gént kifejez6 rekombinanst azono-
sitottuk, akkor a géntermék analizalhaté. Ez elérhet6 a termék fi-
zikai vagy funkcionalis tulajdonsagain alapuldé vizsgalati
modszerrel, beleértve a radioaktiv jelolést, melyet
gélelektroforézises analizis kovet, immunvizsgalati eljarast, a
CD40-hez kotédésének eldésegitését, a tumoros novekedés
gatlasat, stb.

Ha az S2C6 fehérjét azonositottuk, akkor standard eljara-

sokkal elkuldnitheté és tisztithato, beleértve a kromatografiat
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(példaul ioncseréld, affinitas, és méreten alapul6 kromatografiat)
centrifugalast, az eltéré oldékonysagon alapul6 eljarast, vagy
barmely standard fehérjetisztitasi technikat. A funkcionalis
tulajdonsagok barmely megfelel6 modszer segitségével.

Alternativaként az S2C6 fehérje vagy annak szarmazéka az
itt kozzétett szekvencia alapjan a szakirodalomban ismert stan-
dard kémiai modszerrel szintetizalhaté [Hunkapiller és mtsai:
Nature, 310, 105-111 (1984)].

A jelen talalmany egyik specifikus megvalodsitasi formajaban
az ilyen S2C6 fehérjék, fuiggetlenul attél, hogy rekombinans DNS
technikakkal vagy kémiai szintetikus moédszerekkel allitottak eld,
vagy a nativ fehérjéket tisztitottak, anélkul, hogy erre korlatoz-
nank magunkat, a kovetkezdk: melyek elsédleges aminosav szek-
venciaja részben vagy teljesen a 3A-B. abrakon feltlintetett ami-
nosav szekvencidkkal (a szekvenciak szama: 2 és 7), valamint
ezek fragmenseivel, szarmazékaival és analdgjaival, beleértve az

ezekkel homolog fehérjéket, alapvetéen megegyezik.

Az S2C6 gének és fehérjék felépitése
Az S2C6 gének és a talalmany szerinti fehérjék strukturaja
a szakirodalomban ismert kulénb6zé eljarassal analizalhato.

Ezen eljarasok néhany példajat az alabbiakban ismertetjuk.

Genetikai analizis
A klonozott DNS vagy az S2C6 génnek megfelelé6 cDNS-e

anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat a kovetkezé eljarasok-
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kal analizalhato: Southern hibridizaciéo [Southern: Journal of
Molecular Biology 98, 503-517(1975)], Northern hibridizacio
[Freeman és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 80, 4094-4098 (1983)], restrikcios endonukleaz
térképezés [Maniatis: Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York (1982)] és DNS szekvencia analizis. Ennek megfeleléen a
talalmany az S2C6 gént felismeré nukleinsav prébat is biztositja.
Példaul a polimeraz lancreakcioval (PCR) (4,683,202, 4,683,195
és 4,889,818 szamu Amerikai Egyesuilt Allamok-beli szabadalmi
bejelentések; Gyllenstein és mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 85, 7652-7656 (1988); Ochman és
mtsai: Genetics, 120, 621-623 (1988); Loh és mtsai: Science,
243, 217-220 (1989)], melyet egy S2C6 génre specifikus probaval
végzett Southern hibridizacié kovet a DNS-ben vagy a sejtekbél
szarmazo DNS-ben (példaul hibridéma) az S2C6 gén kimutatasa
lehetévé valik. A PCR eljarason kiviil mas altalanosan ismert
sokszorozasi eljaras is alkalmazhat6. Mind a Southern, mind a
Northern hibridizacié szigoru kértilményei modosithaték azon
nukleinsavak kimutatasanak biztositasa érdekében, melyek a
specifikus S2C6 génproébaval kivant foku rokonsagot mutatnak.

E modszerek modositasai és mas, a szakirodalomban
altalanosan ismert modszerek alkalmazhatok.

A restrikciés endonukleaz térképezés felhasznalhatd az
S2C6 gén genetikai felépitésének durva meghatarozasahoz. A

restrikcios endonukleazos hasitasokkal kapott restrikcios térké-
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pek a DNS szekvencia analizissel megerésitheték. A DNS szek-
vencia analizisek a szakirodalomban ismert barmelyik technika-
val végrehajthatok, beleértve, anélkil, hogy erre korlatoznank
magunkat, a kévetkezé eljarasokat: a Maxam és Gilbert eljaras
[Maxam és Gilbert: Meth. Enzymol., 65, 499-560(1980)], a
Sanger didezoxi eljaras [Sanger és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 74, 5463 (1977)], a T7 DNS
polimeraz hasznalata [Tabor és Richardson: 4,795,699 szamu
Amerikai Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés], vagy az
automatikus DNS szekvenator alkalmazasa (példaul Applied

Biosystems, Foster City, California).

A fehérjék analizise

Az S2C6 fehérje aminosav szekvenciaja a DNS szekvencia-
bol levezethetd, vagy alternativaként kozvetlentil a fehérje
szekvenalasabol, példaul automatikus aminosav szekvenatorral.
Az S2C6 fehérje szekvenciaja hidrofilitast vizsgalo eljarassal
tovabb jellemezhetdé [Hopp és Woods: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 78, 3824(1981)]. A hidrofilitasi profil
felhasznalhatéo az S2C6 hidrofob és a hidrofil (potencialisan
immunogén) régidinak meghatarozasahoz, valamint az ezeket a
regiokat kodolo megfelelé génszekvenciak kikévetkeztetéséhez. A
masodlagos, strukturalis analizis [Chou ¢és Fasman,
Biochemistry, 23, 222 (1974)] szintén elvégezheté, mellyel az
S2C6 fehérje azon régidit azonosithatjuk, melyek a masodlagos

szerkezetre specifikusak. A szakirodalomban ismert komputer
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programokkal manipulaciék, transzlacios joslas és a masodlagos
struktura, a nyitott olvasasi keret kikovetkeztetése, feltérképe-
zése, valamint a szekvencia homolégiak meghatarozasa szintén

elvégezhetdk.

Az S2C6 mAb szarmazékai

Az itt leirt S2C6 ellenanyag szarmazékok termelésére
vonatkoz6 eljarasok a CD40-hez immunspecifikus kotédést
tesznek lehetdvé.

Az ilyen ellenanyagok, anélktl, hogy erre korlatoznank ma-
gunkat, lehetnek monoklonalisok, humanizaltak, kiméra, egy-
lancu, bispecifikusak, Fab fragmensek, F(ab'); fragmensek, az
Fab expresszios konyvtar altal létrehozott fragmensek, anti-idio-
tipusos (anti-Id) ellenanyagok és a fentiek barmely epitopkotd
fragmensei. Az egylk megvalositasi formaban az S2C6
szarmazékok elsédleges aminosav szekvencidjukban egy vagy
tobb hianyt, kiegészitést és/vagy helyettesitést tartalmazhatnak.
Mas megvaldsitasi formaban az S2C6 szarmazékok nem a
papainos vagy a pepszines S2C6 emésztésbdl erednek. Még egy
masik megvaldsitasi formaban az S2C6 szarmazékok elsédleges
aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb hianyt, kiegészitést
és/vagy helyettesitést tartalmazhatnak és ezek nem a papainos
vagy a pepszines S2C6 emésztésbdl erednek. A megfelel6
hianyok, kiegészitések és/vagy helyettesitések iranyelveit ebben

és az el6z6 a részben megadtuk.
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A CD40 tovabbi monoklonalis ellenanyaginak
elkészitéséhez barmely olyan technika alkalmazhaté, mely
folyamatos sejtvonalakkal az ellenanyag molekulak termelését
biztositja. Ezek k6zé, anélkiil, hogy erre korlatoznank magunkat,
a kovetkezok tartoznak: hibridoma technika [Kohler és Milstein:
Nature, 256, 495-497(1975); és 4,376,110 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés], a human B-sejtes
hibridoma technika [Kozbor és mtsai: Immunology Today, 4,
72(1983); Cole és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 80, 2026-2030(1983)]; és az EBV-hibridoma
technika, mely a human monoklonalis ellenanyagok ter-
meléséhez felhasznalhaté [Cole és mtsai: Monoclonal Antibodies
And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 77-96(1985)]. Az ilyen
ellenanyagok és mas, a szakirodalomban rendelkezésre allo anti-
CD40 ellenanyagok példaul annak alapjan hasznalhatdk, hogy
klénozas utan komplementer kénnyulancot kapunk, ha az S2Cé6
nehézlanca rekombinansan Kkifejezett (a két lanc azonos sejtben
rekombinansan Kkifejezheté, vagy miutan kiilon-kulon kifejezték
és tisztitottak azokat, egyesithet6k); alternativaként barmely spe-
cifitasu ellenanyagbdl a kénnyulanc felhasznalhaté. A tobb rész-
bél allo fehérje kifejezéséhez az S2C6 nehézlancat (példaul plaz-
mid), vagy az S2C6 nehézlanc variabilis doménjat tartalmazé mo-
lekulakat kodoloé nukleinsavak sejtekbe transzfektalhatok, me-
lyek az eleve ellenanyagot, vagy az ellenanyag kénnytilancat tar-
talmazo molekulat kifejezik, ahol az ellenanyag kénnyulanca re-

kombinans vagy nem rekombinans lehet, és vagy rendelkezik
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anti-CD40 specifitassal, vagy nem. Alternativaként az S2C6
CDR-jét tartalmazzak szabadon megvalaszthatéan kifejeztetheték
és a komplementer koénnyulanc vagy a koénnyulanc variabilis
régioja nélkul hasznalhaték. A kulénb6zé megvalositasi
formakban a talalmany biztositja az S2C6 nehézlanc CD40 kété
affinitasat, vagy alternativaként olyan molekulat biztosit, mely
egy vagy tobb nehézlanc CDR 8, 9 és/vagy 10 kopiat, vagy olyan
fehérje (peptid vagy polipeptid) szekvenciat tartalmaz, mely a
specifikus megvalésitasi formaban az ilyen fehérjék N- vagy C-
terminalisan modositottak lehetnek, példaul C-terminalis
amidalassal vagy N-terminalis acilezéssel.

Tovabba, a "kiméra ellenanyagok" elallitasanak eljarasai is
alkalmazhatok [Morrison €s mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 81, 6851-6855(1984); Neuberger és
mtsai: Nature, 312, 604-608 (1984); Takeda és mtsai: Nature,
314, 452-454(1985)], melyek a megfelelé antigén specifitasu egér
ellenanyag molekulak génjeinek ilesztését foglaljak magukban
olyan génekkel, melyek a megfelel6 biologiai aktivitasi human
ellenanyag génekbdl szarmaznak. A kimeéra ellenanyag olyan
molekula, melyben a kiilénb6z6 részek kulénbozé allati fajokbol
szarmaznak, igy p€ldaul a variabilis régié az egér mAb-bél, mig
az allando régié6 a human immunglobulinbdl szarmazik [Cabilly
és mtsai: 4,816,567 szamu Amerikai Egyestlt Allamok-beli

szabadalmi bejelentés; és Boss és mtsai: 5,816,397 szamu
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Amerikai Egyestlt Allamok-beli szabadalmi bejelentés]. Egy
specifikus megvalésitasi formaban a kiméra ellenanyag az ATCC
PTA-110 letéti szamu hibridoma 4altal szekretalt S2C6
monoklonalis ellenanyag variabilis doménjabdl és egy human
allando régiobol all. A specifikus megvalositasi formakban a
kiméra ellenanyag variabilis doménja a 3A. abran feltiintetett
S2C6 VL-t (a szekvencia szama: 2.) és/vagy a 3B. abran
feltintetett S2C6 VH-t (a szekvencia szama: 7.) tartalmazza.

Tovabba, technikakat fejlesztettek ki a humanizalt ellen-
anyagok termeléséhez [Queen: 5,585,089 szamu Amerikai
Egyestilt Allamok-beli szabadalmi bejelentés; és Winter:
5,225,539 szamu Amerikai Egyesult Allamok-beli szabadalmi
bejelentés|. Egy immunglobulin kénnyt- vagy nehézlancanak
variabilis régioja "vazrégiot" tartalmaz, melyet harom hiperva-
riabilis régi6 szakit meg, amelyeket komplementaritast meg-
hatarozé régioknak neveziink (CDR-ek). A vazrégiéo és a CDR-ek
kiterjedése pontosan meghatarozott [Kabat és mtsai: "Sequences
of Proteins of Immunological Interest", U.S. Department of Health
and Human Services (1983)]. Roéviden, a humanizalt
ellenanyagok nem-human fajok ellenanyag molekulaibél
szarmaznak, melyek a nem-human faj egy vagy tobb CDR-jét és
a human immunglobulin molekula vazrégioit tartalmazzak.

A talalmany ellenanyag vagy szarmazék nehéz- vagy
kénnyulanc variabilis domént tartalmaz, ahol a széban forgd
variabilis domén a koévetkezdékbdl all: (a) harom komplementa-

ritast meghatarozo régio készlete (CDR-ek), melyekben a széban
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forgéo CDR készlet az S2C6 monoklonalis ellenanyagbdl van, és b)
négy vazrégio készlete, melyben a szoban forgé vazrégio készlet
az S2C6 monoklonalis ellenanyagbdl ered, és amelyben a széban
forgé ellenanyag vagy szarmazék a CD40-hez immunspecifikusan
kotédik. Elényosen a vazrégiok készlete egy human monoklonalis
ellenanyagbél szarmazik, példaul human monoklonalis ellen-
anyagbol, mely a CD40-hez nem kotédik.

Egy specifikus megvalositasi formaban a talalmany ellen-
anyag vagy ellenanyag szarmazékkal foglalkozik, mely kénnyu-
lanc variabilis domént tartalmaz, ahol a széban forgo variabilis
domén a koévetkezékbdl all: (a) harom komplementaritast megha-
taroz6 régio keészlete (CDR-ek), melyekben a széban forgé CDR
készlet a 3. vagy a 4. szekvenciat tartalmazza, és b) négy vazrégio
készlete, melyben a szoban forgd vazrégié készlet az S2C6 mono-
klonalis ellenanyagbo6l kénnyulancabdl szarmazik, és amelyben a
szoban forgo ellenanyag vagy ellenanyag szarmazék a CD40-hez
immunspecifikusan kotédik.

A jelen talalmany egyik specifikus megvalésitasi formaja el-
lenanyagokra vagy azok szarmazékaira vonatkozik, melyek a ne-
hézlanc variabilis domént tartalmazzak, ahol a széban forgé vari-
abilis domén a kovetkezékbdl éptil fel (a) harom komplementari-
tast meghatarozo régié készlete (CDR-ek), melyekben a szdoban
forgo CDR készlet a 8., 9. vagy a 10. szekvenciat foglalja maga-
ban, és b) négy vazrégié készlete, melyben a széban forgd

vazrégio készlet az S2C6 monoklonalis ellenanyagbol nehézlanc
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vazrégiotol eltér, és amelyben a szoban forgdé ellenanyag vagy
szarmazék a CD40-hez immunspecifikusan kétédik.

Alternativaként az egylancu ellenanyagok eléallitasi techni-
kai [4,946,778 szamu Amerikai Egyestlt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés; Bird: Science, 242, 423-426 (1988);
Huston és mtsai: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 85, 5879-5883 (1988); és Ward és mtsai: Nature,
334, 544-546 (1989)] az egylancu S2C6 szekvencidk
eldallitasahoz adaptalhatok. Az egylancu ellenanyagok az Fv
régié nehézlanc és a kénnyulanc fragmenseinek aminosav kap-
csolasaval alakithatok ki, melynek eredményeként egylancu poli-
peptidet kapunk. Az egyik specifikus megvalositasi formaban az
egylancu ellenanyag a 3A-B. abran (a szekvencia szama: 2. illet6-
leg 7.) feltiintetett aminosav szekvenciat tartalmazza.

Egy specifikus megvaléositasi formaban a CD40 ellen
kialakitott polipeptidek, peptidek vagy mas szarmazékok, vagy
ezek analogjai, bispecifikus ellenanyagok, melyek az 1. vagy a 6.
szekvencia egészét vagy annak részét tartalmazzak [Fanger és
Drakeman, Drug News and Perspectives, 8, 133-137 (1995)]. Az
ilyen bispecifikus ellenanyagot genetikailag ugy alakitjuk at, hogy
mind (1) az epitépot, mind (2) a "trigger" molekulak egyikét
felismerje, példaul a mieloid sejteken az Fc receptorokat, és a T-
sejteken a CD3-at és a CD2-t, melyekrél megallapitottak, hogy az
adott célpont lerombolasahoz a citotoxikus T-sejteket aktivaljak.
Az ilyen bispecifikus ellenanyagok mind kémiai konjugaciéval,

hibridéma technikaval, mind rekombinans molekularis biolégiai



42 .o : .o osee o .

technikakkal a  szakemberek szamara ismert modon
eléallithatok. Egy specifikus megvalositasi formaban a
bispecifikus ellenanyag az S2C6 nehéz- vagy koénnyulanc
variabilis domént vagy azok egyik CDR szekvenciajat tartalmazo
molekula, mely a nehéz- vagy a koénnyulanc strukturajaval
rendelkeznek, de a nativ S2C6 nehéz- vagy a konnyulanctol
kulonbozik (példaul a vazrégioban vagy a human allandé do-
ménban aminosav helyettesités(eke)t tartalmaz).

Az ellenanyag fragmensek, melyek a CD40 felismerési ké-
pességuket megtartjak, ismert technikakkal allithaték eld.
Példaul az ilyen fragmensek ko6zé, anélkiil, hogy erre korlatoz-
nank magunkat, a koévetkezdk tartoznak: Az F(ab')2 fragmens,
mely az ellenanyag molekula és az F(ab') fragmensek pepszines
emésztésével nyerheték; melyek F(ab')2 fragmensek diszulfidhid
kotéseinek redukalasaval alakithatok ki.  Alternativaként
létrehozhatok az Fab expresszios konyvtarak, a kivant
specifitasi monoklonalis Fab fragmensek gyors és koénnyu

azonositasahoz [Huse és mtsai: Science, 246, 1275-1281(1989).

S2C6 fehérjék szarmazékok és analdogok

A fenti részben leirt ellenanyag molekulakon/valtozatokon
kival a talalmany tovabba az S2C6 fehérjékre, szarmazékokra
(beleértve, anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a frag-
menseket), analogokra és S2C6 fehérje molekulakra vonatkozik.
Az S2C6 fehérje szarmazékokat és fehérje analdogokat kaddolo

nukleinsavakrdl szintén gondoskodunk. Az egyik megvaldsitasi
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formaban az S2C6 fehérjéket a fenti részben leirt nukleinsavak
kodoljak. A talalmany egy kulonds nézdépontjadban a fehérjék,
szarmazékok vagy analégok az 1. vagy a 6. szekvenciakkal kodol-
tak.

Az S2C6 fehérjével rokon szarmazékok és analégok a jelen
talalmany oltalmi kérébe tartoznak. Egy specifikus megvalodsitasi
formaban a szarmazék vagy analég funkcionalisan aktiv, azaz a
teljes hosszusagu S2C6 fehérjével tarsulé egy vagy tobb aktivi-
tasra képes. Az egyik ilyen példa azokra a szarmazékokra vagy
analégokra vonatkozik, melyek a kivant koétési specifitassal az
immunolégiai vizsgalati modszerben vagy a tumoros névekedés
gatlasaban, stb. felhasznalhatok. Egy specifikus megvalositasi
forma az S2C6 fehérje fragmensre vonatkozik, mely a CD40-hez
kotédik és a CD40L kotédését a CD40-hez eldsegiti. Az S2C6
fehérje szarmazékok vagy analogok a kivant aktivitasra a
szakirodalomban ismert immunologiai vizsgalatokkal
tesztelheték, beleértve, anélkul, hogy erre korlatoznank
magunkat, a vetélkedési vagy a vetélkedés nélkuli vizsgalati
rendszereket, felhasznalva a radioimmun vizsgalati modszereket,
az enzimmel kapcsolt immunszorbens vizsgalatokat (ELISA), a
"szendvics" technikakat, a Western lenyomatolast, az
immunfluoreszcens vizsgalatokat, a protein A vizsgalatot, az
immunelektroforézisen alapul6 vizsgalati modszereket, stb.

Tovabba, a szakirodalomban ismert vizsgalati eljarasok a
sejtproliferacio gatlas (példaul a tumoros sejtek névekedésének

gatlasa) vagy a sejt proliferacié stimulalas (példaul a B-sejtek
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proliferacidja) in vivo vagy in vitro Kimutatasara vagy mérésére
alkalmazhatok.

Részletesebben az S2C6 szarmazékok az S2C6 szekvenciak
megvaltoztatasaval, igy helyettesitéssel, hozzaadassal (példaul
inszertalas) vagy elvétellel, funkcionalis egyenértékiség biztosita-
sa mellett készithetdk el. A nukleotid koédolo szekvencia degene-
raltsaga miatt az S2C6 aminosav szekvenciat lényegileg kédolé
mas DNS szekvenciak a jelen talalmany gyakorlataban felhasz-
nalhatok. Ezek k6zé, anélkil, hogy erre korlatoznank magunkat,
azok a nukleotid szekvenciak tartoznak, melyek az S2C6 gén tel-
jes egészét vagy annak egy részét tartalmazzak, melyeket az elté-
r6 kodonok helyettesitése megvaltoztatnak, melyek a
szekvenciaban a funkcionalisan egyenérték(1 aminosavakat
kodoljak, igy ezek a valtozasok nem nyilvanulnak meg.
Hasonléan a jelen talalmany S2C6 szarmazékai k6zé tartoznak,
anelkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a koévetkez6
szekvenciak: elsddleges aminosav szekvencia, mely az S2C6
fehérje aminosav szekvencigjanak egészét vagy egy részét
tartalmazzak, beleértve a szekvencia funkcionalisan egyenértékui
aminosavainak helyettesitéseit, melyek nem nyilvanulnak meg.
Példaul a szekvenciaban egy vagy t6bb aminosav helyettesithetd
azonos polaritasi mas aminosavval, mely funkcionalisan
egyenértékq, és igy ezek a valtozasok nem nyilvanulnak meg.

A szekvenciaban az aminosavak helyettesitései mas cso-
portbol is elvégezhetdék, mint amihez az aminosav tartozik. Pél-

daul a nem polaros (hidroféb) aminosavak kézé az alanin, leucin,
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izoleucin, valin, prolin, fenilalanin, tiptofan és a metionin tarto-
zik. A polaros semleges aminosavak k6zé a glicin, szerin, treonin,
cisztein, tirozin, aszparagin és a glutamin tartozik. A pozitivan
toltott (bazikus) aminosavak kodzé az arginin, lizin és a hisztidin
tartozik. A negativan toltott (savas) aminosavak k6zé az aszpara-
ginsav és a glutaminsav tartozik. Az ilyen helyettesitéseket alta-
lanosan konzervativnak nevezik.

A jelen talalmany egy specifikus megvalésitasi formajaban
az S2C6 fehérjét tartalmazo fragmensek, az itt biztositott S2C6
fehérje legalabb 10 (folyamatos) aminosavbol allo részét tartal-
mazzak. Mas megvalositasi formakban a fragmens az S2C6
fehérje legalabb 20, vagy legalabb 50 aminosavat tartalmazza. A
specifikus megvaldsitasi formakban az ilyen fragmensek
hosszabbak, mint 50, 75, 100 vagy 200 aminosav. Az S2C6
fehérje szarmazékai kozé, anélkul, hogy erre korlatoznank
magunkat, a kovetkezék tartoznak: az S2C6 fehérje vagy annak
fragmensének lényegileg homolog régioi, példaul, melyek a
kilonb6z6 megvalodsitasi formakban legalabb 60 %-ban, vagy 70
%-ban, vagy 80 %-ban, vagy 90 %-ban, vagy 95 %-ban az
inszerciot vagy deléciot nem tartalmazé azonos meéret(
amimonsav szekvenciaval megegyeznek (ahol az elrendezést a
szakirodalomban ismert homologiat vizsgalé programmal
vegezték) vagy az S2C6 gén szekvenciajat kodolo nukleinsavval
nagy, kozepes vagy kis erésségil koruilmények kozott hibridizalni
képesek.
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Részletesebben a homologiat vizsgalé programok példai,
anélkil, hogy erre korlatoznank magunkat, a kévetkezék:
TBLASTN, BLASTP, FASTA, TEASTA és CLUSTALW [Pearson és
Lipman: Proceedings of the National Academy of Sciences, USA
85(8), 2444-2448 (1988); Altschul és mtsai: Journal of Molecular
Biology 215(3), 403-410 (1990); Thompson és mtsai: Nucleic
Acids Research 22(22), 4673-4680 (1994); Higgins és mtsai:
Methods Enzymol, 266, 383-402 (1996); Altschul és mtsai:
Journal of Molecular Biology 215(3), 403-410 (1990)]. Az alap-
beallitasi értékek mindegyik programnal ismertek és azok alkal-
mazhatok.

Részletesen, a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(www.ncbi.nlm.nih.gov) [Altschul és mtsai: Journal of Molecular
Biology 215, 403-410 (1990)], "The BLAST Algorithm" [Altschul
és mtsai: Nucleic Acids Research 25, 3389-3402 (1997)]
heurisztikus keresési algoritmus, melyet azoknak a szekvencia
hasonlosagoknak a keresésére alakitottak ki, melyek jelentésnek
tekintheték, felhasznalva Karlin és Atschul statisztikai modszerét
[Karlin és Altschul: Proceedings of the National Academy of
Sciences, USA 87, 2264-2268 (1990); Karlin és Altschul:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 90, 5873-
5877 (1993)]. Az o6t specifikus BLAST program a kovetkezd
feladatokat hajtja végre: 1) A BLASTP program a kérdéses
aminosav szekvenciat oOsszehasonlitja a fehérje adatbazisban
talalhato szekvenciakkal; 2) A BLASTN program a kérdéses nuk-

leinsav szekvenciat 6sszehasonlitja a nukleotid szekvenciak adat-
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bazisaban talalhato szekvenciakkal; 3) A BLASTX program a kér-
déses nukleotid transzlaciéos termék hat keretét (mindkét szalra
nézve) O0sszehasonlitja a fehérje adatbazisban talalhaté szekven-
ciakkal; 4) A TBLASTN program a kérdéses fehérje szekvenciat
mind a hat leolvasasi keretben Osszehasonlitja a transzlaciés
adatbazisban talalhato nukleotid szekvenciakkal (mindként szal-
ra nézve); 5) A TBLASTX program a kérdéses nukleotid szekven-
cia hat olvasasi keretét a transzlalt nukleotidok adatbazisaval
hasonlitja 6ssze.

A Smith-Waterman (adatbazis: European Bioinformatics
Institute wwwz.ebi.ac.uk/bic_sw/) [Smith-Waterman: Journal of
Molecular Biology 147, 195-197(1981)] algoritmussal a szek-
vencia elrendezések matematikailag igen pontosan vizsgalhatok.

A FASTA [Pearson és mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 85, 2444-2448 (1988)] a Smith-
Waterman algoritmus heurisztikus megkozelitése. A BLAST
eljaras és a Smith-Waterman, valamint a FASTA algoritmus
altalanos megvitatasarol és elényeir6l a szakirodalomban
olvashatunk [Nicholas és mtsai: "A Tutorial on Searching
Sequence Databases and Sequence Scoring Methods"
(www.psc.edu) (1998), valamint az itt talalhaté hivatkozasok
szintén forrasként szolgalhatnak].

A talalmany S2C6 szarmazékai és analdgjai a szakiroda-
lomban leirt ktillonb6zé eljarasokkal eldallithaték. Termelésiiket
biztosité manipuladlasok mind gén, mind fehérje szinten

torténhetnek. Példaul a klénozott S2C6 gén szekvencia a
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szakirodalomban ismert szamos stratégia barmelyikével
moédosithaté [Sambrook és mtsai: Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2. kiadas, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York(1989)]. A szekvenciat a
megfeleld helyeken restrikciés endonukleazokkal hasithatjuk,
majd ezt kovetéen, ha sziikséges, enzimatikusan moédosithatjuk,
és in vitro ligalhatjuk. Az S2C6 fehérje szarmazékot vagy analogot
kédolé modositott gén termelésében figyelemmel kell lennink
arra, hogy a modositott gén azonos transzlacids olvasasi keretben
maradjon, mint a nativ fehérje és transzlaciés stop-jel ne
szakitsa meg azokban a génrégiokban, amelyek a kivant S2C6
funkciét kodolja.

Tovabbiakban az S2C6 nukleinsav szekvencia a transzlaci-
0s, iniciaciés és/vagy terminacioés szekvenciak létrehozasahoz
és/vagy megsziintetéséhez, vagy a kodolé régiokban valtozatok
kialakitasahoz, és/vagy 4j restrikcios helyek kialakitasahoz, vagy
a mar meglévok megszliintetéséhez, a tovabbi in vitro moédosita-
sokhoz in vitro vagy in vivo mutaltathato. A szakirodalomban is-
mert barmely mutagenézis technika alkalmazhatd, beleértve,
anélkuil, hogy erre korlatoznank magunkat, a kémiai mutagené-
zist, az in vitro helyspecifikus mutagenézist [Hutchinson és
mtsai: Journal of Biological Chemistry 253, 6551 (1978)],
valamint PCR is alkalmazhato, olyan primerekkel, melyek a
mutaciét tartalmazzak, stb. Az S2C6 fehérje szekvencia
manipulalasa fehérje szinten is térténhet. A jelen talalmany

oltalmi kérébe tartoznak azok az S2C6 fehérje fragmensek vagy
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szarmazékok, vagy analogok, melyeket a transzlacio alatt vagy az
utan kulénb6zé6 moédon modositunk, példaul glikozilezéssel,
acilezéssel, foszforilezéssel, amidalassal, az ismert védé/blokkold
csoportot tartalmazo szarmazékainak kialakitasaval,
proteolitikus hasitassal, ellenanyag vagy mas cellularis ligand
molekulahoz kotésével, stb.

A szamos kémiai modositas barmelyike ismert technikakkal
végrehajthatd, beleértve, anélkul, hogy erre korlatoznank magun-
kat, a specifikus cian-bromiddal végzett kémiai hasitast, tripszi-
nes, kimotripszines, papainos és V8 proteazos emésztést, NaBH4
kezelést, acetilezést, formilezést, oxidalast, redukalast, tunikami-
cin jelenlétében metabolikus szintézist, stb. Ezen kivil, az S2C6
fehérje analogjai €és szarmazékai kémiailag is szintetizalhatok.
Példaul az S2C6 fehérje részének megfelelé6 kivant domént
tartalmazo peptid, vagy amely in vitro a kivant aktivitast el6idézi,
peptidszintetizatorral eléallithato. Tovabba, ha sziikséges, akkor
nem hagyomanyos aminosavak vagy kémiailag Kkialakitott
aminosav analogok az S2C6 szekvenciaba helyettesitéssel vagy
kiegészitéssel bejuttathaték. A nem hagyomanyos aminosavak
koézé, anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat a kovetkezék
tartoznak: a termeészetes aminosavak D-izomerjei, a-amino-
1zovajsav, 4-aminovajsav, Abu, 2-amino-vajsav, y-Abu, £-Ahx, 6-
amino-hexansav, Aib, 2-amino izovajsav, 3-amino-propionsav,
ornitin, norleucin, norvalin, hidroxiprolin, szarkozin, citrullin,
ciszteinsav, t-butilglicin, t-butilalanin, fenilglicin,

ciklohexilalanin, fR-alanin, fluoraminosavak, tervezett
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aminosavak, mint példaul 5-metilaminosavak, Ca-
metilaminosavak, Na-metilaminosavak, és altalaban aminosav
analégok. Tovabba, az aminosavak D (jobbra forgatok) vagy L
(balra forgatdk) lehetnek.

Mas specifikus megvalésitasi formakban az S2C6 fehérje,
fragmens, analog, vagy szarmazék fuzios vagy kiméra fehérje ter-
mékként fejeztetheté ki (amelynél a fehérje fragmens, analég
vagy szarmazék peptidkotésen Kkeresztil kuldénbozé fehérjék
heterolog szekvenciaihoz kapcsolt). A heterolog fehérjeszekvencia
biolégiai valaszt modositdo anyag lehet, melyek ko6zé, anélkul,
hogy erre korlatoznank magunkat, a kovetkezék tartoznak:
interferon-a, interferon Y, interleukin-2, interleukin-4,
interleukin-6, és tumornekroézis faktor, vagy ezek funkcionalisan
aktiv része. Alternativaként a heterolog fehérje szekvenciak
enzimeket tartalmazhatnak, mint példaul R-laktamaz vagy
karboxilészterazokat; vagy toxinokat, mint példaul bryodin I,
Pseudomonas exotoxin A, vagy gelonin, vagy ezek funkcionalisan
aktiv részeit tartalmazzak. Tovabba, az S2C6 fehérje
kemoterapias szerhez kémiailag kapcsolhat6, ezek, anélktil, hogy
erre korlatoznank magunkat a kovetkezék lehetnek: alkilezé
szerek (példaul nitrogénmustarok, nitrozoureak, triazének);
antimetabolitok (példaul folsav anal6gok, pirimidin analégok, pu-
rin analégok); természetes termékek (példaul antibiotikumok, en-
zimek, biolégiai valaszokat modosité anyagok); vegyes szerek
(példaul szubsztitualt urea, platina koordinaciés komplexek); és

hormonok és antagonistak (példaul Osztrogének, androgének,
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antiandrogén, gonadotropin kibocsaté hormon analég); vagy ezek
funkcionalisan aktiv része [Goodman és Gilman: The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 9. kiadas, McGraw-Hill,
1225-1287(1996)]. Az ilyen kiméra termékek a megfelelé, a
kivant aminosav szekvenciat kodolé nukleinsav szekvenciakhoz
ligalassal, a szakirodalomban j6l ismert eljarasokkal megfelel6
olvasasi keretben 6sszekapcsolhatok, és a szakirodalomban
altalanosan ismert eljarasokkal a kimeéra termék kifejezheto.
Alternativaként az ilyen kiméra termékek fehére szintézis
technikakkal eléallithatok, példaul peptidszintetizator
alkalmazasaval. A kulénb6zé megvaldsitasi formakban a hetero-
log fehérjeszekvencia az S2C6 rokon szekvenciakkal kovalensen,
de nem peptidkotéssel, 0sszekothetd, példaul a szakirodalomban
ismert kémiai keresztkoté szerekkel.

Egy specifikus megvalositasi formaban az S2C6 fehérje
szarmazék olyan kiméra vagy fuzidés fehérje, mely az S2C6
fehérje vagy fragmens (elénydsen az S2C6 fehérje egy doménjat
vagy motivumat, vagy az S2C6 fehérje legalabb 10, 50 vagy 100
aminosavat tartalmazza) amino- vagy karboxil-terminalisan
keresztul peptidkétésen at egy masik fehérjéhez kapcsolt.

A specifikus megvalositasi formaban a masik fehérje toxin,
enzim vagy biologiai valaszt modosité anyag. A specifikus megva-
l16sitasi formakban a masik fehérje, vagy a masik fehérje funkcio-
nalisan aktiv rész aminosav szekvencidja a masik fehérje
legalabb 6, 10, 20 vagy folyamatos aminosavat tartalmazza. Az

egyik megvalositasi formaban az ilyen kiméra fehérjét a fehérjét
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(az S2C6 kodoldo szekvenciajat leolvasasi keretben egy masik
fehérje kodoldé szekvenciajahoz kotétten tartalmazza) kodold
nukleinsav rekombinans kifejezésével allitjuk el6. Az ilyen
kiméra termék a megfeleld, kivant aminosav szekvenciat kodolo
nukleinsav  szekvencia  szakirodalomban ismert ligalasi
eljarasaval a megfeleld kodolasi keretben o&sszekapcsolassal
elkészithetd, és a kiméra termék a szakirodalomban altalanosan
ismert eljarasokkal kifejeztetheté. Alternativaként az ilyen
kiméra termék fehérle-szintézis technikakkal eldallithato, példaul
peptidszintetizator alkalmazasaval. A kiméra gének eléallithatok,
melyek az S2C6 gént barmely heterolog fehérjét kodold
szekvenciahoz kapcsoltak. Az egyik specifikus megvalositasi
forma kiméra fehérjére vonatkozik, mely az S2C6 fehérje
fragmensének legalabb 6 vagy 15 vagy 50 aminosavat tar-
talmazza, vagy egy olyan fragmens, mely az S2C6 fehérje egy
vagy tobb funkcionalis aktivitasat mutatja (példaul egy vagy tébb
CDR-t foglal magaban).

Egy specifikus megvalositasi formaban az S2C6 fehérje
vagy szarmazék kemoterapias szerhez kémiailag kapcsolt, ez
anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a kévetkezé lehet:
doxorubicin, paclitaxel vagy docetaxel. Az ilyen S2C6-drog
konjugatum a CD40-et kifejezé sejtekbe bejuttathatoé. Az S2C6
fehérjéhez vagy szarmazékhoz egy vagy tébb drog molekula
kapcsolhato. A kapcsolatok, anélkil, hogy erre korlatoznank
magunkat, a kovetkezék lehetnek: hidrazon, peptid, vagy

szénhidrat kapcsolo.
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Egy masik specifikus megvalositasi formaban a szarmazék
az S2C6 fehérjével homolog régiot tartalmaz. Példaként a kulon-
b6z6 megvaldsitasi formakban az elsé fehérje régié akkor tekint-
heté "homolognak" a masodik fehérje régioval, ha az elsé régioé
legalabb 30 %-ban, 40 %-ban, 50 %-ban, 60 %-ban, 70 %-ban,
75 %-ban, 80 %-ban, 90 %-ban vagy 95 %-ban azonos, ha azt
barmely masodik szekvenciaban lévé egyenlé szamu elsé régio-
ban 1évé aminosavval hasonlitjuk 6ssze (inszercidk vagy deléciok
nélkul), vagy amikor ugy hasonlitjuk 6ssze, hogy a masodik szek-
vencia sorrendjét a szakirodalomban ismert komputer homoléogia

programban megadott sorrendjével vetjiik egybe.

A hibridizalas kérilményei

Az egyik specifikus megvalositasi formaban a nukleinsav
hibridizacidja, mely az S2C6 nukleinsavval (példaul a kézzétett 1.
vagy 6. szekvencia), vagy annak forditott komplementerével, vagy
az S2C6 szarmazékot kodold nukleinsavval, vagy annak forditott
komplenterével hibridizaciora képes nukleinsav, alacsony szigo-
rusagu kérulmények kozott biztositott. Példaként, anélkul, hogy
erre szoritkoznank, az alacsony szigorusagu koérulmények a ko-
vetkezék [Shilo és Weinberg: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 78, 6789-6792 (1981)]. A DNS-t
tartalmazo szuiréket 6 oraig 40 °C-on a kovetkezé Osszetétel
oldatban allitottuk elé: 35 % formamid, 5 X SSC, 50 mM trisz-
HCI (pH = 7,5), 5 mM EDTA, 0,1 % PVP, 0,1 % Ficoll, 1 % BSA és

500 pg/ml lazac sperma denaturalt DNS. A hibridizacidokat
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azonos oldatokban végeztik a koévetkezdé eltérésekkel: 0,02 %
PVP, 0,02 % Ficoll, 0,2% BSA, 100 pg/ml lazac sperma DNS, 10
vegyes% dextran-szulfat, és 5-20 X 106 cpm 32P-jel6lt probat
hasznaltunk. A szuréket a hibridizaciés elegyben 15-20 oraig
40°C-on inkubaltuk, és ezutan 1,5 oraig 55 °C-on a koévetkezd
osszetételtl oldatban mostuk: 2 X SSC, 25 mM trisz-HCI (pH =
7,4), 5 mM EDTA és 0,1 % SDS. A mosoéoldatot friss oldatra
cseréltik, és tovabbi 1,5 d6raig 60 °C-on inkubaltuk. A szurdket
lenyomatoltuk és autoradiografias felvételt készitettlink. Ha
szUlkséges, a szuréket harmadszor 65-68 °C-on inkubaltuk, és
ismételten felvételt készitettink. Az ettél eltéré alacsony
szigorusagu korulmények a szakirodalomban ismertek (példaul,
ahogy azt a fajok kozotti hibridizacional alkalmazzak).

Az egyik specifikus megvalositasi formaban a nukleinsav
hibridizaciéja, mely az S2C6 nukleinsavval (példaul a kozzétett 1.
vagy 6. szekvencia), vagy annak forditott komplemneterével
hibridizalnak, nagy szigorusagu koérutlmények kozott biztositott.
Példaként, anélkul, hogy erre szoritkoznank, a nagy szigorusagu
koérilmények a kovetkezé6k. A DNS-t tartalmazo el6hibridizacios
szuréket 8 oratdl egy éjszakan at 65 °C-on a kovetkezd
Osszetételll oldatban allitottuk elé: 6 X SSC, 50 mM trisz-HCI (pH
=7,5), 1 mM EDTA, 0,02 % PVP, 0,02 % Ficoll, 0,02 % BSA és
500 ug/ml lazac sperma denaturalt DNS. A szuréket 48 éraig 65
°oC-on az eléhibridizaciés elegyben hibridizaltuk, melyhez 100
ug/ml lazac denaturalt DNS-t és 5-20 X 10 cpm 32P-jelélt probat

hasznaltunk. A szirék mosasat 37 °C-on 1 o6raig a kévetkezd
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dsszetételll oldatban végeztik: 2 X SSC, 0,01 % PVP, 0,01 %
Ficoll és 0,01 % BSA. Ezt kovette az 0,1 X SSC-ben 50 °C-on 45
percig végzett mosas, majd autoradiografaltuk. Az ettdl eltérd
nagy szigorusagu koérulmények a szakirodalomban ismertek.

Az egyik specifikus megvalositasi formaban a nukleinsav
hibridizaciéja, mely az S2C6 nukleinsavval hibridizalodni képest
(példaul a kozzétett 1. vagy 6. szekvenciaval rendelkezik), vagy
annak forditott komplementje, vagy az S2C6 szarmazékot kodolo
nukleinsav, mérsékelt szigorusagu korulmények koézott biztosi-
tott. A megfelelé kértilmények kivalasztasa a szakirodalomban jol
ismert [Sambrook és mtsai: Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, 2. kiadas, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, New York (1989); Ausubel és mtsai: Current
Protocols in Molecular Biology series of laboratory technique
manuals, 1987-1997 Current Protocols,© 1994-1997 John Wiley

and Sons, Inc.).

Terapias alkalmazasok

A talalmany kulénb6z6 betegségek és korok kezeléséhez
vagy megel6zéséhez terapias vegytletet (amit itt terapias szernek
nevezunk) biztosit, amelyet a kezelendé személynek beadnak. Az
ilyen terapias szerek, anélkiil, hogy erre korlatoznank magunkat,
a kovetkezdk: S2C6 ellenanyagok és azok szarmazékai (példaul
azok, melyeket a fentiekben leirtunk); és az S2C6 ellenanyagok
és azok szarmazékait kodold nukleinsavak (példaul azok,

amelyeket a fentiekben ismertettiink). Ahogy itt azt hasznaljuk a
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"kezelés" szakkifejezés szandékunknak megfeleléen barmely
klinikailag szukséges vagy a betegségre vagy korra jotékony
hatasu eljaras, mely anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat a
kovetkezéket foglalja magaban: egy vagy tobb szimptéoma
csokkentése, a betegség lefolyasanak lassitasa vagy annak
megallitasa, stb.

A talalmany egy specifikus megvaldsitasi formajaban a tera-
pias szert magaban vagy a CD40L-lel kombinacioban a malignus
betegségek (beleértve, anélkiul, hogy erre korlatoznank
magunkat, a karcinomat és a hematologia rosszindulatu
daganatokat) a gyulladasos betegségek és az immunrendszer
betegségeinek kezelésére vagy megelézésére adjuk be. A terapias
szer és a CD40L nem sziikségszerien, de azonos kiszerelésben
lehet, azaz a terapias szer és a CD40 beadasa egymastol
flggetlentl is toérténhet, de egymast kovetéen vagy azonos
kezelési folyamatban. A specifikus megvalésitasi formaban a
malignus sejtek a CD40-et fejezik ki. Alternativaként a malignus
sejtek CD40-et nem fejeznek ki, mivel a rosszindulatu
daganatokkal tarsulé érrendszeri endothelidlis sejtek a CD40-et
kifejezhetik, €és igy a talalmany terapias szere még akkor is
hatékonyan hasznalhat6é a tumorok kezelésében, ha azok CD40-
et nem fejeznek ki. Egy elényben részesitett megvalésitasi
formaban a terapias szer a CD40L ko6tédését a CD40-hez
legalabb 45 %-ban, 50 %-ban, 60 %-ban vagy 65 %-ban eldsegiti.

A specifikus megvaldsitasi formakban a terapias szert az

immunologiailag szupresszalt személyek immunvalaszanak né-
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velésre hasznaljuk, olyan személyeknek adjuk be, akik szerzett
immunhianyos szindromaban, daganatos megbetegedéstél szen-
vednek, legyenek azok akar fiatalok, akar idés személyek.

A talalmany mas megvalositasi formaiban a terapias szerek
kémiailag uigy moédosithatok, hogy azok a sejtek, melyekhez ko-
tédnek, azok el is pusztulnak. Az ilyen sejtek, anélkul, hogy erre
korlatoznank magunkat, a kévetkezék: t6bbszorés mieloma sej-
tek, limféma sejtek vagy karcinomak. Mivel az 6ssze B-sejt a
CD40-et kifejezi, ezért ez a megkodzelités az immunvalasz szup-
resszidjat eredményezi. Példaul az S2C6-hoz kotétt citotoxikus
drogok (példaul fuziés fehérjék) in vivo immunszupresszio kival-
tasara hasznalhatok, ezzel a transzplantacios betegek hisztokom-
patibilitasi gatja legyézhetd; alternativaként ezek a modositott li-
gandok az autoimmun betegségek szabalyozasara felhasznalha-
tok.

Mas megvalositasi formakban a terapias szer a CD40-et
hordozé sejtek, de melyek nem B-sejtek, példaul tiddékarcinéma,
a rosszindulatu megbetegedés koézvetlen kezelési modszere, vagy
mint a kemoterapia Kkiegészitéje felhasznalhaté. A taldlmany
terapias szereivel, anélkul, hogy erre korlatoznank magunkat, a
kévetkezd rosszindulatu daganatok kezelhetdk, vagy megelézhe-

ték (1. tablazat).

1. Tablazat

Rosszindulatu megbetegedések és rokon betegségek:
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Leukémia
akut leukémia
akut limfoid leukémia
akut mieloid leukémia
mioblasztos
promielocitas
mielomonocitas
monocitas
eritroleukémia
kronikus leukémia
kréonikus mielocitas (granulocitas) leukémia
kronikus limfoid leukémia
policithemia vera
limféoma
Hodgkin-féle betegség
non-Hodgkin-féle betegség
tobbszorés mieloma
Waldenstrom-féle makroglobulinémia
nehézlanc betegség
szolid tumorok
szarkémak és karcinémak
fibroszarkoma
mixoszarkoma
liposzarkéma
kondroszarkéma

oszteogenikus szarkoma
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oszteoszarcoma
kordéma
angioszarkoma
endothelioszarkoma

limphangioszarkéma

limphangioendothelioszarkéma

sinovioma

mesothelioma

Ewing-féle tumor
leiomioszarkoma
rhabdomioszarkoma

colon karcinéma
colorectalis karcinéma
hasnyalmirigy rak

emlérak

méhrak

dilmirigy rak

szkvamozus sejt karcinoma
bazalsejtes karcinéma
adenokarcinéma
nyalmirigy karcinéma
faggyumirigy karcinéma
papillaris karcinéma
papillaris adenokarcinémak
cisztadenokarcinéoma

medullaris karcinoma
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bronchogenikus karcinéma
vesesejt karcinoma
hepatéma

epevezeték karcinéma
choriokarcinoma
seminéma

embrionalis karcinéma
Wilms-féle tumor
nyakrak

méhrak

heretumor

tiido6 karcinéma
kissejtes tuddékarcinéma
nem kissejtes ttidékarcinoma
hoélyag karcinéma
epithelialis karcinoma
glioma

asztrocitoma
medulloblasztoma
craniopharyngiéma
ependimoma

pinealoma
hemangioblasztoma
akusztikus neuroma
oligodendroglioma

menangioma
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melanéma
neuroblasztoma
retinoblasztoma
nazofaringealis karcinéma

nyelécsé karcinéma

A gyulladasos betegségek és az immunrendszer hianyai és
betegségei, melyek a taldlmany terapias szerével kezelheté vagy
megelézheté, anélkill, hogy erre korlatoznank magunkat, a

kovetkezok (2. tablazat).

2. Tablazat:
Gyulladasos megbetegedések és az immunrendszer betegségei:
szisztémas lupus erythematosis (SLE)
scleroderma (példaul CRST szindréma)
gyulladasos myositis
Sjogren-féle szindroma (SS)
kevert kétészoveti betegség (példaul MCTD, Sharp-féle
szindréma)
rheumatoid arthritis
szklero6zis multiplex
bélgyulladas (példaul fekélyes colitis, Crohn-féle betegség)
akut 1égzési nehézség szindroma
tudégyulladas
oszteoporozis

késdi tipusu hiperszenzitivitas
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asztma
elsédleges biliaris cirrhosis (PBC)

idiopatias trombocitopénias purpura (ITP)

A hatasos dozis

Az ilyen terapias szerek toxicitasa és terapias hatékonysaga
standard gyogyszerészeti eljarasokkal sejttenyészetekben vagy ki-
sérleti allatokban meghatarozhaté példaul az LDso (a populaciora
nézve SO %-ban halalt okoz6 mennyiség) és az EDso (a pupulacio-
ban terapiasan 50 %-ban hatasos) érték meghatarozasaval. A
toxikus és a terapias hatas dozis aranya a terapias index, amit az
LDso/EDso alapjan hatarozhatunk meg. A nagy terapias indexszel
rendelkezé szereket részesitjuk elényben. Amig toxikus
mellékhatasu terapias szert alkalmazunk, addig figyelemmel kell
lennunk arra, hogy olyan szallitasi rendszert alakitsunk ki, mely
a hatohelyen olyan vegytleteket céloz meg, mely a nem fertézott
sejt minimalis karosodasat okozza és ezzel a mellékhatast
csokkenti.

A sejttenyésztési és az allati vizsgalatokbél kapott adatok
emberben a beadasi doézistartomany kiszerelési mennyiségének
megallapitasahoz felhasznalhatok. Példaként, anélkul, hogy erre
korlatoznank magunkat, ez lehet 1 ng/kg-t6l 100 mg/kg. Az
ilyen terapias szerek doézisa elénytsen a Kkeringésben 1évé
koncentracioé tartomanyaban van, aminél az EDso kevéssé vagy
egyaltalan nem toxikus. A dozirozas az alkalmazott dézistél és a

beadas utjatol fuggéen valtozhat. Kezeléshez a terapiasan
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hatasos dozis kezdetben elénydsen a sejttenyésztési vizsgalatok
adatai alapjan megbecstilheté. A dozisok a kiszerelésekhez allati
modellekben a keringésben 1évé plazma
koncentraciotartomanyahoz illesztve meghatarozhaték, mely
tartomany magaban foglalja a plazma ICso koncentraciét (azaz a
tesztvegyulet koncentracidja a szimptomak fél-maximalis gatlasat
eredményezi), ahogy azt a sejttenyészeteknél meghataroztuk. Az
ilyen informaciok az embernél hasznos dézisok tovabbi, sokkal
pontosabb meghatarozasahoz felhasznalhatok. A plazmaban a

szintek példaul HPLC-vel mérheték.

Kiszerelések

A jelen talalméany szerinti gyogyszerészeti 6sszetételek ha-
gyomanyos modon kiszerelhetdk felhasznalva egy vagy tobb fizio-
logiasan elfogadhato hordozot vagy kétéanyagot.

Igy a terapias szerek és azok fiziolégiasan elfogadhaté séi
vagy szolvatjai inhalaciés vagy befuvasos (akar a szajba, akar az
orrba), vagy az oralis, bukkalis, parenteralis vagy rektalis
beadashoz kiszerelhetdk.

Az oralis beadashoz a gyogyszerészeti 0sszetételek példaul
tabletta vagy kapszula formaban hagyomanyos eszkozokkel elké-
szitheték, ahol kotéagensként gyogyszerészetileg elfogadhatd ko-
téanyagokat (példaul elézselatinezett kukorica keményitd, poli(vi-
nil-pirrolidon) vagy hidroxipropil-metilcelluléz); téltéanyagokat
(példaul laktoz, mikrokristalyos celluléz vagy kalcium-hidrogén-

foszfat), kenéanyagokat (példaul magnézium-sztearat, talkum
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vagy szilika); dezintegralé szereket (p€ldaul burgonya keményitd
vagy natrium-keményité-glikolat); vagy nedvesité szereket (pél-
daul natrium-lauril-szulfat) alkalmazunk. A tablettak a szakiro-
dalomban j6l ismert mdédon bevonhatok. Az oralis beadashoz a
folyékony készitmények példaul oldatok, szirupok vagy szuszpen-
ziok lehetnek, vagy szaraz termékként adhatok, amit hasznalat
elétt vizzel vagy a megfelel6 hordozéval helyreallitunk. Az ilyen
folyékony készitmények hagyomanyos eszkozokkel gyogysze-
részetileg elfogadhaté adalékokkal, mint példaul szuszpendalo
szerekkel (példaul szorbit szirup, cellulézszarmazék vagy
hidrogénezett eheté zsir); emulgealé szerekkel (példaul lecitin
vagy acacia); nem vizes hordozoval (példaul mandulaolaj,
olajészterek, etil-alkohol vagy frakcionalt névényi olajok); és
konzervalé  szerekkel (példaul metil- vagy  propil-p-
hidroxibenzoatok vagy szorbinsav) elkészitheték. A készitmények
pufferelé sokat, szinanyagokat és édesité szereket
tartalmazhatnak, ha arra igény mutatkozik.

Az oralis beadas érdekében a készitmények az aktiv vegyu-
let szabalyozott kibocsatasahoz megfeleléen kiszerelheték.

A bukkalis beadashoz az 6sszetételek hagyomanyos moédon
kiszerelt tablettak vagy szogletes tablettak lehetnek.

Az inhalaciés beadashoz a jelen talalmany szerinti haszna-
lat terapias szerei hagyomanyosan aeroszolban szallithaték, ami
nyomas alatt 1évé tartalybol vagy porlasztobol szarmazhat, a
megfelelé6 hajtégaz hasznalat mellett, példaul diklér-difluor-

metan, triklor-fluor-metan, diklor-tetrafluor-metan, szén-dioxid
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vagy mas alkalmas gaz. A nyomas alatt 1év6 aeroszolok esetében
a dozisegységek, a mért mennyiségének szallitasa, szeleppel
szabalyozottan meghatarozhatok. Az inhalalokhoz és a
befuvéokhoz a kapszuldk és a patronok, példaul zselatin, ugy
szerelheték ki, hogy azok a vegyulet porkeverékét és egy
megfelel6 port, példaul laktozt vagy keményitét, tartalmazzanak.

A terapias szerek az injektalassal végzett parenteralis bea-
dashoz példaul boélusz injekcioban vagy folyamatos infuziéban
szerelheték ki. Az injekcios kiszerelések egységdodzis formaban
lehetnek, példaul ampullaban, vagy tobb doézist tartalmazoé tar-
talyban, konzerval6 szerrel egyutt, vagy anélkul. Az 6sszetételek
olajos vagy vizes hordozokban szuszpenziokat, oldatokat vagy
emulziokat alakithatnak ki, és a Kiszerelést biztosité szereket
tartalmazhatjak, mint példaul szuszpendalo, stabilizalé és/vagy
diszpergald szereket. Alternativaként az aktiv alkotéorész a meg-
felel6 hordozoval végzett hasznalat el6tt helyreallitashoz por for-
maban lehet példaul steril pirogénmentes vizben.

A terapias szerek rektalis dsszetételekben is kiszerelheték,
mint példaul kupok, Vég}f retenciés bedntések, példaul hagyoma-
nyos kup alapanyagokkal egyutt, mint példaul kakaovaj vagy gli-
ceridek.

Az elézéekben leirt kiszereléseken kiviil a terapias szerek
depd készitményekben is Kiszerelheték. Az ilyen hosszu ideig
hato kiszerelések implantacioval (példaul szubkutan vagy intra-
muszkularis) vagy intramuszkularis injekcioval adhatok be. Igy

példaul a terapias szerek az alkalmas polimerrel vagy hidrofob



66 vee "E‘

anyaggal (példaul az elfogadhaté olajban emulzicként), vagy ion-
cserélé gyantakkal, vagy gyengén oldhaté szarmazékként,
példaul gyengén old6dé séban, kiszerelhetdk.

Az Osszetételek, ha sziikséges, akkor csomagban vagy ada-
golé automataban biztosithatdk, melyek az aktiv alkotorészt egy
vagy tobb doézisegységben tartalmazzak. A csomag példaul fém
vagy muanyag f6lia, ilyen példaul a hélyag csomag. A csomaghoz
vagy az adagolé automatdhoz az elényés beadas érdekébe, az
emberbe térténé beadashoz eldirasok csatolhatok.

A talalmany specifikus megvalositasi formaiban gyoégysze-
részeti Osszetételt biztosit, mely a terapias szer terapiasan hata-
sos mennyiségét a CD40 liganddal kombinaciéban tartalmazza.

A talalmanyt részletesebben a kovetkez6 példakban irjuk le,
melyek szandékunknak megfeleléen a talalmany oltalmi korét

nem korlatozzak.

1. Példa

Az SC26 variabilis régioinak klonozasa

1.1. Anyagok és modszerek

Az S2C6 konnyulanc és nehézlanc variabilis régiokat a
szakirodalomban leirtaknak megfeleléen klonoztuk [Gilliland és
mtsai: Tissue Antigens, 47, 1-20 (1996)]. A teljes RNS-t az S2C6
hibridomabadl izolaltuk. Az elsészal komplementer DNS-t (cDNS)
az egér kappa kénnyulanc és nehézlanc variabilis régiokbol alli-
tottuk eld, felhasznalva reverz transzkriptazt és antiszensz pri-

mereket, melyek a hozzavetdleg 100 bazisparos 3’ iranyu GC
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kapcsot alakitjak ki. A poli-G farkat a c¢cDNS szalakhoz
hozzaadtuk, felhasznalva terminalis transzferazt, és a
kettésszali DNS-t polimeraz lancreakciéval (PCR) szintetizaltuk.
A PCR primereket, melyek a poli-G farokra vagy a kénnyulanc,
vagy a nehézlanc belsejében egy hozzavetdleg 50 bazisos
szekvenciara specifikus, ugy terveztik meg, hogy azok egyedi
restrikcios helyeket tartalmazzanak. Miutan a PCR termékeket
sokszoroztuk, EcoRI és Hindlll enzimekkel hasitottuk, és az
azonos restrikciés enzimekkel hasitott pUCI9-be klénoztuk. A
fenti  reakcidkat  ligaltuk,  Escherichia  coli DH5o-ba
transzformaltuk és az eredményul kapott klonokat restrikcios
analizissel szurtik. A restrikcids emésztéssel pozitivnak
bizonyult klénokat DNS szekvenatorral szekvenaltuk (Li-Cor
fluorescence sequencer). A koénnyulanc variabilis régio (Vi)
nukleotid szekvencidjat (a szekvencia szama: 1) és aminosav
szekvenciajat (a szekvencia szama: 2) az 1. abran mutatjuk be. A
nehézlanc variabilis régi6 (Vu) nukleotid szekvencidjat (a
szekvencia szama: 6) és aminosav szekvencigjat (a szekvencia
szama: 7) az 2. abran mutatjuk be. A 3A-B. abrak az S2C6 VL és
az S2C6 Vu aminosav szekvencidit mutatjak. A CDR-eket
alahuztuk. A VL CDR 1-3 aminosav szekvenciak megfelelnek a 3-
5. szekvenciaknak. A Vu CDR 1-3 aminosav szekvenciak
megfelelnek a 8-10. szekvenciaknak.

Az eredményul kapott DNS szekvencidkat ezutan az azonos
izotipusu és leolvasasi Kkereti, mas egér ellenanyagok

kénnyulanc és nehézlanc variabilis szekvenciakkal egybevetettiik
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és az S2C6-bol szarmazo géneknek megfeleld
aminosavszekvenciakat meghataroztuk. Az aminosavszekvenciak
megergsitéséhez az S2C6 mAb kénnyu- és nehézlanc variabilis
régiokat N-terminalis aminosav analizisnek vetettuk ala.

Az S2C6 Vi, S2C6 Vu és a CDR-ek aminosav szekvenciait
BLASTP analizisnek vetettiik ala, felhasznalva az NR adatbazist
(minden nem-redundans GenBank CDS transzlaciok + PDB +
Swissprot + PIR + PRF) és a Kabat-féle adatbazist (ez az immuno-
logiailag kérdéses szekvenciakra vonatkozik). Az NR adatbazist
felhasznalva a szekvenciak a http://www.ncbi.nlm.nih.gov. hoz-
zaférési szaman megtalalhatok. Mig a Kabat adatbazis az
http:/ /immuno.bme.nwu.edu/database.html és SEQHUNT II ci-
meken érheté el. Ezeket az eredményeket az alabbiakban mutat-
juk be.

Az NR adatbazissal végzett BLASTP keresések:

Az NR adatbazisban az S2C6 VL-re (a szekvencia szama: 2)
a BLASTP-vel 100 %-o0s azonossagot nem kaptunk, mig 94 %-os
(106/112) azonossagot 6 esetben. Ezeket az alabbiakban mutat-
juk be:
pir| | pT0359 IgG kappa-lanc V régi6 (R4A.12) — egér (fragmens)
gi| 196660 (MS59949) immunglobulin kappa-lanc VJ régié [Mus
musculusj
gi| 196954 (M12183) kappa-lanc V-régio [Mus musculus]>gi | 2247
[Mus musculus]

pir| | B34904 Ig kappa-lanc elé-V-régi6 (12-40 és 5-14)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://immuno.bme.nwu.edu/database.html
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emb | CAA80076 | (Z22102) immunglobulin variabilis régi6 [Mus
musculus]|
dbj |BAA22172 | (ABO06833) anti-pszeudouridin monoklonalis
ellenanyag.

Az NR adatbazisban a VL CDR1-re (a szekvencia szama: 3)
a BLASTP-vel 100 %-os azonossagot nem kaptunk, de szamos 93
%-0s (15/16) azonossagut talaltunk. Ezek kézil az elsé 6tot az
alabbiakban mutatjuk be:
dbj | BAA03480 | (D14627) immunglobulin gamma-3 kappa-lanc
[Mus musculus]
dbj| BAA22172| (AB006833) anti-pszeudouridin monoklonalis
ellenanyag
gi 14101647 (AF005352) immunglobulin V-régio kénnyulanc [Mus
musculus]
gi|3377681 (AF078800) egylancu anti-HIV-1 Rev variabilis frag-
mens
gi\ 1870366 (US5625) anti-DNS IgM immunglobulin kénnytilanc
[Mus musculus]
Az NR adatbazisban a VL CDR2-re (a szekvencia szama: 4) a
BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.

Az NR adatbazisban a VL CDR3-ra (a szekvencia szama: 5)
a BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.

Az NR adatbazisban az S2C6 VH-ra (a szekvencia szama: 7)
a BLASTP-vel 100 %-os azonossagot nem kaptunk, de szamos 88
%-0s azonossagut talaltunk. A 35 kézul az elsé 6t6t az alabbiak-

ban mutatjuk be:
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gl | 3561044 (AF083186) anti-HIV-1 p24 ellenanyag D2 nehézlanc
[Mus musculus]
pdb! 1A6T|B B-lanc, az Mabl-IA monoklonalis ellenanyag Fab
fragmense
gi | 2895955 (AF045895) [Mus musculus] IgG1 nehézlanc mABI-IA
[Mus musculus]
emb | CAA80023 | (Z22049) [Mus musculus] immunglobulin
variabilis régio
gi\ 194510 (M91695) immunglobulin gamma-1 lanc [Mus
musculus]

Az NR adatbazisban a VH CDRI1-re (a szekvencia szama: 8)
a BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.

Az NR adatbazisban a VH CDR2-re (a szekvencia szama: 9)
a BLASTP-vel 100 %-os azonossagot nem kaptunk, egy 94 %-os
(16/17) azonossagut talaltunk, és szamos 94 %-nal kisebb azo-
nossagut kaptunk a keresés eredményeként. Az 1 94 %-os azo-
nossagu a kovetkezé:
gi|3561044 (AF083186) anti-HIV-1 p24 ellenanyag D2 nehézlanc
[Mus musculus].
Az NR adatbazisban a VH CDR3-ra (a szekvencia szama: 5) a
BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.
Az Kabat-féle adatbazisban végzett BLASTP keresések:

A Kabat adatbazisban az S2C6 VL-re (a szekvencia szama:
2) a BLASTP-vel 100 %-o0os azonossagot nem kaptunk, de szamos
89-91 %-o0s (106/112) azonossagu talalhaté. Ezek kozul az elsé
0tét az alabbiakban mutatjuk be:
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KADBID 005591, egér Ig kappa konnyulanc variabilis régio (S-
14...),
KADBID 005594, egér Ig kappa koénnydlanc variabilis régio
(10VA...),
KADBID 005593, egér Ig kappa kénnyulanc variabilis régi6 (12-
4..),
KADBID 005603, egér Ig kappa koénnyulanc variabilis régio
(17s....),
KADBID 005588, egér Ig kappa koénnyulanc variabilis régio
(TEPC...).

A Kabat adatbazisban a VL CDRI1-re (a szekvencia szama:
3) a BLASTP-vel 100 %-os azonossagot nem kaptunk, de szamos
93 %-os azonossagut talaltunk (15/16). Ezek kozil az elsd otot
az alabbiakban mutatjuk be:
KADBID 005720, egér Ig kappa koénnyUlanc variabilis régioé
(BwW24..),
KADBID 005614, egér Ig kappa konnyulanc variabilis régio
(PMET7...),
KADBID 005624, egér Ig kappa kénnyulanc variabilis régio (C5-
7...),
KADBID 005621, egér Ig kappa kénnyulanc variabilis régié (40-
6...),
KADBID 005640, egér Ig kappa kénnyulanc variabilis régié (40-
9..).

A Kabat adatbazisban a VL CDR2-re (a szekvencia szama:

4) a BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.
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A Kabat adatbazisban a VL CDR3-ra (a szekvencia szama:
5) a BLASTP-vel 100 %-os azonossagot egy esetben kaptunk:
KADBID 005681, egér Ig kappa koénnyllanc variabilis régié
(NC10...).

A Kabat adatbazisban az S2C6 VH-ra (a szekvencia szama:
7) a BLASTP-vel 100 %-o0s azonossagot nem kaptunk, de szamos
79-85 %-o0s azonossagut talaltunk. Ezek koézul az elsé 6tot az
alabbiakban mutatjuk be:
KADBID 001498, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régié
(HDEX?24),
KADBID 001494, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(HDEXS),
KADBID 001529, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(163.72'CL),
KADBID 001500, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(HDEX3 7),
KADBID 001597, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(BB128'CL),

A Kabat adatbazisban a VH CDR1-re (a szekvencia szama:
8) a BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.

A Kabat adatbazisban az VH CDR2-r3 (a szekvencia szama:
9) a BLASTP-vel 100 %-o0s azonossagot nem kaptunk, de szamos
87-88 %-o0s azonossagut talaltunk. Ezek ko6zul az els6 6tdot az
alabbiakban mutatjuk be:
KADBID 001535, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(H10"CL),
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KADBID 001534, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(H81'CL),
KADBID 001533, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(H50'CL),
KADBID 019741, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio (Clone
F'CL),
KADBID 001529, egér Ig kappa nehézlanc variabilis régio
(163.72'CL),

A Kabat adatbazisban a VH CDR3-ra (a szekvencia szama:

10) a BLASTP-vel talalatot nem kaptunk.

2. Példa
Az S2C6 biologiai aktivitasa

2.1 Anyagok és modszerek
2.1.1. Az anti-CD40 ellenanyag elkészitése:

Az S2C6 hibridomat 37 °C-on teljes IMDM-ben tenyésztet-
tik (Gibco BRL, Grand Island, NY) mely kiegészitésként 10 %
foetalis borju szérumot (FBS), 100 egység/ml penicillint és 100
mg/ml sztreptomicint tartalmazott. A tenyészeteket centrifuga-
lassal O0sszegyujtottik és a feliiluszot 0,2 mikronos sziirén aten-
gedtik. Ezek utan a feluluszét foszfattal pufferelt soéoldattal
(PBS) mosott GammaBind™ Sepharose (Pierce) oszlopra toéltottuk
és 0,1 M glicinnel (pH = 2,5) elualtuk. Koézvetlenll az elualas
utan az ellenanyagot 1 M trisszel (pH = 8,0) semlegesitettik,
PBS-sel szemben dializaltuk és sterilre szUrtuk. Az MAb

készitményeket méretkizarasos kromatografiaval analizaltuk. Az
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itt leirt vizsgalatokhoz csak azokat a mintakat hasznaltuk fel,

melyek to6bb mint 99 % monomer fehérjét tartalmaztak.

2.1.2. A human tumor xenograft modell:

Kilencven néstény C.B.-17 SCID egeret vasaroltunk
(Taconic Labs, Germantown, NY), melyek 6-8 hetesek voltak, és
az allatokat két hétig karanténban tartottuk. A kontroll csoport
egereit intravénasan (iv.) human B-sejtes tumor vonalakkal
injektaltuk: - Ramos (non-Hodgkin-féle limféma), HS Sultan
(tobbszdrés mieléma) vagy IM-9 (tébbszérés mieléoma), ahol a
sejtek szama 1x106-2x106 ko6z6tt mozgott. A fennmaradoé egereket
két csoportra osztottuk; az egyik feliikket 200 pl 1:10 higitasu
anti-aszialo-GM1-gyel (Wako Chemicals, Richmond, VA) iv. a
tumorsejtek injektalasa elétt egy nappal, a gazda természetes
6lésejtjeinek eltavolitasa érdekében kezeltik [Murphy és mtsai:
Eur. J. Immunol., 22, 241 (1992]. A két csoportban az egereket
iv. Ramos, HS Sultan vagy IM-9 sejtekkel (1x106-2x1069)
injektaltuk. Az egereket a vizsgalati csoportokban ezutan
intraperitonealisan (ip.) az itt leirtaknak megfeleléen elkészitett 1
mg/kg S2C6 IgG-vel injektaltuk. A 7.1.2. rész munkait a tumor
implantacié utan 1 vagy 5 nappal a kévetkezd idérendi tabla
alapjan kezeltik, és a részleges bénulas vagy a betegség egyéb

jelei alapjan nyomon kovettiik.

A xenograft tumor-modell idérendi tablazata

Csoport Tumoros |Ellenanyag (1|Anti-aszia- |mAb-vel valo
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sejtvonal |mg/kg, ip.) lo GM1 kezelés
napja

1 Kontroll |Ramos - - -

2 Ramos S2C6 - 1,5,9,13,17
3 Ramos S2C6 - 5,9,13,17,21
4 Ramos S2C6 + 1,5,9,13,17
5 Ramos S2C6 + 5,9,13,17,21
6 Kontroll |HS Sultan |- - -

7 HS Sultan |S52C6 - 1,5,9,13,17
8 HS Sultan |S2C6 - 5,9,13,17,21
9 HS Sultan |S2C6 + 1,5,9,13,17
10 HS Sultan |52C6 + 5,9,13,17,21
11 Kontroll |IM-9 - - -

12 IM-9 S2C6 - 1,5,9,13,17
13 IM-9 52C6 - 5,9,13,17,21
14 IM-9 52C6 + 1,5,9,13,17
15 IM-9 52C6 + 5,9,13,17,21

2.1.3. A periférias vér B-sejtjeinek elkuilonitése

A periférias vér B-sejtjeit mind CD19, mind CD20 kotétt el-
lenanyagok pozitiv szelekciojaval elkullénitettiik. A végsé izolalt
sejtpopulacié tébb mint 85 %-ban B-sejteket tartalmazott, amit
aramlasi citometriaval igazoltunk. A tarolashoz a sejteket 4 x 107
sejt/ml-re borjumagzat szérummal (FBS) higitottuk, mely kiegé-
szitéesként dimetil-szulfoxidot

tartalmazott, és a sejteket

folyékony nitrogén fagyasztékban taroltuk.
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A human periférias vér B-sejtjeit felengedtiik és 96-lyukt
szovettenyészté lemezeken 1 x 105 szamban IMDM tapkézegben
inkubaltuk, mely kiegészitésként 10 % FBS-t, 5 ng/ml human
rekombinans IL-4-et (Biosource) és kulénbdzé higitasu anti-
CD40 mAb-ket tartalmazott: S2C6, G28-5 (Bristol-Myers Squibb)
vagy M3 (Genzyme #80-3702-04). Kontrollként a sejteket IL-4-
gyel és irrelevans kontroll EXA2-1H8 (anti-Pseudomonas
exotoxin) mAb-vel inkubaltuk. A lemezeket 37 °C-on 3 napig
inkubaltuk, és ezutan 16 o6raig lyukanként 0,5 mCi 3H-timidinnel
jeloltuk. A sejteket a 96 lyuku lemezrél tivegsziirére gyUijtottik
felhasznalva Filtermate 196 Harvester™-t (Packard Instruments),
majd szcintillaciéos folyadékba helyeztik. A naszcensz DNS-be
beépult 3H-timidin mennyiségét folyadék  szcintillacios
szamlaloval mértuk (Topcount LSC™, Packard Instruments).

A CDA4O0OL ("Jurkat/CD40L") nagy mennyiségének kifejezésé-
hez a szelektalt Jurkat sejtvonalat CD40L stimulator sejtként al-
kalmaztuk [Malik és mtsai: J. Immunol., 156, 3952-3960 (1996)].
PBS-ben 1évé 50 mg/ml mitomicin C-vel 20 percig 37 °C-on ke-
zeltik, majd haromszor PBS-sel mostuk, mielétt a B-sejtekhez
hozzaadtuk volna. A B-sejteket (1x105/lyuk) a Jurkat/CD40L
sejtekkel egyesitettik és a fentiekben leirtaknak megfeleléen
vizsgaltuk. A B-sejteket és az IL-4-et a kisérlet kezdetén

kézvetlenul a stimulator sejtekhez adtuk hozza (2,5 x 104/lyuk)
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majd ezt kovetden tortént az anti-CD40 mAb-k hozzaadasa. A
monoklonalis ellenanyagok titereit vagy a stimulator sejtek
rogzitett koncentracidéja mellett hataroztuk meg, vagy
meghatarozott mAb koncentracional a stimulator sejtekkel

titraltuk.

A CD40/CDA40L ko6tédés vizsgalata

Ebben a vizsgalatban célsejtként a Jurkat/CD40L sejt-
vonalat hasznaltuk. A sejteket a mintaban 2 x 107/ml koncent-
raciora allitottuk be, mintanként SO pl-t hasznaltunk fel. A kotést
RPMI 1640 taptalaj (Gibco) + 10 % FBS 6sszetételben vizsgaltuk.
A receptor telitédés meghatarozasahoz a Jurkat/CD40L sejteket
fehérje, mely CD40-b6l és human immunglobulinbél all)
inkubaltuk [Noelle és mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 89, 6550-6554 (1992)], mostuk és
fluoreszcein-izotiocianat konjugalt anti-human
immunglobulinnal ("FITC-anti-human Ig") inkubaltuk. A kapott
kotést FacScan™ aramlasi citométerrel (Becton Dickinson)
értékeltiik ki. A rekombinans oldhaté CD40-Ig-t (25 pg/ml) 1
Az anti-CD40 mAb G28-5-t; M3-at; és az anti-Pseudomonas exo-
toxint (izotipus kontroll) 6sszehasonlitasként hasznaltuk. A re-
kombinans oldhaté human CD40 ligandot (CD154-muCD8),
amelyet az egér CD8-cal fuzioban alakitottak ki, és amit FITC

jeloltek, a Research Diagnostics, Inc-t6l kaptuk (Flanders, NJ).
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Az oldhat6é CD40-Ig és az anti-CD40 mAb-k higitasait 4-szeres
végkoncentraciokbol  készitettlkk, amit jégen 1  oraig
eléinkubaltuk, és ezutan 1 orara a Jurkat sejtekhez adtuk. A
sejteket mostuk és a FITC-kecske anti-human F(ab')2-vel jeldltiik
(Jackson Labs, Fc-specific #109-096-098). A CD40 koétédés

meértékét aramlasi citométerrel hataroztuk meg.

2.2. Eredmények
2.2.1. Az in vitro vizsgalatok: az S52C6 mAb a CD40/CD40L koél-
csonhatast elésegiti

Az anti-CD40 mAb-knek az T oldhato CD40 és az aktivalt
T-sejtek felszinén kifejezett CD40L koétédésre gyakorolt
CD40 mAb-kat 25 pg/ml oldhaté CD40-Ig-vel eléinkubaltunk,
majd ezt kovetéen a komplexeket Jurkat/CD40L sejtekkel
inkubaltuk. A CD40L kifejez6désének bizonyitasa a szelektalt
CD40L Jurkat T-sejteken kezdetben aramlasi citometriaval
tértént, amihez FITC-jelolt anti-CD40L-et alkalmaztunk (az
adatokat nem mutattuk be). Ezeken a céltabla sejteken a CD40
kotédését a CD40L-hez a Jurkat/CD40 sejtek aramlasi
citometriajaval hataroztuk meg, felhasznalva FITC-kecske anti-
human Ig-t a kététt CD40-Ig kimutatasahoz. A CD40-Ig titralasa
azt mutatta, hogy a receptortelitédés hozzavetdéleg 25 pg/ml
CDA40-Ig-nél talalhato. Az oldhato CD40 telitési

2:1 aranyig (tomeg) komplexet képzett, ahol a CD40 ko6tédése a
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CD40L-lel dozisfiiggéen né (hozzavetdleg 50 %, 100 %, 146 % és
220 % hozzavetéleg 6 pg/ml, 13 pg/ml, 25 pg/ml, 20 és 50
ng/ml koncentraciéknal, 4. abra). A gatlo M3 ellenanyag hasonlé
titralasa a CD40/CD40L ko6tédést dozisfiiggéen blokkolta. A G28-
5 mAb a CD40/CD40L koétédésre 25 ng/ml koncentraciéig nem
hatott és a kontroll EXA2-1H8 Ig-hez képest a vizsgalt
legnagyobb koncentracioban (50 pug/ml) kissé stimulalt.

Ezek az adatok tisztan tikroézik, hogy az S2C6 mAb az
CD40/CD40L koélcsdnhatast eldsegiti. Tovabba az S2C6 a G28-5-
t6l és az M3-tol a CD40/CD40L koélcsonhatast noveld
képességére nézve eltér.

Egy forditott vizsgalati modszerben az anti-CD40 mAb-k
hatasat az oldhat6 CD40L és a membranhoz koététt, B-sejteken
kifejez6dé CD40 kolcs6nhatasara nézve értékeltiik ki. Az oldhaté
CD40L titralasa az mutatta, hogy a Ramos B sejtek felszini CD40
telitése hozzavetdleg 10 pg/ml. A kulénb6zé anti-CD40 mAb-k
novekvd koncentracioit CD40-et kifejezé B-sejtekkel eléinkubal-
tuk, majd ezt kdévetéen a sejteket FITC jelolt oldhaté CD40L-lel
inkubaltuk. A jelélt CD40L koétédését ezutan a B-sejteken 1évé
CD40-hez a Ramos sejtek aramlasi citometrijjaval hataroztuk
val, az S2C6 mAb, a CD40-et kifejezé sejtekkel komplexet képez-
ve, a CD40L kétédést maximalisan hozzavetéleg 51 %-t6l 68 %-ig

0,04-2 pg/ml koncentracioknal novelte (5. abra).
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Ezek az adatok azt mutatjak, hogy nem ugy mint az M3 és
a G28-5, az S2C6 meglepetésiinkre a CD40L-lel szinergizal a B-

E tipus masodik vizsgalati moédszerében a B-sejteket vagy
anti-CD40 mAb-vel titraltuk, vagy a nem proliferalo6 CD40L sti-
mulator T-sejtekkel meghatarozott 4:1 (B:T) aranynal egyesitet-
tuk és az anti-CD40 mAb-vel titraltuk (7. abra).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy ilyen kérilmények
ko6zott a human elsédleges periférias vér B-sejtek aktivalasat 10
png/ml G28-5 mAb és ligand kétszeresére novelte szemben maga-
val a G28-5-tel. Meglepé mértékben az S2C6 jelentésen aktivabb
novelte 10 pg/ml koncentracional (a legmagasabb vizsgalt dozis-
nal) magahoz a S2C6 képest.

Mindent egybevetve ezek az adatok azt mutatjak, hogy az
S2C6 a CD40-nel komplexet képezve a CD40L koétédést noveli.
mint a G28-S, az S2C6-ot mégis megkulénboéztethetjik a G28-5-
tél a CD40L kotédés novelése és az ezt kdoveté CD40L kozvetitett

aktivacios jel mértéke miatt.

3. Példa

Az S2C6 monoklonalis ellenanyag a tumorok ndévekedését gatolja

A nativ S2C6 mAb antitumor aktivitasanak Kkiértékeléséhez
néstény C.B.-17 SCID egereket két csoportra osztottuk (csopor-

tonként 20 egér). A csoportok felét a természetes 6lésejtek aktivi-
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tasanak  megszintetésére  anti-aszialo-GM1-gyel  kezeltiik
[Murphy és mtsai: Eur. J. Immunol. 22, 241(1992)]. Az ezt
koveté napon az egereket iv. Ramos, HS Sultan vagy IM-9
sejtekkel (1 x 100 cells) kezeltiik. Az egereket ez utan ip. 1 mg/kg
S2C6 IgG mAb-vel kezeltik, ahogy azt a 7. anyagok és
modszerek részben leirtuk, és a részleges bénulast és a betegség
elsé jeleit nyomon kovettuk.

A Ramos human B-sejtes limféomat (8A. abra), a HS Sultan
tobbszérés mielomat (8B. abra) vagy az IM-9 t6bbszords
mielomat (8C. abra) hordozé allatok S2C6 monoklonalis
ellenanyag kezelése a tumor témegének, és az ezt kévetd
tumorral Kkapcsolatos morbiditast és mortalitast, szignifikans
csokkenését eredményezte. Parhuzamos vizsgalatokban a
hatékonysag anti-aszialo-GM1 jelenlétében fennmaradt, ami arra
utal, hogy az S2C6 mAbD jelenlétében a tulélés névekedése nem a
nemspecifikus NK sejtek aktivitasanak tulajdonithaté. Az IM-9
sejtvonal abban tekinthetdé agressziv tumor modellnek, hogy
human Ig-t szekretal, a kor helyettes markereként.

Az IM-9 altal beteg egerek S2C6 mAb-s kezelése az allatok
tulélését jelentésen megnoévelte. Ezek a tanulmanyok vilagosan
mutatjak, hogy egerekbe ultetett human tumoroknal az S2C6

erdteljes anti-tumor aktivitassal bir.

4. Példa

Az egylancu anti-CD40 immuntoxin fiiziés fehérje a CD40-Ig-hez

kotédik
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A BD1-52C6 sFv-t (egylancu anti-CD40 immuntoxin egy
fuzios fehérje, mely a bryodin 1 (BD1) aminosav szekvenciajabol
[Francisco és mtsai: Journal of Biological Chemistry 272(39),
24165-24169(1997) és az S2C6 monoklonalis ellenanyag varia-
tettiik ki, majd denaturaltuk és hagytuk ismételten feltekeredni.

Roviden, a teljes RNS-t az S2C6 hibridoma sejtekbél
TRIZOL reagenssel (Life Technologies) a gyartdé utasitasainak
megfeleléen elkulénitettiik. A kénnyu- és a nehézlanc varidbilis
régiojanak elsészal cDNS szintézise a szakirodalomban
leirtaknak megfeleléen tortént |[Gilliland és mtsai: Tissue
Antigens, 47, 1-20 (1996)] olyan primereket hasznalva, melyek a
G-C kapocs 3' iranyu részének hozzavetéleg 100 bazisos
komplementer részeibdl épuiltek fel. Az elsé szalat ezek utan poli-
G farokkal lattuk el és PCR-rel sokszoroztuk, felhasznalva a poli-
C lehorgonyz6 primert, mely a poli-G farokkal komplementer, és
egy olyan primert agyaztunk be, mely hozzavetéleg SO bazisat az
elsészal szintézis belsejéhez hasznaltuk. A PCR primereket ugy
terveztik, hogy a PCR termék 5' és 3' végein egyedi restrikciés
hasitasi helyeket hozzanak létre. A két PCR terméket, melyek a
kénnyu- és a nehézlanc variabilis régiokat kodolé szekvenciakat
tartalmazzak, EcoRI és HindIlll enzimekkel emésztettiik, és
azonos enzimekkel hasitott pUC19 plazmidba ligaltuk. Az
eredményul kapott plazmidok DNS-ei, a pSGS és a p5G10, az
S2C6 VL illetéleg az S2C6 VH koédolo régidit tartalmazzak.
Mindkeét plazmid DNS-ét szekvenaltuk, és igy a sziléi
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monoklonalis ellenanyag aminoterminalis aminosav
szekvenciajat igazoltuk.

Az S2C6 VH és VL fragmenseit "6sszevarrtuk” (a PCR végek
atlapolasa), ahogy az Gilliland és munkatarsai leirtak, és VH-VL
iranyban a klénozé vektorba épitettiik. Ezek utan a BD1-G28-5
sFv sFv-fragmensét [Francisco és mtsai: J. Biol. Chem., 272,
24165-24169(1997) a pSE1S1-bdl restrikciés emésztéssel eltavo-
litottuk és az S2C5 sFv-t helyére ligaltuk. Az eredménytil kapott
plazmid, a pSG40, a BD1-52C6 sFv-t kodolo gént tartalmazza, a
T7 indukalhat6é promoter szabalyozasa alatt.

A kifejezéshez a pSG40-et kompetens Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS torzs sejtjeibe transzformaltuk, és a sejteket T-
taplevesben 37 oC-on tenyésztettik. Amikor a tenyészet ODsoo
értéke elérte az 1,0 értéket a sejteket 1 mM izopropil-f5-D-tioga-
laktopiranoziddal (IPTG) 3 6raig inkubaltuk. Ezt kdvetéen a sejte-
ket centrifugalassal 6sszegyUjtottiik és ultrahanggal lizaltuk, és a
BD1-52C6 sFv fuziés terméket mint oldhatatlan zarvanytest
centrifugalassal elkulonitettik, amit ezek utan a kévetkezoékép-
pen denaturaltuk. A zarvanytesteket 5 mg/ml koncentraciéoban 7
M guanidinben oldatba vittik, és PBS-sel gyorsan higitva (1:100)
lehetéve tettuk ismételt feltekeredését, ahol a PBS oldat kiegészi-
tésként 0,3 M L-arginint és 2 mM DTT-t tartalmazott, ezek utan
a kovetkezd tisztitashoz 20 mM natrium-foszfat pufferrel (pH =
7,4) szemben dializaltuk.

Az ujja tekeredett fehérjét Blue Sepharose-zal izolaltuk,
majd affinitas kromatografiaval régzitett CD40-Ig-n tisztitottuk. A
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tisztitott fehérje kotédését ezutan ELISA-val, kotott CD40-Ig-n
vizsgaltuk. A mikrotiter lemezeket 0,5 pg/ml CD40-Ig-vel fedtuik,
majd 1 % borju szérumalbumint és 0,05 % Tween 20-at tartal-
mazé PBS-ben (pH = 7,4) a tisztitott BD1-S2C6 higitasait adtuk
hozza a kévetkez6 monoklonalis ellenanyagok jelenlétében: 25
ng/ml S2C6 mAb (A), 25 ng/ml BR96 kontrol ellenanyag (o), vagy
az ellenanyag feleslege nélkul (O0). A BD1-52C6 sFv kotédését a
rogzitett receptorhoz BD1-specifikus nyul antiszérum, majd tor-
maperoxidazzal konjugalt kecske anti-nyul Ig hozzaadasaval vizs-
galtuk (Seattle Genetics, Inc., Bothell, Washington), ezt kévetéen
tormaperoxidazzal konjugalt kecske anti-nyul Ig-t adtunk hozza.
A BD1-52C6 sFv kotédése a CD40-Ig-hez teljes mértékben
gatolhato az S2C6 mAbD feleslegének hozzaadasaval, de a kontroll

mADb hozzaadasaval nem (9. abra).

5. Példa

A rekombinans S2C6 beadasa a CD40 pozitiv rosszindulata

daganatoknal

A CDA40 pozitiv malignus daganatos betegeket, mint példaul
Non-Hodgkin-féle limfoma, t6bbszérés mieloma és vastagbél vagy
mas karcinomak, rekombinans humanizalt S2C6-anti-CD40 mo-
noklonalis ellenanyaggal injektaltuk (az egér CDR-ekkel és az

emberi vazrégiokkal) vagy rekombinans kiméra ellenanyaggal,
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készitettik. A kezelés a betegség barmely iddszakaban
elkezdhetd, jarulékos kemoterapiaval vagy aneélkul.

A kezelési tartomany a szer soban vagy fizioloégiasan elfo-
gadhato oldatban torténé heti injektalasat jelenti.

A rekombinans S2C6-nal a hasznalt dézis 0,1 mg/m?2-tél (a
beteg testfelszine) 1000 mg/m?2-ig terjed, elényésen 100-500
mg/m?2.

Az injektalas intravénasan akar a periférias, akar a centra-
lis intravénas vonalon tértént. A szert infiizioban és nem intravé-
nas léketben adtuk be.

A rekombinans S2C6 terapias hatékonysagat a koévetkezé-
képpen kévettiik: a) a periférias vérben az 6ssz limfocita, vala-
mint T és B limfocita szamok; b) a T limfocitak aktivitasa in vitro
(segité T4 limfocitak és citotoxikus T8 limfocitak); és/vagy c) a
szereket alkalmaztunk: komputer tomografia (CT), magneses
rezonancia képleképzés (MRI), x-radiografikus képleképzés,
csontpasztazas és tumor biopszia, ahol a mintavételbe a
csontveld leszivas (BMA) is beletartozott.

A kapott eredménytél fiiggéen a CD40 pozitiv malignus be-
tegségek optimalis kezelésében a terapias tartomany fejlesztését
értik el, mikézben a tumor regresszi6 és a tumorsejtek teljes ki-
irtasa érdekében az immunrendszerre a leheté legkisebb mérv

hatast gyakoroltunk.

A mikroorganizmusok letétbe helyezése:
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Az S2C6 hibridomat, mely a nativ monoklonalis S2C6 ellen-
anyagot termeli, 1999. majus 25-én az American Type Culture
Collection (ATCC) gyUjteményébe (10801 University Boulevard,
Manassass, Virginia 20110-2209), a Budapesti Szerzédés a mik-
roorganizmusok nemzetkézi letétbe helyezésének kovetelményei

alapjan, PTA-110 szamon letétbe helyeztuk.

Specifikus megvalésitasi formak, hivatkozasok:

A jelen talalmany oltalmi kére nem korlatozodik az itt leirt
specifikus megvaldsitasi formakra. Ténylegesen a talalmany k-
16nb6z6 modositasai, azt itt leirtakon kiviil, a szakirodalomban
jartas szakemberek szamara az itt leirtak alapjan és a
kapcsolodoé abrak segitségével nyilvanvalok. Az ilyen modositasok
szandékunknak megfeleléen a csatolt igénypontok oltalmi korébe
tartoznak.

Az itt idézett ktilonbo6z6 hivatkozasok, beleértve a szabadal-
mi bejelentéseket, szabadalmakat és tudomanyos
kozleményeket, melyeket itt hivatkozasként épitettiink be, teljes
terjedelmuikre vonatkoznak.

Az alabbiakban részletesen ismertetjik a leirasban emlitett

szekvenciakat.

A SZEKVENCIAK JEGYZEKE
<110> Seattle Genetics, Inc.

<120> Rekombinans anti CD40 ellenanyagok és hasznalatuk
<130> 9632-009-228
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Thr

aca
Thr

tgg
Trp

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Trp

gta
Val

tct

Ser

tgg
Trp

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Trp

90

gac

Asp

gag
Glu

ggc
Gly
105

Pro

Ser

25

His

Gly

Asp

Glu

Gly
105

aag

Lys

gac
Asp
90

cac

His

Asp
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90

His

tca
Ser
75

tct

Ser

ggc
Gly

Leu

Tyr

Lys

Ser

Ser

15

Ser

Gly

tcc

Ser

gcg
Ala

acc
Thr

Val

Ser

Ser

Tyr

60

Ser

Ala

Thr

agc

Ser

gtc
Val

act
Thr

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Thr

aca
Thr

tat
Tyr

ctc

Leu
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Leu
110

gcc
Ala

tac
Tyr

95
aca
Thr

Gly

15
Gly
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Thr

tac
Tyr
80

tgt
Cys

gtc
Val

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

240

288

336
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<213> Mus musculus

- <400> 8

Thr Gly Tyr Tyr Ile His
1 5

<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

Arg Val Ile Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 10

<211>4

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Glu Gly Ile Tyr
1

<210> 11

<211> 48

<212> DNS

<213> Mus musculus

<400> 11

agatctagtc agagccttgt acacagtaat ggaaacacct ttttacat 48
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<210> 12

<211> 21

<212> DNS

<213> Mus musculus

<400> 12

acagtttcca accgattttc t 21

<210> 13

<211> 18

<212> DNS

<213> Mus musculus

<400> 13

actggctact acatacac 18

<210> 14

<211> 51

<212> DNS

<213> Mus musculus

<400> 14

cgtgttattc ctaacaatgg aggcactagt tacaaccaga agttcaaggg c 51

<210> 15

<211> 12

<212> DNS

<213> Mus musculus

<400> 15

gaagggatct ac 12
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A 3., 4., 8., 9. vagy 10., szekvenciaja molekulak, melyek-
re jellemzd, hogy (a) a CD40-hez immunspecifikusan kétédnek,
és (b) a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a
letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéoma
szekretal, els6dleges aminosav szekvenciajukban egy vagy t6bb
helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak.

2. A3, 4., 8, 9. vagy 10., szekvenciaja molekulak, melyek-
re jellemzd, hogy (a) a CD40-hez immunspecifikusan kétédnek,
és (b) nem az S2C6 monoklonalis ellenanyag, amit a letétbe he-
lyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal, és
nem az S2C6 papainnal vagy pepszinnel végzett emésztésének az
eredménye.

3. Az 1. és a 2. igénypont szerinti molekula, mely a 2. ami-
nosav szekvenciat vagy a 7. aminosav szekvenciat vagy mind a
2., mind a 7. aminosav szekvenciat tartalmazza.

4. Az 1. és a 2. igénypont szerinti molekula, mely ellen-
anyag.

5. Az 1. és a 2. igénypont szerinti molekula, mely fuzios
fehérje, ami a masodik nem ellenanyag molekula aminosav szek-
vencigjat tartalmazza.

6. Az 5. igénypont szerinti molekula, mely a bryodin (BD1)
aminosav szekvenciajat a 7. szekvenciahoz, a 2. szekvencidhoz
kapcsoltan tartalmazza.

7. Az 1. és a 2. igénypont szerinti molekula, mely

o o0
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ugy tartalmazza, ahogy azt a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretalja, valamint a human
allando régiot is magaban foglalja.

8. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti molekula, mely
tisztitott.

9. Tisztitott fehérje, mely a 2. vagy a 7. szekvenciaval lega-
labb 95 %-ban azonos, mely fehérjére jellemzé, hogy (a) a CD40-
hez immunospecifikusan koétédik, és (b) a nativ S2C6 mono-
klonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC
PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal, elsédleges
aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb helyettesitést vagy
betoldast tartalmaz.

10. Tisztitott fehérje, mely (a) a CD40 koétédésért a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéoma altal szek-
retalt S2C6-vel vetélkedik, (b) a CD40 ligand k6étédését a CD40-
hez legalabb 45 %-kal noéveli, és (c) a nativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridéma szekretal, elsédleges aminosav
szekvenciajaban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast tar-
talmaz.

11. Tisztitott fehérje, mely (a) a CD40 kotédésért a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma altal szek-
retalt S2C6-vel vetélkedik, (b) a CD40 ligand kétédését a CD40-
hez legalabb 45 %-kal noéveli, és (c) nem monoklonalis S2C6
ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési
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szamu hibridoma szekretal, és nem az S2C6 papainnal vagy
pepszinnel végzett emésztésének az eredménye.

12. Izolalt nukleinsav, mely az 1., 6., 11., 12., 13., 14., vagy
15. szekvenciat foglalja magaban.

13. Izolalt nukleinsav, mely a 3., 4., 8., 9. vagy 10. fehérjét
kodolo nukleotid szekvenciat foglalja magaban.

14. A 13. igénypont szerinti izolalt nukleinsav, mely a
kovetkez6 fehérjéket kodolo nukleotid szekvenciaval rendelkezik:
(@) az S2C6 monoklonalis ellenanyag nehézlancanak variabilis
doménja, ahogy azt a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési
szamu hibridoma szekretalja, és (b) a human allando régio.

15. Izolalt nukleinsav, mely a 2. vagy a 7. szekvenciakkal
legalabb 95 %-ban azonos aminosav szekvenciaju fehérjét kodolo
nukleinsav szekvenciat tartalmazza.

16. Izolalt nukleinsav, mely fehérjét kodolé nukleinsav
szekvenciat tartalmaz, mely fehérje a CD40 kotédésért a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéoma altal szek-
retalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal vetélkedik, és ahol a
fehérje a CD40 ligand kotédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal
noveli.

17. I1zolalt nukleinsav, mely fuzios fehérjét kédolé nuklein-
sav szekvenciat tartalmaz, ahol a szoban forg6é fuzios fehérje a
bryodin (BD1) aminosav szekvenciajat a 7. szekvenciahoz, a 2.
szekvenciahoz kapcsoltan tartalmazza.

18. Izolalt nukleinsav, mely a 2. és a 7. szekvenciat tartal-
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komplementer DNS-hez erésen szigoru koértilmeények koéz6tt hibri-
dizal, ahol az izolalt nukleinsav a CD40-nel immunspecifikusan
ko6tédni képes fehérjét kodol.

19. Rekombinans sejt, mely rekombinans nukleinsav vek-
tort tartalmaz, mely nukleinsav szekvenciaja olyan fehérjét
kodol, mely a CD40 kétédésért a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma altal szekretalt S2C6 monoklonalis
ellenanyaggal vetélkedik, és ahol a fehérje a CD40 ligand
kotédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal noveli.

20. Rekombinans sejt, mely rekombinans nukleinsav vek-
tort tartalmaz, ahol a vektor az 1., 6., 11., 12., 13., 14., vagy 15.
szekvenciat foglalja magaban.

21. Eljaras fehérje termelésére, azzal jellemezve, hogy a
kovetkezéket foglalja magaban:

(a) a fehérjét kodolé nukleotid szekvenciat tartalmazoé sejtek
novesztése, mely fehérje a CD40 kotédésért a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma altal
szekretalt S2C6-vel vetélkedik, és mely fehérje a CD40
ligand koétédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal néveli,
olyan koérulmények kozott, hogy a fehérje a sejtekben
kifejez6djon; és

(b) a kifejezett fehérje kinyerése.

22. Eljaras fehérje termelésére, azzal jellemezve, hogy a
kovetkezéket foglalja magaban:

(@) aZ2.,3.,4., 7., 8., 9. vagy 10. szekvenciaju fehérjét kodolo

rekombinans nukleinsavat tartalmazé sejtek névesztése
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olyan korilmények koézott, hogy a szoban forgd nukleotid
szekvencia a sejtben kifejez6djon; és

(b) a kifejezett fehérje kinyerése.

23. Gyogyszerészeti 6sszetétel, mely a kdvetkezéket foglalja
magaban:

(a) a rakbetegség kezelésében vagy megel6zésében hatasos
mennyiségi molekula, mely a 2., 3., 4., 7., 8., 9. vagy 10.
szekvenciat tartalmazza, mely molekula () a CD40-hez
immunspecifikusan kétédik (ii) a CD40 ligand ko6tédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal néveli, és (iii) a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéoma
szekretal, elsédleges aminosav szekvenciajaban egy vagy
t6bb helyettesitést vagy betoldast tartalmaz; és

(b) gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozo.

24. Gyogyszerészeti 6sszetétel, mely a kovetkezéket foglalja
magaban:

(a) a rakbetegség kezelésében vagy megel6zésében hatasos
mennyiségu tisztitott fehérje, mely (i) a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma altal
szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a CD40
kotédésért vetélkedik, (i) a CD40 ligand kotdédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal noéveli, és (iii) a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe

helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma



99 .:. : ... eees o .

szekretal, elsédleges aminosav szekvenciajaban egy vagy
tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaz; és

(b) gyogyszerészetileg elfogadhato hordozo.

25. Gyogyszerészeti 6sszetétel, mely a kdvetkezdket foglalja
magaban:

(a) a rakbetegség kezelésében vagy megelézésében hatasos
mennyiségu tisztitott fehérje, mely (i) a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma altal
szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a CD40
kotodésért vetélkedik, (i) a CD40 ligand kotédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal noveli, és (iii) nem
monoklonalis ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC
PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal, és nem
az S2C6 papainnal vagy pepszinnel végzett emésztésének
az eredménye; és

(b) gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozo.

26. Gyogyszerészeti 0sszetétel, mely a kovetkezoket foglalja
magaban:

(a) az immunvalasz aktivalasaban vagy névelésében hatasos
mennyiségl molekula, mely a 2., 3., 4., 7., 8., 9. vagy 10.
szekvenciat tartalmazza, mely molekula (i) a CD40-hez
immunspecifikusan koétédik (ii) a CD40 ligand k6étédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal néveli, és (iii) a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe

helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma
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szekretal elsédleges aminosav szekvencijjaban egy vagy
tobb helyettesitést vagy betoldast tartalmaz; és

(b) gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozo.

27. Gyogyszerészeti 6sszetétel, mely a kovetkezéket foglalja
magaban:

(a) az immunvalasz aktivalasaban vagy névelésében hatasos
mennyiségu tisztitott fehérje, mely (i) a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma altal
szekretalt monoklonalis ellenanyaggal a CD40 koétédésért
vetélkedik, (i) a CD40 ligand koétédését a CD40-hez
legalabb 45 %-kal noveli, és iii) a nativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-
110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal, elsédleges
aminosav szekvencigjaban egy vagy tobb helyettesitést
vagy betoldast tartalmaz; és

(b) gyodgyszerészetileg elfogadhaté hordozo.

28. Gyogyszerészeti 0sszetétel, mely a kdvetkezbéket foglalja
magaban:

(a) az immunvalasz aktivalasaban vagy noévelésében hatasos
mennyiségu tisztitott fehérje, mely (i) a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma Aaltal
szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a CD40
kotédésért vetélkedik, (i) a CD40 ligand kotédését a
CD40-hez legalabb 45 9%-kal néveli, és (iii) nem
monoklonalis ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC

PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma szekretal, és nem
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az S2C6 papainnal vagy pepszinnel végzett emésztésének
az eredménye; és
(b) gyogyszerészetileg elfogadhaté hordozo.

29. A 23-28. igénypontok barmelyike szerinti gyogyszereé-
szeti Osszetétel, mely a fentieken kivill CD40 ligandot is
tartalmaz.

30. Eljaras rakbetegek kezelésére vagy betegséguk
megel6zésére, azzal jellemezve, hogy a szubjektumba a 2., 3., 4.,
7., 8., 9. vagy 10. szekvenciat tartalmazé molekulanak a
rakbetegség kezeléséhez és megelézéséhez hatasos
mennyiségben toérténé beadasat tartalmazza, mely molekulara
jellemzé, hogy (i) a CD40-hez immunspecifikusan kétédik, (i) a
CD40 ligand kotédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal ndéveli, és
(iii) a nativ S2C6 monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a
letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma
szekretal, elsédleges aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb
helyettesitést vagy betoldast tartalmaznak.

31. Eljaras rakbetegek kezelésére vagy vagy betegségik
megel6zésére, azzal jellemezve, hogy a szubjektumba a rakbe-
tegség kezeléséhez és megel6zéséhez hatasos mennyiségben
torténo tisztitott fehérje beadasat tartalmazza, melyre jellemzé,
hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu
hibridoma szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyag a CD40
kotédésért vetélkedik, (i1) a CD40 ligand kotédését a CD40-hez
legalabb 45 %-kal néveli, és (iii) a nativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110

ooooo
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hozzaférési szamu hibridéma szekretal elsédleges aminosav
szekvencijajaban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast
tartalmaz.

32. Eljaras rakbetegek kezelésére vagy vagy betegséguk
megelézésére, azzal jellemezve, hogy a szubjektumba a rakbe-
tegség kezeléséhez és megel6zéséhez hatasos mennyiségben
térténd tisztitott fehérje beadasat tartalmazza, mely tisztitott
fehérjére jellemzd6, hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma altal szekretalt S2C6 monoklonalis
ellenanyaggal a CD40 kotédésért vetélkedik, (i) a CD40 ligand
kétédését a CD40-hez legalabb 45 %-kal noveli, és (iii) nem
monoklonalis ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretal, és nem az S2C6
papainnal vagy pepszinnel végzett emésztésének az eredménye.

33. Eljaras az immunvalasz aktivalasara és noévelésére, az-
zal jellemezve, hogy a szubjektumba a 2., 3., 4., 7., 8., 9. vagy
10. szekvenciat tartalmazé molekulanak az immunvalasz
aktivalasahoz és nédveléséhez hatasos mennyiségben torténd
beadasat tartalmazza, mely molekulara jellemzd, hogy (i) a CD40-
hez immunspecifikusan koétédik, (ii) a CD40 ligand kotédését a
CD40-hez legalabb 45 9%-kal néveli, és (iii) a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridoma szekretal elsédleges
aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb helyettesitést vagy

betoldast tartalmaznak.
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34. Eljaras az immunvalasz aktivalasara és novelésére, az-
zal jellemezve, hogy a szubjektumba az immunvalasz aktivalasa-
hoz és noveléséhez a tisztitott fehérje hatasos mennyiségben tor-
téné beadasat tartalmazza, mely tisztitott fehérjére jellemzé, hogy
(i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu
hibridoma altal szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a
CD40 koétédésért vetélkedik, (ii) a CD40 ligand kétédését a CD40-
hez legalabb 45 %-kal noéveli, és (iil) a nativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretal, elsédleges aminosav
szekvencidjaban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast
tartalmaz.

35. Eljaras az immunvalasz aktivalasara és névelésére, az-
zal jellemezve, hogy a szubjektumba a tisztitott fehérjének az im-
munvalasz aktivalasahoz és noéveléséhez hatasos mennyiségben
torténé beadasat tartalmazza, mely tisztitott fehérjére jellemzé,
hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hib-
ridoma altal szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a CD40
kotodésért vetélkedik, (i) a CD40 ligand kotédését a CD40-hez
legalabb 45 %-kal ndveli, és (iii) nem monoklonalis ellenanyag,
amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibri-
doma szekretal, és nem az S2C6 papainnal vagy pepszinnel
végzett emésztésének az eredmeénye.

36. Eljaras az immunvalasz aktivalasara és névelésére,
azzal jellemezve, hogy a szubjektumba a 2., 3., 4., 7., 8., 9. vagy

10. szekvenciat tartalmaz6 molekulanak az immunbetegség keze-
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léséhez vagy noveléséhez hatasos mennyiségben térténd
beadasat tartalmazza, mely molekulara jellemzd, hogy (i) a CD40-
hez immunspecifikusan koétédik, (ii) a CD40 ligand kotédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal ndéveli, és (iii) a nativ S2C6
monoklonalis ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett
ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma szekretal elsédleges
aminosav szekvenciajukban egy vagy tobb helyettesitést vagy
betoldast tartalmaznak.

37. Eljaras immunbetegség kezelésére és megelézésére,
azzal jellemezve, hogy a szubjektumba az immunbetegség keze-
léséhez vagy noveléséhez a tisztitott fehérje hatasos mennyiség-
ben térténé beadasat tartalmazza, mely tisztitott fehérjére jellem-
z6, hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu
hibridoma altal szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal a
CD40 kotoédeéseért vetélkedik, (ii) a CD40 ligand kétédését a CD40-
hez legalabb 45 %-kal noéveli, és (iii) a nativ S2C6 monoklonalis
ellenanyaghoz képest, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110
hozzaférési szamu hibridoma szekretal, elsédleges aminosav
szekvenciajaban egy vagy tobb helyettesitést vagy betoldast
tartalmaz.

38. Eljaras immunbetegség kezelésére és megelézésére,
azzal jellemezve, hogy a szubjektumba a tisztitott fehérjének az
immunbetegség kezeléséhez vagy noéveléséhez hatasos mennyi-
ségben tOrténé beadasat tartalmazza, mely tisztitott fehérjére
jellemzé, hogy (i) a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési
szamu hibridéma altal szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyag-
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gal a CD40 koétédésért vetélkedik, (ii) a CD40 ligand kétédését a
CD40-hez legalabb 45 %-kal noveli, és (iii) nem monoklonalis
ellenanyag, amit a letétbe helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési
szamu hibridéma szekretal, és nem az S2C6 papainnal vagy
pepszinnel végzett emésztésének az eredménye.

39. A 30-38. igénypontok barmelyike szerinti gyogyszeré-
szeti dsszetétel, mely a fentieken kiviil CD40 ligand beadasat is
tartalmazza.

40. A 30-38. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy a szubjektum ember.

41. A 4. igénypont szerinti ellenanyag, melynek izotipusa
nem IgG1l.

42. Transzgenikus nem-human allat, névény vagy elkulo-
nitett sejt, mely egy vagy tobb fehérjét koédolo transzgént tartal-
maz, mely fehérje a CD40-hez toérténé koétédésben a letétbe
helyezett ATCC PTA-110 hozzaférési szamu hibridéma altal
szekretalt S2C6 monoklonalis ellenanyaggal vetélkedik, és amely
fehérje a CD40 ligand CD40-hez kotédését legalabb 45 %-kal
noveli.

43. Gyogyszerészeti 6sszetétel, mely a rakbetegség vagy az
immunrendszer betegségeinek gyogyitasahoz vagy megel6zéséhez
vagy az immunvalasz aktivalasahoz vagy noveléséhez a kovetke-
z6ket tartalmazza: (a) molekula, mely a CD40-hez immunspecifi-
kusan ko6tédik, mikdzben ez a molekula a CD40-nek a CD40 li-
gandhoz val6é kétédését noveli; (b) CD40 ligand; és (c) gyogyszeré-

szetileg elfogadhato hordozo.
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44. Eljaras rakbetegség vagy az immunbetegség kezelésére
vagy megel6zésére egy alanyban, azzal jellemezve, hogy az
alanyba a széban forgo kezeléshez vagy megelézéshez elegendd
mennyiségui molekulat juttat be, mely molekula (a) a CD40-hez
immunspecifikusan kétédik, mikdzben a molekula a CD40-nek a
CD40 ligandhoz valo kotédését néveli; és (b) a CD40 ligand
beadasat tartalmazza.

45. A 44. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az eljaras a rakbetegség kezelése.

46. A 30-32. és a 45. igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras, azzal jellemezve, hogy a rak szolid tumor.

47. A 36-38. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal

jellemezve, hogy az immunbetegség a rheumatoid arthritis.
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