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(57) Kivonat

A taldlmany moédositott ellenanyagokra vonatkozik, amelyeket a Budapesti Egyezménnyel 6sszhangban az ECACC
gylijteményében 94113026 nyilvantartasi szamon letétbe helyezett hibriddmasejtvonal altal termelt P3 jell, egéreredeti
monoklonalis ellenanyagbdl (Mab P3) vagy az annak megfelelé, az ECACC gyljteményében 97112901 nyilvantartasi
szamon letétbe helyezett hibriddmasejtvonal altal termelt 1E10 jell, egéreredeti anti-idiotipus monoklonalis ellenanyagbdl
(MAbai 1E10) rekombinans DNS-technolégiakkal allitottak el6, és ezaltal az eredeti ellenanyagok specifikus
antigénkdétésben megnyilvanuld bioldgiai funkcidit megtartd, de csdkkent immunogenitasd monoklonalis ellenanyagokat
kaptak.

A taldlmany szerinti kiméra ellenanyagok az egéreredetli immunglobulin variabilis doménjait és a human immunglobulin
konstans régioit tartalmazzak; ezen feliil, a humanizalt ellenanyagok — amellett, hogy human immunglobulin konstans
régiokat tartalmaznak — az egéreredetl vazrégidkban (FR), kdzelebbrél, T-sejtek altal potencialisan antigénkeént felismert
helyet kialakité régidkban modositottak ugy, hogy az FR-régidk tébb pozicidja ugyancsak human szekvenciaknak felel
meg. Az ellenanyagok kilénbdzé tumortipusok diagnosztikajaban és terapiajaban alkalmazhatéak. Szintén a taldlmany
targyat képezi az ellenanyagok alkalmazésa terapias és diagnosztikus célokra.
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Ganglioaidokial ssszovidlt rekombindns ellensnyagok ¢s slkalmazdsuk tumorck disgndzisars s

kezelésdsy

A taldlmany 8 biw

chuobdgia suaktertiaten, kivvalobbrdl, séncehdszeti Gton cldallitets, §f, rekombindns

>

b

okva vonatkoalk, elinplisen a FI el cpdreredet, Khndra fermészetl, hamanizdt monoklonslis

elienanyag {(P3 MAD}, tovibhd a2 wonak meglield, epdrevadetl, 1810 jolit anti-idiotipus monoklondls oo
amyag {IE10 Mah, masksppy MAbal B0} felhasandlasdval
Meég kazelebbrdl, a alalordny egyit ofvan clfenanyagok hdpeatk, amelvek folismeril ax Neglikoltlezes
szraisaval tartalmand gangliozidekat, de newm lemerik ol & ganglicaided scetilorett formal, vagy o vewralis
giikolipidekst. Az Nogitholilenntt szidlsavat tartabozed ganghiozidok olvan antigénel, amelyek szdles kivhen

2

exprosszaitdnak smbinik- do mslandrosseitoken. Bren felid; kinusasttuk 2 MAY 1E10 tumorellenes hatdedt kissér-

A talsbminy gy Képeail ovabbd a fontd rekombindos ellenanyagokat tartalmazd készitmények, ame-

’Rv.,

iveket alkelmazhatunk rakok, clafsorban emliedk &5 melaodma dlagposatizdlisdra de kezeldedr

f'v

A gangBionidek

2 saval rtalmazd glieszBingolipidek, amelyek gerinceseX seftieinelk citoplamna-
membranitban taldfhasdk {Seudie s mtsal: " Gleocophingoiipids: structare, bofegical source and woperties”
Methods in enzymology 179, 18T-214 (1989)], Fren molekulsk ko2l ndhdnyvat nmorokkal asszosidh antigdn-
kenf, azae toowr wavkerkdnt ismertett 3 saakivedalom [Hakomort €5 misais: |, Fossibie functions of tamor
assochated carbohydrate antigens™, Curr. Opin. brounol 3, 646-853 (19811, ezért gangliozidok ellend cifen~
anyagok alkalmasdedrdl fsmevteuék, bogy olfnytsen sikalmashardk rék dizgnosziizslisien & terdpitidra
{Houglon &5 misal: Mouse monochona! anttbody 1pG2 antibody detecting OIS ganghoside: fo phase § trial in
patients with malignant melandmea”, FNAR USA 82, 1242-1248; Zhang s mtsal: Sclection of carbobydeate
turnor antigens as targets for immune witask using aroeunochemistey, L Foces oo gangBosides™ It J. Canesy
73, 42-49 (199731

Az shlatokban loggyakrabban exprosszalt szidlsavak Neavetil {NevAe) de Wopllkolh {NeaGe) coopirto-
fat tartabmanrak [Cornfield &5 msaty Oeowrence of dalic acide”, Cofl, Biol Monegr, 18, 3-530 (198211 A

Y

Nepd3e ttadiban neor sxpresszalddik normal Inmsn- vagy ositkecredettt széivetekben, azonban sesles kirben ob-

terfadt ds gerincesekben {Leeden & Yuw Chenristry and sosdysis of stalic acid. Biclogival Role of Stalic asid”
< ;

Seerk: Roespuburg, A, & Shemgtrund, . L, Plenwe Press, New Yok 1-48 {1978); Kawsl & adsal:

SLuantitative determination of Meglveolylneuraminie acid expression v buman cancerous Hssues and avian

tymphama coll Hines as a tamor sssociated sialie acid by gas chrom <~§:0gs'ap§3y»mass speetrometry”, Cancer Res,
S5, 1242 (38R Léteamek sronbay inmertotdssk, amshyek arra utatask, hogy NeuGe elfend eiiaxsamyagﬁk: felts~

mernek  bizenyos bumsooredetl twmorokatl s tmmonseit-vonalzkat {Higashi &x odwals Detectivn of

gHosides ax Neghwoobvlanwamsinic seid specific wmar-sssocizted Hanganutein-Delcher antigen i human

wtinoblastoma ceils”, Jpn. 1 Cuover Res. T4, 957 {1998} Fulal Sy nadsad s Detecting of glycoproteins as
associated Hangsnutzin-Delcher amtigen i busan gestile cefl line, NUGC4”, Biochem. Riophys. Res.
Commaern. 188, 1148 (1989, Guaglioxidok cmelt sxintidt Sxzleltdl hundn ewldnikban Marguing € misat;

Asanghinsides sxpressed i men breasy cancer”™ Cancer Res. §8, 3163 (1996}, amely eredmény s rélerdpia

vouzd colpontilivd tette et » molekaldt

A P3 jeld roackinndly oBeoanvay {wwonaclonad anitbody”, MAD), amely az BUACC gyditeménydhen
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S4HI3026 andme alatt lott fesitbe helverve (Masd az BPF § 857 471 Bl szdmd curdpal asabadaimi lelaaty, 1eM

<

wotipusyd, egérevedetd monckiondlly slenanyag, amely GMIM NG grngHoniddat & totanuse toxoiddal im-
munizdlt BALR -ezerek Wpsoitiolnek &8 PI+-X83-4pR.653 folf, spdreredetlil misldmaseitvonal seitiviek
fuziondlintsdval loft clddliva. Bz a F3 MAD srésen reugdl Neglikolilerett szilsavat tartalmassd ganghozidok-
kal, de peetilesett ganglicaidobat vagy nowtndlis glikolipidelet nem fvmer foll Joindudan s neopliziis seftvnon-
takon da szdvetsken végrett immuncitokdmiad & inmun-hisztokémial vissgslatokkal ipazolnak, hogy a B3 Mab
folismor onilrdket {Vizguez de wmbaly Gensration of nwine monocionst antibody speeific for Neglysolyi-
nouraminie actd-containioy gangbcaides that also recognives sulfted glvostipids”, Hybridoma 14, 351 {1895
és melandadt,

A P3 MAb moti-idiotipes tnnnonvalaset (862) ndudidly BALBCegorckben (szingén modsliben) adhe-
vans &5 hordeadproteln alioaboardsy odlid & (Viargeer é misaiy Syngeneic antlidiotypic monocional anti-
bodies o an ant-NewGo-contalning ganglicside monoctona!l amibody” Hyvbridoma 17, 527 (1308) bomunks~
miad vizsghlatok arra vialtak, hogy vzen cllenanyay entipénfelismerd sidtadgaban szidlsay {ganglioridok esets

¥

beny €5 8O- {sznlfatidok exeleben) elekirnnegativ esoportok iSiszanak szerepet Morenc e mals Deliveation
of epliepe recogmized By an antthody specific for Meglveolylnsuwramaibic acid-coniaining  ganghosides™
Glysobdalogy 8, #39 (1808311

Az 1EIQ jolih, whotipus oliend MAb-ot szekrotald sejtvonalat (Mabai 1E16) KL hordoedproteiohez kap-

csolf P dMAb-ad immonizalt BALR/C-cgérbal allitotiuk olf {US ¢ 063 379 szdmt amerikal epvestili dllavocdhe

i seabadalvd lelrds, » sejtvoral nytlvintaridet szdmad ECACC 371129011 A Mabal TE10 ellenanyag failagosan
felsmerte a F3 MAb-ot, de nem KHdE més, ponglicaid eflend [pMecllenanyagokat. Ezen tilmenden, a
Mabal IEI0 gdtolia a2 MAB B3 fajlegos kotdddsst GM3(NeaGepganglionidhor ¢ az MDAMB-43S jelf,

duktaliy emifhmrcindma eredeill sqits«m&i;\sx {amely PI MAD ke ndave peaitdv). Saingénes vagy allogénes

egdrmodelibe adva, & Mabal 1E16 ards Ab3-«llenanyagreilaset ndukdlt, sren Abd-cllenanyagok aronban sonm
auratiak a P3 MAbbal sedacs spe(:-i:ﬁ-tést, &z ssethen semy, he sz AR -ellenanysgdhor hasonds idiotipust hor-
destak {Viequez & misels “Syngencke antiddintyple monoclonal antibodies o an ati-NeaGoconaining

ganghoside monociona! sntibody”, Hybridoma 17, 327 (180851 A Mabal 1R 18 ordie tumorelienes hatdst indu-
k&t szingdnes, valamint allogdnes spevekben, BALB/Cocgerekben az F3H el emilarcindima sejivonal nive-
keddse jelentfeen lelassolt Frennd-adivvinssal elagyitett, KLH -prodeinher kapesolt Mabail 1E10 ellensmyaggsd
wridnd ismdétell vakeindzdst kvetten. & vakeludzdst kévetGen a spontdn Hidbmetaszntdzisok szame s csdklkent,

CiTRL/G-cgevekben » Maobatl 1EID-clensayay intravénds beaddsdl kbvetben, amelvet 10-14 napesd Big-

&

in utdn adivnk be, a tfdOmciassideiok sxdmduak drdmai osOikondsét

&

rantandmassilel intravdnds tofosdscl
valotta ki, Breleving IgGuvel kezelt cgorek csopontifead Ssszehwoniiiva, ek sz sredmények ama wisinak,
hogy & turacvelleaes hatds t9bh mechoviomesy aitfediodmt {Viegoes $v mbnats “Anttumor properties of an
autt-idicdypls raonockes] anttbedy i relation o Negleolyboontaining gangliosides”™, Quneoll Repo 7, 758
(RGO

Ak olfendre, hogy 8 hibndbma olifrdst 13 dve foplesztendk ki {Kohler ¢ Milsteinr "Contineaus
outiures of Swad oolls scorciing antibody of predefined specificity”, Nature 256, 495 (1975), &2 hogy a
monokiondlis cHenanvagokat alkabrnerzdk Jisgnossiidban & kutatdaban, nom bizonyitotdk terépids haté-
konysagukst az swberi szervesetbern. Ennck oka fieg az, hogy felezdsi idgjiik a vérben igen v&vid, hogy a2

egerek sffokiorfunkeid! nem mikadock az cmberl ivwnunrendszerben, valamint hogy sv egéreredel cllen-

s o
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anyagok elen huandan Immanvitass Indukaiédik Chuman antanouse antibady™, HAMA eilasz).
Egystkérg, 3 molekulinis bioldgial eljdrdsok forradalmasitottdk « Mab-ok alkabnazdsionk a leheiGeszgss,

mivel az immunglebaiinegduek manipuliliss révén bhetfvd vilt osikentelt sotigenitdsd, mddostion slien-

anyagek oldailitdsn, ealoroint wonk effeitorfiakeldinek favitdsa bronyos kdvképek kenelise vagy diagnosztiza-
sz ofBabSL A immunglobuliock immonogenitdsdnek 2 ménsdhlsére alkalmas afjdrisok elsé

cadtkkerival egdreredetll ellonamyagek &5 humdosmedetl Immuenginbulinok kdeiit ktlonbsdy

gén-folisreerd apeciftds viltozatlan mavadion Morrison s O “Geoctically engineersd antibod
Adv. homunol. 44, 65 (198931

.

Uliakban sedmng chidrdst feilesatatiek ki egée- wagy pathdnveredety ellenanyagol humanistidsica, €5 e~
i 3 @ ¥ i S £ S

ahal mérsdkeint pz egysSockbe injokidl idegon protetnek effen kialalbuld yenopdn lomuovalasat. Az antigenitds

cadkkemiden drdekiben obdk koot alkbnlmazott cljdrds Kimdra cliconnyagok wikalmazdaa volt, smely ellen-

anyagokbas an cgsrorvdetll profoin varkibilis domdnielt huvdneredett molekuldk konsians domdnjeibe

doae

nezertaltdk, &s ax iy et toraskek valtoratlan spovifitdst, de epdreredert megfeielijikhds kipest usbklen-

off inmmInoeganitdst mutataak, tovabbi meglaridk bumén efektocfunkebdilat Morrison & misal. “Chimed

buman antibady randecadey: Moose antigenbinding domaing with human comstant reglon domaling™, Proc. Nal.

Acad. SCEUSAY KL 6833 {198411 Ax esetben b, ba 2 Kimdo cllenanyag avones specifitdst mulad, mint egsr-
eredetdt maegfeielije, gyuloan dedethetd « rdgeaiideredetht varidhbills régick cllen! tuunedlase.

Hogy tovablh cadkkentsdk o bneiea ellconnyvagok bumunogenités®, 3 rigesalderadett monokionalis b
fonarpragbdd sl homploneniniidst meghatiroed régidkat {corplementanity deterndaning region”, CTR}) vistak
@ humdneredetll viordpickba, ¢s et a hibrid varidhills @it expresszaliantdk egyiit 8 hundneredetd konstans
régidkhad {Yones &5 mtsal. “Beplacing the complomentarity-deterniining regions in 2 haman antibody with these

from a3 mouse”, Nature 321, 332 {J9R6) Vuhooyven 23 misal. “Reshaping human sntibodies: grafling an

antiysozym activity™, Science 239, 1334 {1988)]. Ennck sz offdvdsnsk avonhan szdmos korfdfa vamw sz gy
Ballitot eflonanyag pyabean mutet cedlkkentott affinitist, & a keret sxdmos slemsét Rell virszanundiatnl & meg-

feleld epdrersdetiire abhoz, hogy » kitddssi tulajdonsdg helyredifion [Reichmann &a mitsan “Reshaping human

axitbodies for therapy™, Natwre 332, 323 (1958}, Cueor & mtsad: “A humanized antibody that binds fo the

rgeripakin 2 roceptor”, Prog, Nath Aced, SCE{USAS 88, 10032 (1988, Tempest & misat. Reshaping & human
monoviona! antibady to nhibit henan respivatory synoyoial virss infestion f vive™, Bictechnology §, 266
(980T Eren thimenden, TDR-beiihetont ellencayagok esetéhen gyakran dseleliek porsaisatdld immunogenitdst,

Mateo o8 oamkatdrsal (I8 & 712 120 sedat wmeribad egvesiilt SHamokbeli szcbadaimi lolvds) elfdrist i~
nak fe cgdreredant elletiatyagek nwmumogenidsinal cadkkontéedra. Ay Mtahed leirtale srorint, a médositdsck a
kiméra cleonanyagok varidbilis sSgitiry, ¢ slefsorhan av egdravedetlt FR-régiSkra koridiozddiak. Ezen cidmend-
an, a helvettesiidackel as FRrdgiok kisdrdlsg aeon résreibon végeandk of, amelvek amfip8tids szekvenciikat
tartalmantak, $¢ eedit Toschick dltal felismerhad, polenciilis epBdpolvek mindsiitek. A fontl elpids seering,
ashiay, & potencidhsan rmmogds spitdpokban talithard aminosavat célzottan 2 fegragyebb fokd homoldgit
mutatd humin saebvonsia mepfeldeld aminossvaira cserdinek, viszont azokat az sminosavakat, smehel @ kane
aikaes swerkezetdnt Jepinkabh foleldsek, valamint 3 CDHrdgieh hiwvetlen shcovsaédsdgiban vanmak, vagy a
Vernier-rontban tafdihatdl, megtargidk,

Az igy cldaliton ollenanyapch mogtertidh antipénkéd nilajdonstgatial &5 Revéshd immunogdnek, miat

l

exdreredeid vagy Rimdra slbdeik [Maten & misal; “Removal of T cell epitopes from genstically engineered
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antthadies: production of modiffed immunglobuling with reduced nmanogenioity”, Hybridema 18, 483
R3], €5 szek 2 wlaidonsdook wdvelik terdpias Srtdkithet. Ax ofjards searior ceak adhiny mutdrst, & keve-

sobb genetikal manipultcids kell végeenl

Az aldbhiakban részictesen Ismenteil 2 taldimdny nyegdt. & alilndny gyt volekalids Meldgiat
slidndankkal cl8aliftof rekombindns elfenanyagel képeaik, Korelebbrdl, » taldbudny tdrgydt « PY monoklendlis
slenznyaghd] sedrmartatott Kiméra eflenanyag bépeat, amelest 2z BOACT gyiijternudnydhen 34113028 ayilvin-
tartast szamon Tetéthe helveret hibriddmie seebretdl & P3 MAL endStamorseitoken & melandmaseiieken
sxpressealddont antigént lemer fol A P MAb-cllensnyag nehdee é¢ knnmylildncainak bipervaridhills «igitt
{CDRrégid) ax alabhi szekvencidkat tanaimazeale

nefdeidng

DRI RYSVH;

CHR2: MIWGGOSTDYNSALKS;

UBRI SGVBEGRAQAWFAY,

kivwviidne:

DR KASTDVETAVA,

UDR2 SASYRYT,

CDRIGOHYSTPWY,

Elfnydven, & nehde- & kbnnplilineok FRordgidk a2 sldbhd sevkvencision tartalmanziis

nehéadane:

FRI QVILKESGPGLVAPSSLSITCTYSGRRLS;

FRZ: WVROPPGEOLEWLG;

FRY: RESISKENEKSOVFLEMNSLOTODTAMYYCAR;

FR& WGEQEGTLY;

kdnny{idac

FRE DIVMTUSHUPMETEVGDRVETE,

FRI: WYQOKPGQSPKLLLY;
K3 GVPDRYFTGSGRGTDRTRTISSVOABDLAVY Y,
FR$: FOGGTRL.

Ridnyvtsen, 8 talihndny szorintl kindra ellenanvag tanalmazes o humdneredetd 1gG1 nehézldne konstans

g

+2gibi&Y, valamint s Sundneredent Ok (Senyiliec konstans régididl. Mis néxdpontbdl, ¢ taldimdny thrgyal ké

peat sz ECACT gyijtomdénysben D4113028 sadmon letdthe helyesst hibriddmaseitvonal $htal seekretdlt
P3 MAh-bol szarmaziatoft unanizall ellenanyag, amelyre jollemd, bogy bumsneredetd 1gG1 nehézldne kons-
ans T &y undneredetdl Uk htnoyilhe koostans régist tartaloaz, ds 2 kdnnyildne FRrdgitl ax aldbbi
ponttaciok valamelyvikdt tartalmaeziks

Kdnnyilane:

3 &, posicioban: His helyett Pro;

w % presicichan: Ly belyeit Serg

# 1D, pozividbanmPhe helyett Ser;

a 11, pozicidban Met helyett Low; €efvagy

& 13, pozividbam Thr helyett Ala.
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A aldimdny tegydt Mpeal ovibbs az BCACE gyiioményében S7EI2RG1 rptlvintantdst sedmon lotéthe
helyezett bibriddma sajtvonal dltal sackrerdly 1E1€ menckindlic slicosuyapbdl {MAbal 1E16) sadomanatont
Kimdra clicannysg, amely @ P3 MAb-cllonanyagor felinmerd antbidictipes cllenanyag, A MAbad 1E1G-cllen~
anyvar 3 nehée gy kanyitane Mporvaridhills régiokban {CDRrdgidkbant az alabhi szekvenciakat vartabmax

nehézldng:

CORE: SYEN;

CRRT: WIFPGDGETKYNERFKSG;

CRR3: EDYYDNEYYEFDY,

KanyiHane:

CRRE: RASQDIESNYLN;

COR2 Y TSRLHEG;

CRR3: GOGNTLRWT,

Eldnydsen, 2 sebde- &x ktnnyildnook FR-szekvencidi ag aisdbink:

nehéxldne

FRI QVOLOGSGAELYRPGABVRKLSUKASGYTET,

FRZ: WYRQRPEQUGLEWIE,

FH: KATLTTDKSESTAYMQUSLRTSEDSAVYFCAR

FRA: WEHETTLTY,

hdrmyidane

FRE DIGMTOTTSSLIASLGDRVTISG

FRYL WY QOKPDGTVRKLLIY;

FR3:: VPSRFSGSGRGTDYSLTISNLEQEDIATYFC,;

FR4: FOGGTRLESK.

Filinydsen, s nldimdny szering kinwra cllonanyap bumdneredent Bp01 nehézldne koustans s;gié;é& &5
humanersdett Ok ki‘mzﬁyﬁiém konstans rogidldt etalmanza. Az emblteticken Y, a taldimdny thrpydt képezi ne
ECACT gyiiteménveben 97113001 pyvilvaotantds cadmon  lotdtbe hebrezett Wibniddma $tal szekretdh
R0 MAb-ellenanyaghd! ssérmazisiont hunanizall olensovag, amely hundnersdett fgG1 nehézldne Konstans
régitt &5 Tumdneredetl Ok kdonydline Ronstans rdgidt tartalmar, 1ovabbé & nehdr- &5 kinnyilincok FR-régidi
az alabbi pontmnddcidk barmelyikét tartalmaszidk:

kannyitigne

a 7. pozicidban: Thr helyett Ser;

2 8. pozivivbany; Thr helyett Ben;

a IS peafoidhan: Lav helyett Valy

nehéaldne:

az §. posiciGhan: G helyet Vel

3 40 pozfoithan: Arg helpett Als

3 42, pozicidban Gla helyvett Gly

a 87, pozicidhan Kabat fle sedmozds szerint 83, posioidban): Thr helyett Arg.

dMis nézdpontbsl, ¢ taldlinday trgy® Képerd a foutl kimdra & homanizilt ellenanyagelal expresssdls

seitvonal, tovabbd s ellenanyagokat anaimeed gydgydscati kédswitmények.
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A aldimdny Wegydt kdpesik a fordl elleonayagoRar éx megfeleld vivdanyagokat tarialimard gydgyiszad
cdsximények az omid, WdE, condemd rendsxer & wrogenitdlis rendszer nanoraingk, valamint mefandmdk, sear

komak, newrockioderndiis tumorok €5 attdreik, valaraint kihilisaik kezeldedre.

7%

Mis meghiinolitds smarint, 2 fitbedny sevintl cHeonayagokat artalmazd gydgydseati kéveftmdnyvek alb

halmazhatX sz emld, fid8, omsszid rendsrer &5 urogeniishis rendseer turaorainak, valamint melandmak, ssar-

X

komak, neurosktoderndlis tummorek §5dttdteik, valaint kiGhassaik i vive lokalietldsdes S8 Hlagnosatizalisara.

-

AP MAb & MAbst 1B -cllenanvasek variahilis sépidinak oDINS-szinidzise €5 pénamphifikicidia

Citoplazna-RNE-¢ exirahdlivok kevitbelit 10° P2 (GM3 Nogliknlilozent gangliosid ollend, sgdrevedatd,
fedM fzotipust monekiondlis olensoyan) vagy 1RO (& P3 éciiisﬁ;xssa shest monoklendle clenanyagd
hibridomaseiéhdl Az RNGot TRIZOL (Gibeo BRL, Grand Island, NY, USA) reagens alkalmazdstval sxirahdl-

e, 2 gvdrid otasitdsad szerint elfdeva. A cDNS-azintdads voabicidt dgy vSgentill, Bogy elegyitsttink ax aldbhia-

s Iy

i IgM konstans régidwal, &s a VH-IEIG agér-

T

kat 3 pg BNS, 25 pmdtd Vh omplementer a VHAPY ogdreredet
eredetlt 1gG1 konstans régididval} vagy Vi {komplementer mindkst slenanyag sgéveredetlt kappa konstans
répididvall reagans, 2.3 pwedll mindegyth ANTPanagenshdl, 58 munci! Tris- B0 pH 7.5, 75 mmdll KO,
10wl DTT, 8 nundld MaCl; & 13 ogysty RNde indiibstor, 30 1 reakoidelogyben, Ax elegyet 70°Cara Beovi

tettiik 10 perere, majd lassan 37°Cera hondtiik, Esxt kbvetBen, az eclegyhez 100 egységnyl MLV rever

teansziriptdzt adbwek, majd xe lokoebdl fedytatak oy drin &,

A VE €8 VH varidbilis régid oDNS-chet soplifikaliuk PCR-elisrisgal. Rovides, § pl VH vagy VK eree
Jotll oDINGX clegyitetitink 2§ puedl specifikes Hncinditd oligonuklcotiddal, mindegyik ANTF 1,5 mmsii kon-
oontrdeididval, § 1 0azer Wadoy puffaben olda, § egysdy Tag DNS-polimerds snvinmel & mintikar 25
hdciklusnak tettitk ki, sz «lobhd poramdterel meflety 94°C, 30 mdsadpere, 38°C, 38 mdsodpere, T2°C,  pere,
maid egy utolsd inkubdlds 3 pereen 4t 72%C-on

Amplifikalt ¢DNS kidnozasa és seekvendlisa

A P38 TEI0) VH ¢s VK PCRtermdkebet Ta~vektorba {T& Cloning Kit, Promega, USA) kidnoatuk, A
kapott kldnokst 2 didesoxi-eljarassel szchvendliuk, T7 DN8-polimerdr alkalmazdsdval {T7 szekvendtd készet,
Pharmacls, Svédorszig).

K imére odnek konsirudidsa

A VH- éa VK-géneket enzimatikus emdsatdssel kivagiuk a TA-vektorokbdl, & a meghtleld sxprosszids
vebtorokba kidmoztak {Coloma £ missin , Novel veotors for fhe expression of antibody molscules using

S
P

variable regions génerated by polimerade chaly reactien”, J. Gromuncl, Methods 152, 88 (189231
& VH-géid EeoRV- & Nhelwtzlmekkel tirdnd smdsmdssel 2 TAcvektorkSt kivéghuk, & olyan
exprosszids vektorba (PAH 4804 Kidnomnk, amely humdnersdetd IgGl variShdls 8516 pdit &s hismidingl

reziszienciagsnt tetalmaz, fgy kaptok & P3VH-PAHASGS- ds IRIOVH-PAR60S konstrukeiokat, & VR-géng

EeaR¥- ¢¢ Sall-encimeldee] téotnd 2 el vaphal Ki g TA-vektorhd! €5 exprasszits veltorba (PAGIRAT)

kidnoxnd, Ex a veltor nukofencisay rezisstonciagént € humdneredetit Kappe konstans régié gént tartalmaz, Igy
kaptak a PIVR-PFAGANZN- &8 1EIOVE-PAGERI 2 Konatrakeibkat.

£3 dMab- & Mahst IE-chonanvacokhd] eiGalen Xirodes ellsnanvazok exprossediatisa

NS-O-sejtekbe elckiroporalionk 10 pg PIVKPAGESZE- vagy IEI-PAGIR2 N -honstukeldy, ¥ & e

mdneredet kappa Konnyiilineot expresszald kidnokat tranaefeokiditnk 10 pg FAVH-PANHAGE- vagy IEIOVH-
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FAHGOkonstrnkedval
A DNS-chot Pval-enzimmel iirtdnd omdseréssel nearizaliak, stanoflal kivsaptuk, majd 503 PRS-ben

cidottuk. Kindilbelid 107 sgiiet myitjtittink Gosee contrifpdliesal, ds o sméeatelt DNS-gel clegyiive 8.5 md

2D

g
3

PESael slehiropordeids kitveiidba reszaszpendditak. T perces idpen tartdst kdvetden o sejtehked 200 Voly, ds
880 ¥ slekivesztatikos bapacit® mellett gy tmpudeost kbzohink, maid azokal oges fnither tartottuk tovibbi
10 perove, A sejteket 86 hrokd tenyéeztblomerelre ossiotiuk sedt, 19% Rdlis borjlszérummal {FOS} kiegesaftet
DIMES F12-18phtzegbon. Bt nap cliehidvel, & hyakabhor szelekslv iphktzeget adtunk {8 megfeleld loronzekee
0,43 pgiod mlkoferolsavval, Hletve 10 mmndll hisatidinolldd Klegdsetiett DMEM F12 FCSL A transefokisly
klonok 14 nap cleltdvel srabsd szovame] Sszlclhetdk voltak

¢ jcleniéiét ELISA~

e

& trensefekialt kisnokat tanalmazd lyukek feltldssdjaban 2 humbneredeti ellenanyy,
it

X

vizsgdlaital mustattuk ki Mikrotipdld lomezeket Sexdkenyvitetitnk humdneredett kappa konnyiidne ellend (-
mdneradetft kapps-lanest szokretdls Kidook Nimutatdsses) vagy bundneredett IgG elleni {gummaldnera specifi-

kuay {teljes ei?enanyagst szekrotaie Ridmok kimutatdsirs) kooskesredetd ellenanyvsgokkal, PBST-pulforred

{8,055 Twesn J0-reagenssed kiogdraitett foszfivpufferss Brioldgids konvhastoldat) Oridad mosdst kdvetden, 8
transziokidnsokat tartalmazd Tyukakbd sefrmazd fololdsrdk higftdsall méntk be 8 mikrotitrdlolemes egyes
yakatba 1 dedra, 37°Cron. A Jomezeket PRS T putforrel muoatuk, majd azokhor tormaperoxidizzal jeldl, keos-
keeredety, humdn Kappa kimnyildne elfend (happa~-linc-specifikus), vagy alkelikus foszfutdzzal jolbh, keeske-
eradettl, lumdn Ig0 cllend {gammsldne-specifibus) resgenst adumk, €5 1 drdn &, 37°Chon inkubdimk. A feme-
eeket fira moshuk PBST -puitons], rmap! aokbor o-fenilindiamin vagy p-olirofaiifoce it reagonseket tartalnwe-
26 szubsaivdtot adtunk. FE dra milva mértitk & 497 m vagy 405 o halldmbosszon daxdelt Envelnyeldat.

£3hu & 1EIthu f0l8 humanizdlt ellenamvacok ol8allitdss T-seit-cpitdpok hunanixdidedvadl. Dt

enitdnok kikdvekenteldae

A P3 8z 1E10 variabilis domeénck szekvencididt AMPHE-algoritomus alkalmszdsival vissgadltak PMargalit

& orisal "Prediction of mvnodomiesat helper T ooll antigenic sites from the primary sequered”™, 1 Inmumnl.
138, 2213 {1987 A program T eagy 1Y aminosaebd! $H6, helthilis amfipdtids szegmsm‘mmkai keres, amslyek
Tesgfies bmmenogenitdssal hozhaidk Oaszefigedsbe. Az alkalmazoft SOHHA-program szinén potencidlis
helikalls hidrofh szegmentumokat vwtat ki [Elot & musai.s “An hypothesis on the binding of an amphipatbic,
38, 3048 (1987 Mindier algo-
ritmas oldre valdseindsitete, hogy & Fi- & 1B -cllonanyagol varidbilic o8gid seekvencidjinnk mely scopmens
sei prezemt@itdhatnak T-helper seitek szdmdra MRC Hemolekuldidiad Sssrefiigadshen.

Homoldeda-keresds hundn bmnunsiobuinokkst

&z egém‘sﬁe i varidbifie répidk aminosav-szekvencifll {a viiaghaldn horzalithatdy GoneBank ¢s EMBL
dathdzisakban szerepld fmmanglobulin-ezekvencidhkal hasontitotiuk Susze. Az egérevedeti seekvencidkial a
Eegnagy&bh fokd hoxmiéégi;i{ ket odn varidbilis régid srekvencidkal hatdroztak meg &2 egyes oilenanyag~

ok sxdmider. & seekvencia~homologis Kimutddsis 3 PC-TWO HIBIO PROSIS D600 programesomagot alkal-

Ceikkent unmunegenitds Kime

Ax olidrds céfia az hnmounogenitds catikkentdse, vagyis potencialis nuumogén T-sejt-opitdpok kikiiser
bl vapy humanindldes, wminindls valtoratisok drdn. Ax elidrds sorin tudatosas Kivserdltink nébény,

helikalls amfipaniss seogmentumban renderddit muinosavesoportot, Azon aminosavakal, amelyek loginkdbh
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fole a kanonikus strakiivddnl, valaming a TDR-szekvencidk kdevetlon spomszédadgdban, iletve 1 Vernier-

zondban helyerkednek ol érintatlonid kell hagynd,

Ax olifnds szeri, a2 spsrovadetlt varidbilie régidkat ax anzal lognagrobl foled Howologhlt natard hundn
szekvencitval hasoplitotiuk Gasee, majd azoncsiiotiel an spsreredett MAD & ax szmwl jegnagyabd fokid
homoldgidl mulald bumote seekvenciz minden egyes pozicldishen az cltdrdssket, fgy, hogy csak az FR-
sregmentum aminosavalt vetink figyelombe Kabal: “Seguences of proteins of immunological intorest”, &
Kiadda, National Instinte of Health, USAL Az {py meghatdrozott aminosavakat az egdreredetlt seekvencidkkal
legnsgyobb fokd homoldgiat mutatd bumdn ssekvencia szonos pozicididhan taldfhaté anvinosavakkal helyetiesi-
etk A cverdkel frdayiton nutaguoczly eljdrdssal végemtik.

A kSidhely hivomdinenzids strukiiniisnak kislakitdséhan rédsmtvevd aminosavakat nom muddliatuk, mi-
vel 3z érinthei az antpsofelianerdst. A helvettesitdsek harmadisgod struktdraea Kifejtett hutdsdrdd tovabbi in-

fortdcidt Kaphatunk ax antigSnkéd hely molekuldris todeflezésével

Megiogyzendd azonban, bogy 2 helikdlis amfipstds szegmentmnhan prolin amivosavak vanask jelen,

&

x

valamint agt, hogy bizonyos epdrevedeid aminosavek nem Hinnek fol ugyanabban a pozicihan az szxsl legna-

gyobb fokd homolouidt rouiatd fumwdn szebvoncidban, visenst gyakoriak Ihetogk mids bunnduneredet immat-

globulinokban. Exdet, az sgyes véxdgit-pexicidkrn narn adbatd meg epyetlen amninosay, amellye az egdrerede-

i aminosavak helyettesitcnddk. & mutdeidkat &fodh PCR-eljdrdssal végozink,

A Pl és 1E1Obe hunwnizdl ellenanyazok kidnozasa ds exprosszaltatdss

A Pl és 1B 0lm-clionanyagokenk megfleld gédnkonstrakeidkat nps:*s»zﬂé\ vekivrokban Kdacaiek
Kirméra elieonayagok esetdben vode fomerietett eljarassal fgy kephdl 2 PIVEhe-PAGLS22- vagy IRIOVEh
PAGAE22- € PIVHI-PAHES0S- vagy 1£10VHha-FARSSIE Ronsirukoidkat,

A rekombindns eﬁ:enzanyagakat pmtein & affinitdsos kromatografidval (Pharmacis, Uppsala, Svddorszig)
flszitottak.

Riolduiat akiivitg

& rekombindny olensnyagek bickiplal akibelicd amigénber Wudnd faflagos kowddsiikoek ELISA-~
elidrdssal végrelt mdrdsdvel hativeatuk wmeg.

A P rekombindns MAk esetdben, mikrotirdld lemercket metanothan  oidett GMINeaGok-
ganghozidokkal éradkenyitettink, Egy Ova saioitdst kévetfion, 8 nem specifiey kitSdist srarvasmarha-eradetd
szérpmaibuminnal {B3A} blokkoltuk (1% BSAC wartalmaed Tris-HCT pulferhen), § drdnodt, 37°Con. A lenwze-
ket PRS-sel wmostak, majd Hsziltoh, rekombindns P3 MAb-ad inkabdluk, t drdn &t 37°Ceon A fomeseket Tris-
HChpufforrel niostuk, mndd 1 drdn &, Ceon, alkalilus foszfatizzal Ronjugdlt, humdn sllenanyagra fjlagos,

kecskesrodetll reagenssed inkubddiok. Vég, 3 lomessket mdastuk, & poniirefeniifRezfit reagenst tartalmand

seubsardtpafforrel inkehdituk. A foyelnysldst f1 Gra cheltdvel, 403 am hulldehossenn mérik

A rekombindns Mabal 1E10 eoosdhen haonld ofjdrdst afkalmantunk, azwal ax elidrdnsed, hogy 8 emene
ket P2 Mab-bal drashenyiattitk, d8 o mosfaokat ,05% Tween 200 artalmied FRSpuilerrel wigeak,

Hacaak kifejezetton mishpy nom ROGOK b, ¢ paldakban fsmertotett kisérletekben alimazott valameny~
nyl enzig, veagens éa vezkiz kereskedolomben hozzafirhetd forrdshd! sxdomazon

i pdida

Kiméra B MAD slfditince
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A cONS-t revery transehripide ensinmel sehndetiadlivd, 2 P3 Mab-cllcnanyagnt szekretdlé hbridémahd]
szérmazd BNS-H& kilodulvs, a fentickbern mir fsmertettek seerint. & reakel¢ sordn aikalvarett dncindid
cligomuklestidok a kivethend saakvenciital voltak:

W costdhen

FAGGTCTAGAALITICTCCACACACASGAGHAQICAOTAGATAGALEY

VK esetdben

FOCOTCTAGAALTGGATRGTOGGAAGATHGS

A VHPS é VK ¢DNS-szakaszokat PCHsljdrdssal aoplifikaliok, Tag-pulimerdzt &a speoifikus Moo
dit6 oligomdiactidokas alkalmuve. & Mncinditd oliponukientidabba dplintt sestrikoids enzimy folismert helyek
VH egetgben BcoRV & Nhel VE scetdben BooRY &y Sall woltak. Az alédh lncinditd olipomakisotid-
seakvencidkat alkatmastek:

VH esstdban

1. Hncindité oligomiddeotid (azigndlpeptidy

SGGOGATATCCACCATGRAGIR THICEIAGCTG{TGIOTCAJAT 8Tty

2. ncinditd oligomskleotid {CHI X

FEQOGUTAGCTOCAGAGACAGTOACCAGAGTY

VK exctdbam

. Hneialisd olignautifontid (rzigndlpeptidy:

FOGOGATATCCACCATGOAGITA ACALOTHTACTCAGETCTTY (AT
. Mncindié oligomikieotid {TK)

TAGCOTCOACTTACGTTIIC ‘;AmCCAA{GA}CTT{GT}W{}TCC 3

A PUR~erndkeket Ta-vektorba (T4 Konoxd készlet, Invitrogen) Kidnoztuk. Tizenkét, egymistd fig-

&

s

‘.J)

gotlen kbt seekvendlbunk didezoxi-elidvissal, [ T7 DNA Pol” (Phammacia) reagenshkésziet alkaimazdsaval
Homoldgiakeresd sleoradsse! meghatdroaha & VEES & VKPS fegaagyobls folok im:meiégiét mutatd szekvencid~
i, A VHFI- da VKPIszekvencidk {1, és 3. Sheak) 2 Babot 8le contflyonhs szerind nagyfokd komoldgilt mutat-

nak ax I8~ és Vesackvencidkkal,
Riutin 2 VHP3- BooR Y- £ Nhel- enzimtekke!, & VEPIS BcoRVY & Sall restribcids envimebkel emése-
ek, & VHPS- & VKPR -egeentumoks oldsbleg ugyaneren enzimekkel emdészieit PAHSOU4 (VH eseicben)
& PAGHO2Y (VK cecttben) exprosszids velorokba Kidnostdk Beebet an sxpressaidy vektorokat Sherte
Morrisortd! {UCLA, Kalifornia, LRA) kaptuk, €5 azok slkalmasak immuonglobulinok expreaszéltatésirs emids-
sejickben. A PAFS6GS 2 humaneredetd oGl konstans régidt artalimazza, a PALD 4622 humds {kappa konstans
ol gt tanaimaz) [Coloma €y misad, “Novel vectors for the expression of antibady molecules using varisble
regions penerated by polimerase chain reaction”, L bomimol Meth. 152, 89 (18%23]. fgy allirotnak oIS & PAVH-
PAR4GDE- & PIVRKPAGHS 2 2-konstrakoidkat.
Tie (I ug PIVELPAGHS2-honstrukeit NS-U-gejtekbe slekiropardiomk, ¢ humdneredetyy kzappes«

kennyilancal exprosszald egyik kidnt ansefektaliak 10 gg PAVHPAHIS0-konstrakeldval. A transe

megeldzion, 3 DNS-eket mindkét esethen Pvabenzirame! Hrtdnd emdantdase! Hnearlzdiuk, etanolial Mesaptuk,
ol 58 i PBRE-ben oldotiuk

Cartibeln! 107 seitet gyiouink degre condrifipdbissal, 65 0.5 mi PBS-ben szuszpenddiva, & erodziedt

i

TINS-sel egyiit eleliroporicids kilvettaba meértitk, Mictdn a sejteket 10 percig Kgen tantottuk, & sejtekkel egyet-

P 25
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len fmpuizsst kozahink 200 Volt, & 860 uF clekirosztutikus kapacitds mellett, majd szt jepes Hivdében
fartotiuk tovabbi 19 perors. A& sgiicket 96 hvukd enydsztdiomanckre osztottul sz, 10% fotdlis bogiisadranumal
{FC8) kiogdszitel DMEM Fi2-tdpkdzegben. Eét nap eltelisvel, w hrukakhor seelekily tipklzeget ndunk {a
mepicleld fomerckre 845 pofod mikofenolaavvad, ifletes 18 momdl! fsetidinellal Kegdonitett DMEM F12
FCS) A wenszfektalt Kionok 14 nap elteltdvel szabad srenme] dsslethetdl volak,

A wancziokidh Kidnokat tnrtalmasd hukak &diltandiiban & humancredetit olicnanyag jelenididt ELISA-
vizsgilatis! mutstuk ¥l Mikrotirdld lomezekst draékonyitettiok bumdnercdetlt kappa kdmnyilne cliend (v
midneredetd kap;\:zviancat seebretdid Mdnok kimuiatdsden) vagy homaneredstlt g0 ellond (gammalancra spentflc
kushy Geliey ellonanyvegor seekretile Ridnok hinmsiatdsdrs) kecshesvedetd cllenanyagobkal PBETipufferrst
£0,05% Tween 208 e g@nssei hivgdsziiett forzBit-puffires frinldgids kenyhasdoldat) Briend mosiist kdvetben, «
tronsefekbioschat wrtalowed badnkbdl sedrmeped feliitszdk higidnlt ok be a3 mikeotitvdiclener ogyes
fyuknila, v nad 1 Grdlg, 3P°C-wo inkebdkok A femezekel PBST-pufforrel mostul, wald asvkboz toooa-
perocidieaal ol keoskeeredetlt, fuundn Rappe kénuyitdne cllend (kappe-line specifiion), vagy akalthes
foszfadivzal foldl, keoskeeredetlt, humin 1gQ ellend (gammaling specifikos) reagenst adtunk, $s 1 dnin &,
ITC~-on inkubilnde. A lomexcket dira mosiuk PBST-puiferrel, mald seokhoz o-fenildndiamin vagy paite-
fenilfoszfit reagenseket tattalmand szubsatvdion adbunk. FST ora mafdva audrtlil a 492 nm vagy 405 nm bulldm
hosazon Sszinh Ravelnvelist.

L pftda

A P31 humanizélt clesanvas kilinbaad vibozatuinak ol6siiidea

Az cgdrovedetli VHPI-~ ég VK PI-szekvencidkat {1, &5 2. abedk) humdnerededll szekvencidkkal basoniftot-
bk Ossze. AR 8y 4 abedk a l \wssagyebb fokd h(s.zxt.s::iégiét rntatd szekveacidkat mutatidh. Halikalis, amfipitis
régitkat, vagy potenciilie T-soit-epiidpokal kevestiink az exdrersdett PI varidbille régld sxckvencidkban, ds

tudstos stratdgife dolgeztunk ki sira, bogy aninosav-helyvetteslidaekked a potenciglis T-seii-epitdpokat az egée-
evedettt szekvencitkian kikiszobdlith vagy humanizatisk.

VHPS clomuzése 3. 4bya) 3 amBpdtids szepmenhum jelenlidt ixazolta, amelyek koziil ax olad tartal-
mazza & CORI- & FRZ-rédpivkat, valamint 3 CORZ-rdgld ndhdny aminosevdt, 3 mésodik tutalnazza az FRI-
wigdt 85 3 CI%”.}R%uégiéi. Av egérevedett wzebvoreda & az wand 2 fogaagyohd fkd boranligidt mutald humdn

seskvenci kbl jelenticebb eltérések 5 COR-rigidliban, wagy a kiwdhely hdromdimenzids szavkesstének kisla-
kitdeiban edentvevd pe};ﬂi‘ﬁéﬁk%\ wm hedverkedick ol Boack meghlelben Sy batdromtunk, hogy an egdrevedett

VHP3-seekvenciiban osm oserdiiak ki aminosavakat.

& VEP? clomzésy szintdn 2 amipitide sregmentum jolenddtst ipancita (4. dbrw), meiyek kingl az olsd

f=a

¢

txctalmanta ez FHI-rdgiot, 2 rodsodik 2 CDR2-dgist, valansnt az FRIxdgié nshiny aminosavat. Ugy hatdroz
taek, hogy & 8., R, 1§, 11 & 13 pozkidkban aldlfatd smbosavakat cserdliek K o legnagyobb fokd
heroldgidt metaid hormde szekvenciz aenocs poziciiidt olftglald sovinossvakra. & His, Lys, Phe, Met & Thy
aminosavaad, 3 fontl 8 sorrendhen, Frg, Ser, Sor, Leu €3 Als aminosavakes ceerdltiik, A vserdket Atfedd PO
elidrdssal (Bamman $x missl: “Rapid jnsertional pustagenests of DNA by ps}.iimes‘ase chain reaction $PCRY
Nucleic Acid Res. 17, S404 (19593 vépentiik, ax 1, 2. 3 &5 4. joledsd, aldbbl szekvenciijé Hocindits
oligomddestidol alliroacdsival:
1. Kpeindlid oligomukicotid:

FATGACCCAGTUTCCTIOTICTCTTTCCGUGTCAGTAGGAGALCS
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2. Bnelndits obigenuklsotid
FAGCOGTCCACTTALGTTT{TOATTICCA{GAYITTIGTIGTCCCY
3. Bncindits oligrouklowid;
FETCVCCTACTRACOLGGR AR AGAGAASAAGGAGATTGOGTOA
4. Bncinditsd olignouklectids
SGGGCATATCCALCATOGAG{TAXCACAOTRTACTC

A pontmutdciskat srekvendlassal ellondriztik,

GGTOTTT{GATY.

S

Ax fgy elballiett konstrakeld & PIVKIm volt, amelyst

x

PAGAGRZ expresszibe vekinrha Kdooatunk A kidnozas sredmdénye 2 PIVRIR-PAGHER 2-konairakeld Tt A

PIVHBu-PAHSGM- &8 PAVKRG-PAGAGIE-

“x g

konatrukeidkkal N8-Oeagjicket vansziekisBunk, A Pllw-clionanyvay tanseblifiasd & Mmdra ellonanyagok

hurmaeizdll  oflenanyag  cxpressaibiatica  dedeksben, 2

ssetéhen nidr ismenteiett slektropareid

& pilde
A Kiméra P3 Mab-slicnanves bioldaiai aktivitdsa

s &5 kimutatdsi eljdrds alkalimazdsaval vépertitk,

A Kiméra P3 rebombindas ellenanysg blologisl abtivitdsat antigdnles tirtdnd fajlagos Kotbdésik ELIRA-

slidrassal végeet pdrdsevel hatroziuk mieg.

& P3 rekowhindns Mab ceotében, mikrotirald  lomeasket metancihan oldort GM3NauGe)-
sanglivzidokksl éradkenyitettink. Bey dréds szdritdst kverben, a nem specifikue kdttdést sanrvasmarhaeredetlt

szérumathbuminnal {(B84) blokkeltuk (1% BSA Tris-HC pufforben), 1 dedn &, 37°Coon A lomezeket PBS-sel

mstuk, maid | drdn 8 379Ceon, deetfiolt, rekombindns P MAbal inkubaltek. A lemezediet Tris-HCpufforred
mostak, naid 1 éndn &g 37°Coon, sthalikus fosziatdazal konjugdh, bumsn ollonanyagrs fujlages, keoskeoreder
reagenssel inkubdhuk. Vel « lovonzeket mostuk, & p-nitrofoniifoszfit reagenst tartubmand szubsaratpuiforrel
takubdluk. A Soyeloysiést f8 6ea eliehdvel, 405 ran kollimbosszon ménik

Negatlv kontrollidnt kirnsdea T MAR-ot alkabwaznnk.

Ag 5. dbre kiméra B3 MAL antinénber 18866 specifihies kitGddsst szemiditeti.

4. péida

Kiméra 1E18 MAb of0dliAs

A CDNN saintézisdt reveyr amszivipiiz onzimme! végertitk, 8 1EID MAb-clHenanyagot seekrotdld
hibriddmabsl sxdrmard RNS-H8! Lilndulbva, 3 frdlekben mody lenerictotick szerint. A teakoidban a ktvekexd

szekvenciabl Mnciaditd oligomdkisntidokat nikalonsiale

Vi esetdberg
FOGGGCTAGCTOAGGAGATTE TGABAGTGETS,
VE esvichen:

SGCOTCTAGAAUTGHGATGOTOOGAAGATEGAT
A VHIEDD & VKB oDNS-azakaszokat POR-clidriasal amplifikdltuk, Tag-polimerdz €8 speciiibus

fancindfto olizondkieotidok atkalmazdstval, Az alshbi Moclndits sligonakicotideszekveneidkat alialranaiud:
VH ssetében:
. Hneioditd oligraukicotid zigndipeptid)y:

SPGGGCATATCCACCATOGAGIATHCGIAGCTHTGIGTICAATCGITATTS;
2. Hncinditd sligunukisatid {CH1Y
SGGGGCTAGCTGAGGAGACTETGAGAGTGO T,
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VE esétdben;
i, lncinditd oligevukboeid {szipnil popiidy:
SGGGGTTAACCACCATCAGG{GT N COCATIGOTCAGHENT: TICTICTITRYGGIGAR,
2. Wncindins olignmdilestid {CKx
SAGCHTOCACTTACGTTTITGATITCCA{GAXITTIGT ) T 0.
A PUR-terrndkelet TaAvektorbe (TA Xdnozd késziet, Invitrogen) Kidnoxtak. Tizenkét {121 egymndstdl

1

figgetlen Koot sackvendlogek  didesoni-offdedssal {Hsd 70 & ¥ &dlwa), JTT DNA Pol™ (Pharmacia)

reagenskdsziet alkalmasisival. Homoldidkeorasd dlemedssel mepbatdrentok & VHIELD & VEIELC legoagyold
fokfh homoligidt musatd sackvenciarésesit, A VHIBIO- és VRIE G-szekvencidl nagyfoksd homoldgist mutat~
rak @ vegyes € ¥ seakvencidkkal, 2 Kebat e contdlpnads soprint.

Mgl 3 VHIEG-caskvenciit ExollV & Nhel, g YKIEIGszelvencid Hinelf &v Sall rectrikeions enei-
nekhe! orodsatetttik, @ VHES- & VEFI-fregmentumokat gz oi0edlep moglofeld onzimekiel emdanton PANLSOE
(VH esetdbond ds PAGAS2E (VK escistben) exprosseids vektorokba kMonoziuk, Ezeket az expresasids veltorokst
Sherte Morriseniéd (UCLA, Kaliformia, UBA) baptuk, &x axok alfablmasak immunglebulinok expressedBioidsira

Ve il

emidssejtekben. A PAHASG vekine ¢ humdneredett IgG1 konstans régidt tantalmazza, a PAG4EZ2 humdn

kapps honsians rdgbd pént wriabmae [Cotons e putsad . “Movel veetors fur the expression of antibody moletules
using variable regions generated by polimevase shain reastion™ J, fmmunel. Meth, 152, 85 (19921, gy alfftomuk
2l a IETOVH-PAH4M. &5 IEIOVK P AG46T 2 komtrubcidhat,

Tiz (30} g {EOVER-PAGIE2 3 honstrukeidt slekiropordcidval NE-Q-sciiekbe juttatnmk, &8 humdnerede-

ti Rkappa Kiony8iinest expresezdld kidmt 10 pg IEIGVIE-PAHLS0S konstrukodval  transefekidlumk. A

sefekcidt mepelbeden, & DNSweket mindhd esctien Puid-onzinumel Sridnd emésatdsse] lincarizdltal, ela-
noilal kiveaphak, mouid 58 pl PRS-bon wddottul,

Koriitheln! 17 seitet nyfitomink Sssze contrifugdtissal, €5 az emésatert DNS-sel slepvitve 0.5 ml PRS-

set eleltropordeids kltvettaba reszusependditek. Mintdn & sefteket 10 peroig jSpen tartaitik, azokial 200 Volt, 6

068 uf elekirosziatibas kapacitds mellelt egy tnpulaust kiteitink, majd a seiteket tovdbhi 10 pegeiy feges fu-

dében fartottuk. A sejiekey 96 lvokd wenyésnidienmerchre osztothuk szét, 109 ftals borfdssérummal FON

kiegdszitet DMEM FIZ-tipkizegben. Két nap olicltdvel, a lvukakhoz szelekily tpkBzeget adtunk (» megfeleld

fonzekre 0.4F pe/md mikofensluevest, Mlatve 10 mmell Msetidinollal Megdsziteyr DMEM FIX FCS) A
wransefeingh Kidnok M4 sap eltelidvel seabad szommet Sezletherdl voltak,

A wansziekish kidnokat wrtalmard byakal feliiliszdidban & lumdneredenll ellenanyag jelenididi ELISA-
vizspaiattal vextastuk ki Mikeotitndld lomezekel Stzdhenyiiotilink humdneredetd kepps kdnoyildne sllend (-
médneradetii ‘a»::appa-iénwi seekretale ilonok kunstatdsiea) vagy humaneredetlt (g0 ellend {gearnrnaliners specifi-
kusitelies ollovanyrgot szelestfle kMoesok imutetdsdral keoskesredstfi cllenmnyugetdkal PBST.pafferred
£0,05% Tween 29 roageassel kiogésaftent fovafit-pulferey flzioldgids konyhasdoldat) Wiridnd mosdst kvetden, 3

mikrotiteddd lovoes exyes Ipduaiba o transelekidnsckat tartalmezd lyukakbd! sedrmazd felihicadh hipithcait mér-

£k b, € 1 Ondig, 3TCon inkubdlink, A lemescket PRYT-pafferrel mostud, maid seokhor tormaporoxidiesal

joldl, kevskeeoredetlt, humian kappa Kdureribior ellerd (kappa-ldnc-specifikug}, vagy alkatikue fosziatizasd jeltl,

™

Keoskooredetlt, bumdn IgG oliond {gammaline-speeifikes) rosgenst adtund, €3 | drdn &y 37°C-on inkubidinde A

femereha PRITpefforeed 8 mostuk, mald wepkbhoz o-feniidndiamin vagy p~n§trsfeni§€{se;;-:fét rexgenseket tartal-

ar Yoo
o
¥

mazd sebsztrdict adtunk. Fel don odiles odriik 2 492 om vagy 405 nm holldmhosszon sseleli Boyelnyeidss
2Y
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Az sgdreredetlt VHIEIE d VKIED 8»3:2&:%{%;1@5:%2{& .{& &5 7. abedk) humdneredetd szekvenoiikkal hav
sonlitottak Sssze. A B & 9. dbrakon mz egdroredetyi axckvencidkbal lognagyobd fokd homoldgidl mutatd humsn
szehyvencigkat motatink be, &z opdrercdetlt 1B varidhilis rgid seckvencidkban holikalls, amfipanids swsék'm,
vagy potencialis Tacit-epitdpobat kevestiink, &5 tudstos airatdgidt dolgomuny ki abbal a ¢&ha1, hogy a potenci
iis Tesgit-epticpokat az epérevedetlt szekvenciskban sovinosav-helvettesfidsekkel kikiiszabaliik vagy bumani-
itk

A VHIZIW vlomeése (8 dh) 3 amfipdtids szegmentuny jvlonlétst igazolin, amelvek kiziil gz olsd ax

FRIrdgidl, » misodil ax FR2-régitt, 3 barmadil ax FR3-régitt tanaimarya, Ugy hatdroztunk, hogy az 5., 40,

@ B~ lahals b

3

42, ¢ §7. (Habat Rl sedmozds swerint 83.) poriidban wiithatd aminosavakat sz aweal legnagvotb fokik
homologhal mutatd humdn spekvencia azonos poziidithan alithatd sminosavval helvettesitiok. A Gln, Arg,
Glu ¢ Thy aminoseevadst — o fond a sorrendben - Vi, Ala, Gly €5 Arg anvinosavabva caerdhik,

A belyettesitdst Stfedt PUR-olardssal végentitk [Mammann & msais Rapid insertional mutageneais of
DNA& by polviwrase chain reaction (PCRY", Nutlkie Acids Rea, 17, §404 {1989y Kildnbizd
ncinditdkdszivtek alkalmezasdud.

A nehéaline 5. pozivididhan m 1, 3, 3 & 4 ieledets, aldhbi szekvencidll Manchnditok sikalmazicdval
hoebmk tre mutioion

i Kncinditd:

FCAGGTTLAGCTGGTGCAGTCTRGAGOTY

FEOGGOTAGCTHAGHIAGALTHTOASAGTGGT

1. laneindite:

FABCTCCAGACTHCACCAGUTGAALUTG 3

4. Bacindiy:
SOGGGATATUCACCATOMAMATHCOAGCTHITGIGTICAATICRCTCTTY .

3

Miutdn az 3. posicithan a pontortdold Kireost szekveniidsssd ellendrinttik, o 40, &8 42, pouividkban ik
meutteidkat hortunk e,
A nehdxldne 40, &5 42, poziciijdban o kévetkend szekvencidit Bocindfidhkal hoztunk tre mutician
b, HAncindits:
FTGOETOAGGUAGHCGCCTGHGCAGGOACTIGAGSY
2. Hncnditd:
FEGQOECTAGCTCAGRAGACTO TG AR A TGETYY,
3. Kincinditd:
SCTCAAGTOLOTOLCCAGRCOOCTGUCTOACTCASY
4, {dncindis:

L7

hiutdn a3 48, &5 42, pozicidhan 8 '_;3333&1113&&&%{}}: Eé-ﬁfejétié‘s szefvendidssal oliondriztitl, & 87 (Rohat szee
vint §3.) pozividhan is mutdoidt hoztuek e,

& nehéxline 87, (Kubst seerint §3.) posfoiGishan a kivetkend szekvencidit Mncindiidk alkalmazdsdval
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1, ncinditd:
SCTCAGCAGQRUTGLGUTUTGAGGATTOTS
tancinditd:
FGOOGGUTAGCTSAGOAGACTOTGAGAGTGGTY
3, Hanchulit®:
FTAGAGTCCTCAGACCORAGLOTGLTGAGE,
4, Encindith:
FGOQOATATCCACCATGRAMATOCHIAGCTH TGN TCAATICOCTOTTS.
Baved helyettesitdssket nom hajtotiunk végre, niivel a2 muinovavak a kdtdhely hdrmdinensids sindad-
rdidnad kialakitniban vntiek césat,
A pontmuticidk  Wtejendt  sackvendlissal  ollenbrimtik. A kupott  konstked®  1EIOVHhu-

konstiudicidnak nevertSk, & o PAMGENY expressddos veltotha kidnostuk. Aw gy kapoit kensmakcidt
EHVEPARHAS0nek bevezitis

A VIR0 vizsgalata szintdn 3 amfipdiids sesgmentim jelonlddt igazoita {9, Shra), chol ax L szegmen-
tam FR1-, & mésodils CDR -, ¢ harmadik FR3-régidt fuglalt magaban. Ugy hatdroztunk, hogy & 7., & & 15,
poziciiban talilhaid aminosyyakal ax egéreredetd seehvencidval legnsgyobb okt homeldgidl wutatd humsn
szebvsrinia azovns paeiciiiabun aldlhant sminosavakial helyetresiitk. A Thy, Thr & Leo aminosavakat 3 Ser,
Pro 83 Val anvinosavakial helvettestiottih, A helvetiosidst ifedd PCR-slifrdssal végeantik [Kammang & wasal.:

nA

+Rapid insertions! mutsgenesis of INA by polymerase chaln reaction (PURY, Nuclkele Acids Reg, 17, 3404

{18891 Az 1., 2., 3. 654, jeledefl, althbi suckvenciapl Mnchnditok sliabmasdsdval.

A ktonyiiline 7., § & 135, podeididher & Kbvetkezd szekvenoidih neinditdk slkalmazisival hoztunk
fétre aataotdt:
1, Wnchudng:
FPCACATHACACAGTCTCCTTCORCCOTGTOTGCCTCTATGE CAGALAGAG YT,
2, lncinditd:
FAGCGTCOACTTACGTT HTGATTICCA{GAXTHGTIRTCLCY,
3. Kocindid:
3 GACTCTOTCTOCCACAGAGGCAGALAGDGAGGAAGGAGALTGTGTOATUOTGSY,
4 Hosinditd:
TEGOOTTAACCACCATRAGHGTICCCCATICCTCAGIUTITICTIC T TG GHGAW
A pontmuidoiek  Mtrefiel  ceekvendldsssl  ellondrizik. A hspoft  konsinukeist  IEIVEGe-

X

kenstrokeidnak nevestik, do azt PAGAERD exprossaids vekiorba kidnoatuk. Az gy kapait konstrakei® IEIEVR-
PAGEE2-konetrukoidoak neesaik.

Az TEIO jelzésd hurnaniagh sleoxnyag expressedivtisdhor NS-Ouseiteket transafekialnunk 1810VHw-
PAHAED4~ & TEIOVIPAGHE2 2 Fonstndiitkkal.

Ax 110 jelzdsd clenanyaged kodold konstrakeidkat & kimdra cllenanysgok esetében mér ismeristell
elekireporicids ds Kimutatdsi ofidrdanal transeiekidhuk.

& pdlda
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A kimdra MabiBlG-ellenanyag blolbgiad akitvitded aotigdnbez Retdnd specifikus kivddése albwpian,
ELISA-eljhrassal vizsgaltek.
A rekormbindns 1B MAD esoidben, mikrotitrdld lomereket F3 MAb-elloran ,fzaggai vontunk be. Mhddn

2 lemest PRET-vel {0,03% Tween 20 resgenst lactalmard foszii-putleres 82

4
2,
£
w7
g
o
3
4
d
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“$5
5
2
£
&
g ¢
2
%
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sy, & newn specifikus KOt0dsst oly modon blokkahuk, hogy » fornezeket | dvdn &, 37°Cran, 126 szarvasmarha-
sredet seérumaibuading (B3A) tartalmezté PRET-puflerrsl nkubaltnk. A Tyukakat mrovtak, & § drdig, ¥
Heztitott, rekombindny MabifiG-cllenanyaged drabditnk. A lyokekat PESTpufferesl mostek, ds asvkhoz
keoskeoredetd, aliatifns fosafatdzzal konjegdd, humén elicoanyagra specifikus ellonanyagot adiunk, maid 3
omezeket egy dran &, ITC-on inkubsltek, Végll, & lemezchkel POST eal mosbd, &5 anokbor
uitrofeniifosziat reagenst fartalmand szubaztvitpuifert adtunk. P&l ora elieliével 403 nim hulldmbosszon mérttk g
fSuyelnyelds, Weguily kontrollksnt kiredra CF MAb-ot alkabmaziunk. A 10, &bra kiméra [E10 MAD specifikos
kivtdadeedt ruuiatia B3 mal-bos

Az aldbbiskban rOvider ismertsiith o lobdshos coatolt dhaikat,

Az b dbrin a VHPI-DINS szehvonoid]dt & az abhdl kivetkezivtert aminusav-szeXvencidt nutathd be, A

seakvencidkat Kabat szdowordsy sverivg rovidentitk e:gym;is aelié [Kabat Ss misail: “Seqlences of protehs of

ivunclogical nteres?™, 5. Kiadds, Nattonal nefl

sk

¢ of Health (19801 A UDR-régidkat pontozott vonallad

& 2. dbodn x VEPIDNS sackvenchiiit és az abbdl kdvetkemteiott aninossv-arckvencidt muatstjuk be. A
szekvenciskst Kabat szédmovdss szetint rondemtiik Gssze [Kabat &8 mtsal: “Sequences of proteins of
fmnmological interest™, 5. Kiadds, Natfona! Institge of Health (1861 A CDR-répidhat postozott vonalial
jelstk,

A3 dbrdn o VHPI-crekvensidt 2 fegaagyobb ol homeldgit mutatd human szeliveastival ramfertiik
Sesze. Az amfipdtiie szegmentumokat alébardssal, a CDR14gidkat vaslag s2eddssel emelitk ki

A 4. sbrfn 8 VEPI-sackvenciil a fegnagyvobb folst hontolégidt motatd bamdn szekvenpidval revalentiik

dssee, As avdipdtiis szegmentumokal alihdaiscal, @ CDR-rdpidkat vastag szedéssel enmeltik ki

Az 5. &brém a Kimnére Mab B3 specifiboy kitdaléedt szendéitetik 83 NenGol-ganglivaidhoz. Kilonbs-
25 Roncentracioia Meb P3¢ ds Mab Tie meg&iw kondroll} tesztslitink ELISA-olfdrdssal. Mikeotitedld lemeze-
ket vondunk be metanoiban GMEMNewE) & GMIKeede) {pegatty kontrall} panglinaidalkal, &5 & speeifikus
korddést meghatiroztak.

& S, Shrén s VHIEIGDNS szekvencidjdt & ax abbal kivetherteint aminosav-szekvencidt mutatiak be.
& szekvencidkat Kabat sxdmozdsa seorint rondeziitk cgymds melé {Kabat &5 mtsals “Saquences of proteing of
nmunological fnterest”™, 5. Kindds, Natlongd Instiiute of Health (181 & UDR.régidkat pontezott vonallal
jelnlnik

A 7. dbedn p VEIEIGDNE seakvencidjdt $s az sbbol kévetkeztstett aminosav-azehvencidt mutaijuk be.
A szehvsasikat Kebat sndmozdss sosrint mn&i&zﬂ’sk cgymds meild [Kabat da nutsal “Sequences of prateing of
imumenological iderest”, 8. Kiadas, National Ustitete of Health {1981)]. & CUDRorégidkal postozolt voraiial

A & dbrdn 2 VHIBD-szekvencist a lognagyobb fokd homoldgiat muaty bumdn szekvencidval rendes-
stk “saze. Az amBipdtids szegmentunmolat aldinizdssal, x CDR-régiokat vastag seedéssel vmelttik ki

AR, dbndn & YRKIE iGszekvenciat a i

seyohb fokd homoldgidt mudats endn seekveneiival rendea-

ia

N

’i()
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ik dssan. Az amfipdtids szegmentamokat althindasal, 8 COR-régiokat vastag szeddass! emeluik ki

A M) dheén s egdreredetit Mab PY & w kiméra Mab TEI0 kvl specifius kirddest szernichesink. K-
nbiel koncewtrdcioia Mab 18 0-cllenanyagot s Mab C3-ellenanyagot (negatly kootroll) toseiohitink BLISA-
elidrassal, Mikrotitrdld fomereket vontunk be Mad F3~ &s Mab A3~ {negatfy Rontrall} eflenanyagoikal, wmaid 8

&

speciiibes k8t8dd nwghataronuk,

SZEKVENCIALISTA

A szelvenciglistibhan S kistetlon ssdvegrészek {223 ax kid) forditisa
2> 39

233> sewmtetikus

CEIF> pe{of) S mefarg)

<2 g jplentdse 3, ¢, g, vagyt

T3> aze jelontdee , 0, g vaRY R

<BI0> 39

23> geinteiilus

RII> gingetivos

2

A wE{alg) v neledg) e wn{vE) §s pe{ofa) d8 nledy)
S wmcknfé &, €, §, ¥RgY 1

<FAF> azngelkndse g, ¢, g ovagy t

F2% menelentdsr g o, g vrgy t

23> sznjeleniieg ¢ g gyl

<223> awnjelentésn g, € g, VaRY L

<Zige 32

Q23> szintetikus

Q1> 33
~Q23> swintedikus

NQ23> oAy da w{ght) & me{ida) Sy a={g/
223> axvnjclontdcen, ¢ povaRy
<23 zzn ploddsea, o, g vagy b

233> mzon jelentdse a, p, g, vagy t

A3 gz njelentise a, g, g vagy t
IR A jelentdse & ¢, & vRgy
<23 s iclemidse a6, g, vagy t
> 33

B2 szimtctikus
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SZABADALMI IGENYPONTOR

1. Kiméra monokliondlis eflenanyvag, amely ax ECACT gyéitemdnyében S4113026 nyiivantartasi szdmon
fetétbe belvezett hibridémassitvongd alal termell, Mub ¥3 jeledai, N-ghkolilexstt szifleavat tartalomand
grnglioaidohat felismerd egfroredst monoklondlis ellfensnyagh®! szfemazik, & amelyben az Mab BY ollen-
anyay nehézidncinak ¢s kdanyhocdnal bipervaridbilie doménjel a ktvetkend szekvenciikat tartalmanzais

nehézléne:

ORI RYSVH;

CORZ, MIWGQGGSTIFYNGALKS;

CDRY: SGVREGRAQAWEFAY)

kénayilian

TR KASQRVSTAVAS

CDR2: RARYRYT)
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> & day wx
: § e, &
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CDIR3: QOHYSTPWT., &
xenelyben az Mab P3 cllenasyay 2 nebéz- €3 kivwmylldnodnak vazrdgitl (FR} az aldbbi seekvencidkat e
tabmnazils
nehézldng:
& FRI QVQLKESGPGLVAPSGSLSITCTVEGESLS,
FRI WVROPPGRGLEWLY,
FRY: RESISKONEKIQVFLEMNSLOQTOD TAMY YCAR;
FRA: WEHHITLY
Eénnylanc:
i FRI DIVMTOSHIFMSTEVGBRVSTC,
FRI WYQOQKPGQSPKLLLY,
FR3: QVPDRFTGSOGSGTDFTFTISSVOABRDLAVYY,
FR&: FOGGTRL,

ahinl a Kimwdra monokiondlis ellonanyag — ax ellevanyag hunmnizdiasa &y antigdakdtd wilajdonsédganak

i3 megtaridss Srdekdben - 3 kdnnyiildne PR 1I-vdgisidban 3 kivetkezd seubsatiticidkat tartalnasza:
a 8 poxicidban: His hebvent Froy
a9, poxicidhan: Lys helyett Serg
a 10, pozicidban: Phe helyeit Ser;
a 11, pozicidbare Met helyet Law éafvagy
20 a b3, posicichan: Thr helyett Ala,

D& Az b igdnypent szerintt racackibbadlis elbvnayag, norelden # neldzidne konstans végidhr homin be-
manglebalinba] szamazd gamma-1-lncamirosav-szekvencidt, & kdonyiline konstans wigidia hunndre imovag-
globulinbdl sedrmand Rappa-idae aminesav-srekvencldt ttalowe.

3, Sejtvonal, amely az 1-2. igéaypontok birmelvike szerinti monoklondlic sllenanyagot termel.
25 4, Gydpydaesti Késriimény vafigns enlétomorck ¢ melandmdk, valmmint asok Siiteinek &
relapsiusainak kerokisdre, amely 2z 192, igényvpontok bdrmelyike szerint! moncklondlis ellenanyagot isrtalnmaz.
S Gydgyasaatt készltmény wmualignus cmlbtumornk & mclandmak, valamind azok dtdtebek &
relapeausainal e wive” lokalizidicdra Sxfvagy azenosiidsdrs, amely 2z 142, igdnypontok barmelyike szerinid
rnonekiondls elleranyagot anafmae.
30 & Az 12 ignypontok birmelyike szerintl monoklondlis ellenanyag alkabmszdss malignes emféumorek
&3 melundmik, valomint azok dtéteinek s refapszusainak kezeléodve srolgdlo gydpyseer «lGaHitdsden.
A meghatabmazol:
33

DANUBEA
Szebadabmi 6y Vidiegy Troda K8,

Dy Svingor Addm
40 szabadalns Sgyvive



a9

e

veso anve

¥ s , P w @ 4 % P
~ L5 o or S e s 5 = D i3
N 2 mw. i “ 2y T tad = 5 w = m...\m
o
by . L] £ £
4 5 & A & dooonoin
" zZ o Pl Y A
s v . £ S
* 0y ke B2 e P L
P < E o2 ;e R
% B de
x o P IS e
v auw - o G £ {3
£l et P ‘4
o7 2 I <L (4
. i P
+ i ga L . 4
. ~Nt & 5 - n& t W g
“4 o 2 o o =
o, . 0 L £ %
L Bl e o v & s B
o o % ~ <L 3 ol f~ 143 2 [
. 4
¢ e ) o o
faRv L o ke g @ o 6 [ RTRS w
JA IR =t 3 &3 [ 323 e w5
% %
i 4 £ [ fr o N\w
L 22 I iy g RN 0 2 g% cey L2 w55 5 e
o b B m\ -t A P 4 w o o
2y _— iy %
- o 0¥ G
i o] ol o
34 £a
rw 5] [ F-
f o~ * 6 5}
y 5y < ¥
- PR o € 0t 0% 4
" P s
- < lid
A &8, R4 M e ¥
o e w T
= PN .
5 oaa g o o %] } 4o
2 ) 4 S A 2z LFn
[t 5] S: fe 1 a m 53 am D &
g il
[ # Bo0c T P o 9
e & o~ o~y nw (g G b £ B oL
wﬁn v P 13 3 '8 53 i & o
1] - Al %% v P
g g o LY £ &
h e M 4 & = 5 = L
B os 54 £
~£53 ’ B o . =7 N 5 &
o 5 g4 W 4] & £
» 5 W b Fe wr A I [N w e £
23 ) o = @ &3 = po
3 e t o L PEy L
[ m\ o o -] 4 o s §
kg 1} w o W Ly e B o Uy
o T s Tos 5 23 ~” 12 o . >3 < o
o E - L A o
IR 4 ot i o oo 4y > s R
> 144 I b/ o « o Dt W B> 9]
o ., % w. £ L2
~ B =~ g @ 8O "l Ca 0 L3 oo
T IS 1357 5 o~ & o« 3 4
P s . N .
o bl b £ Foe <z
. A i 9 o % 1 W 3 L iR 52
@ g o i [ i3 7z DI @
> T P 0 e S .
L ¢ bV [ i &y
o 4% o3 4 PR i i S L
‘ o [ ¥ e < Fo 0y $es
m -8 e $ e .
24 . . ] : i
. 1 bt o3 KD RV = K v B g % Nm e Y
- wh =3 &~ ~ <L & @ 3y b b b3S
b3 0 I I o
S L3 (] R
vz ” o oz e v w4 P i
R - ~ v > b = i) 2 onl
o o w43 I Al =7 & & A 3
™ ~ = . <2 “ !
Lo 5 i bl ol 5 £
g 44 [ s o =~ Gy L i~ Qo
1] )2 o = o = ol o~ o
o i P % P 5]
LR - R el & % W
P w o I -3 & k4
o e o~
I S ] g i
nv i §3. i
15 R % H
m“ o ¥ o H = H

ke wn

7E5,
e

feyxed

&3

a
»

0

NN e,
. Al



sves Gaxw O
pe P s
LR
> °
< - v >
9 < ad

PCTI/CUDZ/00003
25

3. abra

¢ 5¢

¥rLr srn far et aaf..tvrao.s Saolidffiirioooc.oet o.ogo. v
hnhoVH QVELVREEEGVV
i 20 k3 A0 54

AN

70 8 59 100

AR ESVTRECRIGARFATR

o
L3

VHES NERLRSTLET SHONEKIQVFLXVNGL

ALV
ABRIVEG

QLRARRTARY

T £ 3 188 118
4. ab
+. dorad
b Lo B2 " -
16 20 3R R 52 &8

T TCRASRRVSTIVREYIEPGQERQL
Tia. 3 Xy
LT~ TNY MW RO PCGRARPKV LI YOAS T LRGN

B3RS
a0 3 £¢ 2@
2t ag G4 310G

CDEAVY Y CQQUEYSTRWTREGETR

triv X,

RFEROSGRGTRRTET PIATYYOQGYRTLRLIFGGETEY

g2t a¢ G 108

sovy

>
®
-

>



3/5
§. abra

PCTICUDZ/00003

. e 74 L
..4 o mb 2L ¥y m.u <4 IR
i it o 5 43 o P
P o & 54
- gl oo @ 24 &
wwe : 3 hd i 4 Pz e
b ! 5 2 i
0. 42 % @ 5k A e
[} 3 @ i3 o e
7 s ;
% = o 55 Y . .
o s R ohoys L NS
% 1 - I pARGEE w7t
3 £ Zee er < 4 &
i m.w mW b #4543 @ A w\ o
z £ @ 2 » %
<D £ Sz m 4
£ A A, oy i
Py < > = P
- S - - i
e 5 \mw. Y R ot & i P
%3 4 o [ 2 EI @ 7 i
5 A = % o . o
Y, == o b \\ Z 7 23 .. . 4
5 £ 8 £ . 2 o @
L g oz 5 . 38 & @
S
I d P-4 £ 5 P 3 3
& & B v o o a4 B
& 2 3 e - % > ¥
E £ 5 = w x b
g2 © D B 22
s ¢ 4 @ i
’ % M > % g
% 5%
v 74 %
R e T fee
w g PR
43 55
I U T
-3 ...M s 4

~ K]
R e
= & b

] 124

= LI I

EAS 51 e & o @

o~

SR By i
]

8. abra
i
ERe
Ha
R

K
TR OBAL
oo,

I “ 4
o .x.«.rw\. m.< mm.\...\&\:
3 m» poy ¢ - g
o 7
. & oy
@ “ 8 g ¥ AR
G Sy ot PN
gt Rt i \m,m
A t i 2
4 1 -5 Pl o]
% 4] o
. m.,«w.. Rt A
L2 < 2 = B =1
% z:
@ v L} !
= #
7 B
(< F 21 «
o) W L%
P ts o ke 30 o W A
- o < 7 £ 2
P e
P
% £ e 5 3
© ¢ aoA
o % %
[ A e 0 4 Ly AL
¥ o “ 4 DI
be < (4
= =2 vs
Q) ] 53¢
~ ~ IS
“ “ B
> > I




4/5

7. abra

PCT/ICUDZ/00003

0 <« i
SRS ) s T e
e w7 g
RS

o 2

e
Y
RREEN

X
Y
A

A

o2 oes o oy O

K4

3

oo
.0

=3
-3

HEPPEOIRISIRY

Bt v~ XY~ - DS EITRYRGO

«
ol < - < O
w3 - iy ot
. e .
@7 2 B
Iy 3
o 1
0 LR .\dw .
Py £ LA .
o
5 33
o Y S B
P (4 : :
o Ee] m;m [=3 Z “
) g @t 4 B < boid X -
- 4 ; b -
e b Exxd AN “ I A
N S0 = woo A
[ %@ - o L
Ry £2 % - B &
by v > <l
45 % £ - -
Y R 22 O TR 4
f 3 ’ |22 ]
£ L g ool f5c) PR L R
R W8 e ) . << o i DR o< S
e ~ o . ps) . (]
[
v 3
“ v
@ “ »
3 & - o , s
6y [ 3 ..4
v 5
Ca ) um N /m “ 5.
wsf  lE .2 o ; 2
v 2 & E ~ 3 4 rE-B - % a
e ~ . L ¥ 7 A I
Eoo: - Y : B
5 : o b & \ @ s
< 2 - o < i f~ fa e
o p o
3 2 8 : 3 .
= T ) PN W» o~
4 o .
Ay U U g o el @ . 5% N
no R p ~ > Wy ¥ -
o <>
= = o ook v
I P e o3}
o o3 2 -~
5 a0 h* %

¥




» * ® * » ©
o8 - L

PCT/CUDBZ/00003
55

8, abra

O TSP I TORASETIARYY

Rt ST o AU 1 Bk G

18 28 3 XQ B
80 20 g6} s O
VLR TOYSLYISNLERE QOSNTLPRITGGGTRLESK
YRafe wa TR0 rxzozz.X

QUK SRRSGRGSGTRFTFTISELER

50 ¥} 28 S0 R

1ER
8 Kimera Mab A34EYQ
& Kimdra Mab P30S

X Kindra Mab AB-0B

7

Saaa R




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

