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KIVONAT

A taldlmany tobbek koz6tt human IL—-6R elleni, atfor-
malt human antitestre vonatkozik, amely tartalmaz
(A) egy L lancot, amely
(1) egy human L lanc C szakaszt; és
(2) human L lanc FR-eket és a human IL—6R elleni
egér-monoklondlisantitest L lanc CDR-eket tar-
talmazo L lanc V szakaszt foglal magaban; és
(B) egy H lancot, amely
(1) egy human H lanc C szakaszt; és

A leiras terjedelme 84 oldal (ezen beliil 24 lap dbra)

(2) humén H lanc FR-eket és a huméan IL—6R elleni
egér-monoklonalisantitest H lanc CDR-cket tar-
talmazo6 H lanc V szakaszt foglal magéaban.

Mivel az dtformalt human antitest legnagyobb részét

egy human antitest és a kevésbé antigén egér CDR-ck
képezik, a talalmany szerinti atformalt human antitest
emberre nézve kevésbé immunogén, azért gyogyaszati
célokra alkalmazhato.
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A taldlmany human interleukin—6 receptor (IL—6R) el-
leni egér-monoklonalisantitest varidbilis (V) szakaszai-
ra, humén IL—6R elleni humén/egér kiméra antitestre
és egy olyan atformalt human antitestre vonatkozik,
amely egy humaén antitestben a human kénny(d lanc
(L lanc) V szakasza ¢€s a human nehéz lanc (H lanc) V
szakasza komplementeritast meghatdrozé szakaszai
(CDR-ek) egy human IL—6R elleni egér-monoklona-
lisantitest CDR-jeivel vannak 6sszeillesztve. A talal-
many ezenkiviil a fenti antitesteket vagy azok egy ré-
szét kodolé DNS-ekre is vonatkozik. A taldlmany tar-
gyat képezik tovabba a fenti DNS-t tartalmaz6 vekto-
rok, f6leg expresszids vektorok, és a fenti vektorokkal
transzformalt vagy transzfektalt gazdasejtek is. A talal-
many targyat képezi ezenkiviil a human IL-6R elleni
kiméra antitest elGallitasara szolgald eljaras, és a hu-
mén [L—6R elleni atformalt human antitest eldallitasa-
ra szolgalo eljaras is.

Az interleukin—-6 (IL-6) egy tobbfunkcios citokin,
amelyet szamos sejt termel. Szabédlyozza az immunva-
laszt, az akut fazisreakciokat, és hematopoiezist, és va-
16sziniileg kozponti szerepet jatszik a gazda védekezd
mechanizmusaban. Szamos szdvetre hat, névekedést in-
dukald, novekedést gatld és differencialodast indukald
aktivitast fejt ki a célsejt természetétSl fiigglen. Az
IL -6 specifikus receptora (IL—-6R) limfoid és nem lim-
foid sejtekben expresszalodik, az IL-6 tobbfunkcids
tulajdonsagaival Osszhangban. Feltételezték, hogy az
IL—6 gén abnormalis expresszidja szdmos betegség, {6-
leg az autoimmun betegségek, mesangialis proliferativ
glomerulonefritisz és plazmacitoma/mieléma kifejlédé-
sében kozrejatszik [lasd Hiranos és munkatarsai dssze-
foglalasat, Immunol. Today /1, 443-449 (1990)]. Ki-
mutattak, hogy a human mielomasejtek IL—6-ot termel-
nek és IL—6R-t expresszalnak. Kisérletekben az IL—6
elleni antitest gatolta a mielomasejtek névekedését in
vitro, ami azt jelenti, hogy egy autokrin szabalyozo-
hurok miikddik a humén mieldmak onkogenezisében
{Kawano és munkatarsai, Nature 332, 83 (1988)].

Az IL-6R kiilonféle allati sejtek feliiletén jelen van,
specifikusan kotédik az IL—6-hoz, és az IL—6R moleku-
ldk szdmat is meghataroztak a sejtfeliileten [Taga és
munkatarsai, J. Exp. Med. 196, 967 (1987)]. Ezenkiviil,
a humén IL—-6R-t kodoloé cDNS-t klonoztak és meghata-
roztak az IL—6R primer szerkezetét [Yamasaki és mun-
katarsai, Science 2417, 825 (1988)].

Az egérantitestek emberben er8sen immunogének,
és ezért gyogyaszati értékilk a human gydgyaszatban
korlatozott. Az egérantitestek felezési ideje in vivo em-
berben viszonylag rovid. Ezenkiviil az egérantitestek
nem adhatdk tobb dozisban anélkiil, hogy ne véltana-
nak ki immunvalaszt, ami nemcsak a tervezett haté-
konyséagot csokkenti, hanem karos allergias valaszt is
okozhat a betegben.

A fenti problémék megoldasara humanizalt egéran-
titestek eléallitdsara szolgald eljardsokat fejlesztettek
ki. Az egérantitestek kétféle modon humanizalhatok.
Az egyszerlibb eljards az, hogy kiméra antitesteket
konstrualnak, amelyekben a V szakaszok az eredeti
egér-monoklonalisantitestbdl és a C szakaszok a megfe-
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lel6 human antitestekbdl szarmaznak. A kapott kiméra
antitest tartalmazza az eredeti egérantitest dsszes V
doménjét, és varhatdlag ugyanolyan specificitassal ko-
tddik az antigénhez, mint az eredeti egérantitest. Ezen
tulmenden a kiméra antitestekben a nem human erede-
tii proteinszekvencia %-os mennyisége kisebb, és ezért
virhatolag kevésbé immunogének, mint az eredeti egér-
antitest. Noha a kiméra antitestek varhatolag jol kotéd-
nek antigénhez és kevésbé immunogének, még mindig
felléphet immunvalasz az egér V szakaszokkal szem-
ben [LoBuglio és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 42204224 (1989)].

Az egérantitestek humanizalasdnak masik médja
bonyolultabb, de jobban csokkenti az egérantitest po-
tencidlis immunogenicitasit. Ezen eljirds szerint az
egérantitest V szakaszaibdl a komplementaritést meg-
hatéroz6 szakaszokat (CDR-eket) a human V szaka-
szokhoz illesztik, ezéltal ,atformalt” human V szaka-
szokat alakitanak ki. Ezeket az 4tformdalt humén V sza-
kaszokat kapcsoljak azutan a human C szakaszokhoz.
A végsd, atformalt humén antitestben a nem human
proteinbdl szarmazé részeket csak ezek a CDR-ek je-
lentik. A CDR-ek erGsen variabilis proteinszekvenciak-
bol 4llnak. Nem mutatnak fajspecifikus szekvenciakat.
Ezen okok miatt az egér CDR-eket hordozo, atformalt
human antitest nem lehet er@sebben immunogén, mint
egy humén CDR-eket tartalmazo, természetes human
antitest.

A fentiekbdl lathato, hogy az atformalt humén anti-
testek véarhatolag gyogyaszati célokra megfelelnek, de
a human IL-6R elleni, 4tformélt humén antitestek nem
ismertek. Ezenkivill nem ismert olyan eljaras, amely
univerzélisan alkalmazhat6 lenne barmely specialis an-
titest esetén atformalt human antitestek el8allitaséra.
Ezért egy specilis antigén elleni, teljesen aktiv atfor-
maélt human antitest elGallitasira kiilonboz8 eszkozdk
sziikségesek. Noha a human IL—6R elleni egér-mono-
klonalisantitestek koziil a PM1-et és MT18-at mér el34l-
litottdk (2189420 szdmu japan szabadalmi leiras), és
sajat munkank soran is eldallitottunk human IL—6R el-
leni egér-monoklonalisantitesteket (az AUK12—20-at,
AUK64-7-et és AUK146—15-6t), nem ismeriink olyan
publikaciot, amelyben human IL—6R elleni 4tformalt
human antitestek eléallitisat ismertetnék.

Azt talaltuk, hogy ha a human IL-6R elleni egér-
monoklondlisantitesteket egy huméan mieléma-sejtvo-
nallal transzplantalt csupasz egerekbe injektaltuk, a tu-
mor ndvekedése jelentGsen csokkent. Ebbdl arra kovet-
keztettiink, hogy az antihuman IL—6 receptorantitest
gyogyszerként mieldma kezelésére alkalmas lehet.

A talalmany célja a humén IL—6R elleni, kevésbé
immunogén antitest eldallitdsa volt. Ennek megfelels-
en a talalmany targyat a human IL—6R elleni, atformalt
humén antitestek képezik. A talalmany targyat képezik
tovabbé a huméan/egér kiméra antitestek is, amelyek az
atformalt human antitest szerkesztése soran alkalmazha-
tok. A taldlmény targyat képezi ezenkiviil az atformalt
human antitest egy része, valamint az atformalt human
antitest és annak egy része, és a kiméra antitest eléallita-
sara szolgald expresszios rendszerek is.
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Kozelebbrdl, a talailmény a humdn IL—-6R elleni
egér-monoklondlisantitest L lancdnak V szakaszara, és
a humén IL-6R elleni egér-monoklonalisantitest H 1an-
canak V szakaszara vonatkozik.

A taldlmény tovabba a humén IL—-6R elleni kiméra
antitestre vonatkozik, amely magaban foglal
1) egy, az IL—6R elleni humén L lanc C szakaszat és

egy egér-monoklonalisantitest L lanc V szakaszat

tartalmaz6 L lancot; és

2) egy, a huméan IL—6R elleni human H lanc C szaka-
szt és egy egér-monoklonalisantitest H lanc V sza-
kaszat tartalmazd H lancot.

A taldlmany targyat képezik tovabba a human IL—6R
elleni egér-monoklonélisantitestek L lanc V szakaszanak
CDR-jei; és a human IL—6R elleni egér-monoklonalis-
antitestek H lanc V szakaszdnak CDR-jei.

A talalmény targyét képezi tovabba a humén IL-6R
elleni antitest atformalt humén L lanc V szakasza, amely
tartalmazza
(1) egy humén L lanc V szakaszanak keretrégioit (FR-

jeit), és
(2) 2 human IL-6R elleni, egér-monoklonalisantitest L

lanc V szakaszanak CDR-jeit;

valamint a human [L-6R elleni antitest atformalt
humén H lanc V szakasza, amely tartalmazza
(1) egy human H lanc V szakaszénak FR-jeit, és
(2) egy humén IL—6R elleni egér-monoklonalisantitest

H lanc V szakaszanak CDR-jeit.

A talalmény targya tovabba a human LL—6R elleni
antitest 4tformalt humén L ldnca, amely tartalmaz
(1) egy human L lanc C szakaszt; és
(2) human FR-eket és a human LL-6R elleni egér-

monoklondlisantitest CDR-eket tartalmazd L lanc

V szakaszt;

valamint a huméan LL—6R elleni antitest atformalt
humdn H lanca, amely tartalmaz
(1) egy human H lanc C szakaszt és
(2) humén FR-eket és a human LL—6R elleni, egér-

monoklonalisantitest CDR-eket tartalmazé H lanc

V szakaszt.

A taldlmany targyat képezi tovdbb4 a humén IL-6R
elleni, atformalt humén antitest, amely tartalmaz
(A) egy L lancot, amely

(1) egy human L lanc C szakaszt; és

(2) humén L lanc FR-eket és a human LL—6R elle-

ni egér-monoklonalisantitest L lanc CDR-eket
tartalmazo6 L lanc V szakaszt foglal magaban, és
(B) egy H lancot, amely
(1) egy human H lanc C szakaszt; és
(2) humén H lanc FR-eket és a human LL—6R elle-
ni, egér-monoklonalisantitest H lanc CDR-eket
tartalmazé H lanc V szakaszt foglal magéban.

A talalmany targyat képezik tovabba a fenti antitest
polipeptideket vagy azok egy részét kodolé DNS-ek is.

A talalmény tovabbd vektorokra vonatkozik, példaul
a fenti DNS-eket tartalmazo6 expresszios vektorokra.

A taldlmany targyat képezik tovabba a fenti vekto-
rokkal transzformalt vagy transzfektalt gazdasejtek is.

A taldlméany targyat képezi ezenkiviill a human
IL—6R elleni kiméra antitestek eldallitasara szolgalé el-
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jarés, valamint a humén IL—6R elleni atformalt human
antitest el§allitasara szolgald eljaras is.

A leiras abrait roviden az alabbiakban ismertetjiik.

Az 1. dbra human citomegalovirus (HCMV) promo-
terer8sité rendszert tartalmazé expressziés vektorokat
mutat be, amelyek a talalméany szerinti antitestpeptidek
expresszalasara alkalmazhatok.

A 2. dbra grafikusan szemlélteti a talalmény szerinti
AUK12-20 kiméra antitest humén IL—6R-hoz vald k-
todési képességének ELISA-vizsgélati eredményeit.

A 3. dbra grafikusan szemlélteti a taldlmany szerinti
AUKI12-20 kiméra antitest IL—6 human IL—6R-hez
valé kotddését gatlo képességének vizsgalati eredmé-
nyeit.

A 4. 4bra grafikusan szemlélteti a talAlmany szerinti
PM1la és PMI1b kiméra antitestek human IL—6R-hoz
val6 kotddésének ELISA-vizsgalati eredményeit.

Az 5. dbra grafikusan szemlélteti a talAlmény szerinti
PM1a és PM1b kiméra antitestek IL—6 human IL—6R-
hoz val6 kotddését gatlé képességének ELISA-vizsgélati
eredményeit.

A 6. dbra az atformalt human PM1 H linc V sza-
kasz els6 valtozatdnak szerkesztését bemutaté diagram.

A 7. dbra az atformalt humén PM1 L lanc V szakasz
elsd véltozatinak szerkesztését bemutatd diagram.,

A 8. dbra szemlélteti a HEF—12h~gtl expresszios
plazmid konstrualdsara szolgdlé eljarast, amely humaén
la novekedési faktor (HEF-1a) promotererdsits rend-
szert tartalmaz és H lanc expresszalasara alkalmas.

A 9. dbra szemlélteti a HEF—-12k—gk expresszids
plazmid konstrualasara szolgalo eljarast, amely HEF—1a
promotererdsits rendszert tartalmaz, és L lanc expressza-
lasara alkalmas.

A 10. ébra szemlélteti a DHFR-PMh-gtl exp-
resszios plazmid konstrualdsara szolgalo eljarast, amely
HCMYV promotererdsitd rendszert és megsokszorozashoz
egy hidnyos SV40 promotererdsit szekvenciahoz kotott
dihidrofolat-reduktaz (dhfr) gént tartalmaz, és H lanc
expresszaldsara alkalmas.

A 11. abra szemlélteti a DHFR-E-RVh-PM1-f
expreszszios plazmid konstruldsara szolgald eljarast,
amely EFlo promotererdsitd rendszert és megsokszoro-
zashoz egy hianyos SV40 promotererdsit§ szekvencia-
hoz kétott dhfr gént tartalmaz, és H lanc expressza-
laséra alkalmas.

A 12. dbra grafikusan mutatja az dtformalt humén
PMI L lanc V szakasz (a), illetve (b) valtozatanak k5tG3-
dési képességét a human IL—6R-hoz.

A 13. dbra grafikusan mutatja az 4tformalt human
PM1 H lanc V szakasz (f) véltozatinak + az atformalt
PM1 L lanc V szakasz (a) valtozatanak k&t6dési képes-
ségét a human IL—6R-hoz.

A 14. 4bra grafikusan mutatja az 4tformalt human
PMI H lanc V szakasz (f) valtozatanak + az atformalt
PMI1 L linc V szakasz (a) véltozatanak IL—6 human
IL.—6R-hoz valo kot6dését gatlo képességét.

A 15. dbra mutatja a human EF1-a promoterer§sits
rendszert tartalmazé HEF-V|—gk és HEF-Vy—grl
expresszios plazmidokat, amelyek L lanc, illetve H lanc
expresszalasara alkalmasak.
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A 16. dbra az atformalt humén AUK12—-20 antitest
L léncanak V szakaszat kodolé DNS szerkesztésére
szolgalo eljarast mutatja.

A 17. abra grafikusan mutatja egy atformalt human
AUKI12-20 antitest L lanc V szakaszanak human
IL-6R-hoz valé kotddési képességét ELISA-vizsgilat-
tal. Az dbrédn a ,,standard AUK12-20 (kiméra)” a CHO
sejtek altal termelt, és nagy mennyiségben tisztitott
AUK12-20 kiméra antitestet jelenti.

A 18. abra grafikusan mutatja egy atformalt human
AUKI12-20 antitest [L lanc (a) valtozat + H lanc (b)
valtozat] humin IL—-6R-hoz val6 két6dési képességé-
nek ELISA-vizsgélati eredményeit.

A 19. dbra grafikusan mutatja egy 4tformalt humén
AUK12-20 antitest [L lanc (a) véltozat + H lanc (d)
valtozat] human IL—6R-hoz valo kot6dési képességé-
nek ELISA-vizsgalattal kapott eredményeit.

A 20. 4bra egy atformalt huméan sle1220H antitest
H lanc V szakasz kémiai szintézisét szemlélteti.

A 21. 4bra grafikusan mutatja egy atformalt human
sle1220 antitest [L lanc (a) valtozat + H lanc (a) vélto-
zat] IL-6 humén IL-6R-hoz val6 kot6dését gatlo ké-
pességének ELISA-vizsgalati eredményeit.

A 22. abra grafikusan mutatja egy 4tformalt humén
sle1220 antitest [L lanc (a) valtozat + H lanc (b) valto-
zat] IL—6 humén IL-6R-hoz vald kétddését gatld ké-
pességének ELISA-vizsgélati eredményeit.

A 23. dbra grafikusan mutatja egy atformalt human
sle1220 antitest [L lanc (a) véltozat + H lanc (c) vélto-
zat] IL—6 humén IL-6R-hoz vald kotddését gatld ké-
pességének ELISA-vizsgélati eredményeit.

A 24, 4bra grafikusan mutatja egy atformalt human
sle1220 antitest [L lanc (a) véltozat + H lanc (d) valto-
zat] IL-6 humén IL-6R-hoz val6 kot6dését gatld ké-
pességének ELISA-vizsgalati eredményeit.

A talalmany eldnyds megvalositasi modjait alabbiak-
ban ismertetjiik.

Egér V régickat kédolo DNS klonozdsa

A humian IL-6R elleni egér-monoklonélisantitest V
szakaszait kodolé DNS klonozéaséra génforrasként meg
kell szerkeszteni egy, a humén IL-6R elleni monoklo-
ndlis antitestet termel8 hibriddmat. Ami a fenti hibri-
domat illeti, a 2—189420 szdmu japan szabadalmi leiras
ismertet egy PM1 monoklonalis antitestet termeld PM1
egér hibridomat, és annak tulajdonsagait. Az alabbi 1. és
2. referenciapéldakban leirjuk a PM1 hibridéma eldallita-
sdra szolgalo eljarast. Megszerkesztettikk az AUK12--20,
AUK64~-7 és AUK146-15 hibridomat, amelyek mind-
egyike humdn IL—6R elleni egér-monoklonalisantitestet
termel. A fenti hibridomak el6allitaséra szolgdlo eljarast
a 3. referenciapéldaban ismertetjiik.

Az egér-monoklonalisantitest V szakaszait kodolé
kivant DNS-ek klonozasara a hibridémasejteket homo-
genizédljuk, és ismert modon kinyerjiik az dsszes RNS-t
[Chirgwin és munkatarsai, Biochemistry /8, 5294
(1977)]. Ezutén ezt az 6sszes RNS-t alkalmazzuk egy-
szali cDNS-ek szintetizdldsara J. W. Larrick és munka-
tarsai modszere szerint [Biotechnology 7, 934 (1989)].

Ezt kévetSen a cDNS valamely relevéns részét speci-
fikusan megsokszorozzuk polimeriz-lancreakcids mod-
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szer (PCR) alkalmazésaval. Valamely egér-monoklona-
lisantitest kappa tipusa L lanca V régijanak megsokszo-
rozasara 5’-terminélis primerként 11 oligonukleotid pri-
mert [Egér Kappa Variabilis (Mouse Kappa Variable);
MKV: 1-11. szdmu szekvencia), és 3’-terminalis pri-
merként 1 oligonukleotid primert [Egér Kappa Konstans
(Mouse Kappa Constant); MKC: 12. szamu szekven-
cia] alkalmaztunk. Az MKV primerek az egér kappa ti-
pust L lanca szignalszekvenciajat kodold DNS-szekven-
ciaval hibridizalnak, és az MKC primer az egér kappa ti-
pust L ldnca konstans szakaszat kodolé DNS-szekven-
ciaval hibridizal. Az egér-monoklonalisantitest H lanca
V szakaszénak megsokszorozasara 5’-terminalis primer-
ként 10 oligonukleotid primert [Egér Nehéz Varisbilis
(Mouse Heavy Variable); MHV: 13-22. szdmu szek-
vencia], 3’-termindlis primerként 1 oligonukleotid pri-
mert [Egér Nehéz Konstans (Mouse Heavy Constant);
MHC: 23. szamu szekvencia] alkalmaztunk.

Megjegyezziik, hogy az 5’-terminalis primerek 5°-
végiik kozelében a GTCGAC nukleotidszekvenciat tar-
talmazzak, amely egy Sall restrikcios endonukleaz hasi-
tasi helyet biztosit; és a 3’-terminalis primer 5°-vége ko-
zelében a CCCGGG nukleotidszekvenciat tartalmazza,
amely egy Xmal restrikciés endonukledz hasitasi helyet
biztosit. Ezeket a restrikcios endonukledz hasitasi helye-
ket alkalmazzuk a variabilis szakaszt kédol6 DNS-frag-
mensek klonozovektorokba valé szubklénozasihoz.

A kovetkezd 1épésben a sokszorozassal kapott ter-
méket Sall €s Xmal restrikcios enzimmel hasitjuk, igy
egy egér-monoklonalisantitest kivant V szakaszat kddo-
16 DNS-fragmenst kapunk. Masrészrél egy megfelels
klénozdvektort, példdul a pUC19 plazmidot ugyanaz-
zal a Sall és Xmal restrikcios enzimmel hasitjuk, és a
fenti DNS-fragmenst a hasitott pUC19-cel ligaljuk, igy
olyan plazmidot kapunk, amely egy egér-monoklona-
lisantitest kivant V szakaszit kodolo DNS-fragmenst
tartalmaz.

A klonozott DNS-szekvencidjanak meghatarozasat
szokdsos modon végezhetjiik.

A kivant DNS klénozasit, és szekvencidjanak meg-
hatarozasat részletesen ismertetjiik az 1-3. példaban.

Komplementaritast meghatdrozo szakaszok

(CDR-ek)

A talalmény vonatkozik a taldlmany szerinti V sza-
kaszok hipervariabilis vagy komplementaritdst megha-
taroz6 szakaszaira (CDR-ekre) is, vagyis az egyes L és
H lancparok V doménjeire az antigénkotd helyrsl. Az
L ¢s H lancon 1év6 domének dltalanos szerkezete azo-
nos, minden egyes domén négy keretszakaszt (FR) tar-
talmaz, amelyek szekvencidja viszonylag meg6rz3dik,
és ezeket hdrom CDR kapcsolja 6ssze (lasd Kabat E.
A., WuT. T,, Bilofsky H., Reid-Miller M. és Perry H.,
»Sequences of Proteins of Immunological Interest”,
US Dept. Health and Human Services (1983)]. A négy
FR nagyrészt B-lapkonformaciot vesz fel, és a CDR-ek
az FR-eket dsszeko6tS hurkokat képeznek, és bizonyos
esetekben a B-lapszerkezet részét képezik. Az FR-ek 4l-
tal szorosan Osszetartott CDR-ek a masik domén CDR-
Jeivel egyiitt résztvesznek az antigénkotd hely kialakita-
saban. A CDR-eket a 4. példdban ismertetjiik.
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Kiméra antitestek szerkesztése

A humian IL—6R elleni antitest atformalt human V
szakaszainak megtervezése el8tt be kell bizonyitani,
hogy az alkalmazand6 CDR-ek valéban miikodéképes
antigénkot§ szakaszt képeznek. Ezen célbol kiméra anti-
testeket szerkesztettiink. Ezenkiviil az 1. és 2. példa sze-
rinti négy egér-monoklonélisantitest klénozott DNS-ei-
nek nukleotidszekvenciajabol varhaté egér anti-humén
IL-6R V szakaszok aminosavszekvencidit dsszehasonli-
tottuk egymassal és az ismert egér és human antitestek V
szakaszaival. Mind a négy egér-monoklonalisantitest ese-
tén egy sorozat tipikus, funkcionélis egér L és H lanc V
szakaszt klonoztunk. A négy egér antii-IL—6R antitest
koziil azonban mindegyik viszonylag egyedi V sza-
kasszal rendelkezett. A négy antitest egymésnak nem
egyszer(, kismértékben eltérd variansa volt. A klonozott
egérszakaszok alkalmazaséval négy kiméra anti-IL—6R-t
szerkesztettiink.

A kiméra antitest szerkesztésének alapeljarasa ab-
bol all, hogy 6sszekapcsoljuk a PCR-klénozott cDNS-
ekben talalhato egér szignal- és V szakasz szekvencia-
kat az emlGssejt-expressziosvektorokban mér jelen
1év6, humén C szakaszt kddold szekvencidval. Egy ki-
méra antitest szerkesztését a fenti négy monoklonalis
antitest koziil az AUK12-20 monoklonalis antitestbél
az 5. példaban ismertetjiik.

Kiméra antitest szerkesztését a PM1 monoklonalis
antitestb6l a 6. példaban ismertetjilk. Az egér PM1
kappa tipusit L lanc szignalszekvenciat és V szakaszt
kédold cDNS-t a humén kappa tipusi C szakaszt kodo-
16, genomialis DNS-t tartalmazé expresszids vektorba
szubklonozzuk PCR-mddszerrel. Az egér PM1 H lanc
szignalszekvenciat és V szakaszokat kédolé ¢cDNS-t a
humén gamma-I-tipusit C szakaszt kodolé genomialis
DNS-t tartalmazé expresszios vektorba szubklonozzuk
PCR-modszerrel. Specialisan tervezett PCR primereket
alkalmazva az egér PM1 V szakaszt kédolé cDNS 5°-
€s 3’-végét Gigy modositjuk, hogy (1) azok expresszids
vektorokba konnyen inszertalhatok legyenek, és (2)
azok a fenti expressziés vektorokban megfeleléen mii-
kodjenek. A PCR-modositott egér PM1 V szakaszokat
ezutan a kivant human C szakaszokat mér tartalmazd
HCMV expresszios vektorokba inszertaljuk (1. 4bra).
Ezek a vektorok szamos eml8ssejtvonalban alkalmasak
genetikailag modositott antitestek atmeneti vagy stabil
expresszidjara.

Azonkiviil, hogy szerkesztettiink egy olyan kiméra
PMI antitestet, amelynek V szakaszai azonosak az egér
PM1 antitest V szakaszaival [(a) valtozat], egy masik ki-
méra PM1 antitestet is szerkesztettiink [(b) valtozat].
A PM1 kiméra antitest (b) valtozatdban az L lanc V sza-
kaszanak 107. helyzetli aminosavjat aszparaginrol li-
zinre cseréltik. Az egér PM1 antitestb3l szdrmazo L
lanc V szakaszat mas egér L lanc V szakaszokkal 6ssze-
hasonlitva azt taldltuk, hogy a 107-es helyzetben szokat-
lan az aszparagin jelenléte. Az egér kappa tipusii L lanc
V szakaszokban leggyakoribb aminosav 107-es helyzet-
ben a lizin. Annak érdekében, hogy kiértékeljiik annak je-
lentéségét, hogy az egér PM1 antitest L lanc V szakasza-
ban 107-es helyzetben egy szokatlan aminosav, aszpa-
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ragin van, a 107-es helyzet(i aminosavat a tipikus amino-
savra, vagyis lizinre cseréltik. Ezt a cserét PCR-mutage-
nezis médszerrel értiik el [Kamman M. és munkatérsai,
Nucl. Acids Res. 17, 5404 (1989)], amellyel végrehajtot-
tuk az L lanc V szakaszt kddold DNS-szekvencidban a
sziikséges véltoztatisokat.

A kiméra PM1 antitest (a) valtozata rendelkezik a
humén IL-6R-hoz valé kotédési aktivitassal. A kiméra
PM1 antitest (b) valtozata is kotGdik a huméan IL—6R-
hoz, ugyanigy, mint az (a) véltozat. Hasonlé modon
két mdsik monoklonalis antitestb8l, az AUK64—7-bdl
és az AUK146-15-bdl is szerkesztettiink kiméra anti-
testeket. Mind a négy kiméra antitest jol kotédott a hu-
man IL-6R-hoz, ezéltal a funkcié vizsgalataval igazol-
tuk, hogy a helyes egér V szakaszokat klénoztuk és
szekvenaltuk.

A négy egér anti-IL-6R antitest koziil a PM1 anti-
testet valasztottuk els6ként a human IL—6R elleni 4tfor-
mélt human antitest megtervezésére és szerkesztésére.
Az egér PM1 antitestet fleg az egér anti-IL—6R anti-
testek csupasz egérbe transzplantdlt human mieléma
tumorsejtekre kifejtett hatisanak vizsgalati eredményei
alapjan valasztottuk ki a fenti célra. A négy egér anti-
IL—6R antitest koziil a PM1 antitest mutatta a legerd-
sebb tumorsejt elleni aktivitast.

PM1 egér monoklondlis antitestb6l szarmazd V sza-

kaszok ésszehasonlitasa ismert egér és humdn anti-

testekbdl szarmazo V szakaszokkal

Olyan atformalt human antitest szerkesztésére,
amelyben egy egér-monoklonélisantitest CDR-jei van-
nak egy human monoklonalis antitestbe illesztve, nagy-
mértékli homologia kivanatos az egér-monoklonalisan-
titest FR-jei és a human monoklonélis antitest FR-jei
kozott. Ezért az egér PM1 antitestbd] szarmazo L és H
lancok V szakaszainak aminosavszekvencidit az QWL
(vagy Leeds) proteinszekvencia-adatbazisbdl ismert
Osszes ismert humén és egér V szakasz szekvenciijaval
Osszehasonlitottuk.

Az egérantitest V szakaszat tekintve a PM1 antitest L
linc V szakasza a legnagyobb mértékben a musigkcko
egérantitest L lanc V szakaszahoz hasonlitott [Chen H.
T. és munkatarsai, J. Biol. Chem. 262, 13 57913 583
(1987)], a homologia 93,5% volt. A PM1 antitest H lanc
V szakasza a legnagyobb mértékben a musigvhr2 egéran-
titest H lanc V szakaszahoz hasonlitott [Grant F. J. és
murnkatarsai, Nucl. Acids Res. 75, 5496 (1987)], a homo-
16gia 84,0% volt. Az egér PM1 V szakaszok nagy %-ban
analdgnak bizonyultak az ismert egér V szakaszokkal, je-
lezvén, hogy a PM1 V szakaszok tipikus egér V szaka-
szok. Ez tovabbi kozvetett bizonyitékot jelent arra, hogy
a klénozott DNS-szekvenciak helyesek. Az L lancok V
szakaszai kozott altaldban nagyobb a %-os azonossag,
mint a H lancok V szakaszai kdzott. Bz valésziniileg an-
nak kdszénhetd, hogy éltaldban kisebb mértéki eltérés fi-
gvelhetd meg az L-ldnc V szakaszokban, mint a H-lanc
V szakaszokban.

A humén antitestekbdl szarmazé V szakaszokat te-
kintve a PM1 antitest L lanc V szakasza a legnagyobb
mértékben a klhure (REI-ként is ismert) humén antitest
L lénc V szakaszahoz hasonlitott [Palm W. és munka-
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tarsai, Physiol. Chem. 356, 167-191 (1975)], a homo-
logia 72,2% volt. A PM1 antitest H lanc V szakasza a
legnagyobb mértékben a humighvap (VAP) humén anti-
test H lanc V szakaszahoz hasonlitott [Schroeder H. W.
és munkatérsai, Science 238, 791-793 (1987)], a homo-
logia 71,8% volt. A humén V szakaszokkal vald dssze-
hasonlitds a legfontosabb ahhoz, hogy megtervezhes-
siik az atformalt humén antitesteket az egér PM1 anti-
testb8l. A humén V szakaszokkal valé %-o0s azonossig
kisebb, mint az egér V szakaszokkal valé %-os azonos-
sag. Ez kozvetett bizonyitékat jelenti annak, hogy az
egér PM1 V szakaszok valdban egér V szakaszokhoz,
és nem human V szakaszokhoz hasonlitanak. Ez a bizo-
nyiték azt is jelenti, hogy legjobb lenne az egér PM1 V
szakaszokat humanizalni, hogy humén betegek esetén
az immunogenicitas problémajat kikiiszsboljiik.

A PM1 egérantitestbd] szarmazd V szakaszokat a
humén V szakasz kiilénbdz6 alcsoportjaira Kabat E. A.
és munkatarsai altal definidlt konszenzusszekvenciak-
kal [Sequences of Proteins of Immunological Interest,
4. kiadas, U. S. Department of Health and Human
Services, U. S. Government Printing Office (1987)] is
osszehasonlitottuk. Az eredményeket az 1. tdblazatban
ismertetjiik.

1. tablazat
Egér PM1 V szakaszokbol szarmazo FR-ek és human
V szakaszok kiilonboz6 alcsoportjainak konszenzus-
szekvencidibol! szarmazd FR-ek %-os azonossiga

A. L lanc V szakaszaiban 1év6 FR-ek
HSGI HSGII HSGIII HSGIV
70,1 53,3 60,7 59,8
B. H lanc V szakaszaiban 1év8 FR-ek
HSGI HSGII HSGIII
44,1 52,9 49,2

! A konszenzusszekvenciikat a human V szakaszok alcsoportjaibdl
vettlik, Kabat ¢s munkatarsai (1987) leirasa szerint.

Az egér PM1 L lanc V szakaszbol szarmazé FR-ek
a humén L lanc V szakaszainak L. alcsoportjara defini-
alt konszenzusszekvenciabdl (HSGI) szarmazé FR-ek-
hez hasonlitottak leginkabb, az azonossag 70,1% volt.
Az egér PM1 H lanc V szakaszbol szdrmazé FR-ek
a human H lanc V szakaszainak II. alcsoportjara defi-
nidlt konszenzusszekvenciabol (HSGII) szdrmazé FR-
ekhez hasonlitottak leginkabb, az azonossdg 52,9%
volt. Ezek az eredmények alatimasztjik az ismert hu-
man antitestekkel valé Osszehasonlitidsbél szdrmazéd
eredményeket. A human REI L lanc V szakasza a hu-
man L lanc V szakaszok I. alcsoportjdhoz, és a humén
VAP H lanc V szakasza a human H ldnc V szakaszok
II. alcsoportjahoz tartozik.

A humadn antitestek V szakaszaival val6 fenti dssze-
hasonlitasokbol lehetGség nyilik olyan humin V szaka-
szok szelektdlasara, amelyek alapjat képezik az atfor-
malt human PM1 V szakaszok tervezésének. Legeld-
nydsebb lenne az I. alcsoporthoz (SGI) tartozé human L
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lanc V szakaszt alkalmazni az atformalt humén PM1 L
lanc V szakasz tervezésére, és a II. alcsoporthoz (SGIT)
lartoz6 humén H lanc V szakaszt alkalmazni az atfor-
maélt humén PM1 H lanc V szakasz tervezéséhez.

Atformalt human PM1 variabilis szakaszok

tervezése

Az itformalt human PM1 V szakaszok tervezésének
els6 1épéseként olyan humén V szakaszokat szelektal-
tunk, amelyek a tervezés alapjat képezhetik. Az egér
PMI L lanc V szakaszban 1év6 FR-ek legjobban az I. al-
csoporthoz tartozé humén L lanc V szakaszok FR-jei-
hez hasonlitottak (1. tiblazat). Amint fent emlitettiik, az
egér PM1 L lanc V szakaszt ismert human L lanc V sza-
kaszokkal 6sszehasonlitva az legjobban a REI human L
lanc V szakaszhoz, a humén L lanc V szakaszok 1. al-
csoportjanak egyik tagjdhoz hasonlitott. Az atformalt
human PM1 L lanc V szakaszok tervezésében a REI-
bél szadrmazé FR-eket alkalmaztuk. Ezenkiviil REI
FR-eket alkalmaztunk kiindulasi anyagként az atfor-
mélt humén PM1 L lanc V szakasz szerkesztésére is.

A fenti REI-alapi human FR-ekben 6t eltérés volt
az eredeti human REI-ben 1év6 FR-ektdl (a 39-es, 71-
es, 104-es, 105-6s és 107-es helyzetben Kabat és mun-
katarsai (1987) szerint, 14sd 2. tiblazatot). Az FR4-ben
1év6 hérom eltérés (104-es, 105-6s és 107-es helyzet-
ben) egy masik human, kappa tipust L lancbél szarma-
z0 J szakaszon alapult, ezért nem jelentett eltérést a hu-
mantol [Riechmann L. és munkatarsai, Nature 322,
21-25 (1988)]. A 39-es és 71-es helyzetben 1év6 két el-
téreés a patkdny CAMPATH-1 L lanc V szakasz FR-
jeiben talalt aminosavakhoz jelentett visszatérést.

Az atformalt human PM1 L lanc V szakasz két val-
tozatat terveztilk meg. Az els6 valtozatban [(a) valto-
zat] a human FR-ek azonosak voltak az atformalt hu-
man CAMPATH-1H-ban (Riechmann és munkatérsai,
1988) 1év6, REI-alap FR-ekkel, és az egér CDR-ek
azonosak voltak az egér PM1 L lanc V szakaszban 1év3
CDR-ekkel. A méasodik valtozat [(b) véltozat] az (a) val-
tozattal azonos, egyetlen aminosaveltérésté! eltekintve
a humdn FR3 71-es helyzetében. A 71-es helyzetii ma-
radék az L lanc V szakasz CDR1-jére Chothia és mun-
katarsai [J. Mol. Biol. 796, 901917 (1987)] altal defi-
nialt kanonikus szerkezet része. Az ebben a helyzetben
lévé aminosav varhatdlag kozvetlen befolyéssal bir az
L. lanc V szakasz CDRI1 hurokjanak szerkezetére, és
ezért befolyasolhatja az antigénkot8dést. Az egér
PMI L linc V szakaszéban a 71-es helyzetben tirozin
van. Az atformalt human PM1 L lanc V szakasz (a) val-
tozatdnak megtervezésében alkalmazott, médositott
REI FR-ekben a 71-es helyzetben fenil-alanin talal-
hatd. Az atformalt human PM1 L lanc V szakasz (b)
valtozataban a 71-es helyzeti fenil-alanint tirozinra cse-
réltiik, amint az az egér PM1 L lanc V szakaszéban ta-
lalhatd. A 2. tablazatban lathat6 az egér PM1 L lanc V
szakasz aminosavszekvencidja, a REI FR-ek aminosav-
szekvencidja, az atformélt human CAMPATH- 1H anti-
testben valé alkalmazasra médositott forméban (Riech-
mann és munkatarsai, 1988) és az 4tformalt humén
PMI L lanc V szakasz két valtozatdnak aminosavszek-
vencigja.
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2. tablazat
Atformalt human pM1 L lanc V szakasz két valtozatanak tervezése

FR1 CDR1
S § 2 3
12345678901234567890123 45678901234
V. PM-1 DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISC RASQDISSYLN
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RVia DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQDISSYLN
Rv‘.b ——————————————————————————————————
FR2 CDR2
4 5
567890123456789 0123456
Vi PM-1 WYQQKPDGTIKLLIY YTSRLHS
REI WYQQKPGKAPKLLIY
RV,a WYQQKPGKAPKLLIY YTSRLHS
RVD  mmmmmmmmmmmmmem meeeeee
FR3 CDR3
6 7 8 9
78901234567890123456789012345678 901234567
2z
V. PM-1 GVPSRFSGSGSGTDYSLTINNLEQEDIATYFC QQGNTLPYT
REI GVPSRFSGSGSGTDETFTISSLQPEDIATYYC
RV:ia GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYC QQGNTLPYT
11045 S Yommmmmmmemmmmeee eemeceee
FR4
10
8901234567
V. PM-1 FGGGTKLEIN
REI FGQGTKVEIK
RV,a FGQGTKVEIK
Rva ---------

Megjegyzés: a REl-re megadott FR-ek azok, amelyek az atformalt human CAMPATH-1H antitestben taldlhatok (Riechmann és munkatarsai,
1988). Az 6t alahfizott aminosavmaradék a REI FR-ekben azok, amelyek kiilonboznek a humén REI aminosavszekvenciatol [Palm és munkatérsai,

1975; Epp és munkatarsai, Biochemistry 74, 49434952 (1975)].

Az egér PM1 H lanc V szakaszéban 1év6 FR-ek leg-
jobban a I1. alcsoportba tartozé humén H ldnc V szaka-
szok FR-jeihez hasonlitottak (1. tablazat). Mint fent em-
litettiik, az egér PM1 H lanc V szakasz ismert humén H
lanc V szakaszokkal valé dsszehasonlitisakor az legjob- 55
ban a VAP human H lanc V szakaszhoz, a huméin H
lanc V szakaszok II. alcsoportjanak egyik tagjahoz ha-
sonlitott. Az atformélt human PM1 H lanc V szakasz
szerkesztésére kiindulasi anyagként, és az atformalt hu-
man PM1 H linc V szakasz tervezésére alapként a 60

NEW humén H lanc V szakaszban, a human H lanc V
szakaszok II. alcsoportjanak egy maésik tagjaban levd
FR-eket kodolo DNS-szekvenciakat alkalmaztuk.

Az 4tformélt human PM1 H lanc V szakasz hat vél-
tozatat terveztilkk meg. Mind a hat véltozatban a human
FR-ek az atformalt human CAMPATH-1H-ban
(Riechmann és munkatarsai, 1988) jelen 1év6 NEW
FR-eken alapultak és az egér CDR-ek az egér PM1 H
lanc V szakaszban 1évé CDR-ekkel azonosak vol-
tak. Hét aminosavmaradékot azonositottunk a human
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FR-ekben (1-es, 27-es, 28-as, 29-es, 30-as és 71-es
helyzetben, lasd a 3. tiblazatatot), amelyek lehetséges
gatlo hatdssal lehetnek az antigén kotédésére. Az egér
PM1 V szakaszok modelljében a H ldnc V szakasz

nak részét képezi [Chothia, 1987)]. A 48-as helyzetii
maradékot az egér PM1 V szakaszban mint betemetett
maradékot észlelték. A betemetett maradék valtozasai
szétrombolhatjak a V szakasz teljes szerkezetét és an-

l1-es helyzetli aminosavmaradéka feliileti maradék, 5 nak antigén kotShelyét. A 71-es helyzetil maradék a
amely a CDR-hurok koézelében helyezkedik el. A 27- H-lanc V szakasz CDR2-re Chothia és munkatarsai
es, 28-as, 29-es és 30-as helyzetli maradék vagy a H (1987) altal definialt kanonikus szerkezet részét képe-
lanc V szakasz CDR1-jére Chothia és munkatirsai zi. Az atformalt humén PM1 antitest hat valtozataban
[Nature 34, 877—883 (1989)] 4ltal definialt kanonikus az aminosavcserék kiilonb6z6 kombinacidi fordulnak
szerkezet része, és/vagy az egér PM1 V szakaszok mo- 10 €l6 a human NEW FR-ek fenti hét helyzetében (lasd
delljében a H lanc V szakasz els strukturalis hurokja- 3. tablazatot).
3. tablazat

Atformalt huméan PM1 H lanc V szakasz hat véaltozatinak tervezése

FR1 CDR1
1 2 3
1234567890123456789012345678530 123452
VgPM-1 DVQLQOESGPVLVKPSQSLSLTCTVTIGYSIT SDHAWS
NEW QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGSTFS
RVga QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGYTFT SDHAWS
RVgbh e e ¥--T = eeeeee
RVgC ) e L e e Y--T = e
RVgd = o Y--T = eee-ee
RVge D e Y--T = emeee-
RVgf e YSIT = ememee
FR2 CDR2
4 5 6
67890123456789 012%3456789012345
VgPM-1 WIRQFPGNKLEWMG YIS-YSGITTYNPSLKS
NEW WVRQPPGRGLEWIG
RVza WVRQPPGRGLEWIG YIS-YSGITTYNPSLKS
RVgb = —-emmccmmeeees e e
RVgE  ——mmmemmmmmmee e
RVgd —mememmmee o . G S
RVge = = —mmmmmmemeem Me e
RVgf = cmmmmmmmememce e
FR3
7 8 9
67890123456789012222345678901234
_ " ABC
VgPH~1 RISITRDTSKNQFFLQLNSVTTGDTSTYYCAR
NEW RVTMLVDTSKNQFPSLRLSSVTAADTAVYYCAR
RVga RVTMLVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCAR
RVgb ~  —===- Re—mmm o e e
RVge =—===- R--mmmmm e oo e
RVgd  =eeee Remmm oot e
_____ Rem—mmeme—m——— e — e — - ———
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3. tablazat (folytatds)

RVge
Rvgf
CDR3
10
5678900012
AB
VgPM-1 SLARTTAMDY
NEW
RVga SLARTTAMDY
RVgb -
RVge = e
RVge memmmemeeo
RVge = = +~eceeee———-
RVgf e

_____ Remomm e e e e cm e e e m

FR4
11
34567890123

WGQGTSVTIVSS
WGQGSLVTVSS
WGQGSLVTVSS

Megjegyzés: a NEW-ra megadott FR-¢k azok, amelyek az atformalt human CAMPATH - 1H antitest (Ricchmann és munkatarsai, 1988) elsé valto-

zatdban talalhatok.

Atformalt human PM1 V szakaszok szevkesztése

Az atformalt human PM1 els§ véltozatdban az L
lanc és H lanc V szakaszokat mind egy (j, PCR-en ala-
pulé eljarast alkalmazva szerkesztettilk meg. Lényegé-
ben az atformalt human V szakaszt kodolé plazmid
DNS-t — amely mar tartalmazza a megfelelé human FR-
eket — moédositottuk PCR-primereket alkalmazva a kiin-
dulasi atformalt human V szakaszban 1év6 CDR-ek egér
PM1 antitestbdl szarmazdé CDR-ekkel vald helyettesité-
sére. Az atformalt human PMI1 L lanc V szakasz szer-
kesztésére kiindulasi anyagként az atformélt humén
D1.3 L lanc V szakaszt tartalmaz6 DNS-plazmidot alkal-
maztuk. Az atformalt human D1.3 L lanc V szakaszt a
human REI L lanc V szakasziban 1évé FR-ek alapjan
szerkesztettiik meg. Az atformalt human PM1 H lanc V
szakasz szerkesztésére kiinduldsi anyagként az atfor-
malt human D1.3 H lanc V szakaszt tartalmazé DNS-
plazmidot alkalmaztuk. Az atformalt humén D1.3 H
lanc V szakaszt a human NEW H-lanc V szakaszban
1évé FR-ek alapjan szerkesztettilk meg [Verhoeyen M.
és munkatarsai, Science 239, 1534—1536 (1988))].

Miutan szelektaltuk a kivant human FR-eket tartal-
maz6 kiindulasi DNS-plazmidokat, PCR-primereket ter-
veztiink, amelyek képesek az egér PM1 CDR-ekkel he-
lyettesiteni az egér D1.3 CDR-eket. Mindegyik at-
formalt human PM1 V szakaszhoz harom, az egér
PMI1 CDR-eket kodolo DNS-szekvenciakat tartalmazé
primert és kettd, az atformalt human V szakaszt kodolo
teljes DNS-szekvenciat hatirolé primert terveztiink és
szintetizaltunk. Az 6t PCR-primert PCR-reakciok soro-
zatdban alkalmazva olyan PCR-terméket kaptunk,
amely a kiindulasi dtformalt human V szakaszban jelen
lévd FR-ekbdl és az egér PM1 V szakaszban jelen 1évé
CDR-ekbdl 4llt (lasd 7. példa, és 7. és 8. dbra). A PCR-
termékeket klonoztuk és szekvencidjanak meghataroza-
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saval bizonyitottuk, hogy az atformalt human PM1 L
lanc és H-lanc V szakasz (a) véltozatdnak teljes DNS-
szekvencidja a helyes aminosavszekvencit kodolja (55.
szamu szekvencia).

Az atformalt human PM1 V szakasz tobbi valtozatat
az ismert PCR-mutagenezis modszerek (Kamman és
munkatarsai, 1989) kis moddositisaival szerkesztettiik
meg. Amint azt az atformalt human PM1 V szakaszok
tervezésével kapcsolatban emlitettiik, az atformalt hu-
man PMI L lanc V szakaszra egy tovabbi véltozatot
[(b) valtozat], az atformalt humin PM1 H lanc V sza-
kaszra pedig tovabbi 6t véltozatot [(b), (c), (d), (¢), és
(), véltozat] szerkesztettiink. Ezek a tovabbi valtozatok
szamos kisebb modositast tartalmaznak az els@ valtozat-
hoz képest. Az aminosavszekvencidk fenti kisebb elté-
réseit PCR-mutagenezis alkalmazasaval értiik el, a
DNS-szekvencidkban kis valtoztatasokat végrehajtva.
A PCR-primereket uigy terveztiik, hogy azokkal a sziik-
séges valtoztatasokat idézziik el6 a DNS-szekvencia-
ban. A PCR-reakciok sorozatos lejatszatasa utdn a ka-
pott PCR-terméket kldnoztuk és szekvenciajat meghata-
roztuk annak bizonyitisara, hogy a DNS-szekvencia val-
tozasai a tervezett médon mentek végbe. Az atformalt
human PM1 antitest H lanc V szakasz (f) véltozatanak
szekvencidjat az 54. szamu szekvencia mutatja.

Miutan az atformalt human PM1 V szakaszok kii-
16nboz6 valtozatainak DNS-szekvencidjat szekvencia-
meghatarozassal igazoltuk, az atformalt human PM1 V
szakaszokat huméan C szakaszokat mar tartalmazé
emldssejt-expresszios vektorokba szubklonoztuk. Az 4t-
formalt human PM1 L lanc V szakaszokat a human
kappa C szakaszt kodolé6 DNS-szekvencidhoz kapcsol-
tuk. Az atformélt human PM1 H lanc V szakaszokat a
humén gamma-1 C szakaszt kédold DNS-szekvencia-
hoz kapcsoltuk. Az atformalt huméan PM1 antitestek na-
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gyobb koncentracidkban valo expresszidjanak biztosita-
sdra az 1. dbra szerinti HCMV expressziés vektorokat
ugy modositottuk, hogy a HCMV promoterfokozd sza-
kaszt a huméan novekedési faktor (HEF—lat) promoter-
ersitd szakaszaval helyettesitettiik (lasd 15. abra).

Ezutén az 4tformalt human L lanc (a) és (b) valtozat
Hlanc V szakasz (a) — (f) valtozataival val6 6sszes kom-
bindcidjat teszteltiik humén IL-6R-t kitd képességiik
szempontjabol, és azt tapasztaltuk, hogy az L lanc (a) val-
tozatat és H lanc (f) véltozatat tartalmazé 4tformalt hu-
man antitest ugyanolyan mértékben volt képes kotSdni
az IL—6R-hoz, mint a kiméra PM1 (a) (13. 4bra), amint
azt a 11. példaban részletesen ismertetjiik.

Az atformalt human PM1 V szakaszokat kodolé

DNS-szekvencidk modositasa az exresszio mértéké-

nek javitdsa céljabol

A cos sejtekben termelt, tformalt humén PM1 anti-
testek koncentracioit attekintve nyilvanvaldva valt,
hogy az atformalt human H lancok expresszidja mindig
mintegy 10-szer kisebb mértékii volt, mint a huméan L
lancok vagy a kiméra L vagy H lancok expresszidja.
Ugy tiint, hogy az atformélt humén H lanc V szakaszt
kodolé DNS-ben van a probléma, ami alacsony szintit
expressziot okoz. Annak megallapitasara, hogy a pro-
teinexpresszid alacsony szintje vajon a transzkripcié ala-
csony szintjének kovetkezménye-e, az atformalt human
PM1 L és H lancokat expresszald vektorokkal kotransz-
fektalt cos sejtekbdl preparaltuk az RNS-t. Az els6 szal
c¢DNS-t az egér PM1 V szakaszok PCR-klénozasara is-
mertetett modszerrel szintetizaltuk. Az atformalt humén
L vagy H lanc V szakaszokat kodolé6 DNS végeinek ha-
tarolasara tervezett PCR-primerek alkalmazasival a
cDNS-ekbdl PCR-termékeket allitottunk eld, amelyek
az atformalt human L lanc V szakasznak vagy az atfor-
malt human H lanc V szakasznak felelnek meg.

Az atformalt human L lanc V szakaszra két
PCR-terméket kaptunk, az egyik 408 bp hosszisagy,
amint az varhatd, a masik egy rovidebb, 299 bp hosszi-
sagi PCR-termék volt. A helyes méretdi PCR-termék
mintegy 90%-at tette ki a PCR-terméknek, és a rovidebb
PCR-termék mintegy 10%-at tette ki a teljes hozamnak.
Az atformalt human H lanc V szakaszra szintén két
PCR-terméket kaptunk, az egyik a vart 444 bp hossziisa-
gl, a mésik, rovidebb PCR-termék 370 bp hosszisign
volt. Ebben az esetben azonban a téves, rovidebb
PCR-termék tette ki az dsszes PCR-termék tilnyomo ré-
szét, mintegy 90%-at. A helyes méretli PCR-termék
csak mintegy 10%-at tette ki a PCR-termék teljes hoza-
manak. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az atfor-
malt human V szakaszokat kddold RNS-ek bizonyos ré-
sze deléciokat tartalmaz.

A tOrolt szekvencia meghatirozasara a rovidebb
PCR-termékeket klonoztuk, és meghataroztuk szekven-
cidjukat. A DNS-szekvencidkbol viligossa valt, hogy
mind az L, mind a H lanc V szakaszokbdl specifikus
DNS-részek torlddtek. A torolt szekvencidkat hatarolé
DNS-szekvencidk vizsgalata azt mutatta, hogy ezek a
szekvencidk az illesztd (splice) donor-akceptor szekven-
cidkra definialt konszenzusszekvencidknak felelnek meg
(Breathnach R. és munkatérsai, Ann. Rev. Biochem. 50,
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349-383 (1981)]. Az atformalt human H lancok ala-
csony szintli expresszijanak magyarazata az volt, hogy
az 4tformalt humaén H lanc V szakaszok tervezésekor vé-
letleniil meglehetésen hatékony illeszt donor-akceptor
helyek sorozatdt alakitottunk ki. Az is nyilvanvaléva
valt, hogy az atformalt human L lanc V szakaszok terve-
zésekor véletleniil meglehetdsen hatastalan illeszt
donor-akceptor helyek sorozatat alakitottuk ki. Az illesz-
té donor-akceptor helyek eltivolitdsdra az atformalt hu-
man PM1 L és H lanc V szakaszok (a), illetve (f) véaltoza-
tit kodolo DNS-szekvencidkban kisebb modositasokat
hajtottunk végre a fent ismertetett PCR-mutagenezis
modszer alkalmazésaval.

Ugy gondoltuk, hogy az alacsony szint(i expresszid
masik lehetséges oka az intronok jelenléte lehet a szig-
nélszekvencidkban mind az 4tformalt human L, mind
a H lénc V szakaszokban (54. és 55. szdma szekven-
cia). Ezek az intronok eredetileg a human D1.3 és V
szakaszok (Verhoeyen és munkatarsai, 1988) szerkesz-
tésére alkalmazott egér mu H lanc szignalszekvencia-
bdl szarmaztak [Neuberger M. S. és munkatarsai,
Nature 314, 268-270 (1985)]. Mivel az atformalt hu-
méan D1.3-at egy egér immunglobulin promotert alkal-
mazo emldssejtvektorban expresszaltak, az egér-szig-
nalszekvencia jelenléte fontos volt. A szignélintron az
immunglobulin promoterekbdl vald expresszidhoz fon-
tos szekvencidkat tartalmaz, de ezek a virdlis promo-
terekbdl — példaul HCMV-b6l — vald expresszidhoz
nem fontosak [Neuberger S. M., Nucl. Acids. Res. 16,
6713-6724 (1988)]. Amikor az atformalt human
PM1 L és H lancot nem immunglobulin promotereket
alkalmazé vektorokban expresszaltuk, a szignalszek-
vencidban 1év6 intronok az atformalt human V szaka-
szokat kodolé cDNS-ek PCR klonozasaval torlédtek
(lasd 12. példa).

Az expresszio alacsony szintjének tovabbi oka lehe-
tett egy mintegy 190 bp hossziisdg(, nem funkcionalis
DNS-kiterjesztés jelenléte az intronban az atformdlt hu-
méan PM1 H lanc V szakasz és a humén gamma-1 C sza-
kasz kozott. Az atformalt human PM1 H linc V sza-
kaszt eredetileg atformdlt human B1-8 H lanc V sza-
kaszbol szarmaz6 DNS-szekvencidkbdl szerkesztették
[Jones P. T. és munkatarsai, Nature 321, 522525
(1986)]. Az elsé atformalt humédn V szakaszt az egér
NP H linc V szakaszbdl szerkesztették [Neuberger
M. S. és munkatéarsai, Nature (1985); Neuberger M. S.
€s munkatdrsai, EMBO J. 2, 1373-1378 (1983)]. Ezt a
mintegy 190 bp hosszisagu kiterjesztést az intronban
az atformalt human H lanc V szakasz és az atformalt hu-
ndn V szakasz expresszids vektorban val6 illesztésére
szolgalo Baml hely kozott az atformalt human V szaka-
szokat kodolo ¢cDNS-ek PCR-klénozasa soran eltavoli-
tottuk.

Az atformalt human PM1 H lanc V szakaszok az
expresszié mértékének javitdsa céljabél megvaltozta-
tott, végsd valtozatdnak DNS- és aminosavszekven-
cidja az 57. és 56. szam szekvencidnak felel meg.
Ezek a DNS-szekvenciak az atformalt human PM1 L
linc V szakasz (a) valtozatat (1asd 2. tdblazat) és az at-
formdlt human PM1 H lanc V szakasz (f) valtozatat
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(lasd 3. tablazat) kodoljak. Amikor ezeket a HEF-1a
expresszios vektorba illesztjiik (15. 4bra), ezek a vekto-
rok dtmenetileg mintegy 2 pg/ml antitestet termelnek a
transzfektalt cos sejtekben. Annak érdekében, hogy a

A 4. tablazatbol lathato, hogy az AUK12-20 egér-
monoklondlisantitest kappa tipusti L lanc V szakasza
azonos mértékben (64—68%) homoldg a humén kappa
tipusi L lénc V szakasz I-1V. alcsoportjaval (HSG).

sejtek stabilan nagyobb mennyiségben termeljék az 4t- 5 A proteinek LEEDS adatbazisaban végzett kutatds sze-
formalt huméan PM1 antitestet, a dhfr gén beépitésével rint a HSGIV alcsoportba tartozé LEN humén antitest
egy U expresszids vektort szerkesztettiink (11. példa, L lénc V szakasz [Schneider M. és munkatérsai,
11. 4bra). A ,,béna” dhfr gént a human gamma—1 tipu- Physiol. Chem. 366, 507-557 (1975)] mutatja a leg-
su H lancokat expresszalo HEF-1a vektorba ugy nagyobb, 68%-o0s homologiat. Masrészrél a REI hu-
inszertaltuk, ahogy azt a humén gamma-1 H lancokat 10 maén antitest, amelyet az 4tformalt human antitest
expresszal6 HCMV vektorra leirtuk. Az 4tformalt hu- PMI egér-monoklonélisantitestbSl valé szerkesztésére
mén PMI1 L lancokat expresszalé HEF—1a vektort és alkalmaztunk, a HSGI alcsoportba tartozik, és 62%
az 4tformalt humén PM1 H lancokat expresszald homolégiat mutat az AUK 12-20 egér-monoklonalisan-
HEF-1o—dhfr vektort CHO dhfr(-) sejtekbe kotransz- titest L lanc V szakasszal. Ezenkiviil az AUK12-20 an-
fektaltuk. A stabilan transzformalt CHO-sejteket nuk- 15 titest L linc V szakaszban 1év8 CDR-ek, kiiléndsen a
leozidok nélkiili, 10% FCS-sel és 500 ug/ml G418-cal (CDR2, jobban megfelelnek a REI-ben, mint a LEN-ben
kiegészitett alfa-minimélis esszenciélis téptalajon lévé CDR-ek kanonikus szerkezetének.

(o-MEM) szelektaltuk. A génmegsokszorozdsi 1épé- A fentieket figyelembe véve, nem sziikségszer(i az
sek el6tt a CHO-sejtvonal vizsgalataink szerint mint- AUKI12-20 egér-monoklonélisantitest L lanc V szakasz
egy 10 pg/10 sejt/nap mennyiségben termelt dtforméalt 20 humanizalasahoz egy HSGIV alcsoportba tartozé huméan
humén PM1 antitestet. antitestet valasztani. Ezért a PM1 egér-monoklonalisanti-

AUKI12-20 egér-monoklondlisantitestbdl szarmazo test L lanc V szakasz humanizaldsahoz hasonléan, a REI
V szakaszok Gsszehasonlitdsa ismert humdn antitestek FR-jeit alkalmaztuk az AUK12-20 egér-monoklonali-
V szakaszaival santitest L lanc V szakasz humanizal4sara is.

Az AUKI12-20 egér-monoklonélisantitest kappa ti- 25 A 4. tablazat szerint az AUK12-20 antitest H lanc
pust L lanc V szakasz FR-jeinek homologisjat a hu- V szakasza a HSGI-gyel mutatja a legnagyobb mértékii
man kappa tipust L lanc V szakasz 1-IV. alcsoport homolégiat. Ezenkiviil, a LEEDS adatbdzisban végzett
(HSG) FR-jeivel, és az AUK 12-20 egér-monoklona- kutatds szerint a szintén HSGI alcsoportba tartozd
lisantitest kappa tipust H lanc V szakasz FR-jelnek ho- HAX humén antitest [Stollar B. O. és munkatdrsai, J.
mologidjat a humén H lanc V szakasz I-1I1. alcsoport 30 Immunol. /39, 2496-2501 (1987)] mintegy 66%-o0s
(HSG) FR-jeivel a 4. tablazatban ismertetjiik. homolégiat mutat az AUK 1220 antitest H lanc V sza-

kasszal. Ezzel 6sszhangban az atformalt humén AUK
4. tdblazat 12-20 antitest H lanc V szakasz tervezésére a HSGI-
Azonossag (%) az egér AUK12-20 V szakaszok be tartozé humén HAX antitest FR-jeit és a HSGI kon-
FR-jei és a human V szakaszok kﬁldnbéz(’i' 35 szenzusszekvenciabol allo FR-ekkel rendelkezé huma-
alcsoportjaira megadott konszenzusszekvencia mzélt 425 antitest H linc V szakasz [Ketteborough C.
FR-jei kozott A. és munkatarsai, Protein Engineering 4, 773—783
FR-ek az L linc V szakaszokban (1991)] FR-jeit.alkalmaztuk. Megjegye.zzﬁk, hogy az
AUKI12-20 antitest H lanc V szakasz mintegy 64%-os
HSGI HSG2 HSG3 HSG4 40 homoldgidt mutat a humanizalt 425 antitest H lanc V
szakasz (a) valtozataval.
65.8 64,0 67.6 67,6 Atformalt human AUK12-20 antitest L lanc V sza-
FR-ek az H lanc V szakaszokban kaszok tervezése
A fenti okok miatt az atformalt human AUK12-20
HSGI HSGIT HSGII 45 antitest L lanc V szakaszokat az 5. tablazatban ismerte-
58.6 536 49,1 tett médon terveztitkk meg, a REI FR-jeinek alkalmaza-
saval.
5. tabldzar
FR1 CDR1
1 2 3
12345678901234567890123 45677778901234
ABCD
VLAUK 12-20 DIVLTQSPASLGVSLGQRATISC RASKSVSTSGYSYMH
REI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
RV, DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASKSVSTSGYSYMH

11



1 HU 218 140 B 2

5. tablazat (folyratas)

FR2
4
567890123456789
ViAUK 12-20  WYQQKPGQTPKLLIY
REI WYQQTPGKAPKLLIY
RV, WYQQKPGKAPKLLIY

CDR2
5
0123456

ASNLES

ASNLES

FR3 CDR3
6 7 8 9
78901234567890123456789012345678 901234567
V,AUK 12-20 GVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC QHSRENPYT
REI GVPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYC
RV, GVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYC QHSRENPYT
FR4
10
8901234567
V,AUK 12-20 FGGGTKLEIk
REI FGQGTKLQIT
RVy FGQGTKVEIX

Megjegyzés: az 6t aldhuzott nukleotid az, amely valtozott a CAMPATH - 1H antitest tervezésében (lasd a 2. tiblazat labjegyzetét).

Atformalt human AUK12-20 antitest H ldnc V sza- 30 4tformalt huméan AUK12-20 antitestben is el6fordulhat

kaszok tervezése

A fenti okok miatt az atformalt human AUK12-20
antitest H lanc V szakaszokat az atformalt human VHa
425 FR-jeinek alkalmazasaval terveztilk meg. Azt talal-
tuk azonban, hogy az igy tervezett atformalt humaén
AUKI12-20 antitest H lanc V szakaszt kodolo DNS
nukleotidszekvencidja egy olyan szekvenciat tartalmaz,
amely jol egyezik egy illeszté donorszekvenciaval. Ezért
az atformalt human PM1 antitest esetéhez hasonloan az

35

egy abnormalis illesztés. Ezért az illesztGdonorszert szek-
vencia eliminalasa céljabol a nukleotidszekvenciat rész-
ben modositottuk. A modositott szekvenciat (a) valtozat-
nak jeloltiik.

Ezenkiviil megterveztik az &atformalt huméan
AUK12-20 antitest H lanc V szakasz (b)—(d) valtozatait
is Az (a)-(d) valtozatok aminosavszekvenciai a 6. tabla-
zatban lathatok.

6. tablazat
FR1 CDR1
1l 2 3
123456789012345678%901234567890 12345
VgAUK 12-20 EIQLOQSGPELMKPGASVKISCKASGYSFT SYYIH
SGI ZVQLVQSGAEVKKPGXSVXVSCKASGYTFS
RVga QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFT SYYIH
Rva ————————————————————————————————————
RVHC ————————————————————————————————————
RVgd  mmemmmmmmmmmmccmcmcmemmeee e
FR2 CDR2
4 5 6
67890123456789 01223456789012345
. A
VEAUK 12-20 WVKQSHGKSLEWIG YIDPFNGGTSYNQKFKG

SGI

12

WVRQAPGXGLEWVG
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6. tablazat (folytatds)

RVga WVRQAPGQGLEWVG YIDPFNGGTSYNQKFKG
RVgb e
RVgc ———————————— I - emeescccccena———-
RVG  eeemmeeemeee I- e
FR3
7 8 9
67890123456789012222345678901234
ABC
VsAUK 12-20 KATLTVDKSSSTAYMHLSSLTSEDSAVYYCAR
SGI RVIXTXDXSXNTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
RVga RVTMTLDTSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
RVgb K mm eV o e e
RVEC e el
RVgd Koo e eV e e e
CDR3 FR4
10 11
5678900012 34567890123
AB

VgAUK 12-20 GGN-RF--AY WGQGTLVIVSA
SGI WGQGTLVTVSS
RVga GGN-RF--AY WGQGTLVTVSS
RVgb  cmemememee L
RVBC ——————————————————
RVgd e

Megjegyzés: X-szel jeloltiik azokat a helyzetcket, amelyckben nem adtunk meg cgy kizonséges aminosavmaradékot a HSGI Vy szakaszokban
(SG). A két aldhiizott aminosavmaradék kiilonbézik az SGI konszenzusszekvenciaban levsktst. Az RVyb, RVye és RVpd esctében csak az RVya
aminosavjaitol cltéré aminosavakat tiintettiik fel.

Ezenkiviil megterveztik az atformalt human titest; aminosavszekvenciaja ezen irodalmi hely 6. abra-
AUK12-20 antitest H lanc V szakasz (a)~(d) valtoza- 40 jan és az aminosavszekvenciat kodolé DNS nukleotid-
tait is (7. tablazat), a human HAX antitest [J. Immu- szekvencidja annak 4. és 6. dbrajan lathat6)] FR-jeinek
nology 139, 2496-2501 (1987); egy SLE-beteg B-sejt- alkalmazasaval.

jeibdl szarmazo 21/28 hibridomasejtek altal termelt an-

7. tabldzat

FR1 CDR1
1 2 3
123456789012345678901234567890 12345
VgAUK 12-~-20 EIQLQQSGPELMKPGASVKISCKASGYSFT SYYIH
SGI QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
sle:
1220Ha QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGY_S_FT SYYIH
1220HbD = e S
1220HC @ —emmmme L
1220Hd ~emeemmmm e S~ e

13
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7. tablazat (folytatas)

FR2 CDR2
4 S 6
67890123456789 0122223456789012345
ABC
VgAUK 12-20 WVKQSHGKSLEWIG YIDP--FNGGTSYNQKFKG
HAX WVRQAPGQRLEWMG
sle:
12208a WVRQAPGQRLEWMG YIDP--FNGGTSYNQKFKG
1220Hb @ = e I- e
1220HC = = = —smesmmmmmmmmes e e e
1220Hd @ = ;e I- e
FR3
7 8 9
67890123456789012222345678901234
ABC
VgAUK 12-20 KATLTVDKSSSTAYMHLSSLTSEDSAVYYCAR
HAX RVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
sle:
1220Ha RVTITVDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
1220Hb @ - Ve e e
1220Hc Kem eV e e e e e
1220HaA Ot e
CDR3 FR4
10 11
5678900012 34567890123
AB
VgAUK 12-20 GGN-RF--AY WGQGTLVTVSA
HAX WGQGTLVTVSS
sle:
1220Ha GGN-RF--AY WGQGTLVTVSS
1220Hb  —mmmmmmmem e
1220HC @ ~-mmmm———— mmmmmmeeee—
1220Hd 2 ——-mmem—-— e

Megjegyzés: a két aldhuzott maradék az sle1220Ha-ban az, amely kiilonbozik a HAX FR-cktdl. Az sle1220Hb, s1el220Hc és sle1220Hd esetén
csak azokat az aminosavakat tiintettiik fcl az FR-ekben, amelyck cltérmek a HAX FR-ek aminosavjaitdl.

A talalméany szerinti human IL-6R elleni kiméra
vagy atformalt humén antitestek elGéllitasdra barmely
expresszios rendszer alkalmazhato, tobbek kozott euka-
ridtasejtek, példaul allati sejtek, igy példaul bizonyos
emifssejtvonalak, gombasejtek, €lesztsejtek, valamint
prokaridtasejtek, példaul baktériumsejtek, igy példaul az
Escherichia coli. A taldlmany szerinti kiméra vagy atfor-
malt human antitesteket elényosen emiGssejtekben, pél-
daul cos sejtekben vagy CHO-sejtekben expresszaljuk.

Ebben az esetben az emlGssejtekben vald exp-
resszidra alkalmas szokasos promoterek alkalmazhatok.
Elénydsen viralis expresszids rendszer, igy példaul
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human citomegalovirus azonnali korai (HCMV) pro-
moter alkalmazhaté. A HCMV promotert tartal-
mazo expresszidos vektorra példaként emlitjitk a
HCMV-Vy-HC,,, HCMV-V, HC,, HCMV-12h-gtl,
HCMV-12k-gk és a pSV2neo-bdl szarmazo hasonlod
vektorokat, amint az 1. 4bra mutatja.

A talalmany szerinti megoldasban alkalmazhat6 mé-
sik promoter az la huméan novekedési faktor (HEF—1a)
promoter. A fenti promotert tartalmaz expresszios vek-
torok példaul a HEF—12h-gtl és a HEF-12h~—gk (8. és
9. é&bra), valamint a HEF-Vy-gtl és HEK-V-gk
(15. abra).
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A dhfr gén sokszorozasdhoz valamely gazdasejt-
vonalban, az expresszids vektornak tartalmaznia kell
a dhfr gént. A dhfr gént tartalmazé expresszids vek-
torok példaul a DHFR-AE-PMh-gtl (10. 4bra), a
DHFR—-AE-RVh-PMI1-f (11. 4bra) és hasonlok.

Osszefoglaloan, a taldlmany elsd megkdzelitésben
egy human IL-6R elleni egér-monoklonalisantitest L
lanc V szakaszra vagy H lanc V szakaszra, valamint az
L lanc V szakaszt k6dold DNS-re, és a H lanc V sza-
kaszt kédolo DNS-re vonatkozik. Ezek huméan IL-6R
elleni human/kiméra antitestek és atformalt human an-
titestek szerkesztésére alkalmazhatok. A monoklonalis
antitestekre példa az AUK12-20, PM1, AUK64-7 és
AUK146-15. Az L lanc V szakasz aminosavszekven-
cidja példaul a 24, 26., 28. vagy 30. szdmt szekvencia-
nak felel meg; a H lanc V szakasz aminosavszekven-
ciajat példaul a 25., 27., 29. és 31. szam szekvencia
mutatja. Ezeket a aminosavszekvencidkat k6dold nuk-
leotidszekvencidk példdul a 24-31. szamu szek-
venciak.

A taldlmany tovabbi huméan IL—6R elleni kiméra
antitestre vonatkozik, amely tartalmaz
(1) egy humén L lanc C szakaszt és egy egér L lanc V

szakaszt magaban foglalo L lancot; és
(2) egy humén H lanc C szakaszt és egy egér H lanc V

szakaszt magaban foglald H lancot.

Az egér L lanc V szakaszt, az egér H lanc V sza-
kaszt és az ezeket kédolo DNS-t fent ismertettiik. A hu-
man L lanc C szakasz barmely human L lanc C szakasz
lehet, példaul a human C,. A human H linc C szakasz
szintén barmely humén H lanc C szakasz lehet, péld4ul
a human C,.

A kiméra antitest elGallitdsara két expresszids vek-
tort szerkesztettiink, azaz egy egér L lanc V szakaszt és
egy humén L lanc C szakaszt egy expresszios szabalyo-
z0szakasz, példaul egy er§sitG-promoter rendszer szaba-
lyozisa alatt kodolé DNS-t tartalmazd vektort; és egy
masik vektort, amely egy egér H lanc V szakaszt és egy
humén H lanc C szakaszt egy expresszids szabéalyozo-
szakasz, példaul egy er8sit8-promoter rendszer szabi-
lyozésa alatt kodoldé DNS-t tartalmaz. Ezt kdvetden az
expresszids vektorokat gazdasejtekbe, példaul emldssej-
tekbe kotranszfektaltuk, és a transzfektalt sejteket in
vitro vagy in vivo tenyésztve eldéllitottuk a kiméra anti-
testet.

Alternativ médon egy egér L lanc V szakaszt és egy
humén L lanc C szakaszt kodolé DNS-t és egy egér H
lanc V szakaszt és egy human H lanc C szakaszt kédold
DNS-t egyetlen expresszids vektorba illeszthetiink, és a
vektort alkalmazzuk egy gazdasejt transzfektalasara,
amelyet azutdn in vivo vagy in vitro tenyésztve eléallit-
juk a kivant kiméra antitestet.

A talalmény targyat képezi tovabb4 a human IL—6R
elleni atformalt human antitest, amely tartalmaz
(A) egy L lancot, amely

(1) egy human L lanc C szakaszt; és

(2) human L lanc FR-eket és a human LL—6R elle-

ni egér-monoklonélisantitest L 1anc CDR-eket
tartalmazo L lanc V szakaszt foglal magéban; és
(B) egy H lancot, amely
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(1) egy human H lanc C szakaszt; és

(2) human H lanc FR-eket és a human LL—6R elle-
ni egér-monoklonalisantitest H lanc CDR-eket
tartalmazo H lanc V szakaszt foglal magaban.

Egy elényos kiviteli alak szerint az L lanc CDR-ek
olyan aminosavszekvencidval rendelkeznek, mint ame-
lvek a 24., 26., 28. és 30. szamu szekvencidkban latha-
tok, ahol az aminosavszekvencidk kiterjesztései a 9. tab-
lizatban megadottak; az L lénc CDR-ek olyan ami-
nosavszekvenciaval rendelkeznek, mint amelyek a 25.,
27.,29. és 31. szami szekvencidkban lathaték, ahol az
aminosavszekvencidk kiterjesztései a 9. tablazatban
megadottak; a human L lanc FR-ek a REI-b3] szarmaz-
nak; és a human H lanc FR-ek a NEW-bdl vagy a
HAX-b8! szdrmaznak.

Az el6nyos kiviteli alakban az L lanc V szakasz ami-
nosavszekvencidja a 2. tiblézat szerinti RV a; a H lanc
V szakasz aminosavszekvencidja a 3. tablazat szerinti
RVya, RVgb, RVye, RVyd, RVye vagy RV f. Legels-
nydsebb az RVyf aminosavszekvencia.

Az atformalt human antitest elGallitdsara két exp-
resszids vektort szerkesztettiink, az egyik a fent meg-
adott, atformélt L ldncot kédolé DNS-t tartalmazza egy
expresszios szabalyozdszakasz, példaul egy erdsité-pro-
moter rendszer szabalyozésa alatt, a masik a fent meg-
adott, atformalt human H lancot kodolo DNS-t tartal-
mazza egy expresszids szabalyozoszakasz, példaul egy
erésité-promoter rendszer szabalyozasa alatt. Ezt kove-
téen az expresszids vektorokat gazdasejtbe, példaul em-
l6ssejtbe kotranszfektaltuk, és a transzfektalt sejteket in
vitro vagy in vivo tenyésztve elGallitottuk az atformalt
human antitestet.

Alternativ médon az atformalt human L lancot ko-
dolé DNS-t és az atformalt H lancot kédoldé DNS-t
egyetlen expresszids vektorba illeszthetjiik, és e vektort
alkalmazzuk egy gazdasejt transzfektalasira, amelyet
azutan in vivo vagy in vitro tenyésztve el8allitjuk a ki-
vant humén antitestet.

Az ily médon el8allitott kiméra antitestet vagy atfor-
mélt human antitestet szokésos médon izolalhatjuk és
tisztithatjuk, példaul Protein A affinitdsi kromatogra-
fias eljardssal, ioncseréld kromatografias eljarassal, gél-
sz(iréssel vagy hasonlé modon.

A talalmény szerinti kiméra L lancot vagy atformalt
humén L lancot egy H lanccal kombinélthatjuk a teljes
antitest eldallitasara. Hasonlé médon a taldlmany sze-
rinti kiméra H lancot vagy atformélt human H lincot
egy L lanccal kombinalva el@allithatjuk a teljes anti-
testet.

A taldlmany szerinti egér L lanc V szakasz, atformalt
human L lanc V szakasz, egér H linc V szakasz és at-
formalt human H lanc V szakasz természetiikb8l ado-
doan olyan szakaszok, amelyek egy antigénhez, a human
IL.—6R-hez két6dnek, ezért onmagukban, vagy més pro-
teinekkel fuziondlva alkalmasak gyogydszati készitmé-
nvek vagy diagnosztikai szerek elSallitisara.

Tovabbé a taldlméany szerinti L lidnc V szakasz
CDR-ek és H lanc V szakasz CDR-ek természetiikbdl
adédoan olyan szakaszok, amelyek egy antigénhez, a
humén IL—-6R-hez kotédnek, ezért Snmagukban, vagy
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mas proteinekkel fuziondlva alkalmasak gyégyaszati
készitmények vagy diagnosztikai szerek elGallitdsara.

A talalmany szerinti egér L ldnc V szakaszt kodold
DNS egy kiméra L lancot kédolé DNS vagy egy atfor-
malt humén L lancot kodold DNS szerkesztésére alkal-
mazhato.

Hasonlé médon a talalmany szerinti egér H lanc V
szakaszt kodold DNS egy kiméra H lancot kodolé DNS
vagy egy atformalt human H lancot kddolé DNS szer-
kesztésére alkalmazhato.

Ezenkiviil a taldlmény szerinti L lanc V szakasz
CDR-t kodolé DNS egy atformalt human L lanc V sza-
kasz kodolé DNS és egy atformalt human L lancot ko-
dolo DNS szerkesztésére alkalmazhaté. Hasonlé mo-
don, a taldlmany szerinti H lanc V szakasz CDR-t kddo-
16 DNS egy atformalt human H lanc V szakasz kddold
DNS és egy atformalt human H ldncot kédoldé DNS
szerkesztésére alkalmazhato.

A talalmanyt kozelebbrdl — a korlatozas szandéka
nélkiil ~ az alabbi példakkal kivanjuk ismertetni.

1. példa

Humdan IL-6R elleni egér-monoklondlisantitest V

szakaszat kodolé DNS (1) klénozdsa

A human IL—6R elleni egér-monoklonalisantitest
V szakaszat kodold DNS-t az alédbbiak szerint klo-
nozzuk.

1. Osszes DNS prepardlisa

Az AUK12-20 hibridomébdl preparéljuk az dsszes
RNS-t Chirgwin és munkatdrsai modszere szerint
[Biochemistry 18, 5294 (1979)]. Kozelebbrdl, 1-108
AUK12-20 hibridémasejtet 20 ml 4 mol/l koncentra-
¢ioji guanidin-tiocianat-pufferben (Fluka) teljesen ho-
mogenizilunk. A homogenizatumot centrifugacsében
zitkk, majd Beckman SW40 rotorban 31 000 fordu-
lat/perccel 20 °C-on 24 6ran keresztiil centrifugélva ki-
csapjuk az RNS-t. Az RNS-csapadékot 80%-os eta-
nollal mossuk és 150 ul 10 mmol/l koncentriciéja,
1 mmol/l EDTA-t és 0,5% SDS-t tartalmazo
Tris—HC1 pufferben (pH 7,5) oldjuk, majd hozza-
adunk 0,5 mg/ml Protenase-t (Boehringer), és 37 °C-on
20 percen keresztiil inkubaljuk. Az elegyet fenollal és
kloroformmal extrahaljuk, és az RNS-t etanollal kicsap-
Jjuk. Az RNS-csapadékot ezutdn 200 pl 10 mmol/l kon-
ben (pH 7,5) oldjuk.

2. Egyszalu ¢DNS szintézise

Az egyszali ¢cDNS-t Larrick J. W. és munkatarsai
[Biotechnology 7, 934 (1989)] modszere szerint szinteti-
zaljuk Ogy, hogy mintegy 5 pg fenti médon eldallitott
0ssz-RNS-t 10 ul 50 mmol/l koncentraciéju Tris—HC1
pufferben (pH 8,3) oldunk, amely 40 mmol/l KCl-t,
6 mmol/l MgCl,-t, 10 mmol/l ditiotreitolt, 0,5 mmol/l
dATP-t, 0,5 mmol/l dGTP-t, 0,5 mmol/l dCTP-t,
0,5 mmol/l dTTP-t, 35 mmol/l oligo-dT primert
(Amersham), 48 egység RAV -2 reverz transzkriptazt
(REV-2; Rous associated virus 2; Amersham) és 25 egy-
ség humdn placentaribonukledz-inhibitort (Amersham)
tartalmaz, és a reakcidelegyet 37 °C-on 60 percen keresz-
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tiil inkubaljuk, majd kézvetleniil alkalmazzuk a soron k-
vetkez§ polimeréaz-lancreakcid (PCR) eljarasban.

3. Az antitest V szakaszt kodolé cDNS megsokszo-

rozasa PCR-eljardssal

A PCR-eljaras kivitelezésére Thermal Cycler
Model PHC-2 (Techne) késziiléket hasznilunk.

(1) Egér kappa tipusu konnydi lanc (kL) varidbilis

szakaszat kodolé cDNS megsokszorozésa

A PCR-eljdrasban primerként MKV (Mouse Kappa
Variable) primereket (1-11. szdm{ szekvencia) alkal-
mazunk, amelyek egy egér kL lanc szignalszekvenci-
val hibridizalnak [Jones S. T. és munkatérsai, Biotech-
nology 9, 88 (1991)], és egy MKC (Mouse Kappa
Constant) primert (12. szdmu szekvencia), amely egy
egér kL ldnc C szakasszal hibridizal [Jones S. T. és
munkatarsai, Biotechnology 9, 88 (1991)].

El8szér 100 ul PCR-oldatot — amely 10 mmol/l
Tris—HCI-t (pH 8,3), 50 mmol/l KCI-t, 0,1 mmol/l
dATP-t, 0,1 mmol/l dGTP-t, 0, mmol/l dCTP-t,
0.1 mmol/l dTTP-t, 1,5 mmol/l MgCl,-t, 2,5 egység
AmpliTaq DNS-polimerazt (Perkin Elmer Cetus),
0.25 pmol/1 megfelel6 MKV primert, 3 pmol/l MKC
primert és az egyszald cDNS-szintézis reakcidelegyé-
bdl 1 pl-t tartalmaz — 94 °C kiindulasi hémérsékleten
1.5 percen keresztiil inkubalunk, majd 94 °C-on 1 per-
cen keresztiil, 50 °C-on 1 percen keresztiil, és 72 °C-on
1 percen keresztiil melegitiink, ebben a sorrendben. Ezt
a hekezelési ciklust 25-sz6r megismételjiik, majd a
reakcidelegyet 72 °C-on 10 percen keresztiil tovabb
inkubaljuk.

(2) Egér H lanc V szakaszat kédolé cDNS megsok-

szorozdsa

A PCR-eljarasban primerként MHV (Mouse Heavy
Variable) 1-10. primert (szekvencigjuk a 13—22. sza-
mu szekvencianak felel meg) [Jones S. T. és munkatar-
sai, Biotechnology 9, 88 (1991)], és egy MHC (Mouse
Heavy Constant) primert (23. szdmu szekvencia)
[Jones S. T. és munkatarsai, Biotechnology 9, 88
(1991)] alkalmazunk. A megsokszorozést a kappa tipu-
st L lanc V szakasz gén megsokszorozdsara a 3 (1) rész-
ben fent ismertetett moédon végezziik.

4. PCR-termék tisztitisa és emésztése

A PCR-eljarassal a fent ismertetett moédon megsok-
szorozott DNS-fragmenseket QIAGEN PCR-termék-
tisztit6 kit (QIAGEN Inc. US) segitségével tisztitjuk, és
10 egység Sall restrikcidés endonukledzzal (GIBCO
BRL) emésztjik 10 mmol/l MgCl,-t és 150 mmol/l
KCl-t tartalmazé, 100 mmol/! koncentracidji Tris—HC1
pufferben (pH 7,6) 37 °C-on 3 6rén keresztiil. Az emész-
tett elegyet fenollal és kloroformmal extrahaljuk, és a
DNS-t etanolos kicsapassal kinyerjiik. Ezutan a
DNS-csapadékot 10 egység Xmal restrikcios endonuk-
ledzzal (New England Biolabs) emésztjiik 37 °C-on
2 ¢rén keresztiil, a kapott DNS-fragmenseket agar6zgél-
elektroforézissel elvalasztjuk, alacsony olvadasponti
agardzt (FMC Bio Products USA) alkalmazva.

A mintegy 450 bp hosszisdg DNS-fragmenseket
tartalmazo6 agarozdarabot kivagjuk, és 5 percen keresz-
til 65 °C-on megolvasztjuk, majd azonos térfogati,
2 mmol/l EDTA-t és 200 mmol/l NaCl-t tartalmazd,
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20 mmol/l koncentracioja Tris-HCI puffert (pH 7,5)
adunk hozza. Az elegyet fenollal és kloroformmal extra-
héaljuk, a DNS-t etanolos kicsapassal kinyerjiik, és
1 mmol/l EDTA-t tartalmaz6, 10 pl 10 mmol/l koncent-
raciéji Tris—HCI pufferben (pH 7,5) feloldjuk. Ily mo-
don egy egér kH lanc V szakaszt kodold gént tartalma-
z6 DNS-fragmenst és egy egér H lanc V szakaszt kddo-
16 gént tartalmazd DNS-fragmenst kapunk. Mindkét
fenti DNS-fragmens tartalmaz 5’-végén egy Sall raga-
dos véget, és 3’-végén egy Xmal ragadds véget.

5. Ligalas és transzformalds

Mintegy 0,3 pg fenti modon elBallitott, egér kL
lanc V szakaszt kodolé gént tartalmazé Sall-Xmal
DNS-fragmenst mintegy 0,1 ug pUCI19 vektorral liga-
lunk, amely utobbit ugy allitjuk els, hogy a pUC19
plazmidot Sall-gyel és Xmal-gyel 16 °C-on 16 6réan ke-
resztiil emésztjiikk 50 mmol/l Tris-HCI-t (pH 7,4),
10 mmol/l MgCl,-t, 10 mmol/l ditiotreitolt, 1 mmol/l
spermidint, 1 mmol/l dATP-t, 0,1 g/ml marhaszérum-al-
bumint és 2 egység T4 DNS-ligazt (New England
Biolabs) tartalmazo reakcioelegyben.

Ezutén a fenti ligacios elegy 7 ul-ét 200 pl kompe-
tens E. coli DH5a sejthez adjuk, és a sejteket jeges hi-
tés alkalmazasa mellett 30 percen keresztiil, 42 °C-on
1 percen keresztiil, majd (jra jégen 1 percen keresztiil
inkubaljuk. 800 pl SOC kozeg (Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Sambrook és munkatarsai, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989) hozzdadéasa utan
a sejtszuszpenzidt 37 °C-on | 6réan keresztiil inkubaljuk,
2xYT agarlemezre (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Sambrook és munkatarsai, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989) oltjuk, és 37 °C-on egy ¢jsza-
kan keresztiil inkubalva kapjuk az E. coli-transzforman-
sokat. A transzformalt sejteket S ml, 50 pg/1 ampicillint
tartalmazo6 2xYT kdzegben tenyésztjikk 37 °C-on egy éj-
szakan keresztiil, és a tenyészetbdl ligos eljarassal
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook
és munkatarsai, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989) preparaljuk a plazmid DNS-t. Az igy kapott
plazmidot — amely egy AUK12-20 hibridomabol szar-
mazo6 egér L lanc V szakaszt kodolé gént tartalmaz —
pl12—k2-nek nevezziik.

A fent ismertetett eljaras szerint allitjuk el6 azt a
plazmidot is a Sall- Xmal DNS-fragmensbdl, amely
egy AUK12-20 hibridémabol szarmazé egér H lanc V
szakaszt kodold gént tartalmaz, ezt a plazmidot pl2—h2-
nek nevezzik.

2. példa

Egér monoklondlis atitest V szakaszt kédolo DNS

(2) klonozasa

Lényegében az 1. példaban leirtak szerint eljarva al-

litjuk elé a PM1, AUK64-7 é¢s AUK146—15 hibrido-
mabol az aldbbi plazmidokat:

— a pPM -3k plazmidot, amely egy PM1 hibridé-
mabol szarmazd kL lanc V szakaszt kodold gént
tartalmaz;

— a pPM-hl plazmidot, amely egy PMI1 hibrido-
mabdl szarmazé H lanc V szakaszt kodold gént
tartalmaz;
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— a p64-k4 plazmidot, amely egy AUK64—7 hib-
ridomabdl szdrmazé kL lanc V szakaszt kddold
gént tartalmaz,

— a p64-h2 plazmidot, amely egy AUK64—7 hib-
ridémabol szdrmazoé H lanc V szakaszt kddold
gént tartalmaz;

~ a pl46—k3 plazmidot, amely egy AUK146-15
hibridomabol szarmazé kL lanc V szakaszt kodo-
16 gént tartalmaz; és

— a pl46-hl plazmidot, amely egy AUK146-15
hibridomabé! szarmazé H lanc V szakaszt k6dold
gént tartalmaz.

A fenti plazmidokat tartalmazé E. coli torzseket a
Budapesti Egyezmények megfelelGen letétbe helyeztik
a National Collections of Industrial and Marine Bac-
teria Ltd.-nél, a letéti szamokat a 8. tiblézatban foglal-
tuk dssze.

8. tablazat
Plazmid Szekvencia szama Letéti szam

L pi2-k2 2 NCIMB 40367
pl2 - h2 25 NCIMB 40363
pPM - k3 26 NCIMB 40366
| pPM - hl 27 NCIMB 40362
p64 — k4 28 NCIMB 40368
p64 — h2 29 NCIMB 40364
pl46 — k3 30 NCIMB 40369
pl46 — hl 31 NCIMB 40365

3. példa

DNS-szekvencia meghatdrozdsa

A fenti plazmidokban a ¢cDNS-kodolészakasz nuk-
leotidszekvencidjat a Sequenase™ kit Version 2.0
(U. S. Biochemical Corp. USA) alkalmazasaval hata-
rozzuk meg.

El6szor 3 pg fenti modon elallitott plazmid DNS-t
0,2 n NaOH-dal denaturalunk, egy szekvenal6 primerrel
illesztjiik és 35S—dATP-vel jelezzik a gyart6 (itmutatésa
szerint. Ezutén a jelzett DNS-t 8 mol/l karbamidot tartal-
mazd, 6%-os poliakrilamid gélre vissziik fel, majd az
elektroforézis utan a gélt 10%-os metanollal és 10%-os
ecetsavval fixaljuk, szaritjuk és autoradiografias eljaras-
sal meghatarozzuk a nukleotidszekvenciat.

Az egyes plazmidok nukleotidszekvencigjat a 24-31.
szamu szekvencia mutatja.

4. példa

CDR-ek meghatrozasa

Az L lanc és H lanc V szakaszok altalanos szerkeze-
te egymashoz hasonld, mivel 4 keretszakaszt (frame-
work, FR) 3 szupervariabilis szakasz, azaz komplemen-
taritast meghatarozo szakasz (CDR) kot 6ssze. Mig az
FR-ek aminosavszekvencidja viszonylag jol megdrzd-
dik, a CDR-ek aminosavszekvencidja nagyon valtozé-
kony [Kabat E. A. és munkatarsai, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health
and Human Services (1983)].
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A human IL-6R elleni egér-monoklonalisantites-
tek V szakaszainak fent meghatarozott aminosav-szek-
vencidja alapjan, Kabat E. A. és munkatérsai fent idé-
zett munkajaval Osszhangban meghataroztuk a human
IL—6R elleni egér-monoklonalisantitestek V szakaszai-
nak CDR-jeit, amelyet a 9. tdblazatban kozliink.

9. tablazat

Szek- CDR(1) CDR(2) CDR(3)
Plazmid vencia

szama (aminosav szama)
pl2-K2 24 24-38 54-60 | 93-101
pl2-h2 25 31-35 50-66 | 99-105
pPM—-k3 26 24-34 50-56 89-97
pPM-hl 27 31-36 51-66 | 99-108
p64-k4 28 24-38 54-60 | 93-101
p64-h2 29 31-35 50-66 | 99-109
pl46-k3 30 24-34 50-56 89-97
pl46-hl 31 31-35 50-66 | 99-106
5. példa.

Klonozott cDNS (1) (kiméra

AUK12-20 antitestkonstruktum) expressziojanak

kimutatasa

Expresszios plazmid szerkesztése

Az AUK12-20 kappa tipust L lanc és H lanc V sza-
kaszokat kddolo, PCR-klonozott cDNS-ekbdl szerkesz-
tink egy kiméra L lancot vagy H lancot. Annak ér-
dekében, hogy az egér AUK12-20 V szakaszt kodolo
cDNS-t egy human C szakaszt koédoldé ¢cDNS-sel
konnyen Osszekapcsolhassunk egy emlSs-expresszids-
vektorban, amely human citomegalovirus (HCMV) exp-
resszios vektor erdsitGt és promotert tartalmaz, az egér
cDNS 5°- és 3’-végeken megfeleld restrikcidsenzim-ha-
sitasi helyeket kell kialakitani.

Az 5°- és 3’-végek ilyen modositasat PCR-eljaras-
sal hajtjuk végre. Két primersorozatot terveztink és
szintetizaltunk. Egy L lanc V szakasz hatso primert
(32. szdmu szekvencia) és egy H lanc V szakasz hatso
primert (33. szamu szekvencia) terveztiink ugy, hogy a
primerek a szignalszekvencia elejét kodolé DNS-sel
hibridizaljanak, a kielégit6 mértékid transzlicidhoz
szitkséges DNS-szekvencia fennmaradjon [Kozak M.,
J. Mol. Biol. 196, 947-950 (1987)], és a HCMV exp-
resszios vektor klénozasiahoz egy HindIIl hely alakul-
jon ki. Az L lanc V szakasz eliils primert (34. szamu
szekvencia) és a H lanc V szakasz eliilsé primert (35.
szamu szekvencia) gy terveztiik meg, hogy a primerek
a J szakasz termindlis részét kddold DNS-sel hibridizal-
janak, fennmaradjon a C szakaszba vald beillesztéshez
szitkkséges DNS-szekvencia, és a HCMV expresszids
vektorban a human C szakaszhoz val6 kapcsolédashoz
kialakuljon egy BamHI hely.

A PCR-eljaréssal valé megsokszorozas utdn a PCR-
terméket HindIll-mal és BamHI-gyel emésztjiik, a hu-
man kappa és tl lanc C szakasz DNS-t tartalmazo
HCMV-vektorba klonozzuk és szekvencidjat meghata-
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rozzuk annak bizonyitaséara, hogy a PCR-sokszorozas so-
rdn nem vittiink be hibékat. A kapott expresszids vekto-
rok jeldlése HCMV-12k-gk, illetve HCMV-12h-gtl.

A HCMYV expresszios plazmidok szerkezete az 1. 4b-
rin lathatd. A HCMV-V| —HC, plazmidban a V|, sza-
kasz barmely egér L lanc V szakasz lehet. Ebben a példa-
ban az AUK12-20 kL lanc V szakasz inszertalasival
kaptuk a HCMV—-12k-t. A HCMV- Vy-HC_, plazmid-
ban a Vi szakasz barmely egér H lanc V szakasz lehet.
Ebben a példaban az AUK12-20 H lanc V szakaszt
inszertalva kaptuk a HCMV—12h-gt1 plazmidot.

Atmeneti expresszié COS-sejtekben

A kiméra AUK12-20 antitest COS-sejtekben valé
atmeneti expresszidjanak kimutatasara a fentiekben is-
mertetett médon szerkesztett expresszids vektorokat
COS-sejtekben teszteljiik. A vektor DNS-eket elektro-
pordaléassal vissziik be a COS-sejtekbe, Gene Pulser ké-
sziillék (Bio Rad) alkalmazasaval. Kozelebbrdl, a COS-
sejteket 1-107 sejt/ml koncentracidban szuszpendaljuk
foszfattal pufferolt soldatban (PBS), és a szuszpenzi6
0,8 ml alikvotjdhoz 10 pg DNS-t adunk minden plaz-
mid esetén. A pulzusokat 1900 V és 25 nF kapacitassal
adjuk.

A pihentetési periddus utan (szobah8mérsékleten
10 perc) az elektroporalt sejteket 10% magzati borjiszé-
rummal (FCS) kiegészitett 8 ml DMEM (GIBCO) tap-
kozeghez adjuk. A sejteket 72 6ran keresztiil inkubal-
Juk, majd a sejttérmeléket centrifugalassal eltdvolitjuk,
¢s aszeptikus korlilmények kozott, rovidebb idStartam-
ra 4 °C-on, hosszabb id6n at —20 °C-on taroljuk.

Kiméra antitestek mennyiségének meghatdarozasa

ELISA-moédszerrel

A transzfektalt COS-sejtek feliiliszdjaban ELISA-
moédszerrel mutatjuk ki a kiméra antitest termel8dését.
A kiméra antitest detektaldsara egy lemezt kecske anti-
human teljes molekula IgG-vel (Sigma) vorunk be.
A lemezt blokkoljuk, és minden egyes rezervoarba soro-
zathigitott COS-sejttenyészet felilliszot mériink. Inku-
béalds és mosas utan minden egyes rezervoarba alkali-
kus foszfatazzal kotott kecske antihuman IgG-t (t lanc
specifikus, Sigma) mériink. Inkubalds €s mosas utin
szubsztratpuffert adunk hozza. A reakcidelegyet inku-
baljuk, majd a reakcio befejezGdése utdn 405 nm-en
mérjik az optikai stiriséget. Standardként tisztitott hu-
man IgG-t (Sigma) alkalmazunk.

Human IL—6R-hoz valo kétédés képességének vizsga-
lata ELISA-médszerrel

A transzfektalt COS-sejttenyészet felilliszojat
ELISA-moédszerrel vizsgaljuk annak megallapitasara,
hogy a termel3dott antitestek képesek-e kotédni az anti-
génhez. Az antigénhez valdé kotédés kimutatdsara a le-
mezt MT18 egér-monoklonalisantitesttel (1. referen-
ciapélda) vonjuk be, és 1%-os marhaszérum-albumin-
nal (BSA) valo blokkolas utan oldhaté rekombinéns hu-
man IL—-6R-t (SR344) adunk hozza. Mosés utan min-
den egyes rezervoarba sorozathigitott COS-sejttenyé-
szet-feliiliszot mériink. Inkubalds és mosas utan min-
den egyes rezervoarba alkalikus foszfatdzzal kotétt
kecske antihuman IgG-t adunk. A reakcidelegyet inku-
baljuk, és moséas utan szubsztratpuffert adunk hozza.
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Inkubalas utan a reakciot ledllitjuk, és 405 nm-en mér-
jik az optikai slriiséget.

Az eredmények a 2. dbran lathatok. A kiméra
AUK12-20 antitestet kddold gén transzfektalésat
COS-sejtekbe kétszer megismételtiik. Mindkét sejtte-
nyészet-feliilisz6 minta erds kotddést mutatott az
IL—6R-hoz, és a 405 nm-en mért optikai stirliség is a
minta higitdsatol (monoklondlis antitestkoncentracio-
tol) fiiggd modon valtozott (amit a 2. abran az tires ko-
rok és a teli korok jelolnek), ami az IL—6R elleni anti-
testek jelenlétére utal a mintaban.

IL—6 IL—6R-hoz valo kétddését gatlo képesség

meghatarozdasa

Annak meghatarozasara, hogy egy mintaban 1évé an-
titest képes-e az IL—6 IL—6R-hoz valo kotddését gatol-
ni, a lemezt MT18 monoklonalis antitesttel (1. referen-
ciapélda) vonjuk be. Blokkolas utan oldhaté rekombi-
nans human IL—6R-t (SR344) adunk hozza. Mosas utan
COS-sejttenyészet sorozathigitasaval kapott mintat mé-
riink az egyes rezervoarokba, biotinilezett IL—6-tal.

Mosas utan alkalikus foszfatdzzal kotott sztrepto-
avidint adunk hozz4, és inkubalas és mosas utin hozza-
adjuk a szubsztratpuffert. A reakcidelegyet inkubaljuk,
majd a reakcid ledllitdsa utan 405 nm-en mérjiik az op-
tikai sdrliséget. Pozitiv kontrollként tisztitott egér
AUK12-20 monoklonalis antitestet adunk a mintdhoz,
és negativ kontrollként egy nem rokon antitestet
expresszalo COS-sejtekb6l szarmazd tenyészetet alkal-
mazunk.

Az eredmények a 3. abran lathatok. Az AUK12-20
antitestet kddold génnel transzfektalt COS-sejtek tenyé-
szetének feliliiszoja a legnagyobb, €s a masik legna-
gyobb koncentraciéban gitolja az IL-6 kotddését az
IL—6R-hoz. Kézelebbrdl, a 3. dbran a teli korok mutat-
jak, hogy a 405 nm-en mért optikai siirliség a minta hi-
gitasatol (antitestkoncentraciotol) fiiggé modon vélto-
zik, ami arra utal, hogy a mintdban 1év$ antitest gatolja
az IL-6 IL-6R-hoz val6 kotGdését. Ezt megerdsiti a
teljes hasonldsag a pozitiv kontroll antitest koncentra-
ciotdl fliggd valtozasahoz (lires korok). Megjegyzendd,
hogy a negativ kontroll (iires hdromszogek) nem mutat
gatlo aktivitast.

6. példa

Klonozott cDNS (2) (kimera

PM]1 antitestkonstruktum) expressziojanak kimuta-

tasa Expresszios vektorok szerkesztése

A kiméra PM1 antitestet expresszalo vektorok szer-
kesztésére az egér PM1 kL lanc, illetve H lanc V szaka-
szokat kodolé pPM-k3, illetve pPM—hl cDNS-klo-
nokat PCR-eljardssal modositjuk, majd HCMV exp-
resszidos vektorokba illesztjiik (1. abra). Az L lanc
V szakaszhoz tervezett pmk-s (38. szamu szekvencia),
a H lanc V szakaszhoz tervezett pmh-s (40. szamu szek-
vencia) hatso primerek a szignalszekvencia elejét ko-
dolé DNS-sel hibridizdlnak, és Kozak-konszenzusszek-
vencidval €és egy HindIIl restrikcids hellyel rendelkez-
nek. Az eliils6 primereket — az L lanc V szakaszhoz a
pmk-a primert (36. szdm0 szekvencia), a H lanc V sza-
kaszhoz a pmh-a primert (39. szamu szekvencia) Ggy
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terveztiik, hogy azok a J szakaszok végeit kodolo DNS-
szekvenciakkal hibridizaljanak, és egy illeszté donor-
szekvencidval és egy BamHI restrikcios hellyel rendel-
kezzenek.

A kappa tipust L lanc V szakaszhoz két eliils$ pri-
mert szintetizalunk. Noha a legtobb kappa tipusi L
lincban a 107-es helyzet( lizinek konzervaltak, az egér
PM1 kappa tipust L lancban 107-es helyzetben aszpa-
ragin van. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk e val-
tozas hatdsat a kiméra PM1 antitest antigénkotd aktivi-
tasédra, az eliilsé pmk-b primert (37. szamu szekvencia)
ugy terveztitkk meg, hogy a 107-es helyzetben az asz-
paragin lizinre mutaljon. A PCR-reakciot kovetSen a
PCR-termékeket tisztitjuk. HindIII-mal és BamHI-gyel
emésztjiik és pUC19 vektorba [Yanishe-Perron és mun-
katarsai, Gene 33, 103—-109 (1985)] szubkldnozzuk.
A DNS szekvencidjanak meghatarozasa utdn a
HindITI-BamHI fragmenseket kivagjuk és a kiméra H
linchoz HCMV-Vy-HC,, expresszios vektorba klo-
nozzuk, igy kapjuk a HCMV —pmh-gzt1-et, illetve a ki-
méra L lanchoz HCMV -V, -HC, expresszids vektorba
klénozzuk, és igy kapjuk a HCMV-pmka—gk-t és
HCMV-pmkb-gk-t.

Transzfektalas cos-sejtekbe

A kiméra human PM1 antitestek atmeneti expresszio-
Jjanak vizsgalatra a vektorokat cos sejtekben teszteljiik.
A HCMV-pmh-gtl-et és a HCMV —pmka—gk-t vagy
HCMV-pmkb-gk-t elektroporalassal kotranszfektaljuk
a cos sejtekbe, Gene Pulsar késziilék (BioRad) segitségé-
vel. Az egyes plazmid-DNS-ekbdl 10 pg-ot adunk 1-107
0,8 ml alikvotjahoz. A pulzust 1900 V, 25 uF kapacitas-
sal adjuk. Szobahémérsékleten 10 perces pihentetési pe-
riodus utdn az elektroporalt sejteket 20 ml Dulbecco-féle
modositott Eagle-tapkozeghez (DMEM, GIBCO) adjuk,
amely 10% gamma-globulinmentes magzati borjliszéru-
mot tartalmaz. 72 6ran keresztili inkubdlas utan a tenyé-
szeteket Osszegyljtjiik, a sejttormeléket centrifugalassal
eltavolitjuk, és steril koriilmények kozott, rvidebb ids-
tartamra 4 °C-on, hosszabb idére —20 °C-on taroljuk.

Kiméra PM1 antitestek expresszioja és analizise

A cos sejtek tenyészetét 3 napos dtmeneti expresszid
utdn sszegy(jtjiik, és kiméra PM1 antitestre teszteljik.
A tenyészlevet el6szor ELISA-val analizaljuk annak ki-
mutatasara, hogy a transzfektalt cos-sejtekben terme-
15d6tt-e emberihez hasonld antitest. A fenti vizsgalatban
standardként ismert mennyiségi tisztitott humén IgG-t
alkalmazva az emberihez hasonld antitestek (jelen eset-
ben kiméra PM1 antitestek) mennyiségét is meghataroz-
hatjuk a cos sejtekbd] kapott tenyészlében. A human an-
titestek detektaldsara a lemezeket kecske antihuman
IgG-vel (teljes molekula, Sigma) vonjuk be. Blokkolds
utan a cos-sejtekb6l szarmazé mintakat sorozathigitjuk,
¢s bemérjiik az egyes rezervoarokba. Inkubalas és mo-
sas utdn alkalikus foszfatdzzal konjugélt kecske anti-
human IgG-t (gamma-lancspecifikus, Sigma) adunk hoz-
74. Inkubalas és mosds utdn hozzdadjuk a szubszt-
ratpuffert. Inkubalds utdn a reakciot leallitjuk, és
405 nm-en mérjiik az optikai stirliséget. Standardként
tisztitott human IgG-t (Sigma) alkalmazunk.
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A kiméra PM1 géneket hordozo6 vektorokkal transz-
fektalt cos-sejtekbdl szarmazé tenyészlé pozitiv volt az
emberihez hasonl6 antitest expresszidja szempontjabol,
és a kozelitd mennyiségeket is meghataroztuk az emli-
tett médon.

Ezt kévetGen a kiméra PM1 géneket hordozoé vekto-
rokkal transzfektalt cos sejtekbdl szarmazd ugyanezen
tenyészlevet megvizsgaltuk human IL—6R-hoz val6 ko-
t6dési képessége szempontjabol is. Az antigénhez vald
kotddés detektalasara a lemezeket egy huméan IL—6R el-
leni antitesttel, az MT18 egér-monoklonalisantitesttel
(1. referenciapélda) vonjuk be. A blokkolast kdvetGen
hozzaadjuk az oldhaté rekombinidns humén IL—6R-t
(SR344). Mosas utan a mintakat sorozathigitjuk, és az
egyes rezervoarokba mérjiik. Inkubalas és mosas utan
alkalikus foszfatdzzal konjugalt kecske antihumén
1gG-t (gamma-lancspecifikus, Sigma) adunk hozza. In-
kubalas és mosas utan hozzaadjuk a szubsztratpuffert.
Inkubalas utan a reakciot leallitjuk, és 405 nm-en mér-
Jjuk az optikai strdséget. Standardunk nem volt ebben a
vizsgalatban.

Két minta szarmazott az egér PM1 antitestben talal-
takkal azonos V szakaszokat tartalmaz kiméra antites-
tet kodolo génekkel végzett transzfektalasbol (kiméra
PM1a antitest, 4. dbra). Egy minta szarmazott olyan ki-
méra antitestet kodolod génekkel végzett transzfektalas-
bol, amelyekben egyetlen aminosavcsere volt az L lanc
V szakasz 107-es helyzetében a fent leirtak szerint (ki-
méra PM1b antitest, 4. abra). Minden minta erGs kot6-
dést mutatott az IL—6R-hoz, amely a minta higitasaval
csokkent. gy a talalmany szerint szerkesztett kiméra
PM1 antitest miikodSképes, és jol kotdik sajat antigén-
jéhez. Még jelentGsebb az, hogy egy miikoddképes ki-
méra PM1 kimutatasa kdzvetlen bizonyitékot szolgaltat
arra, hogy a helyes egér PM1 V szakaszokat klonoztuk
¢s szekvenaltuk. A kiméra PM1 antitest — az L lanc V
szakasz 107-es helyzetében mind a két aminosavval —
j6l kotédik antigénjéhez, az IL—6R-hoz. Ugy tinik,
hogy az egér PM1 L lanc V szakasz 107-es helyzete
nem nagyon kritikus az antigénkdtédés szempontjabol,
€s akar aszparagin, akar lizin van ebben a helyzetben,
mindkettd kielégitGen mikodik. Mivel az egér PM1 an-
titest aszparagint tartalmaz az L lanc V szakasz 107-es
helyzetében, a kiméra PM1 antitesttel végzett 9sszes so-
ron kovetkezd kisérletben az (a) valtozatot alkalmaz-
tuk, vagyis azt a valtozatot, amelynek V szakasza azo-
nos az egér PM1 antitestben taldlhatoval.

A kiméra PM1 antitest nagy mennyiségeinek stabil
expresszalasara egy 1) HCMV expresszids vektort szer-
kesztettiink, amely a dhfr gént tartalmazza. A kiméra
PM1 antitest nagyobb koncentraciokban valé expresszio-
janak elérésére els6 lépésben a HCMV -V —HC; vek-
tort (1. &bra) Ogy modositjuk, hogy ez a vektor egy
,béna” (crippled) promotererdsits altal expresszalt dhfr
gént tartalmazzon. A pSV—dhfr vektorbdl téroljik az
SV40 er8sitéelemeket [Subramani S. és munkatérsai,
Mol. Cell. Biol. 1, 854-864 (1981)], és a ,béna”
SV40 promoter 4altal expresszalt dhfr gént a
HCMV-Vy-HC ;-be inszertaljuk az SV40 promoter-
erdsitd altal expresszalt neo gén helyére. Az igy kapott
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) HCMV -V ~HC -dhfr vektorba ezutén inszertaljuk
az egér PM1 V szakaszt. A fenti javitott expresszids vek-
tor szerkesztését részletesen a 10. példiban ismertetjiik.

CHO dhfr(—) sejteket [Urlaub G. és munkatérsai,
Proc. Natl. Acad.Sci. USA 77, 42164220 (1980)] két
plazmid DNS-sel transzfektaltunk, a kiméra PM1a L lanc
(HCMV —pmka-gk) expresszalasaraa HCMV-V; —-HC,.
vektorral, és a kiméra PM1 H lanc (DHFR -AE—PMh-
gt1; 10. pelda) expresszalasara a HCMV-V-HC ,-dhfr
vektorral. Mindegyik plazmid esetén 10 pg/ml DNS-t
adunk egy 1 -107 sejt/ml koncentracidja, PBS-sel késziilt
szuszpenzio 0,8 ml alikvotjahoz. A pulzust 1900 V,
25 uF kapacitassal adjuk. Szobah3mérsékleten 10 perces
pihentetési periodus utan az elektroporalt sejteket 10 ml
o-MEM-hez (alfa mimindl tdpkozeg) adjuk, amely
nukleozidokat és 10% FCS-t tartalmaz. Egy éjszakan ke-
resztiili inkubalas utan a tapkozeget nukleozidok nélkiili,
10% FCS-t és 500 pg/ml G418-at (GIBCO) tartalmazo
tapkdzegre cseréljiik a dhfr+ és neo+* transzforménsok
szelektdlasara. A szelektalas utan a szelektalt klonokat al-
kalmazzuk a gén megsokszorozasara. A megsokszorozas
egy ciklusa utan 2 - 10-8 mol/l metotrexatban (MTX) egy
sejtvonalat (PM1k3-7) szelektaltunk, amely mintegy
3.9 pg/106 sejt/nap hozammal termel kiméra PM1a anti-
testet.

Kiméra antitestek IL—6 humadn IL—6R-hoz valo ko-
todést gatlo képesseégének meghatarozdsa ELISA-mod-
szerrel

A transzfektalt cos sejtekben vagy a stabil CHO
sejtvonalban termel6dott antitesteket vizsgaltuk annak
meghatarozasara, hogy az antitestek képesek-e versen-
geni a biotinilezett IL—6-tal az IL—6R-hoz vald kots-
désben. A lemezeket MT18 egér-monoklonalisantitest-
tel vonjuk be. Blokkolas utdn oldhatd rekombinéans hu-
man [L—6R-t (SR344) adunk hozza. Mosas utan a cos-
sejttenyészet sorozathigitdsaval kapott mintat mériink
az egyes rezervoarokba, biotinilezett IL—6-tal egyiitt.
Mosas utan alkalikus foszfatazzal koététt sztrepto-
avidint adunk hozza. Inkubalds és mosas utan hozza-
adjuk a szubsztratpuffert. A reakcidelegyet inkubal-
Jjuk, majd a reakcio leallitdsa utdn 405 nm-en mérjik
az optikai sfirliséget. Az eredmények az 5. 4bran lat-
hatok.

7. példa

Atformdlt human PMI antitestek szerkesztése

A gyorsabb ¢s hatékonyabb CDR-illesztés elérésére
eljarast dolgoztunk ki a CDR-ek sorozatos illesztésére
PCR-moédszerrel. Ez az eljaras PCR-mutagenezis eljara-
sokon alapul [Kamman és munkatarsai, 1989].

A CDR-illesztéshez a valasztott human FR-eket tar-
talmazé templat-DNS-ek el6allitasira szitkség volt a
megfeleld atformalt human V szakaszok (jboli kléno-
zasara megfelel6 vektorokba. Az alysll és F10 plaz-
mid DNS-ek az atformalt humén D1.3 L és H lancot ko-
doljak, és a human REI-bdl, illetve NEW-bdl tartalmaz-
zadk az FR-eket. Az alysl1-bdl kivagjuk az atformalt
bumén D1.3 L lanc V szakaszt kodolé DNS-szek-
venciat tartalmazo, mintegy 500 bp Ncol-BamHI
fragmenst, és HindIII-BamHI-gyel hasitott pPBR327-be
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szubklénozva kapjuk a VI1-lys—pBR327 vektort.
A V1-lys—pBR327-b6! szarmazé HindIlI-BamHI
fragmenst HindIlI-BamHI-gyel hasitott pUC19-be in-
szertalva kapjuk a V1-lys—pUCI19-et. Az F10-bd] ki-
vagjuk az atformalt humén D1.3 H lanc V szakaszt ko-
dolo DNS-szekvenciat tartalmazo, mintegy 700 bp
Ncol-BamHI fragmenst, és a pBR327 HindIII-BamHI
helyére szubklonozzuk, egy HindII-Ncol adaptert alkal-
mazva, igy kapjuk a Vh—lys—pBR327-et. A kapott vek-
torbol ezutan kivagunk egy HindIlI-BamHI fragmenst,
és HindlII-BamHI-gyel hasitott pUC19 vektorba
szubklonozva kapjuk a Vh-lys—pUC19-et.

Az alysl] plazmid és a templatban alkalmazott, az
atformalt huméan D1.3 L lanc V szakaszt kodoléo DNS-
szekvencia szerkesztését ismertetjilkk. Az F10 plazmid-
ban az atformalt human D1.3 H lanc V szakaszt koé-
dold, templatként alkalmazott DNS-szekvencia ismert
[Verhoey és munkatéarsai, Science 237, 1534-1536
(1988), 2. dbra].

A 6. dbra mutatja a primereket és a PCR-reakciokat,
amelyeket az atformalt human PM1 H lanc V szakasz
elsd valtozatanak szerkesztésére alkalmaztunk. Egy
eliilsé A primer (APCR1; 41. szamt szekvencia) és egy
hatso E primer (APCR4; 42. szami szekvencia) hibridi-
z4l a vektoron 1évé DNS-szekvencidkkal. Noha az
APCRI-et és APCR4-et specifikusan a pUC19 vektor-
hoz terveztilk, az M13 univerzalis szekvenciaprimerek
is alkalmazhatok.

A CDRI-illeszté/mutagén B primer (phv-1; 43. sz4-
mu szekvencia), a CDR2-illesztd C primer (phv-2; 44.
szamu szekvencia) és a CDR3-illesztd D primer
(phv-3; 45. szamu szekvencia) hossza 40-60 bp, és az
egér PM1 H lanc V szakaszbol szarmazé CDR-eket ko-
dolé DNS-szekvenciabol és a CDR-szakaszokat hatéro-
16 templat DNS-ben 1évé human FR-ekbdl all. Az elsd
PCR-reakcidban az eliilsé APCR4 primert €s a hatsé D
primert alkalmazzuk. Az elsé6 PCR-terméket — amely
az egér PM1 CDR3 szekvenciat tartalmazza — tisztit-
juk és eliilsé primerként alkalmazzuk a masodik
PCR-reakcidéban, héatsé primerként a C primerrel
egylitt. A masodik és harmadik PCR-terméket — ame-
lyek az egér PM1 CDR2-t és CDR3-at, illetve mindha-
rom egér CDR-t tartalmazzak — azonos médon primer-
ként alkalmazzuk a soron kovetkezé PCR-lépésben.
A negyedik PCR-terméket — amely a teljes atformalt
huméan PM1 H lanc V szakaszt tartalmazza — tisztitjuk,
HindIll-mal és BamHI-gyel emésztjiik, €s tovabbi anali-
zis céljara a pUCI19 vektorba szubklénozzuk.

Az atformalt human PM1 H lanc V szakasz szer-
kesztésére harom mutagén primert — phv—1, phv-2 és
phv—3 — szintetizalunk, a primereket 8 mmol/l karba-
midot tartalmazé 12%-os poliakrilamid gélen tisztitjuk.
A phv-—1 mutagén primert nemcsak az egér PMI
CDRI1-illesztéshez terveztilkk, hanem a human
FR1 27-es és 30-as helyzetében a Ser —> Tyr és Ser
—> Thr muticiokhoz is. Az egyes PCR-reakcioelegyek
100 pl-e tipikusan 10 mmol/l Tris—HCI-t (pH 8§,3),
50 mmol/l KCl-t, 1,5 mmol/l MgCl,-ot, 250 umol/l
dNTP-t, 50 ng templat-DNS-t (Vh—-lys—pUCI19),
2,5 egység AmpliTaqg-ot (Perkin Elmer Cetus) és a pri-
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mereket tartalmazzak. Az els6 PCR-reakciét 1 pmol/l
phv-3 primer és 1 pmol/l APCR4 primer jelenlétében
hajtjuk végre, az elsd, kezdd denaturdlast 94 °C-on
1.5 percen keresztiil végezziik, majd 94 °C-on 1 per-
cen, 37 °C-on 1 percen és 72 °C-on | percen keresztiili
denaturalasi ciklust ismételiink meg harmincszor. Az il-
lesztés €s a szintézislépések kozotti allasi 1d6 2,5 perc.
Az utolso ciklus befejezése utan 72 °C-on 10 percen ke-
resztiil végezziik a végsd extenziot. Az 523 bp méretii
PCR-terméket 1,6%-0s alacsony olvadasponti agar6z-
gél alkalmazaséval tisztitjuk, majd primerként alkal-
mazzuk a masodik PCR-reakcidban.

A mésodik PCR-reakcioban primerként mintegy
1 pg tisztitott elsd PCR-reakcidterméket és 25 pmol
phv—2 mutagén primert alkalmazunk. A PCR-reakcié
koriilményei azonosak az els6 PCR-reakcio koriilmé-
nyeivel. Hasonloképpen a masodik PCR-reakcidbol
szdrmazd, 665 bp PCR-terméket és a harmadik
PCR-reakcioboél szarmazo, 737 bp PCR-terméket alkal-
mazzuk primerként a phv—1 primerrel a harmadik, illet-
ve az APCRI! primerrel a negyedik PCR-reakcio-
ban. A negyedik PCR-reakcioban kapott, 1172 bp
PCR-terméket tisztitjuk, HindIII-mal és BamHI-gyel
emésztjik, majd az atformalt human PM1 H lanc V
szakaszt tartalmazd, mintegy 700 bp fragmenst egy
pUC19 vektorba szubklonozzuk. Négy szekvenalt klon
koziil kettd tartalmazta a helyes aminosavszekvenciat
kodolé DNS-szekvenciat, ezt pUC~RVh-PMIla-nak
jeloltik.

Az atformalt PM1 H lanc V szakasz tovabbi valtoza-
tainak szerkesztésére Ot mutagén primert szintetizal-
tunk. Mindegyik PCR-reakciét alapvetden a fent ismer-
tetett korillmények kozott hajtottuk végre. A (b) valtozat-
hoz az els6 PCR-reakcidban a phv—m4 mutagén primert
(Val-71-> Arg-71 csere; a szdmozas megfelel a
Kabat és munkatarsai altal alkalmazott szamozésnak,
lasd 3. tablazat; 46. szamu szekvencia) és az APCR4-et
alkalmazzuk a pUC~RVh~PMla templat-DNS-sel. Az
elsé PCR-reakcioban kapott terméket tisztitjuk, és eliil-
s6 primerként alkalmazzuk a méasodik PCR-reakcioban,
az APCR1 primerrel egyiitt. A masodik PCR-reakcio ter-
mékét 1,6%-os alacsony olvadasponti agarozgel alkal-
mazasaval tisztitjuk, HindI1I-mal és BamHI-gyel emészt-
jik, és pUC19-be szubkldénozzuk, igy kapjuk a
pUC~RVh-PM1b vektort. Hasonlé médon, a (c) valto-
zatot (pUC~RVh-PMIc) a phv—nm mutagén primer
(Asp—1-> GIn-1 csere; 47. szdmu szekvencia) és egy
pUC—-RVh-PM1b templit alkalmazasaval; a (d) vélto-
zatot (pUC-RVh-PMI1d) a phv—m6 mutagén primer
(Ile—48 —> Met—48 csere; 48. szamu szekvencia) és
egy pUC-RVh-PMIb templat alkalmazasaval; az (e)
valtozatot (pUC-RVh—PMle) a phv—m6 mutagén pri-
mer és egy pUC-RVh-PMIc templat alkalmazasaval;
az (f) valtozatot (pUC-RVh—PMIf) a phv-m7 muta-
gén primer (Thr—28—> Ser—28 és Phe—29 —> Ile-29
csere; 47. szam\ szekvencia) és egy pUC-RVH-PMI1b
templat alkalmazasaval allitjuk elS. Az atformalt humén
H lanc V szakasz (f) valtozatanak aminosavszekven-
cidja és az azt kodolo nukleinsavszekvencia az 54. sza-
mu szekvenciaban lathato.
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A 7. dbra mutatja az tformalt human PM1 L lénc V
szakasz els6 valtozatanak szerkesztésére alkalmazott pri-
mereket és PCR-reakcidkat. Az atformalt human PM1 L
lanc V szakasz els6 valtozatanak szerkesztésére szinteti-
zaljuk a pkv—1 CDR1-illeszt§ primert (51. szamil szek-
vencia), a pkv—2 CDR2-illeszté primert (51. szamu
szekvencia) és a pkv—3 CDR3-illeszt6 primert (52. sza-
mu szekvencia), és 8 mol/l karbamidot tartalmazo,
12%-o0s poliakrilamid gélen tisztitjuk. A PCR-reak-
cidkat a fent ismertetett modon hajtjuk végre. Az elsé
PCR-reakcidban 1 pmol/l pkv—3 és 1 pmol/l APCR4
primert alkalmazunk. Az elsé PCR-reakcioban kapott
350 bp PCR terméket 1,5%-o0s, alacsony olvadasponti
agarozgél alkalmazasaval tisztitjuk, és eliils6 primerként
alkalmazzuk a masodik PCR-reakciéban. A masodik
PCR-reakcidban kapott terméket tisztitjuk, BamHI-gyel
és HindIll-mal emésztjiik, és a CDR3-illesztett DNS-t
tartalmaz6 500 bp fragmenst a DNS-szekvencia megha-
tarozasa céljabol egy pUC19 vektorba szubklonozzuk.
Egy, a helyes szekvenciat tartalmazé DNS-plazmidot a
kévetkezd PCR-reakcioban templat DNS-ként alkal-
mazunk. A harmadik PCR-reakciéban 25 pmol/l
pkv—2 mutagén primert és 25 pmol/l APCR4-¢t alkalma-
zunk. A harmadik PCR-reakcioban kapott PCR-termé-
ket tisztitjuk, és a pkv—l-gyel egyiitt primerként alkal-
mazzuk a negyedik PCR-reakcioban. Hasonlé modon, a
negyedik PCR-reakcidban kapott PCR-terméket alkal-
mazzuk primerként az APC R1 primerrel egyiitt az 6t5-
dik PCR-reakcioban.

Az otodik PCR-reakcidban kapott PCR-terméket
tisztitjuk, BamHI-gyel és HindIlI-mal emésztjiik, és a
DNS-szekvencia meghatarozasara pUC19 vektorba
szubklénozzuk. A CDR2 szakaszban probléma volt.
Két tovabbi PCR-reakcidt kellett végrehajtani. A hato-
dik és hetedik PCR-reakcioban a pUC19 vektorba
klénozott 6todik PCR-terméket alkalmazzuk templat
DNS-ként. A hatodik PCR-reakcioban primerként a
pkv-2-t és az APCR4-et alkalmazzuk. A hatodik
PCR-reakcidban kapott PCR-terméket tisztitjuk és pri-
merként alkalmazzuk az APCR1 primerrel egyiitt a he-
tedik PCR-reakcioban. A hetedik PCR-reakcibéban ka-
pott PCR-terméket tisztitjuk, BamHI-gyel és HindIII-
mal emésztjiik, és egy 500 bp fragmenst pUC19 vektor-
ba klénozunk DNS-szekvenélashoz. Ot szekvenalt klon
kéziil kettd rendelkezett a helyes DNS-szekvenciaval.
A klont pUCRV1-PMla-nak neveztiik, szekvencidja
az 55. szam® szekvencidnak felel meg.

Az atformalt human PM1 L lanc V szakasz tovabbi
valtozatainak szerkesztésére egy pvk—-ml mutagén
primert (53. szdmi szekvencia) szintetizalunk.
A PCR-reakcidkat a fent leirt modon hajtjuk végre. Az
elsé PCR-reakciéban a pkv—ml mutagén primert
(Phe—71-> Tyr-71) és az APCR4 primert alkalmaz-
zuk a pUC-RVI1-PMla templat DNS-sel. Az elsé
PCR-reakcioban kapott PCR-terméket primerként al-
kalmazzuk az APCR1 primerrel egyiitt a masodik
PCR-reakcidban. A masodik PCR-reakcié termékét
tisztitjuk, BamHI-gyel és HindIlI-mal emésztjiik, és
DNS-szekvenalashoz pUC19-be szubklonozzuk.
A klén jelolése pUC—-RV1I-PMIb.
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8. példa

Human citomegalovirus kézvetlen korai (HCMV)

promotert alkalmazo vektorok szerkesztése geneti-

kailag modositott antitestek expresszalasdara

emlbssejtekben (1. dra)

A kiméra PM1 L lanc és H lanc V szakaszokat kodo-
16 DNS-fragmenseket a human kappa tipusu L lancok, il-
letve huméan gamma-—1 tipusi H lancok emldssejtekben
val6 expresszaldsara kiindulasként HCMV vektorokba
(HCMV-V|-HC, és HCMV-Vy ¢,y illesztettitk
(1. dbra). A HCMV expresszios vektorok szerkesztése is-
mert [Maeda és munkatarsai, Human Antibodies and
Hybridomas 2, 124—134 (1991); Kettleborough C. A. és
munkatéarsai, Protein Engineering 4, 773-783 (1991)].
Mindkét vektor pSV2neo-alapt [Southern P. J. és mun-
katarsai, J. Mol. Appln. Genet. 7, 327-341 (1982)] és
human citomegalovirus promotert és erdsitdt tartalmaz
[Boshart M. és munkatarsai, Cell 4/, 521-530 (1985)]
az immunglobulin L és H lanc magas szint(i transzkrip-
cidjdhoz. Az L lanc expresszids vektor a human kappa
C szakaszt kodolé genomialis DNS-t tartalmazza
[Rabbitts T. H. és munkatarsai, Curr. Top. Microbiol.
Iinmunol. 773, 166-171 (1984)], ¢s a H lanc exp-
resszids vektor a human gamma-1 C szakaszt kodold
genomialis DNS-t tartalmazza [Takahashi N. és munka-
tarsai, Cell 29, 671-679 (1982)]. A HCMV expresszios
vektorok valtozékonyak, és mind atmeneti, mind stabil
expresszidra alkalmazhatok szamos eml@ssejttipusban.

9. példa

Human 1o. névekedési faktor (HEF—1a) promotert

alkalmazo vektorok szerkesztése genetikailag modo-

sttott antitestek expresszalasara emlossejtekben

(8. és 9. abra)

A human la polipeptidlanc-novekedési faktor
(HEF-1a) egyike a leggyakoribb proteineknek. A leg-
tobb sejtben expresszalddik. A human EF-la promo-
ter-er8sitd transzkripcids aktivitdsa mintegy 100-szo-
rosa az SV40 korai promotererGsit6 aktivitasanak [Kim
D. W. és munkatarsai, Gene 91, 217-223 (1990); és
Uetsuki T. és munkatarsai, J. Biol. Chem. 264,
5791-5798 (1989)). A 2.5 kb HEF-la promoter-
erfsit6 szakasz a gén 5°-végét hatdrolo, mintegy 1,5 kb
hosszisagi DNS-bdl, az elsG exonban 33 bp-bdl, az
els6 intronban 943 bp-bodl, és a 2. exon elsd részében
10 bp-bol all. A pEF321-CAT plazmid-DNS-bdl kivag-
juk a mintegy 2,5 kb HindIII-BamHI fragmenst [Kim
D. W. és munkatarsai, Gene 97, 217-223 (1990);
és Uetsuki T. és munkatarsai, J. Biol. Chem. 264,
5791-5798 (1989)], és a pdKCR vektor-DNS-be
[Tsuchiya M. és munkatarsai, EMBO J. 6, 611-616
(1987); O’Hare K. és munkatarsai, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78 (3), 1527-1531 (1981)] klénozzuk a mint-
egy 300 bp hosszusdgi, SV40 korai promotererdsitd
szekvencidt tartalmazo HindIII-BamHI fragmens he-
lyettesitésére, igy kapjuk a pTEF—1-et. A pTEF—1-et
EcoRI-gyel emésztjiik, Klenow-polimerazzal betoltjiik,
és HindIIl linkerekkel ligdjuk. Ezutdn kivagunk egy
mintegy 1,6 kb HindIlI-Smal fragmenst a moédositott
pTEF-1 vektor-DNS-bél.
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A HCMV-12h-gt1(AE2) plazmid-DNS-t az 5. pél-
da szerint elBallitott HCMV—12h-gt1-b8l szerkesztjiik
meg, a HCMV~12h—gtl EcoRI-gyel végzett részleges
emésztésével, Klenow-polimerazzal valo betdltéssel és
Onligéalassal.

A HCMV-12h—-gt1(AE2) plazmidot EcoRI-gyel
emésztjiikk, Klenow-polimerazzal betoltjiikk, és HindIII-
mal emésztjiik. A kapott mintegy 7 kb hossziisagy, a hu-
man gamma-—1 C szakaszt kodolé DNS-t tartalmazo
fragmenst a fentiek szerint el6allitott 1,6 kb hosszisagu,
a HEF—1a promotererssit6t tartalmazé HindIII-Smal
fragmenssel ligilva kapjuk a HEF-12h—grtl-et. Ebben
a vektorban a HEF—1a promotererdsit6 szakasz ugyan-
az, mint a pTEF-Il-ben, az 5’-véget hatirolo 380 bp
hosszasagi DNS kivételével. A HindIlI-BamHI frag-
mensként jelen 1év8 H lanc V szakasz kénnyen kicserél-
heté mas H lanc V szakaszokkal.

Az atformalt human H lanc V szakaszt tartalmazé
HindIlI-BamHI DNS-fragmenst a pUC—RVh-PM1a-
bol, pUC-RVh-PM1b-bdl, pUC-RVh—-PMIlc-bdl,
pUC-RVh-PM1d-b6l, pUC-RVh-PMIle-bdl és
pUC—-RVh-PMI1f-b8l (7. példa) kivagjuk, és a
HEF-12h—gtl HindIII-BamHI részébe inszertaljuk,
igy kapjuk az RVh—PMIla, RVh-PM1b, RVh-PMIg,
RVh-PM1d, RVh—PMle, illetve RVh—-PMI1f exp-
resszios vektorokat. Az RVh—-PMla, RVh-PMlb,
RVh-PMI¢, RVh—-PM1d, RVh—PMle és RVh—PM1f
expresszios vektorok, valamint a HEF—12h—gt1 az at-
formalt humén PM1 H lanc V szakasz (a), (b), (c), (d),
(e), és (f) valtozatat, illetve az egér PM1 H lénc V sza-
kaszt tartalmazzak.

A HEF-12k-gk L lanc expresszids vektor szerkesz-
tésére a HEF—12h—glt1-b6l kivagjuk a HEF—-1a pro-
motererdsitd szakaszt tartalmaz6, mintegy 3,0 kb
Pvul-HindIII fragmenst, és azt az 5. példa szerint elélli-
tott HCMV —12k—-gk HCMV L lanc expresszids vektor-
bol szarmazd, mintegy 7,7 kb hosszisag Pvul—HindIII
fragmenssel ligaljuk, igy kapjuk a HEF—12k—gk-t. Ami
a HEF—12h—-gtl H lanc expresszios vektort illeti, a
HEF - 12k—gk-ban HindIII-BamHI fragmensként jelen
1év8 L lanc V szakasz konnyen kicserélhetd egyéb L
lanc V szakaszokkal.

Az atformalt human L lanc V szakaszt tartalmazd
HindIII- BamHI DNS-fragmenst a pUC-RV1-PM]a-
b6l és pUC-RV1-PMI1b-bdl (7. példa) kivagjuk, és a
HEF-12k—gk HindlII-BamHI részébe illesztjiik, igy
kapjuk az RV1-PM1a, illetve RV1--PM1b expresszios
vektorokat. Az RV1-PMla és RV1-PMl1b exp-
resszios vektorok, illetve a HEF-PMk-gk az atformalt
human L ldnc V szakasz (a) és (b) valtozatat, illetve az
egér PM1 L lanc V szakaszt tartalmazzak.

10. példa

Hidnyos SV40 promotererdsitd szekvencidhoz ko-

tott dihidrofolat-reduktdz (dhfr) gént alkalmazo vek-

torok szerkesztése genetikailag modositott antites-

tek CHO-sejtekben valo, magas szintii

expressziojanak biztositasara (10. és 11. ara)

Az erbsitészekvencia eltavolitasara az SV40 korai
promoterbdl, a pSV2—dhfr plazmid DNS-t [Subramani
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S. és munkatarsai, Mol. Cell. Biol. 7, 854-865 (1981)
(ATCC 33694) Sphl-gyel és Pvull-vel emésztjik,
Klenow-polimerazzal betltjlik, és dnmagaval ligaljuk,
igy kapjuk a pSV2-dhfr—AE-t (lasd 10. abra).
A HCMV promotert, a H lanc V szakaszt és a humén
gamma-1 C szakaszt tartalmazd, mintegy 3,7 kb
EcoRI fragmenst EcoRI-gyel végzett részleges emész-
téssel kivagjuk a HCMV—-pMh-gt1-bdl. Ezt a frag-
menst az EcoRI-gyel emésztett pSV2—dhfr—AE-hez
ligalva kapjuk a DHFR—AE—-PMh—gt1-et.

Egy, a H lanc expresszios vektoron alapuld hasonld
vektort szerkesztiink, amely a HEF— 1o promotererdsitot
alkalmazza (lasd 11. abra). A HCMV-12h—gt1-bdl szar-
mazo, mintegy 3,7 kb hosszusdgih EcoRI fragmenst
EcoRI-gyel emésztett pSV2—dhfr—AE-hez ligélva kap-
juk a DHFR—AE-12h-gt1-et. A DHFR—-AE-12h—-gtl-
ben a dhfr cDNS-szekvencia utani BamHI helyet
BamHI-gyel végzett részleges emésztéssel eltavolitjuk,
Klenow-polimerazzal betdltjik, és onmagaval ligaljuk.
A médositott DHFR—AE—12 h-gtl DNS-bdl kivagjuk a
dhfr ¢cDNS-t tartalmazo, mintegy 4 kb hosszisiga
Pvul-BamHI fragmenst, és a 12. példa szerint eléallitott
RVh-PM1f-4-bdl szarmazo, mintegy 3 kb hosszisdgi
Pvul-BamHI fragmenssel ligaljuk, igy kapjuk a
DHFR-AE-2RVh-PMI1f-et,

A fentiek szerint elGallitott, javitott expresszios plaz-
maidok a taldlmany szerinti atformalt human PM1 anti-
testek el$allitasara alkalmazhatok,

11. példa

Atformalt human PM1 antitestek kiilonbozé valtoza-

tainak expresszioja és analizise

Az atformalt human PM1 L ¢és H lancokat exp-
resszald HEF—1a vektorokat cos-sejtekbe kotranszfek-
taljuk. Standard kontrollként kiméra PM1 L és H lanco-
kat expresszalo HEF-la vektorokkal is kotranszfek-
taljuk a cos sejteket. 3 nap elteltével a transzfektalt
cos-sejtek tenyészlevét 9sszegyujtjitk és ELISA-mod-
szerrel analizaljuk (1) a feliiluszoban jelen 1évé human
IgG antitest mennyiségére és (2) a fenti human ISG
IL—6R-hoz vald kotédési képességére. Késdbb ugyan-
ezen mintakat ELISA-val megvizsgaljuk az antitest hu-
man IL—6 human IL-6R-hoz vald kotddését gatlo ké-
pességére is.

Az 4tformalt huméan PM1 L lanc V szakasz két valto-
zatat Ogy értékeljik ki, hogy cos-sejteket kotransz-
fektalunk az atformalt human PM1 L-lancokat exp-
resszalo két vektor (RVI-PM1a és RVI-PM1b) egyikeé-
vel, és a kiméra PM1 H lancot expresszaldé vektorral
(HCMV-PMh-grtl). A sejteket a kiméra PM1 L és H
lancokat expresszalovektorokkal (HCMV-PMka—gk és
HCMV-PMh-gtl) is kotranszfektialjuk. A tisztitatlan
cos-sejtek felilliszojaval kapott adatok azt mutatjék,
hogy az atformalt humén PM1 L lanc (a) valtozata
egyenérték(l a kiméra PM1 L lanccal az IL-6R-hez val6
kot6dés vizsgalataban. Az atformalt human PM1 L lanc
(b) valtozata azonban lathatdlag elveszti az IL—6R-hez
vald kotédés képességét (12. abra). Ezekbdl az eredmé-
nyekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az FR3 71-es helyze-
tében végzett valtoztatas fenil-alaninrdl (ami a human
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REI-ben van, ahogy a CAMPATH-1H-ra modositot-
tak) tirozinra (ami a természetes human REJ-ben és egér
PM1-ben van) nagyon karos a mikodSképes antigén-
kotShely képzddése szempontjabol.

Az atformdlt huméan PM1 L lanc V szakasz (a) valto- 5

zatat valasztottuk legjobb valtozatként. Az atformalt hu-
man PM1 H lanc V szakasz kiilonb6z§ valtozatainak
vizsgalatara végzett tovabbi kisérletekben az atformalt
humén PM1 L lanc V szakasz (a) valtozatat mindig al-
kalmaztuk.

Az atformalt human PM1 H lanc V szakasz hat vilto-
zatanak kiértékelésére a cos-sejteket az atformalt human
PM1 H lancokat expresszalé hat vektor (RVh—PMla,
RVh-PM1b, RVh-PMIlc, RVh-PMId, RVh-FMle,
és RVh—-PM1f) egyikével és az atformalt human PM1 L
lanc (a) valtozatat expresszalo vektorral (RV1-P—Mla)
kotranszfektaljuk. A sejteket kiméra PM1 L és H lan-
cokat expresszalo vektorokkal (HEF-PMk-gk és
HEF-PMh-grtl) is kotranszfektaljuk. Tisztitatlan cos-
sejtek feliiliiszoival kapott elGzetes adatok azt mutatjak,
hogy az 4tformalt human PM1 L lanc (a) valtozata és az
atformalt human PM1 H lanc (f) véltozata egyenértékii
a kiméra PM1 L-és H lancokkal az IL—6R-hez valo ko-
t6dés vizsgalataban.

A fenti elGzetes eredmények megerSsitésére a kimé-
ra és atformalt human PMI1 antitesteket a cos-sejtek fe-
lillisz6jabol koncentraljuk és tisztitjuk Protein A alkal-
mazéisaval. Kozelebbr8l, a cos-sejtek tenyészlevét
100 kd kiz4rash ultrasz{irberendezéssel (Amicon) kon-
centrdljuk. A koncentralt tenyészlevet Protein A agaroz
(Affi—Gel Protein A MAPSII kit, BioRad) alkalmazasa-
val tisztitjuk. Roviden, a koncentralt tenyészlevet Prote-
in A agar6zoszlopra vissziik fel, amelyet 6t oszloptérfo-
gatnyi kétSpufferrel ekvilibraltunk. Az oszlopot 15 agy-
térfogatnyi eluciés pufferrel mossuk. Az eludtumot kon-
centraljuk, és a puffert PBS-re cseréljiik mikrokoncent-
rator (Centricon 10, Amicon) alkalmazasaval. A tiszti-
tott antitesteket hasznaljuk tovabbi analizisre.

A kiméra PM1 antitest, valamint az L lanc V sza-
kasz (a) valtozatat és a H lanc V szakasz (a), (b), (c),
(d), (e) és () valtozatat tartalmazo, atformalt human
PM1 antitestek tisztitott mintait analizaljuk. Az L lanc
V szakasz (a) véltozata plusz a H lanc (f) véltozata nyil-
vénvaldan a legjobb atformalt human PM1 antitest. Az
IL—6R-hoz ugyanolyan jol kotddik, mint a kiméra
PM1 antitest (13. abra). A human IL-6 IL—6R-hez
valé kotddését is ugyanolyan j61 gatolja, mint az egér
vagy a kiméra PM1 antitestek (14. dbra).

12. példa

Az atformalt human PM1 V szakaszok rekonstrudla-

sa az expresszio mértékének javitasara

Az atformalt human PM1 L lanc és H lanc V szaka-
szok szignalszekvenciit kodold DNS-szekvencidkban
(lasd 54. és 55. szamn szekvenciat) 1évé intronok eltavo-
litdsara a V szakaszokat kodolé ¢cDNS-eket PCR prime-
rek alkalmazasaval jraklonozzuk. Az RV1-PMla és
RVh-PMIfL és H lanc expresszids vektorokat cos-se)-
tekbe kotranszfektaljuk. 48 ora elteltével preparaljuk az
0ssz-RNS-t [Chirgwin és munkatarsai, Biochemistry /8,
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5294-5299 (1979], és 5 pg 6ssz-RNS-t alkalmazunk az
elsé szal cDNS-szintézisre az egérantitest V szakaszok
PCR-klonozasara leirtak szerint. Harom PCR-primert
terveziink és szintetizalunk. A LEV—-P1 (60. szdmu
szekvencia) és a HEV—P1 (58. szamu szekvencia) az il-
leszt donorszekvenciat és a BamHI helyet tartalmazza,
ezeket eliilsé primerként alkalmazzuk az L, illetve H
lanc V szakaszhoz. A HEV-P2 (59. szamu szekvencia)
a Kozak-konszenzusszekvenciat és a HindIlI helyet tar-
talmazza, ezt hatso primerként alkalmazzuk mind az L,
mind a H lanc V szakaszokhoz. Minden egyes 100 pl
PCR-reakcidelegy 20 mmol/l Tris—HCI-t (pH 8,8),
10 mmol/l KCI-t, 10 mmol/l (NH,),SO,4-ot, 2 mmol/l
MgSO,-ot, 0,1% Triton X-100-at, 0,1 pg BSA-t,
250 pmol/l dNTP-t, 2,5 egység Vent DNS-polimerazt
(Biolabs, U.K.), 50% els6 szal cDNS-reakcidelegyet és
100-100 pmol eliilsé és hatsd primert tartalmaz. Az
egyes PCR-csoveket 50 ul asvanyolajjal feliilrétegez-
ziik, majd 94 °C-on 1,5 percen keresztiil, kezd6é hékeze-
1és utan 94 °C-on 1 percig, 50 °C-on 1 percig ¢és 72 °C-on
1 percig tart6 kezelésbdl allo ciklussal, majd 72,2 °C-on
10 percen keresztiil kezeljiik. Az L lanc V szakaszt tar-
talmazd, 408 bp PCR-terméket és a H lanc V szakaszt
tartalmazo, 444 bp PCR-terméket 2,0% alacsony olva-
dasponti agar6zgél alkalmazasaval tisztitjuk, BamHI-
gvel és HindIlI-mal emésztjik, és pUC19 vektorba
szubklonozzuk, igy kapjuk a pUC—RV1-PMla-3 és
pUC—RVh-PM1f-3 vektort.

Kimutattuk, hogy az atformalt humén PM! L lénc
és H lanc V szakaszok nem megfeleld illeszt8 donor- és
akceptorhelyeket tartalmaznak (lasd 54. és 55. szdmu
szekvencia). Az L lanc V szakaszban 1évé helyeket
nem hasznaljdk gyakran (a mRNS mintegy 10%-a), de
a H lanc V szakaszban 1év§ helyeket gyakran hasznél-
jak (a mRNS mintegy 90%-a). Ez a hibas illeszkedés az
atformalt human PM1 antitest kismértékil expressziojat
eredményezi. A V szakaszok hibas illeszkedésének ki-
kiiszobolésére az illesztd donorhelyeket PCR-alapu
modszer alkalmazasaval eltavolitjuk. A H lanc V sza-
kaszhoz szintetizaljuk a hats6 NEW-SP1 primert
(1. szam szekvencia) és az eliils§ NEW—SP2 primert
(62. szamu szekvencia), ezzel a DNS-szekvenciat TGG
GTG AGA-rél TGG GTT CGC-re valtoztatjuk.
A PCR-reakciok kortilményei a cDNS-klonozaséra fent
leirtakkal azonosak, azzal az eltéréssel, hogy templat
DNS-ként 50 ug pUC-RVh-PMI1f-3-at, és primer-
ként HEV-P2-t és NEW-SP2-t, vagy HEV—-P1-et és
NEW-SP1-et alkalmazunk.

A két PCR-reakciobdl szarmazdé PCR-terméket
2,0%-os alacsony olvadaspont( agardzgélen tisztitjuk,
és PCR-kapcsolasi reakcidban alkalmazzuk. A 0,5 pg
els6 PCR-terméket és 5 egység Vent DNS-polimerazt
tartalmazo 98 ul PCR-reakcioelegyeket 94 °C-on 2 per-
cen keresztiil, 50 °C-on 2 percen keresztiil, és 72 °C-on
5 percen keresztill inkubdljuk, majd hozzdadjuk a
HEV-P1 és HEV-P2 primereket, 100-100 pmol
mennyiségben. A PCR-cséveket 30 ul dsvanyolajjal fe-
lalrétegezziik, és 94 °C-on 1 perc, 50 °C-on 1 perc és
72 °C-on 1 perc inkubalasbol all6 ciklussal 25-szor ke-
zeljik, majd 72 °C-on 10 percen keresztiil inkubaljuk.
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Hasonlé moddon eljarva az atformalt human PM1 L
lanc V szakaszban lévé illesztédonorhelyet REI-SPI
(63. szamn szekvencia) és REI-SP2 (64. szamu szekven-
cia) PCR-primerek alkalmazasaval tavolitjuk el,
amellyel a DNS-szekvencia CAG GTA AGG-161 CAG
GAA AGG-re valtozik. Mindkét PCR-terméket — az L
lanc V szakaszra egy 408 bp DNS-fragmenst €s a H lanc
V szakaszra egy 444 bp DNS-fragmenst — 2,0%-os ala-
csony olvadéspont(i agar6zgél alkalmazasaval tisztitjuk,
Hindlll-mal és BamHI-gyel emésztjiik, é&s pUC19 vektor-
ba szubklonozzuk, igy kapjuk a pUC-RV1-PMla-4-
et, illetve a pUC—RVh—-PMI1f—4-et.

Az RVh-PMIf-4 szerkesztésére az RVh—PMIf
HindIlI-BamHI fragmenst a pUC—RVh—PM1f-4-bél
kivagott HindIII-BamHI fragmenssel helyettesitjiik.
Az atformalt huméan PM1 antitest L lanc V szakasz (a)
valtozatanak szekvencidja — amelybdl az intronokat to-
roltiik — az 57. szamu szekvencia; és az atformalt hu-
mén PM1 antitest H lanc V szakasz (f) valtozatanak
szekvencidja — amelyb6l az intronokat toéroltik — az
56. szam szekvencia.

13. példa

Atformalt humdan AUK12-20 antitest L lanc V sza-

kaszt kodolo DNS szerkesztése

Az atformalt human AUK12-20 antitest H lanc V
szakaszt kodolé DNS szerkesztésénck folyamata a
16. 4bran lathaté. A humaén antitest L lanc V szakaszt
kodol6 gént a pUC19 vektorba HindIII és BamHI rest-
rikcids enzimek alkalmazéasaval épitjiik be. Nyolc
PCR-primert (A — H) allitunk el6, és az elsé PCR-reak-
cidban a V szakaszt kodold gént alkoto 4 szakaszt sok-
szorozzuk meg. Az A és H primer a pUCI19 vektorban
1évé DNS-szekvencidkkal homologiat mutat. A B, C és
D primerek hossza 4060 bp, és mindegyik a beillesz-
tend6 CDR gén szekvenciajaval rendelkezik. Az E, F és
G primer a B, C, illetve D primer 5’-végén lévd
15-20 bp hosszusaghi DNS-szekvencidval homolog.
A négy elsé PCR-ben alkalmazott primerpérok az A és
E,BésF, Cés G, illetve D és H.

Az A—E PCR-termék kodolja az FR1-et, és a B—F
PCR-termék a CDRI-et és az FR2-t. Az A-E frag-
mens 3’-termindlis része és a B—F fragmens 5’-ter-
minalis része 15-20 bp hosszusagban homolég, amely
lehetdvé teszi ezen fragmensek kapcsolodasat a késéb-
biekben. Hasonloképpen a B—F fragmens homolog a
CDR2-t és FR3-at kddolé C-G fragmenssel. A C-G
fragmens tovabba homolog a CDR3-at és FR4-et kddo-
16 D—H fragmenssel. igy ez a négy fragmens kél-
csonds homologidja kdvetkeztében Gsszekapcesolhatd.
A fenti négy fragmens kapcsoldsa utan a PCR-reak-
cidelegyben hozzdadjuk az A és H primereket a méaso-
dik PCR-ben a négy fragmens helyes dsszekapcsoldsa-
val képz4dott termék megsokszorozédsa céljabol. Az
igy kapott masodik PCR-termék harom beillesztett
CDR-t tartalmaz, a terméket HindIIl-mal és BamHI-
gyel végzett emésztés utan pUCI9 vektorba szubklo-
nozzuk.

Kozelebbrdl, templatként pUC-RV1-PMla-4
plazmidot alkalmazunk, amelyet uigy &llitunk eld, hogy
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az atformalt human antitest L lanc V szakasz (a) valtoza-
tat kodolo DNS-t a pUC19 plazmidba inszertaljuk.

A fent emlitett A—H primerek szekvenciaja a kovet-
kezd:

Hatso Szckvencia Elillsé Szekvencia

primer szama primer szama
—A reverz 83 E 1120-L1b 66
—B 1120-L1 65 F 1220-L2b 68
—(3 1220-L2 67 G1220-L3b 70
LD 1220-L3 69 H univerzilis 82

A CDR-illesztéshez a 1220-L1, 1220-L2 és
1220-L3 hatsé primereket alkalmazéasuk el6tt 8 mol/l
karbamidot tartalmaz6 12%-os poliakrilamid gélen tisz-
titjuk.

A PCR-reakcioelegy 100 pl-e 20 mol/l Tris—HCI-t
(pH 8,8), 10 mmol/l KClI-t, 100 mmol/l (NH,),SO,-ot,
2 mmol/l MgSO,4-ot, 0,1% Triton X—100-at, 1 pg BSA-t,
250 pmol ANTP, 5 egység Vent DNS-polimerdzt
(BioLabs. U.K.), 50 ng pUC-RVI1-PMla—-4 DNS-t, és
az egyes eliilsd és hatsé primerekbdl 100-100 pmol-t tar-
talmaz. Az egyes PCR-csoveket 50 pl asvanyolajjal feliil-
rétegezzik, és egy kezdeti denaturalas utan 94 °C-on
1,5 percen keresztill, 30 reakciociklust végziink, egy cik-
lus 94 °C-on 1 perc, 50 °C-on 1 perc és 72 °C-on 1 perc
inkubalasbol 4ll, majd a reakcidelegyet 72 °C-on 10 per-
cen keresztiil inkubaljuk.

Az egyes 252 bp (A-E), 96 bp (B-F), 130 bp
(C-G) és 123 bp (D—H) PCR-termékeket 2,0%-os ala-
csony olvadéasponti agarozgéllel (FMC, Bio. Products,
USA) tisztitjuk. Kozelebbrdl, a DNS-fragmenst tartalma-
z¢é agarozgéldarabot kivagjuk, 65 °C-on 5 percen keresz-
til megolvasztjuk, és azonos térfogatii 20 mmol/l
Tris—=HC1 puffert (pH 7,5) adunk hozza, amely
2 mmol/l EDTA-t és 200 mmol/l NaCl-t tartalmaz. Az
elegyet fenollal és kloroformmal extrahaljuk. A DNS-
fragmenst etanolos kicsapassal visszanyerjik, 10 mmol/l
pufferben (pH 7,5) oldjuk, és igy alkalmazzuk a PCR-
kapcsolasi reakcioban.

Ezutan a PCR-reakcidelegyeket — amelyek 98 pl-e
0,2 ug elsé PCR-terméket és 5 egység Vent DNS-poli-
merazt tartalmaz — 94 °C-on 2 percen keresztiil,
50+ °C-on 2 percen keresztiil & 72 °C-on 5 percen ke-
resztiil inkubaljuk a kapcsolasi reakcid lejatszatésara.
Ezutan 100-100 pmol A (reverz) és H (univerzalis) pri-
mert adunk az elegyhez, ezzel térfogatat 100 pl-re allit-
juk be, és a reakcioelegyet 50 pl asvanyolajjal feliilréte-
gezzilk, majd 30 reakciociklusnak vetjiik ala, egy cik-
lus 94 °C-on 1 perc, 50 °C-on | perc és 72 °C-on 1 perc
inkubalasbol all, majd 72 °C-on 10 percen keresztiil
inkubdljuk az elegyet.

A masodik PCR-terméket — amely 558 bp hosszusa-
gu, és egy L lanc V szakaszt tartalmaz, amelybe az
AUK12-20 egér-monoklonalisantitest L lanc CDR-jei
vannak beillesztve — 2,0%-o0s alacsony olvadasponta
agarézgélen tisztitjuk, HindIlI-mal és BamHI-gyel
emésztjik, és pUC19 vektorba szubklonozzuk. A ka-
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pott pUC—RL, —1220a vektort szekvenaljuk. Az L lanc
V szakasz aminosavszekvenciajat és az azt kodol6 nuk-
leotidszekvenciat a 71. szamu szekvencia mutatja.
Ezutdn egy L lanc expresszios vektor szerkeszté-
sére az atformalt human AUK12-20 antitest L lanc
V szakaszt tartalmazo HindllI-BamHI DNS-frag-
menst kivagjuk a fenti pUC-RV—1220a plazmidbdl,
és a HEF-12k—-gk L lanc expresszios vektor
Hindll1-BamHI helyére illesztjiik, igy kapjuk az atfor-
malt human AUK12-20 antitest L lanc V szakasz (a)
valtozatara az RV —1220a expresszids vektort.

14. példa

Atformalt human AUK12-20 antitest L ldnc

expresszioja és analizise

Atmeneti expresszié COS sejtekben

Az atformalt human AUK12-20 antitest L lanchoz
szerkesztett RV| —1220a expresszids vektort és a kiméra
12-20 antitest H lanchoz szerkesztett HEF—12h—gtl
expresszios vektort (5. példa) COS-sejtekbe kotransz-
fektaljuk az atformalt human AUK12-20 antitest L lanc
V szakasz (a) valtozatanak kiértékelése céljabol. Koze-
lebbrdl, a COS-sejteket 1-107 sejt/ml koncentracioban
szuszpenddljuk foszfattal pufferolt sooldatban (PBS), és
a szuszpenzié 0,8 ml-éhez hozzaadjuk a plazmid DNS-
eket (10 pg-ot az egyes plazmidokbol). A szuszpenziot
1900 V és 25 pF elektromos kapacitasu pulzusokkal ke-
zeljiik, Gene Pulser késziilék (Bio Rad) alkalmazasaval.

Szobahémérsékleten 10 percen keresztiili pihentetés
utan az elektroporalt sejteket 10% magzati borjuszérum-
mal kiegészitett 8 ml DMEM tapkozeghez (GIBCO) ad-
juk, 72 6rdn keresztiil inkubaljuk, majd a feliliszot
dsszegyljtjik, a sejttérmeléket centrifugalassal eltavo-
litjuk, és aszeptikus koriilmények kozott rovidebb ideig
4 °C-on, hosszabb idén at —20 °C-on taroljuk.

Emberihez hasonlo antitestek meghatarozdsa
ELISA-val

A transzfektalt COS-sejtek feliiluszojat ELISA-val
vizsgaltuk és kimutattuk a kiméra antitestek termel8dé-
sét. Az emberihez hasonlo antitestek detektaldséra a le-
mezt kecske antihuman IgG-vel (teljes molekula,
Sigma) vonjuk be. Blokkolds utan a COS-sejtek fe-
liluszoéjat sorozathigitjuk, és az egyes rezervoarokba
mérjik.

A lemezt inkubéljuk és mossuk, majd alkalikus fosz-
fatazzal konjugalt kecske antihuman IgG-t o lanc-
specifikus, Sigma) adunk hozzd. Inkubdlds és mosas
utan hozzaadjuk a szubsztratoldatot. Tovébbi inkubalas
utan a reakcié6t leallitjuk és 405 nm-en mérjiik az opti-
kai siirliséget. Standardként tisztitott IgG-t (Sigma) al-
kalmazunk.

Human IL—6R-hoz valé kitédési képesség kimutata-
sa ELISA-val

A transzfektalt COS sejtek feliiluszdjat ELISA-val
vizsgaltuk annak kimutatdséra, hogy a termel8dott em-
berihez hasonlé antitest képes-e kotédni az antigénhez,
vagyis a huméan IL-6R-hoz. A lemezt MT18 egér-
monoklonalisantitesttel vonjuk be (1. referenciapélda).
1% BSA-val vald blokkolas utdn oldhaté rekombinans
humén IL—6R-t (SR344) adunk a lemezre. A lemezt
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mossuk, majd a COS sejtekb6l szdrmazo feliiluszot so-
rozathigitjuk, és bemérjiik a lemez rezervodrjaiba. Inku-
balas és mosas utdn a rezervoarokba alkalikus foszfa-
tazzal konjugalt kecske antihuman IgG-t adunk, és to-
vabbi inkubalds és mosas utan hozzaadjuk a szubszt-
rat-oldatot. Inkubalas utan a reakciot leallitjuk, és
405 nm-en mérjitk az optikai striséget.

Az eredményeket a 17. dbran mutatjuk be. Az atfor-
malt humdn AUK12-20 antitest L lanc V szakasz (a)
viltozat és egy kiméra 12-20 antitest H lanc kombina-
cidjat tartalmazd, emberihez hasonlo antitest ugyan-
olyan er8sen ko6tGdott az IL-6R-hoz, mint a kiméra
12-20 antitest. A 405 nm-en mért optikai stirGség higi-
tastol fliggé modon valtozott, megerdsitvén, hogy a
minta IL—6R elleni antitestet tartalmaz. Ezenkiviil ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az atformalt human
AUK12-20 antitest L lanc (a) véltozatanak antigén-
kot8 képessége ugyanolyan nagy, mint a kiméra AUK
12-20 antitest L lance.

15. példa

Atformalt humdn AUK12-20 antitest H lancot k-

dolo gén szerkesztése HSGI konszenzusszekvencia

alkalmazasaval

A 13. példaban leirtak szerint eljarva illesztjiik be az
AUK12-20 antitest H lanc V szakasz CDR-eket az FR-
ként HSGI konszenzusszekvencidkat tartalmazo dtfor-
malt human Vya425-be [Kettleborough és munkatarsai,
Protein Engineering 4, 773—783 (1991)]. Elsd 1épésben
az atformalt human Vya425-6t kodolé HindllI-BamHI
DNS-fragmenst (idézett irodalom 3. abra) kivagjuk
a HCMV—-RVa-425-11 plazmidbdl, és a pUC19 vek-
tor HindIlI-BamHI helyeire szubklonozzuk. A ka-
pott pU—CRVy~425a-t alkalmazzuk ezutdn templat-
ként. Nyolc PCR-primert (Al1-H1) szintetizalunk.
Az 1220-H1 primert a CDR1-illesztésre és egy
T-28—> 5-28 mutacio6 bevitelére, az 1220—H3 primert
a CDR3-illesztésre és egy 5—94—> R—94 muticio bevi-
telére terveztilkk. Az 1220—HI1, 1220-H2 és 1220-H3
primereket 8 mol/l karbamidot tartalmazé 12%-os poli-
akrilamid gélen tisztitjuk alkalmazésuk elétt. Az egyes
primerek nukleotidszekvencidja a kovetkezd.

Hatso Szck- Eliils6 Szek-

primer vencia primer vencia
Al reverz 83 El1 1220-Hl1b 73
I B1 1220-HI 72 F1 1220-H2b 75
I C11220-H2 74 Gl 1220-H3b 77
| DI 1220 H3 76 | HI1 univerzalis 82

A PCR-reakci6 koriilményei azonosak a 13. példa-
ban ismertetett koriilményekkel, azzal az eltéréssel,
hogy templat DNS-ként a pUC-RVy—425a-t, és a H
lanc CDR-¢k illesztésére a fenti primereket alkalmaz-
zuk. Az els6 PCR-reakciok kivitelezésére az Al-El,
B1-F1, C1-G1 és D1-H]1 primerparokat alkalmazzuk,
és az elsé PCR-termékeket — 186 bp (A1-El), 75 bp
(B1-F1), 173 bp (C1-Gl) és 105 bp (D1-H1) — 2,0%-
os alacsony olvadaspontu agarézgeéllel tisztitjuk, és a so-
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ron kovetkezd PCR kapcsolasi reakcidban alkalmazzuk.
A 13. példaban ismertetett koriilményekkel Osszhang-
ban, 0,2 pg elsé PCR-terméket alkalmazunk a mésodik
PCR-reakcio kivitelezésére (amely a PCR-kapcsolést is
magaban foglalja), igy kapjuk a 495 bp hosszisagn
masodik PCR-terméket, amely egy human H lanc V
szakaszt k6dolé DNS-t tartalmaz, amelybe egér
AUK12-20 antitest H lanc V szakasz CDR-ek vannak
illesztve, ezt a PCR-terméket 2,5%-o0s alacsony olva-
daspontu agarozgélt alkalmazva tisztitjuk. A PCR-termé-
ket BamHI-gyel és HindlII-mal emésztjiikk, majd a ka-
pott HindlII-BamHI fragmenst pUC19-be szubklo-
nozzuk és a kapott pUC—RVy~1220a plazmidot szek-
venaljuk.

Kimutattuk, hogy az atformalt human AUK12-20
antitest H lanc V szakaszt kédold DNS-szekvencia egy
olyan szekvenciat tartalmaz, amely jol egyezik egy il-
leszt6 donorszekvencidval, amely abnormalis illesztést
okozhat, ami problémat jelentett az atformalt huméan
PM1 antitest el6allitdsaban is. Ezért ezt a DNS-szek-
venciat PCR-rel médositottuk. Szintetizaljuk a mutagén
primereket, az SGI-SP1-et (97. szami szekvencia) és
az SGI-SP2-t (98. szamu szekvencia). Ezek a primerek
az AAG GTG AGC DNS-szekvenciat AAA GTC AGC
DNS-szekvenciara valtoztatjak. A PCR-reakcid koriil-
ményei a fent megadottak, azzal az eltéréssel, hogy
templat DNS-ként 50 ng pUC-RVy-1220a-t, és pri-
merként az SGI-SP1-et és az univerzélis primert (82.
szami szekvencia), vagy az SGI-SP2-t és a reverz pri-
mert (83. szamu szekvencia) alkalmazzuk.

A két PCR-reakciobdl szarmazd PCR-termékeket
2%-os alacsony olvadaspont agar6zgélen tisztitjuk, és
PCR kapcsolasi reakcioban alkalmazzuk. A PCR-reak-
cidelegy 98 ul-e az els6 PCR-termékbdl 0,2 pg-ot és
5 egység Vent DNS-polimerazt tartalmaz. A reakcio-
elegyet a kapcsolasi reakcid lejatszatisdra 94 °C-on
2 percen, 55 °C-on 2 percen, ¢és 72 °C-on 5 percen
keresztil inkubaljuk. Ezutdn a reakcidelegyhez
100-100 pmol univerzalis, illetve reverz primert adunk,
majd 50 ul dsvanyolajjal feliilrétegezziik az elegyet, és
a masodik PCR-reakciot 30 ciklusban lejatszatjuk, egy
ciklus 94 °C-on 1 perc, 50 °C-on 1 perc és 72 °C-on
1 perc inkubalasbol all, majd a reakcidelegyet 72 °C-on
10 percen keresztiil inkubéljuk. A masodik PCR-reak-
cioban kapott 495 bp DNS-fragmenst 2,0%-os alacsony
olvadaspontt agardzgéllel tisztitjuk, és pUC19 vek-
torba szubklénozzuk, majd szekvenaljuk. Igy kapjuk a
pUC—-RVyz—1220a-2 vektort.

Ezt kovetden az atformélt humén AUKI12-20
antitest H lanc V szakaszt koédolé DNS-t tartal-
maz6 HindIII-BamHI DNS-fragmenst kivagjuk a
pUC—-RVy—1220a-2-bdl, és a HEF-12h—gtl H lanc
expresszids vektor HindIII-BamHI helyeire inszertalva
kapjuk az RVy—1220a expresszids vektort az atformalt
human AUK12-20 antitest H lanc (a) valtozatidhoz.

Az atformalt human AUK12-20 antitest H lanc V
szakasz (b) — (d) valtozatait kodolod gének szerkesztésé-
re két pair mutagén primert szintetizalunk. Az egyes
PCR-reakcidkat lényegében a fent leirt koriilmények ko-
z6tt hajtjuk végre. A (b) valtozat szerkesztésére két elsd
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PCR-reakcioban vagy az univerzalis primert (82. szamu
szekvencia) és az 1220H—ml mutagén primert (78. sza-
m szekvencia), vagy a reverz primert (83. szamu szek-
vencia) ¢s az 1220H-m1b mutagén primert (79. szdmi
szekvencia), valamint templatként a pUC—-RVy—1220a-t
alkalmazzuk. A 202 bp, illetve 323 bp hosszisagh elsé
PCR-termékeket 2,0%-os alacsony olvadaspont agardz
gélen tisztitjuk, és a masodik PCR-reakcidban alkalmaz-
zuk (amely magéaban foglalja a PCR kapcsolasi reakciot
is) a fent ismertetett koriilmények kozott, igy egy 495 bp
terméket [(b) valtozat] kapunk. A terméket HindIII-mal
és BamHI-gyel emésztjiik, ¢s pUC19-be szubklénozzuk,
igy kapjuk a pUC-RVy—1220b-t.

Hasonloképpen az 1220H-m?2 (80. szamu szekven-
cia) és 1220H-m2b (81. szami szekvencia) mutagén
primerek és egy pUC—RVy—1220a templat alkalma-
zasdval PCR-reakcioban egy PCR-terméket [(c) val-
tozat] kapunk. A terméket HindIII és BamHI restrik-
cios endonukledzokkal emésztve, és a pUC19 vektor
HindIII-BamHI helyeire inszertalva kapjuk a
pUC-RVy—1220c-t. Tovabba az 1220H-mla (78. sza-
mu szekvencia) és 1220H-m1b (79. szamu szekven-
cia) mutagén primerek és egy pUC—RVyp—1220c
templat alkalmazasaval PCR-reakcioban egy PCR-ter-
méket [(d) valtozat] kapunk, amelyet HindIII és
BamHI restrikciés endonukledzokkal emésztve és
pUC19 vektor HindIII-BamHI helyeire inszertdlva
kapjuk a pUC—-RV—1220d-t.

MegjegyzendS, hogy az atformalt humaén
AUKI12-20 antitest H lanc V szakasz (b) valtozat ami-
nosavszekvenciajat és az azt kodold nukleotidszek-
venciat a pUC—RVy—1220b plazmidban a 84. szam(
szekvencia mutatja; és az atformalt human AUK12-20
antitest H lanc V szakasz (d) valtozat aminosavszek-
vencidjat és az azt kodold nukleotidszekvenciat a
pUC~RVy—1220d plazmidban a 85. szamu szekvencia
rutatja.

Ezutan az expresszios vektorok szerkesztésére az at-
formalt human AUK12-20 H lanc V szakaszt tartal-
mazd HindIII-BamHI fragmenseket kivagjuk a
pUC-RVy—1220b, pUC-RVy-1220c, illetve
pUC-RVL—-1220d plazmidokbdl, és a HEF—12h-
g1l H lanc expresszios vektor HindIII-BamHI helyei-
re inszertdljuk. Igy kapjuk az RVy—1220b-t,

AVy—1220c¢-t, illetve RV —1220d-t.

16. példa

Atformalt human AUK12—-20 antitest kiilonféle val-

tozatainak expresszioja és analizise

COS sejteket az atformalt human AUK12-20 an-
titest H lancra szerkesztett négy expresszids vek-
tor (RVy—1220a, RVy—1220b, RVy—1220c és
RVy—1220d) egyikevel és egy VR —1220a exp-
resszids vektorral kotranszfektdlunk az atformalt hu-
mnan AUK123--20 antitest H lanc V szakasz négy valto-
zatdnak kiértékelésére. Osszehasonlitasként COS-sej-
teket a kiméra 12—20 antitest L lancra és H lancra szer-
kesztett expresszids vektorokkal (HEF—12h-gtl és
HEF-12-gk) kotranszfektalunk. A human IL-6R-hoz
vald kotddési vizsgalatban egy, az atformalt human
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AUKI12-20 antitest L lancbol és az atformalt humén
AUKI12-20 antitest H lanc (b) valtozatabdl 4ll6 atfor-
malt human AUK12-20 antitest és egy, az atformalt hu-
man AUK12-20 antitest L lancbél és az atformalt hu-
man AUK12-20 antitest H lanc (d) valtozatabdl allo6 at-
formalt human AUK12-20 antitest ugyanolyan jo k6td-
dést mutat, mint a kiméra 1220 antitest. Ezek az ered-
mények a 18. és 19. abran lathatok.

17. példa

Atformalt humén slel220 antitest H lancot kédolé

gén szerkesztése human HAX antitest alkalmaza-

saval

Az AUK12-20 egér-monoklonalisantitest H lanc V
szakasszal legnagyobb homoldgiat mutatdé human anti-
test a ,Leeds” proteinadatbazis szerint a HAX [J.
Immnol. 739, 2496-2501 (1987); 21/28 hibridéma al-
tal termelt antitest, amely egy SLE-beteg B-sejtjeibdl
szarmazott; aminosavszekvenciaja a fenti irodalmi hely
6. abrajan, nukleotidszekvenciaja annak 4. és 5. abrdjan
lathat6]. Az atformalt human sle1220H antitest H lanc
V szakaszt a HAX antitest FR-jei és az AUK12-20
egér-monoklonalisantitest H lanc V szakasz CDR-jei al-
kalmazasaval szerkesztjiik meg.

Az atformalt humén sle1220 antitest H lanc V sza-
kasz (a) valtozatat kodold teljes DNS-t kémiai (ton
szintetizaljuk. Az sle1220H antitest H lanc V szakaszt
kodold, 439 bp teljes hossziisagli DNS-t Ugy tervezziik
meg, hogy a DNS-t hat, egyenként 90—94 bp hosszisa-
gi oligonukleotidra osztjuk fel, amelyek egymast
21 bp-ral atfedik (sle1220h 1-6; 86—91. szamn szek-
vencia). Az oligonukleotidok tervezésében teszteljiik a
masodlagos szerkezetet, és a szerkezetileg problémas
helyeken a kodon harmadik nukleotidjat megvaltoztat-
juk anélkiil, hogy ezzel az altala kddolt aminosavat
megvaltoztatnank. A fenti oligonukleotidok kozétti ha-
sonldsagot, és a kettds szala szintetikus DNS szerkesz-
tésére szolgalo eljarast a 20. abra mutatja.

A 20. abran bemutatott eljaras kivitelezésére
PCR-moédszert alkalmazunk. K&zelebbrdl, hat szinteti-
kus oligonukleotidot adunk egyetlen PCR-reakcio-
edénybe az elsé PRC-reakci6 kivitelezésére, ezaltal két
oligonukleotidot illesztiink 6ssze és hosszabbitunk
meg, ¢s tovabbi négy oligonukleotidot vagy egy teljes
oligonukleotidot kapunk.

Ezutan hozzdadjuk az A (92. szamu szekvencia) és B
(93. szamu szekvencia) terminalis primert és lejatszatjuk
a masodik PCR-reakciét, amelyben csak a teljes hosszi-
sagl, helyes oligonukleotid tud sokszorozodni. A kapott
terméket BamHI-gyel és HindIll-mal emésztjiik, és
pUCI19 vektorba szubklénozzuk, majd szekvenaljuk.

Kozelebbrdl, 98 pl reakcidelegyet — amely
100 mmol/l Tris—-HCI-t (pH 8,5), 50 mmol/l KCl-t,
0,1 mmol/l dATP-t, 0,1 mmol/l dGTP-t, 0,1 mmol/l
dCTP-t, 0,1 mmol/l dTTP-t, 1,5 mmol/l MgCl,-ot €s
2,5 egység AmpliTaq DNS-polimerazt (Perkin Elmer
Cetus), tovabba az egyes oligonukleotidokbd! 5 pmol-t
tartalmaz — 94 °C-on 1,5 percen keresztiil denatura-
lunk, majd 30 reakcidciklusnak vetiink Ala — egy cik-
lus 92 °C-on 3 percen, 50 °C-on 2 percen és 72 °C-on
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5 percen keresztiili inkubalasbol 41l —, ezutdn 72 °C-on
10 percen keresztiil inkubdlunk. A reakcibelegyhez
mert adunk, majd 80 pl asvanyolajjal feliilrétegezziik,
€5 94 °C-on 1,5 percen keresztiil denaturaljuk, majd cik-
lusonként 94 °C-on 1 percen, 50 °C-on 1 percen és
72 °C-on 1 percen keresztiili inkubalasbol 4116 30 reak-
ciociklusnak vetjiik ala, végiil 72 °C-on 10 percen ke-
resztiil inkubaljuk. A 439 bp PCR-terméket 1,5%-0s
alacsony olvadadspont agardzgélen tisztitjuk, BamHI
¢s HindllII restrikcids enzimmel emésztjiik, pUC19 vek-
torba szubklonozzuk, majd szekvenaljuk. Egy igy
kapott klént pUC-RVy—sle—1220Ha-nak jeldliink.
Az atformdlt human sle1220H antitest H lanc V
szakasz (a) valtozatanak aminosavszekvencidja és a
pUC—-RVy—sle—1220Ha plazmidban ezt kédolé nuk-
leotidszekvenciat a 94. szam\ szekvencia mutatja.

Ezutan az atformalt human 12-20 (sl 1220H) anti-
test H lanc V szakaszt kodolo gént tartalmazd DNS-frag-
menst kivagjuk a pUC-RVy—sle—1220Ha plazmidbdl,
¢s a HindIII-BamHI helyeken egy HEF—12h—gt1 H
linc expresszios vektorba inszertaljuk, igy kapjuk az
RVy—sle—1220Ha-t.

Az atformalt human sle1220H antitest H lanc V sza-
kasz (b) — (d) véltozatainak szerkesztésére két mutagén
primert szintetizaltunk, az egyik az sle1220Hm1 (95.
szamu szekvencia), a masik az sle1220Hm2 (96. szama
szekvencia). Az egyes PCR-reakciokban Vent DNS-
polimerazt és a 13. példaban ismertetett Osszetételd
reakcioelegyet alkalmazunk. Az egyes PCR-reak-
cidkban a templatként pUC—RVy—sle—1220Ha plaz-
midot és 50 pmol sle1220Hm1 vagy sle1220Hm2 mu-
tagén primert és 50 pmol B terminalis primert tartalma-
z6 reakcidelegyet 94 °C-on 1,5 percen keresztiil dena-
turaljuk, majd 30, egyenként 94 °C-on 1 percen,
50 °C-on 1 percen és 72 °C-on 1 percen keresztiili
inkubdlasbol allo reakciodciklusnak vetjik ala, végil
72 °C-on 10 percen keresztiil inkubaljuk. A 235 vagy
178 bp terméket 1,5%-o0s alacsony olvaddspont aga-
rozgélen tisztitjuk, majd primerként alkalmazzuk a ma-
sodik PCR-reakcidoban. Kozelebbrdl, a mésodik
PCR-reakcidt 50 pmol A termindlis primer, 0,2 ug
PCR-termék ¢és templatként pUC—RVy—sle—1220Ha
alkalmazasaval hajtjuk végre, és a kapott 439 bp termé-
ket 1,5%-os alacsony olvadasponti agardzgélen tisztit-
juk, BamHI-gyel és HindIIl-mal emésztjik, és
pUC19 vektorba szubklonozzuk. fgy kapjuk az 4tfor-
malt humén sle1220 antitest H lanc V szakasz (b), illet-
ve (c) valtozatat kddoldé pUC—-RVy—sle—1220, illetve
pUC-RVy-sle—1220Hc plazmidot.

Elgallitjuk az atformalt human sle1220 H antitest H
linc V szakasz (d) valtozatat kodold DNS-t is az alabbi-
ak szerint. Templatként pUC—-RVy—sle—1220 plaz-
nidot alkalmazunk. Az elsd PCR-reakcié 30 ciklusat
50 pmol sle1220Hm2 mutagén primer és 50 pmol B ter-
minalis primer alkalmazasaval jatszatjuk le. A kapott
176 bp PCR-terméket 1,6%-o0s alacsony olvadaspontii
agarozgélen tisztitjuk, és primerként alkalmazzuk a ma-
sodik PCR-reakcioban. A masodik PCR-reakcidban a
fenti primer és 50 pmol A termindlis primer alkalmaza-
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saval egy 439 bp DNS-fragmenst kapunk. A kapott
PCR-terméket tisztitjuk, BamHI-gyel és HindIII-mal
emésztjiik, és pUC19 vektorba szubklénozzuk. Igy kap-
juk a pUC-RVy—-ELISA-vizsgd220Hd plazmidot.

Ezutan az Atformalt human sle1220H antitest
H lanc V szakasz kiilonboz8 valtozatait expresszald
expresszios vektorok szerkesztésére a
pUC-RVy—sle-1220, pUC-RVy-sle—1220Hc, illet-
ve pUC—RVy—sle—1220Hd plazmidbél kivagjuk az at-
formalt human s1e1220 antitest H lanc V szakaszt
kédolé DNS-t tartalmazé BamHI-HindIII frag-
menseket, és HEF—12h—gt1 H lanc expresszids vektor-
ba illesztjiik a HindIII-BamHI helyeken. Igy kapjuk
az RVp—sle—1220b, RVy-sle-1220c, illetve
RV —sle—1220d expresszios vektort.

Az atformalt human slel1220H antitest H lancot
expresszdldé négy vektor (RVy-—sle—1220a,
RVy—-sle-1220b,  RVy-—sle—-1220c, illetve
RVy—sle—1220d) mindegyikével és az atformélt hu-
man AUK12-20 antitest L lancot expresszald
RV -1220a vektorral COS-sejteket kotranszfektalunk
az atformalt human sle1220H antitest H lancot exp-
resszal6 négy vektor IL—6 IL—6R-hoz valé kotGdését
gatld képességének vizsglatira. Az eredményeket a
21-24. abra mutatja. Megjegyezziik, hogy ezeket az
eredményeket a termelt antitestek A proteinnel vald
tisztitdsa utan kaptuk.

A fentiekbdl lathatd, hogy a taldlmany értelmében
egy kiméra L lancban vagy egy atformalt human L lanc-
ban, vagy egy kiméra H lancban vagy egy atformalt hu-
man H lancban, és kiilondsen az FR-ben, egy vagy tobb
aminosav egy masik aminosavval helyettesithetS a hu-
man [L-6R-hoz valé kétddés képességének megtartasa
mellett. Ezért a talalmany targykorébe tartoznak mind-
azon kiméra antitestek és atformalt human antitestek, ki-
méra L lancok és atformalt human L lancok, kiméra H
lancok és atformalt human H lancok, atformalt L lanc V
szakaszok és az atformalt H lanc V szakaszok, amelyek-
ben egy vagy tobb aminosav egy masik aminosavval
van helyettesitve, valamint az ezeket kddolé DNS-ek,
ha ezek megtartjak nativ tulajdonsagukat.

A talalmany értelmében alkalmazott kiindulasi hib-
ridémakat az alabbiak szerint szerkesztjitk meg.

1. referenciapélda

MT18 hibridéma szerkesztése

A humén IL—6R elleni monoklondlis antitestet ter-
meld hibridoma szerkesztésére immunogénként a sejtfe-
lileten human IL—6R-t expresszalé egér T-sejtvonalat
konstrualunk az aldbbi moédon. A pBSF2R.236 plaz-
midot (HI-9774 szam japan szabadalmi leirds) és a
pSV2neo plazmidot szokasos modon egér CTLL-2 T-
sejtvonalba (ATCC TIB214) transzfektaljuk, és a ka-
pott transzformansokat ismert médon, G418 alkalmaza-
saval szelektaljuk, igy egy olyan sejtvonalat kapunk,
amely sejtenként mintegy 30 000 IL—6R-t expresszal.
Ezen sejtvonal jelolése CTBC3.

A CTBC3 sejteket ismert modon RPMI 1640 tapko-
zegben tenyésztjik, a tenyésztett sejteket négyszer mos-
suk PBS-pufferrel, és immunizalas céljabol 1-107 sejtet
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intraperitonealisan injektalunk C57BL/6 egerekbe. Az
immunizalast hetente 1 alkalommal végezziik, 6 héten
keresztiil.

Az immunizalt egerekbdl kinyerjiik a lépsejteket, és
ismert modon, polietilénglikol alkalmazaisaval P3U1 mie-
lomasejtekkel fuzionaljuk, majd a fuzionalt sejteket az
alabbiak szerint szlirjik. A JURKAT (ATCC CRL
8163) IL-6R negativ human T-sejtvonalat a
pBSF2R.236 és pSV2neo plazmiddal kotranszfektaljuk,
és a transzformalt sejteket sziirjilk, gy kapunk egy olyan
sejtvonalat, amely mintegy 100 000 IL—6R-t expresszél
sejtenként. A sejtvonal jelolése NJBCS. Egy olyan anti-
testet termelé hibridomasejtklont, amely felismeri az
NP40-lizalt NJBC8-at, de nem ismert fel az NP40-lizalt
JURKAT-ot, klénozunk, és MT18-nak nevezziik. Az
MT18 hibridomét a Fermentation Institute Agency of
Industrial Science and Technologyban (FRI) helyeztikk
letétbe a Budapesti Egyezmény szerint 1990. jalius
10-én, letéti szama FED BP2999.

2. referenciapélda

PM1 hibridoma szerkesztése

A humaén IL—6R elleni monoklonalis antitestet ter-
mel6 hibridoma szerkesztésére a human IL—-6R-t mint
antigént az alabbiak szerint extrahaljuk. 3 - 10° U266 hu-
min mieléma- (IL-6R termeld) sejtet 1 ml 1% digi-
tonint, 10 mmol/l trietanol-amin puffert (pH 7,4),
0,15 mol/l NaCl-ot és 1 mmol/l PMSF-et (fenil-metil-
szulfonil-fluorid; Wako Pure Chemicals) tartalmazd
elegyben szuszpendalunk. Mésrészrdl, az 1. referencia-
példa szerint elallitott MT18 hibridoma éltal termelt
MT18 antitestet ismert moédon brém-cidnnal aktivalt
Sepharose 4B-hez (Pharmacia) kotjik. Ezt az MT18-
cal kapcsolt Sepharose 4B-t a fenti sejtlizitummal ele-
gyitve a szolubilizalt IL-6R-t a Sepharose 4B-n 1év6
MT18 antitesthez kotjilk. A Sepharose 4B-hez nem
sepcifikusan kot6dott anyagokat lemossuk, és a
Sepharose 4B-hez az MT18-on keresztiil kot6dott
IL —6R-t immunogénként alkalmazzuk.

A fenti modon eléallitott immunogénnel intraperito-
nealisan immunizalunk BALB/c egereket, hetente 1 al-
kalommal, 4 héten keresztiil. Ezutan az immunizalt ege-
rekbdl kinyerjik a lépsejteket, és ismert médon, poli-
etilénglikol alkalmazédsaval P3U1 mieldmasejtekkel fuzi-
onaljuk, majd a fuzionalt sejteket az alabbiak szerint
sz(irjilkk. El8sz0r a sejttenyészet feliiliszojat 0,01 ml Pro-
tein G Sepharose-zal elegyitjik, ezaltal a feliilaszoéban
1év6 immunglobulint a Protein G Sepharose-hoz kotjiik.
Masrészrdl, belsdleg 35S-metioninnal jelzett 107
U266 sejtet lizalunk, és az IL—6R-t MT18-cal konjugalt
Sepharose 4B alkalmazasaval affinitdsi kromatografia-
san tisztitjuk. Ezutan az 35S-metioninnal jelzett [L—6R-t
a fenti médon elGallitott, k6tétt immunglobulint tartal-
mazo6 Protein G Sepharose-zal immunprecipitaljuk, és a
csapadékot SDS/PAGE eljarassal analizaljuk. Ennek
eredményeként egy hibridémaklont izolalunk, amely az
II.—6R-hoz specifikusan k6t6d6 antitestet termel.
A klont PM1-nek nevezziikk. A PM1 hibridémat az FRI-
ben helyeztiik letétbe a Budapesti SzerzGdés szerint
1990. jalius 10-én, letéti szama FED BP—-2998.
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3. referenciapélda

AUK12-20, AUK64~7 és AUK146—-15 hibridoma

szerkesztése

Immunogénként egy oldhaté IL—6R-t (SR344) pre-
pardlunk Yasukawa K. és munkatarsai [J. Biochem.
108, 673-676 (1990)] modszere szerint. Kdzelebbrdl,
a pECEdhfr 344 plazmiddal — amely IL—6R-t kodolo
cDNS-t tartalmaz, amelyben az N-terminalistol szdmi-
tott 345. kodon egy stopkodonnal van helyettesitve —
CHO (SE27) sejteket transzfektdlunk, a transzfektalt
sejteket szérummentes kozegben (SF-0 tapkozeg,
Sanko Junyaku) tenyésztjiik, ¢s Blue—5PW oszlopon
és Phenyl—-5PW oszlopon tisztitjuk. A tisztitott, oldha-
t6 IL—6R SDS/PAGE analizissel egyetlen savot ad.

Néstény BALB/cAnNCrj (Nippon CREA) egerekbe
szubkutdn médon 10 pg/egér dozisban injektaljuk az
immunogént Freund-féle komplett adjuvansban (Bacto
Adjuvant Complete H 37 Ra, Difco), majd egy masodik
és egy harmadik injekcioban azonos mennyiségii immu-
nogént adunk Freund-féle nem komplett adjuvansban
(Bacto Adjuvant Incomplete Freund, Difco) az elsé in-
jektalas utan két, illetve harom héttel. Az utolsé immuni-
zélast (negyedik injekcid) adjuvéans nélkiil végezzik a
farokvénaba adott injekcidval a harmadik injekcid utan
egy héttel. Az immunizalt egerekbdl szérummintat pre-
paralunk, higitopufferrel sorozathigitjuk, és ELISA-val
vizsgaljuk Goldsmith P. K. [Analytical Biochemistry
117, 53-60 (1981)] modszere szerint. Kozelebbrdl, egy
SR344-gyel (0,1 pg/ml) bevont lemezt 1% BSA-val
blokkolunk, majd hozzdadjuk a higitott mintat. Az
SR344-hez kotott egér IgG-t kecske antiegér IgG/alkali-
kus foszfataz (A/P) (ZYMED) és az alkalikus foszfataz
egy szubsztratja (Sima—104) alkalmazasaval mérjiik.

A szérumban az anti-SR344 antitest mennyiségi no-
vekedésének kimutatisa utan 5 BALB/c egérbél 1épse)-
teket vesziink az utolsd6 immumzalas utan 3 nappal.
A lépsejteket €s mielomasejteket (P3U1) 25:1 ardny-
ban elegyitjiikk, PEG1500 alkalmazasaval fuzionaljuk,
és 2000 rezervoarban tenyésztjiik 0,7-106—1,1-106
sejt/rezervoar koncentracioban. A rezervodrokbdl vett
feluliszokat SR344-kot6 képességiikre (els6 sziirés,
amelyet R344 felismerési vizsgalatnak neveziink) és az
SR344 interleukin—6-hoz valo kotddését gatlo képesse-
giikre [masodik szflirés, IL—6/sIL—-6R kotddés gatlasa-
nak vizsgélata (RBIA)] sziirjik. Az els6 szfliréssel 240,
a masodik szliréssel 36 pozitiv rezervoart taldltunk.

A fent emlitett B344 felismerési vizsgalatot az
alabbi modon végezzik. Kecske antiegér Ig-vel (Cap-
peD) (1 pg/ml) bevont lemezt (MaxiSorp, Nunc) 1%
BSA-val blokkolunk, majd hozzaadjuk a hibridéma-
sejttenyészet feliiliiszojat, és szobahdmérsékleten
1 oran keresztiil inkubaljuk. A lemezt mossuk, majd
mindegyik rezervoarba 20 pg/ml SR344-et mériink, és
a lemezt szobah6mérsékleten 1 6ran keresztiil inkubal-
juk. A feliiliszobol szarmazo immobilizalt antitest altal
megkotott SR344 mennyiségének meghatarozasara
nyul anti-SR344 1gG-t (#2, 5 ng/ml) és kecske antinyul
IgG-alkalikus foszfatazt (A/P) (1:3000, Tago), és
szubsztratot (1 mg/ml, Sima—104) adunk hozza, majd
405-600 nm-en mérjiik az optikai siirliséget.
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A fent emlitett RBIA-vizsgélatot az al4bbiak szerint
végezziik. MT18 antitesttel bevont lemez rezervodrjai-
ba 100 pg/ml SR344-et mértink (100 pl/rezervoar), és a
lemezt szobah8mérsékleten 1 ordn keresztiil inku-
baljuk. Mosas utdn a lemez minden egyes rezervoarja-
ba egyidejlileg bemériink rezervoaronként 50 ul hib-
ridoma feliiliszot és 50 pg 20 pg/ml koncentracidji
biotin-interleukin—6 konjugatumot, és a lemezt szoba-
hémérsékleten 1 oran keresztiil inkubaljuk. A bio-
tin—IL—6R-hez kot6tt SR344 mennyiségének meghata-
rozdsara sztreptoavidin—A/P-t (1:7000, PIERCE) és
egy megfeleld szubsztratot (Sigma—104) adunk hozza,
majd 405-600 nm-en mérjiik az optikai stirliséget.

Végiil a pozitiv klonokat kétszer megismételt limi-
talo higitasi modszerrel tisztitjuk. Harom hibridoma-
klont kapunk, amely géatolja az SR344 IL—6-hoz valé
kotddését, ezek jelolése AUK12-20, AUK145-15,
illetve AUK64-7; tovabba egy olyan hibriddmaklont
(AUK181-6) kapunk, amely nem gatolja az
SR344 IL—6-hoz valo kotddését.

Ipari alkalmazhatosag

A talalmany szerinti huméan IL—6R elleni atformalt
human antitest egy olyan human antitestet tartalmaz,
amelyben a humén V szakaszok CDR-jei egy human
IL-6R elleni egér-monoklonalisantitest CDR-jeivel
vannak helyettesitve. Mivel az atformalt human antitest
legnagyobb része egy humén antitestbdl és a kevésbé
antigén egér CDR-ekbdl szarmazik, a taldlmany szerin-
ti 4tformalt human antitest emberre nézve kevésbé
immunogén, azért gyogyaszati célokra alkalmazhato.

A Budapesti Egyezmény szerint depondlt mikroor-

ganizmusok jegyzéke
Letéti intézmény: National Collection of Industrial

and Marine Bacteria Limited

Cime: 23 St Macher Drive, Aberdeen
AB2 IRY, United Kingdom

Mikroorganizmus Deponalasi szam Deponalas napja

| E. coli DH50,

| pPM-hl NCIMB 40362 1991. 02. 12.
E. coli DHSa, NCIMB 40363 1991. 02. 12.
pl2-h2
E. coli DHS«q,

7p64~h2 NCIMB 40364 1991.02. 12.
E. coli DHSa,

| pl46-h! NCIMB 40365 1991. 02. 12.
E. coli DH5a,

B pPM—K3 NCIMB 40366 1991. 02. 12.
E.coli DHSa, | VB 40367 | 1991.02. 12,

| pl2-k2
E. coli DH5q,

| p64-ka NCIMB 40368 1991.02. 12.
E. coli DH5a,

| pla6-k3 NCIMB 40369 1991. 02. 12.

Letéti intézmény: Fermentation Research Institute,
Agency of Industrial Science and
Technology

103, Higashi 1-chome Tsukuba-shi
Ibaraki Japan

Cime:
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Mikroorganizmus Deponalasi szam

Deponalas napja

Szekvenciajegyzék
1. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 40

MTI8 FERM BP-2999 1990. 07. 10. Szekvencia tipusa: nukleinsav
5 Szl tipusa: egyes
PM1 FERM BP-2998 1990. 07. 10. Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa:
ACTAGTCGAC ATGAAGTTGC CTGTTAGGCT GTTGGTGCTG 40

2. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 39
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

3. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 40
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

4. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 43
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szél tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

5. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 40
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

6. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

7. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 41
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC
8. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 41
Szekvencia tipusa: nukleinsav

Topoldgia: linedris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa:

15

ATGGAGWCAG ACACACTCCT GYTATGGGT 39

lineanis
szintetikus DNS

Topologia:
20 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ATGAGTGTGC TCACTCAGGT CCTGGSGTTG 40

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ATGAGGRCCC CTGCTCAGWT TYTTCGWTC TTG 43

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
35 Szekvencia leirasa:

ATGGATTTWC AGGTGCAGAT TWTCAGCTTC 40

linearis
szintetikus DNS

40 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ATGAGGTKCY YTGYTSAGYT YCTGRGG 37

Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa:

50

ATGGGCWTCA AGATGGAGTC ACAKWYYCWG G 41

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
55 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

Szal tipusa:

egyes

ACTAGTCGAC

31

ATGTGGGGAY CTKTTTYCMM TTTTTCAATT G 41



9. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

10. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

11. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 38
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Sz4l tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

12. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 27
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

CGATCCCGGG

13. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

14. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

15. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

16. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Sza] tipusa: egyes

ACTAGTCGAC
17. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 40
Szekvencia tipusa: nukleinsav

HU 218 140 B 2

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ATGGTRTCCW CASCTCAGTT CCTTG 35

lineéris
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
10 Szekvencia leirdsa:

ATGTATATAT GTTTGTTGTC TATTTCT 37

linearis
szintetikus DNS

15 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

ATGGAAGCCC CAGCTCAGCT TCTCTTCC 38

Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirdsa:
25
TGGATGGTGG GAAGATG 27
Topologia: linearis
30 Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirdsa:

ATGAAATGCA GCTGGGTCAT STTCTTC 37

lineéris
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

ATGGGATGGA GCTRTATCAT SYTCTT 36

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
45 Szekvencia leirdsa:

ATGAAGWTGT GGTTAAACTG GGTTTTT 37

linearis
szintetikus DNS

50 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

ATGRACTTTG GGYTCAGCTT GRTTT 35

Szal tipusa:
Topologia:
60 Molekula tipusa:

egyes
linearis
szintetikus DNS

32



Szekvencia leirdsa:

ACTAGTCGAC

18. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37

Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes
ACTAGTCGAC

19. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szél tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

20. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 33
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szl tipusa: egyes

ACTAGTCCAC

21. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 40
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szél tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

22. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 37
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACTAGTCGAC

23. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 28
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

GGATCCCGGG

24. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 393

Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: kettds
Topologia: linedris
Molekula tipusa:  c¢cDNS

Eredeti forras:

HU 218 140 B 2

ATGGACTCCA GGCTCAATTT AGTTTTCCTT 40

linearis
szintetikus DNS

5 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

ATGGCTGTCY TRCSGCTRCT CTTCTGC 37

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

15
ATGGRATGGA GCKGGRTCTT TMICTT 36

lineéris
szintetikus DNS

Topologia:
20 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ATGAGAGTGC TGATTCTTTT GTG 33
Topologia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:

ATGAGMTTGGG TGTGGAMCTT GCTATTCCTG 40
Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

35 Szekvencia leirdsa:

ATGGGCAGAC TTACATTCTC ATTCCTG 37
40 Topologia: linedris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirdsa:

CCAGTGGATA GACAGATG 28

Organizmus: egér
Kozvetlen forrds:
Klon: pl2-k2
50 Jellemzd: 1...60 szignélpeptid
61...393 érett peptid
Szekvencia leirésa:

ATG GAG TCA GAC ACA CTC CTG CTA TGG GTA CT6 CTG CTC TGG GTT CCA

Met Glu Ser Asp Thr

-20

Lev Leu Lev Trp Val Les Leu Lev Trp Val Pro

-15 -10 -5
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GGT

Gly

GTA

Val

GTC

Val

GGA
Gly

45
GGG

Gly

CTC

Les

TCC

Ser

TCT

Ser

AGT
Ser

30
CAG

Gln

GTC

Val

AAC

Asn

1 HU 218 140 B 2

ACT GGT GAC ATT GT6 CTG

Thr Gly Asp Ile Val Lew

CTG GGG CAG AGG GCC ACC
Lew Gly Gln Arg Ala Thr

15 20
ACA TCT GGC TAT AGT TAT
Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr

35
ACA CCC AAA CTC CTC ATC
Thr Pro Lys Leu Leuv Ile
50
€CT 6CC AGG TTC AGT GGC
Pro Ala Arg Phe Ser Gly
65

ATC CAT CCT GTG CAG GAG
Ite His Pro Vat Glu Glu

80

ACA CAG TCT CCT GCT TCC TTA GOT
Thr Gln Ser Pro Ala Ser lew Gty
5 10
ATC TCA TGC AGG GCC AGC AAA AGT
Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser
25
ATG CAC TGG TAC CAA CAG AAA CCA
Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
40
TAT CTT GCA TCC AAC CTA GAA TCT
Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
55 60
AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACC
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
| 70 15
GAG GAT GCT GCA ACC TAT TAC TGT
Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys

85 80

CAG CAC AGT AGG CAG AAT CCG TAC ACG TTC GGA GGG GGG ACC AAG CTG

Gla His Ser Arg Gls Asn Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Lew

85 100

GAA ATA AAA

Glu Ile Lys

110

25. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 405
Szekvencia tipusa:

Szal tipusa:
Topologia:

Molekula tipusa:

nukleinsav
kettGs
linearis
c¢DNS

105

Eredeti forrés:
Organizmus: egér
Kozvetlen forras:
Kion: pl2-h2
55 Jellemzd: 1...57 szignalpeptid
58...405 érett peptid
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Szekvencia leirdsa:

ATG GGA

Met Gly

GTC CAC

Val His

cCT

Pro

ACT
Thr
30

GAG

CAG

Gln

ACA

Thr

TAT

Tyr

ACT
Thr

110

GGG
Gly

15
AGC

Ser

TGG

Trp

AAA

Lys

GCC

Ala

TAC
Tyr

95
CTC

Leu

T66

Trp

TCT

Ser

GCT

Ala

TAT

Tyr

ATT

TTC

Phe

TAC
Tyr

80
TGT

Cys

GTC

Yal

AGC

Ser

GAG

TCA

Ser

TAC

Tyr

GGA

Gly

AAG
Lys
. 65
ATG

Met

6CA

Al:

ACT

Thr

GGG ATC TTT CTC TTC

Gly lle Phe Leu Phe

-15

ATC CAG CTG CAG CAG

Ile Gln Leu Gln Gln

GTG

Vil

ATA

le

TATY
Tyr

50
G6C

Gly

CAT

Ris

AGG

Arg

6TC

Val

AAG

Lys

CAC
His

35
ATT

Ile

AAG

Lys

CTC

Leu

GGG

Gly

TCT
Ser

115

ATA
Ile

20
T6G

Trp

GAT

Asp

6eC

Ala

AGC

Ser

GGT
Gly
100
GCA

Ala

HU 218 140 B

TCC

Ser

GTG

Val

CCT

Pro

ACA

Thr

AGC
Ser

85
AAC

Asn

T6C

Cys

AAG

Lys

TTC

Phe

TTG
Len

70
¢16

Leu

CoC

Arg

CTT CTG TCA GGA ACT GCA GGT
Lev Leu Ser Gly Thr Ala Gly
-10 -$

TCT GGA CCT GAG CTG ATG AAG
Ser Gly Pro Glu Leu Mel Lys

10

AAG GCT TCT GGT TAC TCA TTC
Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe
25

CAG AGC CAT GGA AAG AGC CTT
Glan Ser His Gly Lys Ser Lew

40 45
AAT GGT GGT ACT AGC TAC AAC
Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn

55 60
ACT GTT GAC AAA TCT TCC AGC
Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
15
ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC
Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
90

TTT GCT TAC TGG GGC CAA GGG
Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly

105

35

48

96

144

182

240

288

336

384

405



26. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 381

Szekvencia tipusa: nukleinsav
Sz4l tipusa: ketts
Topologia: linedris
Molekula tipusa: ~ c¢cDNS

Eredeti forras:

ATG GTG TCC TCA

Met Val
-20
GGT AcCC

Gly Thr

GCC TCT

Ala Ser

ATT AGC

Ile Ser
30

AAA CTC

lys Leu

45

AGG TTC

Arg Phe

Ser

AGA

Arg

CTG
Lev

15
AGT

Ser

CTG

Leu

AGT

Ser

Ser

TOT

Cys

GGA

Gly

TAT

Tyr

ATC

Ile

6GC

Gly

GCT

Ala

GAT

Asp

GAC

Asp

TTA

Lev

TAC

Tyr

AGT
Ser

65

CAG
Gin
-15
ATC

Ile

AGA

Arg

AAC

Asn

TAC
Tyr

50
GGG

Gly

AAC CTG GAG CAA GAA GAC

Asn Leu Glw Gln Glu Asp

ACG CTT CCG TAC ACC TTC

Thr Leu Pro Tyr Thr Phe

95

TTC

Phe

CAG

Gln

6TC

Vil

TGG
Trp

35
ACA

Thr

TCT

Ser

ATT GCC ACT TAC TTT TGC CAA CAG GGT AAC

Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gla Gly Asa

GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATA AAT

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Gtu Ile Asn

HU 218 140 B 2

cTT

Lew

ATG

Met

ACC
Thr

20
TAT

Tyr

TCA

Ser

GGA

Gly

100

66T

Gly

ACA

Thr

ATC

Ile

CAC

Gln

AGA

Arg

ACA

Thr

85

36

Organizmus: egér
Kozvetlen forras:
Kl6én: pPM-k3
Jellemz6: 1...60 szignalpeptid
61...381 érett peptid
Szekvencia leirasa:
CTC CTG TTG CTC TGT TTT
Leu Lev Lev Lew Cys Phe
-10
CAG ACT ACA TCC TCC CTG
Gin Thr Thr Ser Ser Lew
10
ACGT TGC AGG GCA AGT CAG
Ser Cys Arg Ala Ser Gln
25
CAG AAA CCA GAT GGA ACT
Gla Lys Pro Asp Gly Thr
40
TTA CAC TCA GGA GTC CCA
Lew His Ser Gly Val Pro
55
GAT TAT TCT CTC ACC ATT

Asp Tyr Ser Leu Thr Ile

70 75

80

105

CAA

Gla

TCT

Ser

GAC

Asp

ATT

Ile

TCA
Ser

60
AAC

Asn

18

. 86

144

192

240

288

336

381
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27. szamu szekvencia Organizmus: egér
Szekvencia hossza: 411 Kozvetlen forrés:
Szekvencia tipusa: nukleinsav Klén: pPM-hl
Szél tipusa: ketts Jellemzd: 1...54 szignalpeptid
Topolodgia: linearis 5 55...411 érett peptid
Molekula tipusa:  cDNS Szekvencia leirasa:

Eredeti forras:

ATG

Net

CTG

Lev

TCT
Ser

15
AGT

Ser

GAG

Gla

TCT

Ser

TTC

Phe

TAC
Tyr

95
CAA

Gln

AGA GTG CTG ATT CTT TTG TCC CTG TTC ACA GCC TTT CCT GGT ATC
Arg Val Leu Ile Lev Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Ille
-15 -10 -5
TCT GAT GTG CAG CTT CAG GAG TCG GGA CCT GTC CTG GTG AAG CCT
Ser Asp Val Gln Leu Gin Glu Ser Gly Pro Val Llev Val Lys Pro

-1 5 10

CAG TCT CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC ACT GGC TAC TCA ATC ACC

Gin Ser Lew Ser Lew Thr Cys Thr Vat Thr Gly Tyr Ser Ile Thr
20 25 30

GAT CAT GCC TGG AGC TGG ATC CGG CAG TTT CCA GGA AAC AAA CTG

Asp His Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Lew

35 40 45
TGG ATG GGC TAC ATA AGT TAC AGT GGT ATC ACT ACC TAC AAC CCA
Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Thr Tyr Asa Pro
50 55 60
CTC AAA AGT CGA ATC TCT ATC ACT CGA GAC ACA TCC AAG AAC CAG
Leu Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln
65 70 75
TTC CTA CAG TTG AAT TCT GTG ACT ACT GGG GAC ACG TCC ACA TAT
Phe Leu Gln Lev Asn Ser Yal Thr Thr Gly Asp Thr Ser Thr Tyr
80 85 90

TGT GCA AGA TCC CTA GCT C6GC ACT ACG GCT ATG GAC TAC TGG GGT

Cys Ala Arg Ser Lew Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GGA ACC TCA GTC ACC GTC TCC TCA

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

115

37

48

86

144

192

240

288

336

384

411
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28. szamu szekvencia Organizmus: egér
Szekvencia hossza: 393 Kozvetlen forras:
Szekvencia tipusa: nukleinsav Klén: p64-k4
Szél tipusa: kettds Jellemz6: 1...60 szignalpeptid
Topoldgia: linearis 5 61...393 érett peptid
Molekula tipusa:  ¢DNS Szekvencia leirasa:

Eredeti forrés:

ATG GAG TCA GAC ACA CTC CTG CTA TGG GTG CTG CTG CTC TGG GTT
Met Glu Ser Asp Thr Leuw Leu Lev Trp Val Leu Leu Lev Trp Val
-20 =15 -10

GGT TCC ACA GGT GAC ATT GTG TTG ATC CAA TCT CCA GCT TCT TTG

Gly Ser Thr Gly Asp 1le Val Leu Ile Gln Ser Pro Ala Ser Leu

GTG TCT CTA GGG CAG AGG GCC ACC ATA TCC TGC AGA GCC AGT GAA
Val Ser Lew Gly Glo Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Glw
15 20 25
CTT GAT AGT TAT GGC AAT AGT TTT ATG CAC TGG TAC CAC CAG AAA
Val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gin Gla Lys
30 35 40
GGA CAG CCA CCC AAA CTC CTC ATC TAT CGT GCA TCC AAC CTA GAA
Gly Gin Pro Pro Lys Lev Leu Ile Tyr Arg Ala Ser Asn Lewv Glu
45 50 55
GGG ATC CCT GCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT AGG ACA GAC TTC
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Arg Thr Asp Phe

65 70 75

CTC ACC ATT AAT CCT GTG GAG GCT GAT GAT GTT GCA ACC TAT TAC
Lew Thr Ile Asn Pro Val Glu Ala Asp Asp Val Als Thr Tyr Tyr
80 85 90
CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCC ACG TTC GGT GCT GGG ACC AAG
Gin Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
85 100 105

GAG CTG AAA

Glu Leu Lys

110

38

cCA

Pro

6CT

Ala

AGT

Ser

CCA

Pro

TCT
Ser

60
ACC

Thr

16T

Cys

¢16

Lew

48

26

144

192

240

288

336

384

393



29. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 417
Szekvencia tipusa: nukleinsav
kettds
linearis

Szal tipusa:
Topologia:

Molekula tipusa:

Eredeti forras:

ATC

Net

6TC

Val

cCT

Pro

AGT
Ser

30
GAG

Glu

GAG

Glo

ACA

Thr

TAT

Tyr

TGG
Trp

110

GGA

Gly

CAC

fiis

GGG
Gly

15
AGT

Ser

TGG

Trp

AAA

Lys

G6CC

Ala

TAC
Tyr

95
GGT

Gly

c¢DNS

TGG

Trp

TCC

Ser

GeC

‘Al

TAT

Tyr

ATT

Ile

TTC

Phe

TAC
Tyr

80
T6T

Cys

CAA

Gin

AGC

Ser

CAG

Gle

TCA

Ser

TGG

Trp

GGA

Gly

AAG
Lys

65
ATG

Met

GCA

Ala

GGA

Gly

GGG
Gly
-15
GIT

Val

GT6

Yal

ATA

Ile

GAG
Glu

50
6G6C

Gly

CAA

Gln

AGT

Ser

ACC

Thr

6TC

Val

CAA

Glm

AAG

Lys

6TG
Yal

35
ATT

Ile

AAG

Lys

c1¢

Leu

CTA

Leu

TCA
Ser

115

TTT

Phe

TT6

Lew

ATC
Ile

20
TGG

Trp

TTA

Lew

6CC

Ala

AGC

Ser

GAC
Asp
100
GTC

Val
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ATC

Ile

CAG
Gln

TCC

Ser

ATA

Ile

CCT

Pro

ACA

Thr

AGC
Ser

85
AGC

Ser

ACC

Thr

5

T1C

Phe

CAG

Gln

T6C

Cys

AAG

Lys

GGA

Gly

TTC
Phe

70
CTe

Lew

TCG

Ser

GTC

Val

39

Organizmus: egér
Kozvetlen forras:

Klon: p64-h2

Jellemz6: 1...57 szignalpeptid
58...417 érett peptid
Szekvencia leirasa:

CTC CTG TCA

Leu
-10
TCT

Ser

AAG

Lys

CAG

Gln

ACC
Thr

55
ACT

Thr

ACA

Thr

66C

Gly

TCC

Ser

Leun

GGA

Gly

6CT

Ala

AGG
Arg

40
6CT

Cly

GCA

Ala

TCT

Ser

TAC

Tyr

TCA
Ser

120

Ser

GCT

Ala

ACT
Thr

25
ccT

Pro

AGT

Ser

GAT

Asp

GAG

Gly

TAT
Tyr

105

GTA

Val

GAG
Glu

10
66C

Gly

GGA

Gly

ACT

Thr

ACA

Thr

GAC
Asp

80
GCT

Ala

ACT

Thr

TT6

Lew

TAC

Trr

CAT

His

AAC

Asn

TCT
Ser

15
TCT

Ser

ATG

Net

GCA

Al

ATG

Ket

ACA

Thr

6GC
Gly

TAC
Tyr

60
TCC

Ser

6CC

Ala

GAC

Asp

66T

Gly

AAG

Lys

T7C

Phe

CTT
Leu

45
AAT

Asn

AAC

Asn

GTC

Val

TAT

Tyr

48

144

182

240

288

336

384

417



30. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 381

Szekvencia tipusa:

Szél tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Eredeti forras:
ATG
Met
-20
GGT

Gly

GCC

Ala

ATT

Ile

AAA
Lys

45

AGG

Arg

AAC

Asa

ACG

Thr

kett8s
linearis

cDNS

GTG

Val

ACC

Thr

TCT

Ser

AGT
Ser

30
¢TC

Leu

TTC

Phe

CT6

Lew

cCcT

Pro

TCC

Ser

AGA

Arg

CT6
Leu

15
AAT

Asn

CT6

Leu

AGT

Ser

CAG

Gl

¢Ce
Pro

95

nukleinsav

ACA

Thr

T6T

Cys

GGA

Gly

TAT

Tyr

ATC

GGC
Gly

CAA
6la

80
T66

Trp

ccT

Pro

GAT

Asp

GAC

Asp

TTA

Leu

TAC

Tyr

AGT
Ser

89
GAA

Gla

ACG

Thr

CAG TTC
Gln Phe
=15

ATC CAG

fle Gln

AGA GTC

Arg Val

AAC TGG
Asn Trp

35
TAT ACA
Tyr Thr

50

666 TCT

Gly Ser

GAT ATT

Asp Ile

TTC GOT

Phe Gly
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CTT

Leu

AT

Met

ACC
The

20
TAT

Tyr

TCA

Ser

GGA

Gly

6CC

Ala

GGA
Gly

100

5

GGT

Gly

ACA

Thr

ATC

CAA

Gin

AGA

Arg

ACA

Thr

AGT
Ser

85
6GC

Gly

40

Szekvencia leirdsa:

c1c

Lew

CAG

Gla

AGT

Ser

CAC

TTA

Leu

GAT
Asp

70
TAC

Tyr

AcC

Thr

Organizmus: egér
Kdzvetlen forrds

Klon: pl146-k3
Jellemzg: 1...60 szignalpeptid
61...381 érett peptid

CTG TT6
Leuv Lew
-10

ACT ACA

Thr Thr

TGC AGG

Cys Arg

AAA CCA
Lys Pro

40
CAC TCA
His Ser

55

TAT TCT

Tyr Ser

TIT TGC

Phe Cys

AAG TTG

Lys Lev

ATC

1le

TCC

Ser

GCA
Ala

25
GAT

Asp

GGA

Gly

cTC

Lew

CAA

Glo

GAA
Gly

105

T6Y TTT

Cys Phe

TCC CT6

Ser Lew
10

AGT CAG

Ser Gln

GGA ACT

Gly Thr

GTC CCA

Val Pro

ACC ATT

Thr Ile
75

CAG GGT

Cla Gly

90

ATC AAA

1le Lys

CAA

Gin

TCT

Ser

GAC

Asp

61T

Val

TCA
Ser

60

AGC

Ser

TAT

Tyr

48

6

144

182

240

288

338

381



31. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 402
Szekvencia tipusa: nukleinsav
kettos
linearis
c¢DNS

Szal tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Eredeti forras:

ATG CAG CTC

Met Glu Leu

TCA
Ser

-1
GCT

Ala

TAC

Tyr

ATT

Ile

TTC

Phe

TAC
Tyr

80
16T

Cys

ACT

Thr

CAG

Gln

TCA

Ser

TGG

Trp

GGG

Gly

AAG
Lys

65
ATG

Met

GCA

Ala

CTC

Ley

-15

61T

Val

616

Val

GTG

Val

TCT
Ser

50
GG

Gly

CAA

Gln

AGA

Arg

ACA

Thr

GAT

Asp

CAC

Cla

AAG

Lys

CAG
Gin

35
ATT

Ite

AAG

Lys

¢TC

Lev

TCG

Ser

C17

Leuw

CTC

Lev

T16
lew

20
166

Trp

TAT

Tyr

GCC

Ala

ACC

Thr

ACT

Thr

100

¢TC
Val

115

TCC

Ser

TAT

Tyr

CAG

Cln

TCC

Ser

GTA

Yal

CCT

Pro

ACA

Thr

AGC
Ser

85
66T

Gly

TCA

Ser

cIT

Leu

CAG

Gln

T6C

Cys

AAA

Lys

GGA

Gly

T16
Ley

70
TTG

Leu

AAC

Asn

HU 218 140 B 2

Organizmus: egér

Kdozvetlen forras:

Klon: pl46-hl

Jellemz6: 1...51 szigndlpeptid

5 52...402 érett peptid

Szekvencia leirasa:
ATT CTG TCA GTA ACT TCA CGT GTC TAC
Ile Leu Ser Val Thr Ser Gly Val Tyr

-10 -3

TCT GGG GCT GAG CTG GCA AGA CCT GGG
Ser Gly Als Glu Lev Ala Arg Pro Gly

10 15
ARG GCT TCT GGC TAC ACC TTT ACT AAC
Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asa

25 30
CAG AGG CCT GGA CAG CGT CTG GAA TGG
Gin Arg Pro Gly Gla Gly Leu Glu Trp
40 45
GAT GGT GAT ACT AGG AAC ACT CAG AAC
Asp Gly Asp Thr Arg Asa Thr Gla Lys
55 60
ACT GCA GAT AAA TCC TCC ATC ACA GCC
Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ile Thr Ala
75

GCA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC
Als Ser Glw Asp Ser Ala Val Tyr Tyr

80 85
CAC TTT GAC TAC TbG GGC CAA GGC ACC
His Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr

105 110

41

48

98

144

182

240

288

336

384

402



32. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szél tipusa: egyes

ACAAAGCTTC

33. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

GGCTAAGCTT

34. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Sz4l tipusa: egyes

CTTGGATCCA

35. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

GTTGGATCCA

36. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

CTTGGATCCA

37. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 35
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

CTTGGATCCA

38. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

ACAAAGCTTC

39. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 39
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

TGTTAGATCT

40. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes
GTCTAAGCTT

HU 218 140 B 2

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

CACCATGGAG TCAGACACAC TCCTG 35

linearis
szintetikus DNS

Topoldgia:
Molekula tipusa:
10 Szekvencia leirédsa:

CCACCATGGG ATGGAGCGGG ATCTTT 36

linearis
szintetikus DNS

15 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

CTCACGTTTT ATTTCCAGCT TGGTC 35

linearis
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

25

CTCACCTGCA GAGACAGTTA CCAGAG 36

linedris
szintetikus DNS

Topoldgia:
30 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

CTCACGATTT ATTTCCAGCT TGGTC 35

linearis
szintetikus DNS

Topolodgia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

CTCACGTTTT ATTTCCAGCT TGGTC 335

lineéris
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
45 Szekvencia leirasa:

CACCATGGTG TCCTCAGCTC AGTTCC 36

linedris
szintetikus DNS

50 Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

ACTCACCTGA GGACACAGTG ACTGAGGTT 39

linearis.
szintetikus DNS

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

CCACCATGAG AGTGCTGATT CTTTTG 36

42



41. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 17

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Sz4l tipusa: egyes
Topolégia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:
TACGCAAACC GCCTCTC 17

42. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 18
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szél tipusa: egyes

HU 218 140 B

Topologia:
Molekula tipusa:

Szekvencia leirasa:

linearis
szintetikus DNS

GAGTGCACCA TATGCGGT 18

5 43. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 55
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes
Topologia: lineéris
10 Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirdsa:

ACCGTGTCTG GCTACACCTT CACCAGCGAT CATGCCTGGA GCTGGGTGAG ACAGC 55

44. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 63
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

linearis
szintetikus DNS

TGAGTGGATT GGATACATTA GTTATAGTGG AATCACAACC TATAATCCAT 50

CTCTCAAATC CAG

45. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 54
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

Topologia:
25 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

63

linearis
szintetikus DNS

TATTATTGTG CAAGATCCCT AGCTCGGACT ACGGCTATGG ACTACTGGGG TCAA 54

46. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 27

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes
Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:

GTGACAATGC TGAGAGACAC CAGCAAG 27
47. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 24

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes
Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:

GGTGTCCACT CCGATGTCCA ACTG 24
48. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 27

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes

Topolodgia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

linearis
szintetikus DNS

GGTCTTGAGT GGATGGGATA CATTAGT 27

35
Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia lefrasa:

40

49. szamu szekvencia

29

nukleinsav
egyes

linearis
szintetikus DNS

GTGTCTGGCT ACTCAATTAC CAGCATCAT 29
50. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topolégia:
Molekula tipusa:

Szekvencia leirasa:
50

45

48

nukleinsav
egyes

linearis
szintetikus DNS

TGTAGAGCCA GCCAGGACAT CAGCAGTTAC CTGAACTGGT ACCACCAG 48

51. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 42
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

Topologia:
55 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

lineéris
szintetikus DNS

ATCTACTACA CCTCCAGACT GCACTCTGGT GTGCCAAGCA GA 42

43
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52. szdmu szekvencia Topologia: linearis
Szekvencia hossza: 50 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirdsa:

Szal tipusa: egyes

ACCTACTACT GCCAACAGGG TAACACGCTT CCATACACGT TCGGCCAAGG 50

53. szdamu szekvencia Jellemz6: huméan IL—-6R elleni, atformalt humadn
Szekvencia hossza: 27 PM1 antitest H lanc V szakasz (f) valtozatat
Szekvencia tipusa: nukleinsav 10 kédolo gén
Szal tipusa: egyes —20—-1. aminosav: szignalszekvencia
Topoldgia: linedris 1-30. aminosav: FR1
Molekula tipusa:  szintetikus DNS 31-36. aminosav: CDR1
Szekvencia leirésa: 37-50. aminosav: FR2
AGCGGTACCG ACTACACCTT CACCATC 27 15 51-66. aminosav: CDR2

54. szamu szekvencia 67-98. aminosav: FR3
Szekvencia hossza: 706 99-108. aminosav: CDR3
Szekvencia tipusa: nukleinsav 109-119. aminosav: FR4
Szal tipusa: kettds 1-6. nukleotid: HindIII hely
Topoldgia: linearis 20 54-135. nukleotid: intron
Molekula tipusa:  szintetikus DNS 258-348. nukleotid: intron/hibas illesztés
Eredeti forrés: 505-706. nukleotid: intron

Organizmus: egér és humén 701-706. nukleotid: BamHI hely
Kozvetlen forras: Szekvencia leirasa:

Klén: pUC-RVh-PMI1f 25

AAGCTTC ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT 49

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala

-15 -10
ACA G GTAAGGGGCT CACAGTAGCA GGCTTGAGGT CTGGACATAT ATATGGGTGA 103
Thr
-5

CAATGACATC CACTTTGCCT TTCTCTCCAC AG GT GTC CAC TCC CAG GTC CAA 185
Gly Val His Ser Gln Y3l Gin
1

CTG CAG GAG AGC GCT CCA GGT CTT GTG AGA CCT AGC CAG ACC CTG AGC 203

Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro Ser Gin Thr Leu Ser
5 10 15

CTG ACC TGC ACC GTG TCT GGC TAC TCA ATT ACC AGC GAT CAT GCC TGG 251
Lew Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp His Ala Trp

20 25 30 35
AGC TGG GTG AGA CAG CCA CCT GGA CGA GGT CTT GAG TGC ATT GGA TAC 299
Ser Trp VYal Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr

40 45 50
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ATT AGT TAT AGT GGA ATC ACA ACC

TAT AAT CCA TCT CTC AAA TCC AGA 347

Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Thr Tyr Asn Pro Ser Leuw Lys Ser Arg

55

GTG ACA ATG CTG AGA GAC ACC AGC
Yal Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser

70 75
AGC AGC GTG ACA GCC GCC GAC AcC
Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr

85 90

CTA GCT CGG ACT ACG GCT ATG GAC
Lew Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp
100 105
ACA GTC TCC TCA G GTGAGTCCTT ACA
Thr Val Ser Ser
GATTTTACTG CATTTGTTGG GGGGGAAATG
TAGGGACACC TTGGGAGTCA GAAAGGGTCA

CCTCAGCTCC CAGACTTCAT GGCCAGAGAT

55. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 506
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: kettds
Topolégia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Eredeti forras:
Organizmus: egér és human
Kozvetlen forras:
Klon: pUC-RV1-PMla
Jellemz6: human IL—-6R elleni, atformalt huméin
PM1 antitest L lanc V szakasz (a) véltozatat
kodolo gén
—20—-1. aminosav: szignalszekvencia

AAGCTTC ATG GGA TGG AGC TGT ATC

Met Gly Trp Ser Cys lle

60 65
AAG AAC CAG TTC AGC CTG AGA CTC 395
Lys Asn Gln Phe Ser Leuv Arg Leu
80
GC6 GTT TAT TAT TGT GCA AGA TCC {43
Ala Yal Tyr Tyr Cys Alz Arg Ser
95

TAC TGG GET CAA GGC AGC CTC GTC 491
Tyr Trp Gly GIn Gly Ser Leu Val

110 115

ACCTCTC TCTTCTATTC AGCTTAAATA 544

TGTGTATCTG AATTTCAGGT CATGAAGGAC 604
TTGGGAGCCC GGGCTGATGC AGACAGACAT 664

TTATAGGGAT CC 706

35 1-23. aminosav: FR1
24-34. aminosav: CDR1
35-49. aminosav: FR2
50-56. aminosav: CDR2
57—88. aminosav: FR3
40 89-97. aminosav: CDR3
98—117. aminosav: FR4
1-6. nukleotid: HindlIII hely
54-135. nukleotid: intron
258-376. nukleotid: intron/hibas illesztés
45 469-506. nukleotid: intron
501-506. nukleotid: BamHI hely
Szekvencia leirasa:

ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT 49

Ile Lev Phe Leu Val Ala Thr Ala

-15 -10
ACA G GTAAGGGGCT CACAGTAGCA GGCTTGAGGT CTGGACATAT ATATGGGTGA 103
Thr
-5
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CAATGACATC CACTTTGCCT TTCTCTCCAC AG GT GTC CAC TCC GAC ATC CAG 155

Gly Yal His Ser Asp Ile Gln
l

ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC CTG AGC GCC.AGC GTG GGT GAC AGA GTC 203

Met Thr Glo Ser Pro Ser Ser Lew Ser Als Ser Val Gly Asp Arg Val
S 10 15

ACC ATC ACC TGT AGA GCC AGC CAG GAC ATC AGC AGT TAC CTG AAT TGC 251
Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gin Asp Ile Ser Ser Tyr Lew Asn Trp
20 25 30 35

TAC CAG CAG AAG CCA GGT AAG GCT CCA AAG CTG CTG ATC TAC TAC ACC 299
Tyr Glao Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu fte Tyr Tyr Thr

40 45 50

TCC AGA CTG CAC TCT GGT GTG CCA AGC AGA .TTC AGC GCT AGC GGT AGC 347

Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Giy Ser Gly Ser
55 60 65

GGT ACC GAC TTC ACC TTC ACC ATC AGC AGC CTC CAG CCA GAG GAC ATC 395

Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leuw Gln Pro Glu Asp Ile
70 15 80

GCT ACC TAC TAC TGC CAA CAG GGT AAC ACG CTT CCA TAC ACG TTC GGC 443

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gla Gin Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr Phe Gly
85 80 95
CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA C GTGAGTAGAA TTTAAACTIT 488

Gin Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
GCTTCCTCAG TTGGATCC 506
56. szamu szekvencia —20—-1. aminosav: szignalszekvencia
Szekvencia hossza: 438 1-- 30. aminosav: FR1
Szekvencia tipusa: nukleinsav 50 31— 36. aminosav: CDRI
Szal tipusa: ketts 37-50. aminosav: FR2
Topoldgia: linearis 51—-66. aminosav: CDR2
Molekula tipusa:  szintetikus DNS 67-98. aminosav: FR3
Eredeti forras: 99-108. aminosav: CDR3
Organizmus: egér és huméan 55 109-119. aminosav: FR4
Kozvetlen forrés: 1-6. nukleotid: HindIII hely
Klén: pUC—RVh-PM1f—4 432-438. nukleotid: BamHI hely

Jellemzd: huméan IL—6R elleni, atformalt human
PM1 antitest H lanc V szakasz (f) valtozatat
kodolé gén, intronok nélkiil 60
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Szekvencia leirasa:
AAGCTTCCAC C ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA

57. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 438

HU 218140 B 2

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leuv Val Ala Thr

-15

GCT ACA GGT GTC CAC TCC CAG GTC CAA

Ata Thr GLy Val His Ser Gln Val Gln

CTT

Leu

TAC

Tyr

GCGA

Gly

ACC

Thr

AGC
Ser

75
ACC

Thr

GAC

Asp

cc

-5

GTG
Val

TCA

Ser

CGA

Arg

TAT
Tyr

60
AAG

Lys

6CG

Ala

TAC

Tyr

AGA

Arg

ATT

Ile

66T
Gly

45
AAT

Asn

AAC

Asn

GTT

Vil

TGG

Trp

ceT

Pro

ACC
Thr

30
CTT

Leu

CCA

Pro

CAG

Gin

TAT

Tyr

GGT
Gly

110

Szekvencia tipusa: nukleinsav
kettds

Szal tipusa:

AGC
Ser

15
AGC

Ser

GAG

Glu

TCT

Ser

TTC

Phe

TAT
Tyr
95

CAd

Gla

CAG

Gln

GAT

Asp

T66

Trp

cTC

Leu

AGC
Ser

80
TGT

Cys

GGC
Gly

1

ACC

Thr

CAT

His

ATT

[le

AAA
lys

65
€16

Les

GCA

Ala

AGC

Ser

CTG

Lew

Gcc

Ala

GGA
Gly

50
TCC

Ser

AGA

Arg

AGA

Arg

c1C

Lew

AGC

Ser

TGG
Trp

35
TAC

Tyr

AGA

Arg

CTC

Leu

TCC

Ser

GTC
Val

11§

60

47

-10
CTG CAG GAG AGC GOGT CCA GGT
Lev Gln Gluv Ser Gly Pro Gly

5 10

CTG ACC TGC ACC GTG TCT GGC
Lew Thr Cys Thr Val Ser Gly
20 25
AGC TGG GTT CGC CAG CCA CCT
Ser Trp Val Arg Gla Pro Pro
40
ATT AGT TAT AGT GGA ATC ACA
Ile Ser Tyr Ser Gly [le Thr
55
GTG ACA ATG CTG AGA GAC ACC
Val Thr Met lLew Arg Asp Thr
70
AGC AGC GTG ACA GCC GCC GAC
Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp
85 90
CTA GCT CGG ACT ACG GCT ATG
Lew Ala Arg Thr Thr Ala Ket
100 105
ACA GTC TCC TCA G GTGAGTGGAT

Thr Val Ser Ser

Topolégia: linedris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Eredeti forras:

Organizmus: egér és human

50

88

146

164

242

290

338

386

436

438
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Kozvetlen forras: 35—49. aminosav: FR2
Klén: pUC-RV1-PMla 50— 56. aminosav: CDR2
Jellemz: human IL—-6R elleni, atformalt humén 57-88. aminosav: FR3
PM1 antitest L lanc V szakasz (a) valtozatat 89-97. aminosav: CDR3
kodold gén, intronok nélkiil 5 98—-107. aminosav: FR4
—19—-1. aminosav: szignalszekvencia 1-6. nukleotid: HindIII hely
1-23. aminosav: FR1 397-402. nukleotid: BamHI hely
24-34. aminosav: CDRI1 Szekvencia leirdsa:

AAGCTTCCAC C ATG 6GA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 50
Met Gly Trp Ser Cys Ile lle Leu Phe Leu Val Ala Thr
-15 -10
GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAC ATC CAG ATG ACC CAG AGC CCA AGC AGC 98
Ala Thr Gly Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

-5 1 5 10

CTG AGC GCC AGC GTG GGT GAC AGA GTG ACC.ATC ACC TGT AGA GCC AGC 146
Lew Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
15 20 25
CAG GAC ATC AGC ACT TAC CTG AAT TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA AAG 184
Gln Asp Ile Ser Ser Tyr Leu Asm Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
30 35 40
GCT CCA AAG CTG CTG ATC TAC TAC ACC TCC AGA CTG CAC TCT GGT GTG 242
Als Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val
45 50 55
CCA AGC AGA TTC AGC GGT AGC GGT AGC GGT ACC GAC TTC ACC TTC ACC 290
Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr
60 65 70
ATC AGC AGC CTC CAG CCA GAG GAC ATC GCT ACC TAC TAC TGC CAA CAG 338
Ile Ser Ser Leu Gla Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gla
75 80 85 80
GGT AAC ACG CTT CCA TAC ACG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC 388
Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu [1le
95 100 105
AAA C GTGAGTGGAT CC 402

Lys
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58. szamu szekvencia Topologia: line4ris
Szekvencia hossza: 36 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:

Szal tipusa: egyes

TAAGGATCCA CTCACCTGAG GAGACTCTGA CGAGGC 36

59. szamu szekvencia Topologia: lineéris
Szekvencia hossza: 32 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav 10 Szekvencia leirdsa:

Szal tipusa: egyes

ATCAAGCTTC CACCATGGGA TGGAGCTGTA TC 32

60. szamu szekvencia 15 61. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 30 Szekvencia hossza: 33
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes Szél tipusa: egyes
Topoldgia: lineéris Topologia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS 20 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa: Szekvencia leirasa:

AATGGATCCA CTCACGTTTC ATTTCCACCT 30

CATGCCTGGA GCTGGGTTCG CCAGCCACCT CGA 33

62. szamu szekvencia Topologia: linearis
Szekvencia hossza: 33 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:

Szal tipusa: egyes

TCCAGGTGGC TGGCGAACCC AGCTCCAGGC ATG 33

63. szamu szekvencia Topologia: lineéris
Szekvencia hossza: 30 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav 35 Szekvencia leirdsa:

Szal tipusa: egyes CAGCTTTGGA GCCTTTCCTG GCTTCTGCTG 30
Topologia: linearis 65. szamu szekvencia

Molekula tipusa:  szintetikus DNS Szekvencia hossza: 66

Szekvencia leirasa: Szekvencia tipusa: nukleinsav

CAGCAGAAGC CAGGAAAGGC TCCAAACCTG 30 40 Szal tipusa: egyes

64. szamii szekvencia Topologia: linedris
Szekvencia hossza: 30 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:

Szal tipusa: egyes

ACCTGTAGAG CCAGCAAGAG TCTTAGTACA TCTGGCTATA GTTATATGCA 50

CTGGTACCAG CACAAG 66
66. szamu szekvencia 67. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 15 50 Szekvencia hossza: 48
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes Szal tipusa: egyes
Topologia: linearis Topologia: linedris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirdsa: 55 Szekvencia leirdsa:

GCTGGCTCTA CAGGT 15
AAGCTGCTGA TCTACCTTCC ATCCACCCTG GAATCTGGTG TGCCAAGC 48
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68. szamu szekvencia
Szekvencia hossza:

Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topoldgia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

GTAGATCAGC AGCTT 15

15

nukleinsav
egyes

linearis
szintetikus DNS

HU 218 140 B 2

69. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 48

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes
Topolégia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirésa:

GCTACCTACT ACTGCCAGCA CAGTAGGGAG ACCCCATACA CGTTCGGC 48

70. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:

15

Szekvencia tipusa: nukleinsav
egyes

linedris
szintetikus DNS

Szal tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirdsa:

CTGGCAGTAG GTAGC 15
71. szami szekvencia
414

Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topoldgia:
Molekula tipusa:
Eredeti forras:

nukleinsav
kettds

linearis
szintetikus DNS

Organizmus: egér és human

15

20

25

Kozvetlen forras:

Klén: pUC-RV1-1220a

Jellemz6: humédn IL-6R elleni, atformalt human

AUK12-20 antitest L ldnc V szakasz (a) val-
tozatat kddold gén, intronok nélkiil
—19—-1. aminosav: szignalszekvencia
1-23. aminosav: FR1
24-38. aminosav: CDR1
39-53. aminosav: FR2
54—60. aminosav: CDR2
6—92. aminosav: FR3
93-101. aminosav: CDR3
102—-111. aminosav: FR4
1-6. nukleotid: HindIII hely
408-414. nukleotid: BamHI hely

Szekvencia leirdsa:

AAGCTTCCAC C ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC YTG GTA GCA ACA 50

GCT

Al:

CTG

Leu

AAG

Lys

AAG

Lys

GAA

Glu

ACA

Thr

AGC

Ser

AGT

Ser

CCA

Pro

TCT
Ser

60

GGT

Gly

6CC

Ala

GTT

Val

GGA
Gly

45
GGT

Gly

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Lev Phe Lew Val Ala Thr

GTC

Val

AGC

Ser

AGT
Ser

30
AAG

Lys

GTG

Val

CAC

His

GTG
val

15
ACA

Thr

6CT

Ala

CCA

Pro

TCC

Ser

GGT

Gly

TCT

Ser

CCA

Pro

AGC

Ser

GAC

Asp

GAC

Asp

GGC

Gly

AAG

Lys

AGA
Arg

65

-15

ATC

Ile

AGA

Arg

TAT

Tyr

CT6
Lew

50
TTC

Phe

CAG

Gle

GTC
Val

AGT
Ser

35
CTG

Leu

AGC

Ser

50

ATG

Met

ACC
Thr

20
TAT

Tyr

ATC

Ite

GGT

Gly

-10
ACC CAG AGC CCA AGC AGC 08

Thr Gln Ser Pro Ser Ser

ATC ACC TGT AGA GCC AGC 146
Ile Thr Cys Arg Ala Ser
25
ATG CAC TGG TAC CAG CAG 194
Met His Trp Tyr Glno Gln
40
TAC CTT GCA TCC AAC CTC 242
Tyr Leu Ala Ser Asn leu
55
AGC GGT AGC GCT ACC GAC 290
Ser Giy Ser Gly Thr Asp
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TTC ACC TTC ACC ATC AGC AGC CTC CAG CCA GAG GAC ATC GCT ACC TAC 338
Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leuv GIn Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr
75 80 85 90
TAC TGC CAG CAC AGT AGG GAG AAC CCA TAC ACG TTC GGC CAA GGG ACC 386
Tyr Cys Gln His Ser Arg Glu Asn Pro Tyr Thr Phe Gly Gla Gly Thr

85 100 105

AAG GTG GAA ATC AAA CGTGAGTGGA TCC {14

Lys Val Glu Tle Lys

110
72. szamu szekvencia Topologia: linedris
Szekvencia hossza: 45 20 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:

Sz4l tipusa: egyes

GGTTATTCAT TCACTAGTTA TTACATACAC TGGGTTAGAC AGGCC 45

73. szamu szekvencia 74. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 27 Szekvencia hossza: 69
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes Szal tipusa: egyes
Topolodgia: linearis 30 Topolégia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa: Szekvencia leirasa:

AGTGAATGAA TAACCGCTAG CTTTACA 27

GAGTGGGTGG GCTATATTGA TCCTTTCAAT GGTGGTACTA GCTATAATCA 50

GAAGTTCAAG GGCAGGGTT 69
75. szamu szekvencia 76. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 15 Szekvencia hossza: 36
Szekvencia tipusa: nukleinsav 40 Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes Szal tipusa: egyes
Topoldgia: linearis Topologia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia leirasa: Szekvencia leirasa:
ATAGCCCACC CACTC 15 45

GGGGGTAACC GCTTTGCTTA CTGGGGACAG GGTACC 36

77. szamu szekvencia Topoldgia.: linearis
Szekvencia hossza: 36 50 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirtsa:

Szél tipusa: egyes

AGCAAAGCGG TTACCCCCTC TGGCGCAGTA GTAGAC 36

78. szamu szekvencia Topologia: linearis
Szekvencia hossza: 30 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:
Szal tipusa: egyes 60 CAAGGTTACC ATGACCGTGG ACACCTCTAC 30
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79. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 30

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes
Topolégia: linearis
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:

CACGGTCATG GTAACCTTGC CCTTGAACTT 30
80. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 30

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes

Topolégia: linearis

Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirdsa:

GGGCTCGAAT GGATTGGCTA TATTGATCCT 30
81. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 30

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes

Topolégia: linearis

Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa.

AGGATCAATA TAGCCAATCC ATTCGAGCCC 30
82. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 16

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes

Topologia: linearis

Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirdsa:

GTAAAACGAG GCCAGT 16

AAGCTTGCCG CCACC ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG TIT TGC CTC CTC &CC

10

15

20

25

30

83. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 17

Szekvencia tipusa: nukleinsav

Szal tipusa: egyes
Topolégia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS

Szekvencia leirasa:
AACAGCTATG ACCATCA 17
84. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 433
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: kettGs
Topologia: lineéris
Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Eredeti forras:
Organizmus: egér és human
Kozvetlen forrés:
Klén: pUC-RVh-1220b
Jellemz6: human IL—-6R elleni, dtformalt humén
AUK12-20 antitest H lanc V szakasz (b) val-
tozatat kodold gén, intronok nélkiil
—19——1. aminosav: szignalszekvencia
1-30. aminosav: FR1
31-~35. aminosav: CDRI1
36-49. aminosav: FR2
50-66. aminosav: CDR2
67-98. aminosav: FR3
99-105. aminosav: CDR3
106—116. aminosav: FR4
1-6. nukleotid: HindIII hely
427-433. nukleotid: BamHI hely
Szekvencia leirasa:

51

Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Lew Lev Als

GTG GCT CCT GGG GCC CAC AGC CAG

Val Ala Pro Gly Ala His Ser Gln

-1 1

GAA GTG AAG AAA CCC GGT GCT TCC

Gle Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser

10 15

GGT TAT TCA TTC ACT AGT TAT TAC

Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Tyr

30

GGC CAA GGG CTC GAG TGG GTG GGC

Gly Gin Gly Lew Gly Trp Val Gly

45

GTG

Yal

ATA

[le

TAT

-15

GTG CAA CTA GTC
Vsl Gin

Tyr

50

52

AAA

Lys

CAC
His

35
ATT

Ile

-10

CAG TCC GG GCC 98

Levw Val Gin Ser Gly Ala

5

GTC AGC TGT AAA GCT AGC 147

Yal Ser Cys Lys Ala Ser

20 25

TGG GTT AGA CAG GCC CCA 195

Trp Val Arg Gin Als Pro

{0

GAT CCT TTC AAT GGT GGT 243

Asp Pro Phe Asn Gly Gly

55
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ACT AGC TAT AAT CAG AAG TTC AAG GGC AAG GTT ACC ATG ACC GTG GAC 291
Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Lys Val Thr Met Thr Val Asp
60 65 70
ACC TCT ACA AAC ACC GCC TAC ATG GAA CTC TCC AGC CTG CGC TCC GAG 339
Thr Ser Thr Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu
75 ‘ 80 85
GAC ACT GCA GTC TAC TAC TGC GCC AGA GGG GGT AAC CGC TTT GCT TAC 387
Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Alsz Ar-g Gly Gly Asn Arg Phe Ala Tyr

90 95 100 10§

TGG GGA CAG GGT ACC CTT GTC ACC GTC AGT.TCA GGTGAGTGGA TCC 433

Trp Gly Glan Gly Thr Lew Yal Thr Yal Ser Ser

110 11§

85. szamu szekvencia —19—-1. aminosav: szignalszekvencia
Szekvencia hossza: 433 25 1-30. aminosav: FR1
Szekvencia tipusa: nukleinsav 31-35. aminosav: CDRI
Szal tipusa: kettss 36—49. aminosav: FR2
Topologia: linearis 50-66. aminosav: CDR2
Molekula tipusa:  szintetikus DNS 67—-98. aminosav: FR3
Eredeti forras: 30 99-105. aminosav: CDR3

Organizmus: egér €s human 106—-116. aminosav: FR4
Kozvetlen forrés: 1-6. nukleotid: HindIII hely

Kl6n: pUC-RVh-1220d 427-433. nukleotid: BamHI hely
Jellemz6: humdn IL—6R elleni, atformalt huméan Szekvencia leirasa:

AUK12-20 antitest H lanc V szakasz (d) val- 35
tozatat kodolod gén, intronok nélkiil
AAGCTTGCCG CCACC ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTC TTT TGC CTG CTC GCC . 51
Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Lew Lew Als
-15 -10
GTG GCT CCT GGG GCC CAC AGC CAG GTG CAA CTA GTG CAG TCC GGC GCC 99
Val Ala Pro Giy Ala His Ser Glian Val Gla Lev Val Gla Ser Gly Ala
-5 -1 1 5
GAA GTG AAG AAA CCC GCT GCT TCC GTG AAA GTC AGC TGT AAA CCT AGC 147
Glo Val Lys Lys Pro Gly Als Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser
10 15 20 25
GGT TAT TCA TTC ACT AGT TAT TAC ATA CAC TGG GTT AGA CAG GCC CCA 195
Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile Kis Trp Val Arg Gln Als Pro

30 EH] 40
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GGC CAA

Gly Gin

ACT AGC

Thr Ser

ACC TCT
Thr Ser

75
GAC ACT
Asp Thr

80

GGG ¢TC

Gly Lew

45

TAT AAT

Tyr Asa
60

ACA AAC

Thr Asn

GCA GTC

Ala Vil

GAA

Cle

CAG
Gin

ACC

Thr

TAC

Tyr

TGG ATT

Trp Ile

AAG TTC

Lys Phe

GCC TAC
Ala Tyr

80
TAC TGC
Tyr Cys

95

HU 218140 B

66C

Gly

AAG
Lys

65
ATG

Met

GCC

Ala

TAT ATT GAT

Tyr Ile Asp

50

GGC AAC GTT

Gly Lys Val

GAA CTG TCC

Glu Lew Ser

AGA GGG GGT

Arg Gly Gly

100

TGG GGA CAG GGT ACC CTT GTC ACC GTC AGT TCA

Trp Gfly GIn Gly Thr Lew Val Thr Vai

86. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 90
Szekvencia tipusa: nu

kleinsav

Szal tipusa: egyes

110

GATAAGCTTG CCGCCACCAT
GGCTGTAGCT CCAGGTGCTC

87. szamu szekvencia

Szekvencia hossza: 90

Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szal tipusa: egyes

CACTCCCAGG TGCAGCTTGT
GGCCTCAGTG AAGGTTTCCT

88. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 90
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szl tipusa: egyes

TGCAAGGCTT CTGGATACTC
CCAGGCCCCC GGACAAAGGC

89. szamu szekvencia
Szekvencia hossza: 90
Szekvencia tipusa: nukleinsav
Szl tipusa: egyes

CTTGAGTGGA TGGGATATAT
TCAGAAGTTC AAGGGCAGAG

Ser Ser

115

30 Topolégia:
Molekula tipusa:

cCT

Pro

ACC

Thr

AGC
Ser

85
AAC

Asn

TTC

Phe

ATG
Met

70
CTG

Leu

ceC

Arg

AAT
Asn

595
ACC

Thr

cGe

Arg

TTT
Phe

66T
Gly

(16

Vil

TCC

Ser

6CT

Ala

GGTGAGTGGA TCC

Szekvencia leirasa:

GeT

Gty

GAC

Asp

GAG

Glu

TAC
Tyr

105

linearis
szintetikus DNS

243

291

339

387

433

GGACTGGACC TGGAGGGTCT TCTTCTTGCT
ACTCCCAGGT GCAGCTTGTG

GCAGTCTGGA GCTGAGGTGA AGAAGCCTGG

Topologia:

Molekula tipusa:
40 Szekvencia leirdsa:

linearis
szintetikus DNS

GCAAGGCTTC TGGATACTCA

ATTCACTAGT TATTACATAC ACTGGGTGCG

Topoldgia:

Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

lineéaris
szintetikus DNS

TTGAGTGGAT GGGATATATT

TGACCCTTTC AATGGTGGTA CTAGCTATAA

Topologia:

55 Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

linearis
szintetikus DNS

TCACCATTAC CGTAGACACA

54
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90. szamu szekvencia Topologia: linedris
Szekvencia hossza: 90 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirdsa:

Szal tipusa: egyes

GTCACCATTA CCGTAGACAC ATCCGCGAGC ACAGCCTACA TGGAGCTGAG 50

CAGCCTGAGA TCTGAAGACA CGGCTGTGTA TTACTGTGCG 90
91. szamu szekvencia Topolégia: linearis
Szekvencia hossza: 94 10 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Szekvencia leirasa:
Sz4l tipusa: egyes

ACGGTGCTGT ATTACTGTGC GAGAGGGGGT AACCGCTTTG CTTACTGGGG 50

CCAGGGAACC CTGGTCACCG TCTCCTCAGG TGAGTGGATC CGAC 94
92. szamu szekvencia Topolégia: linedris
Szekvencia hossza: 15 Molekula tipusa:  szintetikus DNS
Szekvencia tipusa: nukleinsav Eredeti forras:
Szal tipusa: egyes 20 Organizmus: egér és human
Topolégia: linearis Kozvetlen forras:
Molekula tipusa:  szintetikus DNS Klion: pUC-RVy—sle 1220Ha
Szekvencia leirasa: Jellemzd: huméan IL-6R elleni, atformalt human
GATAAGCTTG CCGCC 15 sleAUK 1220 antitest H lanc V szakasz (a)
93. szamu szekvencia 25 véltozatat kodolo gén, intronok nélkiil
Szekvencia hossza: 15 -19—-1. aminosav: szignalszekvencia
Szekvencia tipusa: nukleinsav 1-30. aminosav: FR1
Szal tipusa: egyes 31-35. aminosav: CDRI
Topologia: linearis 36—49. aminosav: FR2
Molekula tipusa: szintetikus DNS 30 50-66. aminosav: CDR2
Szekvencia leirdsa: 67-98. aminosav: FR3
GTCGGATCCA CTCAC 15 99-105. aminosav: CDR3
94. szdmu szekvencia 106—116. aminosav: FR4
Szekvencia hossza: 433 1-6. nukleotid: HindIII hely
Szekvencia tipusa: nukleinsav 35 427-433. nukleotid: BamHI hely
Szal tipusa: kettds Szekvencia leirdsa:

AAGCTTGCCG CCACC ATG GAC TGE ACC TGG AGG 6TC TTC TTC TTG CTG GCT 51
Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Phe Lew Lew Ala

-15 -10

GTA GCT CCA" GGT GCT CAC TCC CAG GTG CAG CTT GTG CAG TCT GGA GCT 99
Val Ala Pro Gly Als His Ser Gln Val Glo Lew Val Gla Ser Gly Als
-5 -1 1 5
GAG GTG AAG AAG CCT GGG GCC TCA CTG AAG GTT TCC TGC AAG GCT TCT 147
Glw Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser
10 15 20 25
GGA TAC TCA TTC ACT ACT TAT TAC ATA CAC TGG GTG CGC CAG GCC CCC 185
Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr Tyr Ile Hls Trp Val Arg Gla Ala Pro

30 35 40
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GGA

Gly

ACT

Thr

ACA

Thr

GAC
Asp

90
TGC

Trp

95. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szl tipusa:
Topoldgia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

1 HU 218 140 B 2
CAA AGG CTT GAG TGG ATG GGA TAT ATT GAC CCT TTC AAT GGT CGT 243
Gin Arg tew Glw Trp Met Gly Tyr Ile Asp Pro Phe Asa Gly Gly
45 50 55
AGC TAT AAT CAC AAG TTC AAG GGC AGA GTC ACC ATT ACC GTA GAC 281
Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Va! Thr Ile Thr Val Asp
60 65 70

TCC GCG AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGT CTG AGA TCT GAA 338
Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Gluw Lew Ser Ser Lew Arg Ser Glo
75 80 85
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GGG GOT AAC CGC TTT GCT TAC 387
Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly Asa Arg Phe Ala Tyr

85 100 105
GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTC TCC TCA GGTGAGTGGA TCC 433
Gly Gln Gly Thr Lev Yal Thr Val Ser Ser

110 115
SZABADALMI IGENYPONTOK

27 30
nukleinsav 1. Human interleukin—6 (IL—6) receptor elleni anti-
egyes test konny( (L) lanc variabilis (V) szakasz, amelynek
lineéris szerkezete:
szintetikus DNS FR1!-CDRI1!- FR2!1-CDR2!- FR31-CDR3!- FR4!,

AGGCTTGAGT GGATTGGATA TATTGAC 27
96. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

27

nukleinsav
egyes

linearis
szintetikus DNS

AAGTTCAAGG GCAAGGTCAC CATTACC 27
97. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:
Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topologia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa:

30

nukleinsav
egyes

linearis
szintetikus DNS

35

40

45

50

GGTGCTTCCG TGAAAGTCAG CTGTAAAGCT 30
98. szamu szekvencia

Szekvencia hossza:

Szekvencia tipusa:
Szal tipusa:
Topoldgia:
Molekula tipusa:
Szekvencia leirasa

AGCTTTACAG CTGACTTTCA CGGAAGCACC 30

30

nukleinsav
egyes

lineéris.
szintetikus DNS

55

56

ahol

CDR1!, CDR2! és CDR3! hdrom komplementaritast
meghatdrozd szakasz (CDR) sorozatdt, amelyek
aminosavszekvencidja:

CDRI1! Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr Leu

Asn

CDR2! Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser

CDR3! GlIn GIn Gly Asn Thr Leu Pro Tyr Thr
vagy ezek funkcionalis ekvivalensét jelenti, és
FR1!, FR21, FR3! és FR4! humaén I. alcsoport antitest
(HSGI) L lanc V szakaszabdl szarmazé négy keret-
régid (FR) sorozatat vagy ezek funkciondlis ekvivalen-
sét jelenti, ahol a HSGI a REI antitest.

2. Az 1. igénypont szerinti L lanc V szakasz, ahol a
REI antitestben az FR1!, FR2!, FR3! és FR4! vagy
ezek funkciondlis ekvivalensel aminosavszekvenciaja
az alabbi (1) vagy (ii):

(1)  FR1! Asp Ile Gln Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser

Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
Ile Thr Cys

FR2! Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
Lys Leu Leu Ile Tyr

FR3! Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr
Tyr Cys
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FR4!
FR1!

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
Asp lle GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr
Ile Thr Cys
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
Lys Leu Leu Ile Tyr
Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr
Tyr Cys

FR4! Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
vagy ezek funkcionalis ekvivalensei.

3. Az 1. igénypont szerinti L lanc V szakasz, amely-
nek aminosavszekvencidja az 57. szamu szekvencia.

4. Huméan IL-6 receptor elleni antitest L lanca,
amely

(1) egy 1-3. igénypontok barmelyike szerinti hu-
man interleukin—6 (IL—6) receptor elleni antitest
konnyii (L) lanc variabilis (V) szakaszt és

(2) human antitestb6l szdrmaz6 konstans C szakaszt
tartalmaz.

5. A 4. igénypont szerinti L lanc, amelyben a C sza-
kasz a Ck.

6. Human interleukin—6 (IL—6) receptor elleni anti-
test nehéz (H) lanc varidbilis (V) szakasza, amelynek
szerkezete:

FR12-CDRI12- FR22-CDR22- FR32-CDR32- FR4?2,
ahol

CDR12, CDR22 és CDR32? harom komplementaritast
meghatarozd szakasz (CDR) sorozatat, amelyek amino-
savszekvencija:

CDRI12 Ser Asp His Ala Trp Ser

CDR22 Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ile Thr Thr Tyr Asn

Pro Ser Leu Lys Ser

CDR32 Ser Leu Ala Arg Thr Thr Ala Met Asp Tyr
vagy ezek funkcionalis ekvivalensét jelenti, és
FR12, FR22, FR32 és FR42 humén II. alcsoport antitest
(HSGII) H lanc V szakaszabol szdrmazd négy keret-
régid (FR) sorozatat vagy ezek funkcionalis ekvivalen-
sét jelenti, ahol a HSGII a NEW antitest.

7. A 6. igénypont szerinti H lanc V szakasz, ahol a
NEW antitestben az FR11, FR2!, FR3! és FR4! vagy
ezek funkcionilis ekvivalensei aminosavszekvenciija
az alabbi (ii)—(viii) szekvencidk egyike:

(iii) FRI12 GIn Val Gln Leu Gin Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

FR22 Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
Glu Trp Ile Gly

FR32 Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser
Lys Asn Gln Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg

FR42 Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser

FR12 Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

FR22 Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu

Glu Trp Ile Gly

(i)

FR2!

FR31

(iv)

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

57

FR32 Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser
Lys Asn GIn Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser
Asp Val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
Glu Trp Ile Gly
Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser
Lys Asn GIn Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser
GlIn Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
Glu Trp Met Gly
Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser
Lys Asn GIn Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser
Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
Glu Trp Met Gly
Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser
Lys Asn Gln Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
Ttp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
Leu Val Arg Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu
Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser lle Thr
Trp Val Arg Gly Pro Pro Gly Arg Gly Leu
Glu Trp Ile Gly
Arg Val Thr Met Leu Arg Asp Thr Ser
Lys Asn Gin Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser
Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
Trp Gly Gln Gly Ser Leu Val Thr Val Ser
Ser
vagy ezek funkcionalis ekvivalensei.

8. A 7. igénypont szerinti H lanc V szakasz, amely-
nek aminosavszekvencidja az 56. szamu szekvencia.

9. Human IL-6 receptor elleni antitest H lanca,
amely

(1) egy 6-8. igénypontok barmelyike szerinti hu-
man interleukin—6 (IL—6) receptor elleni antitest nehéz
(H) lanc variabilis (V) szakaszt és

(2) human antitestb8l szarmaz6 konstans C szakaszt
tartalmaz.

FR42

() TFRI2

FR22

FR32

FR42

(vi) FRI2

FR22

FR32

FR42

(vii) FRI2

FR22

FR32

FR42

(viii) FRI12

FR22

FR32

FR42
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10. A 9. igénypont szerinti H lanc, amelyben a C
szakasz a Cy.

11. Humén interleukin—6 (IL—6) receptor elleni at-
formalt human antitest, amely

(A) a 4. vagy S. igénypont szerinti human IL-6 re-
ceptor elleni antitest L l4ncokat és

(B) 2 9. vagy 10. igénypont szerinti huméan IL—6 re-
ceptor elleni antitest H lancokat
tartalmaz.

12. Human interleukin—-6 (IL—6) receptor elleni an-
titest konnyti (L) lanc varidbilis (V) szakasz, amelynek
szerkezete:

FR13—-CDR 13— FR23-CDR23— FR33-CDR33- FR43,
ahol

CDRI13, CDR23 és CDR33 harom komplementaritast
meghatéarozo szakasz (CDR) sorozatat, amelyek amino-
savszekvencidja:

CDRI13 Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly

Tyr Ser Tyr Met His

CDR23 Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

CDR33 Gln His Ser Arg Glu Asn Pro Tyr Thr
vagy ezek funkcionalis ekvivalensét jelenti,
és FR13, FR23, FR33 és FR43 human 1. alcsoport anti-
test (HSGI) L lanc V szakaszdbol szdrmazd négy ke-
retrégio (FR) sorozatat vagy ezek funkcionalis ekviva-
lensét jelenti, ahol a HSGI a REI antitest.

13. A 12. igénypont szerinti L lanc V szakasz, ahol
a REI antitestben az FR13, FR23, FR33 és FR43 vagy
ezek funkciondlis ekvivalensei aminosavszekvencidja
az alabbi:

FR13 Asp Ile Gln Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser
Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
Val Thr Ile Thr Cys

FR23 Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
Lys Leu Leu Ile Tyr

FR33 Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
Ser Gly Thr Ala Phe Thr Phe Thr Ile Ser
Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr
Tyr Cys

FR43 Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys,

vagy ezek funkcionalis ekvivalense.

14. A 12. igénypont szerinti L l4nc V szakasz, amely-
nek aminosavszekvencidja a 71. szamu szekvencia.

15. Human IL-6 receptor elleni antitest L lanca,
amely

(1) egy 12—14. igénypontok barmelyike szerinti hu-
man interleukin—6 (IL—6) receptor elleni antitest
konnyt (L) lanc varidbilis (V) szakaszt és

(2) humén antitestb8] szarmazo konstans C szakaszt
tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti L lanc, amelyben a C
szakasz a Cxk.

17. Humén interleukin—6 (IL—6) receptor elleni an-
titest nehéz (H) lanc varibilis (V) szakasza, amelynek
szerkezete
FR14-CDR14- FR24-CDR24-FR34-CDR34- FR44,
ahol
CDR14, CDR24 és CDR34 harom komplementaritast
meghatirozo6 szakasz (CDR) sorozatat, amelyek amino-
savszekvencidja:

CDR14 Ser Tyr Tyr Ile His
CDR24 Tyr lle Asp Pro Phe Asn Gly Gly Thr Ser
Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly
CDR34 Gly Gly Asn Arg Phe Ala Tyr
5 vagy ezek funkcionalis ekvivalensét jelenti, és
FR14, FR24, FR34 és FR44 human I. alcsoport antitest
(HSGI) H lanc V szakaszabol szirmazd négy keret-
régio (FR) sorozatat vagy ezek funkcionalis ekvivalen-
sét jelenti, ahol a HSGI a 425 antitest, vagy a HSGI a
10 HAX antitest.
18. A 17. igénypont szerinti H ldnc V szakasz, a
HSGI a 425 antitest, és a 425 antitestben az FR14,
FR24, FR34 és FR44 vagy ezek funkcionadlis ekvivalen-
sei aminosavszekvenciaja az aldbbi (ix)—(xii) amino-
15 savszekvencia-sorozatok egyike:
(ix) FR14 GIn Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
FR24 Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
20 Glu Trp Val Gly
FR34 Arg Val Thr Met Thr Leu Asp Thr Ser
Thr Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
25 FR44 Trp Gly GlIn Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser
(x) FR14 GIn Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
30 FR24 Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu
Glu Trp Val Gly
FR34 Lys Val Thr Met Thr Val Asp Thr Ser Thr
Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
Arg Ser GIu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
35 Ala Arg
FR44 Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser
(xi) FR14 Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
40 Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
FR24 Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
Glu Trp Ile Gly
FR34 Arg Val Thr Met Thr Leu Asp Thr Ser
Thr Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
45 Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
FR44 Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser
(xii) FR14 GIn Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
50 Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
FR24 Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly
Leu Glu Trp lle Gly
FR34 Lys Val Thr Met Thr Val Asp Thr Ser Thr
55 Asn Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser
Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
Cys Ala Arg
FR44 Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser
60 vagy ezek funkcionilis ekvivalensei.

58
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19. A 17. igénypont szerinti H lanc V szakasz, a
HSGI a HAX antitest, és a HAX antitestben az FR14,
FR24, FR34 és FR44 vagy ezek funkciondlis ekvivalen-
sei aminosavszekvencidja az alabbi (xiii) — (xiv) amino-
savszekvencia-sorozatok egyike:

(xiii) FR14 Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg
Leu Glu Trp Met Gly

Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala
Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser

GIn Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg
Leu Glu Trp Ile Gly

Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala
Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Arg
Leu Glu Trp Met Gly

Lys Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala
Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
Val Lys Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg
Leu Glu Trp Ile Gly

Lys Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala
Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu
Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
Ala Arg

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
Ser

vagy ezek funkcionalis ekvivalensei.

20. A 17. igénypont szerinti H lanc V szakasz, amely-
nek aminosavszekvencija a 84. szamu szekvencia.

21. A 17. igénypont szerinti H lanc V szakasz,
amelynek aminosavszekvencidja a 85. szamu szek-
vencia.

22. Human IL-6 receptor elleni antitest H lanca,
amely

(1) egy 12--21. igénypontok barmelyike szerinti hu-
man interleukin—6 (IL—6) receptor elleni antitest nehéz
(H) lanc variabilis (V) szakaszt és

FR24

FR34

FR44

(xiv) FRI14

FR24

FR34

FR44

(xv) FR14

FR24

FR34

FR44

(xvi) FRI4

FR24

FR34

FR44
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(2) human antitestbdl szarmazo konstans C szakaszt
tartalmaz.

23. A 22. igénypont szerinti H lanc, amelyben a C
szakasz a Cy.

24, Human interleukin—6 (IL—6) receptor elleni at-
formalt human antitest, amely

(A)a 15. vagy 16. igénypont szerinti human [L—6 re-
ceptor elleni antitest L lancokat és

(B) a 22. vagy 23. igénypont szerinti humén IL—6 re-
ceptor elleni antitest H lancokat

tartalmaz.

25. Kiméra L lanc, amely human L lanc C szakaszt
és human IL-6R elleni egér-monoklonalisantitest L
lanc V szakaszt tartalmaz, amelyben az L lanc V sza-
kasz aminosavszekvencigja a 24., 26., 28. és 30. szamu
szekvencia barmelyike.

26. A 25. igénypont szerinti kiméra L lanc, amely-
ben a human L lanc C szakasz a humén Ck szakasz.

27. Kiméra H lanc, amely human H lanc C szakaszt
és human IL-6R elleni egér-monoklondlisantitest H
lanc V szakaszt tartalmaz, amelyben a H lanc V sza-
kasz aminosavszekvencigja a 25., 27., 29. és 31. szam\
szekvencia barmelyike.

28. A 27. igénypont szerinti kiméra H lanc, amely-
ben a human L lanc C szakasz a human Cy szakasz.

29. Huméan interleukin—6 (IL—6) receptor elleni ki-
méra antitest, amely

(A) a 25. vagy 26. igénypont szerinti kiméra L lan-
cokat és

(B) a 27. vagy 28. igénypont szerinti kiméra H lan-
cokat tartalmaz.

30. DNS, amely az 1-29. igénypontok barmelyike
szerinti aminosavszekvenciakat kodolja.

31. A 30. igénypont szerinti DNS, amely az 1-3. és
12-14. igénypontok barmelyike szerinti L lanc V sza-
kaszt kbdolja.

32. A 30. igénypont szerinti DNS, amely a 4., 5.,
15. és 16. igénypontok barmelyike szerinti L lancot k-
dolja.

33. A 30. igénypont szerinti DNS, amely a 6-8. ¢s
a 17-21. igénypontok barmelyike szerinti H lanc V sza-
kaszt kodolja.

34. A 30. igénypont szerinti DNS, amely a 9., 10,
22. és 23. igénypontok barmelyike szerinti H lancot ko-
dolja.

35. A 30. igénypont szerinti DNS, amely a 25. vagy
26. igénypont szerinti kiméra L lancot kodolja.

36. A 30. igénypont szerinti DNS, amely vagy
a 27., vagy 28. igénypont szerinti kiméra H lancot ko-
dolja.

37. Vektor, amely egy 30. igénypont szerinti DNS-t
tartalmaz.

38. A 37. igénypont szerinti vektor,
31. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

39. A 37. igénypont szerinti vektor,
32. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

40. A 37. igénypont szerinti vektor,
33. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

41. A 37. igénypont szerinti vektor,
34, igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

amely egy
amely egy
amely egy

amely egy
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42. A 37. igénypont szerinti vektor, amely egy
35. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

43. A 37. igénypont szerinti vektor, amely egy
36. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

44. A 37. igénypont szerinti vektor, amely egy
32. és egy 34. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

45. A 37. igénypont szerinti vektor, amely egy
35. és egy 36. igénypont szerinti DNS-t tartalmaz.

46. Gazdasejt, amely egy 30. igénypont szerinti vek-
torral van transzformalva.

47. A 46. igénypont szerinti gazdasejt, amely egy
39. és egy 41. igénypont szerinti vektorral van kotransz-
formalva.

48. A 46. igénypont szerinti gazdasejt, amely egy
44, Igénypont szerinti vektorral van transzformélva.

10

15

60

49. A 46. igénypont szerinti gazdasejt, amely egy
42. és egy 43. igénypont szerinti vektorral van kotransz-
formalva.

50. A 46. igénypont szerinti gazdasejt, amely egy
45, igénypont szerinti vektorral van transzformalva.

51. Eljaras human IL—6 receptor elleni atformalt hu-
man antitest elGallitasara, azzal jellemezve, hogy
- a47. vagy 48. igénypont szerinti gazdasejtet tenyészt-
jlik, és
— a tenyészetbdl kinyerjik az atformalt humén antitestet.

52. Eljaras human IL—6 receptor elleni kiméra anti-
test elBallitasara, azzal jellemezve, hogy
— a49. vagy 50. igénypont szerinti gazdasejtet tenyészt-
Juk, és
— a tenyészetbdl kinyerjitk a kiméra antitestet.
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