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(57) Kivonat

A taldlmany targyat a BAFF-receptor (BAFF-R) és a receptort gatlé molekulak alkalmazésa képezi B-sejtek és
immunglobulinok expresszidjanak stimulalasara vagy gatlasara. A talalmany targyat kézelebbrél a BAFF-R-polipeptid,
BAFF-R-polipeptidet tartalmazdé kiméra molekulak és anti-BAFF-R ellenanyag homolégok és azok fragmentumainak
alkalmazésa képezi B-sejtproliferacié, immunglobulin-termelés, dendritikus sejt altal kdzvetitett B-sejtproliferacié és/vagy
B-sejtérés gatlasara alkalmas gyogyaszati készitmények eldéllitasara.

A talalmany targyat képezi tovabbéa B-sejtproliferaciot gatlé szer alkalmazasa magas vérnyomas, veserendellenességek,
és/vagy B-sejtes limfoproliferativ betegségek kezelésére alkalmas gydgyaszati készitmény eldéallitasara, valamint a
BAFF-R és BAFF kozti kdlcsdnhatas gatlasara alkalmas hatdéanyagok alkalmazasa BAFF-R BAFF k&zti jelatadas
részvételével zajlé6 immunvélasz kezelésére, szupresszalasara vagy modositasara alkalmas gyogyaszati készitmény
eloéallitasara; BAFF-R-polipeptidre specifikus ellenanyag alkalmazasa gyulladas gatlasara.

A taldlmany targyat képezik a fentieket tartalmazé gyogyaszati készitmények is.
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BATF-receptor (BOMAY alkabmasis lonmmssabdlyesd sverként

A talibodoy thegvat BAFFreopptor (BAFP-RY - & tumor vekedzis fdtor {(TNE} osudddba wrtond, B
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eket akiivald faltor - & aut gdtld molekuldk allalmanisa Képezt Beseptek és immmaungiobulinek expressziti
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uak stinmddldsdrs vegy gitidsden. Kicclchind!, & taldimdny tdrgyit BAPE-R-polipeptid, BAFF-R-palipe

(§~

tartabmand kimdére molekole &6 anti-BAFF-R cllenanyag homoldy vagy avok fragmentimainak alkalmarisa
pori Beseitprobferacid, mmunglobulin-termelds, dondritihus sejt &l kdzvettett Boacliproliforscié defvagy B

2

sejtérds gitthsdra alkabmas gydgyaszat késshimények olbdlidadea.

A aldlmany drgvat képezt tovabba Bosejiprobifordcidt gatld szey alkalmanica magas vémyomds, vese

P

rendetonességel, ex/vagy Besejtes Hmfoproliferativ betogsépek kezeléadre alkalmas pyvdpyvicsat] kéeritmény

1

clodiiftdsira. Az omiitetieken folitl, 2 taltdmainy gyt képesd BAFPF-R & BAFT kdati kdlosdohatds giildsdrs

képes hatdanyag olkalmaxdss BAFE-R BAFF kiztl jelbtadds cészviieldvel zatd bomunvilaszy kezelisdre,
szupresszalasira vagy modositasars alkalmas gydgydszati készimdny ol68liidsdra; BAFFP-R-polipeptidee speot-
fikys ellenanyag slkalnarses gyulladic gdtitnden, fovibhy, o nldlmadny drovdt kfpezik a fonteket tariabuazd
gydgvaszat készinmények.

A receptor alkalmazhntd tumorelionss &y roanumssabsiyozd dgenshént, valemint inmunseapressafy
sendeleneasdgel, példaul HIV kezaldadre. Exen foll, a receptornak & szt blokkold vegyitloteknek saerepet fixe

fyydondtanal magas vérmyomds & axzal kapusolatos rendelienességek kistakidasshan, Az codiicteken foliy,

D
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folmerdil & recepiont kddold gumed transefekadit sejtek stkalmazdvdnak lehotdsége pénterdpidra, B-sejieket érintd

fumnorek, bk, autolmmun betegségek vagy Sxdkitn gonptikat rondelloncssépek kezeléedre, Ugyanesak ki

Y

hasznathaid @ receptor blokkold dgenseinek, péiddul & reveptor rekombindns varidnsainak vagy a2 arra specifi-

¢

s oilenanvagokusk immunssahilyond hatdss, Szintdn a aldlndny Megy@l képeed BAFFasceptor alkalmazass

2

Besepstimuldtorkdnt, imnmpsaupresszidval 1894 beicgsdrekben, példint szervtmnszplanticidn (példaad csoatve-

P

W-franszplantdcion} divselt botogekben, valaraint tumorctienes kevelds utdn £idpiils betogekben Bosejick forme-

fodéadnek stimuliidsdiva. A Giiimdny segydt &

dpant tovabhd BAFF secepior alkalmazdsa ;azizm Sosként vagy

kosthmulsoskdnt, B-asjiszint ndveldsére dafvapy kirilbelidl novma
hatdk tovabba a RAFF -cecapior szolihilis, Bosejifokeidt gdidd formdi Bosejtel dltal kézvetitent betegsdégek ki-
afakulasdnak pdtlicdra,

A aldldny thrgydl @ TNF-csalddba tadond 4 recoptor képezi. Az dlialonk szonositott & roceptony,
BAFE-R {vagy (BUMAT) receptomel seveetiih.

A TNF-oaalidha Hgandumol 8 szok specifikus receptorsd dltal alkotont Hyandumereceptor parok tarbive-

mak, amelveker TREP-cxalidbs ttoed Hgandumelnak & TRP.csalddba fanoxd receptovoknak sevesink

{Bazeond & Beutder: {19983 A ssaldd ax ivmonrendszer & feltchotfen miy, nem-immunoldgini rendszerek

seabilyvozdsiban vesz vésat. A szabdbvozas gyakran | Rikapcsold” (omaster-swifol™) szinten valdeal men 8y,
hogy @ TNF-osalid alal kizvetiicn jol nagyszamd, legiobban a TNF hatdsaival fellemezhetd ceomsmt indlt ol

A THF altalanos protokibv gyulladdsos vilasat indithat of sgy orpandemusban idegen behatolds ollen, amelves

sejtotigricidban seorepet v adhéaids molekuldk megviltoeott expressndia, spectithes ':sssjﬁ:e%. meghatdrozad

seitterekbe wWndnd vindorddsdt mhayvid komokinterwelds, de KilBahded effekiorsejick ahtivaliss kisdr, Mist

Hyen, u fond renkotdotak szabibvozase kiothat jeleotbaéggel bir.
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Ax flyen ktlndaat, TNFosalidbea tartord citokinek altal kSzvetitet sxzjtvziiaszsk wndikadiodasdt azok k-
dése nditia of specifikue seitreceptorslhioz. Logaldhb Rt 10nk0ed, Koniilbelt! 35 20 {THRFT) & 73 kDs
CINRED) molchulatbmegl TNFasceptort azpnositottak [Hobmas & missis 1 Biol Chen 264, 27 {1989y,

valanunt Brookhaus &5 misai PNAS §7, 3127 (1990 Mmndkét TNRF-receptorgdnt napvioll polinoefizms

jellemzl, Mindkét THRY » sejtfeleaind recoptorok tipikos sinpktdolidt mutaija, azay extraveilolénts, ranszmensh-

2

v &8 lndraceihsldris domdnt fartalmes, Ax 1 & 2 dpusd THNEF recepior extraceliulins része ndpy clizetndis
doménbal {Lovsredn piok domads”, CDR) 419 bmddddd aminosav-szekvencilt potalmaz. Hasonld bamédods
COR-mbgazat Heyelhetd meg 160D rads sejifelening proteirden, bbek kudit 1 p75 idegndoskeddsd fakior ro-
ooptorban € a UD40 Boseptantigduben

& soveptivok handbmdnyordsa Seidst lehatbsdpet ronlit bloldgiad reskeidutal megismerdsére, nivel azok

e
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nnyen dalakithatok iooraaglobulio Rixds proteruekke. Baek & duner formifd szolibilis receptorok seekretdlt

R
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3

vagy felszinber kH0t Hgandumak Sl hdovetitett reakoidX kivhnd gitidszerel, Azok » figandumokhoz hndnd
Edrdddssel megakaddbyoredk, bogy ar utdbbisk a jeldtadicban szerepet Huszd sefiassrocidt receptoroihal kUi
cadohatdsba Kpievmk, Tk 2 receptondg Hzidy proteiuek neom osak kiséolett célrn alkalmashardly szokas, pél-
danl a8 TNE-Refge, sikereson alkalmantdk klimikat oéfokea is, példdul gyulladdses bélbetegsdg, reumatoid
artritisz €5 xz ORTI addsdt kdvetden kiabukadd alor Kinlka inetogyiites keveléudre [Easton s misal.: {1996);
Feldreann &s mizal. (1996} van Dalleaxa &s mital. {1895} Beldthatd. hogy a TNF-receptorcaaiddon keresxtiid
véghsmend jeldtadds dltal kizvetitert binddgial esondnyekbe 10viéns beavatkords tin lehetOadget kind! immane-

¥

iglal alapy belegségen keralésre, valamint v homunrendsasr résevétele miatt kialakidd patoidgiat kvetkez-

& &

ményekkel 3 huowdn betegséy

inael kezelsdre, Bgy nenwégiben lohit receptor, az essteopinte-
gerin szolabilly frrmdja képey rmegakadonant & csontidlomany oadlkendsdy a THF-caslddbs tartozd raepta-
rokon keresatil vighomend plétadis dltal szabdlyorott exeméayek tehat nem felidtlendi! korlatozddngk az -

surendvzer szabalyozdsdra. A receptor eflen Indaveld silenanyagok képesek gatolni & Hgandum koddésdy, ez-

:.w

dital atkalomasak fubetnek kindhal fellvsandldsre. A Byon eflenamngod gyakran igen hossad sleriek, €5 allig-
razisvk eldnyicehd lebet g saclibilis repeptor-ly feide protetnakdnd], amelyek Bidletidels rdvidabh 2 véthen,
Mg & terdpidban lepinkibb a recepior altal kdpvetitont csemdények gotidsat akndzzdk X, evedetileg a THP-
receptornk aktividdse kecsegtetelt kinikal elénpokke! [Apgarwal &s Nadarfan: (1996)1 Mive! a TNFrecepiorok
aktivilisa gitothatia a sojthalalt a célsoisekbern, alkalmasSsuk tumorek ellen régen i felmenilt, $v még ma &

igfretesnek tindk {Eggermont és misal, { PR3] A receptor aktivithatd a higandum sdisdval, azaz o termdszetes

dtoxg vagy hatdsos sgonistdkiont alkabmachatdk cgyes, a recoptornk ket keressthd etisn-

anyagok fs. Blicnanyagok alkalimazasa clbnydschb az onbioldpisban, mivel azok hosszd idelg jelen vanmak a

vérbesn, mily @ Hgandumok fEiéletideje dhaldban vivid & vichon Mivel szdmos yven receptor szelekify médon

expressziiodhat tumorck feiszindn, vagy ceak tumorakban ddz ol seithaldll vagy differencidioddst, ax agonista

clensnyagok buidhony fegyvercink Iohotack a tmorok pyrdgyitdcdra Rdyiatol kiizdslomben, Husonidképp,

£y

szamos clidnyds kivetkezmdnnye! {rd mmunoldpia 'ﬂs»smény megy véebe a TNFosaladba tarteed receptoro-

konr kereserl], példéat o peadaszervezet gyulladisoy vidasercakoldt, ax ellonmyag-termeles, sth.: agonista clfen-

wyagok atkalmazisa tohdt nem onkolégiad célokea i elingds lehet.
Paradox mddon, bronyos seaboidutak gittise hltndkatlag eltmyis febet timorok keseldsdre, Péidinl, a
Fas-Hgandurmot t0bb tumor expresszala, o2 a2 aipressaid @ Fac-pozitiv Hmfocitdk pusztuldsdhor vescthes, ezal-

ta! eldsegitheyl, hogy 8 tomor kikerdfle a2 immunrendszert. Ebben sz exetben, 3 Fasrendsrer sétlisa lehotdve
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tumorra {Green &8 Warer {1897}

Az siabbiakban Sssveforialivk 2 iiminy ssorint nrepoldds Bovasdt,

SSAFE-RT vagy JBOMA -palipeptidack nevezett, & BAFF - ogy, = tumor nelindals fakior (TN esee

Hdba tartcad, B-sofieket akibvals - tumor aekrdeds Siktorbor k&ads polipeptider kédnld sDNS-kidnt azonositot-

k. & BAFF asonos 3 WOSY 12 064 sadond nomzetkded kitzedtdell fratban ismertotent mclehaiival, amely k-

2

frds telies terjodelniéhen a Kitanitde résad kfpeu

A aldiminy opy oldnyds megvaldsitict modpa szerint, o lilmdny targydt olidrds képezt B-seitprolifera-
<id, dendritiius agjick Sl ndudalt Bosgiprolifordcdd de sejtérds, vagy immanglobuiintermelde gitiasdra dilat-

2

ban {(emibsben) BAFF-R-polipeptid alkaboazdsival. A taldlmdny Wrgyat képezd tovibbd eljinds B-sejtprolifera~

<igy, dendritioas seitek Alind dndukall Bseiprolifericid &g soitdeés, vagy immunglobalintermelés stinndaldsara 8l

latban {emidsben), BAFP-R-palipeptid és anti-T-ellonanyag, TD40-Heandum vagy anti-Chab-ligandum aikal-
mazésdval,

X

A wlaimany ogy tovibbi cidayds megvaldsitdst modia scering, @ idlmdny tirgyd elidess kipezd aute-

5

tmmun betegsdgek, muagus véroyomés, siv-Srrendsrent rendellonsssdpek, vesshategudaek, B-sejtes Bmfopralite-
ke~

rds hatdatvagok alkalmazisdrs, amelyek alkalmasak BAFF-KR

3

ratlv rendelienességok, inonnssuprosziv betegségek, szerviranszplunticié és HIV-fartdzds ckomta botogas

i

zeldsdre. Szintdn a twidhmdny Wraydt képezi

3

£y Hgenduna ket kdlesiinhatés Altad kdevetiien felitaddssal o) wanvavilase midositasding - smpressedldodra
vagy megvalivatatdedem, valsmint offdrisel gyolladéses folyamatok gitlisira BAFF-Borcceptorts vagy anmak

X

spitdpidra specifikus sllvosuyay beaddsival.

A taldimdny szerintl oljdrdsokban ellinyie BATE-K-polipeptidey, BAFE-R-polipeptidet heternidy ami-
nosav-szekvencidval fuslondiiatva tavtalmasd Mimére molekud®t vagy ant-BAFF-R olicnanyvag homwoldgnt
adunk be terdpidsan hatisos menoyiséghen,

& taliimdoy ogy ciioydy mogvalosiidst madin szerint, @ telibmdny trgyat képesd BAFF-R-polipeptidet

&s gyogydsratilag elfogudhatd kinbanyagnt tartalmazd gyoégydszatt készltmdny.

& nldbmdny ogy madg ovabiolinyGs megyvaltaitdst médiy szerint, » talalndny gyt képosik BAFF-R-
afipepiidet heleroldy polipeptiddel vagy aminoswcszekvenoidvel Rwiondlatva tarinlinazd kiméra molokalak
Tyen Rindrn mclekoldk lehetuek példdud BAPE-R-polipeptidet inmmnglobulin Fe-régicjival vagy spitdpotimde

szokvenciivid fustondiaives tarabvard molehulsk,
% taldbmdny ogy tovibbi oldnyds megvaldaitdst média szerint, 5 Bidmdny thrgvdt képeat BAFF-R-

xedtpeptidhez specifihs modon kS8 elioranyag. Adowt asothen, az cllvastyag pioticdilondlis elflenanyag.
ol o ¥ et

iy w Pt

@

Az aldhbiakban rhviden mertetiiik 8 febrdalios osstolt dbedlnt

A L. dhrin s humds BAFER (BOMA) dDNS malleinsav-szekvenciiiat (2. sennositdnrimd szelvencia)

gs ax abbdl hbvellesteiot! aminosav-szekvencidt (1. avonositdezdadt sxckvencia) mutatiok be. Potenciatis

~

wanselody standddon widthatd a 21 vagy 2, muildvineavndl; sicateindds domdnok {'CE)R-@&} {aldthatdl g 2

azonositdszdma szekveneiz 240341 pozicididhan: ée ponoidlis wansemsmbrineégid van jelen ¢ 2. azonosind

sedunt szckvenad

A 2. Abrdmow pIRTSI - cgy, BAFY

ReFoet kddald pleavaid - nokleinsav-szekvencidids (3, azonoviidens

-

st szebvenciay és kiventheptetett armmosaveseshecnnidids (3. azonosiidszimg seekvencia) mutatink be. &z 1-8%,
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nuldeinsaviak egdr IgGokapps sipnibzekvencitioals & 70-222, nukleinsavak 2 BAFF-Roszebvencidnak (1-133.
nuklectidok} felelnek megs 2 223-908. mddeinsavak homdn 1pG-weekvencidkat képviselnek,

A 3. abeén 2 pISTS33plazmid — cgy, tolios hoseztabed humdn BAFF-Barekvenciat kddald plazmid -

ankletmav-szekveneididt & kivethezistet andnosyv-anckvencidid nwtathdk be.

A4, dhrdn 3 TNF-B3S &5 BAFF-R strubafirdiar hesontiionak dss

Az T dbrdn (@) CH26%-val (1,0 pg) vagy (b} pISTI2S plazmiddal (0.1 ) - telies bossaisdpd BAFF-Ru
expresszald plazmiddal - ansefekisl, 05 py'ml fag-hBAFF-val fostett 293-ERNA-ssiiek lGthatdk femeren

végzett ewifromdtunban
A S A dbedn pISTSIS-plazmiddad transafekedlt €8 a kdvethezdhben fsmertetett madon fostett 293ERNA-

sejtek FACS-analiziedrek erodménestt vetlteuth of Hgandum odlh@ {fokete grafikon); | uginl fap-hCR40L

>

o,

v vagy Hag-hBAFY (261}, Beatdn, valamennyt mingdt anfi-flag-MIvel, maid szamieban tormelt anti-
ité;és:-Ig{E--% festettitl & 2. pildaban fvmerteintiek szerint,

A 8.8 dhwin FACS-aualfzis plrbéket mutstunk he 3 kisdrlet sivtisziikad analisisének sradmbayeivel
gyt A fastdst gz egyes analiziselnd! a kdvetkealkdépp vigeatiiks {1} nom fostett; (2 coak TAADY B3y csaka 2
Kpds &s TAAL (43 ¢ ppimd Sag-hBAFF 3} 3 pp/mi Dag-BBAFF; (6} | pedm! fag-hBAFF; (7 6,33 pg/mi
Sag-hBAFE; (8) 4,11 pptml Hag-hRAFF (&) fap-hCD40L 1 ugiml

A 7. dbrdx BAFPT-R-Fe-wed, 3 4. péidiban ivoenetetiek seonnt wégzes brmuaprecipitiold sredmdnyd

szemichiefik. A molekulaidmep-standardokat lnban) sz Abm bal oldalie Jel8lik 1, v 12,5 ng flag-

FIWEHAK (2} 12,5 ng Oag-hBAFE: {1) Hag-hUAFF immenprecipiticidia 0.5 i, BAFFB-Fovel kondicionalt
tSphiizaggel; (4) Sag-HTWEAK nenprecipitdaidie 4,5 md, BAFF.R-Fo-vel kondiciondht tipkdeeggel; (5} ime
snmprecipiifeid Hpandum ndlldl], 8.5 ml, BAFF-R-Foved kondiciondlt tdphtaeggel; (8 Hag-hBAFF mmun-
precipideidis 8,3 o, noovteaaszickdh J93ERNA-seft kondicionaly tiphkdzegevely {7) Hag-hTWEAK hmmun-

precipiideidin 0.5 ml, nom-raesafokitl 23RN A xeft bomdioiondlt tépkéaegdvsl.
& 8. dbran Bpssit ;xo} Hordoids visspdlal eredodnyeit szemlé 'c‘-tjak grafikusan ax abrdn sz epdr Bpvel~

F3W

wwkbe bedplili precenbdot] beiidsandmot (Moot per mimee™) OFRD Shrdzoliuk o hoesdadott Tumdn BATFgoli-
poptid menmvisdpdvel {pgfnd) xzemben,

A'Q. shrén BAFF inhibicids viesgalat eredményvett matatiuk be grafikusan, ahol 8 BAFT kitdddsst vize
sélatuk Rapt-septekber; o grafikonon ax MFL {ilagos fhroresscenciaintenzitéal} dbrizoliak sz RideGl (opfmi}

ravanyissgtter képest,

A HLA Abran Wthatd grafikonon az Tghd expressaios dbrdzoluk s CD-exprosszidval sepmben a 11, péhe
dihan fsmentetettek szering hig-vel (kzdpst dva) vagy BBCMA-Ig-vel {alsd Shra) bezelt Rafi-Tg-egerek, &
kontrollicdn, vadtipusy, PRS-injekeidhan rdazesitott alorardrsalk {lsd 4bm) sejtivinek FACSE analixis szering,
& 108 dbrén bemutniolt grafikonon 3 CRZE-oxprossnidt Swascdtek az fedesxpressaidval szemben sz
{glpozithy popuiscld kapusisdval, 2 11 peidiban tunertetettek szarbn hig-eel (kidedpsde dbvad vagy hBOCYMA-
Ig-vel kezelt {alsd dbra) Baff-To-cgorck és hontrolikdnt, vad-tipusi, PBS-njekeidhan részewitont alomtdrsaik
{folad Abwa) seitjeinek FAU S analizise szerint.
A& 100 dbrdn benmuatot prafihonon a CD2 bexpresszidt Shrazohuk sz IgMecxprosszidval szemben ag

o)

IgD-negatly populdetd kepusdsdeal, 2 Tl példiban inmertetottek szerint Mp-vel (kiizdpsd dbra) vagy ABOCMA-

Teved kezek {aled dbead BafiTg-ogerek ¢y bomtrolfidng, vad-tpush, FRS-injckeishan részestiett alomtdosaik

{foled dhwa} seftieinek FAUS-xoalixise szerint.
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A . dbrin az cgyes osopartokbhy tartesd Baif-Tg-egerek Bpacitioinek tdmegdt shrazoltuk [tdmeg {mg)

+/~ standard eltdeds]
A 12, dbrim a proteimicia sadridkst dbedrotiuk (gl ax lojelisiisel sxémdval wromben PBS-sel, hig-
cel, BBUMACval Rexelt Baff Te-epered

A 13, thrdn Rthetd gulikonon ax sthgos ariéold nyomdsek ddagar dhedzoltuk (Heonmd Beft-Te-

detr s hoatrolikéng, azok alomtdrsaiban.

eyerekben & vad-tousd kontrolichban.

A . abrdn Bthatd pradibonos @2 Moy adelds nvondy Abcdeolud (Hgmom) 2 egvey Befi-To-

egerekben & vad-tipued kontroliokban,

A 13, dbrén Yahatd oselopgrafikonon sélvos vescgyulladas sineteit mutatd SNFi-egerek szdzalékne and-
rydt dbrdzoluk BAFE-RAG- (BOMA ) HalgG- vagy PBS-kezeldst kdveiden

A 16, dhedn & (D1 10D Gssnseitsedmot. dbrdeoluk (millichan} & vive 20 pg BOMA-Tg-vel, S8 ag
BOMA-g-vel, HalpG-vel vagy PBS-sel kezelt egorekben. & kidvetkezd OD1o+DC-seitpoputoiokat vizsgal
fuke: (13 CD3a-004; 12) CD8+C D4 s (33 UDSa-Cdd+,

Az alébblakban részloteven nmerteik o taldlmdny szerint megaldist.

& kimnyebh drtchuneshet@oldy hedvédnt a Rvetkesd meghatérozisokat adiek rosg,

A lefrds szerindl Sriplemben BAFF-R” & BCMA™ rdviditdscken ¢

& 3 BAFE-R varidrestt {anpelyeket sz 2iébbiddan definidhnk).

ik a BATF-R nativ saskvencididt

.

SBAFF-R vatly seekvencididn & torméseetes eredetfl BAFF-R szekvencididval amacs sackvencifi

¥

nidthatd termesretes forrdshdl, vagy eibailithatd rekombindns vagy

podipeptidet Srilink. Hyeo nativ BAFER i
szintedibus Won, A talédmény gyl képezik a BAFF-R teomészetben eldforduld csnokiton vagy seskretdlt
formal (pelddnl extrapellolivls domdn seelvencift tarkaimazd szoldbilis HHromil), fermésaatben eidfordals van-
ansad {pstdanl alternatfy mddon hasitolt formdl) &s formészetben eldfordulé alidlikus variansal. A sldbdoy egy

seeringy -

eldnytes megyabieitdst midia saeving, 3 BAFF-R natv szekvencidja az 1. sronositdszimi szebvencis

2

Pad. aminosavabat magdhan gladd érett vagy wlies Sossaisdgd, aatlv BAFF-R-polipeptidsackvencia vagy an-s
nak frapmentiong,

BAFF-R extracelbdadds doménidn” vagy BAFF-R BOD™ rvidlidsen 3 BAFE-R olvan formiiat svyik,
amely 8 BAFF-R tramemenbrin- & citoplazmadoméniaitg! Bayegében mentes. Alalinossaghay, s BAFFR-R
extraceliuliris dondnga kevesebb, it 1% ilyen transzmembrdn- vagy citoplazme-domsnt tantalmaz, & clénys-
sett, kevasebb, ming €,5% Syon domént tartalmaz. Adoit esetbeg, 2 BAFF-R BCE ar 1, aonosidsndmg szeke-
vereie S-41, aminosavait, vagy 4-31, wminosavall vagy 1-33. armoosavalt tartaimaezs. A wilimany ogy ol Ss
megvaltaiiast modfa szerint, 3 BAFF-R BCD ar 1. azonositdszimd szelvencia szerinti 1-51. amonsavakat tae
ehmazzs. A midhnday egy touvibbi eldnyds megvaldsitdal midia szerint, 3 BAFF-R BECD ar {. azonosiidsedmi
szekvencls szeviott 1-530. smiscsavakat tartelmaea. Szekenber szimérs vildgos, hogy 2 aldloginy seeringd
BAFE-R-polipeptid transzmenmbrindomdni®t av dyen tpusd Mdrofth doménok meghaidrordsion » tenhntla Al
Mva szerint szokdsosan athaboneatt radevek alapidn aeoncsitotid. & wanszmeminindondn ponics hatérad vil
chatask, de valdsednddeg nom 10bh, mint 2 domdy egyes végein Rirtfhelil S aminossvval. Ennek megfelalden,
& BAFE-R EUD adott escthen tantalmazhatia x 5-4 1. amiscsavakat {1, azorosiideatms veskvencial

A Jeinds szenintt driclomben “"BAFF-Raarifoson”™ a fontl meghatdrozds sesrinti akily BAFF-R-polipepti-

det érifink, amely 2 telfes hossmisdad, nattv BAFF-R-potipeptidnck megfeleld 1. avonosiicezimd kévakeriotet
. 3 PN

aminosav-szekvencidval vagy cgy BAFF-R ECD-csskveneifval legaldhh koniitbellll 80%-ban azonos. Hyes
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BAFF-R-varians peldiul olvan BAFF-R-polipeptid, noelvben az 1. azonositészamd seekvencia végshez va
Corminusdbor egy vagy b amincsavat hozzdsdtunk, vagy apnak vegsrdl vagy U-terninusérdl egy vagy
bk aminosavat deletdltunk. Altaldnossighan, egy RAFF-Rovaridne logaldbb briibeliil 80%-0¢ vagy 53%-0s,

elényisehben legalabb kbrithelil S0%.05, mép clénytechben fegulibb Kortibell 95%-0os szekvencia-

azancesdgol muiat ax 1. azonostideatont seekvenvidval,

A BAFF-Hs-spebyenciahkal metatont sedzalélos (96} andunsavasnnossigon”™ azon smindsavak szdzalés
koy ardnydt éz'jtjiii oy kandifdny eankvencidban, amelyel & szekvencidk maximilis szdzalékos szekvensias
avonossdy eldrésdig Watdnd esatdedt &y - saithedg soerint - kdzbelitaton résel meghutdrozdsst koverden meg-

sxyeznek & BAFF-B-sunkvencia megleledd aminosavaival, nen wkintve szonossgnak az ssetleges konzervativ
subszibioidkat. Az aminosav-srekvenchil sedoaldkoe sgvesdsénel megiflapitdagra az iHesatds kildnbasd,

sesbember szdmidea smert auddehon vigeeherd, palddul bérkd sxdndra hoszaférhetd sedmitépdpes progranak,

péidaul a BEAST vagy ALIGNE vagy Megalipn (RASTAR} programok alkalmarisaval Ax itlesziés mogha-
sroxdsanak megfelelé paraméterelt seakernber ismert madon sllapithatia meg, példdul banmely alporitnis al
kxdmaedsival, smellyd maximdls cgyeeds dehetd of az deszehasoniitandé szekvenciak tefies hossea mentd
A lefrds seeckit meiem%% 4z “epitdpoimkdvel eifaton’ kifvjezdst kimdra polipephidee vonatkoziatva
hasamaalpd, smely BAFF-R-saekvenciat tartalmar vagy asmak doménszekvenciijdt tariabmaras “cimke polipep-
tiddel” fuzloniiva, & choke podipeptid elegendé aminosavat sartalmaz ahfor, hogy epitdpot képeazen, amellyst
szetmben eiiezna;ssyagwk Allithatid 216, vagy ez més modekutival azongsithatd fegyen, de el rovid shhoz, hogy
R aktbeitisal.

7

Eeon felid, a cimke polipeptd clfnyisen oldg og

%
3
j<
o
o
>
o
3?
"fi

vedi abhoz, hogy sz ollen-

g+

anyag Mnyvegében ne adfon keresztreakeidt midy epitdpokbal, Cirnke polipeptidek tip%kns&n g5 eldnyiisen leg-

a3&bh & aminosaved tutalezuak, & rendezerin Korfithel®! 8-30 aminosavat (elinydsen, kbvitbeby 10-20 ami-
sasavat) tartalmazonk.

Py

& Jeirdshan saerepld kilubozé palipeptidek vonatkozdsdban akkor mondjuk, hogy egy pulipeptid iz~

| b ax azonositva van, & valamely, termdszetes klmyereichen azzal egviy eibforduls komponensia! of lett

vitlasziva ds/vagy abhob ki lett nyerve. A termdszetes kmyerctb8! szdrmand kontantindne Sssantevdk olyan ma-
ekuldk, amelyek sipikosan gétolndk 2 polipeptid disgnosztifae vagy r,i; sag alkalmasisat, 88 azok lechetnek ou-
cimek, hormonck & mds profeintermésze vagy nem-proteintermdsaeti oldelt medekulik. A taldimany egv

ellnyds megvaldsitdsi mddia sxerint, a polipeptd elegendd méridkben tisatitva van shhoz, hogy {1} spinaing

oup™ szekvendtorral legaldbb 15 Netermindlis vagy belsh aminosav saekvencidia meghatérozhate fegyen: vagy
{2} verreredukdtd vagy redukdls Mrilmények melett végeet SDS-PAGE-val, Unomassio-bhie vagy clbnyiise
cafisifenténne] homogdn legyen. Irolélt polipeptiden értliak in wine, rekombindos sejtekben taldlhatd polipeptide:
ket s, mivel abban logaldbd cgy, a BAFP-R reomdentes kimyezsibben megptaiiihand komponsns nings jolen.

Altafinosségban szonban, okt polipeptidst fe colahd epy Uaailtdst Bpdssel nyerink,

)
u

Az clenanyag” kifgjessst annak logidgabb Sriehndben hasendljuk, & azon kdrelcbbrdd drtiink RAFF-R
effent menoklendlis oflonamvagedat {pidial sponista, autrgonisty d¢ nentralizald oflonanyvagokat), valtming
BAFE-R cllent, tibb epdtdp ellen specifithst mutatd ellenmnyag-készitmdnyeket.  Monoklondlis ellenanyapnak”
Koyepshen bomogdn cllenanyagok popalicitithdl nyent ellonanyagot nevesiink, e 3 populdcis alkotd olien-
aragok waenosak, chekinve esatloges, s seimban oldforduld tenndseeres mutdniokisl, | Tisztiton Wsximé-

3 A3

nyen’” vagy Jnvegdben Hezta készitmdéoyen” olyvarn polipeptidet éniink, anely & tormészetben vele epyiitt aié-
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fordald més proteinehtd], lpidehadl és nubdetnsavakicd o feft vilasatva, A polipeptid elénydsen mis molekuisk-

] 15 ol van vilasatvy, péliid & Heatindedva athabnrentt ollenanysgokicl, gvanidindl, sth,
A lefrds seorinti driclomben a  Bewslol”, beneldy” &y geripia” kifojonéseket gydpyid toripidra, profilak-

tikus kezcldsre &8 proventiy heasiésrs vonathoztatea basendljuk

A pepid”, (prowin” éx , polipeptid” kifoisrdssket a lolvdsban cgyméssal feloseréthetd madon hasmil-
juk.

SScldpiatiay ity Rifjondsen” fn wive vagy {o vifvo aktivitds Srifink, amely Srvéayesiifiet kizvetientt
vagy kbzverdt mddon, A BAFP-R Moldgiatlag akilv frupmentumdn &rtlnk a receptor akily helpéved péidand
% ambaosavezelveneta-homologidt, elinydsen legulabh 80%% homoldgidt, & lopeldnydschben logalibh 80%

hometogial mutatd bagmenhanokat. Azonossdgon vagy homokigidn g receptor vonathosdsdban & kandiddns
szekvensia aminosavaszekeenoifia & & BAFF-R 1. asonoaitosadon szekvencidn bomutaiolt szekvencidja kit
reonoesdiot Sriiil sedzaléldan Kifejerve, vagy sz 1L asonositdszand aminosav-sackvenciy merbuifrozont ré-
széved mutaton aaonossaget gk

LSEoddedn™ énttink barmedy a2 emiostl osptalvébe tartozd dilatol, példid bumdn organizmusokat, smae-
vasraarhdkat, lovakat, butydkat, egereket 95 maeskakat. & taldloday egy ofdnvés mepvaldsitast média szering,

a emifs horndn orgamiemas,

A talakmany gyakoriatbs wéele sordm péidiud, de andill®l, hogy {odnyviinket a felsoroitadora korkitozadok,
x sejthioldgiaban, sefttcaydszishen, molekalids bioldgiaban, ransrgenikus bioldgiaban, mikrobiclégidhan,
rekombinany DNS-elidrisokban & tnmpnolbgitban spokdsosan atkalmazott techiolégiibat alkaboaet. Tyen
technolGaisk lolrdns moptalathstd a szakivodalombag,

Y]

A wvibbiakban részlvtesen smertegik 2 willmany adhiny clényvds megvaldsitdst madide A wldimany
térgyat képezi BAFF-R & BAFF-H-vel rokon moldladal stkabnesiss Beseitek saaporodisionk &5 &réednek, va-
fardnt tvevpmglobalingl szekedeiniingk befolvisolasire. A aldimdny eyl képesi toudbbd RAFFR &s

,

BAPE-R-vel robon mokekulik alkalmandsa az inmmmrendszer vélaszsnak befolyiselisdra, venunoldgial rend-

sllenességel igdayninek megfelcifon. Exen folil, 2 ixlabndny tegydt képerl tumorak $s mmuonoldglal betegss-
gek hezeldse BAFF-B vagy BAFF-Bevel rokon pének alkalmandsdval, pénioripids sljdricokial.

A piiimdny azerint seckvoncidkkal wanszfornilt geadiban fermellint BATF-R $s annak homologiat,

valantint @ techanika #lldsa szorint isment eljdrdsokkal tisatitott oxtiy HAFF-R, vagy tsmert aminosav-szekvenci-

akho! elballiton BAFP-R killdnbizd clifrisokban alkabnazhaidk karcindmdk allen, tumorok ellen ¢s fmmun-

szabalyozd cdlzatial, Awok aikalmachatGh fovibhd tevdpidea £5 mébs rendelloncssdgek kezelésére.
& aldlnedey oy fovabb sicmpontiy szennt, 2 teldlndny rpyat Réperd clidris BAFF-Rorscoptont kodnld
ol nuklolnsav-szebvensts altal kodolt pelipeptid albabmacdsirs , antiszensy”™ tevdpithan, A lofrds saerinti ér-

telemuban, auilezenns”™ trdpian & xithan uralkodd kiribmdryek metiett o kérdéves Hgandumat kidold coflulixis
mRNSsel ésfvagy DNS-sel spacifikas mddon hibridizaldds oligomddectid vagy azok szdrmazdkal beadisar

vagy fo ci lormehtordedt dniflt, middel o kédolt protely oxprosszidin pdtlodik, arzar annsk tranvekopeidia

2

£3
deivagy wanseiicidia glitiodik. & kotldds Rireithey seobiisos hizispdr-konplementara

3 s alapidn, vagy - példdd
DINE-diplexekbes tntdnd kotidss oveidn —a kettds spirdl mély vigatiban Kirsjdvd specifikus kolcsdnhatds-
okow keresziill, Altaldnossdghan, Lantiseonsy’” ferfpidn 3 techuika dllase seerid sznkasosan alkalmazont techio-

X

su alapuld slifedst,

opitle szdles skdldian Stk példdd baouely, nligomidentd-szakvenciak specifikus

I 9L
®
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A talibodoy sesnntl antisrensy konstaeisk beiuttathatok péiddat exprosszits plazmidokién, amelyek
& seitben dtbrddva » BAFE-R-dgandumat kidadé celinlaris nRNE fopalsbb cpy részévet komplonenter BNR ke-
lotheedsdt erodmdrivenile. Més olifirie szerint, x antiszensz Konatrukeidk Iehet ex vive eftaliion sigosukleatid-
proba, Hyen oligomikdentid-probak eié@nyf&s&z-} middesitott oligonukdentidok, amelyek serbatansek eodogsn mk-
fedzok hatdsdval szorchen, ezdlial siabilak in vive, Antiszensz oligomaklcotidokiént alkabmazhatd nukleinaay-

.

molekuldk példdul 3 DNS freaforamidis, foszfoticdt $s metilfbsefondt analdgiat (lasd polddnl an § 176 548,
I 264 384 25 5256 778 suhontt amertkal egyesiilt Samokbelt szabadalmi lefrdsokat}) Tovibba, antissenss terd-
piaban atkalmazbaté oligomeral oloallitfedoak menetdt iumertetik példiud 9 kivetkerd seakirodaimi helveken:
fan Der Krol &3 mafsal. Biotechnigues 8, 937 {1888 valoming Stein & misal.: Cancer Bes. 48, X659 (1988}
amelyek teljes togedelmdikben « kitanlths réusét képeaik.
A fond ismeritetick seerint, 3 BAFFR « TNF-receptorosatadba tartozik. & proteby, sonak Sagmentonai
vagy homoldgial sndloskdrnl tordpiis & daguosaikus ool alkalmardst teritlotekbez adaptathatdk:
A taldbodoy seerinti polipeptidek specifikuy médon kSlosdnhatdsha Kpnek BAFF-possinenel, 2

WOHOS 12 964 sxdm ocovthdal kbradibtel iratban lsmentotett molekudaval, amely kbzxdtételi irat telies terje-

delmdben a hltanitis résadt képeal. Az off tumeretent peptidek ds elfdrdsok lohotdvé teszik axonban & BAFF-R-
receprorral vagy anmak Sagmeraumaival specifilus wédon kifcstnbatisha Kpd malekulsk ammositdsit
A taldimdny ey oldnyls megvaldsiidd widia szerint, & ldiminy threvat képezlk clidrdsok a BAFF-R-

reseptorbdl satrmazd, BAFF-proteinher kiddad képes hgandumok alkalmaeasira. 4 BAFF-R fagmentumait

kifnbtnd ofiicisokkal difithaink o8, peidia! rehombindns dton, PURtechnoidgidval, profeotitiies omdy
sef vagy Kémial srintdzissel Polipeptidel belsd vagy wrmindlis fragmentumait ciSiilithatuk fgy, hogy ey
vagy t0bb nuklechidot sltdveliunk a polipspidet kodedé nukietnsav-seokvencia egvik vagy nrindhsdt vépddl. &

suragerezissel mddositott DNS expressedbtatisival polipeptid-fragmentumokat kapuk,
A techaika dlldsy coorint fomert elidrdsokhal ngvancsak ol68lishatok & taldtmdny szerintl oegoldicsal

sszhanghan alkalmazbasd kimérs molekuldk. Seintén a widlmdny Byt képest BAFF-R-polipeptidet (v

anmak varidnsél) heteroldg aminosav-szskvencidval, péiddd immunglobalin foG-Fo-dondaiid fuwinniltatva
tartalmand Kimdiea molckulid alkalmandsr. Az ilyen Kiméra molekuldk efdnyisen szoltbilisek, & sezolthilis
BAFF-R-polipeptidet tartalmaznai, & tlalodoy egy elényds megyalosiiisl modia szering, a Kirades ranlekuls az
1. azonosiiGszén seelvenoa szernt 1-50. aminosavakat tartalmazze Fo-domdnead fxddondliaten.

Polipeptid-fragmentumokat olddilithatusd tovibba 2 techotke lsa szevingt ismert ol seividete

techuobdgiakial, példdnl Merrifield-fle szilind fzisd fmoe vagy thoe techroldgiiml, A talilmany saerint
peptidek &8 DMS-szekvencidk dnkényesen kivint hosszisigh, dtfedésmentes frapmentymokra oszthaték, VY
Kivint hosszfisdgl, atfedd Dagmentumokmm osahuidk, § ‘e%mt az chidrisokat ax aldbbickban réseletesabben ia
femertegik,

BATF-R szolabilis formdinak oldiiitisa

A BAFF-R srolibills formdl gyekuan badkony jelataddk, ezalial 3 tonmészetes membranforma batdsait

Lehetadges, hogy # talddminy xerint BAFF-R mdr eredetiley fe szoltbilis oltobinksnt sachretaiodik, bha
azonban nern, & pdd gy wmddostthatiuk, hogy ¢ srekedoidt kikényszeriisitk. Althoz, bogy a BAFF-R-polipepti-

det szohibilis, seckretaht formaban kaphuk meg, DNS-sinten elifonliiok 8 ranszmembrinedpid NetermindHa ré~

s3¢ &5 a myvd répdd ey réezdy majd azokat 1. tipush veretdseskvencidval vagy 2. tipusd vezetdszekvencidval
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heleettcsifiih, amely hatdlony protevtitikas hasitdet tovz fehetdvé @ viissziont expresszids rendszerhen. Seak-
ember viltoztsthatia @ megmarndd el rdgid mouiedpdt g veekréeids expressaids konstnkeidhan, exiltal egy-

ardstt optimatizalbayja a Hoandumkintd wisidonsigokat &5 a seokrdolds hatdkonysigot. Bivallithaguk péidaal ag
Seszes lehetséges oydlhosszdelsh, aeay N-orpindbisun csonidiont konvtrekoidkat vy, hogy az 1551, aminose-
i

-

vakkal keadtdd protetocke kapjurd, A fontl analich slapidn meghudrozhatink sz optimalis hosszisdgd vy

T

@\

szakvenciil

A talidminy egy elfnyds meogvaltaitdyl modia seerint, & sroldhifia BAFF-R-polipeptid a2 1. azonosiié-

Py

sedmd srekvencia suering 181 aminosavakal tartabmazd, o8l nativ seckvencidits polipeptid vagy asnak

i'rzsgmmmma; a natly seekvenchiih BATF-R-polipopiiddel logalabd 30%6-ban {clnyisebben 90%-ban) b

ing, w2 1. axonositdszdmi szekvencla sseringt 1-51. aminosavakat ta

e

shaazd eoldlt BAFE-R-polipeptid vagy

snmak Hapmentums; sz 1 azoxositdszdmd ssekvenci sserdott §-30, aminosavahat fagtaloeed, okl nativ

seekvencidi BAFE-R-polipeptid vagy anmak fragmontins; vagy az 1. azorosiidestmd szelvencia saovinti &-
41, anunosavakat tartabnazd izolalt BAFF-Bopolipeptid vagy annak Sagveniuma.

RAFF-R-polipeptidde! reapdld slicnsnvack ol

A ldimany targyvit kdperik tovabbs » tuddlmdny szerintl BAPF-R-polipeptiddel vagy annak korecepto-
raival reagdld cllenanyagok. Anii-proteind-peptid sutisaérunmokat vagy mosoklondlls ellenanyagokat ismert elja-
rasokkal altthatunk o0 {lasd pékdind ar alddbhi kézikinovben fwmeristetteket | Antibodies: A Laberatory
Mamal” szerk.) Harlow €s Lane, Cold Spring Harbor Press (195883, Boddst, péidsul hireséigdt vagy ayulat im-

.

mumzdbonk a poptid invnunogdn forméidval, Proteinekel vagy peptidek

3

of insraaogdund febotiink példand bor-

.

dozdhoz vald konjugdliesal vagy sy, a techrike dlldsa szeriv §51 ismert eljdrdschkal.

A BAFY-R-polipeptid vagy annak korseepton fnommgde résadt beadhatuk adjuvinssa egyviitt fs. Az
fmnmnizalodase 2 plazme vagy ssdum cliesaoyag-titerdnek oeghatdmedsival kbvetheyiik. Az cllenmnvagok
szingét meghatérozhatink szokdeoy ELIRA-wvizagiiatial vagy més romuncldgial viesgdld oljarassal, a2 antigdn
inmmnogéakdnt Katénd sikalmazadsaval

A aldboedny egy tovabbi offnvis meepvalifeidsl modiy saoring, az ellevamyagek BAFR-R vagy samak
korscspiora antipdndetorotindnsaina specififorsad, pdklid 4 1. azonoshdysiol szekvencidis polipeptid antigsn-
determindnsaics, vagy ameal nagyikd sokonsdgot motaté {példhd axzal 76-80%-ban homoldy, clinydschben
S5%-ban bomoldg} hoxmdn vagy rem-bondn cnlis homoldy polipeptididre specifikussl. A taldimany egy méy

toyabbi clinyde megvaldsitast midia seerint, 3 BAFF-R vagy BAFF-B-koreceptor efient elfenanyagok neom mu-

fatmak jelentés kevesatreakivithst az 1. sxonositdrzdmd szekvenvidiyt polipeptidde! kevesebb nint pétidand §0%-
ban homoldg, elénydsen Rovasebh mint Y% -han homoldg proteinekkel; és logeldnytachben, az 1. szonosid-
szamd szekvencidid polipeptiddel kevesebd mint 93%-ban homoldg profeinekkel (azax spenifikusan reagainak),

A e mutaingk jolontds Reresyivealivitdnt™ kifejordsen aet ért

jik, hogy az cleoanyagok nem-homaoldy profedn

rdnt mutstont kotbatfiniidaa sz 1. azonosifdezamd seekvenchij polipeptidde! szemaben mutatots kdtdafT

hevesebb nunt 1%-3, olbuyischben kevesebh mint $%6-a, ds legeldnydisebben kovesebh mint 1%-a.

& fefnie sueriati ddelembra olionanyagokon detiitk ax cllenanvagok BAFE-Bpolipeptiddel vagy sk
koreseptonatval 1¢ specifikuy médon wagald ugmentumait is. Ellenarvagokat szokisey sljdrdsolkal fragmen-
talbadunk, dy @ frapmensmokat a teljes ellenanyagokial kagesolatban a fontiekbeon ndr fsmertetett slideizoklial
szichetith, Flab™j-fragmentumokat ¢ adiithannk peldae] ax ellenawagol pepszinnel Wednd emdésarésdvel. Az

2,

fgy kapott Fab t-Fagmentemokat dgv kezetheyk, bogy anckban 3 Seneifichidaka redukdliuk, eadbtal Fab's

2axe
°
o ow

®
R
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fagroentorookat kapiunk. A lelrds seoringi Srielomben elfenanyagokon értiink kvvibbd BAFF-R & BAFFR.
koreseptor aktivithed blapecifius & Kimder molekulikat, & BAFF-R &s korsceptorai kdeti kélesbohatds gads-
it egyarant aikalsazhatook BAFER & BAFR-R-koreceptora ellent moneklondils &a polikiondlis stlensaya-
gokat {Ab), valaodnd cllenanyag-fragmeniumokat, példael Faly'~ vagy Flab y-fagnentimokat,

Ismert rekombinans DNS-technoldgidkkal cliensnyagok kGonbdxd formal dlithadk ¢fé [Winter &

¢t képezil, Bidaliithatunk pdidaul kimé-

N

Milston Mature 348, (1991 amely telies torjedelmében & kitanids rése
ra eflenanyagobat, amelyekben sz allat] erodettl lionanyag antigénkdd ﬁ(\mw;a s konstans domdnhng van
kaposniva (sd pelddnl Cabilly &5 musais 4 816 387 szamd amerikal egyvestilt dlanckbell seabadaimi feirdy;
amely wljcs worgedelnében & kitanitis tésedt kipent). Kinsdra ellenanyagok alkalmazdsa mérsékeliet az allag
eradetl ellonanyagok humdn kitndkal alkalomandsdval sl kivilion imownngdn vilasz,

Eisslithatunk tovabbd BAFP-Wepolipeptider vagy avask karsceptorait felismerd L humanizalt ellenanya-
gokat”, Hhumanizdlt clenanyagokosk Bként humdn IpGoszekoenciikat mrtalmazd Minwrakat nevesiink, ame~
Iyekbe @ speciiikus antigéakatdddsdn folelds rigidk vannak mezertdiva. Allatokat imramizaiunk # kivint anti-

génnel, & megfeiﬁi:’\ silenanyagokal izohifuk, de 3 varidhils gt specifibes antipgdnbdrddésdn folelds réswdt ol

@vcligak, Az allati crodetd anvigdoiin rdgiskst - meghlels poafcidhan - ohyan human clienanvaggénekbe kis

nozzuk, amelyekbol sz antigsakod régiskat eledley deletdlink. Humanizslt ollenanyagok alkalvwsisival mi-
simalizdlhatd ¢ hoteroldg (szaz  interspeeios’} seekveacidk alhalnasisa human cllenenvagokban, czalial, sz igy

kapott ellenanyagok kisebb valdszindséggel valisoak & bunuovilaszt » heselt egyénben.

Kilinbded osntilyt immuonglobulinokbé! aolil varidhills doménokat & humdn konstans doménokat
(CHI, CHZ, CHI) artalmasd, kiméra vagy unanizslt ellenanyagok Sirehozasdval oloallithatunk tovdbbs kil
Snbied oszdinl rekombindes clienanyagokat. Rekombindns (on eltallithatuak péidaal ndvelt antigénkstd va-

loneidit antigdnkstd helyet tartalinazd clenanyagokar fgy, hogy w2 antigdnddid helvet & humin konstans régid-

"T

kat hordozd vektorokbs kiSnozuk Hasd, Aralanadam S mesatc §, Exp, Med, § 339 {1893} amely telfce for-

iedelnmdben a kituniids rdsndt kdpanil

Ezen fel, funent rekombindne TNStechnoldgik alkabmaristval, a2 antipdnkaid helvek kdneidhen ta-
athatd aminosavak midositisival megvdhonabatiel sz ellenanyagok mtigdnictikel szemben sutaiott kibat
finitasdt, Homanizdlt clensnyagok antigénkéd affinitise megndvelherd molekudaris modeliezdsen alapulé
mutagenezis fechnoldgifval [Cuesn és natsals Proo. Natl, Acad. Soi (USA) 86, 10 028 (1980} amely telios ter

jedelmében a kitanitls résndt képeatl

2
[

Analdeok eléd

BAFF-H-analdgok ktlonbdzheinek a tormisretbon slifarduld BAFF-Ropolipeptitd! amincsav-szekvenci-

‘o

sfukban, vagy & seekvencist nem Sringd saidtsdnhas, vagy mindkettdhen. Szehvencidt nem &rintd madosias fo-

x. 1%

hetock piltdint 2 BAFER {o vive vagy i vie kdudad Glon etdad reddositdss, Szekvencidt nem drintd modesi-

1

tae nhet példaul, de madliiil, hogy igdayiinket & felsarolinkrs korlitdenink, scetiioxds, metineds, fossforilersds,
karboxilezds vagy ghikozifends.
Hyen analogak cldnvisen 3 BAFT-R L aroposdidszims seskvencianl egy vagy b konzervativ amino-

sav-szubsatitheiGhan kiildabded bloldginileg altfv fugmentomsi; vagy 3 BAFP-Hgandum ahtivitdsit mey vem

“

szilnterd egy vagy wbb nem-konservathy sminesav-szubsztitieidhan, delécidhan vagy inszercigban kiltnhded
bioldgiailay akiy fragmentamsd, Komrervatlv szabsatitdedd példdnd epy aminosav helvetesitédse mas, husonld

tulapdonsdzd amdnosaveal, Hyenek példinl w Kdvetkezsd osoportokon beliili szubsatittoialr valin, glichy glicly,
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alaning valin, fzcdencin, leucin; aszpaeaginsay, glutaminsay; aszparagiy, glotaming seerin, treonin; Hain, arginin;

és feniladanin, tHrosin

Alkainmasisl choidsdenk

A selioy hossedsagd RAFF-Rgén {2, seonociiGsedmi szekvencia) vagy anmak része alkaimarkat Hih
Skeids probaként oDNS-génkinyyide safirdsére, péidant 8 2. aronositdarimt BAFF-Rosnekvencidval kivint
suekvencisazonossigos muatd egysh géack azonositdsdra. BAFF-B-polipeptidet kododd nukiontidseekyvencidk

atkatmazhatdl ovibdhd hibridiztoids probaként @ BAFF-R-polipeptidet kidold gin tirkdpendedre, valaming ge-
netikai rendellenességet hordozd epyének gonetikal vizsgdfatdrs, Szficbvizsgdhtok dolgochaidk ki BAFF-R bip-

logial akeivitdsal uidoxd 16 hatdaoyagok seonneitisdra. Hlven saiirbvizsgdlatok thibbek kiuttt lehetévé teszik ke-

miai kK8nyvidrak asgy teliesiiményll selivdsdy, kilidndeen alkalmussd Wve arokat Kis molekud$ft gydeyzegeltt-

ek azonositdsdra. Hyom kis mclehuldk Iohotook saintotikes, sperves vagy szervetlen vegyviletelk, Hzen [el
BAFF-R-polipeptidet vagy annsk mddosiicedt formdl kddelé nuldeiosavak alkalmazhatdk transegenikes allatok-
ban vagy Anock end” {génkiltidet) llatokban, anelyek viszord folbasendihatdk terapidsan alkalmarhatd hatd-
zavagok kifeilesntdsére &5 selivdsére

A midv isueriziotek szorint, 3 ithndny cgy eifioyde megvaldsiast mddja ceoring @ widindny Brovit ke

2

Sude, dendriikug sejtek Sl indikalt Bsefiproliferacid és Bosepdéedn

pezik eliarasok B-seitprolifonions stivan
stimulflisdra, valandal immunglobaiintermelds stiouddilsdra valanely dllatbas, BAFF-R-polipepud alkalmaza-
saval; vagy B-seitprolifordcid kostimuliidsden, doodrittces sofivk. dltal indukalt B-septproliferdctd & Bosejtérds
keostimulalisara, valamint imomaglobulintoraxdds kostbmadsidsion valumely dllathan, BAFF-R-polipeptid &
xoti-T-silonanyag, CL40-lipandum vagy anii-CD40-Hgandom atkadmazivival. Szintdy o aldkmdny tdrgyst ké-
¥ elidrasok R-sejiprolifordetd paildstay, dondritihoy sejtek dltal fodokalt B-sejtproliferdeid és Brsejiseds git-
t4sdra, valamint a2 imoenglobulicterseis gitlicdra valamely datban, BAFF-R-polipeptid alkalmazasival.
A taldimdny gy tovabbi oilnyls megvaddeitdst mddin szerind, o welidmany thrgydt képezik elifrisok
BAFF-R alkalmazdsirs axotxunen belvgsdgek, mages vérayomds, sziv-éovadszert rendelloncssdgek, vessbe-
tegségek, Beejtes limfopratiforativ randelleoncesépel, tnununsapresaiv betegségek, szerviranseplanideds, gyl

laddsok &s HIV

erdads cdioata betegsdy kevelisdben, Ugyancesk o taldlmdny wegvét képoxik efjdrdsok hatd-

aavagok abhalmanicdra, BAFF-R d Bpandemn kst klosinhatde slial kzvetten jolitaddssal j4rd fmmma-
valase midosithedm, seopressadiising vagy megvilioztatiedsa.
A taddradny egy tovitbi olbnyds regvaltshtist média szerint, a taldlndny tirgyvit képeatk BAFF-R-poli-

peptidet €5 gydgyaszaiilag elfogadhaid kianyaget tartabmand gydgyaszati késxﬁmények. BAFF-R-poHpeptid-

det egyiitt alkaloarhatd hordesdamyagokanak Sy asek formulizdsdosk merteidsdt megpalilin paldiud az alabbi
szakirodaind helyen. "Renvington's Fharmmooutical Sclences™, 16. kiadde, Mack Pablifishing Co., szerk: Oslo

mitsad, {1980} Tipthusan, megfeleld monnyviségd pydpyisratiag sfogadbalé &b alkalmazank 3 készitnényben,
hogy annak otdnids voltdl biztositsuk. Hordendanyagobkdnt alkabuarhatunk példael pulfersket, poidaul fizio-
ogids sdoldatot, Ringer-oldated, dextedacddatot. As oldat pi-éndke elénytsen kiviitbelt) 3-8, clbnydsebben k-
riitbell 74-7 8, Az eonflicticken

tasst biztosits Rédszimdnyeket, pilddat saitivd hidrofoh polimerekbél foiepiiis szeraipenneabiitis bedgyaedanya-

Szakember

fedid, hordoadenpagoiként slkalmarhanmk o hardanyag clmdds flceabadu-

gokat, amalyek lehetuek fotmizot geivimanyok, poldsel Bposzdimsk, fmek vagy mikroréemeskék

".f

rodea wyibvdnvald, bogy egyes hordozdanyagel ~ példaul a beadds mddiatd! & « beadandé BAFF-Repolipep-

td koocentrdctdidtd! figgben - clfaviisehbek ichomek masslnal.
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A beadds tirtduhet gekealassal (pdidial ntovéndy, intraperitonedlis, szablutdn, ntranwszhalids injeke
Widssad), vagy rods iion, példhd infimdaldsaal, amely bistositia 2 hatdanyag hatdsos forndban ridnd behultatie
st vérdramba.

A nldimdny gyakorhtba vétele sordn - hacsak kifgjeretton mdsképp nerm ki4ik X ~ o techaika alldss
szerid ksmart seitbiologiad, sefftenvésaisdd, molakuling biolgind, milrobioldgia echnoldgiskat, rekombinans
DINS-technoldgidhat, profeinkémia & fmummoeligday fechaoldgidkas alkalmarank. Hyen technolégial fefrisa
megtalithatd 8 szabdrodatomban, Lisd példdal Mobecuke Clondng, A Laboratory Masual™, 2. kladas, szeck.
Sambrook, Fritech ¢ Mandatiy,, Cold Spring Herbor Laboratory Pross, Kew York (1988):; ,,DNA Cloning”, 1. &
I, kbtet, szerk Glover BN {1483) Oligomnclotid Synthesis”™, szerk: Gatt MJ (1984); Mhullis S¢ mutsais

4 683 185 szdrods smerikal vgyvesilt alfumokbelf szabadalmi lefeds, "Nudleie Acid Hydwidizatinn”, szerk.: Hame
BN & FMigging 844 8&} Hames B.D. & Higgins 8.1 Transoription and Translation {1884} "Cults

Aol Cally”, szeck Freshney B, Alag R, Liss, Ino. (1987} “Imamobilized Cells and Fozyroes”

{1988); A Practival Guide to Molecdlar Cloning”, szevk: Porbal B, {1884); "Methods e Faxvraclogy™ 184, &
185, i;;{'xteij, szerky Wa €¢ misal,, Academic Pross, New Ya)si%c; "Gene Transfor YVectors for Maowalan Oells,
senek: Maller JH. & Colos MP id Spring Harbor Laboratory (1987% "Tounarochenical Meathods 1w Col
and Molecwdar Bivtogy”, szerk. Mayw &5 Walker, Academic Pross, Lendon {1987); "Handbook of Experimental
Imenenlogy™, V. kitet, saerks Welr DM & Blackwell €O (1988) "Mantpulsting the Mouss Smbirva™,
Coddd Spring Harbor Laboratory Prons {1988},

A mitbmday szerimt megoldist @ tovithiskban a pontosabb érichmezhetSedy oélaba! Ronkedt megvaldsi-

tést példakon keresztll] kivanjuk szemidlotel, andlkill azonban, hogy igdnyviinket az tsmertetetiokrs korldtoz-
uk.

i példa

BAFE kitdddésének Kimutatdss BAFF-Repolipentidher, lomen vizegald slidvdssal

Ax alabbiakban BAFF BAFP-R-transefektal
mez vizagdls clidrasssl,

Telies hosszisigl humdn BAFE-R-sackver

seitekhez torténdt kttdddadnek vizsgdlatdl mevtegik o

3% REAR polA+ NS wapidn, 8 Superscipd] ;}:reainp-.iifgké~
cids készivt (Life Techuologles) alkalmanivdval diltottunk o8, « kapott cDONS-templiict 2 BAFF-R 3™~ 85 3
végi kédold szelovencidjvel komplomenter, Pial-belyet tartabomed Wnclnditck atkalmandsaval smplifikdingk. A
PUR~erméket THZ6%vekintha, 2 pUEP4 {InVirogerg cgy sedrmazéhaba Xidnoztuk, & kapott kidw g}.?ST:?-B:?«
Kidonsk novestik, BBNA-ént handn enbriondlis veseseiteket (2938BNA) olfottusd Shronsktinus], bevent

N

§ tvukd femenckey, den sefteket 2 pISTIZS KBI0nbO2S hiphdsainak afkalnandedval iipof’e.ktamixmai {Life Toch-
A58

i,
nodogies), vagy héttérkomrolikéng, CH28%-voktornd transzfekisivk. A ronsefekeidt kovetden 98 drival &
toxeszfchidl selteket szolthilis Sag-hBAFF (LRA-L283. aminosavak) kotdedre oeeteltiik e aidbbiak seoring, vae
famennyt nkubilis szobabomdradkivten firent. Kondivlondlt thpkdeaget szbvinak e a radlyedésskbél, 2 seite-
ket BHA-pafforrel {20 mmold HEPES pH=7.0% 0,5 mg/mel BEA; G, 1% NaNy) mostek, maid 0.5 pgiml, aldbbia-
kat tartalmazd PRS-pefferben highott FLAG-RBAFF-protetonel inbubdltuk: 1 mmal] MeCh, 1 mmold CaCly

¢ 1% NalNy, Bgy drdg okabicdd elteitdvel, 3 BAFF—proteint tartalmass oldatol eltdeniitottak, &y a sejteket

g

BHA-val mdtetien ool Basde, & sefteket 30 percig, 1 pefod M2 joladsd anb-FLAG moachionalis ellena-

uyagot {Nigma} tartainazd PRS-putforbes nbubiitek. Tat az oldatot v eltdvolicttuk, & a sejteket BHA-
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pufferrel mostuk. Bzt kibvetben, &« seiieket 38 percig, alkalibes fosefutdnzal bonjugalt, keoskéhen termelt anti-
cgér FeG-Flaby' 2 (Jackson Immune Rosearcl) 13000 highdsi oldatéval duebdimk. Bat az oldatot fesziviuk, &

a sejteket BHAval mostuk. Az endogdn alkalikus fussatan }c coldiéock betadhatd hitdrioaddés ostikentéedre

2.3 ol kongengrictéfd, ax aldbbi Sesastdteldt pufferben oldmt levamisotban {Vector La-

horatories) inkabdlind: 100 sumel] Matll

(¢ wmrandd Tete-CF (pt=R,5Y, § mamol Mgl Ax alladilus fosefataz
kromogdn kimetatisin sz inhibitor olduot eltdvolitottuk, & 3 sejteket Tfass red” 8 nafol-fosefie {(Fierce) olda-

shval inkubilok. A festéddl slacsony nagyitds mellett, mibrosaldppal megfigyelitl & lefdnvidpartil,

RS

2

A Vst red” fosiéh lerakdding vadumennyl BAFF-Reexpresszdld plasndddal, azar pI¥

$3S-plazmiddal
wansefekialt mélyedéshen meefigyelhed volt Neyw volt fearddds dsrlethetd o kontroll vebtormal, azas TH2E-
vekiomal transzfekid®t sejtekben. Akkor sewm volt featddés Kimutathatd a tanszfektdl sejtekbern, b a PLAG-
hBAFF-protetnt Mibagytuk & fosidst olidrashal, vagy Ba a ag-BBAFF proteint mis, ngyaresak THE-csalddba

tartord hgandumml, példaad FLAG-cimbével clidtott LIGH T-proteine] helvettosfienitk.

2 piida

BAFF kirddds vizapdiata BAYF-B transefelash seiickher FAUS -analisissel

Ebbere 3 példdban BAFY budddadnek vizsgalutat fsmertetitk RAFF-R-iransafokials soitekhes, FACS-
analizissel,
A teljen hossadsdgd BAPE-R-proteint kodold plaznsidot, a pISTI S-plasmider, 293ERNA-seftohbe

wansafekiitok FuGened (Boshringer Mannhein) alkalmeziséval A transzfekelt kéverden 24-48 drdval a sei-

teket PBS-ben oldott § morol] EDTA alkalmezdsival eltdvolitoituk & lemend, & megszimoltd, A sejtehet
FACS-pafferrel {10% 08l borpzdmpot, §,1% Nadz-t & 10 paiml bipG-t Jackson Ressarch) tartalmand
PRS-sel] kétszer mostk, majd 1 dvdndt, 2.5x10° sejtet inkubéitank igen, FACS -puffechen, 90037 vgdnd kon-
comirdcidban obdott FLAG-HBATFprotedanel. A& sejtcket FACS puiferrel mostui, £ 30 percig, 5 ggfal M2 jel-
26t mat-FLAG monokiondlis elleoanvaggal inkohdlnl jégen. & sejteket FACS-pufferre] mostuk, &5 30 peraig,
ey a kévelkeed duseeidtelt oldatban inkubdbuk: Rephyooeryvtbryonel konjugdlt, seamirban tormell ant-egér

IoG-Fiab 2 1ID avdayban hgitea: 1D pe/nmd A&, Miotdn a asjicket FAUS-pufforrel mostuk, 1% parator-

maldehidet tartalmard FACS-pufferben szuszpendibiuk. FACS analieist végertlink, amelynél a T-AADpozitiy

szertnt, 3 BAFF-R-trancafokalt seitek egy része képes BATF-proteinhes

kotddnl. Kilene (9} up/ml BAFF -koncentrdotd mollelt » sejtek mintepy 28% -2 kit BAFF-proteing, 368 adagos

fhorssrocnciaintenaitdssal {mesn Feorsscencs intensiny™, MEFLL Nom volt jelonids sliolédas ve exfigyethetd «
sefick fheoreseoenciijiban alkos, axiker 2 samérban feonelt, PEjolal anti-epér reagenst epyvmagiban alkal

£

maziede, Ekbor, osak @ sepek 10%-ndl nedrfink 33,58y kit MFRértsket, 85 a2

deszes saft dtfaga 5.5 voll A
BAFT-R-tramzfeltdlt seftek altal Kiboesdtont jei ostlikend koncontrackiit BAFF alkalanzasseal kithrdlodoi,

Loe &

Sede (100) ng'mi BAFF alkalmazdsakor, 2 sejtek 5,7%-4nd] baptunk 78 8-e5 MFI-éridket.

3. pelda

BAFF/RAPP-E bdlcsSuhatds FACSan

S

ikslmazdsa mellett
Az alibbi pldaban BAFE hoildéssnek visvgilatdt famerteliik BAFF-R-proteint kodolé plazmiddal s

GFP-ripoterplanmtddal kotrensefelidit seitekbes.

dow
v
R0

o
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A ZOIEBNA-sopoket pISTSS plazaidiad & GFPriponterplormiddal ansefekidiok a 2. példiban -

mericiatiel seoriot. A dperrplazntd menbristoe ehorgonyrott GFPmolekaldt kddol A& k& plaemid ko-
transzfekeidjdval megvizsgsituk, hogy @ trapszfekialt sgitek madyen szdzalékban képesck BAFF-protsint ki,
A seiteket eltdvolltomuk a fomenrdl, s szokat o 2. példdban ismuorteleitek szeri BAFF-kotdest viesgdlatnak
vieltitk alg, majd Kboutatuk a kowdsst. Ebben a2 csetben Is T-ADD- albabmariunk az elpesatall sopek anadt

Zishal thrdnd kizdedsdra. A mintdkat FAUS-analizisnck vetetiith ald, & eredodnveinket grafikonon dbrdzolnk.

A jobl foled negyad kdpvisell « BAFF-A&G (phycoeryihrin porith} & GERP-expromszald sejtehet,
Bar ‘iig_, aik, sem adepnik SFP-expreonedlo sopt kit BAFY -proteist, a seitek szigniiihany rdaze kép-

viselterl magdt & jobb foled negyedben a kontrolthor kdpest. A transefeladlt sefiek hirom-negyed része jolent

meg 3 jobb foled wegyedben, a kontroll oxetdben tapatztalt § sedraiékbor kdpest. Lehetséges, hogy bizonyos
szinth BAFF-B-cxpresseid salihndges ¥ BAFF-Kat Mépessdgdnek kifpferddésdher. Lehotadges azis, hogy

nagy affinitdst kolostnhatds iémjﬁt!ﬁéhe:{ k&res:.ems:»rm van seiksdg, €s oz 9 receptor a Korldloxd tényesd 3
QBIPBNA-sejtcken.

4, ;aé‘f&e‘z

iszieinben gazday Jomdnidt {URD) huinan

FF-ReFo - a BAFE-R ¢

{5} Po-domdnidwal Srstonditaten artelmand nolekela - kiutd specifikes MlosBahatds Srafinst szomldlistiik,

A BAFYF CRD-doménid@ RTU-PCR-eljfdrdssal Stliwostak o8 az 1, példdben iamentetottek azering, BIAB

polACENS alapidy, 37 Rocindite 37 Kacindipként a hBAFF-R kddold seekvencin 132-152. nukieotidiatval

komplementer oligonukicotid alkabmardsival. A kapott PCR-fagnennmot CHIN-plazmidba Kidnoatuk x

sger fgG kappa szignalszelvenciajdté] 37, a hu IgQ Fo-ogysdedtdl 37-irdnyvba. Bzt a konstrukoidt pdST338-plaz-

2

sudnek veveztik, A pISTI38 vagy CG269-konstrukeidkkkal, Ypofokiamin oljdrassal 283ERNA-sejteket iranss-

Y

fekualtunk. A wansziekeldt kdvetden 20 Srdval bondiviondlt tiphdreget & soltovivakfumnt gylijiodink, A sejt
ket 20 memol/t Tris (pH=7.3), 50 monol Nal, 85955 NP0 &5 0,59 dezoxikolsay Sesxetétell pulfer alkahuaed-

saval Hedltaruk, <8 a Woacitkey conirifugdlissal eltdvolitotiuk. A kondiciondlt wpkdeeg &5 & sejtextrakaum egy

Harassal sedteglasaowd,
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cgant xS0 redakdld pudforrel elegyitetitik, forraltuk, SDS-PAGE-¢

&5 2 komponenseket Western-blot eijdrdesal mombrdnes vitk 8t AL oxpressuid igazolisdrs, a membrant 3¢
4 L
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s?
1

S

3%

cig, szobahdmdradkicten, tormaperoxiddzzal (HRP) konjugdll, cgdroredetit anti-hurmdn 190 B:3000 higidsh
oldaidval drintkeetettik 3% ssintahaiion tejpot tartalmass TRYT-paferben, maid TRST-pudfferrs! mostuk. &
blotickat ECL-wel Biviak o6 {Amersham), ée fhure exponddiuk.

Az tnwmmprectpitaodt oly mddon végestik, bogy 1 ovdn &, 4°Ceon, 28 ng Hag-hBAFF- vagy fag-

FTWEAK-protein inkubiltenk rdesids mellett 4.3 md torfogatd, pISTSAS- vagy CHI 60 plammiddal transzfelualt
HIEBNAseitekbS] nvert kondiviondlt tdphdzegrel, mugd ehhez 3¢ 1l ProteinA-Sepharose (Fharmacta) gydne

&2

gydket adtunk, 83 a vheatdst ey Shwabin & folyisituk. & Prolcind-Repharose gydugydket PBS-pufforrel kétsaer

moshd, IXSDS radukald pulferben sausependdlinl, SDR-PAGE-elektrofordnist &5 Westerblo

o

botickat 1 dvin &, seobakbmérséhioten, § wrmi, M2 anti-Hag monoldondfis ellenaivagpal fnkubaliuk %% s

e

alanitont feiport fartalmasd TRET-pufferben, 4 3 blotiokat TBST-pufforrel mostek, & 30 pereip, sanba-

hbmdrsdkicten, keoskehen tormel, HRP-konjugdlt aoti-opdr-1gG Jackson Inmvauoresearch)y 13000 ghasd ok
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1

datbval indebdliuk 5% ceivtalanitott tejport taralmazd TBST.pufferben, A blotiokat ECLvel Mvtuk <6

{ Amersham), & Hlmree expondbiuk,

N

Az egirben fermelt anti-bumdn Igh {lacikson hmmunoresearch) alkalnazdsdval végzett Westenvbiot
analizis szorint, 3 203EBNA~seftek pISTS B plazniddal 1rtéad wansefekidldss ogy karittheliyl 43 kDa poisin
expressrdldsit erodmdoyere ndnd 3 seitexiraktershan, mind 2 kondiviond!t Spkdzeghen, amd arva wial, hogy s
BAFF-R-Fo flzide protein hutdhonvan expressadbddadt Sy szakratdiddon.
As imenonnprecipiifatokban, csak BAFER-Fo &y Rap-HBAFE opvin inkubiliesdt kbvetden volt ¢
vepfigveiietd, Bz ool egviitt vandorolt & gilre kzvethondd felvitt flag-hBAF axintaval, A 186b sdvokon

nent volt jol megfigyethetd, i szt jolenty, hogy 3 BAFF-RFo & Hag-hBAFF kzi kilosdnhatds specifikus.

<

humdn reoeptor exibrascliuk

Human organizmusban alkalvazhatd weeptorinhibitor {Srehozdsdbas i3

doménjdt kédold cBNS-cavkvenciira lonve seiiiséotnk. Amennyiben sz egéreredett forma szckvenciiia ismen,
human oDNS-géokonyvidat seiivhesink gz egéroredetll ¢DNS-szekvencia slkalmazdsdvaly dlven elidrdsokat
spokdsosan aikaluaenak a praboriathan, Hundn <DXNS-szekvencia ismeretdhen, Mocindlid oligomitbientidokat
tervnzhetlink & reoeptor extraneiolins dondnidnek PCR-amplitthaldsdrs o tronsamembrin & intrscefbedaris do-

mdn nelil Tipikusan, o atolsd, disenlfidbiddal SesrekSidtt JINF-domén” & a wansemembrindomsn kdant

aminosav-szekvencis Winyond réezdy athalmazzal. & avélrépid™ hossza a szoldbilis receptor hawdkonysiginak

D

optimalizéiisy drdekeben valtoztathatd, Az gy kapott, smphifikalt darabat Gy modosithatiuk, hogy meghleld

LB

restrikeiie helyvelet aratmazron Kilinbord Cerminglis Tg feids kiméra vekiorokba gindud kidncetshoz. Bl-

sichatunk Gry s, hogy stopseipndll nezendiunk & 3 végre, &y ax Iy Hizids kimdra meghiizelids! mdd afkalma-
~ oy '’

zisa nethd] itk 210 3 receplor szolibilis formafée A ‘e;ag}ctt vekior a bictechnoidgidban alkaloazeit logidbh
rendszerbe inscertithatiuk, poidiel Slesrilbe, rovarseilekbe, bakidriuniokba &8 amids seitekbe; valomeunyt ex-
prossxids tpusra tnldhmk példakat a szakirodalomban,

A Konstrukeiokhoz kaldnbdzd humdsn Fo-doménokat kaposolbatunk az FeR s horuplement kizti kb
cafnhatésok optimelizaldsirs vagy Kikiiszobdidsdre, Mix olfdrds seenint, ar FoR-donednok mumtdcidval mddogd-
tott formait alkalmarhatjuk az FoR vagy komplement kdlosdnhatdsok seslekity kikdzedb&léedre, vagy a2z K-
kOtéstl cukrok Fo-doowdnbor tindnd kapesolodisinak megsntintetdsére, amely elidrisok bizonyus ollnydhkel

jarhatnak.

-
& pelda

AzomiMg vagy attasouniste slievanvazok elballitdss

iz

A font inmertetelt ssolthilly recoptorformakkal egeret tmmendzallaiund, & szokasoy elfdrdankial

X

monoklondlis ellenanyagokat @lithatmk ol Az BLISA-cljdriaal azonositon mab-kat szolibiliy sllensayap-

chként vagy nuianyagon imnobilizal eéimmyagtski\'ém wudbh solivhetiih agonista akiivitdera, kKifdobdzd in

%

vites sefies vizsgdld olifricokbal, A BT%-wivonal puscitlistoak bimuatdss dhaldbon megleleld rendseer,

v szarons, TNFrreosptorow kemsatid Srvinysid jelitadds dradkeny indikitora. Ha ex & seftvona! nens hor-

.

dozza a kérdéses receptont, & telies hosszdsdgh recepior stabilan warwzfokidihatd @ HT2%seftvonalby, lehetdvd

féve 3 cltotoxicitds vizsgald oiideds alkaboueisit. Mis olidrds veering, dyen veitek sikalmashatdk a Oytosensor

D
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1,

kéazlilckben, amelivel moghatirarhatd, bogy a receptor alitbvdlisa kivili-e jelitadds megtdriéntére wials pH-

valiozast. A THF-csaladba tarfosd receptorclion keresziitll jelatadis 106 mihadik fyen formitumban, 8 az efja-
rashoz vem szthséges « receptor altal ivilion binldgial esensdnvek pontos lumerete. Az sgonista niAb-k klini-
kai alkalmazds odlides hamanizgthatdk™, B ax oljdrds anlagonista mab-k axonositisien s aikalmarhatd. Hven
nrAb-k az sgomista abtivitds hidays &s receptor-ligandum kdlcadnhatist gatld képosségiih alapjan sronosithatdk
BLISA~cljdrdnsal, seokdsos kdthddst vizspalattal vagy Bldcore efjdrdssal. Vg, selicdviosgdlat alapiit képez

heti kemokinszekeécid agonista cllensayapgsl thridnd Kivahdse bHi0ndEz0 sejteiben,

7 ndids
N &yt iiad

Szirds arscepior-ligandum k

sanbatds satiisdrn

A receptor-Tg fizids protein abiabmaedsival kombbatorikus kdnyvidrak safivheték a receplorhor kéirvet-

teredit kotddad képes moleknldk reonosiidsdra. Ezek o molekelitk BLISA tipust vizsgdlatiad, a receptor-Ig fimids

protels €3 a Bgandom szofibilis femapinak alkabnardsival feantelhetdl o receptor-ligandum k&lovdnhatast gat-
1 képességre. Az BLIRA-eljardssal kilbabdud tormsszetes termsk kinyvidrak, sth. kdzvetlenit sefichetdk gatle
hatasd vegyilotek azonositaséra. A receptor sejtvoralba, példaal 3 HT2%vonalbe transefcktdthatl, midital salt-

rovizsgdlar alapial képezd boldgial vizsgald elidrdst {ehben az exetben Cliotoxicitdst viesgald clidrdst) fojles

hetink ki,

8. pelda

A BAFF.R-1gG Boseitek sadminak cobldiendsét erodménvest normélis eperekben

Nyolo betes nistdny BALR/ c-egercket szereatlink be o, The Tackson Laboratory™ (Bar Harbor, ME} b
wzetdbdl. Az eperek {csuporimként 3} introperitonedlisan {ip) PBS-, 400 pg humdn BAFF-R-hulgGl
(RBAFF-R-Ig) fGzids proteint {Teresa Cachero, Biogen) vagy 400 e dsztitot humbn IgG-t (Hulz() (Sandoz,
Bazel, Sviin) kaptak 2 -8, -5, -1 88 +2. napokon. Ax egerek 100 ud 10%-0x birka vBrbsvérsejtet (SRBC) kap-
tak a . sapon. {Colordo Senmor Company, Beaver, COY

Az allatok elpusztitisakor smivpunkeidval, EDT- tartalmaad csdvekbe vért vattlink, & a virdavérsejteket
hipotdndds puiferre] Heiltattuk. EDTA nom-tactalmand cedvekbe s vettink vént, szénamy nyerdsére. Kitldaglle

]
1

seiteket tartalmazd sausepenaidt stk ¢l Kpbl & merenterialis ayirckesomdakbal (MLNY, 85 3 virdavée-
seiteket bipotdnids puffoerel Hedliattek, Aramdisos citometrids vizsglatos végezilink PE-honjugadlt antd-
CRMSR/BR20, anti-syndecan’CINAS & aatt-BT.2, valormnt FETC Konjugdlt anti-ighd &6 anti-CDESR/B224 al-
kaloramiscdval. Valomennyl maAb-t 2 Phacmiogen {San Diego, CAY céotdl srerezntik be, Roviden, Fo-receptorokat
15 pere alatt, 10 ugfel Fo Block” (Pharmingen) atkalmasdsdval {Sgen blokkobmk, majd PE-~ & FITC konjugiit
mAb-ket sdmnk hozed, & 20-30 percig jSpen inkubdlhaok. Sejtehet epyszer mosbwk, & 0.5 pars-
formaidehidben sruszpendiitunk. Seitflncresscencia adatokat FACSCalibud™ framidsos chiométerrel (Becton
Dickinson, San Jose, UA) batdroztunk meg, & UELLQues™ programesomay (Becton Dickinson) alkalmaza-
s&val snshizdink

HRAFF-R-Ig-vel tdrént kezeldst kvetfen, kirtlbeliyl 50%-kal cudkkent a B-scitck szdea 2 perifénds

i)

vérben &5 & vizegalt perifinds nyirokszervekben. A B220™ P IgM™ Boscitel a sejtek 23,4%8t ds 21, 5%-4t totidk

< a PBS-vel kezelt &¢ HulgG-kereht cgerekben, mig ez a populicid esak sefiek §.9%-4 képviselte o hBAFP-R-

Ig-kezelt cgerekben. A plozmaseltek (indecsn’CDI3%+) sedma szintdn wdesélelion osdkkent; exsk a sejiek
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»
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A Kpben, a B22

18,8% volf, sromben ¢ PBS-sed kewelt

kel Er g osdklens

A iépben, nem volt viltozas kivwathatd az ionnan képatidtn, RI26™ gk

natkozd adatoRat nem flintsttk &), A plaamasejtek {xodecan/CDEIRS)

O

cont; ozek 8 sojiek 3,33
Kép

volt a hBAFF -Redg-konclt ogorckben, wofg 28,7% & I58% & PBY el keaslt &

ményeinketa §

%A tiblazat

A Boseitpopuldctd ardaya 3 hBAFF-R-Ig-

&5 4, 8%ra eropthedett g B220+-agiic

%A tdbidratban D

okben, A PBS-sel heeslt & HolgG-keaedt ogorek o

ber, mi

ootk

&3

X

%G &8 4, 8%-8t toirék ki » PBSssl keaslt &5 HulgG-kevelt o
a hBAFF-R-Ig-kezsls ogors

éx HalpG-keselt oporek

s mind az IgM™® mind sz g™

aadtdhen,

8"

rere

0™ Bosetek szama jolontdsen esthkent a hBAFF-R-Ig-k

" szubpopnldctd esctdben meg

{33&

B

rok vérdben, mig a sejiek

setdhen, a §7.

20+ RBeseitek szanm;

eaxo 08 VXX * ewNX
v % e %
x X%e % Akx
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% 3,9%-@

1

képviseitsk

P

Z-wolekoldd axdnya

mig szok samie 1.9% volt 1 RBAFF-R-Ig-kezelt cperckben.

zelt cgorckben; szok ardny

>

PBS- & HalpGokerelt cgerelben

s Hufel-kezeh cgerekben

csetéhen ;agm:::«:ta?t 38,7305 &5 40%e-ns sainteke
figveihond valt (Jasd 8.4 dbm).
Hesoptpopulicichan {az arre va-
sebme apvancesk mdnsdkelten osdke
gt 65 T A4-81 tedtdl bl PES-col hensll & HulgGoheasll egerekben, mig a sejtek 2,8%-&t
Aceltdk a hRBAFF-R-lg-kezelt aperek

A MINban Goorenicnidhis ny

rrekosormolban), oséhkent & B2 weok ardnva 14,1%%
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REAFF Rg

: Az cgereket ax anyagok & mddsssrek wmentetdse kapesdn nuk fe, az adutokat szizalékban adudk meg
Heostandard tsitérés}\

BRAFR-R- g«-kszeit

~sejtek cebkient sedealtkos arinya 2 MBRAFF-R-fg-kerch epevek vérdhen & & plazmaseitekd 8

k vérdten & pdber g SRBC-kiel asnd inwwmizéciot kdvetden area utal, hogy

exerek

ek olimindoidia. Antigén

étolt | Beosejtalsivilds Safvagy Reseitdeds, s potencidlisan folonott az aktividt Brsej

.

géostiraudusra, ebban ax excthen SRBC-stiran-

sdvethur dven nagyrndndkben cabkkentete a Boagjtek

Szaldhe aliivalodik €3 valasae] an

spectiias Bsgitel igen Ky

foara, Mivel 3 ABAFE-R-Ip-korelds valamennyi vize

aranydt, 3 hBAPE-R-Ig-aktivites mintegy 30062 ogyinal oélspecifikuy mvugd, Sratt Bosgjtek jeloniéiének md-

hatd be.
Arra a kvothestetéore futothnk nhdt, bogy & BAFF-B Bizidy proteiy terdpiss hatdanyagként alkalmas-

Batd # klinthomban, B-sejtek dltal KBavetiiott betogsdpek kerelésdre, Azok alkabrazdsdnak ohetbsége flmerit

audnivomun betegségekben, példinl saisstémay fupus eryihematosus, myasthenia gravis, auicimman haemoliti-
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kus ansemia, idiopatide Hrombooviopendds parpurs, anti-foszichipid szindedmss, Chagas-kdr, Graves-hotopsd
B » B i b

Wogener-granuloneatosts, polyarteritis nndesa €8 gyorsan progredidld glomendonephritis kezelésdbon A terdpi-
¥ & PO g &

ds hatdanyag athalmazhald tovibbd plazmasetelet drintd rendellonességekben, példinl myeloma mudtiplexben,

Waldenstrom malroglobulinoinidban, ochdriine-betegséghen, valamint eletdleges vapy inmmmmassrocialt ami
pa) o t> 0 oM

loiddnts ¢y lameretlen eradetdl monoklondlis gammopathia {MGUS) betogségekien. & forti hatdanyag sziniés

alkaimarhato vokeldgial betegaégekben, példied Beseptes tarcindmakhan, lakdmiskhan & Imfouikban,
o b O

9 peifda

BAFY dhal indubah B-seitorolifericid én wiro odtldsa seoliy

s BAFE-R alkalm

Az alibbiakban annak hizonyRdsat famertetidk, bogy 8 saolibilis BAFF-R HgG Simids protein képss
BAFF dlal indukalk Brssitproliferdold gitthedra cgdr Bysajickben.

y

Ballvc-egerekbil egér ipseieket (3x10

TR

sejtml} teoldfunk, & ok 98 fyekd lemezeken, 1001, 10%
fHrdliy boyjiszérammal GRHE}, 2 mmol ghuiamional, 100 egységimd peniciliinnel 8 100 pg/nyd streptonnyeinnel

kiegdszitett RPMI-tdpkézegbon (Life Techodlogies) inkubdliok. Ezutdn, kilonhint mennyiséel hunds RAFE-

proteint, 10 pg/od humdan BAFF-RabigS] {daids proteisd vagy haman Tg-, valamint 10 pgfnl, ogér foleaini p
neldrlane eflord «lenargraget {Jackson Imomme Research) adtmk o scjtekbeor, Mividn » softeket 4% Sode &,

Ay g N ‘y . ol £ i . N N R YEYRVA 3R o ¥ e e
FPC-on inkubdituk, 24 doiw 4t L piftyok [medl-"Hidmidinnel (Dupont NEN) bkdsszerten kemshiih, &5 Tom-

{Orangs, &7

3 atkalmardsdval Ssszegyliititilk. A radicakiivitist Betaplate olvaddhesnintiidrorban
{Pharmaaca Biotech) mdrtiik fe

A B, dhran a epseitproliferacids vizsgdlat eredmsoyeit dbrizoliuk. Az Shrin as cadr Kpsejtekbe bedpitlt
percenkéntt hetidssadmot (UPM) abrizoliuk 3 hozsiadott humin BAFF.reagens mennyisépdvel szemben, Az

arti-py, Redds protein vagy kontroll higG szinge allvadd, 1D wefodl volt. & «Btét ndgyretak a oxak RAFF il in-

dukal profiferdcisd ssingét képvisclik. & sHtét kirBk BAFFE & anti-y horeiadiedval kivaliol seitproliferieidt o
girbe & BAPF-RUhlpgGIRAFE &8 ant-g, valundint BAFF-Roblai hoz-
wdndisakor meglfigyethetd pdtldst képviseli, & vl

Fist

fentik. A vildgos héronwedgekked §

gos rombusz 2 kontroll humds lg horsddisakor éealeldt g

elenti.

By
¥
&

BAFY 4¢ anti-p howzdadiss sz egdy Ipsejiek profifericitpgt credméoyezte {n vibre. A seitckbe badpiit
*H-timidin o seintje jelentdsen meghaladia azt a szintef, mmelyet akkor merntink, amikor osak BAFF vagy osak
anti- bett hozedadva a idpeejtekbez. A Kpsejick kezeldse osak BAFF polipeptiddet csalt igen magas koneanind-

10K alkalmazasiod] eredményeric "H-thmidin hedpiilésdt, Amikor 10 ug/nd kontrofl umin {p-t adtunk o pses-

ekhez nidvelvd mennvisdgl BAFF & 10 pgfnnd anti~-g foloniéishen, a polifecicid sointe mérdhelion casfldkent,

Leael sermben, amikor 10 pp/m! humdn BAFF-RiEIgGT feids proteiat adtunk 8 vizsgilat rondszerhez 2 fontd

53

korittményokkel megegyerd kimbndnyel vellon, & prolifericis méndke 3 osak BAFF-polipeptiddsl tiorisnd ke-

zelest kverteon megfigyelhetd seintre eatikent. Bz am jelonti, hogy o BAFF RildgGl fizids protein képes gé-

O

X

Y pseitek proliferact

3

w3 BAFF- &g anti-p-
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Ebben a pldaban axt mutatiuk be, hogy BAFE «l0inkubidaca BAFE-R:hlg(31 Suzids proteinne! osdhkentt
a BAFF kindddsdt Rajt B-sepey bnlbmassjivonal sejtjedes.

Az alébbi FACS-anslizisben, 200 ng/im] FLAG-cimkénet lumdn RAFF-proteint inkubditunk 216 30 per-
cig, Kger hundn BAFF-Rbip(Gi fteide protoinnel vagy humdn LTRERIpG] fiwids prowionel 20-39 ngfmd
ko m:;ra‘ic:i(’smﬂnmé{zyt &tfedd kettes higiidst sor aliabmnadsdval, vagy f2ids protein hozrdadisa nelkgl &z
inkubaist ax aldhbi Besperstell FACS-pufferben végertik Ca¥'s & Mg® -mentes FRS; 10% FOS (JRWY, é8

0,05/ ndriurn-azid. A proinkebdldst koveiden, 3 BAFF - fixids protoin elegyvet 3x10% Rail (ATCO) sejvmi

snuszpenzicher adtak. Hay ax inkebdldst 30 percls, Moen végentiik, maid a seitekst 4°C-on, 2 ad FACS-

pufforrel orostuk. A kowddon BAFF kinustatdsdra, 3 pgiod M2 ani-FLAG-elloranyagos (Sigmal adtunk 3 agj-
tekhez, &5 anvkat 30 perelg, Bron nkobdliuk. A sejtelet & fort lamerteteitek szerind famét mostuk, nagid 30 pay-
cig PE-kongugdlt, sramdcban tormelt anti-egde-lg {Jackson Immuan Research) 1100 highdst oldadvad gen
mkubdluk, Mivtdn a sejeket FACS-pufieorrel 1ot mosnk, %08 paraformaldehiddel Sxaliok, é¢ FACS®

{Becton Dickinson and Co) kdszitlékbed analizaltak,
AR dbrin e BATFT gatlasl wirsgidat eredmbnyveit dbrizolude Az abrin a BAFF Raji-seitekberz tinténd ki~

tédésdnek TACR&-analizise ocdn lentvasow MFT {adagos fhroreszosnciainienziids) snidkeket abrdzolmk. A si-

1€t négyactek dhal képviselt adamtokar Ggy koptdl, hogy 3 seitekhez Wrdnd WOridesy megetbaden a humdn
BAFP-RidgGl Ruids proterat BAFF -proteianed eléiokubilk. A kOrdikel jelzett glirhe sy nem-specifibus H-

zids profein ~ bamdn LTERBIpG! - BAFP-profeinbes ©drténd bozzdaddsival kapott svedmeényveket képvisel, Az
X-tengetyen o sajtekloe] Wridnd mbkobdldst mogelbabon 200 ng/mi BAFFproteinher adott fizids protein meny-
nyisdgdt feltitk

Amennyiben oiizstesen nom inkubiltenk fids proteiny a humdn BAFF -proteinnel, & minta 4tlagos Huc-
reszcencratntonsitds (MEFD 8 volt. Amdkor & vizsgilator megelinden humén LTSRS Saids proteing ioku-

bittunk BAFF-proteionel, még 20 pgiml kencentrdoiond! sem viltozoft a BAFE koidddse Raji-seitekbar. Ami-

kor gzonban humdn BAFF-RoipGl fazids proteint inkubdliusk olé BAFFproteionel, s MEY midr 625 ng/mi §5-
zids protein koncontrdcking] jelentdsen osilkent, 20-25-0x énidkee. A hittér MPL-értck cbben a kisérletben

voit, A BAFF-Bigi] fazids protein tehat ipon butskonvan blakkola 2 BAFT Mitdssét Raji B-seftekhez
terg i - A K

i1 példe
BATY-R.ieG merashili a tupus seeelt avtownmen rendelienceséocket wanszeenikuy sgerekben
Elben a peldaban BAFF-Ruiy pertlénds B-sejipopalictot estikentd, valamint i8pnagyobbodas 8s nephri-

5

tis kinlakulbeat gatdd hatdedt i:mfififi%‘ijﬁii.
A kisériothben & honapos BAFY tansegentkus {Te) epeveket {CSTBLAE) & korban egyvezd alomitdrsatkn
alkabuaztuk. A BAFF-Te-cgorskndl imfocitarendeliencsstzek Ipnek fol, s azokra seisziémds lupus srythena-

tesug oseichen megfigvelhetdhis husondd autolvmmn fonoitpus jellomazd [Mackay &5 misai. (19993 Exa firo-

Hpus @ perifénids S-—e;ejg}csgmiécié- advelodisdben, vron badill, Stracustd T {T1) &8 2 (T2}, drett (M), margindlis
2o {MF} és COP g™ Bosejtel sodmanak ndvekedésdben nyilvams meg,

Az egembet 8 8,4, 7., 1L, 14, 18, 28,

3. oepoken mtraperiionedlisan {Lp) PRS-sel,
400 pg vszifictt humén fgG-vel (Mg (Sandez, Blzel, Svijed (3 sgéricsoport) vagy 400 pg CHO-eredett hurasn

RAFF-R-hufpG ] (hBOMA-g) fizids proteinnel keneltiik, 65 5 40, napon etk
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Az dHatok elpusstitécakor fendrtih o lépek Somepdl, & & vBrdsvérsaiiek hipowdnids pufforre]l Brdnd

N
Y

tizaltatdsdt kdverben kilondly sejteket relhmass szuszponzidkat kéazitatiink. Aramiisos sitometrids axalisiet

végentiink FITC-konjugdlt anti-CR2WODZS, PE-hondugalt ant-fgh & ant-OB, clivkrdm-konjuglt ant-

CDASR/BI20 &5 biotn-konjugdlt anti TgM atkalmazacdval, YValamennyi mAb 8 Pharmingen ofgd! szdonazott.
{San Digge, CA) Bdviden, Fe-rceeptorakat 10 pere afatt, 10 gg/ml LFo Blook™ (Pharmingen) alkalmandsdval i~
gen blokkolunk, mugd Motn-boniugdlt wab-cBenmyagokat adtund hozed, & 30 percig iépen inkubiltunk. A

seiteket egyszer msivk, mwgd FITC

&83 -, PE-, citokedme-horgugdlt madb-cllconuyagokay, streptavidin ARCvet &
Wpgind FC Block reageost adumk boraiink: Mivtdn » softcker 30 porcig jégen mltabaluk, sgyseer mestik, &g
8,5% pamformaldebidben ssuszpenddbuk. Sejflucreszeencia adatokat FAUSCalibe™ dramlisos cifomedterrel
{Becton Dickinvon, San lose, C4) hatfroztunk meg, & CRLLGuest™ programesomsag {Beocton Dickinson) al-
kahmazdsdval analizabiunk,

Vizclctanalizia csetén, ¢ profoinek jeleniését  Multistix 10 8G™ reagensosik {Bayer Corp., Diagnostios
Diviston} athabmezdsdval mdetith egénvizelotben

Eredndmveinket 3 11.4 88 118 idblazatokban, az alabblakban dssregestik.

Es

Teljes sejtseden penként (107
BAFF Tg egerek T3 Tl M Erett
IAE2Y 24 18 3 o1
R1nE33 i4 38 1e

RIGESs | 24 19 130

2l

Atlag 1326 24+-6 1687 P41

Afomtdrs konteolich:

§16E2 53 58 3 73
RI16E4 24 37 44

3GHL20

Hivons Bdnapes E:W"i Tg~agerek (=3} &5 korban egyezd alomtdrsail (=2} pdt iroldfnd, &8 FPACK-

Atlag 3892 § 81 5

analizispek vetettiik ald a font smevtotottek soerint, & T, T3, M- & MZ-seiteket s kivetkeed felezind marke-

rek expresszidia alaphin ssonosiottuk fa Wyetheed révididecket alkslmaznds bt Jugh {magas; lor low {ala-

oxOy; ity inteenediade (kdeepes)i:
T Tl I oner™
MZ D g
TR, ooz
M D, e oo™,
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Tiz {10} dospos Ball Trregerek (8=3) &5 Korban egyead alomtdrsaikat (n=3) if*;:tt‘t faolaltak, és FACS-
analizisnek voteititk ald az 1 1éblra aduiaival kaposolathan ismertetete) szerint.

Amikor BRAFF-R-Ig-t adtunk be Bafl Te-spersknek, a T, T2 Mo gv MZ vpcrpul;.uu valamint &
SO Boseitek srdma jelentdsen csokkent a Mpben a PRE-gel &6 hiG-vel kezelt Baff Tg-egerekben
mént éndkekher képost; & Ti-, T2+, M-, MZ- ds CIH™® Buseftek szdma & PBS-sel kezelt kontroll alomidesskban
et rickekhez hasonkd szintre vagy a2 ald osdkkent {10.A, 0.8 & 1040 Abedk).

A Baff Tg-cperek BAFF-R-lg-vel torodnd keaelse 5 Bafl shal kiavetiiett autctinman betegséy enyvhiis-
sther veretott, mivel & BAFP-Re-berell egerel pe normdils mératlt voli, mig a kontroftkezeléshen részasil
Baff To-ogercknsdt Bpnagyobbodist wpasatahued (11, Shra). Exen 18, & protefuria ~ a vesefunbeid-rendelle-
neasdy indikators - osékkant wéndhd volt 3 BAFF R -kezedt Balf Tregerchben, mig & kontroltkezeléshen vé-
seeslill Bafl Te-eporkdben s fhorGld proteiouie vophaiis kiskikoldsdea otalt {12, &bea).

A Baffgdore srakben nagvrndnidhben megndtt 3 pertfinids Busejtek szdma, & tovabhi
vizsgilataink szeriet elsOsorban a T, T2 & ME Bagit-srubpopuddedd ardin. A Buseitfeiifdss simenet llomd
sa (T 85 T2) aw « ellendrzési pent, ghol az avtoreaktiv Boagitek folehetden climindiddosk, & CRIMIM™ B
sejtek sxfme, amelyek indabby @ margindlis zéatban wlaleis, sxintdn megndvekedett 2 Raff Tg-eperekber, A

Bespjtel cme widbhi populacidis bizonyalt s awtoslienanyag-termelés 18 forvdsdnak lopusban szenvedd
NZB/NZW sgerekben, Ball Ty-cgerck BAPE-R-fg-vel irtend kezeldse a Tl-, T3, MZ- ¢s CO1" Busejtpopulée
0 esUkkendudhor vezelolt, 2 vad-thpuwl slonttiey koniroliokban méet dridhekher hasondd vagy annidl aluese

ayabb szintre.
A BAFF-R-Ig oxtkbontette & periféadd Beoptpopulcidy &y gitolte o Bpnagyobbodas és nephritis kisla-
Ruddsdt, Azon foliil wehdt, hogy av oldavdsen akolovrhatd salvetémds lupus erviiematosus nephritishen, a
BAFF-R-fx hatdsa kitkasrodthaté Beseitel dhal kzvetitert botepsdgelben, péiddid avtolomnum wrmdsretlt beteg
ségek, mint példid sovasthenta gravis, sutolmun haemoNtikus ansenda, idfopatias romboriapenids purpury,

-~

antt-fosefolipid szindedms, Chagas-lir, Gmves-belegsdy, Wegenee-granulomatosts, polyarteritis nodosa &

U

gyorsan progradizld glomenadonephritis kezelé y B« tordpids hatdauyvay alfcdmarhad vabbd plezmaseg
selet drintd rendeiencssdgekben, pdldisl myelons nultiplexben, Waldenstrom nukroglobulinenuiban, nchéz-

rovidlt amtloiddzis &8 meretien sredett monokfondlis

fnc-betogadpben, valanin ebsddlenes vagy Immunas
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ananopathia (MEUS) betegsdgekben, A fontt hatdanyag sawntén alkalmazhatd onkoldgiat betogsépekben, pdi-

dial Beseftes karclndmikban, lowldouaiban ¢ Emftmdkba,

i3 :')e’nflw

Atlagos srtériss vémyomi e iransesentkes egerekben

Ebhen & kisdriethen BAFE-génre trannzgenikug sgerek vérmvomasdnak alakuldsa viesgiink, Megligye-
Wanink, avelyeket BAFF-géure wansegonikay egovek fenotipuses vizsgalativad seniink, magas vémnyonds kiv
alakuidsine vald haglaors oialtak ax agoveknél.

Baff Te-cgereket ketaminnal claliattunk. A baleldadi nyaki verdoret {oarotis artSridt) & nyabon oficit met-
axdsve] szabaddd teftiik. A wiroyomds &5 pulaussainn meghatdrozdsden batden! inssortdhunk 3 nyaks varddebe. &

Katétent nyonuistranszdukiorral Koweak dssre, & a védmyoudst Sould adatgy@itd rendszer (Po-Ne-Mak Data

Aegaisitisn systarn &8 Goudd poligral) alkaloasisdval ménik. A pulzélé nyomashollm frméiabd! meghati-

rozhik a szisziolds nyomdst, diasziolés nyomisy, dtlagos nyomdst &y pulzassedrant, Két sgdresoportot alkaimaz-

P

Ax

tunk: RAFF-péure transzgentkus cgorcket (w=8) & vad-tipust homtrollokat o9,

A 13, Sbhrdn s k& osoportban mepbatirozoft Atfages antéridy ayombst dbrdzolnds {mesnt asteriad
sressure”, MAP; Hgmm-bend, Amind ax abeén Wthatd, o BAFF-pénre tasszgenikng egevek dtdagos MAP-érigke
103+/-% Hanmy voll, A koniroll egerekndl 93+/-0 Hgpom ftlagos MAP-Srtdker dlapiottund meg. A BAFF-ege-
sekben tehat 10 Hymm-rel magasshb MAP-Eridkeket méniink, mint 2 kootrollokad], bir ar emelkedds ménidks
sem St ol statisatikal szignifikdng seinted {ANDQVA)

Az adatok résziciosebb analiziedt moutatiud be 2 19, dbrdu. Uzen az dbrdy, az egyes dlatokban meghatd-
rozott eredményeket dhrazolagk. A vad-tipust kontrolickban (BAFF) ae adatok megosaidn tipthe, biroming-
lis megoszldst mutat. Bzzel szeothon, & RAFF traoszgonikus egurek (BAFE -} vérayomésa két oxoporira osalik,
az egyik csoporté 120-130 Hpmo nctomdayda, a sadstkd BO-20 Hpna tartomdnyba ssik

Mint populacis, a BAFY ransegendkus ogevek hajlamot mutatusk mapas vérayomis Kalakudbsdrs, sae-

N

mben & pegaty kontroliokdal. Az arténlds nyomis seivtidnek vizsgilata ae egyes egyedekben azt imetatts, hogy

ordsirg, &8 egy normadlis

(7,-.

RAFF-géore tranemgenikus eperek k&t saubpopulicidea ovahaidk; «gy nagas v

weenyomisto, A fontlel arerb, s20i0biliy BAFE-R, Seids protein vagy «lle mnyag-homo}ég beadasdval eny-

hithetdX 2 magas véroyomds tiatdsal.

vedd SHF coeorck BAFT-R-Jo-keseiSse lassiiia a sidvos nepheits kialas

Huszonegy hetes, fopus Kialakaldsdrs hajlunos, mdrsékell nephritishen svenvedd 30100 mg/d! prowet-

X

g} nistny (SWRANZRF HENFL) egeveknek 200 py huodn BAFF-R-hanlpG1 (hBOMA-Ig) faids proteint,
aedn fgGat (Hula() (Sandox) vagy 200 ¢l PBS adiunk be Lp., hetente, Ssszesen nyvole hétdg As syves ege-
rek vizelettt hetewte vizagilnd proveimaidra Albustix Rayer Corp., Torrvtown, NY) slkalmasisival. Széz

{100} mg/d éridhet meghaladd proteimunidt sélvos nepheitie §

iranziens médon twansziohidl TRNAZE-seifekbil EBOMA-Ig-t nagy menmyisépben expressadld 2803-sejiek

kondicionalt thpkSzepdt prowin-A-oselopra vitidk fel. A proteint 25 mmoll fosziat, 100 mmoll NaCl {pH=2,%)

I’

Syszetdteld pufforrel olusliek, raafd 1730 welhgatd, 6.5 moll NaPUk {pHr80) pulferrel neuiralizdinuk, Oy
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meflett szelekidlt fraboidhat rodukdld €8 nenvredukald SDS-PAGE-géleken analizéltuk, & 3 tsziitotl protein
azonovitdsirg Western-biomak velotnik ald

A& herelés betojordedt KovetBon 3 hégel, 8 BAFT-R-igoved heeell eperek S8%%-a0d, mig & HadgG-vobke-

seli egerek 75%-&edl, €s 2 PBE-sel keaoh cperek K7, 53%-4nal dlepliotumk meg silvos nepheitict (féad 13, 8bra).

A fentk adatok sxeving, 4 szobihilis RAFR«wcoeptor, 2 BUMAg, képes gitolnd B-saft dhal kduvetftent asteimmun

b

setegsdg, pékddud tupus nepbritis blafakoidady, jelentfsen Wslplictve a betogady propressaioiat,

i pilda

Nooméhs cgerek BAPE-Rdg-hesedise oxfbkentia Ko dendnig

S-hetes ndsidoy BALB-cgoreknek {osoportondidnt 31 20 ug vwagy 530 g hawmdn BAFER-)
3 § i3 HE vagy £ g

Hwede G-t (i ulg() vagy 100 pl PES-t adtenk be hetente egyseer, 4 hétig, A hBUMA-lg
freids pre}-:eim stabiian travselekalt CHO septvonad tenyéazerdnek felitlivadiabdl dastitotuk. A Mépeket w2 viol~
o fjekialis hovethen R hégel tavotitonuk of, & arokat kollagendszal (Sipma, katalogsszdng #U-3138 emésa-
witfk ¥ Ovde &, 3T Con RE0ndHG sefteked tartadmasd seasepenzidt SiBottunk 218, a virdsvérseiteket (RBOY
hipoidnias pufferrel Hrdlattuk, &8 g sojicket FR5-~aef hiropmazor mostuk, A ¥peejisket dramidsos citomeirids
anatizisre késaftetttk ol a DC-populacidk meghatdrosssdra 3 seitek sati-CD1 fo-bictinnal, majd strepavidin-
APRCwvel, anu-UDRa-citokrdmmal 88 anit-CD-FITCvel frténd {eatdsével,

Bgy wmantk kiséricthen, abhidny BALB v-ogerekaek {n=3) 100 p BBCM ATz adiunk be ip., hotente

agyszer, 4 héten &, majd a Kpeket DO T-ben, COs-n lohiitdt Zanstib-butdn altkalmasisival gyorsan lefagvaseiot

tuk. Fagyaszion motaseicket vigtand, 38 anddat avoianal fisdduk, A ettzetcket aati-CDE lo-hictinngl, magd

<

sireptavidin-AP-vel &8 BUIP-szubastedttal (Picvee} inkobilnd o DO-E Mowmtatdsiea: MOMA-L nonoklonalis ¢
ienanvaggsl {mAbwal), majd patkiny TgG cifeni, HRP-konjugslt clicosnyvargal {Jackson TmmunoRessarch) 8
i

satatdskes; &5 antt-UDAS-biotinosd, reajd steoptavicin-AP-vel s szubsairittal {aikalibus fosziatiz saubszivdt re-
E R

3, 3 dianunobensidin szubsstvdttal Bigma, M. Louds, MO, kataldguaszioe D-1293) menllofil makrofigok K-

&

agenssel Alkalioe Phosphbatase Sebstrate Bit I Vieltor, haialdgussagm: #SK-51007 a follikuiaris dendritilns
septek (FDUC) kinnnatdsioad.

By ovive, beiote egysace, négy bitig 20 pg vagy 50 pg BOMA-g-vel kezelt egerelben o peredatd

(!C

Cled DO-sojtel srdrmbnak seipnifthing (Stadeni-texat seerint po 05} méndldl oxdllendsét fgvelitik meg &
HulgGovel ¢ FBS-sel kewelt konvollokboz képest. Bz a osdkkends valamennyi vizsgdlt ¢Dligr DO~

populicichan megfigyeiherd volt: CD8a-Chd-, CD8a+CM- & CDRa-UD4E {16, Shra, 14.4 tdbldzat),

14, idhides
ABAPF-B ip-kezeide 3 oorsdetl D sejtek saddoak oadkkendsst sredmsnveal

PRY - HulgG 2 pg BOMAI: 36 ug BOMA Y

OB+ DC-seitek atlagos szama (x10%) +/-SD
CRBa-C-, /140,15

U2H-0.04 035503
CDRCDA- 0.16+7-0,82 D2+ 002

CR8-CDY+

044008 4,85+48 04
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A Bperedett BC-seitek, soelyel fontox antigénprezentild seitek, sedmnduak ex a codkkendss batdssal fe-
et a Bosejtek akiivalodindra, Srdssre & a humordls immmuaitdsea.

Fagyvasatol Idpmeiwreteled késddienlink a fontickben snwertciotiel szevint, & BOMA-Ig-kezelt egerckben

atipusos (O komdng” (D0 haznalilia) noatheates figyeltiok meg amti-CH {e cllenanyaggal wiridnd doswds-
sel & POk mormalisen a fohér puips Tosejies sdujdian dx 3 marginilis adndban RIMbadk, & maxgindlis 26
na §sszehded osmcmaiban koncenivslddnak. & BOMA&-Tg-vel keeoli egerek Dl sajjel azonban 3 margindlis 26-
et presme kel voliak Kmotathard, & arok kdedl kevés volt képes a febidr puipba toviblsviadorols ferm vo-
matkord adatainkat vom Buntorlth f6d), & BAFPERAFF-R-kdloatinkatds gatlisn szoldhiliy BAFPreveptorrad k&
pes tohdd garoknl & DO-seek doming” nuntdzatit, ami befobdsolhatia, E@ogy szok antigSnprezentdld seickivdng
képesek legvenck funkeioniinl, cegbinl kikat » Besepok akbivalodésdra, &rdadre & 8 humordlis nununitdses,
Eren folill immunhisstobéndal vizsgilatok eradmdivvet szorin, a BOMA-Tg-val Kerelt cgorek Bpdbd! hidnyos-
fak & CDAS FOCaeitek {arre vonatkosd adairinkat nom nsetttl o), Mived ax FDC-K szevepe sz, hogy anti
géneket prezentiljanak B-sejtel szamara 2 extrakSzpontokban { germinal centery™) (30}, az flyen sejtek hidnya
kdrosan befolvasolbaga a GO-straktdrdt & a Boseitek affinitdadrdsét,
Szakember sadmdra nvilvanvald, hogy & taldbmdny szerint! polipeptidelk, késxitmények & eljirdsok md-
dositasdra ¢a valiomtardsaen sor kerther andi@l, bopy & taldimdnyi gondelattd! vagy a taldlndiny oltalnd kardid
oltdradok. Az ilven modositdsok és valloztatisok avintdn o nldlmdny thrgvat képeuik, foltdve, hogy 8 osawlt

igduypontok &8 az igdnyveltek ekvivalensed altal behatdrolt oltalng kirbe taniomnak.
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1 5 15 15
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35 &6 43
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58 55 80
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145 15¢ 155 168

Thr Asn Asp Tyr Cys Ly Ssy Leuw Bro Als Ala Lew Ser Ala Thr Glu
15% 17¢ 17S

ARRR
«
E o
>
X 23



Tis 8w Lys Sar Tle Ser Ale Ry
188

aﬁgétgaaga EOSCUGRECa grgotaasas
8¢
tgoataootl gtosacttog atgtiotiet
128
gtaatgesag tghgaccaat Leagbasass
188
gactgagett aataattiol ttggeagity
240
gotoehgaacy atisaaguac gagttiasas
308
aoabbgacot goRalsagage aggasigoly
3&Q
cacgolggas gastgeacot gtgasgacty
428
ceatigettt coactotcag otatggagas
480
HALGACLILE graagagoct gocagotgot
340
tobgetaggh aa
553
<Zi8> PRYT
<Zi3> howmo sapisns
Met Asp Thr Lew Leu Lew Trp Vel
i 5
Thy Gly Met Leu Gin Mst Ada Gly
28
Asp Ser Las Asp Val Thr Met Leuw
35 48
Asn Slu Tyr Phe dsp Ser Leun Leu
58 5%
Brg Cys Soy Ser Ase The Pro Fro
&5 it
Pro Oys Bln Len Rog Cys Sax Ser
8%
Arg Tyr Oys Azn Ala Sar Val Thy
188
Ovs dsn Ale Ser VYal Thr Asn Sex
115 1240
Thr Cys foo Pro Oys Pro Ala Poo
138 1338
rhe Lau Phe Pro Pro Lys Pro lys
345 15@
Pro Ol Val Thy Ovs Val val val
1%
wal Lys Phe Asn Top YTyy Val dsp

188

y Gin

aatgaakaty
aatastoctc
gaacgaatye
tegtgetaat
atacaggate
algagabtat
CRUCARGRYT
APYOGTRRCC

rogagtycta

Leg
R
Cys

Mat

Sin

~

His Ala

Leaw Thye

%
Thr B
Sex
Lys
Lew

Thy

s Leas

Ser

Cya
Cyrs
Pro
Val
Gy
Leaw {

Lng

tigacagtLt
ctotazcany
gatterotgy
gttretgotsa
agghotooty
teteegagay

23ACTYBRGG

cggagatags

]

-~

Lew ¥
Pro
Lys

Yal

1588

Val
178
; Wal

Sar

i

Pro

Glu

o%xeO
°

N

qttgeatyget
toaggkiatt
asobgtitog
aggaagataa
ageatggota
geotogagea
tegachotga
cacgaaaacy

gaaateaatd

Sex
Phe

Gin

Pro
17%
Ala

0 Rvoeox
Ll R

®
RERE S5

e



RS o¥  ERR "‘ dOHA
e x @ CX I
» A A % ) 9 @
* e =
ax  aXew o9 dx axK

al Sar Val
83

h)g

I S
S TWHRGY FRLONE

atggaganay acacactoct gthalysgly ctgergotet gegttccagy btocactggt
§§ggtcacga LETLGCRgAt GUULONgraEY tgotoceaasn Atgaatattt tgacagibty
Z;gcatgctt gratasotty teasctteoge tghbtohfoty atacteckos hkotaacatgt
izgcgttatt gtaatgraag btgtgaccaal toagtgasag gagh
iggccac{:gt geccageace tgaactooly gogggasogt cagtciicot ottececoea
iggcccaagg aracoctoat gatatouegy anoushgagy toacaligogt gutygtogag
§§§agccacg aagaccctga gateasghtc aactggtacy tggacggegt guaggtgoat
;%}ﬁccaﬁga CRARQOCYCH waRQgaAgeag Lacaacagea agtacegbgr gotoagegte
gggaccgtaﬁ tpeaceaqus chggoigaat gocaagragh acaaghgoaa gotebocsac

cgacan aactuacacs

Leu Thr Val Lew His Qln Asp Trp Leu &sn Gly Lys 8Blu Tyr Lys COys

Lys Val Sey Asy Lyz Ala Leuw Pro &la Pro Ile Gluw Lys Thr Tle Ser
26 25 38
Lys Ala bys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Sln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
i5 &9 43
Ser 3rg Asp Glu Leuw Thy Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Lew Val
58 3% §¢
Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ila dla ¥al 8lw Trp Glu Ser Asn Sy
§% 78 75 4
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thy Thr Pro Pro Val Lew Asp Ssv Asp
2% 20 &8
Gly Ser Fhe Phe Lys Lys Lau Thr Val asp lys Ser Arg Gin 3in
108 105 :
81y Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 3la Len
11% 129 138
vy The Gln Lys Ser Lew Sey Leuw Sexr Pro Oly Lys
139 135 146

155 3 o
5 ARk &

Bzn Hig




asageectog

58
poacagohgh
128
ACCLHCLTLY
IB%
CAYCTYHATR
24D
crotagagea
Eieis]
recgrgatge
350
gogasatgs
36¢

Pro Pro

Leu Sln Met 2

Lew Thy

sagoreeoat
ATATTCLYES
teaaaggotd
AcaRCLASEE
agehaanagh

atgaggctalt

Leu His Ala COys

2D

3%

val Lys
Ila
85

Sax

ARap
136

Gly Thy

Oys Xle
Lesy Bro &la
Asn Asp TVY

Gla Lys Suy

g

> Lew
23

Lys
Mat
185

{ie
188

AT

A0 8

aagacteaaa cttagaaact

§¢

ACATAFATAY VOO

148

agctyctolt gotgeatity ctotguaalt

i8Q

Lghitetibol gragetecet

248

Asn |

Cys ]

DYIFRIBQC
Locatooogs
CLELCCCRGT
gacgaogoed
GRRCIAGAGT

goagsacead

Glg

x Sey

Ala 3

rgaatvagat

RBCTDICHRK

e € wook woS vivd vk vl

~2

L
AT
126G
Pre &
Gly

Tepyg

atctocaaag
gatgagetga
gacateogesy
ceegtatigy
ageiggcage

Laeaegeaga

ghogtatica
FERQPFCFRAG
chtgtagags

thgtgateat

~3

#in Asn Glun Tyr

18

Leu Arg Cys Sar

Ann

Thy

Ser

Val $Gin
Asp Ser

149
Ile Leuw
138

Ala Law

CCRIAVGGUA
SURAPRRCCAR
Lgyagtogyd
/CLCCGACLY
aggggaasgt

syagueiels

¥al
43
Gly

Leu

AR LA
» & @
° x XN

s >
LR A XX IR 2 24

GUACCQRgEa

goghoagostg

Fagoaalgyy

W o vt vt ol i s

stigtea

L

cotgbotose

Phe Asp
15
Sey Asn

3qQ
Thr asn

Lew Sey

Rrg Lys
Gl
8%
Asp

Ser
Giy
118
Lys Thr
Cys
Thy

Thy
175

Sey

Thy

aatoctiacy tgoogogaasy
ieaitogiie togacatied
tattactight ookiosagge

ghiguagaryg sctgageagt

BvoXX
°

x

v

POARK

RO
8
Forx
*
ene



goteoeaaas
20¢
ghronicras
388
cagloasagy
438
vggeaghitt
480
agiitaaaas
343
gaactgutgs
S08
Gtozagaciy
S80
ehatgeaggs

T30
tgooagetae
T80
thtogactog
540
tochttaggal
S48
actertiaty
g6l
chogghtica
535

tgaatatiil
Lagtoctoct
FCHEAFLGEY
sglguliaaty
LaTAFLatex
tgazatiatt
LRTCARGAGT

BGYCYLARCT

tttgaghget
agoaghgeea
gactygtathh
tragatatat

tgattasagt

Srabadutmi igénypontek

gasagLLigt
ctaacatghc
attctcﬁgga
tLtttgetaa
ggroLretyg
oihesgagay
BABCCYIRGY

atnotigies

a0ggagstay agaaatosat
ctttaasast cttttgtoag
tteagttaoe gatagagntiy ¢

protetaggt YacLghigey

.28
tgoatgettg
agogliattyg
cctgtitggy
gEaagataay
goatggetaa
geoiogagta
Logactetga

cLaCHRI[A|T

cttttititt cotga

catacetigt
Taatgoaags
actgagotia
shotgaacoa
oantgacoty
LRCGTLQRER
ceatbgotiy

gaatgactat

A hdvetkestk birmelvibe, gydpyseeridnt ndnd alkalimarders;

{a} ez L. awonosit

X

{Waw i,

asnnosdwan

foulald polipepsid,
2 A kbvotkezdk:

{a} sz 1. azonosiidas

hyaz i,

azonositdesrimg seekvencin (SEQ ID NO: 1) seorintt 841

foglalé polipeptid,

barmebvikének alksbnaz

tos rendalicnssy

rnglobulin Fe

C'&.‘i

o S D

Gezand seek

&

ailadiy bexelded

THIGR S

3y szebvenoy

s
SZEXVERCIara

~domérgdt v fartalnmeaz,

3, igénypont szorintt

polipepiid

5. A4, igdoypont szanintl polipepud v

A2
wlia A B'S{fj_’t@

7. & 2-8. igéaypontok hirmelyik

-3, dnyvpentok hdrmeivike

¢ szaparoddsit ax emibsben,

globubin termaldddst sz emidsben,

8~ A ,;}“5'.

tolia a deadritthay septek ltad kivilicas Bosefiszaporodist sz o

ta

3 {SEQ D NO: 1) speoifikas ¢

FREQ 0 W 1) avering A4 sndnosavak seebeencd

whinas gydayiveat |

2. igénypont w2

1

vy atkalmazds, abol ax immunglobulin

saonat polipeptid vagy abhadmaeds, shol a gydgy

e szevini alkabnazds, shol 3 gvdgvises

igényponick barmelvike szerint pollpeptid vapy alkalmazds, shola g

wdshen.

RS

cSazftmény eliall

R¥G >
X ow o ox & e
v

°

caactiogat

gtgsceaatt
ataantfctt
Lhasaggacy
gaaaagagea
gaatgrasel
COATRTQCRG

Lyrasgages

Henanyag: 8

(SEQ 1D NO Hyspecifibus cllensavay; &8

»
>

tretgetagyg taattaaoes
antagatgat gtgtcagate
ttrgtocked ascigtggas

agotiasatyy tagaaactic

XX RXXRY
¥ ¥BE

° x
SRR WRN ¥

R o)

18 mapshay

avakl sevkvensidal magiban

Hidsars.

 1gG

sy atkalmazds, abol ax humunglobulin s

sa enidsben awtolinnin readellenesség, Brssfios Tufoproliferdciéval kaposala-
ve 4l

3. Az b ipdnvpont srerintl polipeptid vagy 8 2 erint atkatnwads, shol @ pobipeptid egy im-

dszatt kdxzitmdny &

ati készitmdny gatolin az fanun-

LD

yogydsesi

.
damiim “‘"“; {8~

JYRR
@

TRQ
*

do¥



PERY XD N0EX
8 29
* > &R
*

®
ae TRID OB

G A 2-%, igdnypontek barmelyike szorinit polipephid vagy alkabnazds, ahol sz omils eraber,

£

A meghatalmazot:
DARNUBIA
13 Irada Kt

el

2]

Szabadalmi €s Jo

e

&

ST

i

B

Sa

rtitese,

.

Or PethsiAmad

szabadalmi Hgyvivd

-

b

ROKRS

o
SEy
e



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

