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T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérjék és eljara-

sok eldallitasukra

KIVONAT

A talalmény térgyat teljes hosszlsadgl rekombinans
T-sejt-receptor (TCR) V-régid-fehérjék képezik, wvalamint
expresszidés vektorok, melyek alkalmasak rekombinédns T-sejt-
receptor-V-régidé-fehérjék eldadllitéasdra gazdasdgilag hasz-
nosithaté mennyiségben, valamint eljirédsok teljes hosszusa-
gl rekombinadns T-sejt-receptor-V-régidé-fehérjék alkalmazéa-
sdra az immunrendszer rendellenességeinek és betegségeinek

diagndézisdban és kezelésében.
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T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérjék és eljara-

sok eldallitasukra

A talalmany szerinti megoldés tégabb értelemben az
immunolégia és az orvostudomény targykdérébe tartozik. A ta-
l4lmany targyat koézelebbrél teljes hosszisagd rekombinans
T-sejt-receptor (TCR) V-régidé-feherjék képezik, valamint
expresszidés vektorok, melyek alkalmasak rekombinéns T-sejt-
receptor-V-régié-fehérjék eldallitdsara gazdasagilag hasz-
nosithaté mennyiségben, valamint eljardsok teljes hosszUsa-
g rekombinéns T-sejt-receptor-V-régié-fehérjék alkalmaza-
sidra az immunrendszer rendellenességeinek és betegségeinek
diagnézisédban és kezelésében.

A fentiek értelmében a taldlmadny szerinti megoldéas
eldnyésen alkalmazhatdé immunrendszeri rendellenességek di-
agnosztizalasara és kezelésére.

Az idegen eredetd antigénekre adott immunvalasz B-
sejtek altal kodzvetitett humordlis, és T-sejtek altal koz-
vetitett sejtes immunvalaszra oszthatd. A
receptormolekuladk, melyeket a B-sejtek hasznélnak antigén
felismerésre, a globularis fehérjék konformacids epitdpjait
felismerd immunglobulinok. A T-sejtek antigénreceptorai
szintén rokonsagban vannak az immunglobulinokkal, azonban

csak sajat f8 hisztokompatibilitasi komplexhez (MHC) kotott
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feldolgozott antigén molekulédkat kotnek meg [ Dembic és
mtsai., Immunol. Today, 7, 308 (1986)] .

A TCR-gének az immunoglobulin génekhez hasonléan
kédold régidkboél (vagy génszegmensekb&l) 4&llnak, melyek a
T-sejt fejlédése soréan adtrendezddnek [ Chien és mtsai.,
Nature, 312, 31-35 (1984); Hedrick és mtsai., Nature, 308,
149-143 (1984); Yanagi és mtsai., Nature, 308, 145-149
(1984)] . Az emberi T-sejt-receptor B-lancénak ldékuszat ki-
terjedten tanulmanyoztédk azdta, hogy a B-lancot kédold elsd
cDNS-t klénoztédk. [ Yanagi és mtsai., Nature, 308, 145-149
(1984); Hedrick és mtsai., Nature, 308, 149-143 (1984); Siu
és mtsai., Cell, 37, 393-401 (1984)]) . Ez a 1ldékusz egy
génkomplex, amely a B-lénc ismert regidit (vagy doménijeit)
kédold régidkbol all: a variabilis (V), a diverzitasi (D),
és a kapcsold ("joining", J) doménekbél. Ezek a kédold ré-
gidk vesznek részt a szomatikus sejtek atrendezddésében a
konstans (C) domént kédold régidval egyitt [Chien és
mtsai., Nature, 309, 322-326 (1984)] . In situ vizsgalatok a
TCR PB-lékuszénak helyét a 7. kromoszéméan, 7g35-néel azonosi-
tottak. [ Isobe és mtsai., Science, 228, 580 (1985)]. Jelen-
legi becslések szerint ez a komplex tobb mint 600 kb hosz-
szu, és 70 vagy 80 wvaridbilis (V) régid szegmenst tartal-
maz. [ Concannon és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83,
6598-6602 (1986); Tillinghast és mtsai., Science, 233, 879-
883 (1986), Kimura és mtsai., Eur. J. Immunol., 17, 375-383
(1987); Lai és mtsai., Nature, 331, 543-546 (1988)]. Ezek a
V-régid-génszegmensek szomszédosak két egylittesen szervezé-

dé régioval, melyek mindegyikében egy D és egy C génszeg-
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mens van, melyeket hat vagy hét J-régid-génszegmens CsoO-
portja kévet. [ Tunnacliffe és mtsai., Nucleic Acid
Research, 13, 6651-6661 (1985); Toyonaga ¢és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82, 8624-8628 (1985)] . AV, D, és a Jd
kédold régidk (gén szegmensek) sikeres DNS adtrendezddése
utan a transzlalédott B-lénc a TCR a-lancahoz kapcsolédik,
és a T-sejt felszinére keriilhet [ Kronenberg és mtsai., Ann.
Rev. Immunol., 4, 529-591 (1986)] .

Az emberi 14. kromoszéman a TCR-gén o- és 6-ldkusza
egymassal kdzvetlenil szomszédosak, sét, a TCR & kdbédold ré-
giéi teljes mértékben az ®-gén l6kuszan beliil foglalnak he-
lyet. [ Satyanarayana és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
85, 8166-8170 (1988); Chien és mtsai. Nature, 330, 722-727
(1987); Elliott és mtsai., Nature, 331, 627-631 (1988)] .
Legalabb 45-50 Vo kbédold régié meglétét becsulték [ Becker
és mtsai., Nature, 317, 430-434 (1985)], holott Vd kodold
régiébél csupan 10 van Jelen a lé6kuszon [ Chien és mtsai.,
(1987), 1d. fent] . A periférias vérben ugy tnik, két V3
kodold régié fejezddik ki jelentdsebb mennyisegben, a vd 1
és a Vb 2.

A y-TCR-gént el&szdr egérben azonositottéak [ Saito és

mtsai., Nature, 309, 752-762 (1984); Kranz és mtsai.,

Nature, 313, 762, (1985); Hayday és mtsai., Cell, 40, 259-
269 (1985)], majd kés8bb emberben is [ Lefranc és mtsai.,
Nature, 316, 464-466 (1985); Murre és mtsai., Nature, 316,
549-552 (1985). Az emberi TCR-y-ldékusz uUgy tlnik ot és tiz
kozoétti V, 6t J és két C koédold régidbél &ll [ Dialynas és

mtsai., Proc. Natl., Acad. Sci. USA, 83, 2619 (1986) .
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A TCR-gén valtozatosséga (mas szbéval: diverzitésa),
&s az ebbd8l fakadd T-sejt specifitads tobb okra vezethetd
vissza [ Barth és mtsai., Nature, 316, 517-523 (1985); Fink

és mtsai., Nature, 321, 219-225, (1986)] . Ilyen pl. az emb-
rionalis ("germline") génszegmensek multiplicitéasa [ Chien
és mtsai., Nature, 309, 322-326 (1984); Malissen és mtsai.,
Cell, 37, 1101-1110 (1984); Gascione és mtsai., Nature,
310, 387-391 (1984); Kavaler és mtsai., Nature, 310, 421-

423 (1984); Siu és mtsai., Nature, 311, 344-349 (1984);
Patten és mtsai., Nature, 312, 40-46 (1984)], a kildnbdzd
V, D és J kédold régidk egyesilésén keresztil érvényre jutéd
kombinacibés valtozatossag [ Siu és mtsai., Cell, 37, 393-401
(1984); Goverman és mtsai., Cell, 40, 859-867 (19&3)], a
kapcsolédéasi flexibilitas, N-terminalis régid véaltozztossa-
ga, tobb D-régidé egyidejd hasznadlata, vagy az, hocy a DB
szegmensek esetén a harom transzlacios leolvaséasi keret ko-
zil barmelyik alkalmazhaté. Ugy tlnik, a TCR valtozatossaga
nem az - immunoglobulinoknal megfigyelt [ Barth és mtsai.,
mint fent] - szomatikus hipermutaciés mechanizmusbél ered.
A fenti mechanizmusok eredményeképpen olyan TCR-ek kelet-
keznek, amelyek kiilénbdznek amino-termindlis (vagy rméasképp:
N-terminalis) régiéjukban és doménjeikben (vagyis a 7, D és
J-régié kilonbdzé kombindcidibdl késziiltek), de ecv/ébként
hasonldak, beleértve a karboxi-terminalis (vagy C-
terminalis) doméneket (amelyeket a TCR-ek konstans régidi
épitenek fel). A TCR-molekulédk tehat rendkiviil nagy valto-

zatossagban keletkeznek.
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Az emberi TCR P-lancénak varidbilis koédold régidi
szerkezetének és valtozatossaganak a tanulményozésa oda ve-
zetett, hogy ezeket a régidkat kiilénbdzé V-régid-
alcsaladdokra osztottdk. [ Tillinghast és mtsai., Science,
233, 879-883 (1986); Concannon és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 83, 6598-6602 (1986); Borst és mtsai., J.

Immunol., 139, 1952-1959 (1987)] . Mindegyik V-régid-
alcsaldd egy konszenzus szekvenciaval jellemezhetd, és ha-
sonldé kédold régidkat tartalmaz, melyek nagyobb, mint 75%-
os hasonldésagot mutatnak DNS szinten. Tizenhat egér VJ
szekvenciat példaul 14 kildénbozd alcsaléddba osztottak, egy
tetsz8leges, de egyszerd numerikus némenklatirat javasolva
a VB szegmensekre [ Barth és mtsai.: "The Murine T Cell Re-
ceptor Employes a Limited Repertoire of Expressed VB Gene
Segments", Nature, 316, 517-523 (1985)] . Eszerint a noémen-
klatira szerint ugyanazon alcsalad tagjai esetéen az elsd
szamjegy k&zds, mig a mésodik kiildénbdzd, igy tehdt a V8.1,
a VB8.2 és a VB8.3 mind ugyanazon VB8 alcsaldd tagjai. Ha-
sonld rendszert javasoltak az emberi kédold régidk szaméara
is. A megkdzelitéleg 60 emberi funkcionélis VP kédold régi-
6t legaldbb 24 csalédba soroltdk be [ Toyonaga és Mak, Ann.

Rev. Immunol. 5, 585 (1988), Wilson és mtsai., Immunol.

Rev., 101, 149 (1988); és Robinson, M. A., J. Immuncl. 146,

4392 (1991).

A T-sejtek kozponti szerepet jatszanak az immun-
rendszer effektor mechanizmusainak szabédlyozasédban és dif-
ferencialbédaséban [ Paul és mtsai., Science, 195, 1293-1300

(1987)] . Az antigén és a f& hisztokompatibilitési komplex
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egyittes felismerésének specifikusnak és pontosan
szabalyzottnak kell lennie, mivel a nem tokéletes szabdly-
z4s autoimmunitast idézhet eld. Jénéhéany laboratdrium vizs-
galt m&r olyan betegségeket, amelyekben az immunszabalyzés
tokéletlennek tdnik, mint példadul az autoimmunitds és az
immunhidny bizonyos formai, és ugy taldltak, hogy a beteg-
ségek patogenezisében T-sejtek is szerepet kapnak.

Jonéhany nem kivant immunvalaszt egy bizonyos TCR-
Osszetétel klondlis, vagy oligoklonalis expanzidja Jelle-
mez, olyan malignancidk esetén példiaul, melyek T-sejt leu-
kémidt vagy limféméat eredményeznek [ P1. Jack és mtsai., Am.
J. Pathol. 136, 17 (1990); Nitta és mtsai., Science, 249,
672 (1990); Yoshino és mtsai., Int. J. Cancer, 47, 654
(1990)] . A T-sejt leukémiakban vagy a limfémakban a TCR
egyedliildllé tumor markerként mikédik, mivel stabilan Atren-
dez86dik és a sejt felszinén prezentdlddik. Egy meghataro-
zott TCR-Osszetétel szintén jellemzd egy szervatiiltetés be-
fogadéjara. A befogaddé T-limfocitainak TCR-je reagdlni tud
a donor személy MHC antigénjeivel, példédul csontveld-
dtiltetés donorjaéival.

Szamos csoport hirt adott szelektiv TCR-V-régid-
expresszidérdl egyes autoimmun esetekben. Grunwald és mtsai.
pl. a Voa2.3 géntermék preferdlt expresszidjat irtadk le
CD4+-T~sejtekben, melyeket bronchoalveolaris valadékbél
nyertek, oOsszehasonlitva sarkoidosisban szenvedd betegek
periférias vérének limfocitéival [ Grunwald és mtsai., Eur.
J. Immunol., 22, 129 (1992)] . Kawasaki-kérban VB2 és VB8 T-

sejtek a betegség kezdetén toérténd preferdlt expanzidjat



jegyezték le [ Abe, J., és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
Uusa, 89, 4066, (1992)] .

A reumas izileti gyulladast (RA) kiterjedten tanul-
manyoztak ebben az bsszefliggésben. Jénéhany kutatd megalla-
pitotta bizonyos T-sejt alcsoportok preferalt expanziéjéat
[ 1d pl. DerSimonian és mtsai., J. Exp. Med., 177, 1623
(1993) (Val2.l-hordozbd T-sejtek preferalt expanzidéja a CD8+
perifériads vér T-limfocitak kozétt.); Stamenkovic és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 1179 (1988)
(szinovidlis membranon infiltralédé T-limfocitéak IL-2 Je-
lenlétében tenyésztve oligoklonédlisnak bizonyultak
Southern-blot analizissel vizsgalva); Paliard és mtsai.,
Science, 253, 325 (1991) (feltételezik, hogy a
szuperantigén-aktivalt VvB14 T-sejtek, az autoreaktiv T-
sejteket 1is beleértve klonalisan expandalnak, és az RA be-
tegek szinovialis folyadékaba vandorolnak); Howell és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88 10921 (1991) (RA be-
tegek szinovialis folyadékabo6l szarmazd IL-2R3+ sejtekben a
vp3, VP14, és VP17 T-sejt V-régidék preferalt hasznalatardl
adnak hirt); Uematsu és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88, 8534 (1991) (Egyetlen RA-ban szenvedd személy
szinovialis folyadékénak T-sejtjeiben oligoklondlis T-sejt
V-régié gének hasznalata); WO 90/06758-0s szami nemzetkdzi
K&zzétételi irat (A VB3-nak, VP9-nek, és VBlO-nek is szere-
pe van RA-ban)] .

A bélgyulladast szintén kiterjedten tanulményoztak.
Jénéhany csoport jelzett expandalt T-sejt populacidt, vagy

TCR-V-régidé-gének preferalt hasznalatat [ Posnett és mtsai.,



J. Clin. Invest., 85, 1770 (1990); Spencer és mtsai., J.
Cclin. Pathol. 44, 915 (1990); Trejdisiewicz és mtsai.,
clin. Exp. Immunol., 84, 440 (1991); Van Kerckhove és
mtsai., J. Exp. Med., 175, 57 (1992)) . Rajtuk kivil masok
is adtak hirt TCR-gén preferalt hasznalatardél Mycobacterium
lepraeben [ van Shooten és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
UsSA, 89, 11244 (1992); Wang és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90, 188 (1993)].

A szklerézis multiplex (MS) autoimmun betegség, me-
lyet a koézponti idegrendszer egymagvu sejtjeinek infiltra-
cidja (beszlrédése) és mielinburkénak lebomlésa jellemez.
BAr az MS patogenezise ismeretlen, mind genetikai, mind
kérnyezeti tényezdk szerepet jatszanak a betegség folyama-
taban. A genetikai hajlam f£6 elemei ko&zott szerepel a kor
kapcsolata a II. osztalyu £6 hisztokompatibilitasi komplex
(MHC) haplotipusokkal [ Terasaid és mtsai., Sclence, 193,
1245-1247 (1976); Ho és mtsai., Immunogenetics, 15, 509-517
(1982); Spielman és mtsai., Epidemal. Rev., 4, 45-65
(1982); Francis és mtsai., Lancet, 1, 211 (1986); Elian és
mtsai., Disease Markers 5, 89-99 (1987); Urban és mtsai.,
Cell, 54, 577-592 (1988); Vanderbark és mtsai., Nature,

41, 541-544 (1989); Howell és mtsai., Science, 246 668-670

(1989)] .

Kimutattak, hogy az MS-ben szenvedd betegek
cerebrospinalis folyadékabdl izolalt T-sejtek a TCR V-
régiéja génjeinek csdkkentett készletét hasznaljédk. Annak
demonstralasa, hogy az MS betegekben in vivo aktivalt

mielin bazikus fehérjével (MBP-vel) reagalni képes T-sejtek
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vannak, arra utal, hogy az MBP-reaktiv T-sejtek szerepet
jatszanak a betegség patogenezisében [ Wucherpfennig és
mtsai., Science, 248, 1016-1019 (199%90)] . Polimeraz-
lancreakcié (PCR) segitségevel TCR-VB-primerekkel ampli-
fikaltak a cDNS-t, és ezek a kisérletek jelezték, hogy az
MBP-reaktiv T-sejtvonalak csupan korlatozott szamia VB koédo-
16 régiét hasznalnak [ Wucherpfennig, K. W., és mtsai., min:z
fent, (1990) (A VP17, - és kisebb mértékben a VP12 - gyak-
ran hasznalt régidk az emberi MBP-autoantigén immundominars
régidjanak felismerésében); Oksenberg, J. R., és mtsail.,
Nature, 362, 68-70 (1993) (Atrendezett VB5.2- és/vagy V5.:3-
géneket detektaltak bizonyos HLA-fenotipusu betegek agyz-
ban); Kotzin, B.L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 9lé_-
9165 (1991) (MS-ben szenvedd betegekbdl szarmazd MB=-
specfikus klénok hajlamot mutattak a VB5.2/5.3, és kiserd
mértékben a VB6.1 hasznalatara)) . Néhany vizsgalat eredmé-
nyei kozdtt az is szerepel, hogy az MS altal sériult agyax-
ban korlatozott TCR-Va-génexpressziét talaltak [ Oksenberg,
J. R., és mtsai., Nature, 345, 344-346 (1990)1 .

Egy személy T-sejt populaciéjénak szelektiv megvé_-
toztatasara tett erdfeszitések a multban egyrészt tel-es
&l16, vagy legyengitett T-limfocitédkkal vald beoltésra foxu-
szaltak. Ezt a megkozelitést dsszefoglald munkat lisd
[ Cohen, I. R., Immunol. Rev., 92, 5-21 (1986)) . A mésik
vizsgalt terilet a TCR egy specifikus peptidszakasza alzp-
jan kivalasztott peptidekkel valé oltas volt. Ezek a megxd-
zelitések azon a jelenlegi nézdponton alapultak, hogy a co-

tencialisan patogén T-sejtek elészeretettel hasznaljak a V



kédold régiok egy korlatozott készletét. A megkozelites,
melyet Cohen dolgozott ki, é18 vagy gyengitett T-sejteket
hasznal oltas formajéban tobbek koézott kisérletes autoimmun
enkefalomielitisz (EAE) megeldzésére vagy kezelésére. Ez a
megkézelités korlatozott azonban, mivel a betegség-figgdé T-
sejtek klénjainak izolalasatdl fugg: szikséges, hogy minden
egyes beteget sajat expandalt sejtjeivel kezeljlink, tehéat
"testre szabott" vagyis egyéni terapiat kévetel. [ Zhang és
mtsai., Science, 261, 430 (1993)] .

Masok a TCR-V-régiéban szerepld peptidszakaszokon
alapuld terapiat javasoltak (0Offner, H., Science, 251, 430
(1991) (egy, a TCR-VPB8-xrégid aminosav-szekvenciajéan alapuld
peptiddel torténd kezelés csdkkentette a betegség sulyossa-
gat, és gyorsitotta a gybégyulést Lewis patkanyokban) ;
Hashim, G. A., és mtsai., J. Immunol., 149, 2803-2809
(1992); Offner, H., és mtsai., J. Immunol., 148, 1706-1711
(1992); Offner, H., és mtsai., J. Immunol ., 46, 4165

(1991); de 1lasd Sun, D., Cell. Immunol. 141, 200-210
(1992). Ezek a peptidek 4ltalaban rovidek, 8-25 aminosav
hosszusaguak, de ritkan nagyobbak 30 aminosavnal. Példaul
az EAE-vel 6sszefiiggé TCR-lanc részét képezé 21 aminosav
hosszu peptidet hasznéltak, hogy megelézzék az EAE kialaku-
lasat Lewis patkanyokban (Vandenbark, A. A., és mtsai.,
Nature, 341, 482-483 (1989); Vandenbark, A. A., és mtsai.,
WO 91/01133-0s szamid nemzetkozi kdzzétételi irat; 1ld. meg
Janeway, C. A., Nature, 341, 482-483 (1989)] . Masok még ro-

videbb, - a VDJ-régié P-léancanak, vagy a Jo-régidénak megfe-

leld - 8 vagy 11 aminosav hosszusagu peptidekrél is hirt
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adtak, melyek oltasként hatékonynak bizonyultak az EAE meg-
el&zésében vagy stlyossaganak csdkkentésében, patxanyt
hasznalva modelléallatként. (Howell, M. D., és mtsai., 246,
668-671 (1989); Howell, M. D., és mtsai., WO 92/129%%6-0s
szami nemzetkozi kbzzétételi irat) .

TCR-fehérjékbdl szarmazd peptideket gyakran vélasz-
tottak ki jeldltekként autoimmun terapias célokra, mivel a
peptidszintézis konnyen végrehajthatd volt, és mivel mas
moédszer nem volt elérhetd, mellyel hasznalhatdé mennyiségid
és Jjelentds pbioldgiai aktivitasa hosszabb TCR-V-régid-
fehérjék el64allitasa lehetséges lett volna. Ami még Zonto-
sabb, a kis szintetikus peptidek f& hatranya az, hogy hasz-—
nialatuk egy Dbizonyos szekvencia Jjoslasat kdvetell meqg,
amely majd hatékony lesz az immunvalasz modulaléasézan. A
jbslasnak ki kell terjednie a javasolt peptidek varhzté an-
tigén vagy immunogén tulajdonsagaira, mint példaul eldfor-
dulasuk a V-régid hipervaridbilis, vagy a komplementzritast
meghatéarozdé (CDR) régidjaban. Riaadasul, az adott TCR-b61
szarmazd Javasolt peptid méretet agy kell meghatirozni,
hogy megmaradjon a normalis epitép-struktarédja es igy
sSzuppresszor T-sejt aktivitést legyen képes beinditani, il-
letve beinditsa az adott TCR-t (aminek a peptid regfelel)
hordozdé T-sejtek ellen iranyulé antitestek keletkezését. Az
ilyen peptidtervezés jelentds mennyiségl idét és kisérlete-
,ést kivan; szamos esetben, ahol emberi terapiarél wvan szd,
emberiességi és etikail okokbél nem lehet elvégezni =z szik-

séges kisérleteket.



Ezenkiviil ahhoz, hogy a regulald T-sejt specifikus
antigénvalaszt mutasson a peptidnek az egyén MHC molekulédi-
hoz kell kétddnie. Ezeknek a célsejteken jelenlévd MHC an-
tigéneknek polimorf régidik vannak, ahol a specifikus
allélek adott személyre jellemzdek. Az esetek tobbségében a
személyeknek két haplotipusuk van, ami azt jelenti, hogy az
ugyanarrbél a lékuszrdl szarmazé meghatarozott MHC antigén-
nek két kiilonbdzd allélja van. Nem minden peptid képes ar-
ra, hogy MHC antigénhez kétédisdn, mint ahogy nem minden MHC
antigén kot egyaltalan peptidet, mivel minden haplotipusra
tébbféle MHC antigén létezik. Ezért minden egyes egyén
haplotipuséara ki kell dolgozni a T-sejt kozvetitette tera-
pia peptidekkel térténd megkdzelitését, ami a peptideknek a
"személyre szabasat" jelenti.

Nagy mennyiségi, oldhatoé TCR-fehérje eldallitéasa
rekombinans technikakkal szamos okbol problémat jelentett.
Az egyik nagy legyézendd akadaly az oldhaté T-sejt
antigénreceptor el84llitasa utjaban az, hogy az a transz-
membran régidé hianyaban nem szekretaloédik [ Traunecker, A,
és mtsai., Immunol. Today, 10, 29-32 (1989)] . Az egyik ku-
tatd egér TCR egy olyan teljes hosszUsagu P-lancénak szek-
récidjat tudta kimutatni, amely tartalmazta a V-, D-, és a
J-régidkat, melyeket a CB-régié egy csonkitott formaja ko&-
vetett. A médszer azt hasznalta ki, hogy az immunoglobulin
kénnytlanca karboxi-terminalis szekvenciaja és a TCR B-
lancanak 24l-es Cys-aminosava kdrnyezetében a szekvencia
homoldégiat mutat. A kapott konstrukcié a kiméra gént hasz-

nositotta, amely egyrészt az MPC-11-b&1 szarmazdé k-lanc



vezetépeptid—szekvenciéjét kédolta, masrészt egy atrende-
zett VDJ-exont. A kapott konstrukcidét emldés sejtekben
expresszaltattak, és a termék a sejtfeliilliszéban detektal-
haté volt. A médszer azonban nem tdint alkalmasnak arra,
hogy teljes hosszusagu V-régido-fehérjet nyerjink vele ide-
gen fehérjeszekvenciak tavollétében, mivel a szekrécid a
csonkitott CP-exon jelenlététdl fiiggétt [ Gascoigne, N., J.
Biol. Chem., 265(16) 9296-9301 (1990)] .

Egy masik csoport a TCR B-léncénak biokémiailag je-
lentds mennyiségben és oldhato formaban torténd expresz-
szib6jat agy kisérelte meqg, hogy egy rekombinéns,
foszfatidil-inozitol-glikanhoz vald kapcsoléssal lehorgony-
zott TCR-heterodimert expresszaltatott. A moédszer csupan
kevés (0,5 mg/begyljtés teljes hosszUsagu TCR-lanc termelé-
sét tette lehetdvé, amelyet még le kellett hasitani a fer-
tdzott sejtek felszinérél egy foszfatidil-inozitol-

specifikus foszfolipaz-C-vel [ Lin, A. Y., Science, 49,

677-679 (1992)] .

Masok kiméra molekulakat termeltek ugy, hogy az
egér-TCR variédbilis é&s konstans régidit kicserélték egy
immunoglobulin x léncanak konstans régiéjaval. A kutatdk
képesek vcltak egy heterodimer af-TCR szekretalt, oldhatd
formdjanax a termeltetésére kis mennyiségben [ Gregoire, C.,
és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 8077-8081,
(1991)] . Gregiore és mtsai. leirtak egy egér kimérat, ami a
KB5-C2 Vo- és VB-génjeibdl, és az S105 monoklonalis anti-
test k-kdénnyllancéanak C-régi6éijabsél 4all. Leirtak tovabbéa egy

VBCPCk-kimérat. Mindkettdvel emlés B-sejt mielémat fertdz-



tek, amely nem expresszal sem a nativ immunoglobulin nehéz,
sem a koénnyd lancat. [ Lisd még: Weber, S., és mtsai.,
Nature, 356, 793-795, (1992)1

Novotny és mtsai., [Novotny és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88, 8646-8650, (1991)] bemutattak egy moéd-
szert oldhatdé TCR-ek eldallitasara, melyek képesek antigént
megkotni. Egy szintetikus oligonukleotid linkert klénoztak
a VB-régidé C-terminalisara, és a Va-régié N-terminélisara,
amelyek igy tehéat egyetlen VBVa-lancot alkottak. A kapott
expresszids vektor kédolja tehat a pelB-vezetdszekvenciat,
melyet kdzvetlenil a VB kovet a leolvaséasi keretbe illesz-
kedve, a linkert és a Vo-szegmenst. A konstrukcié
expresszidja a lacZ-prométer ellendrzése alatt all, igy te-
hat IPTG-vel indukalhaté.

Legujabban egy csoport kis mennyiségd, T-sejt-
receptoxr V-régidjanak karboxi-terminalisahoz kotott
polihisztidin toldalék, avagy "farok" révén nyert fuzibs
fehérje szekréciojat irta le. A plazmidok pelB-
vezetdszekvenciat tartalmaztak, és kémiailag indukalhato
prombter ellendrzése alatt alltak [ Ward, E. S., Scand. J.
Immunol., 34, 215-220, (1991)] . Ez a munka nem szdél arrdél
azonban, hogyan nyerhetink a fuzionalt részt8l mentes T-
sejt—antigénreceptor—v—régié—fehérjét, vagy a receptor V-
régiéjabdl gazdasagilag hasznosithaté mennyiséget.

Nagy sziikség van tehat olyan hatbéanyagokra és
gybégyaszati készitményekre, melyeknek megvan az a tulajdon-

saguk, hogy specifikusan célzott immunvélaszt képesek ki-
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valtani, szelekcidjuk megjbésolhatéd, valamint kényelmesen és
reprodukéalhatoéan eldallithatoak.

A talalmany szerinti megoldas a fent vazolt problé-
makat kisérli meg orvosolni a talalmany targyat képezé el-
jarassal, amely elsd izben alkalmas egy olyan univerzalis
hatbanyag eld&llitéasara, mellyel adott T-sejt alcsoportokat
érinté T-sejt koézvetitette betegségek kezelhetdk. A talal-
many targyat képezik tovabba hasznos mennyiségd TCR-V-
régié-fehérjek, melyek természetes médon processzalhatok, s
melyekbdl az 1in vivo processzilds soran szamos aktiv
fragmens keletkezik melyeket minden egyes személy antigén
prezentald sejtjel pemutatnak. fgy tehdt nincs szlikség
"személyre szabott" terapias hatbanyagokra. A taladlmany
targyat képezi tovabba a rekombinans expresszids vektorok
egy sorozata, amely alkalmas TCR-V-régidé-feherjek eld4lli-
tasAra baktériumban. A talalmany targyat képezé TCR-V-
régié-fehérjék hasznalhatoék immunolégiail megbetegedések ke-
zelésére, megeldzésére és szuppresszidéjara. A taladlmany egy
megvalésitasi médja soradn a TCR-molekuléakat egy gydgyasza-
tilag elfogadhaté hordozdhoz keverjik, terépiéas készitmény-
ként vald felhaszndlas céljabol. Egy masik megvaldsitési
méd szerint a talalmény szerinti igényelt V-régi6o-fehérjék
alkalmasak TCR-elleni antitestek eldallitasara. Masik méd
szerint a TCR-V-régio-fehérjeket a diagnosztikéban lehet
felhasznalni, egyes immunolégiai megbetegedések jellemzésé-
re. A talalmany szerinti TCR-V-régié-fehérjék - antitestko-
té képességlik reven - diagnosztikai prébakkeént hasznalha-

t6k. A taldlmany szerinti megoldas eldénye, hogy a T-sejt-
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antigénreceptor—V—régié-fehérjéket dnmagukban, azaz nem fa-
2i6s fehérjeként és affinitasi toldalék (" farok") téavollét-
ében expresszéltatjuk. A taladlmany szerinti megoldas tovab-
bi elénye, hogy a TCR-V-régié-fehérjéket gazdasagilag hasz-
nosithaté mennyiségben termelhetjuk, ami lehetdvé teszi T-
sejt altal kozvetitett autoimmun betegségek kezelésében te-
réapiasan hatékony készitmények eldallitéasat.

A talalmany targyat képezi a fentieken kivil egy
expresszids vektor egy szennyezésmentes, teljes hosszusagu
TCR-V-régié-molekula eld4allitasara. A talédlmany szerinti
expresszios vektorok lényeges elemét képezi egy, a T-sejt-
antigénreceptor—v—régiéjét kédold régidé. A taladlmany sze-
rinti TCR-t kédoldé régibd barmely nukleinsav-molekula lehet,
amely a teljes hosszuséagu TCR-V-régibé-fehérjeét kédolja. Egy
el&nyods megvalositasi méd szerint a TCR-t kédold régid egy,
a VP5.3-régidt k6dold struktirgén szekvenciajat tartalmaz-
za.

Az itt leirt expresszids vektorok alkalmasak a TCR
V-régidé-fehérjéinek indukalhaté expresszéltatasara. Az elé-
nyos megvalésitasi médok szerint a T-sejt-antigénreceptor-
V-régié kddold szekvencia transzkripcidja egy induké&lhatd
bakterialis prométer kontrollja alatt van. A taladlmény sze-
rinti megoldasban az indukalhaté bakterialis promdter akar
kémiailag, akar h6mérséklet—véltoztatéssal regulalhato.
Elé8nyosebben, az indukalhatdé bakteriédlis prométer hémérsék-
let-valtoztatassal regulalhato.

Az egyik megvalésitasi moéd szerint a taladlmany sze-

rinti expresszids vektor része egy regulalé gén, amely egy,
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a prométerhez kotddni képes fehérjét kodol ezzel megakada-
lyozva az indukalhaté prométer transzkripcidéjat. Egy els-
nyés megvaldsitédsi méd szerint a prométer az E. coli lac-
operonjardél szarmazik, és a regulacids gén része az E. colil
lacI-represszorgen funkcionalisan mutans formaja is. Ez a
mutans lacI-gén (laclts) egy héérzékeny represszorfehérjet
kédol, ami lehetdvé teszi a promoter hémérséklet-emeléssel
valé indukciéjat. Egy eldényos megvalésitasi méd szerint az
indukalhaté bakteridlis prométer a trc-prométer, és a hé-
nérséklet-emeléssel valé indukcidét a laclts regulacidés geén
biztositja.

A taldlmany egyik megvalédsitasi médja szerint a re-
gulécidés gén egy kotranszformalt vektoron van. Egy méasik
megvalésitasi méd szerint a regulaciés gén a bakterialis
gazdasejt kromoszdémajan helyezkedik el. Egy eldnydés megva-
16sitasi moéd szerint a regulacidés gent a rekombinans
expressziés vektor tartalmazza. Egy tovéabbi eldnyds megva-
16sitasi méd szerint a muténs lacI-gén transzkripcidéjéanak
iradnya megegyezik az expresszalandbé T-sejt-antigénreceptor
struktargénjéével.

A taldlmany szerinti expresszids vektorok elénydsen
tartalmazhatjak egy vezeté- vagy szignalpeptid kédolé szek-
venciajat. Egy ilyen vezet&szekvencia a leolvaséasi keretbe
illesztve és az expresszalanddé TCR-V kédold régidtdl o -
irdnyban elhelyezve egy olyan V-régié-fehérje szintézisét
iranyitja, amelynek egy N-terminalis szignadlpeptidje van.
Ez a szignalpeptid iranyitja a rekombinans fehérje szekré-

ciéjat a gazdasejt membranjan keresztil. A talalmany egyéb
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megvalésitasi médjai szerint nem hasznalunk vezet&szekven-—
ciat, és a kivant V-régid-terméket a sejtekb8l izolaljuk
pl. karbamiddal torténd extrakcidval.

A talédlmany egy eldényds megvalésitasi médja sze-
rint, a talalmany szerinti rekombinans vektor a kovetkezd-
ket tartalmazza 5'-tél 3’ -iranyban: egy trc-prométert, egy
riboszémakoétd helyet, egy opcionédlis vezetdszekvenciat, egy
teljes hosszisagu T—sejt—antigénreceptor—V—régiét kédold
régiét, egy stop k6dont, egy vagy tobb transzkripcios
terminaciés helyet, egy laclts requlaciés gént, amely agy
helyezkedik el, hogy transzkripciéjénak iranya megegyezik a
T-sejt-antigénreceptor V-régidéjanak kédold régidjééval.
Tartalmaz tovabba egy bakterialis replikéacids origdt és egy
tetraciklin-rezisztenciagént.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljéaras,
amely alkalmas TCR-V-régidé-fehérjék eldallitidsara lényege-
sen nagyobb mennyiségben, mint amilyen mennyiségeket korab-
ban leirtak.

A talalmény targyat képezik készitmények és eljara-
sok, melyek alkalmasak immunolégiai megbetegedésekben szen-—
vedé betegek kezelésére. Egy ilyen kezelés magéban foglalja
a taldlmany szerinti készitmény beadasat a kezelésre szoru-
16 személy széamara, olyan mennyiségben és annyi ideig
amennyi alkalmas az emlitett immunoldégiai megbetegedés
rendbehozatalara. A talalmany szerinti készitmények eldnyd-
sen lehetdvé teszik az immunoloégiail megbetegedések kezelé-

sét anélkiil, hogy egy meghatarozott peptidfragmenst kellene



kivalasztani, vagy az egyes készitményeket az egyes keze-
lendd személyek igényeihez kellene szabni.

A taldlmany targyat képezi tovabba egy eljaras,
amely alkalmas teljes hosszusagu T-sejt-antigénreceptor-V-
régié-fehérje felhasznalasara autoimmun betegség vagy rend-
ellenesség terapiajaban. A talalmany egyik megvaloésitasi
médja szerint a taladlmany targyat képezi egy eljaras, amely
alkalmas egy teljes hosszusagu VB5.3-fehérje felhasznalaséa-
ra a terapidban. Egy masik megvalésitdsi médja szerint a
taldlmany targyat képezi egy eljaras, amely alkalmas egy
teljes hosszGsagu T—sejt—antigénreceptor—v—régié—fehérje
felhaszndlasara egy autoimmun betegség vagy rendellenesség
kezelésére szolgald gydgyszer elkészitésében. Ezért, az
egyik megvaldésitasi mod szerint a taldlmany lehetdévé teszi
a teljes hosszUsagu VB5.3-fehérje felhasznalasat immunolo-
giai megbetegedések vagy rendellenességek - mint pl. az
MS - kezelésére szolgald gydgyszerek el84llitaséban.

Az alabbiakban réviden leirjuk a leirashoz csatolt
dbrakat.

Az 1. &bran a talalmany szerinti teljes hosszusagu
VB5.3-fehérje a szekvenciafelsorolasban 25-6s és 26-o0s
azonositészamon megadott nukleotidszekvenciaja az ugyanott
27-es azonositdészéamon megadott aminosav-szekvenciaja latha-
to.

A 2. abran a pKTB-VB5.3-plazmid térképe talalhato.
Ez a plazmid Ptrc-t azaz trc-prométert tartalmaz; valamint
gl0-et, a T7 Dbakteriofagbdl szarmazé glO-vezetdgén-

szegmenst; SDl-et, azaz az l-es szami riboszémakotd helyet;



MC-t, egy minicisztront, amely az AAG GAG 2-es szama
riboszémakétéhelyet (SD2) (ld. a szekvencialistédban a 28-as
azonositészamon megadott teljes minicisztron nukleotid-
szekvenciat) és a Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu peptidet
kédolja (29-es azonositészamon megadott szekvencia); STII-t
azaz az STII vezetd8szekvenciat; VB5.3-at azaz a VB5.3 kédo-
16 régidét; Tl-et és T2-t, az rrnB-operon transzkripcids
terminaciés helyeit; a lacIts gént, amely a hdéérzékerny lac-
represszort koédolja; a replikacidés origdt (Ori) és a
tetraciklin rezisztencia gént (TetX).

A talalmany targyat képezik rekombinans expresszids
vektorok és eljarasok, melyek alkalmasak nagy mennyiségd T-
sejt—antigénreceptor—v—régié—fehérje hatékony eldaliitasa-
ra, valamint ezek alkalmazasa immunoloégiai megbetegedések
és rendellenességek diagnosztizéaléaséra, kezelésére, megeld-
zésére és/vagy szuppresszidjara.

Vektorok egy sorozatéat fejlesztettik ki teljes
hosszuséagu TCR-V-régié-fehérjék megnovelt szintd elé&allita-
sara. A talalmany targyat képezi ezenkivil egy eljéras is,
amely alkalmas teljes hosszusagu TCR-V-régié-fehér:iék gaz-
dasagilag hasznosithaté mennyiségben tdérténd eldallitéasara,
a talalmany szerinti expresszids vektor felhasznaléséval.

A talalméany szerinti eljarasok és expresszids vek-
torok egyedilalldak, mivel idegen fehérje szekvercidk és
fuzibés partnerek nélkul alkalmasak teljes hosszisaga T-
sejt—antigénreceptor—v—régié eldallitasara. Amint zazt fent
részletesen leirtuk, T—sejt-antigénreceptor—v—régiékat ré-

gebben csupan egy nagyobb fehérje részeként, nagyon kis
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mennyiségben allitottak elé. A kiilsé fehérje nem kivéant
immunogenitast okozhaz in vivo hasznalata soran, és a sza-
balyozd hatdéségok gyakran idézik ezeket, mint megengedhe-
tetlen szennyezddéseket. A korabban tisztitott V-régiod-
fehérjék a TCR mas régidit is tartalmaztak, mint példaul a
C-régiét a V-régidhoz fuzionalva. Masok olyan expresszids
rendszer konstrukcidkat készitettek, amelyek a TCR-V-régioét
kiméra fehérjeként allitjak eld, pl. a V-régioét fuzionaltak
az immunoglobulin-molekula egy részletéhez.

A talalmény szerinti expresszids vektorok és elja-
rasok alkalmasak tovabba egy T-sejt-antigénreceptor-v-
régié-fehérje megndvelt szintd expressziéjara. Az elsddle-
ges szempont, amikor egy gazdaséagilag - példaul a kutatés,
diagnosztika és terépias kezelés teriiletén - hasznositandd
fehérje el8&llitasardél van sz6, a fehérje gazdasagilag
hasznos mennyiségben torténd elkészitése. A taldlmany sze-
rinti megoldas alkalmazasaval tehat fokozott mennyiségben
41lithatunk eld TCR-V-régié-fehérjéket. A talalmany szerin-
ti megoldas lehetdvé teszi V-régié-fehérjék nagy mennyiség-
ben torténd eldallitasat, pl. 1 és 500 mg/liter baktérium-
sejt-kultira koézdtti, vagy ennél is nagyobb mennyisegben.
El8nyosen, a TCR-V-régibé-fehérje termelésének a szintije
legalabb 100 mg/liter. A taldlmany legeldénydsebb megvaldsi-
tasi moédja szerint a termelés legalabb 300 mg VP fehérje
egy liter baktériumsejt-kultaraban.

A talalmany szerinti eljarasok és expresszids vek-
torok alkalmasak idegen fehérjeszekvencidk nélkuli TCR-V-

régié-fehérije el8allitasara. A talalmany szerinti megoldas-
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pan igy egy TCR-V-régidé-fehérje tiszta formaban vald eldal-
1itasahoz kevesebb tisztitasi lépés sziikséges, mint a tech-
nika allasa szerinti el8allitéasi modok esetében. Az egyik
megvaldésitdsi méd szerint, a taldlmany szerinti megoldasban
h&indukcid segitségével megnovekedett V-régidé-fehérje
expressziét érink el, ami lehetdvé teszi kémiai indukald-
szerek (mint pl. az IPTG) hasznélatanak az elkeriiléesét.

Mivel a TCR-V-régibé-fehérjéket a talalmany szerinti
megoldésban idegen fehérjék nélkiul termeltetjik, a taldl-
many szerinti megoldasban egyszerlisitett eljaréssal vi-
szonylag tiszta terméket 4llitunk eld. A taldlmény szerinti
megoldas kikiiszoboli az olyan jarulékos tisztitési lépése-
ket, mint pl. enzimek, vagy kémiai reagens bevitele a rend-
szerbe annak érdekében, hogy fuzids peptid-szegmenseket
vagy affinitéasi kromatografidhoz szikséges toldalékokat,
" farkokat" tavolitsunk el. Az ilyen manipulédciék nem csu-
pan nagy valdészinliséggel csdkkentik a visszanyerhetd V-
régié-termék mennyiségét, hanem olyan anyagokat is bejut-
tatnak, melyeket aztan ujfent el kell tavolitani pl. tovab-
bi tisztitasi lépések segitségevel.

A taldlmany szerinti T-sejt-antigénreceptor-v-
régié-fehérje barmely teljes hosszusagi T-sejt-antigen-
receptor-V-régié. Egy teljes hosszisaga TCR-V-régid-fehér-
jét a T-sejt-antigénreceptor V-régidjanak egy kédold régid-
ja kébdol. A TCR-V-régibd kédold régidéja egy nukleotid-
szekvencia, amely egy teljes hosszusaga T-sejt-antigén-
receptor-V-régié-fehérjét k6dol. Jelen leirds vonatkozéasa-

ban a V-régidé magéba foglalja a T-sejt-antigénreceptor va-
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riabilis régiéjat. A legtégabb értelemben, a jelen kitani-
tas alkalmas lehet TCR-fehérjék fokozott mértékd
expresszaléasara, beleértve a V-régidét, tovébba a D és/vagy
a J-régidk egészét vagy részleteit.

A TCR-V-régidé-fehérje eldallitéasa idegen
fehérjeszekvencia nélkil térténik, azaz példaul egyéb TCR-
régidék, mint példaul a konstans régié, a transzmembran ré-
gidé vagy a citoplazmatikus régié nélkul. Tovabba, a talal-
many szerinti TCR-V-régidé-fehérje eldallitasa nem TCR-
eredetii fuiziés partnerek, mint peldaul affinitasi kromatog-
rafiahoz sziikséges toldalékok nélkil térténik. Tovébba, a

taldlmany szerinti TCR-V-régid-fehérje eldallitédsa nem egy

nagyobb, kiméra - mas fehérjemolekuldk (mint példaul egy
immunglobulin) részeit magaba foglalé - fehérje részeként
torténik.

Felismerve, hogy a DNS szekvencia, amely egy T-sejt
receptor V-régid koplementaritast meghatarozé régidinak
(CDR-ek) egyikét koédolja valdjaban dtérheti az ismert oOsz-
szekdtd részt a V és a D koédold régié koézott (mint példaul
a VB5.3 CDR3-ja esetében), a leirasban hasznalt értelemben
a "teljes hosszusagu" V régié kdédold régidja tartalmazhatja
a teljes, V-D osszekdtd részt is 4tiveld CDR teljes kbédold
szekvenciajat, egy ilyen CDR azon részletét, amely csupéan
az ismert V-régién van jelen, vagy semennyit sem a CDR-t
k6dold szekvencidbol. Tovabba, a talalmany szerinti teljes
hosszisagua T—sejt—antigénreceptor—v—régié—fehérje a T-sejt-
antigénreceptor-V-régidk barmelyike lehet, és nem korlato-

z6dik csupan a VB-régidékra (azaz a TCR B-lancanak V-



régidira) . Ezért, T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérje az
a-, a P-, a 8-, vagy a y-alegység variadbiilis régidja le-
het.

Egy elényds megvaldsitasi moéd szerint, a taldlmany
szerinti TCR-V-régid-fehérje barmely T-sejt-antigén-
receptor-V-régié, melyhez teljes hosszusagu kédold szekven-
cia hozzaférhetd. Ilyen a talé&lmany szerinti teljes hosszu-
sagt koédold szekvencidk kinyerésére szolgald eljarasok jol
ismertek a technika &lléasa szerint. Az emberi V-régidé domén
DNS-szekvenciait szamos emberi sejtbdl jél ismert mdbdsze-
rekkel &sszhangban izolalni lehet. Eldnytsen, a sejtek pe-
riférias vér T-limfociték.

A taldlmény szerinti DNS-szekvenciakat kilonbdzd
médokon lehet preparalni. Eldnyosen, a T-sejt-antigénrecep-
tor V-régiéja DNS-szekvenciajat polimeraz-lancreakcidval
(PCR) preparalhatjuk, az érintetlen TCR-t kédold szekvenci-
4kat hasznalva templatokként. Egy emberi VB-régiét példaul
emberi, anti-CD3 antitesttel stimulalt periférias veér
limfocitakbél lehet preparalni, a cDNS amplifikaléasa utjéan,
Choi és mtsai. médszerét koévetve [ Choi és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 86, 8941-8945, (1989].

A talalmany szerinti megoldés egyik megvaldsitasi
médja szerint a teljes hosszusidgld T-sejt-antigénreceptor-V-
régié barmely klénbél nyerhetd, amely a teljes hosszusagu
szekvenciat tartalmazza. Példaul, jénéhany TCR-V-régiod-
szekvenciat és a teljes hosszUsagu kédold régidt tartalmazd
cDNS klént irtak le Concannon és mtsai. [Concannon és

mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 6598-6602 (1986).
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A taladlmadny szerinti megoldasban eldnyésen alkal-
mazhatdé TCR-V-régi6é-fehérjék azok, amelyek szerepet jatsza-
nak egy immunolégiai megbetegedésben vagy rendellenesség-
ben, kilénésen pl. a VP8.1 (Kawasaki-kér 1d. [ Abe és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 4066, (1992)]), VB
6.1 (lepra, 1d. [ Wang és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90, 188, (1993)]1), VB5.1 (Lyme-kér, 1d. [ Lahesma és
mtsai., J. Immunol., 150, 4125, (1993)1), VB5.2, vagy VB
5.3, vagy VB6.1 (szklerédzis multiplex, 1d. [Kotzin és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. usa, gg, 9160, (1991)], VB
2.1 vagy VB3.1 (rheumatoid arthritis, 1d. [Uematsu és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 8534, (1991)]).
Lasd még [ Hafler, D. A. és mtsai., J. Exp. Med., 167, 1313,
(1988); Mantgazza és mtsai., Autoimmunity, 3, 431, (1990).

A TCR, melyet egy autoimmun betegségben egy T-sejt
klén expresszal, vagy egy T-sejt klén, amely egy bizonyos
autoantigénre valaszol, azonosithatd TCR-specifikus anti-
testeket hasznéalva, poliklonalis, monoklonélis, vagy kiméra
antitesteket hasznalva peldaul, melyek a TCR varidbilis
szegmensére specifikusak. Az azonositashoz egy antitest-
jeldéld eljaras is szlkséges, amely fluoreszcens mikroszké-
pia, &aramlasi citometria, immuncitokémia vagy més, a tech-
nika &llasa szerint ismert médszer. Ilyen antitesteket sza-
mos TCR-a- és/vagy -B-lanc-V-régiéra leirtak (lésd pl. a WO
90/06758-as szami nemzetkdzi kbézzétételi iratot)

Masik lehetéség, hogy a T-sejt klén DNS-ét vagy
RNS-ét vagy koézvetlenil mutatjuk ki, vagy PCR-rel térténd

amplifikédcié utan [ Synha és mtsai., Science, 239, 102e6,



(1988), Saiki és mtsai., Nature, 324, 163, (1986)], kulon-
b5z8 TCR-géncsaladokhoz késziilt nukleinsav-prébaval torténd
hibridizaciéval, a technika &llésa szerint jél ismert hib-
ridizaciés technikakat hasznalva. Igy a TCR szekvenciajat,
vagy egy részletét kozvetlenil megkaphatjuk az amplifikalt
és Atrendezd8dsdtt DNS-bdl, vagy RNS-bS1.

Egy adott TCR expressziéjat azonosithatjuk a TCR-
nek legalidbb egy részletét koédold nukleinsav-szekvencia
meghatarozasaval is, a TCR-V-gén klénozasa utan példaul,
vagy a TCR-fehérje legalabb egy részlete aminosav-
sorrendjének meghatarozaséival. Szakember szamara nyilvéanva-
16, hogy a fent emlitett megkdzelitések barmelyike, vagy
egyéb szakember 4ltal ismert megkdzelités a T-sejten,
klénon, vagy T-sejtvonalon expresszalt TCR azonositasahoz
vezet.

A kévetkezd példakat adjuk meg molekuléaris megkdze-
litésekre, melyek TCR-gén expresszidjénak betegséggel vald
korrelaltatadsdra hasznalhatodk:

1. DNS koényvtarak készitése és analizise, melyek egy
vagy tdbb beteg személy betegséggel Osszeflggd T-sejtjeibdl
késziilnek a gyakran hasznalt "dominans" TCR-gének jelenlét-
ének meghatarozasa végett;

2. betegbdl szarmazé mintak Southern-analizise annak
megallapitédsa érdekében, hogy van-e specifikus genetikai
polimorfizmus (pl. RFLP), vagy oligoklondlis TCR-&trende-

zb8dés;
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3. betegb8l szarmazé mintédk analizise cDNS szintézis-
sel, PCR amplifikaciéval és “slot blot” hibridizéacids eljéa-
rassal; és

4. TCR-prébak in situ nukleinsav hibridizéaciéjaval T-
sejtekhez ezen sejtek elbzetes tenyésztése nélkil.

Elényds TCR-V-régié-fehérje pl. a VB8.1, VB5.2, vagy
a VB5.3. A VB5.3-at koédold kettds szalu cDNS, és a VB5.3
aminosav-szekvenciaja az 1. &bran lathaté. (Ld. a 25-%s,
26-0s és 27-es azonositdészamon megadott szekvenciakat.)

Szakember  szamara ismert eljarasokkal T-sejt-
antigénreceptor-vV-régidé-kldénokat juttathatunk be a talal-
many szerinti expressziés vektorokba. Példaul, egy cDNS
kloénbdl a V-régiét PCR-rel megszintetizaljuk ugy, hogy 5"~
lancvégén egy kezd8 ATG-t tartalmazzon. Barmely alkalmas
restrikcidés hasitasi helyet kiépithetink, amely tartalmaz
egy kezdé kédont, és beilleszthetd a V-régid kédold régid-
janak 5'-lancvégére. Egy eldnyds megvaldsitasi méd szerint
a restrikciés hasitasi hely a Ncol-hely. A V-régidé kédold
régiéjanak 3'-végére egy stop kédont, és egy megfeleld
restrikciés hasitasi helyet épitettink ki, hogy vektorba
lehessen szubklénozni.

Szakember szamara vilagos, hogy a taldlmény szerin-
ti eljarasok nemcsak emberb&l hanem mas dllatfajbdél szarma-
z6 teljes hosszUsagi TCR-V-régiod elkészitésére is alkalma-
sak.

Az igényelt oltalmi kérbe tartozd expresszidés vek-
tor példaul egy olyan plazmid, amely exogén DNS-t tartalmaz

az expresszalandé TCR-V-régidét koédold nukleinsav formaja-



ban. A taladlmany szerinti rekombinéns vektort a bakterialis
gazdasejtbe példaul transzformalassal juttathatjuk be, a
kivant V-régié-fehérjét expresszald transzformansokat izo-
l4ljuk, és kldénozzuk.

A talalmany targyat képezik tovabba olyan
expresszidés vektorok, melyek tartalmazzak a teljes hosszu-
sagu TCR-V-régidé-fehérjét koédold DNS-szekvenciat. Elényd-
sen, a TCR-V-régié-fehérjék a kitanitasban specifikusan le-
irt T-sejt antigénreceptor fehérjék. A taladlmany szerinti
megoldasban alkalmazott expresszibés vektor egy plazmid,
amelyikben az expresszalandd TCR-V-régidé-gén reguléacids
elemek transzkripciés és transzlaciés kontrollja alatt van,
amilyen példadul a prométer, a riboszémakoté-hely, és a
transzkripcidés terminaciés hely. Ezeken felil tartalmaz egy
replikdciés origét, amely a baktériumban térténd stabil
replikéciét biztositja. Elénydsem, a plazmid tartalmaz egy
gént, amely antibiotikum-rezisztenciat kédol, igy lehetdvé
téve a plazmidot hordozé transzformalt sejtek szelekcio-
jat. A kldénozott szekvencia expresszdja akkor kovetkezik
be, ha az expresszi6s vektort megfeleld gazdasejtbe juttat-
juk.

A taldlmany szerinti megoldasban hasznalhato
expresszidés vektorok gyakran plazmidok. A plazmidok cirku-
1aris kettds szalu DNS-szekvenciédk, amelyek nincsenek a
kromoszémaba integralva. A taléalmény szerinti expresszids
vektorok egyéb DNS-szekvencidkat 1is tartalmazhatnak, mint
pl. vezetd- vagy szignalszekvenciakat, melyek az expresszio

termékének célba jutasat, vagy a stabilitasat biztositjak,



valamint/vagy reguléaciés szekvenciakat, melyek a gén-
expresszid szabalyzésat teszik lehetdvé, pl. valaszként hé-
mérsékletemelésre, vagy a taptalaj Ssszetételének megvalto-
z4séara.

Az expresszids vektorok ezeket a kontroll szekven-
cidkat a TCR-V-régidét kédold DNS-szekvencidhoz mikoddképe-
sen kapcsolva vannak. A leirasban hasznalt értelemben a
"mikéd8képesen kapcsolt" azt jelenti, hogy egy nukleinsav-
szekvencia, melynek génexpressziébt szab&lyz6é hatéasa wvan,
vagy egy funkcionélis fehérjedomént kédol kovalensen kdtve
van, akar a 3', akdr az 5' vég feldl egy masodik, fehérjét
kédold nukleinsavhoz, igy a szabalyzé funkcid hatéast gyako-
rol a mésodik nukleinsav-szekvenciéara, vagy pedig a kédolt
funkcionalis domén keretbe illesztve fuzionalddik a masodik
nukleinsav kdédolta fehérjével. Ilyen, tipikus, a gén-
expresszidt szabalyzé funkcidk példaul a transzkripcié el-
kezdése, befejezése, a mRNS transzkriptum processziéja.
Ilyen, génexpressziét szabalyzé funkciéval bird nukleinsav-
szekvencidk lehetnek példaul transzkripcidés prométerek,
transzkripciés termindciés helyek és mRNS processzids je-
lek. Funkcionalis domének, melyek mikodéképesen kapcsolva
vannak egy masik fehérjéhez lehetnek példaul vezetd-, vagy
szignalpeptidek, melyek lehetévé teszik a fehérje transz-
portjat sejtmembrénokon keresztiil.

A talalmany egyik megvaldésitéasi médja szerint a
prométer indukdlhaté prométer lehet. Egy elényds megvalési-
tasi méd szerint a prométert a taptalaj egyes komponensei-

nek jelenléte vagy hidnya szabalyozza. Szakember szamara
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nyilvanvaldé, hogy néhany bakterialis prométer, melyet a
taptalaj egyes komponenseinek jelenléte vagy hianya szaba-
lyoz alkalmas a taldlmany szerinti expresszidés vektorokban
torténd felhasznalasra. Eldnydsen, a prométer egy er8s bak-
teridlis prométer, mint pl. a lac-prométer, a tac-prométer
€s a trc-prombéter. Ezért, a taldlmany egyik megvalésitasi
médja szerint a TCR-V-régié kédoléd szekvenciihoz kapcsolt
prométer egy, a taldlmany szerinti vektorban az izopropil-f
-D-tiogalaktopiranozid (IPTG) jelenlétével, vagy hianyaval
szabalyozhaté. Az IPTG a lac-promédter, a tac-prométer és a
trc-prométer kivald kémiai indukalé molekuldja. Elé&nyésen,
az IPTG-vel indukdlhaté prométer a lac-prométer vagy a tac-
prombéter. Egy eldénySsebb megvalésitasi méd szerint az IPTG-
vel indukdlhaté prométer a trc-promdter [ Brosius és mtsai.,
J. Biol. Chem., 260, 3539-3541, (1985)], amely hasonlit a
tac-promdéterhez, amely a lacUV5-prométer -10-régidjanak a
triptofédnoperon -35-régiséjaval valéd fGzi6j4bé1 szarmazik
[ de Boer és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. usa, 80, 21-25,
(1983); Amann és mtsai., Gene, 25, 167-178, (1983)] . A trc-
prométer azonos a tac-prométerrel egyetlen bazispar-
valtoztatas kivételével [ Brosius és mtsai., 1d. fent] .

A talalmany egy mésik megvalésitasi médja szerint a
talalmany szerinti expresszidés vektort ugy moédositottuk,
hogy lehetévé tegye a taldlmany szerinti teljes hosszUsagu
TCR-V-régidé-fehérje szekretalt expresszidjat hdémérséklet-
emelés hataséra. Ezen megvalésitidsi méd szerint az
expresszids vektor lehetdvé teszi TCR-V-régié-fehérjék

expresszidéjat kémiai indukalodszer hidnyaban is, ami kiki-
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sz6bdli a szikségét olyan elemek haszndlatéanak, mint az
IPTG és lacI- vagy lacI%-géneket tartalmazé bakterialis
sejtvonalak. A talalmény szerinti expresszids vektorok elé-
nybés megvaldésitasi médjaiban szerepet kap egy szabalyozd
gén, ami lehetdvé teszi a fehérjeexpresszid hdindukcidjat.
A szabalyozé génszekvencia legeldnydsebben a lacIts gén,
amely egy hémérsékletre érzékeny lac-represszort kédol.

Egy tovabbi eldényés megvaldésitasi méd szerint a
lacIts gén a transzkripciés termindciés helytdél 3’ -iranyban
és hozza a lehetd legkdzelebb helyezkedik el, transzkripci-
6s iranya pedig ugyanaz, mint a V-régié koédold szekvencia-
jaé.

Ezeken felil a taldlmadny szerinti expressziéds
plazmidok elénydsen tartalmaznak egy vagy tébb szelekcidra
alkalmas genetikai markert. Elénydsen a szelekcidra alkal-
mas genetikai marker antibiotikum (példaul ampicillin,
kanamicin vagy tetraciklin) elleni rezisztenciat biztosit.
Legeldnydsebben a szelekcidés marker a tetraciklin rezisz-
tencia gén.

A fentieken kivil a vektor tartalmaz egy bakteria-
lis replikédciés origét. A taldlmany egy eldnyds megvaldsi-
tasi moédja szerint a replikdcids origd a pBR322-bdl szarma-
zik. Az expresszidés vektor egy riboszémakoté-helyet is tar-
talmaz, ¢és az E. coli rrnB riboszémalis =XNS-operonjanak
transzkripciés terminaciés helyét [Brosius és mtsai.,
Plasmid, 6, 112-118, (1981)]

A talalmany egy elényds megvaldsitasi médja szerint

a taldlmany szerinti expressziés vektor a kdvetkezd lénye-
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ges elemet tartalmazza 5'-3 -iranyban: Egy DNS-szekvenciat,
amely egy prombétert és egy operatort tartalmaz; egy DNS
szekvenciat, amely egy riboszdémakoétd-helyet tartalmaz a ki-
vant gén mRNS-e érdekében, hogy a gazdasejtben riboszéméahoz
kéthessen; egy ATG iniciaciés kédont, vagy egy DNS-
szekvenciat, amely atalakul ATC inicidcidés kédonna a kivant
gén vektorba tdérténd inszercidéja soran; egy restrikcids ha-
sitasi helyet a kivant gén ATC inicidciés kédonnal egy le-
olvasasi keretbe térténd inszercidja végett, vagy egy sok-
szoros klénozdédhelyet, amely joénéhany hasitéhelyet tartal-
maz, hogy a megfeleld expresszalandé gént vagy kédold régi-
6t inszertalhassuk; egy T-sejt-antigénreceptor-V-régidt
k6dold nukleotid-szekvencidt, melyet expresszaltatni kiva-
nunk; valamint egy transzkripciods terminaciés helyet, amely
a transzkripcié hatékony leadllitasara szolgadl. A vektor
tartalmaz egy DNS szekvenciat is, amely a gazdasejtben au-
toném médon replikacidéra képes bakterialis plazmidbél szar-
mazé replikadcidés origét tartalmazza, valamint egy szelek-
talhaté és azonosithaté, fenotipusra jellemzd vonashoz kap-
csolédé gént koédolé DNS-szekvenciat, ahol a fenotipusra
jellemzd vonas nyilvanvaléva valik, amikor a vektor jelen
van a gazdasejtben. Az expresszils vektor adott esetben
tartalmazhat egy szignal- vagy vezetd-kéddold szekvenciat,
amely mikéd8képesen hozza van kapcsolva (azaz a leolvasasi
keretbe van fuzionalva) a TCR-V-régioét kédold nukleinsav-
szekvencia 5'-végéhez ugy, hogy a vezeté-szekvencia - TCR-
V-régié-szekvencia transzlécidja egy vezet8-peptid - TCR-V-

régié fuziés fehérjét eredményez, melyben a fuziés feherje



aminoterminalis vezetdpeptidje iranyitja a TCR-V-régid-
fehérje szekrécidjat a gazdasejt membranjan keresztil.
Egyes eldényds megvalésitasi médok szerint az expresszids
vektor egy szabalyozé gént tartalmaz, amely lehetdévé teszi
a szekrécids fehérje expresszidjat hémérsékletemelés haté-
sara.

A talalmdny egy eldénydsebb megvaldsitési médja sze-
rint az expresszés vektor a kévetkezé lényeges elemeket
tartalmazza 5'-3' -iranyban: trc-prométert, amely a lacUv5-
prométer -10-régidéjanak a triptofanoperon -35-régidjaval
vald fuzidjabol szarmazik [ de Boer és mtsai., Proc. Natl.
Acad. Sci. UsA, 80, 21-25, (1983); Amann és mtsai., Gene,
25, 167-178, (1983)]; egy erds riboszémakdtd helyet; az
expresszalandé TCR-V-régidt kédold régidt; a két transz-
kripcibés terminaciés helyet az rrnB riboszéomélis RNS-
operonrol; a lacIts-gént, amely a héérzékeny lac-
represszort kédolja; a pBR322-b81l szarmazd replikacids ori-
goét és a tetraciklin-rezisztenciagént. Egy ilyen eldnyds
megvalésitasi médra példaként szolgald expresszids vektort
- a pKBi-VB5.3-jellit - letetbe helyeztink az "American Type
Cilture Collection"™-nél (ATCC), a Budapesti Szerzddés ér-
telmében, nyilvéantartési széam: 69739.

A talalmény szerinti expresszids vektorok tartal-
razhatnak egy szignalpeptidet k6déléd vezet8szekvenciat,
amely a TCR-V-régid koédold régidjatol 5 —iranyban mikoddéké-
pesen kapcsolva van. Az expressziod soran az
aminoterminalis szignalpeptid 1irényitja a TCR-V-régid-

fehérje szekrécidéjat a gazdasejt membranjan keresztil a



periplazmaba, vagy a citoplazmaba. Szakember szamara vila-
gos, hogy sokféle vezetdszekvencia hasznalhaté a talalmany
szerinti expresszios vektorral. Az egyik alkalmas
vezetdszekvencia a pelB-szignéalszekvencia az E.
carotovordb6él [ Lei és mtsai., J. Bacteriology, 169, 4379-
4387, (1987)]. Egy masik alkalmas vezetdszekvencia az E.
coli héstabil enterotoxin-II (STII) szignadlszekvenciaja
[ Morioka-Fujimoto és mtsai., J. Biol. Chem. 266, 1728-1732,
(1991)]

A taldlmadny egy masik megvaldsitasi médja szerint
az expresszidés rendszer tartalmazza az STII vezetdszekven-
ciat, és a V-régidé kédold régidét PCR-rel megszintetizaljuk
gy, hogy tartalmazzon egy megfeleld hasitdéhelyet a 3'-
végén, és egy mesterséges MIul-hasitéhelyet az 5'-végén,
igy kényelmesen kovalensen bekéthetjik az MluI-helyre, me-
lyet az STII-vezetd 3'-végére juttattunk be. Ezért, egy to-
vabbi eldnyds megvalésitési méd szerint, az expresszids
vektor a kdévetkezd8ket tartalmazza 5'-3' -irényban: trc-
prométert, amely a lacUV5-prométer -10 régidjanak a
triptofanoperon -35-régidéjaval vald fuzidjabdél szarmazik;
egy erds riboszdémakdtd helyet; az STII vezetdszekvenciat;
az expresszalandé T-sejt-antigénreceptor-V-régid kédold ré-
giét; a transzkripciés terminacidés helyeket az rrnB-
operonrdl; a lacIts-gént, amely a héérzékeny lac-
represszort kédolja; a pBR322-b6l szarmazd replikdcids ori-
gét és a tetraciklin-rezisztenciagént. A talalmany legeld-
nyosebb megvalésitasi mdédja szerint az expresszids vektor a

pKB-VB5.3.
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A talalmany szerinti expresszibés vektorok a techni-
ka &4llasa szerinti standard technikak felhasznédléasaval el-
készithetd8k. [ lasd pl. Maniatis és mtsai., "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, USA (1982)]

A talalmany targyat képezik tovabba teljes hossza-
sagu TCR-V-régiodt kédold DNS-szekvenciat tartalmazd
expressziés vektorokkal transzformalt gazdasejtek. Ezenki-
viil az eldnydsen alkalmazott gazdasejtek olyan expresszids
vektort tartalmaznak, melyben egy vagy tdbb kontroll DNS-
szekvencia van, amelyek alkalmasak a teljes hosszGséagu TCR-
V-régié-fehérjét k6dolé  DNS-szekvencia replikéciéiénak
és/vagy expresszidjanak iradnyitasara. A megfeleld gazdasej-
tek prokariéta sejtek; prokariodta gazdasejtként eldérydsen
paktériumsejtet alkalmazunk; legelénydsebben E. coli sej-
tet. Szakember szamara a bejelentésben levd kitanitéas alap-
jan érthetd, hogy a hasznalt egyes expresszids vektorck be-
folyassal birnak arra, hogy milyen bakterialis gazdasejtet
valasszunk a teljes hosszusagu TCR-V-régié-fehérje termelé-
sére. Példaul a talalmany szerinti megoldasban alkalrazott
kémiailag indukéalhato expresszidés vektorok esetében a tcr-
prométert szabalyoz6 lacl- vagy & lacI?-gént tartzlmazé
bakterialis gazdasejtek kilonosen elénydsek. A talilmany
szerinti megoldéasban alkalmazott olyan expresszids veztorok
esetében azonban, amelyek tartalmaznak szabalyozb6 gént,
mint a lacIts-gén, amely héérzékeny represszorért felelds,

a vad tipusu lacI- vagy a lacI%-gént nem tartalmazé bakte-



riadlis gazdatdérzsek az eldnybsek. Egy kildéndsen eldnyds
gazdasejt az LJ24.

A talalmany egyes megvaldsitasi médjai szerint a
taldlmany szerinti expressziés vektor nem tartalmaz vezetd-
szekvencidt. A taldlmany egyes eldnyds megvaldsitési mddjai
szerint a bakteridlis gazdasejt az E. coli BL21, vagy meg
eldnydsebben egy proteazhiényos E. coli toérzs, mint pl. az
SG2163, SG22094, vagy az SG21173.

A taldlmany szerinti expresszids vektorokat a tech-
nika &l1lasabol ismert kiilonbézd mdédszerekkel Juttathatjuk
be a gazdasejtbe, esetleg a gazdasejt tipusatol fuggden.
Példaul a kalcium klorid kezelés, vagy az elektroporaciod
kézénségesen hasznadlt a prokaridta sejtek esetében. [ lasd,
4ltalanossagban Maniatis és mtsai., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, USA (1982)]

Ha az expresszidés vektort bejuttattuk a megfeleld
gazdasejtbe, a gazdasejtet tenyészthetjik olyan kérulmények
kézé6tt, amelyek nagy mennyiségl TCR-V-régid-expresszidt
tesznek lehetéve.

TCR-V-régid-fehérjét kédold DNS-t tartalmazd
expresszidés vektorokat gazdasejtként tartalmazd sejteket
megfeleld moédokon azonosithatjuk. Az aldbbi példakban pél-
daul, a V-régidé-fehérjét immunoldégiai mérési eljarassal
azonositottuk. Masik lehetdség, hogy a taldlmény szerinti
expresszidés vektort tartalmazé gazdasejtet a TCR-V-régié
DNS-transzkripcidé szintjének értékelése révén hatarozzuk

meg, a TCR-specifikus V-régidé mRNS transzkriptumot mérve a
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gazdasejtben (pl. Northern-blot analizissel). Egy méasik el-
jaras szerint a taldlmény szerinti expresszids vektort tar-
talmazé gazdasejtet DNS-DNS hibridizaciéval azonosithatjuk
a vektor TCR-V-régidé kbédold szekvenciajaval komplementer
DNS-hibridizacidés proébat hasznéalva.

A talalmany szerinti DNS-szekvenciakat, expresszids
vektorokét vagy DNS-molekuldkét a technika &allasa szerint
ismert kiilénbdzd eljarédsokkal lehet meghatarozni. Ilyen pl.
a Sanger-féle didezoxi lanctermindciés moédszer [ Sanger és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463-5467, (1977)].

A kitanitasban leirt példédkat kovetve, és a fent
leirt detektalidsi moédszerek koézil egyet vagy tobbet alkal-
mazva a szakember felesleges kisérletezés nélkiil, kdénnyedén
kivalaszthatja az expresszidés vektorok és gazdasejtek op-
timdlis TCR-V-régié-fehérje expresszids szintet add kombi-
naciéjat. Egy adott gazdasejt torzset egy adott, a talal-
many szerinti expresszidés vektorral kombinadlva, a teljes
hosszUisagu T-sejt-receptorfehérje relative magas szintd
expressziéjat érhetjik el. Eldnydsen, a teljes hosszisagu
TCR-V-régid-fehérje expresszids szintje legalébb 300
mg/liter sejtkultura. Ilyen szintd expressziét kaphatunk
pl. egy eldényds megvaldésitadsi moédot alkalmazva, melyben a
bakterialis gazdatérzs az E. coli SG21173, és a pKB-VB5.3
az expresszidés vektor (lasd a példadkat, lent). A talalmény
szerinti expresszidés vektor és a gazdatdrzs ilyen kombinéa-
cidi lehetdévé teszik jelentds mennyiségd T-sejt-
receptorfehérje el8allitasat, alacsonyabb koéltséggel mint

az korébban lehetséges volt.
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A taladlmany szerinti expresszalt fehérjék a techni-
ka allasa szerinti standard midveletekkel tisztithatdk, ugy
mint amménium-szulfat frakcionélas, affinitési kromatogra-
fia, oszlopkromatografia, gélelektroforézis és hasonlok.
[ l4sd altaléanosan, Scopes, R, "Protein Purification”,
Springer-Verlag, USA (1982)]

A taldlmany egy eldényds megvaldsitasi médja szerint
T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérje oldhaté, ami alatt
az értendd, hogy a T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérje
oldhaté vizes koézegben. Egy oldhatdé fehérjét altaléaban az
jellemez, hogy szobahdémérsékleten csupan nagy centripetalis
erd hatasara (100 000*g) lilepszik vizes pufferben. Az old-
hatbésag kiilénésen fontos annak érdekeben, hogy a TCR-V-
régié-fehérje az el8allité sejtekbdl egyszerlen tisztithatod
legyen. A fehérjekémidban hasznalatos vizes pufferek jel-
lemz8 vegylileteikkel adott pH-t tartanak fent (jellemzden a
pH=5 és pH=9 kézdétti fizioldgiads tartoményban), adott ion-
erésséget biztositanak (jellemzden 10 mM és 500 mM kozott),
és gyakran tartalmaznak protedz inhibitort és enyhe
detergenst. Standard pufferekre példa a sés foszfat puffer,
sés Tris-puffer, vagy barmelyik a fehérje-izolaléasnal hasz-
nalatos szamos puffer koézil [ lasd altalénosségban: “Methods
in Enzymology”; Mahler és Cordes, "Biological Chemisty", 2.
kiad., Harper és Row, New York, USA (1966)]

A taldlmany szerinti megoldas a technika alléasa
szerinti megoldastél eltérden alkalmas diagnosztikailag,
terapiadsan és vizsgalati célra hasznos mennyiségd TCR-V-

régié-fehérje hatékony és gazdasdgos el&allitasara. A TCR-
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V-régié-fehérje nem fuzidés fehérje, és nincs idegen szek-
vencidhoz, példdul affinitdsi kromatografidhoz szikséges
toldalékkal kotve.

A tala&lminy szerinti TCR-V-régid-fehérjék alkalma-
sak a T-sejt antigénreceptor szerkezeti és funkcionélis
vizsgaélatdra. Amellett, hogy a TCR-ek bizonyos forméinak
szubsztratjaként vagy kotd doménjeként szolgalnak, ezek a
fehérjék konformacidés vizsgalatok eszkdzei is lehetnek, pl.
mivel hasonlitanak a T-sejt-receptor kiilénbdzd részleteinek
nativ konforméacidjéra.

T-sejt V-régibé—-fehérjék diagnosztikai prébakként is
hasznadlhatdk. A taldlmany egy specidlis megvaldsitisi mddja
szerint a taldlmény szerinti TCR-V-régidé-fehérjék bizonyos
V-régidé-alcsaléadok jelenlétének vagy mennyiségének a megha-
tadrozadsdra hasznalhatdék egy bioldégiai mintéban. Egy ilyen
mérési eljarast irt le Ritterhaus C. W. a W092/08981-es
szami, " Therapeutic and Diagnostic Methods Using Total
Leucocyte Surface Antigens" cimd nemzetkézi kézzétételi
iratban levd kitanitasban. Mint ilyenek, a taldlmény téar-
gyat képezik eljarasok, melyek alkalmasak immunoldégiai meg-
betegedések - mint példaul a szklerdzis multiplex - diagnd-
zisadra, a betegséggel Osszefiggésben levd T-sejtek specifi-
kus alcsalddjanak detektédlésa révén.

Egy masik megvaldsitidsi méd szerint a talédlmany
szerinti megoldas alkalmas Jelentds mennyiségli T-sejt-
antigénreceptor-V-régidé-fehérje elbadllitédsédra antitest ter-
melés céljabél. Az antitesteket szémos, a technika 4&llésa

szerint Jj6l 1ismert moédszerrel el lehet késziteni. Egy



monoklondlis antitest (MAb) termeléséhez barmely médszer
hasznalhatd, amely lehetdvé teszi antitest-molekuldk eldal-
litasat folyamatos sejtvonal-kulturakban. Ezek koézétt a
médszerek kézdétt szerepelnek, (de nem jelentik az egyediili
lehetéséget) a hibridéma technikdk, melyeket eredetileg
Kohler és Milstein irt le [ Kohler és Milstein., Nature,
256, 495-497, (1975)]1:; az ujabb emberi B-sejt hibriddéma
technika [ Kozbor és mtsai., Immunology Today, 4, 72,
(1983)]; az EBV technika [Cole és mtsai., "Monoclonal
Antibody and Cancer Therapy", Alan R. Liss, Inc. 17,
(1985)] ; valamint trauma technikak. Osszefoglald munkaként
az antitestek el84l11litasarsdl lasd: [ Hartlaw, E., és mtsai.,
"Antibodies: a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, USA, (1988)]

A taldlmény szerinti TCR-V-régié-fehérjék azon az
alapon haszndlhaték fel diagnosztikai reagensként, hogy ké-
pesek reagalni biolégiai mintakban jelenlévd autoantites-
tekkel.

A talalmany szerinti megoldas lehtdvé teszi TCR-V-
régidé-fehérjék olyan jelzett szarmazékainak eldallitasat
is, melyeket megfeleld eszkdzdkkel detektdlni 1lehet, mint
példaul a szcintilléciés és Geiger-szamlalékx, vagy radio-
grafias film. Az ilyen szarmazékok k&zdtt szerepel pl.
1257, 1311, l4¢, 355, 3y, 1121, 99, 71c és hasonlék, melyek
alkalmasak in vitro és in vivo diagnosztikai hasznélatra.

A fentiek szerint a taldlmany szerinti megoldas al-
kalmas immunolégiai megbetegedések terapids kezelésére. A

leirdsban hasznalt értelemben az "immunolégiai megbetege-



dés" kifejezés olyan betegséget jelol, amelynek
patogenezisében az immunrendszer szerepet kap, vagy melyben
az immunrendszer megfeleld stimuldlasa a betegség megelézé-
sét eredményezi. Ilyen betegségek pl. (de nem csupan ezek)
az autoimmun betegségek, a neopléazias betegségek, kiulonbozd
fetr6z8 betegségek, a transzplantdcidés hiperszenzitivitas,
a graft versus host betegség (az atililtetett szdvet reakcid-
ja a befogadd szervezettel szemben) és az idegrendszer
degenerativ betegségei. Autoimmun betegségek pl. (de nem
csupan ezek) az arthritis, mint pl. a rheumatoid
arthritis, I. tipusi diabétesz, fiatalkori diabétesz,
szklerdzis multiplex, autoimmun thyreoiditis (Hashimoto-
féle thyreoiditis), myasthenia gravis, szisztémas lupus
erythematosus (SLE), Sjdrgen-szindrdbma, Graves-koér,
Addison-kér, Goodpasturpe-szindréma, scleroderma, cermato-
myositis, myxedema, polymyositis, vészes veérszegénység,
gyulladasos bélbetegség pl. Crohn-kér és autoimmun atréfias
gastritis, autoimmun hemolitikus vérszegénység. Neoplazias
betegségek lehetnek a koévetkezé (de nem csupan azok):
limfoproliferativ betegségek, mint pl. leukémiak, limfémak,
non-Hodgkin-tipust limféma és Hodgkin-tipust limfémz, vala-
mint rakok, mint pl. emlérédk, vastagbél-rdk, tiddérik, maj-
radk, hasnyalmirigy-rék, melandéma, vesekarcindéma stb. Fertd-
z8 betegségek lehetnek pl. (de nem csupan ezek) viralis
fert3zések, melyeket olyan virusok okoznak, mint pl. a HIV,
HSV, EBV, CMB, influenzavirus, hepatitisz-A, -B vagy -C-
virus; gombak okozta fertdzések, mint pl. amelyeket a

Candida nemzettségbe tartozé élesztdk okoznak; parazitak



okozta fertdzések, mint pl. amelyeket schistosoma-,
filaria-, nematoda-, trichinosis- vagy protozoafajok (mint
példaul a trypanosoma-félék melyek &alomkért, a plasmodium
amely malariat, a leishmania ami leishmaniosist) okoznak,
bakterialis fertézések, mint amelyeket pl. a mycobaktérium,
corynebaktérium vagy staphylococcus okoznak. Hiperszenzi-
tivitasi betegségek példaul (de nem kizardlag) az I. tipust
hiperszenzitivitésok, melyek allergének hatésara vezetnek
allergiékhoz, és a II. tipusu hiperszenzitivitéasok, pl.
amelyek a Goodpasture-szindrémaban és a myasthenia
gravisban fordul eld.

A taldlmany szerinti TCR-V-régidé-fehérjék teréapiés
hasznalata azon a feltételezésen alapul, hogy 6sszefiggés
van egy specifikus immunrendszeri megbetegedés és egy meg-
hatarozott T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérje preferalt
expresszidéja kozott, vagy egy TCR-V-régid-fehérjét koédold
meghatarozott szekvencia expandalt hasznélata kozott. Bar a
taldlmany szerinti megoldast nem szabad Ugy tekinteni mint
ami egy adott tudomanyos elméleten alapul, a TCR-V-régidk
részbe azért hasznosak, mivel egy személy altal adott im-
munvalasz szabalyzasara haszndlhaték. Specifikusan, ahol
egy bizonyos V-régiod jelenléte vagy abnormdlisan magas
expressziéja korreldl egy bizonyos immunolbégiai megbetege-
déssel, a beteg személy kezelése lehetséges a szbéban forgd
V-régibé-fehérjét hordozd T-sejtek semlegesitése révén. To-
vabba a TCR-V-régié-fehérjék szervezetbe juttatéasa befolya-
solhatja az immunszupressziv funkciodokat azaltal, hogy sti-

mulalja a szabalyzé T-sejteket, melyek specifikusan kol-
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csénhatnak a megcélzott V-régiét hordozd T-sejtekkel. Az is

valészind, hogy a TCR-V-régié-fehérje antitest valaszt

kelthet, amely specifikusan koélcsén hat a megcélzott - a
T-sejteken levé - V-régidval, és ez befolyadsolja az immun-
valszt.

A taladlmény szerinti teljes hosszisaga T-sejt-
antigénreceptor-V-régié-fehérjek kiilénboz8 eldnydket jelen-
tenek egy immunolégiai betegség kezelésében. A talalmany
szerinti megoldastél eltérd megoldasok a kovetkezd leheté-
séget biztositottak egy olyan immunolégiai megbetegedés te-
rapias kezelésére, melyben T-sejtek specifikus szerepet
jatszanak: (a) a kezelés hianya esetleges spontan felépl-
léssel; (b) kezelés peptidekkel, amelyek a T-sejt-
antigénreceptor-V-régié kiilénbozd szegmenseinek felelnek
meg; (c) nem specifikus kezelés, pl. szteroidokkal vagy
nem-szteroid bazisu gyulladasgatld szerekkel. Azonban, ezek
egyike sem nyujtotta a talalmany szerintli megoldas sajatos
eldnyeit. A talalmény szerinti terapias eljarasok azzal a
megkiilénbdztetett eldnnyel birnak a technika &lléasa szerin-
ti immunolégiai megbetegedések kezelésére alkalmazott eljéa-
rasokkal szemben, hogy a taldlmany szerinti eljarasok csu-
pan egy meghatarozott TCR-V-régiét expresszaldé meghataro-
zott T-sejt alcsoportot céloznak meg, és igy az éritett be-
teg személyek széles skalaja esetében haszn&lhatdk, mivel a
talalmany szerinti megoldas alkalmazasa soran nincs szilikség
arra, hogy egy adott személy MHC-haplotipusan alapuldé meg-
hatarozott peptidet valasszunk ki. A talalmany szerinti el-

jaras kozelebb van ahhoz a célhoz, hogy csupédn a betegség-
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ben érintett T-sejtekre hassunk, mik&zben kihagyjuk vagy
nem befolydsoljuk a toébbi, széban forgd T-sejtet. Ezért a
taldlmany szerinti megoldas nagyobb specifitasl terapiat
biztosit egy szélesebb populacié szamara.

A talalmany egy eldnyds megvaldsitasi médja szerint
egy teljes hosszuséagu T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehér-
je alkalmas lehet arra, hogy szabalyzas révén csdkkentse
vagy elimindlja a T-sejtek egy olyan alcsoportjat, amely
ugyanazt a V-régiot hordozé TCR-t mutatja fel. A T-sejt-
antigénreceptor-V-régié-fehérje terdpiads esetben hasznilha-
té arra, hogy a megcélzott V-régiét hordozd T-sejtek akti-
vitasat megvaltoztassuk, vagy a megcélzott V-régiét hordozéd
T-sejtek aktiv véalaszra képes populéciéjat valaszra képte-
lenné tegylk. Ebben az esetben a T-sejt-antigénreceptort
valamely péciens kezelésére alkalmas terdpids szerként al-
kalmazzuk.

Egy adott betegséggel &sszefiggésbe hozhatd speci-
fikus T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérjék a technika
dllésa szerint jél ismert kiilénféle médszerek segitségével
azonosithaté. Myasthenia gravisban vagy szklerézis muitli-
plexben szenved& betegek esetében Oksenberg, J. R. és mun-
katdrsali egy genetikai megkdzelitést irtak 1le [ Okserrerg,
J. R. és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USa, 86, 988-992,
(1989)] .

A leirasban haszn&lt értelemben a "kezelés" kifeje-
zés magaban foglalja a "megeldzés", "szuppresszid" vagy
"kezelés" eseteit. A "megeldzés" magiban foglalja véds ha-

tasu készitmény beadasat a betegség kialakulasa eldtt. Igy



pl. a kisérletes autoimmun enkefalomielitisz (EAE) allati
modelljében egy védd hatash készitmény sikeres beadasa az
enkefalitogén injektédlésa eldétt - ami betegséget indukal -
a betegség "megeldzését" eredményezte.

A "szuppresszid" azt Jjelenti, hogy a készitményt a
betegség indukcidéja utén, de klinikai megjelenése eldétt ad-
juk be. Ismét az EAE példajat hasznalva a véddé hatéasu ké-
szitmény sikeres beaddsa az enkefalitogén injektalasa utén,
de a neuroldgiai szimptémédk megjelenése eldtt a betegség
"szuppresszidjat" eredményezte.

A "kezelés" azt jelenti, hogy a véddé hatést készit-
ményt a betegség megjelenése utan adjuk be. Az EAE példajéa-
ban a védd  hatéasu készitmény sikeres beadéasa az
enkefalitogén injektdlésa és a klinikai Jjelek kialakulésa
utdn a betegség kezelését eredményezte.

A taldlmany szerinti TCR-V-régié-fehérje jétékony
megeldzd, szuppressziv vagy terapias hatéasat mérendd, egyes
klinikai mennyiségeket kell mérni. Ilyen példaul a
limfocitdk proliferativ valaszanak in vitro megvadltozasa.
Az adott V-régidé-fehérje terdpids eldnyeinek mérésére szol-
gald eljarasok jél ismertek a technika allésa szerint.

Allati modellrendszerek, melyek betegség kezelésé-
ben vagy ellene vald védelemben szerepet jatszd fehérjék
hatékonysdganak szkrinelésére hasznadlhatdék a kereskedelem-
ben hozzaférhetdk. Szisztéméds lupus erythematosust (SLE) a
betegségre fogékony egerekben tesztelték, mint azt Knight
és mtsai., valamint Reinersten és mtsai. leirtak [ Knight és

mtsai., J. Exp. Med., 147, 1653, (1978); Reinersten és



mtsai., 299, 515, (1978)] . Myasthenia gravist (MG) SLJ/J
néstény egerekben tesztelték a betegséget oldhaté AChR fe-
hérjével indukalva, amely egy masik fajbdl szarmazott
[ Lindstrom és mtsai., Adv. Immunol., 42, 233-284, (1988)]
Arthritist egy fogékony egértdérzsbe II. tipust kollagén in-
jektélasaval indukaltak [ Stuart és mtsai., Ann. Rev.
Immunol., 42, 233-284, (1984)] Juvenilis arthritist fogé-
kony patkanyokba mycobakteridlis hé&sokkfehérje injektéala-
saval indukaltak [ Van Eden és mtsai., Nature, 331, 171-173,
(1988)] . Thyroiditist egerekben thyroglobulin beadasaval
indukaltak [ Maron és mtsai., 152, 1115-1120, (1980)] . Inzu-
lin-fiiggé diabetes mellitus (IDDM) természetes mddon eld-
fordul, vagy indukalhaté bizonyos egértérzsekben, melyeket
Kanasawa és mtsai. irtak le (1984). EA-egerekben és patka-
nyokban az emberi MS modelljéiil szolgal. Ebben a modellben

a mielinburkot roncsold betegséget mielin bézikus fehérje

(MBP) beaddsaval indukaltak [ Paterson P. Y., "Textbook of

Immunopathology", szerk.: Mischer és mtsai., Grune and
Stratton, New York 179-213, (1986); McFarlin, D. E., és
mtsai., Science, 79, 478-480, (1973); Satoh, J., és

mtsai., J. Immunol. 138, 179-174, (1987)] .

Természetesen ezek a fehérjék emberekben esetleg
nem hatésosak, mivel lehet, hogy nem azonosak az emberi be-
tegségben szerepet jatszd TCR megfeleld helyével. Szakember
szamara érthetd, hogy egy meghatarozott é&llati modellben
ismertetett fehérjeszekvencia esetében médositésok lehetnek

szitkségesek, ha mas fajokat - beleértve az embert is - aka-

runk kezelni.



A taladlmany szerinti fehérjék és készitmények, vagy
funkcionalis szarmazékaik igen alkalmasak gydégyaszati ké-
szitmények eldallitasara. A taldlmany szerinti gybdégyaszati
készitményeket beadhatjuk bérmely olyan él8lénynek, amely
képes megtapasztalni a talalmany szerinti készitmények Jo-
tékony hatasat. A kezelni kivant él&lények els8sorban embe-
rek, az igényelt oltalmi k&ér azonban nem korlatozédik embe-
rek kezelésére.

A talalmany szerinti gyodgyaszati készitményeket
parmely médon beadhatjuk, ami megfelel a kivant célnak. A
beadads toérténhet pl. parenteralisan, szubkutén, intravé-
nasan, intraderméalisan, intramuszkuldrisan, intraperitonea-
lisan, transzdermalisan vagy bukkalis uton. Masik lehetd-
ség, melyet egyidejileg is alkalmazhatunk, a beadis esetle-
ges oralis utja. A fehérjék és gybégyaszati készitmények be-
adhaték parenteradlisan egyszeri injekcidval vagy hosszabb
ideig tarté fokozatos perfuzidval.

A beadott dézis a befogadé koratdl, nemétdl, egész-
ségi 4allapotatél, testsulyatdl fugg, valamint, ha fennéll,
az egyéb kezelés fajtajatoél, a kezeles gyakorisagatdél és a
kivant hatas természetétdl. A taldlmény szerinti készitmé-
nyek beadésakor az adagoknak elegendden nagyoknak kell len-
nitik ahhoz, hogy a kivant hatast kifejtsék, amely soran pl.
fehérjékre adott immunvalasz - amit késleltetett tipusu
hiperszenzitivitassal (DTH) mérhetink - vagy antitestterme-
1és érhetd el, és az immunolégiai megbetegedést ezaltal Je-
lentds mértékben megeldzhetjik, szuppresszalhatjuk vagy ke-

zelhetjik. A dézisnak nem szabad olyan nagynak lennie, hogy



karos mellékhatasokat okozzon, mint pl. nem kivant kereszt-
reakcidk, &altalanos immunszuppresszi6, anafilaktikus reak-
ciok és hasonldk.

Emberben a dézis elénydsen 0,001 és 1 mg koézott van
testsulykilogrammonként.

A talAdlmany szerinti fehérjéken kivul - amelyek on-
magukban is gyoégyaszatilag aktivak - a gydégyaszati készit-
mények tartalmazhatnak megfeleld gydgyaszatilag elfogadha-
té adalékanyagokat és kiegészitdket tartalmazdé hordozdt
amely el&segiti az aktiv vegyliletek &talakitésat gydgyasza-
tilag hasznélhaté készitményekké. A készitmények eld8nydsen
tartalmaznak egy adjuvanst, mint pl. az alum, vagy mas a
technika &llasa szerint ismert adjuvéansokat [ lasd pl.
Warren és mtsai., Ann. Rev. Immunol., 4, 369-388, (1986);
Chedid, L., Feder. Proc., 45, 2531-2560, (1986)].

A biocaktivitas vagy a célhoz juttatds eldsegiteése
végett a fehérjéket liposzdémakba csomagolhatjuk, a technika
4114sa szerinti médszereket és vegyilileteket alkalmazva.

Azok a készitmények, amelyek tabletta vagy kapszula
formajaban oralisan beadhatdk, illetve azok, amelyek
rektalisan adhaték be, mint példaul a végbélkipok, valamint
azok, amelyek injekcidhoz, vagy oralis bejuttatashoz készi-
tett oldat formajaban vannak, kdrilbeldl 0,001% és kb. 99%
kozdtti aranyban tartalmaznak aktiv vegytlete(ke)t, eld-
nyésen pedig kb. 0,01% és kb. 95% koézdtt, az adalékanyagok-
kal egyutt.

Alkalmas expiciensek, kilondésen toltelékanyagok,

gy mint szacharidok pl. laktéz vagy szachardéz, mannitol



vagy szorbitol celluldz készitmények és/vagy kalcium-
foszfatok pl. trikalcium-foszfat vagy kalcium-hidrogén-
foszfat, valamint koétdanyagok, mint pl. keményitdépaszta,
melyhez hasznalhatunk kukoricakeményitét, gabonakeményitdt,
rizskeményitét, burgonyakeményitdt, zselatint, tragacantu-
mot, metilcellulézt, hidroxipropil-metilcellulédzt, natrium-
karboximetil-cellulézt és/vagy polivinil-pirrolidont.

Egyéb oralisan beadhato gybgyészati készitmények
lehetnek pl. zselatinbdél készilt Osszeillesztett kapszulék,
valamint lagy, tomitett kapszuldk, melyek szintén zselatin-
b6l  késziltek, de lagyitészerek, pl. glicerin vagy
szorbitol segitségével. Az Ssszeillesztett kapszulak az ak-
tiv vegylileteket szemcsék formajaban tartalmazhatjak, me-
lyeket téltelékanyagokkal, pl. laktézzal, koétdanyagokkal,
pl. keményitdével, es kendanyagokkal, pl. talkummal vagy
magnézium-sztearattal és adott esetben stabilizadldészerekkel
keverhetiink 6ssze. A lagy kapszuldkban az aktiv vegylletek
elényésen alkalmas folyadékban vannak feloldva vagy szusz-
pendalva. Ilyen folyadékok lehetnek zsirsavak vagy folyé-
kony paraffin. Ezekhez stabilizalészereket adhatunk.

Lehetséges gybdgyészati készitmények, melyeket
rektalisan adhatunk be, lehetnek pl. végbélkupok, amelyek
egy vagy tobb aktiv vegyliletet tartalmaznak a kip alapanya-
gan kiviul. Megfeleld ktpalapanyagok pl. a természetes vagy
szintetikus trigliceridek, vagy paraffin szénhidrogének.
Ezenkiviil rektalis zselatinkapszulék haszndlata is lehetse-
ges, melyek az aktiv vegyliletek és egy alapanyag kombinaci-

61i. Lehetséges alapanyagok lehetnek pl. folyékony
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trigliceridek, polietilén-glikolok, vagy paraffin szénhid-
rogének.

A parenteralis beadasra alkalmas formak pl. vizben
oldhatéva tett (pl. vizben oldhaté sék formadjéban) fehérjék
vizes oldatai, valamint fehérjeszuszpenzidk, amik pl. meg-
feleld olajinjekcidé szuszpenzidk lehetnek. Alkalmas lipofil
oldészerek vagy hordozék lehetnek zsirsav-olajok, pl. sze-
zadmolaj, vagy szintetikus zsirsav-észterek, pl. etil-oleat
vagy trigliceridek. Vizes injekcid szuszpenzidk tartalmaz-
hatnak viszkozitéasnoveld anyagokat, pl. nadtrium-
karboximetil-cellulézt, szorbitolt és/vagy dextrant. Adott
esetben a szuszpenzié stabilizaldészereket is tartalmazhat.

A fehérjéket injekciéban valé beadds céljabdél ha-
gyomanyos, gyégyaszatilag elfogadhatd parenteralis hordozdk
segitségével formuldzzuk. Ezek a hordozdék nem toxikusak,
terapias célra alkalmasak és szamos gybgyszerformulazasi
lehetd8ség meg van adva a "Remington's Pharmacutical
Sciences" -ben [ szerk.: Martin, E. W., Mack Publishing Co,
Easton PA, USA (1990)] . Példak korlatlanul hasznalhaté ada-
lékanyagokra. a viz, sbés oldat, Ringer-oldat, sz81l6cukor-
oldat és Hank-féle kiegyensulyozott sdoldat. A talalmany
szerinti formulazas tartalmazhat kis mennyiségl
additiveket, mint pl. izoténiat, fizioldgids pH-t és stabi-
litast fenntartdé anyagokat. A taldlmany szerinti fehérjéket
elénybdsen tisztitott formaban, lényegében aggregatumok és
mas fehérjék tavollétében formulézzuk, elénydésen kb. 10

ng/ml és 100 mg/ml koézétti koncentracidban.



A talalmany szerinti fehérjék hatésos adagjai, me-
lyek egy immunolégiai megbetegedés megeldzésére,
szuppressziéjara vagy kezelésére hasznadlhatok, kb. 1 ng és
100 mg kézdtt vannak teststlykilogrammonként. Eldnydsen az
adag kb. 10 ng és 10 mg ké6zétt van teststlykilogrammonként.
Elényésebben az adag kb. 100 ng és 1 mg koézott van
testsulykilogrammonként.

A technika &llédsa szerint ismertek eljarédsok a fe-
hérjék hatékonysagénak ndvelésére. Ezek a technikék a ta-
ldlmany szerinti fehérjék esetében is alkalmazhatdk lehet-
nek. Az alabbi példédkat a taldlmany szerinti megoldas 1il-
lusztralasa érdekében ismertetjiik, anélkil azonban, hogy
igényilinket az ismertetettekre korlatoznank.

Az alébbi &altaldnos technikdkat az aldbbi példakban
bemutatott kisérletekben szamos esetben alkalmaztuk.

1. ALTALANOS ANYAGOK ES MODSZEREK

a. Baktériumtérzsek, plazmidok és &ltaldnos médszerek

Az Escherichia coli GM2929, egy metildz-negativ
toérzs, és az E. coli LJ24-tdrzs (lac-delécid) [ Rasmussen és
mtsai.,. J. Bacteriology, 173, 6390 (1991)] Dr. Martin
Marinus (University of Massachusetts Medical School,
Worcester, MA., USA) ajandéka volt. Az E. coli JM109-
tdrzset [ Yanisch-Perron és mtsai., Gene, 33, 103, (1985)] a
Promega cégtdl szereztik be (Madison, WI, USA; a zardjelbe
tett cégnevek a tovabbiakban a beszerzés forrasat jelolik).

A BL21 (lon~, ompT~) toérzset [ Wood, W. B., J. Mol. Biol.,

16, 118-133, (1966); Studier és Moffatt, J Mol. Biol., 189,

113-130, (1986)] a Novagen (Madison, WI, USA) cégtdl sze-
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reztik be. SG22094 (lon~r clp~), SG21163 (lon™r htpr™) és
sG21173 (lon~, htpr~, clp”) Dr. Susan Gottesman (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) ajandéka volt.
Ezek a Gottesmantdél szarmazdé torzsek hianyosak a lacl-
génben. A baktériumsejteket Morrison médszerével tettik
kompetensekké [ Morrison, Meth. Enzymology, 68, 326-331,
(1979)], vagy a GibcoBRL cégtdl (Gaithersberg, MD, USA)
szereztlik be (DH5)

A pKK233-2-plazmidot (Amann és Brosius, Gene, 40,
183-190, (1985)] a Pharmacia (Piscataway, NJ, USA) cegtdl
szereztik be. A pBR322-plazmidot [ Bolivar és mtsai, Gene,
2, 95-113, (1977)] a New England Biolabs (Beverly, MA, USA)
cégt8l szereztik be. A pRluescriptIIKST (Alting-Mees és
mtsai, Meth. Enzymology, 216, 483-495, (1992)] a Stratagene
(La Jolla, CA, USA) «cégtdél szereztik be. A pDC952-
plazmidot, amely az argU (dnaY) gént tartalmazza (Lindsey
és mtsai, J. Bacteriology, 171, 6197-6205 (1989)] Dr. James
R. Walker (University of Texas, Austin, TX, USA) ajandéka
volt. A pSE420 (Brosius, Meth. Enzymology, 216, 469-483,
(1992)] és a pKK480-3 [ Brosius, (1992) 1ld. fent] Dr. Jurgen
Brosius (Mount Sinai School of Medicine, New York, NY, USA)
ajandéka volt. A pUCts-plazmidot (Bukrinsky és mtsai, Gene,
70, 415-417, (1998)] Michail I. Bukrinskytdél szereztuk be
Jirgen Brosiuson keresztidl.

A plazmidkonstrukcidékat standard eljarasokkal alli-
tottuk el&8 [ Sambrook és mtsai., "Molecular Cloning: A

Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold

Spring Harbor, USA (1982)]. A DNS restrikcidés és modifika-

seq



ciés enzimeket a New England Biolabs-t8l1l szereztik be,
(hacsak masképpen nem jelezziik), és a gyartd eldbirésai
alapjan hasznaltuk fel. A szintetikus oligonukleotidokat az
Operon Technologies, Inc., (Alameda, CA USA) cégtdl szerez-
tik be, hacsak mésként nem jelezzik.

Az oligonukleotidok hdkezelését ugy végeztiik, hogy
a komplementer oligonukleotidokat ekvimolaris mennyiségben
dsszekevertitk, 10 mM Tris-pufferben, pH 8.0, 0,5 mM MgCl,
és 5 percig 100 °C-on tartottuk, majd lassan 25 °C-ra hi-
tdttik le. A polimeraz lancreakciét PCR-t egy " Perkin-Elmer
Cetus DNA Thermal Cycler" készlilékben hajtottuk végre, a
“GeneAmp” reagenskészletet (The Perkin-Elmer Corporation,
Norwalk, CT, USA) alkalmazva [ Saiki és mtsai., Science,
239, 487-491, (1988)]. A DNS szekvenalast a Sanger-féle
didezoxi-nukleotid lancterminéciods eljarassal végeztik
[ Sanger és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5463-
5467, (1977)] a “Sequenase” -kit (U. S. Biochemical
Cleveland, OH, USA) segitségével. Minden vegyszer a lehetd
legnagyobb tisztasagd volt, amit kereskedelmi forgalomba

kapni lehet.

b. Sejtkultiurdk névesztése és indukcidja

A kémiailag induk&lt kulturdk esetében fagyasztott
glicerines kultiréakboél oltottunk le 5-25 ml 2XYT-tapkdézegbe
(16 g “Bacto-Tryptone” (Difco 0123), 10 g "“Bacto-Yeast
Extract” (Difco 0127), 10 g NaCl, pH 7,2-7,4, 1 liter viz-
ben), ami 6 pg/ml tetraciklint tartalmazott, a sejteket
masnapig ndéni hagytuk (37 °C, 280 ford/perc). Jellemzd&en

az éjszakdn &t novesztett kulturat 1/100 térfogataranyban



hasznéltuk, hogy leoltsunk kettd 125 ml-es livegbe, amelyek
25 ml 2XYT-taptalajt és 6 pg/ml tetraciklint tartalmaztak.
A kulturakat 37 °C-on inkub&ltuk 280 ford/perc fordulat-
szémmal rézatva, amig abszorbanciaja 580 nm-en 0,5-1,0 egy-
ség nem lett, és ezutdn 1 mM izopropil-Bf-D-tiogalakto-
piranoziddal (IPTG) indukaltunk, majd tovébbi két o6rat néni
hagytuk a sejteket.

A hdmérsékletemeléssel indukdlt kultirdk esetében a
sejteket 30 °C-on ndévesztettilk 280 ford/perc-cel réazatva,
amig abszorbanciajuk 580 nm-en mérve el nem érte a 0,5-1,0
egységet (Aggg = 0.5-1,0). Ezutén az egyik kulturat 30 °C-
on tartottuk, mig a masikat 42 °C-os vizfirdébe helyeztiik
at, igy indukalva azt, majd tovabbi két éran keresztil, né-
ni hagytuk a sejteket. Egy méasik esetben a kulturat tgy in-
dukaltuk, hogy 30 °C-on 0,3-0,6 abszorbancia egységig (Aggp
= 0,3-0,6) hagytuk néni a sejteket (580 nm-en mérve), majd
két egyenld részre osztottuk a kulturat. Az egyiket 30 °C-
on tartottuk, a masikat 42 °C-on névesztettiik.

Az indukcid eredményének mérése érdekében olyan
dupla mintakat vettink, melyek megfeleltek 1 ml Aggg = 1,0
egységnyi optikai slrdségd minténak, (tegyik fel pl., hogy
Aggg = 3,0, ebben az esetben 333 pl kultarat vettink ki
mintaként). A mintdkat egy Eppendorf-mikrocentrifugiban
14000*g-vel 1 percig centrifugaltuk, a feliluszdét eltavoli-
tottuk, és a lecentrifugalt sejteket -20 °C-on téaroltuk.

c. Stabilitési vizsgédlatok

A baktériumokat kilemezeltik, hogy kiilondllé tele-

peket kapjunk harom egyméast kovetd alkalommal, és egy ki-
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16nalldé telepet a 3. lemezrdl Aatoltottunk 200 ml 2XYT-
tédptalajba, amely 6 pg/ml tetraciklint tartalmazott. A kul-
tarat Aggg = 0,5-1,0 abszorbancia egységig novesztettitk 60
ml-t kivettink beldle, hozzadadtunk 40 ml glicerint és 1 ml-
es adagokban 100 falé szétosztottuk és -80 °C-on taroltuk.
A kultira maradék részét két egyenld részre osztottuk. Az
egyiket indukaléas nélkil inkubaltuk, mig a méasikat IPTG
hozzaaddsdval vagy hémérsékletemeléssel indukaltuk. Mindkét
kultirét tovabbi két 6rédn keresztil ndéni hagytuk. Az 1 ml-
es mintédknak megfeleld mintakat wvettink Aggg = 1,0
abszorbancia egységnél, az indukcidé eldtt, és két odraval
utdna 1is. A mintédkat ezutdn megmértiik a mintdk ab-
szorbanciajat 580 nm-en, pH-jukat EIA segitségével a fehér-
jetermelést, wvalamint akrilamid gélelektroforézisnek és
Western-blotolésnak vetettik ala.

A fagyasztott mintdk kozil héarmat teszteltink par-
huzamosan baktériumsejt-szaporodas és fehérjetermelés szem-
pontjabol. Mindegyikikkel (1 ml térfogattal) becltottuk 200
ml 6 pg/ml tetraciklint tartalmazé 2XYT-téptalajt, és Aggy
= 0.5 - 1.0 egységig novesztettiik a sejteket. Ezutan minden
kultdarat két részre osztottunk, az egyiket indukalatlanul
inkubaltuk, a mésikat kémiailag, vagy hdémérsékletemelés ré-
vén indukaltul. Mindket kultuarabél 1 ml Aggg = 1.0 egység-
nyi optikai slirlségd minténak megfeleld mintdkat vettiink
indukéalés eldtt és 2 o6raval uténa, és a fent leirtak sze-
rint megmértik Sket.

A stabilitési wvizsgélatokhoz 1 ml alikvot-részt

vettink ki indukaléds eldtt a harom parhuzamos kultara
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egyikébd8l 1/1000 aradnyban meghigitottuk 2XYT-téaptalajjal,
és 20 pl-t vagy 200 pl-t beoltottunk 200 ml tetraciklint
tartalmazé 2XYT-taptalajba és Aggg = 0.5-1.0 abszorbancia
egységig novesztettik a sejteket. Ezutdn a kulturat két
alikvot-részre osztottuk az egyiket induk&ltuk, és mindket-
tét tovabbi két oéran keresztil inkubaltuk. 1 ml Aggg = 1.0
egységnyi optikai slrlségd mintéanak megfeleld mintékat
vettink indukaléas eldtt és 2 obréaval uténa, és a fent leir-
tak szerint megmértiik dket.

d. Sejtfrakciondléas

A sejteket elektroforézis elétt 7000*g-vel 7 percen
keresztil centrifugdltuk, a feliluszét (a téptalajt) ujra
lecentrifugéltuk (14000*g, 5 perc). A sejteket felszuszpen-
daltuk 20% (w/v) szachardzt, és 1 mM EDTA-t tartalmazd, pH
8.0 0,3 M Tris-HCl-pufferben, 25 °C-on 15 percig
inkubaltuk, majd 7000*g-vel 7 percig centrifugaltuk. A fe-
1i1lGsz6t eltévolitottuk, és a periplazmdban lokalizalt fe-
hérjét ozmotikus sokkal felszabaditottuk [ Nossal és Heppel,
J. Biol. Chem., 241 3055-3062, (1966)] azaltal, hogy fel-
szuszpendaltuk az eredeti térfogat 1/5-e térfogatu hideg
vizben, és tiz percig 0 °C-on inkub&ltuk. 9000*g-vel valé
10 perces centrifugédléds utéan a fellluszét (periplazma frak-
cid) félretettik, a sejteket felszuszpenddltuk 1X TST-ben
(pH 8,0 25 mM Tris-HCl1l, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 ml/liter

Tween 20) szonikaltuk 12000*g-vel 15 percig centrifugdltuk

és a felliluszét félretettilk (szolubilis citoszol frakcid).



e. Poliakrilamid-gélelektroforézis

A lecentrifugédlt, lefagyasztott E. coli sejteket
felszuszpendaltuk 70 pl vizben, élénk vortexeléssel, vagy
szonikdléssal (Sonic Dismembrator, Model 301, ARTEC Systems
Corporation) 0 °C-on 5 masodpercig 0,4 teljesitmény out-
puttal, ezt hAromszor ismételve. A feltart sejteket Ossze-
kevertik 70 pl 2X mintapufferrel (pH 6.8 125 mM Tris-HCI,

4

o

SDS, 20% glicerin, 10% P-merkaptoetanol, 0.002%
brémfenolkék) [ Laemmli, Nature, 227, 680-685, (1970)]. A
mintédkat 100 °C-on 5 percig inkubaltuk, 14000*g-vel 30 ma-
sodpercig centrifugaltuk, és beldlik 10-15 upl-t felvittink
egy készen vasérolt 16%-os vagy 10-20%-os akrilamid
"Tricine" gélre (Novex, San Diego, CA, USA), és megfuttat-
tuk egy ugyanattdél a gyartétdl vasarolt futtatdépufferben.
Az elektroforézist 125 V &llanddé fesziiltségnél, vagy 45 mA
4dllandé A&ramerdsségnél végeztik (két gélre szamitva) kb.
két oran keresztil, amig a brémfenolkék festék ki nem fu-
tott a gélbél. Eldére megfestett kis molekulasulyld fehérje-
standardokat (No. SE130024, Integrated Separation Systems,
Natick, MA, USA) hasznadltunk markerként, 1lupul-t sévonként. A
géleket masnapig festettik 10% ecetsavat, 25% metanolt és
0,025% "Coomassie Brilliant Blue R" -t tartalmazd festékkel.

f. Western blot analizis

SDS-PAGE segitségével végzett elvalasztds utan a
fehérjéket immunolédgiai mdédszerrel detektaltuk [ Towbin és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76 4350-4354 (1979)]
elektrotranszferrel polivinilidén-difluorid (PVDF) membréa-

nokra (Immobilon-P, Millipore, Bedford, MA, USA) vive A&t



Sket, "Semi-Dry" elektroblotoléd készilék (Integrated
Separation

Systems) segitségével. A fehérjetranszfert 10 mA/cm aramsd-
riséggel 1-3 6ran keresztil végeztik, és a membranokat mas-
napig blokkolé pufferben (1X PBS, 2% szaraz tejpor, 0,1%
Tween-20) &aztatva blokkoltuk.

A membrédnokat héromszor mostuk, 5-5 percig 0,1%
Tween-20-at tartalmazé 1X PBS-ben, majd Ujabb harom alka-
lommal 5-5 percig 1X PBS-ben, majd tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt monoklondlis anti-VB5.3 antitest (13A2-HRP) 0,25
mg/ml-es oldatédnak 0,1% Tween-20-at tartalmazé 1X PBS-sel
1/3000 aranyban higitott oldatédba &ztattuk be d&ket. Két
6éras gyengéd himbalast kdévetden a membrénokat a fenti moédon
mostuk, majd a fehérjéket megnovelt kemilumineszcencidju
mérési eljarassal (“Enhanced Chemiluminescence assay",
Amersham, Arlington Heights, IL, USA), melyet a gyartd cég
utasitédsai alapjan alkalmaztunk. A filmet 5 s és 60 s ko-
zotti iddétartamig exponaltuk.

g. Enzimek felhasznadldsan alapuld immunoldgiai mérési

eljards ("Enzyme immunoassay")

A lefagyasztott, lecentrifugé&lt sejteket 20 ul 8 M
karbamidot tartalmazé pH 8.5 50 mM Tris-HCl-ban felszusz-
pendaltuk [ Marston és Hartley, Meth. Enzymol, 182, 264-276¢,
(1990)], és a VB5.3 mennyiségét enzimek felhasznalaséan
alapuldé immunoldgiai mérési eljarassal meghatdroztuk a ko-
vetkez&képpen:

“Nunc Immuno Maxisorp” lemezeket (VWR No.62409-002)

100 pl/mélyedés 4C2 IgG-vel (4 pg/ml PBS-ben) burkoltuk,




és mésnapig 4 °C-on tartottuk. A burkold oldatot eltavoli-
tottuk, és 200 pl/mélyedés blokkolé puffert (0,05% Tween-
20-at és 1%-os kazein hidroliz&tumot tartalmazé PBS-t) tet-
tink fel a lemezre. A lemezeket 2 6rédn &t szobahdémérsékle-
ten inkubaltuk, 150 ford/perc-cel razattuk, majd haromszor
mostuk mosépufferrel (0,05% Tween-20-at tartalmazé PRS). Az
- 1/2000 és 1/32000 koézdtti ardnyban higitott - mintakbsl
és a VB5.3 standardokbél 100 pl-t tettiink fel a lemezre mé-
lyedésenként, majd szobahémérsékleten inkub&ltuk 90 percig,
150 ford/perc-cel razatva. A lemezeket haromszor mostuk
mosépufferrel, majd 5% magzati borjuszérumot tartalmazéd
blokkolé pufferrel 1/5000 arédnyban higitott HRP-konjugalt
anti-VB5.3 monoklondlis antitestet (13A2-HRP) adtunk a le-
mezhez, 100 pl-t minden mélyedésbe (0.5 pg/ml). A lemezeket
90 percig inkubéltuk szobahdmérsékleten, 150 ford/perc-cel
razatva, négyszer mostuk, és 100 pl/mélyedés o-fenilén-
diamin (OPD) szubsztratot adtunk az elegyhez. A reakcidt 30
perc mulva mélyedésenként 50 pul 2 N HpSO4 hozzéadésaval le-
dllitottuk. Az abszorbanciat 490 nm-en mértiik meg, a 650
nm-en mért hatteret levonva. A referenciaként hasznalt mé-
lyedések nem tartalmaztak mintéat.

2. A PLAZMIDOK ELKESZITESE

1. példa

A pK2D elkészitése

A talalméany szerinti T-sejt-antigénreceptor-v-
régid-fehérjék expresszaltatasanak kiindulépontja egy olyan

plazmid elkészitése volt, amely a T-sejt-antigénreceptor-v-



régié-fehérje természetes expresszids regulaciés elemeit
tartalmazta. Ezek az elemek a prombéter, a két transzkripci-
6s terminacidés hely és egy replikédcidés origd a baktériumban
vald stabil replikacié végett. Egy terapiads célbél in vivo
alkalmazasra szant fehérje gyartésaval kapcsolatos hatdségi
megkdtéseket figyelembe véve a tetraciklin-rezisztenciagént
valasztottuk ki a plazmidot hordozé sejtek szelektaléaséanak
lehetdvé tételére. Végil a kiinduladsi expresszids vektorhoz
szikség volt egy tdbbszdrds klénozdhelyre, hogy stratégiai
megfontolasokbél megkénnyitésil a talalmany szerinti eld-
nyés kédoléd régidk expresszids vektorba térténd klénozasat.
A taldlmany szerinti egyetlen kiinduléasi plazmidot a kdvet-
kezd példa irja le.

Az eldnyds expresszidés vektor elkészitésének kiin-
dulépontja a lent leirt pKK233-2 (4.6 kb) volt. Az Ncol-
helyet Spel-hellyé alakitottuk &t a kovetkez8képpen: a
pKK233-2-t Ncol-el megemésztettiik, és keletkezett tulnyuld
5'-véget "mung bean" nukleazzal 25 °C-on 30 percig
inkubdlva leemésztettiik. A plazmidot fenol-kloroform el-
egyel kétszer extrahdltuk, etanollal kicsaptuk 2 M amméni-
um-acetat jelenlétében majd vizben Ujraszuszpendéltuk.
Bakterialis alkalikus foszfatézzal (forgalmazza a GibcoBRL)
tértént defoszforilédlast kovetden a vektort egy szintetikus
Spel-linkerhez (No. 1085, New England Biolabs) ligaltuk,
majd a ligadldé eleggyel DH5a sejteket transzformdltunk, ez-
altal a pKK233-2A vektort nyerve.

Ezutdn a tetraciklin gént allitottuk helyre a ko-

vetkez8képpen: a pKK233-2a-plazmidot EcoRI-gyel és Sall-



gyel megemésztettiik, ami két fragmenst, egy 279 bp és egy
4321 bp hosszit eredményezett. A két fragmenst agardéz-gél-
elektroforézissel valasztottuk el, és a nagyobb fragmenst
az agarbézgélbdl tisztitottuk meg a "Geneclean" reagens-
készlet (forgalmazza a BIO 101, La Jolla, CA, USA) segitsé-
gével. A tetraciklin gén egy 651 bp-nyi aminoterminalis
fragmensét hasitottuk ki EcoRI-gyel és Sall-gyel, pBR322-
plazmidbél, és a pKK233-3A 4321 bp hosszii fragmenséhez
ligaltuk. A kapott plazmid, a pKZ2B, tetraciklin-
rezisztenciat koélcsénzdétt az E. coli DHSa sejteknek. A
plazmidot azaltal, hogy a B-laktamazgén egy részét
deletdltuk, és a HindIIIl-helyet SacI-hellyé alakitottuk at
a kovetkezdképpen:

A DNS-szegmenst, amely az egyetlen Spel-helytél a
transzkripcidés terminéciés helyek 3' végéig tart, a pKZ2B-t
templatként hasznalva PCR-rel megszintetizédltuk. Az O5'

"szensz" lancinditdé tartalmazta az Spel, Pstl és Sacl rest-

rikciés hasitasi helyeket , 5'-3’ -irdnyban (a szekvenciéaban
aldhtzva) :
5' - TATAATGACTAGTCGCTGCAGCCAACCGCGGCTG - 3' [ A szekvencia-

listdban az 1. azonositdészéamon megadott szekvencia)

A 3' "antiszensz" léncindité a Scal-helyet tartal-
mazta (aldhuzva):
5' - GTCCTAGAGTACTGAGCGGATAC - 3' [ A szekvencialistédban az
2. azonositdészamon megadott szekvencial

1 ng pK2B DNS templatot adtunk hozzad a kovetkezd
reakciéelegyhez: pH8.3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgClp, 100 pg/ml

zselatin, 200 pM minden egyes dezoxinukleotidbél, (dATP,




dCTP, dGTP, dTTP), 1 uM mindegyik léncinditébél, és 2.5
egység “AmpliTag” DNS polimeraz. A végsd reakcidtérfogat
100 pl volt, melyet 100 pl nujollal fedtiink le. A DNS-t 95
°C-on, 2 percig denaturaltuk, 60 °C-on 1 percig hékezeltiik,
és 1 percig 72 °C-on tartottuk a lancinditék meghosszabbi-
tasa végett. Az amplifikalt DNS-t 1%-os agardzgélben anali-
zaltuk, pH 7,8, 40 mM Tris-HCl-ban, amely 5 mM natrium-
acetatot, és 1 mM EDTA-t tartalmazott.

A kapott 485 kb  hosszlséagu PCR-szintetizalt
fragmenst Spel-gyel és Scal-gyel megemésztettik, majd a
4129 bp hosszu fragmenshez ligaltuk, melyet a pK2B Spel-
gyel és Scal-gyel tortént emésztésével nyertunk. Az igy ka-
pott plazmid a pK2C volt.

A pK2C-plazmidot (4,6 kb) tovabb médositottuk, hogy
tobbszdrds klénozdhelyet tartalmazzon. Eldszdér is a pK2C-
plazmidot megemésztettiik Spel-gyel és Scal-gyel, és egy
kettds szalll szintetikus oligonukleotiddal ligaltuk, amely
15 restrikcidés helyet tartalmazott. Ezt a tobbszdrds
klénozéhelyet két komplementer szintetikus oligonukleotid
ekvimolaris koncentréacidéju elegyének hdkezelésével alaki-
tottuk ki. A két sorrendben 91 és 97 bp hosszi oligo-

nukleotid szekvencidja a kdvetkezd volt:

5' - GGCTCGAGCCTAGGCTGCAGCCCGGGCGCGCGCGGCCGCAGGLC
TTTAATTAAGAGCTCCGGACCGCACAATGTGGGCGCGCCCTTAAGA - 3!

[ A szekvencialistédban az 3. azonositészamon megadott szek-
vencial

5' - CTAGTCTTAAGGGCGCGCCCACATTGTGCGGTCCGGAGCTCTTAA



TTAAAGGCCTGCGGCCGCGCGCGCCCCGGGCTGCAGCCTAGGCTCGAG
ccGC - 3!
[ A szekvencialistaban az 4. azonositészimon megadott szek-
vencial
A tobbszoros klénozdhely a kdvetkezd restrikcids
hasitdéhelyeket kédolja: Spel, Af1I1I, Ascl, Dralll, Rsr,
Sacl, Pacl, Stul, Notl, BssHII, Xmal, Pstl, AvrlI, Xhol,
SacII. A ligaléeleggyel a metildzhianyos E. coli GMZ2929
tdrzset transzformaltuk. A kapott plazmidot (4,67 kb)
részlegesen megszekvenaltuk, hogy meggydézddjink az in vitro
szintetizélt régidk épségérdl.
Eredmények

A kiindulasi plazmid a pKK233-2 volt, amely a ko-
vetkez8 elemeket tartalmazta: a trc-promdétert [ Brosius és
mtsai, ld. fent (1985)], amely a tac-promdterhez hasonléan
a lacUVS-prométer -10 régidjanak a triptofanprométer [de
Boer és mtsai., ld. fent (1983); Amann és mtsai, lasd fent
(1983)] -35 régiéjaval vald fuzidéjaboél szarmazik. A plazmid
egy riboszémakét8helyet is tartalmaz, melyet egy harom
restrikcidés hasitasi helyb8l (Ncol, HindIII, Pstl) allé
klénozéhely kévet. Ezutdn az E. coli rrnB riboszoéomalis RNS
operonjanak transzkripcids termindtorai kovetkeznek
[ Brosius és mtsai, Plasmid, 6,112-118, (1981)] . Ezenkivil a
pKK233-2 tartalmazza az ampicillin-rezisztenciat biztositd
B-laktamaz-gént, a pBR322 replikdcidés origdjat és a
tetraciklin-rezisztenciagén egy kis, nem funkciondlis régi-

6iat.



A pKK233-2-t az Ncol-hely elrontésa érdekében médo-
sitottuk, helyreallitottuk a tetraciklin-rezisztenciagént,
a B-laktamaz-gén koédold régidjanak egy szegmensét
deletaltuk, (ezzel inaktivédlva a gént), majd egy 15 rest-
rikciés hasitasi helyet tartalmazd tobbszdrds klénozdhelyet
inszertaltunk, a pK2D-plazmidhoz jutva igy.

2. példa

A pK2D-plazmidon tovabbi médositasokat hajtottunk
végre, az Erwinia carotovordbdél szarmazé [ Lei és mtsai., J.
Bakteriology, 169, 4379-4383, (1987)] pelB-
szignalszekvenciat, vagy az Escherichia colib6l szarmazd
hdstabil enterotoxin-II (STII) szignadlszekvenciajat
[ Morioka-Fujimoto és mtsai, J. Biol. Chem., 266, 1728-1732,
(1991)] épitve be.

A pK-pelB elkészitése

A pK2D-plazmidot (4,67 kb) ugy alakitottuk at, hogy
tartalmazzon egy riboszdémakété-helyet [ Shine és Dalgarno,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71, 1342-1346, (1974); Shine és
Dalgarno,, Nature, 254, 34-38, (1975); Steitz és Jakes,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72, 4734-4738 (1975)]}, és az
Erwinia carotovorabdl szarmazd [ Lei és mtsai., J.
Bakteriology, 169, 4379-4383, (1987)] pelB-szignélszekven-
ciat. Ezzel a pK-pelB-plazmidot (4,74 kb) &llitottuk el az
aladbbiakban leirtak szerint:

A pK2D-t Spel-gyel és Sacl-gyel a tobbszords hasi-
tasi helyen elhasitottuk, majd a vektort két, sorrendben

103 és 95 bp hosszu komplementer szintetikus

oligonukleotiddal ligaltuk, melyek szekvenciajat az alébbi-



akban mutatjuk be. Egy csendes mutéciét (melyet kisbetdvel
jeldltink) épitettiink be a pelB-szekvenciaba, hogy egy - a
szekvenciadban alahltzéssal jelslt -  Ncol restrikcios
hasitéhelyet épitsiink ki, ezzel el8segitve a VB5.3-gén keé-
sébbi szubkloénozasat.

5' - CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACC
TATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCTGCCCGGCCA
GCcATGGCCGAGCT - 3!

[ A szekvencialistaban az 5. azonositészamon megadott szek-
vencial

5' - CGGCCATgGCTGGTTGGGCACGAGTAATAACAATCCAGCGGCT
GCCGTAGGCAATAAGGTATTTCATTATGACTGTCTCCTTGAAATAGA

ATTTA - 3'

[ A szekvencialistéban az 6. azonositészamon megadott szek-

vencia)

A pK-STII elkészitése

A pK2D-plazmidot ugy médositottuk, hogy tartalmaz-

zon eqgy riboszémakdtd-helyet és az E. coli hd&stabil
enterotoxinjéanak (STII) szignalszekvencidjat [ Morioka-
Fujimoto és mtsai., ld. fent (1991)], a kévetkezdk szerint:

A pK2D-t a tobbszdrds klénozdhely Spel és Dralll
hasitéhelyén a megfeleld restrikcidés endonukleazzal elhasi-
tottuk, majd a vektort két, sorrendben 105 és 98 bp hosszu
komplementer szintetikus oligonukleotiddal ligaltuk, melyek
szekvencidjat az aldbbiakban mutatjuk be Két (kisbetlkkel
jelzett) csendes muticiét épitettiink be az STII szekvencia-

ba, hogy Mlul és Dralll restrikcidés hasitéhelyeket épitsiink




ki (aladhuzéssal jeldlve), hogy eldsegitsik a VB5.3 késébbi
szubkldénozéasat.

5' - CTAGTAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAAAAGAA
TATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTTCTCTATTGCAACTA

ACGCgTACGCaCATT - 3'

[ A szekvencialistédban az 7. azonositdszamon megadott szek-
vencial

5' - GtGCGTAcGCGTTAGTTGCAATAGAGAAGACGAACATTGAAGCT
AGTAGGAATGCTATATTCTTTTTCATTATGACTGTCTCCTTGAAATA

GAATTTA - 3'

[ A szekvencialistéban az 8. azonositészamon megadott szek-

vencial

3. példa

A fenti 2. példa szerinti, szignélszekvenciat tar-
talmazé plazmidokat tovébb médositottuk, hogy ket szabalyzd
elemet is tartalmazzanak.

A pKT-pelB elkészitése

A pK-pelB-plazmidot tovabb moédositottuk olyan
iradnyban, hogy két szabalyzé elemet is tartalmazzon a pelB-
vezetdszekvenciatdél 5 -irédnyban, ezzel a pKT-pelB-t alkotva
(4,8 kb). Ezek az elemek a T7 bakteriofédg 10-es génjének
(gl0) transzlacidés enhanszere, és egy 8 aminosavat kédolé
mini-cisztron: ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GAA TAA [A
szekvencialistaban az 28. azonositdészamon megadott szekven-
cial] . A két szabalyzd elemet Ggy inszertédltuk, hogy a pK2D-
t az Spel- és a Sacl-helyen elhasitottuk, majd a gl0 szek-

venciat, a riboszdémakoté-helyet, a mini-cisztront és a



pelB-szignalszekvenciat kédold szintetikus oligo-
nukleotidokat a vektorba 1ligaltuk, 5'-3’ -irdnyban. Az
oligonukleotidokat 71 bp és 89 bp kozétti hosszisagu
oligonukleotidok két egymast kiegészitdé készleteként szin-
tetizaltuk meg ugy, hogy az oligonukleotid-parok kézotti 9
bp hossz( tulnyuldé komplementer szakaszok révén lehessen
Sket bsszeligéalni. A két megtervezett komplementer
oligonukleotid par az A par (a sorrenben 89 bp és 76 bp
hosszu JS5A és J6A oligdkbdl 4ll) és a B par (a sorrenben 71
bp és 76 bp hosszt J5B és J6B oligdkbdl &all), szekvenciajuk
pedig a kovetkezé:

J5A

5' - CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA
AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAATA - 3'

[ A szekvencialistédban az 9. azonositdészémon megadott szek-

vencial
J6A
5' - CTCCTTATTTAATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTTTTA

ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA 3!

[ A szekvencialistédban az 10. azonositdészémon megadott szek-

vencial
J5B
5' - ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTC

GCTGCCCAACCAGCCATGGCCGAGCT 3"

[ A szekvencialistédban az 11. azonositdszémon megadott szek-
vencial
J6B

5' - CGGCCATGGCTGGTTGGGAGCGAGTAATAACAATCCAGCGGCTG



CCGTAGGCAATAGGTATTTCATTATTTATTC 3'

[ A szekvencialistadban az 12. azonositészéamon megadott szek-

vencial

A pKT-STII elkésziteéese

A pK-STII-plazmidot tovébbi médositédsoknak vetettik
ald, hogy ugyanazokat a szabadlyozé elemeket tartalmazzak,
mint a pKT-pelB, az igy kapott uj plazmid neve tehat pKT-
STII (4,8 kb). A pK2D-t megemésztettik Spel-gyel és Dralll-
mal, majd a vektort a gl0 szekvenciat, a riboszémakoété-
helyet, a mini-cisztront és az STII vezetdszekvenciat kédo-
16 szintetikus oligonukleotidokhoz ligaltuk, 5'-3" -
iranyban. Az oligonukleotidokat 73 bp és 89 bp kozotti
hosszUsagi oligonukleotidok két egyméast kiegészitd készle-
teként szintetizaltuk meg Ugy, hogy az oligonukleotid-parok
k6zotti 9 bp hosszu tulnyaldé komplementer szakaszok révén
lehessen 8ket 6sszeligdlni. A két megtervezett komplementer
oligonukleotid par az A par (a sorrenben 89 bp és 76 bp
hosszi JBA és J6A oligdékbdl &ll) és a B par (a sorrenben 73
bp és 79 bp hosszi J5C- és JéC-oligonukleotidokbdél &ll),
szekvenciajuk pedig a koévetkezd:

J5A

5' - CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTAA
AGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATARATA - 3

[ A szekvencialistaban az 9. azonositészémon megadott szek-

vencia]



J6A

5' - CTCCTTATTTAATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTTTTA
ATAATAAAGTTAATCGATGCCCAATTCCGGA - 3

[ A szekvencialistédban az 10. azonositészamon megadott szek-
vencial

J5C

5' - ATGAAAAAGAATATAGCATTCCTACTAGCTTCAATGTTCGTCTT
CTCTATTGCAACTAACGCGTACGCACATT -3'

[ A szekvencialistéban az 13. azonositészamon megadott szek-

vencilal
JeC
5' - GTGCGTACGCGTTAGTTGCAATAGAGAAGACGAACATTGAAGC

TAGTAGGAATGCTATATTCTTTTTCATTATTTATIC - 3'

[ A szekvencialistéban az 14. azonositdészémon megadott szek-

vencial

4. példa

A pK-pelB-VB5.3 elkészitése

A T-sejt-antigénreceptor-VB5.3-fehérje expresszal-
tatdsat célzé munkdban a kévetkezd 1lépés a VP5.3 szekvencia
a 2. példdban fent leirt szignalszekvenciat tartalmazd
plazmidokba tdrténd beépitese volt.

A VB5.3 teljes nukleotidszekvencidjat a koévetkezd-
képpen kaptuk meg: a VB5.3 klén DNS-szekvencidjat eredeti-
leg Leiden és mtsai. publikaltdk [ Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 83, 4456-4460, (1986)), majd késébb részben korrigdl-
tak [ Leiden és mtsai., Molec. Cell Biol., 6, 3207-3214,

(1986)] . Ebbdl a 12Al-jeld klénbdél hianyoztak az N-



terminadlis négy aminosavat kédoldé nukleotidok; raadasul a
12A1-k16n szarmaztatott N-termindlis aminosavai tévesek
voltak. A V5.3 (HPB-ALL) N-terminéalis aminosav-
szekvencidajat Jones és mtsai. publikaltdk [ Science, 227,
311-314, (1985)], anélkil azonban, hogy megadtdk volna az
elsd N-terminalis aminosavat, amelyet késébb glicinként ha-
tarozott meg Jeff Leiden [ nem ko6z6lt eredmény]. A fenti
szekvencidlis informécié felhaszndlaséaval a teljes VB5.3
rekonstrukcidéja megtoértént rekombinans DNS technikakkal. Az
eredményként kapott plazmid (pBB-VB5.3) volt a forréasa az
aldbbi paldakban hasznalt VB5.3 szekvencianak. A VB5.3-at
kédolé teljes hosszUsagu nukleotid-szekvencidt, és az ebbdl
jésolt aminosav-szekvenciat nem tal régen publikaltadk Plaza
és mtsai. [ J. Immunol., 147, 4360-4365, (1991)] (Lasd még
az 1. A&brat, valamint a szekvencialistaban a 25., 26, és
27. azonositdészémon megadott szekvencidkat.)

A VB5.3-at PCR-rel amplifikaltuk a pBB-VB5.3-at
templatként haszndlva. Az 5' "szensz" lancindité egy Ncol
restrikciés hasitdsi helyet tartalmazott (aldhlUzassal Je-
161ve) :

5' - TAATTAGCCATGGCCGGCGTAACCCAATCTCCG - 3!

[ A szekvencialistéban a 15. azonositdészéamon megadott szek-
vencial

A 3' "antiszensz" lancinditd egy, a vektorban a PstI-hely-
t81 3’ -iradnyba esd régidval volt komplementer:

5' - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC - 3!

[ A szekvencialistadban a 16. azonositészémon megadott szek-

vencial



cccccc

A kapott VB5.3 fragmenst a DNS-polimeraz I. Klenow-
fragmensével tompa véglvé tettik, és a pBluescriptIIKS+
defoszforilezett EcoRV-helyére ligaltuk, és ezzel a pBL-
pelB-VB5.3-plazmidot kaptuk. A VB5.3-inszexrtet Ncol- és
PstI-enzimekkel emésztve hasitottuk ki, agardzgélbdl tisz-
titottuk, és a pK-pelB Ncol- és PstI-helyeire ligaltuk be,
eredményként pK-pelB-VB5.3-plazmidot (5 kb) kaptuk.

A pK-STII-VB5.3 elkészitése

A VB5.3-t a pBB-VB5.3-plazmidot templatként hasznal-
va PCR-rel amplifikaltuk. Az 5' "szensz" lancinditd egy
MIul restrikciés hasitédsi helyet tartalmazott (aldhtGzéssal
jeldlve) :

5' - GAAATTAACGCGTACGCAGGCGTAACCCAATCTC - 3

[ A szekvencialistédban a 17. azonositdszamon megadott szek-

vencial

3' "antiszensz" lé&ncindité egy, a vektorban a PstI-helytél
3’ -iranyba esé régiodval volt komplementer:

5' - CCAGTGCCAAGCTTGCATGCC - 3'

[ A szekvencialistdban a 18. azonositdészamon megadott szek-

vencia]

A kapott VP5.3-fragmens végeit a DNS polimeraz-I Klenow-
fragmensével tompéava tettik, és a pBluescriptIIKS+
defoszforilezett EcoRV-helyére 1ligaltuk, és ezzel a pBL-
STII-VB5.3-plazmidot kaptuk. A VPB5.3-inszertet MIul- és
PstI-enzimekkel emésztve hasitottuk ki, agardzgélbdl tisz-
titottuk, és a pK-pelB Mlul- és PstIl-helyeire ligaltuk be,

eredményként pK-STII-VB5.3-plazmidot (5 kb) kaptuk.



esee sese o . .o
. . s

e © o
. o« o ssse ssen
.o . ) . .s

Eredmények
A pelB- vagy az STII-szignalszekvenciakkal fuzio-
nalt VPB5.3-at E. coli JMI09 (I. tablazat) térzsben

expresszaltattuk. Két orén keresztil indukaltuk, VB5.3 ter-

melést EIA segitségével mértik meg.

1. tablazat

A VPB5.3 expresszidja és lokalizacidja a sejtben

pK-pelB-VB5.3 pK-STII-Vp5.3
centrifuga frakcié 0 mM IPTG 1 mM IPTG 0 mM IPTG 1 mM IPTG
feliiluszo 0 pg/ml 1,3 pg/ml 0.5 pg/ml 2.2 pug/ml
periplazma 0,9 4,6 N.D. 5.5
citoszol 9,9 méréshataron tal 2.0 méréshataron tal
Mindkét szignalszekvencia mikodott, bar az

expresszalt fehérjék legnagyobb része a sejten beldl ma-
radt.
5. példa

Ez a példa a szignalszekvenciat és a két szabalyzd
elemet (a gl0 és a mini-cisztron), valamint a VB5.3 szek-
venciat tartalmazdé plazmidokat irja le részletesen.

A pKT-pelB-VB5.3-plazmid elkészitése

A pKT-pelB-VB5.3-plazmidot ugy készitettik el, hogy
a VB5.3-inszertet kihasitottuk a pK-pelB-VB5.3-plazmidbol
az Ncol és Pstl enzimek segitségével, és a pKT-pelB-plazmid
Ncol- és Pstl-helyeire ligaltuk be.

A pKT-STII-VB5.3-plazmid elkészitese

A pKT-STII-VB5.3-plazmidot az el&zdhoz hasonldan ugy

készitettitk el, hogy a VB5.3-inszertet kihasitottuk a pK-



STII-VPS5.3-plazmidbél az MIul és Pstl enzimek segitségével,

és a pKT-pelB-plazmid MluI- és Pstl-helyeire ligaltuk be.
Az O&sszes tovabbi plazmidkonstrukcidéban az STII

szignalszekvenciat hasznaltuk. Ezért, ahol a szignal-

szekvencia nincs megemlitve, nyilvanvaldé, hogy az STII

szekvencidrél van szo.

Eredmények

A pKT-VB5.3

A pK-STII-VBS5.3-plazmidot (4. példa) ugy médositot-
tuk, hogy két szabdlyzé elemet tartalmazzon az STII vezetd-
szekvenciatdél 5 -iranyban, igy tehdt elkészitettiik a pKT-Vj
5.3-plazmidot. Ezek az elemek a T7 bakteriofag 10-es génjé-
nek (gl0) transzlaciés enhanszere és egy mini-cisztron,
ami 8 aminosavat koédol. Mindkét elemrdl bebizonyitottak,
hogy szamos gén transzlacids hatékonysagat noveli. [ Schoner
és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 5403-5407,
(1984); Schoner és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83,
8506-8510, (1986); Olins és mtsai., Gene, 73, 227-235,
(1988) ; Olins és Rangwala, J.Biol. Chem., 264: 16973-1697¢6,
(1989)]1

A pKT-VB5.3 akdr 8-szor tébb fehérjetermelésre is
képes volt, mint a pK-STII-VB5.3 (4. példa), E. coli JM109
térzsben, IPTG-vel induké&lva. Az itt koézolt EIA eértékek
megkozelitdek, mivel jelenleg tiszta VB5.3 standard nem &ll
rendelkezésre. A pKT-VB5.3-rél kimutattuk, hogy stabil az

E. coli JM10%-ben.
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6. példa

A pKTB-VB5.3 elkészitése

A pKT-VB5.3-at (5. példa) tovabb médositottuk ugy,
hogy az expresszié utan szekretaljon, de ugyanakkor ne le-
gyen sziikség IPTG-re az indukcidhoz. A héérzékeny lac-
represszort [ Buklinsky és mtsai., Gene, 70 415-417, (1988)]
kédold lacIts-gén jelenléte lehetévé teszi, hogy a
génexpressziét a trc-prométerrdl hémerséletemeléssel (30
°c-rél 42 °C-ra) kontrollaljuk. Ez kiklUszoébélné az IPTG,
vagy a lacI-t vagy laclIts-t tartalmazé baktériumsejtek
hasznéalatét.

A lacIts-gént a pUCts-plazmidbél hasitottuk ki,
EcoRI-enzimmel vald emésztéssel. Az 1,7 kb hosszu fragmens
a teljes lacIts kédold régioét, a tarsult szabalyozdelemeit
és a szegélyezd vektor-szekvenciat tartalmazta. A fragmens
végeit Klenow-fragmenssel tompéavé tettik és a
defoszforilalt Scal-helyre ligaltuk, amely a pKT-VB5.3-ban
az rrnB operontél 3’ -iradnyban helyezkedik el. Ezaltal a
pKTB-VB5.3-plazmidot (6,8 kb) kaptuk. A laclts-gén orienta-
cidéjat restrikcids térképezéssel hataroztuk meg.

Eredmények

A lacIts-gént az rrnB transzkripciés terminacios
helytdl 3’ -irényban, mindkét orientacidéban beépitettik a
pKT-VB5.3-ba, ezzel elkészitettilk a pKTB-VB5.3-plazmidot
(2. abra) . Ezt E. coli LJ24-ben (lacI-delécid)
expresszaltattuk, majd a fehérjét akrilamid gélen [ Laemmli,

1d. fent (1970)] Coomassie Blue festéssel analizéltuk, va-



lamint Western blot [ Towbin és mtsai., 1ld. fent, (1979)]
segitségével.

A lacIts-gén az egyik orientécidban (amikor a
transzkripciés irény az ampicillin rezisztenciagén iréanyaba
torténik) egyértelmlien nagyobb VPB5.3 termelést eredménye-
zett, mint a forditott orientéacidban.

A feltételezett VB5.3 savot, melyet a lecentrifugalt
sejtek extraktumaibél kaptunk Immobilon-P membrénokra
elektrotranszferaltuk, majd Coomassie Blue festéssel vizua-
lizadltuk. A savot kivagtuk, és N-termindlis aminosav-
szekvenalasnak vetettik ald [ Matsudaira, J. Biol. Chem,
262, 10035-10038, (1987)], ami 10 aminosav meghatérozéasat
eredményezte. Ezek precizen illenek a szekvenciara. melyet
a processzalt VB5.3 10 N-terminalis aminosavai alapjan ha-
taroztak meg, vagyis nem detektéltunk vezetdészekvenciat.

A plazmidot 3 kiildnbozd baktériumtdérzsben
héindukcié segitségével 1s expresszaltattuk. A baktérium-
térzsek mindegyike tartalmaz endogén lac-represszort mely-
nek mennyisége LJ24<DH50<JM109. Az induk&lt kultdraxboél a
feliilusz6t VP5.3 expresszidjdra nézve EIA segitségével

vizsgaltuk meg (2. tdblazat).



2. tablazat

A pKTB-VB5.3 expresszidja kiilonbozd baktériumtorzsekben

plazmid szabalyzo E. coli gazda  indukcio indukdlatlan  indukalt
pKTB-VB5.3 laclts IM109 (laclh) 42°C N.D. 0,5
pKTB-VB5.3 laclts DHSa (lacl) 42°C N.D. 5,0
pKTB-VB5.3  laclts LJ24 (Alac) 42°C N.D. 5,2
pKT-VB5.3 lacl4 IM109 2mM IPTG 0O 0,9
pKT lacl IM109 42 °C N.D. 0

A sejteket 2 6ran keresztudl indukaltuk, majd a VB5.3 termelést

(ung/ml) a sejt feliiluszdkban mértik

Az adatok 6sszhangban vannak a Western blot eredmé-
nyével, valamint a jésolt eredményekkel, vagyis a legmaga-
sabb expressziés szintet az LJ24 tdérzsben (AlacI) a legala-
csonyabbat a JM109-ben (lacI9). Az, hogy a sejtkultira fe-
liiluszédkban viszonylag kis mennyiségd VP5.3-at mérhetink,
annak a kovetkezménye, hogy az E. coli normalis esetben nem
szekretal fehérjéket a taptalajba. Mint az elsé téblazatban
lathatd, a VB5.3 nagyobb része a periplazméban marad.

A lcIts-gén DNS-szekvenaléasa

A hdémérsékletemeléssel indukdlhaté laclIts-gén tel-
jes kédold szekvencidjat, a tdéle 5 -irdnyba esd 80
nukleotiddal egyiitt (amely szakasz a promdétert is tartal-
mazza) megszekvenaltuk, és oOsszehasonlitottuk az IPTG-vel
indukalhaté lacI-gén kozdlt szekvenciédjaval [ Farabaugh,
Nature, 274 765-769, (1978)] . A prométer régié a lacI-gén

prométer régidjaval volt azonos, és nem a lacI%-éval



[ Calos, M.P., Nature 274 762-765, (1978)] . A lacIts-gén
szekvenciiaja 1080 nukleotid hosszisagi nyilt leolvasasi ke-
retben 360 aminosavat kédol. A lacI-géntél az 559.
nukleotidban kiilénbdézik (a start kdédon elsé nukleotidjatodl
szamitva), amelyik G-r8l A-ra valtozott. Ez amoinosav-
szinten a 187-es glicin (GGC) cseréjét jelenti szerinre
(AGC). Ez az egyentlen aminosavvaltozas okozza a hdéérzé-
kenységet a lac-represszor fehérjében.

Ezeken kivil a lacI-gén kézo61t szekvencidja
[ Farabo, 1d. fent (1978)1, valamint a " Genebank" -ben
(ECOLAC lékusz) elhelyezett szekvencia hibés a 857-es pozi-
cidéban. A 857-es nukleotid helyesen T és nem C, amely azt
jelenti, hogy a 286-os aminosav leucin, (TTA) szerin he-
lyett (TCA). A C-T é&tmenet egy Hpal-helyet alakit ki a
lacI-gén 3' végén, amit korédbban ki is mutattak restrikciés
térképezéssel [ Brosius, Meth. Enzymol., 216 469-483,
(1992)] . Meg kell Jjegyezniink, hogy Farabaugh [ 1ld. fent,
(1978)] ugyanezt a kédont (TCA) hibéasan leucinként kdzodlte
szerin helyett.
7. példa

A pKTB elkészitése

A pKTB-VB5.3 (6,7 kb) plazmidot megemésztettilk Sall-
gyel és Pstl-gyel, és az 5,42 kb hossszUsagu fragmenst
agar6zgélbdl a "Geneclean" -reagenskészlet (BIO 101) segit-
ségével megtisztitottuk. A pKT-STII-plazmid (4,8 kb)
plazmidot megemésztettik Sall-gyel és PstI-gyel, az 1,15

kb hosszusagu fragmenst hasonldoképpen tisztitottuk és az
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5,42 kb hosszusagi fragmenshez 1ligaltuk, ezzel a pKTB-

plazmidot kaptuk (6,56 kb).

8. példa

A pKB-VB5.3 elkészitése

Ez a plazmid lényegében azonos a pKTB-VB5.3-mal, az-
zal a kilénbséggel, hogy nem tartalmazza a két szabalyzo
elemet, vagyis a gl0 transzlaciét erdsité szekvenciat és a
mini-cisztront. A pKTB-plazmidot Sall-gyel és Pstl-gyel
emésztettik, és a nagy fragmenst (5,4 kb) agardzgélbdl
tisztitottuk a "Geneclean" reagenskészlet (BIO 101) segit-
ségével. A pK-VB5.3-plazmidot Sall-gyel és Pstl-gyel
emésztettik, és az 1,3 kb hosszUsidgu fragmenst hasonldképen
tisztitottuk és ligaltuk az 5,4 kb hosszisdgu fragmenshez,
és igy a pK-VB5.3-plazmidot (6,7 kb) kaptuk.

Eredmények
EKB—V@5.3

Mint azt fent targyaltuk, két szabalyozd elem, azaz
a gl0 génszegmens és a mini-cisztron hozzaadasa lathatéan
névelte a VB5.3 termelést olyan koériilmények kozott, amikor
IPTG-vel induk&ltunk. Sza&ndékunk az volt, hogy eltavolitjuk
ezt a két elemet a pKTB-VPB5.3 vektorbdél, és igy Ujra meg-
vizsgadljuk a VB5.3-termelést azokban az esetekben, amikor
hémérséklettel indukalunk. A pKTB-VB5.3 és a pKTB-VB5.3
dsszevetése akrilamid elektroforézissel és Western-blot se-
gitségével azt mutatta, hogy a VB5.3 termelést nem befolya-
solta ezen két elem eltdvolitédsa. Teljes sejtek karbamidos

extraktumain végzett EIA mérések kimutattdk, hogy a pKB-Vf




5.3 tobb fehérjét termel,

mint a pKTB-VB5.3,

E.coli EJ24 tdrzsben expresszaltatjuk JSket.

A VB5.3 expresszidja kiillonbozd baktériumtérzsekben

3. tablazat

Plazmid LJ24

SJ22094

SG21163

amennyiben

SG21173

pKTB-Vf5.3 90
+ vezetd

+ gl0/MC

pKB-Vp5.3 110
+ vezetd

-g10/MC

pKTBi-VB5.3 6
- vezetd

+ gl10/MC

pKBi-Vf5.3 10
-vezetd

-g10/MC

80

50

100

170

20

40

100

130

30

20

100

390

indukcids id&: 2 éra 42
kultura térfogat: 25 ml

vezet8szekvencia: STII

gl0: T7 10-es gén

MC: Mini-cisztron.

°C-on

Mintak: teljes sejt karbamid extraktumok

A VB5.3 termelés (mg/liter),

egység/ml megkdzelitésen alapul,

EIA-val mérve. 1 mg VB5.3 megkdzelitSleg megfelel 1*107 egység-

nek.




Igazoltuk, hogy a pKB-VB5.3-plazmid stabilis, igy
fermentacidéra alkalmas.
9. példa

A pKB elkészitése

A pKTB-plazmidot (6,56 kb) Sall-gyel és Pstl-gyel
emésztettiik, és a nagy fragmenst (5,4 kb) agar6zgélbdl
tisztitottuk a "Geneclean" reagenskészlet (BIO 101) segit-
ségével. A pK-STII-plazmidot (4,75 kb) Sall-gyel és PstlI-
gyel emésztettik, az 1,1 kb hosszusagu fragmenst hasonlé-
képpen tisztitottuk, és az 5,4 kb hosszi fragmeshez
ligaltuk, ezzel a pKB-plazmidot (6,5 kb) allitottuk elé.
10. példa

A pKTBi elkészitése

Ez a plazmid lényegében azonos a pKTB-vel, de nem
tartalmazza az STII szignadlszekvencidt. A pKTB-t (6,56 kb)
megemésztettik Spel-gyel és Xmal-gyel, és egy kettészalu
szintetikus oligonukleotidhoz ligaltuk, ami a glo-
enhanszert, egy riboszdéma-kotéhelyet, és egy méasodik
riboszémakétsd helyet tartalmazd mini-cisztront kédold koé-
dolta. A oligonukleotid 3' végén a kdvetkezd restrikcios
helyeket alakitottuk ki: Ncol, Dralll, Rsril, Xmal. A két
koplementer oligonukleotidnak a kévetkezd volt a szekvenci-
aja.

5' - CTAGTCCGGAATTGGGCATCGATTAACTTTATTATTAAAAATTA
AAGAGGTATATATTAATGTATCGATTAAATAAGGAGGAATAAACC
ATGGCACATTGTGCGGTCCGC - 3!

[ A szekvencialistédban a 19. azonositészamon megadott szek-

vencial



5' - CCGGGCGGACCGCACAATGTGCCATGGTTTATTCCTCCTTATTTA
ATCGATACATTAATATATACCTCTTTAATTTTTAATAATAAAGTTA
ATCGATGCCCAATTCCGGA - 3'

[ A szekvencialistéban a 20. azonositészémon megadott szek-
vencial

11. példa

A pKBi elkészitése

Ez a plazmid lényegében azonos a pKB-vel de hiany-
2ik beldle az STII szignadlszekvencia. A pKTB-t (6,56 kb)
Spel-gyel és Dralll-mal emésztettik, és egy kettdsszalu
szintetikus oligonukleotidhoz ligaltuk, amelyik egy
riboszémakdtdhelyet tartalmazott és melynek a 3' végére egy
Ncol és egy DralIl hasitéhelyet épitettink ki. A két komp-
lementer oligonukleotid szekvencidja a kovetkezd volt:

5' - CTAGTAAATTATATTTAAAGGAGGAATAAACCATGGACATT - 3'

[ A szekvencialistéban a 21. azonositdszémon megadott szek-
vencial

5' - GTGCCATGGTTTATTCCTCCTTTAAATATAATTTA - 3'

[ A szekvencialistdban a 22. azonositdszémon megadott szek-
vencial

12. példa

A pKTBi-VB5.3 elkészitése

Ez a plazmid lényegében azonos a pKTB-VB5.3-mal, de
nem tartalmazza az STII szignalszekvencidt. A pKTBi-t (6,4
kb) Xmal-gyel és Ncol-gyel emésztettik és egy (a pKTB-Vf
5.3-at hasznalva templatként) PCR-rel szintetizdlt VfB5.3-
hoz ligaltuk. Az 5' "szensz" léncindité az Ncol restrikcids

hasitéhelyet tartalmazta (aldhtzassal jeldlve):




5' - TATAGTCCATGGGCGTAACC - 3'

[ A szekvencialistédban a 23. azonositészamon megadott szek-
vencia.]

A 3' "antiszensz" lancindité az Xmal hasitéhelyet tartal-
mazta (aldhuzassal jeldlve):

5' - AACTTCCCGGGTTATCATTAGCTGC - 3

[ A szekvencialistaban a 24. azonositészamon megadott szek-
vencia.]

Eredmények

pKTBi-Vf5.3

A fenti munkédval parhuzamosan az STII szignalszek-
venciat is eltéavolitottuk az expresszids plazmidbdél. Mivel
az expresszalt VB5.3 legnagyobb rész a sejtekben maradt
(1d. még lent), azt vartuk, hogy ezen konstrukcibd léptéknd—
velése a VB5.3-molekulal heterogén populacidjat eredménye-—
zi, vagyis szignélszekvenciaval rendelkezd és nem rendelke-
26 molekulakat. Ez a processzalt VB5.3 tisztitésat is meg-
nehezitené, ezért az STII szignalszekvenciat eltavolitot-
tuk, igy 4&llitva el8 a pKTBi-VB5.3-plazmidot, intra-
cellularis expresszidé céljéra. az expresszdlt VB5.3 véarha-
téan tartalmaz egy N-termindlis metionint, bar ezt az ami-
nosavat endogén metionin aminopeptidéazok eltavolithatjék.
[ Ren-Bassat és mtsai., J. Bacteriology, 169, 751-757,
(1987); Baneyx és Georgiou, "Expression of Proteolitically
Sensitive Polypeptides in Escherichia coli”; a “Stability
of Protein Pharmaceuticals, Part A: Chemical and Physical
Pathways of Protein Degradation" ciml koényvben, szerk.: Tim

J, Ahern és Mark C. Manning, Plenum Press, New York, 69-108




old. (1992)], amint azt a pKBi-VB5.3 (ld. alabb) esetében
tapasztaltuk.

A pKTBi-VB5.3-at elkészitettik, de nem expresszalt
jelent8s mennyiségl fehérjét az E. coli LJ24 tdérzsben (ld.
fent, 3. tdbldzat). A teljes VB5.3 inszertet meg-
szekvendltuk és vitathatatlanul helyesnek talédltuk. Az in-
dukcidé utadn izolalt és restrikcids emésztéssel analizalt
plazmid DNS valtozatlannak tiint. Az egyik lehetséges magya-
razat arra, hogy a pKTBi.Vf5.3-at tartalmazé LJ24-es torzs
nem expresszal jelentds mennyiségd VB5.3 fehérjét az, hogy
a szignalszekvencia hianya destabiliz&lja a sejten belili V
B5.3 fehérjét, és ez annak gyors proteoliziséhez vezet.
Ezért a pKTBi-VB5.3-at az SG22094 (lon™, clp™), és a BL21
(lon—, ompT™) térzsekbe transzformaltuk, amelyek
SG22904>BL21 sorrenben csokkend termelést mutattak. Ugyan-
csak megvizsgéltuk a kilénbéz&é indukcids hémérsekletek ha-
tasat, és mindkét tdrzs esetében a 42 °C volt az optimélis.
Raadéasul, nem volt jelentds termelésndvekedés akkor sem, ha
5 o6ran keresztil indukaltunk. A pKTBi-VB5.3-at még
proteazhidnyos tdrzsben is kifejeztik:az SG21163-ban (lon~,
htpr~™) és az S5G21173-ban (lon™, htpr~, clp™). Ezeket az
eredményeket a 3. tdbldzatban foglaltuk oOssze (1ld. fent).

Meg kell jegyeznink, hogy a LJ24, S5G22094, SG21163,
és az SG21174 tdorzsek nem termelnek endogén lac-
represszort, mivel a lacI-gént ezen tdrzsek mindegyikeébdl
kiejtették. A vad tipust lac-represszor nem zavarja tehat a
trc-prométer hdindukcidjat. A kovetkezd példak megmutatjék,

hogy a VB5.3 konstrukciék szignadlpeptid tavollétében jol



expresszdltathatok proteazhianyos gazdatodorzsekben, és je-
lentés mennyiségd VB5.3 fehérje termeldédését eredményezik.
13. példa

A pKBi-VB5.3 elkészitése

Ez a plazmid lényegében azonos a pKTBi-VfB5.3-mal,
azzal a kiildnbséggel, hogy hiédnyzik beldle gl0 elem és a
28. azonositdészamon bemutatott mini-cisztron. A pKBi-
plazmidot (6,43 kb) Ncol-gyel és Sall-gyel emésztettik, és
a 970 bazispar hosszl fragmenst agardzbél tisztitottuk. A
pKBTi-VB5.3-at (6,75 kb) Ncol-gyel és Sall-gyel emésztet-
tiik, az 5,68 kb hosszt fragmenst hasonléan tisztitottuk,
majd a 970 bazispar hosszisagu fragmenshez ligaltuk, és ez~
zel a pKBi-VB5.3-plazmidhoz (6,64 kb) jutottunk.
Eredmények
pKBi-VB5.3

A szignalszekvencia nélkili VPB5.3 konstrukcid, mely-
b&l hiadnyzott a két szabalyzdé elem, sikeresen ex-
presszalhaté volt protedzhidnyos todrzsekben; megfigyelése-
ink hasonléak voltak, mint a pKTBi-VB5.3 esetében. A pKBi-V
B5.3-at ket masik proteéazhianyos tdrzsben is
expresszaltattuk, nevezetesen két SG21163-ban (lon™, htpr™)
és az SG21173-ban (lon~, htpr~, clp”). Az eredményeket a 3.
tabldzatban foglaltuk &ssze. A pKBi-VB5.3 kovetkezetesen
tébb fehérjét termelt, mint a pKTBi-VB5.3 minden vizsgélt
tdrzsben (3. tabldzat). Az expresszalt fehérjék N-
terminalis szekvenalasa megmutatta, hogy az elsé 17 amino-

sav egyezett a vart VP5.3-szekvenciaval, és a terminalis




metionin hianyzott. A plazmidrél kimutattuk azt is, hogy
stabil.

Oltalmi igénylinket természetesen nem korlatozzuk
csupan az itt leirt magvaldésitasi médokra. Szakember szama-
ra kézenfekv®d lehet, hogy a leiréds és a csatolt &brak alap-
jan a taladlmany szerinti megoldésban az itt leirtakhoz ké-
pest kildnboz8 médositéasokat hajtson végre. Az ilyen mddo-
sitdsok a mellékelt igénypontok oltalmi korébe tartoznak.
Az idézett publikacidkat teljes terjedelmikben a kitanitas

részeként kell tekinteni.



0sse 000 »

L4 .0

. . o

o s o .o
.. .

SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 34 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: ma&s nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TATAATGACT AGTCGCTGCA GCCAACCGCG GCTG 34

A 2. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZ01I:

HOSSZA: 23 bazispéar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

LYy



SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 2. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTCCTAGAGT ACTGAGCGGA TAC 23

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 91 bazispir

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GGCTCGAGCC TAGGCTGCAG CCCGGGGCGC GCGCGGCCGC AGGCCTTTAA

TTAAGAGCTC CGGACCGCAC AATGTGGGCG CGCCCTTAAG A

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 97 béazispar

T{PUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

50

91




TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 4. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAGTCTTAA GGGCGCGCCC ACATTGTGCG GTCCGGAGCT CTTAATTAAA

GGCCTGCGGC CGCGCGCGCC CCGGGCTGCA GCCTAGGCTC GAGCCGC

AZ 5. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZ0TI:

HOSSZA: 103 béazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mé&s nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 5. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAGTAAATT CTATTTCAAG GAGACAGTCA TAATGAAATA CCTATTGCCT
ACGGCAGCCG CTGGATTGTT ATTACTCGCT GCCCAACCAG CCATGGCCGA

GCT 103

50

97

50

100




A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 95 bazispar

T{PUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 6. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CGGCCATGGC TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGC GGCTGCCGTA

GGCAATAGGT ATTTCATTAT GACTGTCTCC TTGAAATAGA ATTTA

A 7. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 105 béazispar

TiIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

50

95




NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 7. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAGTAAATT CTATTTCAAG GAGACAGTCA TAATGAAAAA GAATATAGCA
TTCCTACTAG CTTCAATGTT CGTCTTCTCT ATTGCAACTA ACGCGTACGC

ACATT 105

A 8. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 98 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 8 AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
GTGCGTACGC GTTAGTTGCA ATAGAGAAGA CGAACATTGA AGCTAGTAGG

AATGCTATAT TCTTTTTCAT TATGACTGTC TCCTTGAAAT AGAATTTA

A 9. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 89 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

50

100
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HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mé&s nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 9. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CTAGTCCGGA ATTGGGCATC GATTAACTTT ATTATTAAAA ATTAAAGAGG

TATATATTAA TGTATCGATT AAATAAGGAG GAATAAATA

A 10. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 76 bazispar

TfPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 10. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
CTCCTTATTT AATCGATACA TTAATATATA CCTCTTTAAT TTTTAATAAT

AAAGTTAATC GATGCCCAAT TCCGGA

50

89

50

76




A 11. AZONOSITO szZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 71 béazispar

TfPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: m&s nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES:

ELHELYEZKEDES

A 11. AZONOSITS SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
ATGAAATACC TATTGCCTAC GGCAGCCGCT GGATTGTTAT TACTCGCTGC

CCAACCAGCC ATGGCCGAGC T 71

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 76 bazispar

TfPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

50




NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 12. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CGGCCATGGC TGGTTGGGCA GCGAGTAATA ACAATCCAGC GGCTGCCGTA

GGCAATAGGT ATTTCATTAT TTATTC 76

A 13. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 73 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 13. AZONOSITO sZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
ATGAAAAAGA ATATAGCATT CCTACTAGCT TCAATGTTCG TCTTCTCTAT

TGCAACTAAC GCGTACGCAC ATT 73

A 14. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 79 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

50

50



TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 14. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTGCGTACGC GTTAGTTGCA ATAGAGAAGA CGAACATTGA AGCTAGTAGG 50

AATGCTATAT TCTTTTTCAT TATTTATTC 79

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 33 béazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 15. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TAATTAGCCA TGGCCGGCGT AACCCAATCT CCG 33



A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 21 béazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 16. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCAGTGCCAA GCTTGCATGC C 21

A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA: 34 bazispar

TI{PUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :



ELHELYEZKEDES
A 17. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAAATTAACG CGTACGCAGG CGTAACCCAA TCTC 34

A 18. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 21 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 18. AZONOSITO SzAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCAGTGCCAA GCTTGCATGC C 21

A 19. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 110 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid




HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 19. AZONOSITG SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAGTCCGGA ATTGGGCATC GATTAACTTT ATTATTAAAA ATTAAAGAGG
TATATATTAA TGTATCGATT AAATAAGGAG GAATAAACCA TGGCACATTG

TGCGGTCCGC 110

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 110 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 20. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCGGGCGGAC CGCACAATGT GCCATGGTTT ATTCCTCCTT ATTTAATCGA
TACATTAATA TATACCTCTT TAATTTTTAA TAATAAAGTT AATCGATGCC

CAATTCCGGA 110

50

100

50

100



A 21. AZONOSITO sSzZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 42 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linedris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:
ANTISZENSZ:
SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 21. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTAGTAAATT ATATTTAAAG GAGGAATAAA CCATGGCACA TT

A 22. AZONOSITO szAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
HOSSZA: 35 bazispar
TiPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS: m&s nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

HIPOTETIKUS:
ANTISZENSZ:
SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES:

3
.w

42



ELHELYEZKEDES
A 22. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTGCCATGGT TTATTCCTCC TTTAAATATA ATTTA

A 23. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 20 bazispar

TiPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav
MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid
HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 23. AZONOSITO sZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TATAGTCCAT GGGCGTAACC 20

A 24. AZONOSITO sSzAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOT:

HOSSZA: 25 bazispar

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéaris

MOLEKULATIPUS: mas nuklein sav

MEGNEVEZES: szintetikus oligonukleotid

35

'Y
.
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HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 24. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AACTTCCCGG GTTATCATTA GCTGC 25

A 25. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZzOTI:
HOSSZA: 276 bazispar
TIPUSA: nukleinsav
HANY SZALU: egy
TOPOLOGIAJA: linearis
MOLEKULATIPUS: cDNS
HIPOTETIKUS:
ANTISZENSZ:

SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES :
ELHELYEZKEDES

A 25. AzZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGC GTA ACC CAA TCT CCG ACT CAC CTG ATC AAA ACG AGA 33

GGA CAG CAC GTG ACT CTG AGA TGC TCT CCT ATC TCT GGG 73

CAC AAG AGT GTG TCC TGG TAC CAA CAG GTC CTG GGT CAG 17
GGG CCC CAG TTT ATC TTT CAG TAT TAT GAG AAA GAA GAG 138
AGA GGA AGA GGA AAC TTC CCT GAT CGA TTC TCA GCT CGC 195
CAG TTC CCT AAC TAT AGC TCT GAG CTG AAT GTG AAC GCC 23;
TTG TTG CTG GGG GAC TCG GCC TTG TAT CTC TGT GCC AGC 273

AGC 276



A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 276 bazispar

TipPUSA:

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA:

nukleinsav

lineéaris

MOLEKULATIPUS: cDNS

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES:

ELHELYEZKEDES

- 101 -

A 26. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCG CAT TGG

CCT GTC GTG

GTG TTC TCA

CCC GGG GTC

TCT CCT TCT

GTC AAG GGA

AAC AAC GAC

A 27. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAIL:

A SZEKVENCIA JELLEMZOTI:

HOSSZA:

GTT

CAC

CAC

AGA

TGA

AGG

TAG

TG

ATA

CIG

GGC TGA GTG GAC

GAC TCT

ACC ATG

AAA GTC

AAG GGA

TCG AGA

AGC CGG

92 aminosav

TIPUSA: nukleinsav

HANY SZALU: egy

ACG

GTT

ATA

CTA

CTC

GAC

AGA
GTC
ATA
GCT
GAC

ATA

TAG
GGA
CAG
cTe
AAG
TTA

GAG

TGC

AGA

CCA

CTT

CGA

TTG

CGG

TCT

ccc

GTC

CTC

GCG

CGG

TCG
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A 27. AZONOSITO SzZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Gly Val Thr Gln
His Val Thr Leu
Ser Trp Tyr Gln
Gln Tyr Tyr Glu
Arg Phe Ser Ala
Val Asn Ala Leu

Ser Ser
32

Ser
S
Arg
20
Gln
35
Lys
50
Arg
65
Leu
80

Thr
Ser
Leu
Glu
Phe

Gly

His Leu
Pro Ile
Gly Gln
Arg Gly
Pro Asn

Asp Ser

Ile Lys Thr
10
Ser Gly His
25
Gly Pro Gln
40
Arg Gly Asn
S5
Tyr Ser Ser
70
Ala Leu Tyr
85

A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 27 bazi
TIPUSA: nuklein

HANY SZALU: egy

Spar

sav

TOPOLOGIAJA: linearis

MOLEKULATIPUS:
HIPOTETIKUS:
ANTISZENSZ:
SAJATSAG:
NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

cDNS

Arg
Lys
Phe
Phe
Glu

Leu

Gln

vVal
30
Phe
45
Asp
60
Asn
75
Ala
S0
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A 28. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ATG TAT CGA TTA AAT AAG GAG GAA TAA

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 8 aminosav

TIPUSA: aminosav

TOPOLOGIAJA: lineAris

MOLEKULATIPUS: peptid

HIPOTETIKUS:

ANTISZENSZ:

SAJATSAG:

NEV/MEGJELOLES :

ELHELYEZKEDES

A 29. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Met Tyr Arg Leu Asn Lys Glu Glu

1 5 8

27



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras idegen proteinszekvencidktél mentes tel-
jes hosszasagi rekombinans T-sejt-antigénreceptor-V-régid-
fehérje eldallitaséara, azzal jellemezve, hogy

i) kompetens bakterialis gazdasejtet olyan
rekombinans expressziés vektorral transzformadlunk, amely
tartalmaz egy teljes hosszisagi T-sejt-antigénreceptor-v-
régié-fehérjét kédold régidt és egy induk&lhaté bakteridlis
prombétert;

ii) indukaljuk az i) lépés szerinti transzformalt
bakteridlis gazdasejtben talédlhaté indukéalhatod prombétert;
és

iii) az idegen proteinszekvencidktél mentes teljes
hossztsagu rekombinans T-sejt-antigénreceptor-V-régid-
fehérjét kinyerjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljéaras, azzal jelle-
mezve, hogy indukdlhaté prométerként kémiailag vagy hémér-
sékleztel szabalyozhatdé promdétert alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, nogy expresszibés vektorként a lacl-, lacI’- vagy
laclts-regulatorgént is tartalmazé expresszids vektort al-
kalmazunk.

4. A 3. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy expressziés vektorként a laclts-gént a T-sejt-
antigénreceptor-V-régié-feherje kddold régidjaval azonos
orientaciéban tartalmazé expresszids vektort alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-

mezve, hogy indukdlhatdé bakteriadlis prométerként lac-, tac-
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vagy trc-prométert tartalmazé expresszids vektort alkalma-
zunk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy bakterialis gazdasejtként proteéazdeficiens
gazdadasejteket alkalmazunk.

7. Az 5. igénypont szerinti eljéaréas, azzal jelle-
mezve, hogy expressziés vektorként vezetdszekvenciat is
tartalmazé expresszidés vektort alkalmazunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy vezet&szekvenciaként az Escherichia coli héstabil
enterotoxinjanak (STII) vagy az FErwinia carotovora pelB-
génjének vezetdszekvenciajat is tartalmazé expresszids vek-
tort alkalmazunk.

9. A 8. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy expressziés vektorként az E. coli STII-vezetdszek-
venciajabél szarmaztathatd vezetdszekvenciat is tartalmazd
expressziés vektort alkalmazunk, és gazdasejtként olyan
gazdasejteket alkalmazunk, melyek nem tartalmaznak midkodé-
képes lacI- vagy lacI’-gént.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy gazdasejtként protedzdeficiens toérzset alkalma-
zunk.

11. A 10. igénypont szerinti eljarés, azzal jelle-
mezve, hogy protedzdeficiens torzsként Sg21163- vagy
$G20073-toérzset alkalmazunk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jelle-
mezve, hogy expressziés vektorként a glO- és minicisztron-

szekvenciakat (szekvenciaazonositd széam: 28), mint szaba-
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lyozé elemeket is magédba foglald expresszids vektort alkal-
mazunk.

13. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jelle-
mezve, hogy expresszibs vektorként az alabbi
szekvenciarészleteket is tartalmazd expresszids vektort al-
kalmazunk:

i) indukalhatdé bakteridlis prométerként a trc-
prométert;

ii) riboszdémakotd-helyet;

1ii) transzkripcidés terminéatort;

iv) lacIts szabalyozdé génszekvenciat;

v) pBR322-eredetl replikacidés origdt; és

vi) tetraciklin-rezisztenciagént.

14. A 13. igénypont szerinti eljarés, azzal jelle-
mezve, hogy rekombindns expresszids vektorként a pKTBi-
VB5.3- vagy pKBi-VB5.3-vektort alkalmazzuk.

15. A 13. igénypont szerinti eljéarés, azzal jelle-
mezve, hogy rekombinans expresszids vektorként vezetdészek-
vencidt is tartalmazd expresszids vektort alkalmazunk.

16. A 15. igénypont szerinti eljaréas, azzal jelle-
mezve, hogy rekombindns expresszidés vektorként a pK-STII-
VB5.3-, pKT-VB5.3-, pKIB-VPB5.3- vagy pKB-VfB5.3-vektort al-
kalmazzuk.

17. Expresszids vektor, amely a laclts-gén szaba-
lyozasa alatt 4ll1é bakteridlis prométert tartalmaz, és
amely vektorban a lacIts-gén szabalyozza a teljes hosszusa-
gu T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérjet koédold régid

expresszidjat, amely teljes hosszusagu T-sejt-antigén-
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receptor-V-régi6é-fehérje idegen proteinszekvenciédktél men-
tesen expresszalédik.

18. A 17. igénypont szerinti expresszidés vektor,
amely induk&lhaté bakteridlis prométerként lac-, tac- vagy
trc-promdétert tartalmaz.

19. A 18. igénypont szerinti expresszidés vektor,
amely vezetdszekvenciat is tartalmaz.

20. A 17. igénypont szerinti expresszids vektor,
amely 5 — 3 -iradnyban tartalmazza az alabbi szekvencia-
részleteket:

i) a trc-promotert;

ii) egy riboszdémakoété-helyet;

iii) egy teljes hosszusadgi T-sejt-antigénreceptor-
V-régidé-fehérjét koédold régiodt;

iv) egy transzkripcidés terminéatort;

v) a lacIts szabdlyozd génszekvenciat;

vi) egy pBR322-eredetl replikaciéds origdt; és

vii) egy tetraciklin-rezisztenciagént.

21. A 17. igénypont szerinti expresszidés vektor,
amely a pK-STII-VB5.3-, a pKT-VB5.3-, a pKTB-VB5.3-, a
pKTBi-VB5.3- vagy pKBi-VBS5.3-vektor.

22. Bakteridlis sejt, amely 17. igénypont szerinti
expresszids vektorral van transzformalva.

23. A 22. igénypont szerinti transzformalt bakteri-
alis sejt, amely egy liter sejttenyészetre vonatkoztatva
képes legaléabb 300 mg teljes hosszlsagu T-sejt-

antigénreceptor-VB-fehérjét termelni.
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24. Izolalt teljes hosszuaséaga T-sejt-antigén-
receptor-V-régié-fehérje, amely a 13. igénypont szerint
lett eld4llitva.

25. Gyégyaszati készitmény, amely teljes hosszlsagu
T-sejt-antigénreceptor-V-régié-fehérjét tartalmaz.

26. A 25. igénypont szerinti gydgyaszati készit-
mény, amely T-sejt-antigénreceptor-V-régidé-fehérjeként
VB5.3-fehérjét tartalmaz, melynek aminosavsorrendje meg-
egyezik a 27. azonositészéamon bemutatott aminosav-
szekvencia 1-92. aminosavainak sorrendjével.

27. Eljaras immunrendszerrel Osszefliggé rendelle-
nesség kezelésére, azzal jellemezve, hogy a kezelésre szo-
rulé péciensnek teljes hosszUsagi T-sejt-antigénreceptor-V-
régié-fehérjét tartalmazd gydgydszati készitmeényt adunk be.

28. A 27. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy immunrendszerrel Osszefliiggé rendellenességként
szklerdzis multiplexet kezelink.

29. A 28. igénypont szerinti eljaréas, azzal jelle-
mezve, hogy teljes hosszlsadgi T-sejt-antigénreceptor-V-
régié-fehérjeként VB5.3-fehérjét tartalmazd készitményt
adunk be, mely fehérje aminosavsorrendje megegyezik a 27.
azonositészamon bemutatott aminosav-szekvencia 1-92. amino-
savainak sorrendjével.

30. Izoléalt teljes hosszaséagl T-sejt-
antigénreceptor-Vf5.3~-fehérje, melynek aminosavsorrendje
megegyezik a 27. azonositdészamon bemutatott aminosav-

szekvencia 1-92. aminosavainak sorrendjével.



q L ®

-109-

31. Lényegében tiszta T-sejt-antigénreceptor-v-
régidé-fehérje alkalmazéasa, immunrendszerrel  6sszefliggd
rendellenesség kezelésére alkalmas gydgyaszati készitmény
eldallitaséra.

32. A 24. vagy 30. igénypont szerinti izolalt tel-
jes hosszusagli T-sejt-antigénreceptor-V-régidé-fehérje, te-
rapids alkalmazasra.

33. A 24. vagy 30. igénypont szerinti izoléalt tel-
jes hosszusagl T-sejt-antigénreceptor-V-régidé-fehérje, im-
munrendszerrel o6sszefligg8é rendellenesség diagnosztizdlasa-
ra.

34. Eljaras immunrendszerrel Osszefliggé rendelle-
nesség diagnosztizalésara, azzal jellemezve, hogy valamely
paciensb8l szarmazé bioldgiai mintdban az immunrendszerrel
6sszefliiggd rendellenességgel kapcsolatba hozhatdé meghataro-
zott T-sejt-szubpopulécidé vagy bizonyos V-régid-fehérjéket
felismerd autoantitestek jelenlétének kimutatéasara
rekombinadns teljes hosszisagd T-sejt-antigénreceptor-vV-

régibé-fehérjét alkalmazunk.

" A meghatalmazott:
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1

1

46

16

91

31

136

46

181

61

226

76

271

91

KOzzp
PELD4

TETr:
Ny

GGC GTA ACC CAA TCT CCG ACT CAC CTG ATC AAA ACG
CCG CAT TGG GTT AGA GGC TGA CTG GAC TAG TTT TGC
Gly Val Thr Gln Ser Pro Thr His Leu Ile Lys Thr

CAaC
GTG
His

TCC
AGG
Ser

CAG
GTC
Gln

CGA
GCT
Arg

GTG
CAC
Val

AGC
TCG
Ser

GIG
CAC
Val

TGG
ACC
Trp

TAT
ATA
Tyr

mem
4L

AAG
Phe

AAC
TTG
Asn

AGC
TCG
Ser

ACT
TGA
Thr

TAC
ATG
Tyr

TAT
ATA
Tyr

TCA
AGT
Ser

GCC
CGG
Ala

CTG
GAC
Leu

CAA

~r
-4

Gin

GAG
CTC
Glu
GCT
CGA

Aia

T7G

e
o
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AGA TGC
TCT ACG
Arg Cys

CAG GTC
GTC CAG
Gln Val

AAA GAA
TTT CTT
Lys Glu

CGC CAG
GCG GTC
Arg Gln

TTG CTG
ARC GAC
Leu Leu

ID NO.
ID NO.
ID NO.

TCT
AGA
Ser

CTG
GAC
Leu

GAG
CTC
Glu

TTIC
AAG
Phe

GGG
CccC
Gly

25]
26}
27}

CCT
GGA
Pro

GGT
cca
Gly

AGA
TCT
Arg

CCT
GGA
Pro

GAC
CTG
Asp

ATC
TAG
Ile

CAG
GTC
Gln

GGA
CCT
Gly

AAC
TTG

Asn

TCG
AGC
Ser

1. abra

TCT
AGA

Ser

GGG

~r
~

Gly

AGA
CT
Arg

TAT
ATA
Tyr

GCC
GG
Ala

GGG
ccc
Gly

CccC
GGG
Pro

GGA
CCT
Gly

AGC
TCG
Ser

CTG
GAC
Leu

CAC
TG

His

CAG
GTC
Gln

AAC
TTG
Asn

TCT
AGA
Ser

TAT
ATA
Tyr

AGA GGA CAG
TCT CCT GTC
Arg Gly Gln

AAG
TTC
Lys

TTT
AAA
Phe

TTC
AAG
Phe

GAG
CTC
Glu

CTC

GAG
Leu

AGT
TCA
Ser

ATC
TAG
Ile

CCT
GGA
Pro

CTG
GAC
Leu

TGT
ACA
Cys

GTG
CAC
val

TTT
AAA
Phe

GAT
CTA
Asp

AAT
TTA
Asn

GCC
CGG
Ala

172
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