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KIVONAT

A taldlmadny IL4 és/vagy IL13 antagonista vagy részleges
antagonista aktivitadssal rendelkezd, oldhaté proteinre vonatko-
zik, amely egy IL4 mutdnst vagy varianst tartalmaz legalabb egy
humidn immunglobulin konstans szakaszhoz vagy ennek egy fragmen-

tumdhoz kapcsolva.
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A taldlmény a hum&n interleukin 4 (IL4) és/vagy a humén
interleukin 13 (IL13) olyan antagonistdira vonatkozik, amelyek
az IL4 és/vagy az IL13 nemkivanatos hatdsaibdl szarmazd allapo-
tok, példaul bizonyos IgE altal koézvetitett allergids betegsé-
gek, T-sejt &ltal kozvetitett autoimmun 4&llapotok és fertdzéd
anyagokra adott nem megfeleld immunvadlaszok kezelésére alkal-
mazhatdk.

Az interleukinok az immunvalasz szekrécids peptid mediato-
rai. Az ismert interleukinok mindegyikének tobb féle hatasa van
az immunrendszer sejtjeinek fejlédésére, aktivacidjara, proli-
feracibéjdra és differencidldédésara. Az IL4 fizioldbgiai szerepet
jatszik ezekben a funkcibkban, de hozzadjarulhat a betegség pa-
togeneziséhez is. Az IL4 a B lymphocyta fejlédés folyamatdhoz
kapcsolddva olyan IgE antitestek kialakulasé&t eredményezi, ame-
lyek bizonyos allergids megbetegedések, példdul az extrinszik
asztma, a rhinitis, az allergias conjunctivitis, az atopic der-
matitis és az anaphylaxis jellegzetes tiineteit okozz&k. Az IL4
ezenkiviil a T-lymphocytdk esetén altaldnos novekedési és diffe-
rencidldédasi faktorként is mikddhet, ami bizonyos autoimmun &l-
lapotokban, példaul inzulinfiggd diabetesben, sclerosis multi-
plexben és rheumatoid arthritisben, wvalamint a graft rejectié-
ban el&segitheti a szévetkarosodést. Az IL4 a fertdzéses megbe-
tegedések leklizdéséhez sziikséges sejtmedidlt valaszok kialaku-
lasat is visszaszorithatja. Az IL4 esetén a T- vagy B-lymphocy-
tédkra gyakorolt hatas antagonizdlésa ezért varhatdan elénydsen
befolyadsolja az ilyen jellegld betegségeket. Az ILl13-at az ko&-

zelmultban azonositottadk, és megédllapitottdk, hogy szamos bio-



légiai jellemzdéje hasonlit az IL4 tulajdonsagaihoz ([Minty, A.
et al., NATURE, 362, 248-250 (1993)]; ezek kozé a hasonld jel-
lemz&k k&zé tartoznak — egyebek mellett — példadul a receptor-
szerkezet/funkcié Osszefliggés bizonyos aspektusai [Aversa, G.
et al., J. Exp. Mep., 178, 2213-2218 (1993)].

A humén IL4 egy 2 lehetséges N-glikozilezési hellyel és 6
ciszteinnel rendelkezd, 3 diszulfid hidat tartalmazé, 129 ami-
nosavbél felépild egyetlen polipeptidlancbél 4&ll [Le, H. V. et
al., J. Bro.. CHEM., 263, 10817-10823 (1988)]. Az IL4 aminosav-

-szekvenciaja és az emlitett hidrogénhidak pozicidéi ismertek

[(Carr, C. et al., BIocHEMISTRY, 30, 1515-1523 (1991)].

10
HIS-LYS-CYS-ASP-ILE-THR-LEU-GLN-GLU-ILE-ILE-LYS-THR-LEU-ASN-

20 30
SER-LEU-THR-GLU-GLN-LYS-THR-LEU-CYS-THR-GLU-LEU-THR-VAL-THR-

40
ASP-ILE-PHE-ALA-ALA-SER-LYS-ASN-THR-THR-GLU-LYS-GLU-THR-PHE~

50 60
CYS-ARG-ALA-ALA-THR-VAL-LEU-ARG-GLN-PHE~TYR-SER-HIS-HIS~-GLU-

70
LYS-ASP-THR-ARG-CYS-LEU-GLY-ALA-THR-ALA-GLN-GLN-PHE-HIS-ARG-

80 90
HIS-LYS-GLN-LEU-ILE-ARG-PHE-LEU-LYS-ARG-LEU-ASP-ARG-ASN-LEU-

100
TRP-GLY-LEU-ALA-GLY-LEU-ASN-SER-CYS-PRO-VAL-LYS-GLU-ALA-ASN-

110 120
GLN-SER-THR-LEU-GLU-ASN-PHE-LEU~-GLU-ARG-LEU-LYS-THR-ILE-MET-

129
ARG~GLU-LYS~-TYR-SER-LYS-CYS-SER-SER

A diszulfidhidak a 3 és 127, a 24 és 65, valamint a 46 és
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99 poziciéban 1lévé csoportok kozott vannak. Az IL4 molekulato-
mege a glikozilezés mértékétél fiuggben valtozik 15 KDa (nincs
glikozilezés) és 60 KDa vagy toébb (hiperglikozilezett IL4) ko-
zott.

A human IL4 DNS-szekvenciajat a korabbiakban mar ugyancsak
ismertették [Yokota, T. et al., P.N.A.S., 83, 5894-5898
(1986)].

A WO 93/10235. szamon kdzzétett nemzetkdzi szabadalmi be-
jelentés olyan IL4 muténsokat ir le, amelyek IL4 antagonisték
vagy részleges antagonistak.

A 0 464 533. szadmu eurébpai szabadalmi bejelentésben olyan
fuzidés proteineket ismertetnek, amelyek az immunglobulin mole-
kuldk konstans szakaszénak kiilonféle részeit egy mésik humén
proteinnel vagy ennek egy részével egylitt tartalmazzak.

A jelen taldlmany egy olyan, IL4 és/vagy IL13 antagonista
vagy részleges antagonista aktivitéssal rendelkezd, oldhatd
proteinre vonatkozik, amely egy IL4 mutanst vagy variénst tar-
talmaz legaldbb egy humén immunglobulin konstans szakaszhoz
vagy ennek egy fragmentumdhoz kapcsolva.

A "mutdns vagy varidns" kifejezés magdban foglalja az 6sz-
szes olyan molekulat, példadul az IL4 protein csonkolt vagy
egyéb szarmazékit, amely egy humAn betegnek torténd internalis
beadast kévetSen megtartja az IL4 és/vagy IL13 antagonizald ké-
pességét. Az ilyen "egyéb szarmazékok" az aminosavak addicibdja-
val, delécidjaval, szubsztitucidjaval vagy atrendezésével, il-
letve kémiai mddositasaval allithatdk eld.

Az IL4 mutédnsait vagy variansait kédold DNS-polimereket az
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1) 5' CGA ACC ACT GAA TTC CGC ATT GCA GAG ATA 3'

(magéban foglal egy EcoRI restrikciés helyet, GAATTC)

2) 5' CAC AAA GAT CCT TAG GTA CCG CTC GAA CAC TIT GA 3'

(magéban foglal egy KpnI restrikciés helyet, GGTACC)

A primereket 5 ng/pl végkoncentracidéban alkalmaztuk, és a
100 pl-es teljes reakcidétérfogathoz 0,2 mM végkoncentracidban
dNTP-t adtunk. Harminegy PCR ciklust végeztink. A ciklusok a
kdvetkezd lépésekbdl alltak: 94 °C hémérsékleten 1 percen ke-
resztill végzett denaturaciés 1lépés; 50 °C hdmérsékleten 1 perc
30 masodpercen keresztiil végzett temperdlédsi lépés; és 72 °C
hémérsékleten 1 perc 30 mésodpercen keresztill végzett elongéci-
6s lépés. Az elsé ciklusban a denaturécibés lépés idétartamat 5
percre noveltilk, mig az utolsé ciklusban az elongacidé idejét
hosszabbitottuk meg 7 percre. A PCR reakcidéban 2,5 egység Tag
polimerdz enzimet (Advanced Biotechnologies) alkalmaztunk. Egy
587bp értéki PCR terméket &allitottunk elé. A terméket Promega
"Magic PCR cleanup" készlet (kit) alkalmazasaval tisztitottuk,
majd a "tapadd végek" kialakitasd&hoz a tisztitott terméket a 4.
szami reakciépufferben EcoRI és Kpnl alkalmazdsaval emésztettiik
(a restrikcidés enzimeket a Gibco BRL-té81 szereztik be). A reak-
cibkeveréket 4 bra 30 percen keresztiil 37 °C hémérsékleten me-
legitettiik, majd 10 percen keresztiil 70 °C hémérsékleten tar-
tottuk, ezt kovetben pedig etanollal precipitéltuk. Az igy
nyert DNS agardz-gélelektroforetikus analizise harom, hozzave-

téleg 570bp, 463bp és 100bp értékd sav jelenlétét mutatta. Az
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570bp értékd fragmentum az IL4 teljes hosszusagu IL4.Y124D va-
ridnsnak felel meg, ami a nem tokéletes emésztés eredményeként
volt jelen. A két kisebb fragmentum az IL4.Y124D cDNS-ben 1lévé
EcoRI hely eredményeként képzddott. Az 570bp értékd savot Gene-
clean™ eljarassal megtisztitottuk. Ezt kovetéden az EcoRI és
KpnI alkalmazasaval végzett emésztéssel elddllitott, majd a
Geneclean™ utjan megtisztitott terméket Blescript KS*™-hez kap-
csoltuk, és igy egy Bluescript Ks*/IL4.Y124D rekombinanst hoz-
tunk létre. Ezt a rekombinadns DNS-t nagy mennyiségekben a Pro-
mega "Magic Maxiprep" eljards alkalmazaséval &llitottuk eldé. Az
IL4.Y124D inzertet Smal és Kpnl alkalmazdsaval kimetszettiik a
Bluescript rekombindnsbél. 20 ug rekombindns DNS-t 4. szami re-
akciépufferben 30 °C hdémérsékleten egy éjszakdn keresztiil 25
egység Smal-gyel inkubéltunk. Ezt kovetden 25 egység Kpnl-et
adtunk az emésztményhez, amelyet 5 &6ran keresztiil 37 °C hémér-
sékleten inkubdltunk. Az igy nyert hozzavetéleg 580bp értéku
fragmentumot Geneclean™ eljarassal tisztitottuk, amelynek ered-

ményeként egy IL4.Y124D/Smal/Kpnl fragmentumot &llitottunk elé.

(b) Az IgGl kdbébdold szakasz felépitése

A COSFcLink vektor (1. téblazat) a sarok 1-4 és 6-15, a
CH2 1-110 és a CH3 1-108 aminosavait kdédoldé humén IgGl cDNS-t
tartalmazza ([(Ellison J., Berson B. and Hood L. E., NUCLEIC ACIDS
REseArcH, 110, 4071-4079 (1982)]. A sarok 5 csoportjat — a nuk-
leotid szekvenciaban végzett TGT — GCC mbdositéds révén — az

ismertetett IgGl szekvencidban 1évé ciszteinrdl alaninra cse-

réljik. Ezt a humdn IgG plazma sejt leukémia ARH-77-bdl
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(American Type Tissue Collection) RT-PCR alkalmazaséval klénoz-
tuk, majd teljes szekventdldssal bizonyitottuk az ismert szek-
vencidval (WO 92/00985 szémon koézzétett nemzetkdzi szabadalmi
bejelentés) fenndlldé azonossagat.

A COSFc felépitése egy, a fenti human IgGl cDNS-t tartal-
mazé pUC1l8 vektorral (pUC18-Fc) kezddédott. Kpnli-gyel és SaclI-
vel végzett emésztéssel tortoltilk a CHl-et, a sarokszakaszt és
CH2 egy részét. A torolt szakaszt egy, a sarok-CH2 szakaszt
tartalmazé, PCR amplifikdlt fragmentummal helyettesitettitk. A

kdvetkezé PCR primereket alkalmaztuk:

5' TCG AGC TCG GTA CCG AGC CCA AAT CGG CCG ACA AAA CTC ACA C 3!
és

5' GTA CTG CTC CTC CCG CGG CTT TGT CTT G 3'

Egy, a sarok-CH2 szakaszt tartalmazé DNS fragmentumot amp-
lifik&dltunk a pUC18-Fc-b6l, KpnI-gyel és SacII-vel emészettiik,
géltisztitottuk, majd KpnI/SaclIl emésztett pUC1l8-Fc vektorba
klénoztuk. Az IgGl nehéz lancédnak a Kabat-féle szamozas [Kabat
et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th
Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publi-
cation No. 91-3242 (1991)] szerinti 230 pozicidéjdban 1évé Cys-t
a nukleotid szekvencidban 1évé TGT — GCC helyettesités utjan
Ala-ra valtoztattuk. A PCR primerek egyikében 1évé megvaltozta-
tott DNS-szekvencia bevezetett egy egyedi Kpnl helyet a sarok
5' végénél. A kapott plazmidot pUCl8Fcmod névvel lattuk el; a

bizonyitédshoz a kapcsoldési pontokat és a PCR amplifikalt sza-
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kaszt szekventaltuk.

A pUCl8-Fcmod-ban 1évé teljes sarok-CH2-CH3 inzertet KpnlI
és Xbal alkalmazasaval egyetlen DNS fragmentumban eltdvolitot-
tuk, géltisztitottuk, majd KpnI és Xbal alkalmazé&saval kivagva
SFcR1Cosd4-hez kapcsoltuk, amelynek eredményeként COSFc-t nyer-
tik.

Az SFcR1Cos4 a pST4DHFR [Deen, K., McDougal, J. S.,
Inacker, R., Folena-Wasserman, G., Arthos, J., Rosenberg, J.,
Maddon, P. J., Axel, R., and Sweet, R. W., Narureg, 331, 82
(1988) ] szarmazéka, amely a cytomegalovirus (CMV) promoter é&€s a
bovin-névekedési hormon (BGH) poliadenilezési szakaszai kozé
inszertadlva tartalmazza az oldhaté I. tipusi Fc receptort
(sFcR1), valamint magdban foglalja még a kévetkezbket: a P-glo-
bin promoter és az SV40 poliadenilezési szakaszok k6zé inszer-
tédlt dihidrofoldt reduktéaz (DHFR) cDNS; egy SV40 replikéciéds
kezdet; és egy, a baktériumokban toérténé nodvekedéshez szliksé-
ges, ampicillin-rezisztens gén. A vektort KpnI és Xbal alkalma-
zadsaval kivagva eltavolitjuk az sFcR1l kédold szakaszt, és igy a
COSFc vektor a CMV promoter és a BGH poliA szakaszok ko6zé in-
szertdlva tartalmazza a sarok-CH2-CH3 szakaszt.

A COSFcLink vektort ugy allitottuk eld a COSFc-bdél, hogy a
vektor egyedi EcoRI helyénél egy oligonukleotid kapcsolét (lin-
kert) inszertdltunk, amely regenerédlja ezt az EcoRI helyet és
egyidejlileg bevezeti a BstEII, a Pstl és az EcoRV klénozdé he-

lyeket. Az alkalmazott oligonukleotidok a kévetkezdk voltak:
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5'" AATTCGGTTACCTGCAGATATCAAGCT 37

3' GCCAATGGACGTCTATAGTTCGATTAA 5'

A vektoron beliili orientécid megerdésitése érdekében a kap-
csoldédasi pontot szekventaltuk. A végsd vektor mérete 6,27 kb

volt.

(c) A fuzibds proteint kédold DNS felépitése

Az IL4.Y124D cDNS inszertdldsdhoz a COSFcLink vektort Eco-
RV és Kpnl alkalmazasdval végzett emésztéssel a kdvetkezdk sze-
rint eldallitottuk eld. 5 ug DNS-t 2. szdmi reakcidbdbpufferben 37
°C hémérsékleten 5 é6rén keresztiil 15 egység EcoRV-vel inkubal-
tunk, majd etanolos precipitéciét végeztink. Az igy nyert DNS-t
4. szami reakcidopufferben 37 °C hémérsékleten 3 6ran keresztil
KpnI-gyel emésztettiik, majd etanolos kicsapést hajtottunk vég-
re. Az IL4.Y124D/Smal/Kpnl és a COSFcLink/EcoRV/Kpnl fragmentu-
mokat egymdshoz kapcsolva kialakitottuk a pDB951 plazmidot; a
pDB951 plazmid kédolja az IL4.Y124D/IgGl fduzidés proteint. A
kapcsolast egy RPN 1507 termékszamid Amersham DNS kapcsolasi
készlet alkalmazasaval hajtottuk végre; a reakcidkat egy éjsza-
kadn keresztiil 16 °C hémérsékleten inkubaltuk. A kapcsolési re-
akcidk termékeit nagy hatékonysédggal Promega JM109 kompetens
sejtekbe transzformaltuk, majd 50 pg/ml ampicillint tartalmazéd
Luria Broth agarra helyeztiik. A transzformansokat 50 pg/ml am-
picillint tartalmazé Luria Broth-ban tenyésztettik, majd Pro-
mega "Magic Minipreps" alkalmazasdval DNS-t &llitottunk eld. Az

IL4.Y124D/COSFcLink rekombindns DNS képzddését restrikcids
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emésztéssel és DNS szekventdldssal igazoltuk. A teljes
IL4.Y124D szekvenciat és a COSFclLink DNS-sel torténd kapcsoléd-
dasokat DNS szekventdladssal téamasztottuk ala (2. téblazat). A
rekombinans IL4.Y124D/IgGl DNS kbédoldé szekvencidja a 3. tébla-
zatban lathaté, mig a fuzidés protein aminosav-szekvencidjat a
4. tablazatban mutatjuk be. Az IL4Y124D/COSFcLink rekombindns
DNS-t cézium-klorid gradiens alkalmazasaval &llitottuk eld és
tisztitottuk, majd a DNS-t Hela sejtek atmeneti transzfektdla-

sdra alkalmaztuk.

2. A fOzidés protein expresszalasa

HelLa sejteket novesztettink 10 % foetalis borjuszérummal
és 1 % glutaminnal kiegészitett MEMa médiumban (Gibco). A
vizsgalat céljéra négy nappal a transzfekcié elétt 1x10° HelLa
sejtet oltottunk egy 75 cmz—es lombikban 10 % ujsziulétt borju-
szérummal és 1 % glutaminnal kiegészitett RPMI-1640 médium
("oltdékozeg") 15 ml-ére. A transzfekcidt megeldzd napon tovabbi
12,5 ml oltdékdzeget adtunk minden egyes lombikhoz. A transzfek-
cié napjan, a 0. idépontban a médiumot 15 ml "transzfekcids ko-
zeg"-re (10 % ujsziilétt borjuszérumot és 1 % nem-esszencidlis
aminosavakat tartalmazé MEM médium Earle-sdkkal) cseréltik. A
+3. 6ra id&pontban 0,125 M kalcium-klorid-oldatban a megfeleld
DNS 25 pg mennyiségét, valamint 1xHBS-t (HEPES pufferelt fizio-
lé6gias sboldatot) adtunk a sejtekhez. A +7. déra idSpontban a
sejteket 15 térfogat%-os glicerinnel kezeltik, majd egy éjsza-
kdn keresztiil 5 mM natrium-butiratot tartalmazd oltdkézeg 12,5

ml-es mennyiségeiben inkubAltuk. A koévetkezd napon a sejteket
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PBS-sel (Dulbecco foszfat-pufferelt fiziolégias sbdoldattal)
mostuk, majd 12,5 ml-es mennyiségekben "kinyerd kdzeget" (2 %
mennyiségben 7,5 %-os natrium-hidrogén-karbondt-torzsoldatot
tartalmazd RPMI-1640) adtunk a sejtekhez. Tovabbi 24 éras inku-
balads utan a felliliszdékat eltavolitottuk, a sejttdredékek eltéa-
volitésé érdekében 5 percen keresztiil 1000 fordulat/perc sebes-
séggel centrifugdltuk, majd 4 °C vagy -20 -°C hémérsékleten téa-

roltuk.

3. A bioldégiai aktivitas

A feliluszé 1IL4 antagonista aktivitasanak vizsgalatat
Spits eljarasanak ([Spits et al., J. ImwNorocY, 139, 1142
(1987)] alkalmazésaval végeztilk. Az IL4 receptor felillszabalyo-~
zasa érdekében humédn periférids vér lymphocytékat hé&rom napon
keresztiil fitohemagglutininnal, egy T-sejt mitogénnel inkub&l-
tunk. Az igy nyert blasztsejteket ezt kodvetSen tovabbi harom
napon keresztil IL4-gyel stimuldltuk. A proliferaciét a 3H-ti—
midin beépiilése Utjan mértiik.

Az IL4.Y124D/IgGl kiméra a °H-timidinnek a 133pM IL4-gyel
stimuldlt human periférids vér T-lymphocytédkba térténd beépiilé-

sét ddézisfiiggéen gatolta.

2. példa

I14.Y124D/1IgG4 fuzidbés protein

1. A fGzidés proteint kbédold DNS felépitése

Az IL4.Y124D kb6dold szakasz amplifikdlasa érdekében PCR-t
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végeztiink, majd a 3' végnél egy XhoI helyet kialakitd pontmuta-
cids (silent) nukleotid helyettesitést végeztiink a molekuléban.
A PCR reakcibhoz szubsztratként 20 ng lineariz&lt pDB951 plaz-
midot [1. példa 1. (c)] alkalmaztunk. Az alkalmazott oligonuk-

leotid primerek a kovetkezdk voltak:

1) 5' CAC AAG TGC GAT ATC ACC TTA CAG GAG ATC 3'
(magédban foglal egy EcoRV restrikcidés helyet, GATATC)
2) 5' CTC GGT ACC GCT CGA GCA CTT TGA GTC TTT 3°'

(magédban foglal egy XhoI restrikciés helyet, CTCGAG).

A humén IgG4 nehéz lanc sarok-CH2-CH3 fragmentumdnak amp-
lifik&dlasa érdekében végrehajtottunk egy masodik PCR reakciét.
Ebben az esetben a szubsztrdt egy szintetikus human IgG4 nehéz
lanc cDNS volt, amelynek a GB:HUMIGCD2 Genbank szekvencian [El-
lison J., Buxbaum J. and Hood L. E., DNA, 1, 11-18 (1981)]
alapulé szekvencidjat az 5. téblazatban mutatjuk be. Az ismert
nukleotid szekvencidhoz képest szamos pontmutécids (silent) he-
lyettesitést végeztiink. A gén Osszedllitasat két 0,5Kb szinte-
tikus DNS-fragmentum kombindldsdval hajtottuk végre. Mindkét
0,5Kb fragmentum elfdllitdsat Ggy végeztiik, hogy atfedd nukleo-
tidok sorozatait hdékezeltiik, majd PCR alkalmazdsaval betsltot-
tik a térkézokbe. A két 0,5Kb fragmentumot a SacII helynél kap-
csoltuk és a pCR2 vektorba inszertdltuk. Egy, a teljes konstans
szakaszt tartalmazdé O0,1Kb ApaI-BglIIl fragmentumot izolaltunk,
majd hozzadkapcsoltuk egy olyan, pCD expresszidés vektorhoz,

amely egy humanizdlt IL4 specifikus variédbilis szakaszt tartal-
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mazott. Ezt a szerkezetet alkalmaztuk a PCR szubsztrdtjaként az
IgG4 sarok-CH2-CH3 szakaszanak amplifik&lasahoz.
Az IgG4 sarok-CH2-CH3 szakaszénak amplifikalédsdhoz a ko&-

vetkezd oligonukleotid primereket alkalmaztuk:

1) 5' GGT GGA CAA CTC GAG CGA GTC CAA ATA TGG 3!
(magadban foglal egy Xhol restrikcidés helyet, CTCGAG)
2) 5' TTA CGT AGA TCT AGA CTA CAC TCA TTT ACC 3!

(magéban foglal egy Xbal helyet, TCTAGA).

A reakcidkérilmények mindkét PCR esetén azonosak a pDB951-
nél megadottakkal. A primereket 5 ng/pul koncentréacidban, mig a
dNTP-t 0,2 mM végsé koncentrécidéban alkalmaztuk 100 ul teljes
reakcié-térfogatban. A PCR feakciéban 2,5 egység Taq polimeréz
enzimet (Advanced Biotechnologies) alkalmaztunk és 31 PCR cik-
lust hajtottunk végre. A ciklusok a kovetkezd lépésekbdl 4all-
tak: 94 °C hémérsékleten 1 percen keresztill végzett denaturaci-
6s lépés; 50 °C hémérsékleten 1 perc 30 masodpercen keresztiil
végzett temperdldsi lépés; és 72 °C hémérsékleten 1 perc 30 ma-
sodpercen keresztill végzett elongdcids lépés. Az elsé ciklusban
a denaturéacidés lépés idétartamdt 5 percre noveltik, mig az
utolsé ciklusban az elongdcidé idejét hosszabbitottuk meg 7
percre.

Egy hozzavetdleg 700bp értékd (IgG4 sarok-CH2-CH3) és egy
400bp értékd (IL4.Y124D) PCR terméket allitottunk eld. A termé-
keket Promega "Magic PCR cleanup”" készlet (kit) alkalmazéasaval

tisztitottuk. A "tapadd végek" kialakitdsdhoz a tisztitott ter-
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mékeket az IgG4 esetén Xhol és Xbal enzimek, mig az IL4.Y124D
esetén EcoRV és XhoI enzimek alkalmazésdval emésztettilk. A re-
akcidkeveréket 3 é6ran keresztiil 37 °C hémérsékleten inkubdltuk,
ezt kovetden pedig etanollal precipitaltuk. Az igy nyert DNS-ek
agarbz-gélelektroforetikus analizise két, hozzavetéleg 690bp
értékd (IgG4 sarok-CH2-CH3) és 370bp értékd (IL4.Y124D) sav je-
lénlétét mutatta.

Egy olyan vektort allitottunk eld, amelyhez hozzikapcsol-
tuk az IgG4 sarok-CH2-CH3 és az IL4.Y124D PCR fragmentumokat. A
vektort ugy allitottuk eld, hogy az IL4.Y124D/IgGl fuzids mole-
kula legnagyobb részének eltavolitidsa érdekében pDB951-et
(IL4.Y124D COSFcLink-ben) EcoRV és Xbal enzimekkel emésztet-
tink. Az egyetlen visszamaradd rész hozzavetd§leg 75bp értékd az
IL4 5' végénél, amely nincs jelen a PCR amplifikdcié &ltal lét-
rehozott IL4.Y124D EcoRV/Xhol fragmentumban. A 2. sz&mu reak-
ciépuffer (GibcoBRL) alkalmazésaval 30 pl-es Ossztérfogatban 5
ug pDB951 DNS-t emésztettiink. Az igy nyert 5,8Kb DNS-fragmentu-
mot Geneclean™ alkalmazasaval tisztitottuk.

Ezt a hdrom fragmentumot (azaz az IL4.Y124D EcoRV/XhoI, az
IgG4 XhoI/Xbal sarok-CH2-CH3 fragmentumot és a pDB951 EcoRV/-
Xbal emésztésébdl nyert 5,8Kb értékd fragmentumot) egymashoz
kapcsolva kialakitottuk a pDB952 plazmidot; a pDB952 plazmid
kdédolja az IL4.Y124D/IgG4 fuzids proteint. A kapcsoldst egy RPN
1507 termékszami Amersham DNS kapcsolédsi készlet alkalmazasaval
hajtottuk végre; a reakcidbkat egy éjszakdn keresztiil 16 °C hé-
mérsékleten inkubdltuk. A kapcsolasi reakcibdk termékeit nagy

hatékonysdggal Promega JM109 kompetens sejtekbe transzformal-
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tuk, majd 50 pg/ml ampicillint tartalmazé Luria Broth agarra
helyeztik. A transzformansokat 50 pg/ml ampicillint tartalmazé
Luria Broth-ban tenyésztettiik, majd Promega "Magic Minipreps"
alkalmazasdval DNS-t &llitottunk eld. Az IL4.Y124D/IgG4 rekom-
bindns DNS képzdbdését restrikcids emésztéssel igazoltuk. A tel-
jes IL4.Y124D és az I1gG4 sarok-CH2-CH3 szakaszt DNS szekventa-
lassal hatéroztuk meg. Az IL4.Y124D/IgG4 fuzids molekula koédold
szakaszanak szekvencidja a 6. tablazatban lathatd, mig a fuziéds
protein aminosav-szekvencidjat a 7. tédblazatban mutatjuk be. Az
IL4Y124D/IgG4 rekombindns DNS-t cézium-klorid gradiens alkalma-
zdsédval 4llitottuk eld és tisztitottuk, majd a DNS-t HelLa sej-

tek Atmeneti transzfektdldsara alkalmaztuk.

2. A fuzidés protein expresszalasa

HelLa sejteket novesztettink 10 % foetalis borjuszérummal
és 1 % glutaminnal kiegészitett MEMa médiumban (Gibco). A
vizsgdlat céljara négy nappal a transzfekcié eldtt 1x10° HeLa
sejtet oltottunk egy 75 cm®-es lombikban 10 & Gjszlilott borju-
szérummal és 1 % glutaminnal kiegészitett RPMI-1640 médium
("oltbkozeg") 15 ml-ére. A transzfekcidét megeldz& napon tovabbi
12,5 ml oltékozeget adtunk minden egyes lombikhoz. A transzfek-
cidé napjén, a 0. idépontban a médiumot 15 ml "transzfekcids ko-
zeg"-re (10 % ujszllott borjuszérumot és 1 % nem-esszencidlis
aminosavakat tartalmazé MEM médium Earle-sbkkal) cseréltiik. A
+3. 6ra idépontban 0,125 M kalcium-klorid-oldatban a megfeleld
DNS 25 pg mennyiségét, valamint 1xHBS-t (HEPES pufferelt fizio-

légids sboldatot) adtunk a sejtekhez. A +7. éra idSpontban a
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sejteket 15 térfogat%-os glicerinnel kezeltik, majd egy éjsza-
kdn keresztil 5 mM natrium-butirdtot tartalmazdé oltdkdzeg 12,5
ml-es mennyiségeiben inkubaltuk. A kovetkezd napon a sejteket
PBS-sel (Dulbecco foszfat-pufferelt fizioldgids sdoldattal)
mostuk, majd 12,5 ml-es mennyiségekben "kinyerd koézeget" (2 %
mennyiségben 7,5 %-os néatrium-hidrogén-karbonadt-térzsoldatot
tartalmazd RPMI-1640) adtunk a sejtekhez. Tovabbi 24 éras inku-
b&dlas utan a feliluszdkat eltdvolitottuk, a sejttoredékek elta-
volitdsa érdekében 5 percen keresztil 1000 fordulat/perc sebes-
séggel centrifugaltuk, majd 4 °C vagy -20 °C hémérsékleten ta-

roltuk.

3. A bioldégiai aktivitas

A feluluszdé IL4 antagonista aktivitasédnak vizsgdlatat
Spits eljarasanak [Spits et al., J. ImwunoLoGY, 139, 1142
(1987)] alkalmazasaval végeztik. Az IL4 receptor feliilszabalyo-
zdsa érdekében hum&n periférids vér lymphocytdkat harom napon
keresztiil fitohemagglutininnal, egy T-sejt mitogénnel inkubal-
tunk. Az igy nyert blasztsejteket ezt kovetden tovabbi harom
napon keresztiil IL4-gyel stimuldltuk. A proliferaciét a 3g-ti-
midin beépiilése utjan mértiik.

Az IL4.Y124D/IgG4 kiméra a 3g-timidinnek a 133pM IL4-gyel
stimuldlt humén periférids vér T-lymphocytédkba tdrténd beépiilé-

sét dézisfiggden gatolta.
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3. példa

IL4.Y124D/IgG4 PE fUzibs protein

1. A fUizidés proteint kédold DNS felépitése

Az IL4.Y124D kbédold szakasz amplifikdlasa érdekében PCR-t
végeztlink, majd a 3' végnél egy Xhol helyet kialakité pontmuté-
cidés (silent) nukleotid helyettesitést végeztink a molekulédban,
annak megfelelden, ahogyan azt a 2. példdban ismertettiik.

A humén IgG4 nehéz lanc PE varidns sarok-CH2-CH3 fragmen-
tuménak amplifik&lédsa érdekében végrehajtottunk egy masodik PCR
reakcidét. Az IgG4 PE-ben a sarok 10 csoportja (a Kabat-féle
sz&mozads szerinti 241 csoport) a vad tipusban 1évd szerin (S)
helyett prolinra (P) van cserélve, mig a a CH2 5 csoportja (a
Kabat~-féle szanozds szerinti 248 csoport) a vad tipusban 1évé
leucinrél (L) glutamatra (E) van cserélve. Angal és munkatarsai
-egy olyan IgG4 molekuladt irtak le, amelyben a Kabat-féle szémo-
z4s szerinti 241 csoportszerinrdl prolinra van cserélve [Angal,
S., King, D. J., Bodmer, M. W., Turner, A., Lawson, A. D. G.,
Roberts, G., Pedley, B., and Adair, R., MOLECULAR IMMUNOLOGY, 30,
105-108 (1993)]. Ez a csere noveli az IgG4 molekula szérum fe-
lezési idejét.

Az IgG4 PE varianst az 5. téblézatban ismertetett szinte-
tikus humé&n IgG4 nehéz lanc cDNS-ne végzett PCR mutagenezis al-
kalmazasaval hoztuk létre, majd a varidnst a pCD expressziébs
vektorhoz kapcsoltuk. Ezt a plazmidot alkalmaztuk szubsztrat-
ként az IgG4 PE sarok-CH2-CH3 fragmentumanak amplifikalédséhoz

haszndlt PCR reakcidéban. Az IgG4 PE varidns szekvencidjat a 8.
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téblazatban ismertetjik. Az IgG4 nukleotid szekvencia azon cso-
portjai, amelyek a PE varians eléallitasdhoz meg lettek valtoz-
tatva, a 8. tablazatnak megfelelden a kovetkezdk:
a 322 csoport a vad tipusban lévé "T"-rél "C"-re lett
cserélve a PE variénsban;
a 333 csoport a vad tipusban 1évé "A"-rdél "G"-re lett
cserélve a PE variansban; és
a 343-344 csoportok a vad tipusban 1évé "CT"-rél
"GA"-ra lett cserélve a PE varidnsban.

Az IgG4 PE varidns sarok-CH2-CH3 szakasz amplifikaciéjahoz
ugyanazokat az oligonukleotid primereket alkalmaztuk, mint ame-
lyeket a pDB952 esetén ismertettiink.

Egy hozzavetéleg 700bp értékd (IgG4 PE muténs sarok-CH2-
-CH3) és egy 400bp értékud (IL4.Y124D) PCR terméket &llitottunk
elé. A termékeket Promega "Magic PCR cleanup" készlet (kit) al-
kalmazédsaval tisztitottuk. A "tapaddé végek" kialakitasdhoz a
tisztitott termékeket az IgG4 PE esetén XhoI és Xbal enzimek,
mig az IL4.Y124D esetén EcoRV és XholI enzimek alkalmazasaval
emésztettiik. A reakcidkeveréket 3 o6ran keresztil 37 °C hémér-
sékleten inkubdltuk, ezt kovetden pedig etanollal precipital-
tuk. Az igy nyert DNS-ek agarbdz-gélelektroforetikus analizise
két, hozzavetdleg 690bp értékd (IgG4 PE sarok-CH2-CH3) és 370bp
értékd (IL4.Y124D) s&v jelenlétét mutatta.

Az IgG4 PE varidns sarok-CH2-CH3 fragmentum és az
IL4.Y124D fragmentum nagyobb mennyiségeinek el84llitasdhoz a
tisztitott és emésztett PCR termékeket Bluescript Ks*™-hez kap-

csoljuk, amelyet ugy Aallitunk eld, hogy az IgG4 PE sarok-CH2-
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-CH3 fragmentum esetén Xhol és Xbal enzimekkel, illetve az
I1.4.Y124D fragmentum esetén EcoRV és Xhol enzimekkel emésztést
végzink, majd Geneclean™ eljarassal tisztitast végzink. Ennek
megfeleldéen egy Bluescript KS+/IgG4 PE sarok-CH2-CH3 rekombi-
nanst és eqy Bluescript KS'/IL4.Y124D rekombinanst hozunk 1lét-
re. Ezeket a DNS-eket nagy mennyiségekben a Promega "Magic
Maxiprep" eljarads alkalmazasaval &llitjuk eld8. Az IgG4 PE sa-
rok-CH2-CH3 fragmentumot XhoI és Xbal alkalmazésaval kivégjuk a
Bluescript rekombindnsbél. Az igy nyert hozzavetbleg 690bp ér-
téekd fragmentumot Geneclean™ eljdrdssal tisztitva nagy mennyi-
ségben nyerjik az IgG4 PE sarok-CH2-CH3 XhoI/Xbal fragmentumot.
Az IL4.Y124D fragmentumot EciRV és Xhol enzim alkalmaziséaval
kivagjuk a Bluescript rekombindnsbél. Az igy nyert hozzavetdleg
370bp értékd fragmentumot Geneclean™ eljarédssal tisztitjuk.

Egy olyan vektort dllitottunk el$, amelyhez hozzakapcsol-
tuk az IgG4 PE sarok-CH2-CH3 és az IL4.Y124D fragmentumokat. A
vektort 1Ugy 4&llitjuk eld8, hogy pDB951-t EcoRV és Xbal
enzimekkel emésztiink, annak megfelelden ahogyan azt a pDB952
esetén ismertettik.

A héarom fragmentumot (azaz az IL4.Y124D EcoRV/XholI, az
IgG4 PE varians XhoI/Xbal sarok-CH2-CH3 fragmentumot és a
pDB951 EcoRV/Xbal emésztésébdl nyert 5,8Kb értékd fragmentumot)
egymashoz kapcsolva kialakitottuk a pDB953 plazmidot. A kapcso-
last egy RPN 1507 termékszamu Amersham DNS kapcsolési készlet
alkalmazaséaval hajtottuk végre; a reakcidkat egy éjszakan ke-
resztil 16 °C hémérsékleten inkub&ltuk. A kapcsolasi reakcidk

termékeit nagy hatékonysédggal Promega JM109 kompetens sejtekbe
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transzformadltuk, majd 50 upg/ml ampicillint tartalmazé Luria
Broth agarra helyeztiik. A transzformdnsokat 50 pg/ml ampicil-
lint tartalmazdé Luria Broth-ban tenyésztettik, majd Promega
"Magic Minipreps" alkalmazdsaval DNS-t A&llitottunk eld. Az
IL4.Y124D/1gG4 PE varidns rekombindns DNS képzd8dését restrikci-
6s emésztéssel igazoltuk. A teljes IL4.Y124D és az IgG4 PE va-
ridns sarok-CH2-CH3 szakaszt DNS szekventaladssal hataroztuk
meg. Az IL4.Y124D/IgG4 PE fuzids molekula kddold szakaszénak
szekvencidja a 9. téablazatban 1lathatd, mig a fuzids protein
aminosav-szekvencidjat a 10. téablazatban mutatjuk be. Az
IL4Y124D/IgG4 PE rekombinadns DNS-t cézium-klorid gradiens al-
kalmazédsaval &llitottuk eld és tisztitottuk, majd a DNS-t Hela

sejtek &tmeneti transzfektdldsdra alkalmaztuk.

2. A fGzidés protein expresszalésa

Hela sejteket noévesztettiink 10 % foetalis borjuszérummal
és 1 % glutaminnal kiegészitett MEMa médiumban (Gibco). A
vizsgalat céljadra négy nappal a transzfekcid eldtt 1x10° HeLa
sejtet oltottunk egy 75 cm?-es lombikban 10 % ujsziilétt borju-
szérummal és 1 % glutaminnal kiegészitett RPMI-1640 médium
("oltdkdzeg") 15 ml-ére. A transzfekcidt megeldzd napon tovabbi
12,5 ml oltdékdzeget adtunk minden egyes lombikhoz. A transzfek-
cidé napjén, a 0. iddpontban a médiumot 15 ml "transzfekcids ko-
zeg"-re (10 % Ujszlilott borjuszérumot és 1 % nem-esszencialis
aminosavakat tartalmazé MEM médium Earle-sdkkal) cseréltiik. A
+3. 6ra idépontban 0,125 M kalcium-klorid-oldatban a megfeleléd

DNS 25 ug mennyiségét, valamint 1xHBS-t (HEPES pufferelt fizio-
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16giads sboldatot) adtunk a sejtekhez. A +7. éra iddpontban a
sejteket 15 térfogat%-os glicerinnel kezeltilk, majd egy éjsza-
k&n keresztil 5 mM natrium-butiratot tartalmazé oltdkdzeg 12,5
ml-es mennyiségeiben inkubdltuk. A koévetkezd napon a sejteket
PBS-sel (Dulbecco foszfat-pufferelt fizioldgids sobdoldattal)
mostuk, majd 12,5 ml-es mennyiségekben "kinyerd kézeget" (2 %
mennyiségben 7,5 $%-os natrium-hidrogén-karbonat-tdérzsoldatot
tartalmazé RPMI-1640) adtunk a sejtekhez. Tovabbi 24 éras inku-
balés utdn a feliluszdkat eltavolitottuk, a sejttdredékek elta-
volitéasa érdekében 5 percen keresztiil 1000 fordulat/perc sebes-
séggel centrifugdltuk, majd 4 °C vagy -20 °C hémérsékleten téa-

roltuk.

3. A bioldégiai aktivitas

A feliluszé IL4 antagonista aktivitdsdnak vizsgédlatat
Spits eljarasanak ([Spits et al., J. Imwnorocy, 139, 1142
(1987) 1 alkalmazdsaval végeztiik. Az IL4 receptor fellilszabalyo-
zdsa érdekében human periférids vér lymphocytdkat hé&rom napon
keresztil fitohemagglutininnal, egy T-sejt mitogénnel inkub&l-
tunk. Az igy nyert blasztsejteket ezt kodvetden tovabbi harom
napon keresztiil IL4-gyel stimuldltuk. A proliferéciét a 3H-ti-
midin beépiilése Gtjan mértiik.

Az IL4.Y124D/IgG4 PE kiméra a ‘H-timidinnek a 133pM IL4-
gyel stimuldlt humén periférids vér T-lymphocytakba térténé be-

épuilését ddzisfilggéen gatolta.
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4. példa
IL4.Y124D/1gG4 PE fuzids proteint kdédold DNS-t tartalmazd emlds

expresszids vektor

1. A DNS felépitése

A pCDN vektor [Aiyar, N., Baker, E., Wu, H.-L., Nambi, P.,
Edwards, R. M., Trill, J. J., Ellis, C., Bergsma, D., MOLECULAR
AND CELLULAR BIOCHEMISTRY, 131, 75-86 (1994)] a kovetkezdket tar-
talmazza: a CMV promoter, egy polilinker klénozdé szakasz, vala-
mint a BGH poliadenilezd szakasz. A vektor az eldébbieken kiwviil
a kévetkezéket foglalja magédban: egy, a B-globin promoter és az
SV40 poliadenilezési szakasz k&zé inszertdlt bakteridlis neomy-
cin foszfotranszferdz gén (NEO) a Geneticin™ szelekcibhoz; a fB-
-globin promoter és a BGH poliadenilezési szakasz kozé inszer-
t&lt DHFR szelekcids kazetta a methotrexate (MTX) amplifikacid-
hoz; egy ampicillin-rezisztens gén a baktériumokban térténd te-
nyésztéshez; és egy SV40 replikacids kezdet.

Az IL4.Y124D/IgG4 PE cDNS inszert&ldsdhoz a pCDN vektort
Ndel és BstXl alkalmazaséaval végzett emésztéssel a kovetkezdk
szerint eld4allitottuk elé. 15 ug DNS-t 2. sza&ml reakcidépuffer-
ben (Gibco-BRL) 55 °C hémérsékleten egy 6ran keresztiil 30 egy-
ség BstXl enzimmel inkubdltunk, majd etanolos precipitacidét veé-
geztiink. Az igy nyert DNS-t 2. szami reakcidpufferben 37 °C hé-
mérsékleten egy 6radn keresztiil Ndel enzimmel emésztettiik, majd
etanolos kicsapast hajtottunk végre. Az IL4.Y124D/IgG4 PE frag-
mentumot pDB953-bél (3. példa 1.) BstXl és Ndel enzimekkel vég-

zett emésztéssel a kovetkezdk szerint &allitottuk eld. 15 pug
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DNS-t 2. szami reakcidépufferben 55 °C hémérsékleten egy o6ran
keresztiil 30 egység BstXl enzimmel inkubdltunk, majd etanolos
precipitédciét végeztiunk. Az igy nyert DNS-t 2. szami reakcid-
pufferben 37 °C hémérsékleten egy Oran keresztiil Ndel enzimmel
emésztettiik, majd etanolos kicsapast hajtottunk végre.

Az IL4.Y124D/IgG4 PE Ndel/BstXl és a pCDN Ndel/BstXl frag-
mentumokat egymashoz kapcsolva kialakitottuk a pCDN-IL4.Y124D/-
IgG4 PE plazmidot. A kapcsolast 2 egység T4 DNA Ligase (Gibco
BRL) és T4 DNA Ligase puffer alkalmazdsaval végre; a reakcidkat
egy éjszakdn keresztil 16 °C hémérsékleten inkubdltuk. A kap-
csolasi reakcidk termékeit szubkldénozédsi hatékonysadggal Gibco-
BRL DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk, majd 75 pg/ml am-
picillint tartalmazé Luria Broth agarra helyeztik. A transzfor-
mansokat 50 pg/ml ampicillint tartalmazdé Luria Broth-ban te-
nyésztettilk, majd lugos liz&ldssal DNS-t &llitottunk eld. Az
IL4.Y124D/1IgG4 PE DNS képzddését restrikcids emésztéssel iga-
zoltuk. A rekombindns IL4.Y124D/IgG4 PE DNS teljes szekvencia-
j&t szekventédlassal témasztottuk ald. A pCDN-IL4.Y124D/IgG4 PE
rekombindns DNS-t Qiagen oszlopok alkalmazasaval &llitottuk eld
és tisztitottuk, majd a DNS-t COS-sejtek &tmeneti infekcidjéra
alkalmaztuk és a stabil klénok kialakitdsédhoz elektroporetikus

Uton CHO sejtekbe juttattuk.

2. A fazidés protein expresszaléasa
a) Tranziens expresszalas COS-sejtekben
COS-1 sejteket noévesztettiink 10 % foetalis borjuszérummal

kiegészitett DMEM médiumban. A transzfekcidhoz 24 éraval kordb-
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ban 2x10° sejtet oltottunk egy 35 mm-es szovettenyésztd edény-
re. 6 pul LIPOFECTAMINE Reagent (Gibco-BRL) 100 pl szérummentes
DMEM-mel készitett oldatdhoz hozzaadtuk 1 pg DNS 100 pl szérum-
mentes DMEM-mel készitett oldatat, a keveréket Ovatosan Ossze-
kevertiik, majd 45 percen keresztiill szobahémérsékleten inkubdl-
tuk. A sejteket szérummentes DMEM-mel egyszer mostuk. A DNS-
-LIPOFECTAMINE oldathoz hozzdadtunk 0,8 ml szérummentes DMEM-
et, a keveréket dvatosan oOsszekevertiik, majd a meghigitott ol-
datot a sejtek folé rétegeztitk. A sejteket 5 éran keresztiil 37
°C hémérsékleten inkubdltuk, majd 20 % foetalis borjuszérumot
tartalmazé DMEM 1 ml-ét adtuk a sejtekhez. Az expresszid mérté-
kének meghatdrozasdhoz 48-72 oéraval késébb vizsgadltuk a sejte-

ket.

b) Elektroporacié CHO-sejtekbe

ACC-098 CHO-sejteket {DG-44 CHO-bdél szarmazd szuszpenzids
sejtvonal [Urlaub, G., Kas, E., Carothers, A. M., and Chasin,
L. A., Ceur, 33, 405-412 (1983)]} a WO 92/05246. szamon kozzé-
tett nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben ismertetett, szérum-
mentes tenyésztdkdzegben novesztettiink. A palzmid linearizdléasa
érdekében 15 ug pCDN-IL4.Y124D/IgG4 PE plazmidot 30 egység Notl
enzimmel 37 °C hémérsékleten 3 6ran keresztiil emésztettiink,
majd etanollal kicsapast végeztink. Az igy nyert DNS-t egyszer
50 pul TE-ben (10 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA) szuszpendaltuk. A
DNS-t egy Bio Rad Gene Pulser késziilék (380 V és 25 uFd) alkal-
mazésaval 1x10’ ACC-098 sejtbe elektroporadltuk. A sejteket

2,5x104 sejt/ml koncentrdcidban szuszpenddltuk a tenyésztéko-
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zegben, majd 200 ul sejtszuszpenzidt helyeztiink egy 96-lyuku
lemez minden egyes 1lyukdba. A médiumot 48 o6raval késébb 400
nug/ml G418 (Geneticin) tartalmu tenyésztékozegre cseréltitk. A
szelekcid utadn 21 nappal a telepeken képzédott kondiciondlt mé-
diumot Elisa-vizsgdlattal szkrineltiik. A sokszorozas érdekében
a legnagyobb expresszalé telepeket 24-lyukd lemezekre wvittik

at.
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1. téblazat: A COSFelLink vektor DNS-szekvencidaja, 6367bp

1. szaml szekvencia SEQ ID No:1

GACGTCGACGGATCGGGAGATCGGGGATCGATCCGTCGACGTACGACTAGTTATTAATAG
TAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTAT
TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCT
ATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGG
TTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTC
CACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAA
TGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC
TATATAAGCAGAGCTGGGTACGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCGAATTCGG
TTACCTGCAGATATCAAGCTAATTCGGTACCGAGCCCAAATCGGCCGACAARAACTCACAC
ATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGA
CGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCA
TAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAA
CAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
) ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGARACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTT
CCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACRAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATG
CTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCC
GGGTAAATGAGTGTAGTCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCA
GCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCAC
TGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTAT
TCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCA
TGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGAACCAGCTGGGGCTCGAGGGGGGATCTCCCGATC
CCCAGCTTTGCTTCTCAATTTCTTATTTGCATAATGAGAAAAAAAGGAAAATTAATTTTA
ACACCAATTCAGTAGTTGATTGAGCAAATGCGTTGCCAAAARAGGATGCTTTAGAGACAGT
GTTCTCTGCACAGATAAGGACAAACATTATTCAGAGGGAGTACCCAGAGCTGAGACTCCT
AAGCCAGTGAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGARAATATGCTTGTCATCACCGAAGCCTGAT
TCCGTAGAGCCACACCTTGGTAAGGGCCAATCTGCTCACACAGGATAGAGAGGGCAGGAG
CCAGGGCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCCTCACATTTGCTTCTGACAT
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AGTTGTGTTGGGAGCTTGGATAGCTTGGACAGCTCAGGGCTGCGATTTCGCGCCAAACTT 2100
GACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCATGGTTCGAC 2160
CATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACGGAGACCTAC 2220
CCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAG 2280
TGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGA 2340
AGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAACTCAAAGAACCAC 2400
CACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAACAAC 2460
CGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGTTCTGTTTACCAGG 2520
AAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTTAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAATTTG 2580
AAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGAATACC 2640
CAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACG 2700
AGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTCCTRAAAGCTATGCA 2760
TTTTTATAAGACCATGCTAGCTTGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACARATAA 2820
AGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGT 2880
TTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAACGATAGCTTATCTGTGGGC 2940
GATGCCAAGCACCTGGATGCTGTTGGTTTCCTGCTACTGATTTAGAAGCCATTTGCCCCC 3000
TGAGTGGGGCTTGGGAGCACTAACTTTCTCTTTCAAAGGAAGCAATGCAGAAAGAAAAGC 3060
ATACAARAGTATAAGCTGCCATGTAATAATGGAAGAAGATAAGGTTGTATGAATTAGATTT 3120
ACATACTTCTGAATTGAAACTAAACACCTTTAAATTCTTAAATATATAACACATTTCATA 3180
TGAAAGTATTTTACATAAGTAARCTCAGATACATAGAAAACAAAGCTAATGATAGGTGTCC 3240
CTAAAAGTTCATTTATTAATTCTACAAATGATGAGCTGGCCATCAAAATTCCAGCTCAAT 3300
TCTTCAACGAATTAGAAAGAGCAATCTGCAAACTCATCTGGAATAACAARAAACCTAGGA 3360
TAGCAAAAACTCTTCTCAAGGATAAAAGAACCTCTGGTGGAATCACCATGCCTGACCTAA 3420
AGCTGTACTACAGAGCAATTGTGATAAAAACTGCATGGTACTGATATAGAAACGGACAAG 3480
TAGACCAATGGAATAGAACCCACACACCTATGGTCACTTGATCTTCAACAAGAGAGCTAA 3540
AACCATCCACTGGAAAAAAGACAGCATTTTCAACAAATGGTGCTGGCACAACTGGTGGTT 3600
ATCATGGAGAAGAATGTGAATTGATCCATTCCAATCTCCTTGTACTAAGGTCAAATCTAA 3660
GTGGATCAAGGAACTCCACATAAAACCAGAGACACTGAAACTTATAGAGGAGAAAGTGGG 3720
GAAAAGCCTCGAAGATATGGGCACAGGGGAAAAATTCCTGAATAGAACAGCAATGGCTTG 3780
TGCTGTAAGATCGAGAATTGACAAATGGGACCTCATGAAACTCCAAAGCTATCGGATCAA 3840
TTCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCTCGG 3900
CCTCTGCATAAATAAARAARAATTAGTCAGCCATGCATGGGGCGGAGAATGGGCGGAACTG 3960
GGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGACTATGGTTGCTGACTAATTG 4020
AGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCTGGTT 4080
GCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGGGGACTTT 4140
CCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGAATTAATTCCCGATCCCGTCGACCTCGAGAG 4200
CTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARAATTGTTATCCGCTCACAATTCC 4260
ACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTA 4320
ACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCA 4380
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GCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTC
CGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGC
TCACTCARAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAARATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCG
AAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTC
TCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGT
GGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAA
GCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAA
CAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAA
CTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTT
CGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTT
TTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGAT
CTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCAT
GAGATTATCAAARAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATC
AATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
ACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTA
GATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGA
CCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATARAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCG
CAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGC
TAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCAT
CGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAG
GCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAARAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGAT
CGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAA
TTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAA
GTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGA
TAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGG
GCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGC
ACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAARRACAGG
AAGGCAAAATGCCGCAAAARAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACT
CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACAT
ATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGT
GCCACCT
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2. téblazat: A COSFcLink vektorban 1lévd, az Y124D-IgGl fuzids

molekulat kédold DNS-szekvencia, 6926bp

2. szamu szekvencia

GACGTCGACGGATCGGGAGATCGGGGATCGATCCGTCGACGTACGACTAGTTATTAATAG
TAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTT
ACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATG
ACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGACTAT
TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCT
ATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGG
GACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGG
TTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTC
CACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAA
TGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTC
TATATAAGCAGAGCTGGGTACGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCGAATTCGG
TTACCTGCAGATGGGCTGCAGGAATTCCGCATTGCAGAGATAATTGTATTTAAGTGCCTA
GCTCGATACAATAAACGCCATTTGACCATTCACCACATTGGTGTGCACCTCCAAGCTTAC
CTGCCATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAGCATGTGCCG
GCAACTTTGTCCACGGACACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAACTTTGA
ACAGCCTCACAGAGCAGAAGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGACATCTTTGCTG
CCTCCAAGAACACAACTGAGAAGGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCCGGCAGT
TCTACAGCCACCATGAGAAGGACACTCGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCACA
GGCACAAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAACGGCTCGACAGGARCCTCTGGGGCCTGGCGG
GCTTGAATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCAGAGTACGTTGGAARAACTTCTTGGAAA
GGCTAAAGACGATCATGAGAGAGAAAGACTCAARAGTGTTCGAGCGGTACCGAGCCCAAAT
CGGCCGACAARAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGARCTCCTGGGGGGACCGT
CAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACARAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGARARACCATCTCCAAAG
CCARAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGA
CCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCG
TGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGG
ACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGA
AGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARATGAGTGTAGTCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGA
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CTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCC
TGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGARATTGCATCGCATTGTC
TGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATT
GGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGAACCAGCTGGGGCTC
GAGGGGGGATCTCCCGATCCCCAGCTTTGCTTCTCAATTTCTTATTTGCATAATGAGAAA
AAAAGGAARATTAATTTTAACACCAATTCAGTAGTTGATTGAGCAAATGCGTTGCCAAAA
AGGATGCTTTAGAGACAGTGTTCTCTGCACAGATAAGGACAAACATTATTCAGAGGGAGT
ACCCAGAGCTGAGACTCCTAAGCCAGTGAGTGGCACAGCATTCTAGGGAGAAATATGCTT
GTCATCACCGAAGCCTGATTCCGTAGAGCCACACCTTGGTAAGGGCCAATCTGCTCACAC
AGGATAGAGAGGGCAGGAGCCAGGGCAGAGCATATAAGGTGAGGTAGGATCAGTTGCTCC
TCACATTTGCTTCTGACATAGTTGTGTTGGGAGCTTGGATAGCTTGGACAGCTCAGGGCT
GCGATTTCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCC
GCTGCCATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATT
GGCAAGAACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGA
ATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACC
TGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGT
AGAGAACTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCC
TTAAGACTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGA
GGCAGTTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTTAGACTCTTTGTGACA
AGGATCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATAT
AAACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAARAAAGGCATCAAG
TATAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCT
CCCCTCCTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGCTAGCTTGAACTTGTTTATTGCAGC
TTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC
ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAA
CGATAGCTTATCTGTGGGCGATGCCAAGCACCTGGATGCTGTTGGTTTCCTGCTACTGAT
TTAGAAGCCATTTGCCCCCTGAGTGGGGCTTGGGAGCACTAACTTTCTCTTTCAAAGGAA
GCAATGCAGAAAGAAAAGCATACAAAGTATAAGCTGCCATGTAATAATGGAAGAAGATAA
GGTTGTATGAATTAGATTTACATACTTCTGAATTGAAACTAAACACCTTTAAATTCTTAA
ATATATAACACATTTCATATGAAAGTATTTTACATAAGTAACTCAGATACATAGAAAACA
AAGCTAATGATAGGTGTCCCTAAAAGTTCATTTATTAATTCTACAAATGATGAGCTGGCC
ATCAAAATTCCAGCTCAATTCTTCAACGAATTAGAAAGAGCAATCTGCAAACTCATCTGG
AATAACAARAAACCTAGGATAGCAAAAACTCTTCTCAAGGATAAAAGAACCTCTGGTGGA
ATCACCATGCCTGACCTAAAGCTGTACTACAGAGCAATTGTGATAAAAACTGCATGGTAC
TGATATAGAAACGGACAAGTAGACCAATGGAATAGAACCCACACACCTATGGTCACTTGA
TCTTCAACAAGAGAGCTAAAACCATCCACTGGAAARAAAGACAGCATTTTCAACAAATGGT
GCTGGCACAACTGGTGGTTATCATGGAGAAGAATGTGAATTGATCCATTCCAATCTCCTT
GTACTAAGGTCAAATCTAAGTGGATCAAGGAACTCCACATAARACCAGAGACACTGAAAC
TTATAGAGGAGAAAGTGGGGAAAAGCCTCGAAGATATGGGCACAGGGGAAAAATTCCTGA
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ATAGAACAGCAATGGCTTGTGCTGTAAGATCGAGAATTGACAAATGGGACCTCATGAAAC
TCCAAAGCTATCGGATCAATTCCTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCA
GAGGCCGAGGCGGCCTCGGCCTCTGCATAAATAAAAAARATTAGTCAGCCATGCATGGGG
CGGAGAATGGGCGGAACTGGGCGGAGTTAGGGGCGGGATGGGCGGAGTTAGGGGCGGGAC
TATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGCTGGGGAGCCTGG
GGACTTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGC
TGGGGAGCCTGGGGACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGAATTAATTCCCG
ATCCCGTCGACCTCGAGAGCTTGGCGTAATCAIGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT
GTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGG
GTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGT
CGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTT
TGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGC
TGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGG
ATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAARAGGCCAGGAACCGTAAAANGG
CCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARAATCGAC
GCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG
GAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCT
TTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGG
TGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCT
GCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTARGACACGACTTATCGCCAC
TGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGT
TCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTC
TGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCA
CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAARAARAGGAT
CTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCAC
GTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTARATT
AAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACC
AATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTG
CCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTG
CTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGC
CAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA
TTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCRAACGTTG
TTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTA
GCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGG
TTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGA
CTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTT
GCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCA
TTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTT
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4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
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CGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTT 6720
CTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGA 6780
AATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATT 6840
GTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACARATAGGGGTTCCGC 6900
GCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCT 6926

3. tablazat: Az IL4.Y124D/IgGl fuzids molekuladt kédold szakasz
DNS-szekvenciaja, 1164bp

3. szami szekvencia

ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAGCATGTGCCGGCAAC 60
TTTGTCCACGGACACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAACTTTGAACAGC 120
CTCACAGAGCAGAAGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGACATCTTTGCTGCCTCC 180
AAGAACACAACTGAGAAGGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCCGGCAGTTCTAC 240
AGCCACCATGAGAAGGACACTCGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCACAGGCAC 300
AAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAACGGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGCTTG 360
AATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCAGAGTACGTTGGAAAACTTCTTGGAAAGGCTA 420
AAGACGATCATGAGAGAGARAGACTCAAAGTGTTCGAGCGGTACCGAGCCCAAATCGGCC 480
GACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTC 540
TTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACA 600
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGAC 660
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC 720
CGGGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG 780
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA 840
GGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAG 900
AACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAG 960

TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC 1020
GACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGG 1080
AACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGC 1140
CTCTCCCTGTCTCCGGGTAARATGA 1164
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4., tablazat: A kbédolt IL4.Y124D/IgGl fuzids protein

4.
1
51
101
151
201
251
301
351

szekvencidja,

szami szekvencia

MGLTSQLLPP
LTVTDIFAAS
KQLIRFLKRL
CSSGTEPKSA
CVVVDVSHED
QDWLNGKEYK
NQVSLTCLVK
TVDKSRWQQG

LFFLLACAGN
KNTTEKETFC
DRNLWGLAGL
DKTHTCPPCP
PEVKEFNWYVD
CKVSNKALPA
GFYPSDIAVE
NVFSCSVMHE

387aa

FVHGHKCDIT
RAATVLRQFY
NSCPVKEANQ
APELLGGPSV
GVEVHNAKTK
PIEKTISKAK
WESNGQPENN
ALHNHYTQKS

LQEITIKTLNS
SHHEKDTRCL
STLENFLERL
FLFPPKPKDT
PREEQYNSTY
GQPREPQVYT
YKTTPPVLDS
LSLSPGK*

LTEQKTLCTE
GATAQQFHRH
KTIMREKDSK
LMISRTPEVT
RVVSVLTVLH
LPPSRDELTK
DGSFFLYSKL

5. tadblazat: A szintetikus IgG4 cDNS DNS-szekvenciéja,

5.

szaml szekvencia

.o
L2

R

oo Geo0
. . .

1006bp

GCTTCCACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAG
AGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACC
TACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCC
AAATATGGTCCCCCATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAATTTCTGGGGGGACCATCAGTC
TTCCTGTTCCCCCCARAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACG
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGARAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGAT
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCATCGATCGAGAAARCCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAG
ARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGATCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGG
AATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGC
CTCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGAGTGTAGTCTAGATCTACGTATG

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

1006
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6. tadblazat: Az IL4.Y124D/I1gG4 fuzids proteint kdédold szakasz

DNS-szekvencidija, 1149%bp

6. szadmu szekvencia
ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAGCATGTGCCGGCAAC
TTTGTCCACGGACACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAACTTTGAACAGC
CTCACAGAGCAGAAGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAACAGACATCTTTGCTGCCTCC
AAGAACACAACTGAGAAGGAARACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCCGGCAGTTCTAC
AGCCACCATGAGAAGGACACTCGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCACAGGCAC
AAGCAGCTGATCCGATTCCTGAAACGGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGCTTG
AATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCAGAGTACGTTGGAAAACTTCTTGGARAGGCTA
AAGACGATCATGAGAGAGAAAGACTCAAAGTGCTCGAGCGAGTCCARATATGGTCCCCCA
TGCCCATCATGCCCAGCACCTGAATTTCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCATCGATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCARAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGATCCTTCTTC
CTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTG
GGTAAATGA

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

1020
1080
1140
1149
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7.
1
51
101
151
201
251
301
351

8. tablazat: Az IgG4 PE varians DNS-szekvencidja,

8.

szekvencidija,

szami szekvencia

MGLTSQLLPP
LTVTDIFAAS
KQLIRFLKRL
CSSESKYGPP
VSQEDPEVQF
GKEYKCKVSN
TCLVKGFYPS
RWQEGNVFSC

LFFLLACAGN
KNTTEKETEC
DRNLWGLAGL
CPSCPAPEFL
NWYVDGVEVH
KGLPSSIEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

szamu szekvencia

_49_

tablazat: A kédolt IL4.Y124D/IgG4

382aa

FVHGHKCDIT
RAATVLRQFY
NSCPVKEANQ
GGPSVFLFPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQPRE
QPENNYKTTP
YTQKSLSLSL

es e .o
.e N
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fuzibés protein

LOQEITIKTLNS LTEQKTLCTE
SHHEKDTRCL GATAQQFHRH
STLENFLERL KTIMREKDSK
KPKDTLMISR TPEVTCVVVD
FNSTYRWSV LTVLHQDVVLN
PQVYTLPPSQ EEMTKNQVSL
PVLDSDGSFF LYSRLTVDKS
GK*

984bp

GCTAGTACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAG
AGCACgGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCA
GGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACC
TACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCC
AAATATGGTCCCCCATGCCCAcCCATGCCCAGCgCCTGAATTtgaGGGGGGACCATCAGTC
TTCCTGTTCCCCCCAARACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACG
TGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGAT
GGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCGTCATCGATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAARA
GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAG
TGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCC
GACGGaTCCTTCTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGG
AATGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGC
CTCTCCCTGTCTCTGGGTAAATGA

se o0
. . .

3

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
984
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9. tébléazat: Az IL4.Y124D/IgG4 PE fuzids molekuldt kédold

szakasz DNS-szekvencidja, 114%bp

9. sz&mu szekvencia
ATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAGCATGTGCCGGCAAC
TTTGTCCACGGACACAAGTGCGATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAACTTTGAACAGC
CTCACAGAGCAGAAGACTCTGTGCACCGAGTTGACCGTAARCAGACATCTTTGCTGCCTCC
AAGAACACAACTGAGAAGGAAACCTTCTGCAGGGCTGCGACTGTGCTCCGGCAGTTCTAC
AGCCACCATGAGAAGGACACTCGCTGCCTGGGTGCGACTGCACAGCAGTTCCACAGGCAC
AAGCAGCTGATCCGATTCCTGARACGGCTCGACAGGAACCTCTGGGGCCTGGCGGGCTTG
AATTCCTGTCCTGTGAAGGAAGCCAACCAGAGTACGTTGGAAARACTTCTTGGAAAGGCTA
AAGACGATCATGAGAGAGAAAGACTCAAAGTGCTCGAGCGAGTCCARATATGGTCCCCCA
TGCCCACCATGCCCAGCgCCTGAATTTGAGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGAC
GTGAGCCAGGAARGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAAC
AAAGGCCTCCCGTCATCGATCGAGAARACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAG
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCARGARCCAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGG
- CAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGaTCCTTCTTC
CTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGC
TCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTG
GGTAAATGA

10.

szekvencidja, 382aa

10. szamu szekvencia

se OShete
. .

51
101
151
201
251
301
351

MGLTSQLLPP
LTVTDIFAAS
KQLIRFLKRL
CSSESKYGPP
VSQEDPEVQF
GKEYKCKVSN
TCLVKGFYPS
RWQEGNVFSC

LFFLLACAGN
KNTTEKETEFC
DRNLWGLAGL
CPPCPAPEFE
NWYVDGVEVH
KGLPSSIEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

FVHGHKCDIT
RAATVLRQFY
NSCPVKEANQ
GGPSVFLFPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQPRE
QPENNYKTTP
YTQKSLSLSL

LOEITIKTLNS
SHHEKDTRCL
STLENFLERL
KPKDTLMISR
FNSTYRVVSV
POQVYTLPPSQ
PVLDSDGSFF
GK*

LTEQKTLCTE
GATAQQFHRH
KTIMREKDSK
TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLN
EEMTKNQVSL
LYSRLTVDKS

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

1020
1080
1140
1199

tadblazat: A kédolt IL4.Y124D/IgG4 PE varians fuzids protein
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy IL4 és/vagy IL13 antagonista vagy részleges antago-
nista aktivitassal rendelkezd oldhatd protein, amely legaléabb
egy human immunglobulin konstans szakaszhoz vagy ennek fragmen-
tumdhoz kapcsolva egy IL4 mutéﬁst vagy varianst tartalmaz.

2. Egy 1. igénypont szerinti vegylilet, amelyben legaldbb
egy, a vad tipusu IL4 120-128 pozicidinak barmelyikében termé-
szetesen eléforduldé aminosavat egy eltérd természetes aminosav
helyettesit.

3. Egy 2. igénypont szerinti vegylilet, amelyben a 124 po-
zicibéban természetesen eléforduld tirozint egy eltérd természe-
tes aminosav helyettesiti.

4. Egy 3. igénypont szerinti vegylilet, amelyben a 124 po-
zicidban természetesen eléforduld tirozint aszparaginsav he-
lyettesiti.

5. Egy, az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti vegylilet,
amelyben az immunglobulin az IgG alosztalyba tartozik.

6. Egy 5. igénypont szerinti vegylilet, amelyben a konstans
szakasz vagy ennek fragmentuma a humén IgG nehéz lanc konstans
szakasz egésze vagy lényeges része.

7. Egy 5. igénypont szerinti vegylilet, amelyben a konstans
szakasz vagy ennek fragmentuma a humdn IgG4 nehéz lanc konstans
szakasz egésze vagy lényeges része.

8. Egy 1. igénypont szerinti vegylilet, amely a 4. szamu
szekvenciénak, a 7. szadmu szekvencidnak vagy a 10. szdmi szek-

vencianak megfeleld aminosav-szekvenciédval rendelkezik.
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9. Eljarés egy, az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti
vegyllet el8dllitéséra, azzal jellemezve, hogy a vegyl-
letet ké6dold DNS-t egy rekombinadns gazdasejtben expresszéalijuk,
majd a terméket kinyerjik.

10. A 9. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy
i) olyan replikdlhatd expresszids vektort allitunk eld, amely

egy gazdasejtben alkalmas egy, a vegyliletet kédold nukleo-

tid szekvenciat tartalmazd DNS-polimer expresszalasara;

ii) a vektorral egy gazdasejtet transzformalunk;

iii) a vegyllet termelése érdekében a transzformdlt gazdasejtet
olyan koérilmények kozott tenyésztijik, amelyek lehetévé te-
szik a DNS-polimer expresszidjat; és

iv) kinyerjik a vegyliletet.

11. DNS polimer, amely egy, az 1-8. igénypontok barmelyike
szerinti vegyliletet kdédold nukleotid szekvenciat tartalmaz.

12. Egy 11. igénypont szerinti DNS polimer, amely a 3.
szaml szekvencidt, a 6. szamu szekvenciat vagy a 9. szaml szek-
vencidt tartalmazza, illetve a 3. szadmi szekvencidbdl, a 6.
szaml szekvencidbdl vagy a 9. szami szekvencidbdl all.

13. Replikélhatdé expresszids vektor, amely egy 11. igény-
pont szerinti DNS polimert tartalmaz.

14. Egy 13. igénypont szerinti replikdlhatdé expresszids
vektorral transzformdlt gazdasejt.

15. Gydgyszerkészitmény, azzal jellemezve, hogy
egy, az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti vegyliletet és egy

gybgyszerészetileg elfogadhatdé hordozdét tartalmaz.
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16. Egy, az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti vegyiilet
felhaszndlédsa az IL4 és/vagy az IL13 nemkivdnatos hatdsaiboél
szarmaz6 allapotok kezelésére szolgdld gydgyszerkészitmények

s -

elSallitaséara.

A meghatalmazott:
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