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SPECIFIKUS HUMAN ANTITESTEK SZELEKTIV RAKTERAPIARA

Jelen talalmany targya egy peptid vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv
molekulat, vagy annak egy konstrukciojat, vagy ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy
egy fragment konstrukciojat, amelynek felerdsitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy
szelektiven és/vagy specifikusan kotddik egy célsejthez, a tobbi sejt ellenében, és amelyben
a kotési szelektivitast vagy specificitast elsddlegesen egy els6 hipervariabilis régio
hatarozza meg, és amelyben az Fv molekula egy scFv, vagy dsFv, és Fv adott esetben
tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is. A felerdsitett kotés egy lényegében hozzaférhetové tett
és/vagy tulexpresszalt kotohelyre iranyul egy célsejten, a tobbi sejt ellenében, amelyeken ez
a kotohely lényegében nem elérhetd és/vagy nem expresszalt. A talalmany targya tovabba
egy olyan modszer, amely lehetévé teszi ilyen peptidek és polipeptidek izolalasat egy phage
display librarybol, valamint a talalmany targyat képezik a peptideket és polipeptideket
kodold nukleinsavak is. A talalmany szolgaltat egy gyogyszerkészitményt, amely a peptidet
vagy a polipeptidet tartalmazza , valamit kiteket, amelyek betegségek diagnosztizalasara és
kezelésére hasznalhatok, elsosorban rakos megbetegedések, azon beliil is az akut myeloid

leukémia esetében.
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SPECIFIKUS HUMAN ANTITESTEK SZELEKTiV RAKTERAPIARA

A TALALMANY ALKALMAZASI TERULETE

[1.] Jelen talalmany a szévetekhez valo célba talalas (targetalas) €s azok
azonositasanak teriiletére vonatkozik, fag bemutatasi technolégia, valamint olyan peptidek
és polipeptidek felhasznalasaval, amelyek specifikusan kotédnek adott célsejtekhez. Ilyen
peptidek és polipeptidek az Fv molekulak, azok konstrukcioi, ezek barmelyikének egy
fragmentjei, vagy egy fragment konstrukcioi. Kivaltképpen, hogy ezeknek a peptideknek,
polipeptideknek rakellenes hatasa is lehet, és/vagy rakellenes agensekhez kotédhetnek vagy

asszocialodhatnak, kiilondsen a vérhez kothetd rakos megbetegedések esetében.

A TALALMANY HATTERE

[2.] A terapias hatoanyagok szovet-szelektiv targetalasa a gyogyszeripar egyik
ujonnan felmeriilé tudomanyaga. Uj, targetalason alapulo rakellenes terapiakat fejlesztettek
ki, novelendd a terapia specificitasat és hatasossagat, és csokkentendd a toxicitasat, vagyis
novelendd az altalanos hatékonysagot. Tumor-asszocialt antigének elleni egér monoklonalis

antitesteket (MAb-ok) hasznaltak, hogy megkiséreljenek toxinokkal, radioaktiv



nukleotidokkal és kemoterapias anyagokkal tumorokat megcélozni. Tovabba,
differencialodasi antigéneket, mint példaul a CD19-et, CD20-at, CD22-t és CD25-6t
hasznaltak a vérképzéshez kotheto rosszindulati megbetegedések gyogyitasakor, mint
rakspecifikus célelemeket. Bar alaposan tanulmanyoztak, ez a megkozelités, mégis eléggé
behatarolt. Egyik hatara a megfeleld, szelektiv kotddést mutaté monoklonalis antitestek
izolalasanak nehézsége. Egy masodik nehézség az, hogy az antitestnek magas
immunogenitassal kell rendelkeznie a sikeres antitest izolalashoz. Egy harmadik hatarolo
tényez0 a paciensben kialakuld ragcsalo antitest elleni immunvalasz (human anti-mouse
antibody-HAMA valasz), amely igen gyakran a szérum féléletidejének rovidilését
eredményezi, és megakadalyozza az ismétlddo kezeléseket, ezzel csokkentve az antitest
terapias hatékonysagat. Ez utobbi hatarol6 tényez6 serkentette mind a kiméra vagy
humanizalt ragcsaloé eredetii monoklonalis antitestek eldallitasara, mind az uj human

antitestek felfedezésére iranyuld érdekldést.

[3.] Sok olyan faktor van, amelyek befolyasoljak a monoklonalis antitestek
(MADb-ok) rak kezelésében elért terapias hatékonysagat. Ezek kozé tartoznak az antigén
expresszio specificitasa a tumor sejteken, az expresszio szintje, az antigének heterogenitasa,
és a tumorhoz valé hozzaférhetoség. A leukaemiak és lymphomak altalaban jobban
reagilnak a az antitesteket alkalmazo terapiakra, mint a szilard tumorok, példaul a
karcinomak. A MAb-ok gyorsan hozzakotnek a leukaemias és lymphomas sejtekhez a
véraramban, és konnyen behatolnak a rosszindulatu sejtekig a limfatikus szovetben,
ennélfogva ezek a a limfoid tumorok kivalo jeloltek a MAb-alapu terapiakra. Az idealis az
lenne, ha olyan MAb-t tudnank azonositani, amely a rosszindulati progenitor sejteket

termel6 Ossejt valamelyik sejtfelszini markerét ismerné fel.

[4.] Segitend6 a MAb-ok felfedezését/termelését phage display libraryakat
alkalmaznak, hogy abbdl véletlenszeriien valasszanak ki egylancu Fv molekulakat (single
chain Fv, scFv), amely kotddik az izolalt, elére determinalt célfehérjékhez, mint példaul
antitestekhez, hormonokhoz és receptorokhoz. Ezen felil, az antitesteket tartalmazo
konyvtarak hasznalata, azon beliil is a fag scFv konyvtaraké, igen megkonnyiti azon
egyediilallo molekulak felfedezését, amelyekkel specifikus, eddig még fel nem ismert €s

meg nem hatarozott sejtfelszini molekulakat lehet esetleg megcélozni.



[5.] A leukaemiak, lymphomak és myelomak olyan rakos megbetegedések,
amelyek a csontvel6bdl, valamint a limfatikus szovetekbdl erednek, és a sejtek nem
ellen6rzott novekedésével jarnak. Az akut limfoblasztémas leukémia (“ALL”) egy olyan
heterogén betegségcsoport, amelyet specifikus klinikai és immunoldgiai tulajdonsagokkal
jellemeznek. Akarcsak az ALL mas formainal, a donto ok a legtobb B-sejtes ALL (“B-
ALL”) esetben nem ismert, annak ellenére, hogy sok esetben a betegség egyetlen sejt DNS-
ében tortént szerzett genetikai modosulasokbol ered, amely miatt az abnormalissa lesz, és

folytonosan osztédni kezd.

[6.] AML a neoplazmak egy heterogén csoportja, amelyben egy progenitor sejt,
rendes koriilmények k6zott a mieloid vonal végdifferencialt sejtjeit adja (eritrocitak,
granulocitak, monocitak és vérlemezkék). Mint a neoplazia mas formaiban, az AML is
szerzett genetikai modosulasokhoz kothetd, amely soran a normalisan differencialodott
mieloid sejtek helyett kevésbé differencialodott blasztok képzddnek, amelyek a korai
mieloid differenciacié egy vagy tobb tipusat képviselik. Az AML altalaban a csontveloben
fejlodik ki, valamint, kisebb mértékben, a masodlagos vérképzo szervekben. Az AML
elsésorban felndtteket érint, az incidencia 15 és 40 év kozott a legmagasabb, de eléfordul az
is, hogy gyerekeket és idosebb felnotteket érint. Minden AML-ben megbetegedett
paciensnek a diagnodzist kovetden azonnali terapiara van sziiksége ahhoz, hogy klinikai
gyogyulast lehessen elérni, vagyis olyan allapotot, ahol a nem differencialt blaszt sejtek

jelenléte a véraramban nem mutathato ki.

[7.] Napjainkra mar tobb olyan monoklonalis antitestet fejlesztettek ki,
amelyeknek tumor sejtek elleni citolitikus hatasa van. A P185 — ndvekedési faktor receptor
(HER2) - elleni MuMAb4DS5 monéklonalis antitest humanizalt tipusat, amelyet az FDA is
jovahagyott, és mar hasznaljak human emlérak kezelésére (5,821,337 és 5,720,954 szamu
USA-beli szabadalmak). A kotédést kovetden az antitest képes a gatolni a HER2
novekedési faktor receptor-dependens tumorsejtnovekedést. Ezen felil egy CD20 elleni
kiméra antitestet fogadott el az FDA (5,843,439 szami USA—beli szabadalom), amely
periférias B-sejtek gyors uritését okozza, ide értve a lymphomahoz asszocialtakat is. Ezen
antitest kotodése a célsejthez egy komplement-dependens lizist okoz. Ezt a terméket is
jelenleg hagytak jova, és mar a klinikumban is hasznaljak az alacsony fokozatu B-sejtes

non-Hodgkin lymphomak kezelésére.



[8.] Néhany mas humanizalt vagy kiméra antitestek allnak jelenleg fejlesztés
vagy klinikai tesztelés alatt. Ezenkiviil egy humanizalt Ig-t, amely specifikusan reagal a
CD33 antigénnel, és amely hozzaférheté mind a normal mieloid sejteken, mind a legtobb
mieloid leukaemias sejten, hozzakotottek a rakellenes gyodgyszer calicheamicinhez CMA-
676 (Sievers et al., Blood Supplement, 308, 504a (1997)). Ezt a konjugatumot, amely
MYLOTARG?® néven ismert, szintén ﬂapjainkban fogadta el az FDA (Caron et al., Cancer
Supplement, 73, 1049-1056 (1994)). A citolitikus aktivitasanak fényében, egy tovabbi anti-
CD33 antitestet (HumM195), jelenleg klinikai tesztelés alatt, konjugaltak kilonb6zd
citotoxikus agensekhez, tobbek kozott a gelonin toxinhoz (McGraw et al., Cancer Immunol.
Immunother, 39, 367-374 (1994)) és radioaktiv izotopokhoz "*'I (Caron et al., Blood 83,
1760-1768 (1994)), *°Y (Jurcic et al., Blood Supplement, 92, 613a (1998)) és 2’Bi (Humm
et al., Blood Supplement, 38:231P (1997)).

[9.] Egy, a leukocita antigén CD-45 (cHuLym3) elleni kiméra antitest a human
leukémiak és lymphomak kezelésére inditott preklinikai fazisban van, (Sun et al., Cancer
Immunol. Immunother., 48, 595-602 (2000)), csontvelOatiiltetés szabalyozasara
hasznalhato. In vitro vizsgalatokban specifikus sejtlizist figyeltek meg az ADDC assayben
(antibody dependent cell-mediated cytotoxicity, antitest-dependens sejt-medialt
citotoxicitas, Henkart, Immunity, 1, 343-346 (1994); Squier and Cohen, Current Opin.
Immunol., 6, 447-452(1994))

[10.] Habar ezek az eldzetes eredmények igéretesek, a kovetkezo limitald
tényezokkel kell szembenézniink. A végso termékben nem human szekvenciak vannak,
amely egy nem human anyagok elleni immunvalaszt valthat ki, mint amilyen példaul a
HAMA. Ez a HAMA-valasz megakadalyozza az ismételt kezeléseket, és a termék rovidebb
szérum-féléletidejét idézi el6. Ezenkiviil a fent emlitett modszerek kizarolag egyetlen faj
antitestjeinek, valamint kizarolag ismert és tisztitott antigének elleni antitestek izolalasat
teszik lehetové. Tovabba, ezek a modszerek nem szelektivek, amennyiben nem teszik
lehet6vé olyan sejtfelszini molekulak elleni antitestek izolalasat, amelyek jelen vannak

mind a normal, mind a malignus sejtek felszinén.

[11.] Tehat, egy modszer, amely megoldja a fent emlitett limital6 tényezoket, igen
hasznos volna. Tovabba, egy ilyen modszer idealis modon lehetové tenné a rakos sejtek cél

ligandumjainak és markereinek az azonositasat, vagy olyan sejtekéit, amelyek a rakos



metasztazisban vesznek részt. Ezen feliil, egy ilyen mddszer az ilyen célelemek elleni
antitestek termelését is lehetové tenné. A fag bemutatasi technologia mindezeket az

elonyoket mutatja.

[12.] A fag bemutatasi technologia lehetdvé tette, olyan scFv-k izolalasat,
amelyek kizarolag human szekvenciakat tartalmaznak. Példaul, a kizarolag human, human
TGFb2 receptor elleni antitest, amely egy fag bemutatasi technologiaval eléallitott scFv
klonbol szarmazik, napjaink terméke. Ez az scFv, amelyet kizarolag human 1gG4
molekulava konvertaltak, és a TGFb2 kompetitora a receptorhoz valé kotésben (Thompson
et al., J. Immunol Methods, 227, 17-29 (1999)), igen er0s antiproliferativ hatassal
rendelkezik. Ez a technolodgia joval specifikusabban le van irva a kovetkezd
publikaciokban: Smith, Science, 228, 1315 (1985); Scott et al, Science, 249, 386-390
(1990); Cwirla et al., PNAS, 87, 6378-6382 (1990); Devlin et al., Science, 249, 404-406
(1990); Griffiths et al., EMBO J., 13(14), 3245-3260 (1994); Bass et al., Proteins, 8, 309-
314 (1990); McCafferty et al., Nature, 348, 552-554(1990); Nissim et al., EMBOJ., 13,
692 -698 (1994); US szabadalmi szamok: 5,427,908, 5,432,018, 5,223,409 és 5,403,484,
lib.

[13] A fag bemutatasi technologiat hasznalva, jelen talalmany szerzoi olyan sejt
markereket azonositottak, amelyek koros sejteken, vagy rosszindulati tumorok esetén
vannak jelen. Ennek kovetkeztében jelen talalmany célja, olyan peptidek és polipeptidek
azonositasa, amelyek felismerik a sejt markereket, lényegében hozzaférhetd, vagy

talexpresszalt, kiilénosen koros, vagy rosszindulati tumor sejteken vagy sejtekben.

[14.] Jelen talalmany tovabbi célja, hogy hasznalja és kiterjessze a fag bemutatasi
technologiat, mint az ilyen peptidek és polipeptidek azonositasanak egyik lehetséges

segédeszkozét.

[15] Ezen kiviil jelen talalmany célja az is, hogy ilyen peptideket €s

polipeptideket azonositson immun-keresztreakcioval.

[16.] Még tovabbi célja jelen talalmanynak a human eredett peptidek és

polipeptidek azonositasa.



[17.] Jelen talalmany még tovabbi célja az ilyen peptidek és polipeptidek izolalasa

is, amelyek elleni antigének nem sziikségszeriien immunogének.

[18.] Szintén tovabbi célja jelen talalmanynak, hogy olyan peptideket és
polipeptideket szolgaltasson, amelyek lassitjak, vagy gyogyitjak a rakos megbetegedéseket,

elsdsorban a vérhez kothet6 rak fajtakat, ide értve a leukémiakat és lymphomakat.

[19.] Valamint tovabbi célja jelen talalmanynak az is, hogy a rakos sejtek helyi
targetalasara peptideket és polipeptideket szolgaltasson, egyediil, vagy asszocialva vagy

kotve egy rakellenes agenshez és/vagy egy diagnosztikus jelhez vagy markerhez.

[20.] Tovabbi célja jelen talalmanynak, hogy modszert szolgaltasson a kivant

ligandumokkal szemben egy targetalo agens el6allitasara.

[21.] Még tovabbi célja jelen talalmanynak, hogy azonositson olyan specifikus
motivumokat, amelyek tal-expresszalt sejt markerek felismerésére szolgalnak a
rosszindulatl fazisban és amelyek felhasznalhatok egy targetalé vagy diagnosztizalo jel

konstrukcigjaban egy rakellenes agens szamara.

[22.] Jelen talalmany még tovabbi célja egy készitmény szolgaltatasa, amely
hatékony mennyiségét tartalmazza olyan peptideknek, polipeptideknek vagy
motivumoknak, amelyek asszocialva, vagy kapcsolva vannak egy rakellenes agenshez,

vagy diagnosztikus jelhez vagy markerhez.

[23] Kimutattak, hogy az scFv molekuldk bejutnak a szovetekbe, és gyorsabban
kitirilnek a vérbol, mint a teljes méreti antitestek, mert kisebb méretiek. Adams, G.P,, et

al, Br. J. Cancer 77, 1405-1412 (1988); Hudson, P.J., Curr. Opin. Immunol. 11(5), 548-557
(1999); Wu, A M, et al., Tumor Targeting 4, 47 (1999). Ezért az scFv-ket gyakran
hasznaljak radioaktiv jelolést és képalkoto eljarasokat alkalmazo tumor diagnosztikus
célokra, hogy elérjék a a radioaktiv jel testbdl valo gyorsabb kiurtilését. Néhany rakot célzo
scFv multimerek napjainkban jutottak tal a preklinikai in vivo stabilitasi és hatékonysagi
teszteken. Adams, G.P, et al,, Br. J. Cancer 77, 1405-1412 (1988);, Wu, A M., et al., Tumor
Targeting 4, 47 (1999).

[24.] Az egylanca Fv fragmensek (scFv) egy polipeptid kotomolekulahoz

mereven kotott antitest nehéz lancanak (Vy) és konnyi lancanak (Vi) variabilis doménjét



tartalmazzak. A kotémolekula elég hosszu ahhoz, hogy a (V) és (VL) domének egy
funkcionalis Fv doménné hajtogatddjanak, igy lehetdvé téve azt, hogy az scFv felismerje és
kosse a célelemét, az eredeti antitesthez hasonld, vagy megnoétt affinitassal. A
leggyakrabban hasznalt koétomolekulak altalaban glicin és szerin részeket tartalmaznak,

amely biztositja a flexibilitasukat és proteazok elleni rezisztenciajukat.

[25.] Tipikusan, az scFv monomereket ugy tervezik, hogy a Vy domén C-
terminalisat koti a polipeptid ktomolekula a Vi, domén N-terminalis maradékahoz.

kotik a Vg domén N-terminalisahoz a kotomolekulan keresztill. Power, B, et al., J. Immun.
Meth. 242, 193-204 (2000). A polipeptid kotdmolekula tobbnyire 12 aminosav hosszisagu.
Ha a kotédmolekula hosszat lecsokkentjiik 3-12 aminosavra, akkor az scFv-k nem képesek
egy funkcionalis Fv doménné behajtogatodni, hanem ehelyett inkabb egy masik scFv-hez
asszocialodnak, dimert alkotva. Ha a kotomolekula hosszat tovabb roviditjik 3
aminosavnal kevesebbre, akkor a az scFv molekulak trimerré vagy tetramerré allnak 6ssze,
a kotoémolekula hosszatol, az Fv domének Osszetételétdl, valamint orientacidjatol fuggden.
B.E. Powers, P.J. Hudson, J. Immun. Meth. 242 (2000) 193-194.

[26.] Napjainkban fedezték fel, hogy a multivalens antitest fragmentumok, mint
az scFv dimerek, trimerek és tetramerek gyakran magasabb latszolagos affinitast mutatnak
a célelemekhez, mint az eredeti antitest. Ez a magasabb affinitas sok elonnyel jar, ide értve

a tumorokat célz6 alkalmazasok idealis farmakokinetikajat.

[27.] E multivalens formak nagyobb kotési affinitisa ezért igen kivanatos a
diagnosztika és terapia soran. Példaul, az scFv-t hasznalni lehet, mint egy blokkol6 agenst,
amely a célzott receptorhoz kot, és igy blokkolja a “természetes” ligand kotodését. Ilyen
esetekben igen eldny0Os, ha van egy nagy affinitasu asszociacié az scFv és a receptor kozt,
amely csokkenti a disszociacio esélyeit, amely megengedné a természetes ligandum a
targethez valo nemkivanatos kotodését. Tovabba, ez a nagy affinitas killonosen kritikus,
amikor a target receptorok részt vesznek az adhézidban és a vandorlasban, vagy amikor a
target receptorok olyan sejteken talalhatok, amelyek er6s aramlast mutato teriileteken

vannak, mint példaul a vérlemezkék.



[28] Ezért a talalmany célja az Y1 és Y17 scFv multivalens formai. E multivalens
formak kozé tartoznak, de nem csak ezek, a dimerek, trimerek és tetramerek, melyekre

diatestek-, triatestek- és tetratestekként is hivatkozunk, ebben a sorrendben.

A TALALMANY OSSZEFOGLALASA

[29.] Jelen talalmany olyan peptidek és polipeptidek azonositasara szolgal, amik
szelektiven és/vagy specifikusan kotodnek target sejtekhez, killonosképpen a vérhez kotott
rakos sejtekhez, valamint ezek konstrukciojat, felhasznalasukat onmagukban, vagy
asszociacioban vagy kombinalva, konjugalva vagy fuzionalva egy vagy tobb

gyogyszerhatéanyaghoz, ismerteti.

[30.] Jelen talalmany egyik megvalositasi modjaban egy peptidet vagy
polipeptidet ad, amely tartalmaz egy Fv molekulat, ennek konstrukciojat, vagy ezek
barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukciojat, amelyek felerdsitett
kotoddési tulajdonsagokkal rendelkeznek, és igy szelektiven és/vagy specifikusan kotddnek
egy célsejthez a tobbi sejt ellenében, €s amelyekben a kotodési szelektivitast vagy
specificitast elsddlegesen egy elsé hypervariabilis régié hatarozza meg, és amelyekben az
Fv molekula egy egylancu Fv (“scFv”), vagy egy diszulfid Fv (“dsFv”), vagy adott esetben
van egy vagy tobb tag-je.

[31] Jelen talalmany tovabbi megvalositasi modjaban egy peptidet vagy
polipeptidet ad, amely tartalmaz egy Fv molekulat, ennek konstrukciojat, vagy ezek
barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukciojat, amelyek felerdsitett
kotddési tulajdonsagokkal rendelkeznek, és igy szelektiven és/vagy specifikusan k6tédnek
egy célsejthez a tobbi sejt ellenében, és amelyekben az Fv molekula tartalmaz egy elso
lancota kotddési szelektivitast vagy specificitast elsddlegesen egy els6 hypervariabilis régio
hatarozza meg, és amelyekben az Fv molekula egy egylancu Fv (“scFv”), vagy egy

diszulfid Fv (“dsFv”), vagy adott esetben van egy vagy tobb tag-je.

[32.] Jelen talalmany egy tovabbi megvalositasi modja szerint egy peptidet vagy
polipeptidet ad, amely tartalmaz egy Fv molekulat, ennek konstrukciojat, vagy ezek

barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukciojat, amelyek felerdsitett



kotddési tulajdonsagokkal rendelkeznek, €s igy szelektiven és/vagy specifikusan kotddnek
egy célsejthez a tobbi sejt ellenében, és amelyekben az Fv molekula tartalmaz egy elsé
lancot, amelynek van egy els6, masodik és harmadik hipervariabilis régidja és egy masodik

lancot, amelynek van egy els6, masodik és eharmadik hipervariabilis régidja, és ahol az

s s

s ey

szekvencidjat a SEQ ID NO:1-6 és 125-202-t tartalmazo csoportbdl valasztjuk ki, és
amelyikben az els6, masodik €s harmadik hipervariabilis régiok egy CDR3, CDR2 és
CDRI régio, ebben a sorrendben, és amelyben az Fv molekula egy scFv vagy dsFv, és adott

esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et.
[33.] A talalmany egy tovabbi megvalodsitasi modjaban,

(a) mind az els6 és mind a masodik lanc els6 hipervariabilis régiojat az SEQ ID NO:8-

24-t tartsalmazo6 csoportbdl valasztjuk ki,

(b) az elso és a masodik lanc els6 hipervariabilis régioi azonosak, és a SEQ ID NO:8-

24)-t tartalmaz6 csoportbol valasztjuk ki,

(c) az els6 lanc els6 hipervariabilis régiojat a SEQ ID NO:8-24-t tartalmazo6 csoportbol
valasztuk ki, és a masodik lanc els6 hipervariabilis régidja az SEQ ID NO:1-6 és 125-202-t
tartalmazo csoportbol valasztjuk ki, vagy

(d)  azelsd lanc els6 hipervariabilis régidjat az SEQ ID NO:1-6 és 125-202-t tartalmazo

o7y

t tartalamazo csoportbol valasztjuk ki.

[34.] A talalmany egy még tovabbi megvaldsitasi modja szerint egy peptidet vagy
polipeptidet ad, amely tartalmaz egy Fv molekulat, ennek konstrukcidjat, vagy ezek
barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukcidjat, ami egy, az elsé vagy
masodik fazisaban levo elso sejten talalhato ismeretlen ligandhoz kotédik, €s amelynél a
kotodés hatékony a masodik fazisban, de nem feltétlenil az az elsé fazisban, és immun-
keresztkotés folytan specifikusan vagy szelektiven kotédik egy masodik sejten 1évo
ligandumhoz, és amelyben az Fv molekula scFv vagy dsFv, és adott esetben tartalmazhat

egy vagy tobb tag-et is.
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[35] A talalmany egy még tovabbi megvalositasi modja szerint egy modszert ad
egy célzo (targetald) molekula azonositasara, amely elsd vagy masodik sejteken levo

ismeretlen immun-keresztko6td helyekhez kotodik, és amely tartalmaz:

(a) egy vagy tobb biopanning Iépést tartalmaz, amelyet az esl6 célsejten valositunk
meg, egy masodik, de nem az els6 fazisban, amely lényegében hozzaférhetové tesz vagy

felfed egy kotohelyet, amely tartalmaz egy ismeretlen ligandumot, és igy létrehozzuk a

“ sy

(b)  tovabbi biopanning és/vagy szelekcios Iépéseket, amelyek az (a) 1épésbodl szarmazo
felismer6 molekulakészletbdl indulnak, és amelyeket egy masodik sejten valositunk meg,
amik felfednek egy kotOhelyet, amely tartalmaz egy ismeretlen ligandumot, ami immun-

keresztkoto reaktivitast mutat az elsd sejt ismeretlen ligandumjahoz, és igy létrehozzuk a

sy

(©) a (b) 1épésbdl szarmazo felismeré molekulak masodik populacidjanak amplifikalasa

és tisztitasa; és

(d)  konstrukcio a (c) 1épés peptidjeinek és polipeptidjeinek tisztitott felismerd
molekulainak felismer6 helyeibdl, amely tartalmaz egy targetalé molekulat, ami szelektiv

és/vagy specifikus a masodik sejten lévo ismeretlen ligandumokra.

[36.] A taldlmany egy még tovabbi megvaldsitasi modja szolgaltat egy kotd
motivumot, amely tartalmazza az R;-X Phe Pro-R; aminosav szekvenciat, ahol R és R,

mindegyike 0-15 aminosavmaradékot tartalmaz, és ahol X Arg, vagy Gly vagy Lys.

[37] Jelen talalmany egy még tovabbi megvalositasi modja szerint egy modszert

ad a targetald agens eldallitasara, amely a kovetkezo 1épéseket tartalmazza:

a) egy vagy tobb targetaldo molekula izolalasa és szelektalasa, amelyek tartalmaznak
primer felismerdhelyet, egy célsejtre kozvetleniil iranyul6 biopanning procedura, vagy egy
elso célsejtre kozvetve iranyuld biopanning procedura, a masodik, de nem elsé fazisban, és
ezt kovetden egy masodik célsejtre kozvetlenil iranyulo biopanning procedura révén, egy

vagy tobb ugynevezett targetaldo molekula eldallitasa céljabol;

b) az egy vagy tobb targetalo molekula amplifikalasa, tisztitasa és azonositasa,
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C) targetald agens konstrukcidja egy vagy tobb targetaldo molekulabol, vagy azok

felismerdhelyei alapjan,

ahol a targetal6 agens lehet egy peptid, polipeptid, antitest, antitest fragment, vagy ezek

multimerje.

[38.] Jelen talalmany tovabbi megvalositasi modja szerint ad egy peptidet vagy

polipeptidet, amelyn a kovetkezo a szerkezetet, vagy formulat tartalmazza:
A-X-B

ahol X egy 3-30 aminosavat tartalmazoé hipervariabilis CDR3 régio; A és B egymastol
fiiggetleniil lehetnek 1-1000 aminosav hossziisagi aminosavlancok, ahol A az amino vég,

és B a karboxi vég.

A RAJZOK ROVID LEIRASA

[39.] A talalmany részletesebben példakon keresztiil ismertetjiik, de természetesen

korlatozas nélkiil, hivatkozva a lentebb leirt kisérd rajzokra, ahol:

[40.] 1. abra fixalt vérlemezkékhez kotott fag klonokat abrazol, EIA assay

alapjan. Az adatokat 405 nm-nél torténd abszorbancia fliggvényében abrazoltuk.

[41] 2a, 2b és 2¢ abrak mutatjak az egymagvu sejtmintak kotodéset scFv
molekuldkhoz, FACS analizis alapjan, a mintak harom AML paciensbdl szarmaznak. A
sejtek fluoreszceniajat mutatjuk, amelyekhez a FITC- jelolt tesztelt mintak kotédnek

(kontroll scFv és scFv Y1 klonok).

[42.] 3. Abra mutatja az Y-I kotédését vérlemezkékhez (3a) és monocitakhoz
(3b), amelyeken Ficoll-panningt alkalmaztunk, FACS analizis alapjan. A sejtek
fluoreszceniajat mutatjuk, amelyekhez a FITC- jelolt tesztelt mintak kotédnek (kontroll
scFv és scFv Y1 klonok).

[43.] 4. abra mutatja a FITC-jelolt scFv Y1 klon kotodését a magzatzsinorbol
szarmazo vér CD34+ Ossejtjeihez. FL3-H csatornaba zart CD34+ sejteket FL1-H
csatornaban analizaltuk arra nézve, hogy hogyan kotddnek FITC-jelolt negativ kontroll

scFv (4a abra) vagy FITC-jelolt scFv Y1 klonokhoz (4b abra). A 4c abra a 4b abran lathaté
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FITC-jelolt scFv Y1 klon FSC és SSC dot plot analizisét mutatja. A 4b és 4c abrak

« s ey

scFv Y1 klonhoz

[44.] 5. abra: FACS analizisei két pre-B-ALL sejtes betegségben szenvedd két
paciens mintaibol: az egyik egy gyerekbdl szarmazik (Sa, c, €), a masik feln6ttbol (5b, d, f).
Egy dupla festési eljarast alkalmaztunk, felhasznalva vagy kereskedelmi forgalomban
kaphato PE-jelolt CD19-et (normal periférias B-sejtek markere, 5a, Sc abrak), vagy PE-
jelolt CD34-et ( 0ssejtek markere, 5d abra), egytitt egy FITC-jelolt negativ kontroll scFv
(5a, 5b), vagy egy FITC-jelolt Y-I scFv molekulat (5c, 5d). Az Sb abra egy dupla negativ
kontrollt mutat. A FITC-jelolt mintakhoz (scFv Y1 klon) kotott sejtek fluoreszcencigjat (x

tengely) abrazoltuk a negativ kontroll festés mintazatahoz viszonyitva (Se, 5f).

[45.] 6. Abra: Ezen az abran lathatok egy kotddést sszehasonlitd tanulmany
eredményei, amelyben Jurkat sejteket hasznaltunk. A Jurkat sejtek FITC-jelolt Y-I scFv
monomerekhez, dimerekhez, trimerekhez val6 kotédésének FACS analizise, egyiitt a

negativ kontrollal.

[46.] 7. abra: Ez az abra mutatja az IgG- Y-I és scFv-Y1 kotodését
Osszehasonlité tanulmany eredményeit. Egy dupla festési eljarast alkalmaztunk a teljes
méreti IgG-Y1 a teljes méret(i scFv-Y 1-hez valo kotodésének osszehasonlitasara. Ot
nanogramm IgG-YI-t hasznaltunk az FACS analizishez, RAJI-sejteken (YI-negativ sejtek;
7a abra) és Jurkat-sejteken (Y1-pozitiv sejtek, 7b abra). A kimutatashoz PE-jelolt kecske
anti-human IgG-t hasznaltunk. Az scFv-YI -1 kotddéséhez ~1pg-ot (200x) hasznaltunk,
melyet egy PE-jelolt nyil antiscFv antitesttel elvégzett festés és egy FACS analizis kovetett
(7c abra).

[47] 8. abra: Ez az abra mutatja az YI dimer, az Y1 scFv (CONY1) ésaz Y1

IgG kotddésének Osszehasonlitasat.

[48.] 9. abra: Ezen az abran lathat6 a kotddés osszehasonlitasa az Y1 szulfid
hiddal 6sszeko6tott dimerje és az Y1 scFv (CONY1) kozott.

[49.] 10. abra: Az Y1-cys-kak molekula Superdex 75 profiljanak grafikonja.
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[50.] 11. abra: Ez az abra mutatja a dimerek méretét a monomerekhez hasonlitva

redukalé és nem redukal6 kornyezetben.

[51] 12. abra: Egy ELISA assay eredményeit mutatja.
[52] 13. dbra: Az anti-GPIba antitestek epitopjainak abraja.
[53.] 14. abra: Az SEQ ID NO: aminosav abraja.

A TALALMANY RESZLETES LEIRASA

[54.] A specificitast itt olyan felismerésként hataroztuk meg, amely szerint a
talalmany szerinti peptid vagy polipeptid egy vagy tobb doménje mutat a target ligand

iranyaba, és ahogyan ezt kovetden hozza kotddik.

[55] A szelektivitas alatt azt értjitk, amikor a targetalé molekula képes
kivalasztani és kotni egy adott sejttipust, vagy adott fazisu sejtet egy kevert sejttipusokbol
vagy kiilonbozo fazisu sejtekbol allé keverékbol, ahol minden sejt és minden fazisu sejt

specfifkus lehet a targetal6 molekulara.

[56.] Konzervativ aminosav helyettesités alatt azt értjilk, amikor egy peptid,
polipeptid vagy fehérje, vagy ezek fragmentjeinek aminosav-osszetételén egy vagy két
atﬁinosavat cseréliink ki. Tobbnyire hasonl6 altalanos tulajdonsagokkal rendelkezé
aminosavakkal helyettesitiink (pl. savas, bazikus, aromas, hasonlé méret, pozitiv vagy
negativ toltési, polaris, apolaris) ugy, hogy a szubsztitucio a peptid, polipeptid, vagy
fehérje tulajdonsagait, vagy aktivitasat lényegesen nem valtoztatja meg (mint pl. a toltése,
izoelektromos pontja, affinitasa, kotési képességei, konformacidja, oldhatosaga). Ilyen

konzervativ aminosavcserék lehetségesek a kovetkez6 aminosavcsoportok kozott:
(1) glicin (G), alanin (A), valin (V), leucin (L) és izoleucin (I)

(1) aszparaginsav (D) és glutaminsav (E)

(ii1)  alanin (A), szerin (S) és threonin (T)

(iv)  hisztidin (H), lizin (K) és arginin (R)

) aszparagin (N) és glutamin (Q)
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(vi)  fenilalanin (F), tirozin (Y) és triptofan (W)

[57.] Konzervativ aminosavcseréket lehet végezni a molekula specifikus és/vagy
szelektiv kotési tulajdonsagaiért elsddlegesen felel@s hipervariabilis régioban, vagy

mellette, valamint a molekula mas részein, mint példaul a variabilis nehéz lanc kazetta.

Ezen feliil, vagy ehelyett, a modositasokat tgy is létre lehet hozni, hogy egy teljes méretii
antitestet, dimert, trimert, tertamert, in. minitesteket vagy mikrotesteket alkoté6 molekulakat

rekonstrualunk.

(58] A specifikacioban és az igénypontokban hasznalt Fv molekulat ugy

definialtuk, mint egy human antitest nehéz lancanak vanabilis régidjabol és egy human

ey

sres

asszocialva.

[59.] Az Fv molekula fragmentjét az eredeti Fv molekulanal kisebb molekulaként
hataroztuk meg, amely azonban megtartja a szelektiv és/vagy specifikus kotési
tulajdonsagait, amelyekkel az eredeti Fv molekula rendelkezik. Néhany példa, a lista
teljességi igény nélkiil: (1) egy minitest, amely az Fv molekulanak, csak a nehéz lancanak

egy fragment;jét tartalmazza, (2) egy mikrotest, amely az antitest nehéz lanc variabilis

crey

sy

egy funkcionalis egységét tartalmazzak.

[60.] A rakellenes agens egy olyan agens, amelynek rakellenes aktivitasa van,
vagyis olyan aktivitasa, amely gatolja a rakos sejtek vagy éretlen rak-eldalakok
novekedését vagy differenciaciojat. Jelen talalmanyban a rakellenes agens egy olyan agenst

is jelent, amelynek anti-angiogenetikus aktivitasa megeldzi, gatolja, késlelteti, vagy

“sey

[61.] A rakos sejt novekedésének gatlasat itt ugy definialtuk, mint (i) rakos vagy
metasztatikus novekedés megelzése, (i) a rakos vagy metasztatikus novekedés lassulasa,

(i) a rakos sejt illetve a metasztazis folyamatanak teljes kivédése, ahol a sejt életben is
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marad, vagy (iv) a rakos sejtek elpusztitasa. Specifikusabban, a rakos novekedés gatlasa
kiilonosen jol hasznalhat6 a vérhez kotott rakos megbetegedések esetén, mint pl. az AML,

tobbszorés myeloma, vagy kronikus limfatikus leukémia.

[62.] A fagemid egy olyan fag részecske, amely DNS plasmidot szallit. Mivel
plazmid DNS-t szallit, a fagemid részecskének nincs elég helye, hogy a fag teljes genomjat
tartalmazza. A fag genombol hianyz6 komponens a fag részecskék csomagolasahoz
szilkséges informaciot tartalmazza. A fag terjesztéséhez tehat nélkilozhetetlen a kivant fag
részecskék egy segitO (helper) fag torzzsel valo kozos kultaraban valo novesztése, amely

potolni tudja a hianyzé csomagolasi informaciot.

[63.] A polipeptideknél hasznalt, és jelen talalmanyban is hasonloképpen definialt
kazetta egy adott, egymast kovetd aminosav szekvenciara utal, amely keretként szolgal, egy
egységnek tekintendo, és mint ilyen, igy sokszorozhatd. Az aminosavakat lehet
helyettesitani, be lehet juttatni Gjakat, illetve ki lehet venni bel6lik, vagy hozza lehet
kapcsolni az egyik, vagy mindkét véghez. Hasonl6 modon, az aminosav darabokat is lehet
helyettesitani, be lehet juttatni Gjakat, illetve ki lehet vagni beldluk, vagy hozza lehet

kapcsolni az egyik, vagy mindkét véghez.

[64.] Az immunglobulin (Ig) molekula az 6t osztaly barmelyikét jelentheti, vagyis
lehet IgG, IgA, IgD, IgE, vagy IgM. Az IgG osztalyban, a teljesség igénye nélkiil, tobb
alosztalyt killonboztetink meg, mint pl. 1gG1, IgG2, IgG3 és IgG4.

[65.] A gyogyszerészeti 9sszetétel olyan formulalasra utal, amely tartalmazza a
jelen talalmany egyik peptidjét vagy polipeptidjét, és egy gyogyszerészetileg elfogadhato

hordozét, viv, vagy higitd anyagot.

[66.] A gyogyszerhatoanyag, egy olyan agens, amely hatékony a profilaktikus
kezelésben vagy adott emlésallatok diagnozisakor, ide értve, de nem kizarolag, az embert,
szarvasmarhat, lovakat, sertésféléket, ragcsalokat, macskaféléket, kutyaféléket, vagy
barmely mar melegvérii allatot. A gyogyszerahtéanyagot egy olyan csoportbdl valasztjuk
ki, amelybe beletartoznak a radioizotopok, toxinok, oligonukleotidok, rekombinans
fehérjék, antitest fragmentek és rakelleni agensek. Ilyen gyogyszerhat6anyagok példaul, de
nem kizarolag, a virusellenes hatdanyagok, mint példaul a acyclovir, ganciclovir és

zidovudine; a trombozis/érsziikiilet elleni agensek, mint példaul a cilostazol, natrium-
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dalteparin, natrium-reviparin, és aszpirin; a gyulladasgatlo agensek, mint példaul a
zaltoprofen, pranoprofen, droxicam, acetil-szalicil 17, diclofenac, ibuprofen, dexibuprofen,
sulindac, naproxen, amtolmetin, celecoxib, indomethacin, rofecoxib, és nimesulid; az
autoimmun betegségek elleni hatéanyagok, mint példaul a leflunomide, denileukin diftitox,
subreum, WinRho SDF, defibrotide, és ciklofoszfamid; valamint az adhézid/aggregacio-

gatlo agensek, mint példaul a limaprost, clorcromene, és hyaluronsav.

[67.] A leukémia elleni hatéanyag olyan agens, amelynek leukémia ellenes
aktivitasa van. Példaul olyan agensek tartoznak ide, amelyek gatoljak vagy megallitjak a
leukaemias sejtek, vagy a leukaemias el6-alakok novekedését, agensek, amelyek elpusz-
titjak a leukaemias sejteket és elo-alakokat, agensek, amelyek novelik a leukaemias sejtek
és elo-alakok érzékenységét mas leukémia elleni agensekkel szemben, és olyan agensek,
amelyek gatoljak a leukaemias sejtek metasztazisat. Jelen talalmanyban leukémia elleni
agensnek tekintjiik azokat a az agenseket is, amelyeknek antiangiogenetikus aktivitasa van,

amely megeldzi, gatolja, késlelteti vagy megallitja a tumorok vaszkularizacidjat.

[68.] Az “affinitas” kifejezést egy receptor (vagyis egy antitesten levo kotohely)
és egy ligand (vagyis antigén determinans) kozotti kotési erdsség (asszociacios konstans)
értelemben hasznaljuk jelen talalmany leirasakor. Az 6sszes nem kovalens kotés egytittes
erOssége egy antitesten levd antigén kotohely és egy epitop kozott jelenti az antitest
affinitasat az adott epitophoz. Az alacsony affinitasu antitestek az antigént gyengén kotik,
és konnyen disszocialnak, mig a magas affinitasu antitestek erésebben kotik az antigént, és
tovabb maradnak kotve. Az “aviditas” kifejezés (avidity) kiilonbozik az affinitastol, mivel

ez utobbi az antigén-antitest interakcio valencidjat tikrozi.

[69.] Az antitest-antigén interakcié specificitasa: Ugyan az antigén-antitest
reakcio specifikus, mégis, egyes esetekben egy antigén altal kotott antitest keresztreagalhat
egy még nem kotott antigénnel. Az ilyen keresztreakciok akkor fordulnak eld, amikor két
kilonboz6 antigénnek hasonl6d vagy homolog epitopja, vagy hurkold régioja van, vagy ha
egy adott epitdpra specifikus antitest egy masik, nem rokon epitophoz kot, mely hasonlo

kémiai tulajdonsagokkal bir.

[70.] Blaszt sejtek azok a sejt fejlodésének éretlen allapotaban levo sejtek,

amelyeknek magasabb a citoplazma/sejtmag aranya, amint egy nyugalomban levo sejtnek.
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[71.] A vérlemezkék a megakariocitak lemezszeru citoplazma fragmentumai,
amelyek a csontvel$ szinuszaiban képzddnek, és a periférias véraramban keringenek. A
vérlemezkéknek tobb fiziologiai funkciodja is van, mint példaul a véralvadasban jatszott
elsddleges szerepe. A vérlemezkének a kozepén granulumok vannak, a szélén pedig vilagos

szin( citoplazma, de nincs korilhatarolhat6 sejtmagja.

[72.] Az “epitop” kifejezést itt olyan antigén determinansként, vagy antigén
helyként hasznaljuk, amely interakcioba 1ép az antitesttel, az antitest fragmentummal,
antitest komplex-szel, vagy az olyan komplexekkel, amelyben ezek egy kot6 fragmentje
van, illetve T-sejtekkel is interakcioba 1ép. Az epitop kifejezés itt a ligandum, domeén és

koto régiod kifejezések szinonimajaként is hasznalhato.

[73.] Egy adott sejt expresszalhat a felszinén olyan fehérjét, amelynek van egy
kotohelye (vagy epitopja) egy adott antitesthez, de ez a kotohely rejtett formaban is létezhet
(vagyis sztérikusan elzart helyen, vagy blokkolva, vagy ugy, hogy hianyoznak az antigént
ko6t6 tulajdonsagai) a sejt egyes fazisaiban, amelyet elso fazisnak neveziink (stage I). Az
els6 fazis lehet példaul normal, egészséges, nem koros allapot. Amikor az epitOp rejtett
formaban létezik, az antitest nem ismeri fel, vagyis az antitest nem kotddik ehhez az
epitophoz, vagy ehhez az elsé fazisi sejthez. Ugyanakkor, az epitop késdbb feltarodhat
példaul ugy, hogy sajat maga médosul, vagy nem lesz mar blokkolva, mert a mellette levo,
vagy asszocialt molekulak megvaltoznak, vagy mert maga a régié megy at egy
konformacios valtozason. Ilyen valtozasok lehetnek a hajtogatodas, poszt-transzlacios
modosulasok, a foszfolipidek hozzakotésében, szulfidalasban, glikozilacioban vald
valtozasok, és ehhez hasonlok. Ilyen modosulasok akkor torténhetnek, amikor a sejt egy
masik fazisba lép, amelyet masodik fazisnak nevezhetiink (stage II). Ilyen méasodik fazisok
kozé tartoznak az aktivacio, proliferacio, transzformacio, vagy malignus allapot. A

modosulast kovetden az epitop szabadda valhat, és az antitest kotheti.

[74] Az “Fab fragment” kifejezést egy monovalens antigénkotd fragment- vagy
immunglobulinként hasznaljuk. Az Fab fragment egy konnyli lancbol, és a nehéz lanc egy
darabjabdl all.

[75] A poliklonalis antitestek egy immunvalasz termékei, és kiilonb6z6 B-

limfocitak termelik oket. A monoklonalis antitestek egyetlen sejttdl szarmaznak.
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[76.] Az agglutinacio alatt azt a folyamatot értjiikk, amely soran szuszpendalt
baktériumok, sejtek, lemezkék, vagy mas, hasonld méreti részecskék osszetapadnak, és egy
csomot alkotnak. Ez a folyamat hasonl6 a preciptacio (kicsapodas) folyamatahoz, de a

részecskék nagyobbak, és inkabb szuszpenzioban vannak, mintsem oldatban.

[77.] Az aggregacio kifejezés a vérlemezkék, thrombin és kollagén in vitro
indukalt kicsapodasat jelenti, mint része annak a folyamatnak, amely a thrombus vagy

hemosztatikus dug6 kialakulasahoz vezet.

[78.] A génexpresszios mintazat vizsgalhatd ugy, hogy a kiilonb6z6 koriilmények
kozott, adott idében és kiillonbozd szovetekben, stb. termelt géntermékek mennyiségét
analizaljuk. Egy gén akkor tultermeltetett, amikor a géntermék mennyisége nagyobb a

normal kontrollénal, vagyis a nem koros kontrollénal.

[79.] A promoter a DNS azon régidja, ahova az RNS polimeraz kot és ahol

elkezdi a transzkripciot.

[80.] Az antitestek, vagy immunglobulinok olyan fehérjék, amelyek kotnek az
antigénhez. Négy polipeptid lanc egységbdl allnak (két nehéz és két konnyii lanc),
amelyeket diszulfid hidak kotnek 6ssze. Minden lancnak van egy konstans és egy variabilis
régidja. Ot osztalyba sorolhatok, 1gG, IgM, IgA, IgD, és IgE, a nehéz lancuktol fiiggden. B-
limfocitak termelik 6ket, és adott idegen antigén determinansokat ismernek fel, és

elésegitik annak az antigénnek az eltavolitasat a szervezetbol.

[81.] Antitesteket sokféle formaban lehet hasznalni, mint példaul antitest-komplex
formaban. Az “antitest-komplex”, vagy “antitest-komplexek” kifejezések alatt olyan
komplexet értiink, amelyben egy vagy tobb antitest egy masik antitesttel, vagy antitest
fragmentummal, vagy fragmentumokkal, vagy ketto vagy tobb antitest fragmentumbol allo

komplex-szel kapcsolodik.

[82.] Az F(ab')2 fragment egy bivalens antigénkot6 fragmentje egy pepszines
emésztés soran kapott immunglobulinnak. Mind a két konnyti lancot, és mind a két nehéz

lanc egy darabjat tartalmazza.

[83.] Az Fc fragment egy antigént nem koto része az immunglobulinoknak. A

nehéz lancok karboxi-végét, valamint az Fc receptor kotohelyét tartalmazza.
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[84.] Az Fd fragment az immunglobulin nehéz lancanak a variabilis és az els6

s ey

[85.] Szennyez06 fehérjék azok a fehérjék, amelyek nem specifikusan szelektaltak

erre, és amelyek jelen lehetnek egy mintaban.

[86.] Peptid-utanzok (peptide-mimetics) azok a kis molekulak, peptidek,
polipeptidek, lipidek, poliszacharidok, vagy ezek konjugatumai, amelyeknek ugyanaz a

funkcionalis hatasuk vagy aktivitasuk, vagy barmely mas entitasuk, mint egy antitestnek.

[87.] Fagemidok (phagemids) azok a plazmid vektorok, amelyeket ugy terveztek,
hogy legyen benniik fonalas fagbol szarmazo (pl M13 vagy fd) replikacios kezdépont.

[88.] A betegségek széles spektruma létezik, amelyben részt vesznek koros,
modosult, vagy mas modon megvaltozott sejtek, amelyek sejtspecifikus €s/vagy
betegségspecifikus ligadumokat expresszalnak a felsziniikkon. Ezeket a ligandumokat fel
lehet hasznalni egyes specifikus betegségek felismerésére, szelektalasara, diagnozisara és
kezelésére az egyes sejtek felismerésén, szelektalasan, diagnozisan, kezelésén keresztiil.
Jelen talalmany olyan peptideket vagy polipeptideket szolgéltat, amelyek tartalmaznak egy
Fv molekulat, annak konstrukcidjat, egy fragmenjét, a fragment konsrukcidjat, vagy egy
konstrukcio fragmentjét, melyek mind felerdsitett kotési tulajdonsagokkal birnak. Ezek a
kotési tulajdonsagok segitik eld, hogy a peptid, vagy polipeptid molekula szelektiven
és/vagy specifikusan ko6t6djon egy target sejthez, a tobbi set ellenében, a kotési specificitast
és/vagy szelektivitast elsddlegesen az els6 hipervariabilis régid hatarozza meg. Az Fv

molekula lehet scFv vagy dsFv.

[89.] A fentebb leirt Fv molekula felhasznalhato arra, hogy egy koros sejtet
célozzon. Koros sejt lehet, példaul, egy rakos sejt. Néhany példa, de nem kizardlag, a
specifikus targetald kezeléssel és/vagy diagnozissal megkozelithetod rakfajtakra: carcinoma,
sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma.
Leukémia, lymphoma és myeloma, olyan rakos megbetegedések, amelyek csontveld és

limfatikus szovet eredetiiek, és egy nem kontrollalt sejtnovekedéssel jarnak.

[90.] A betegségek, elsOsorban a rak diagnosztikajaban és kezelésében uj

megkozelitéseket fejlesztettek ki az elmult években. Ezek kozé tartozik a tumor targetalo
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megkozelités, amely olyan targetald molkeulakat alkalmaz, amelyeket kiilonféle modokon
lehet szelektalni és termelni. A lehetséges targetalé molekulak azonositasanek egyik
megkozelitése a fag display. A fag display egy olyan technika, mely soran peptideket,
polipeptideket, antitesteket vagy fehérjéket generalnak és szelektalnak az alapjan, hogy
milyen az expresszidjuk és a display a fonalas bakterifagok felszinén egy fag
kopenyfehérjével valo flizio soran megjelennek, a DNS-sel egytitt, amely a felszinen
megfigyelheto fehérjét kadolja, és amely egy fag virionban talalhaté meg. Az scFv, amelyet
a phage display technikaval lehet eléallitani, az antitest konny( és nehéz lancanak variabilis
doménjét is tartalmazza, amelyeket egy hajlékony aminosav polipeptid spacer kot Ossze

(Nissim et al., EMBO J, 13, 692-698 (1994)).

[91] A phage display library (fag peptid/antitest library-rnak, phage library-nak
10% - 10%), minden fag részecske displaying egy kiilonboz6 peptid vagy polipeptid
szekvenciat. Ezek a peptid vagy polipeptid fragmentumok kiilonb6z6 hosszisagtiak
lehetnek. Az itt talalhato peptidek vagy polipeptidek szarmazhatnak, de nem feltétleniil,

human antitestek nehéz vagy konnyil lancabol.

[92.] Jelen talalmanyban a fag bemutatasi technika segitségével eldallitott scFv
konyvtarat hasznaltunk a targetalé molekulak megszerzéséhez és eldallitasahoz. Flow
citometriat, elsdsorban fluoreszcencia-aktivalt sejtkivalasztast (fluorescence-activated cell
sorting, “FACS”) hasznaltunk a specifikus fag klonok azonositasahoz és izolalasahoz, a
peptidhez, vagy polipeptidhez, amely felismeri a target sejtet. Fagok altal expresszalt scFv
antitest fragmentumok j6l hasznalhatok a magas affinitasi klonok in vitro keresésére,
dusitasara és szelektalasara (5,821,337 szamu és 5,720,954 szamu USAA-beli
szabadalmak). Igy tehat, egy ilyen konyvtar igen hathatos eszkozt szolgaltat G1j kutatasi és
klinikai alkalmazasokhoz, és rengeteg elényiik van a hagyomanyos megkozelitésekkel
szemben (Caron et al., Cancer Supplement, 73, 1049-1056 (1994)). A konyvtar tartalmazza
az antitest molekulak magas diverzitasanak lehet6ségét (Nissim ef al., EMBO J., 692-69 8
(1994)). Jelen pillanatban stabil human cDNS mar allando forrasként hasznalhat6 az
antitest gyartashoz (U.S. szabadalom 5,843,439). A molekulafelismerést és —szelekciot nem

befolyasolja a kiszemelt target fehérjék in vivo immunogenitasa.
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[93] Bar a fag-termelte antitestek affinitas-szelekcioja igen hasznos modszer az
antigén-reagens scFv molekulak nagy konyvtarakbol valo dusitasara, mégis, tobb 1épést
igényel az egyedi klonok izolalasa, és a szolubilis scFv molekulak karakterizalasa. Az
affinitas és/vagy aviditas novelésének érdekében az scFv-k valtoztathatok, konzervativ
aminosav szubsztiticiok megvalositasaval, vagy scFv fragmentek vagy az emlitett fragment

konstrukcidinak eloallitasaval.

[94.] Jelen talalmany targya szerinti scFv, amely specifikus kiilonb6z6 human
sejtekre €s szovetekre, asszocialhato, fuzionalhato, kombinalhato, vagy hozzakotheto
kilonbozo gyodgyszerhatoanyagokhoz és/vagy radioaktiv izotopokhoz, oly médon, hogy
egy gyogyaaszatilag hatékony mennyiséget, adott esetben egy gyogyszerészetileg hatékony
hordozé molekulaval, gyogyszer-peptid készitményeket, fiziokat, vagy konjugatumokat
hozunk létre, amelyeknek betegség ellenes és/vagy rak ellenes hatasa van, és/vagy e

betegségek diagnosztizalasara hasznalhato.

[95.] A fag klonok izolalhatok és szelektalhatok egy tobblépéses procedura soran
amely biopanning néven ismert. A biopanning soran a ligandum variansokat tartalmazo
fagokat (phage display library) egyiitt inkubaljuk a targettal, eltavolitjuk a nem kotott
fagokat egy mosasi technikaval, €s specifikusan elualjuk a kotott fagokat. Az elualt fagok
tetszés szerint amplifikalhatok, miel6tt tovabbi kotési ciklusokon visszik keresztil Oket, és
ez a tetszés szerinti amplifikacio feldusitja a specifikus szekvenciakat elonyben részesitve
azokat a fag klonokat, amelyek antitest fragmentje a leheto legjobban kotik a targetet.
Néhany ciklus utan az egyes fag klonokat karakterizaljuk, és a fagok altal termeltetett
peptidek szekvenciajat meghatarozzuk ugy, hogy a fag virion megfelel6 DNS-ét

szekvenaljuk.

[96.] Az ilyen modon kapott scFv-t vezet6 vegyiiletnek is nevezik. A vezetd
vegyiiletet olyan vegyuletként definialjuk, amelynek a végleges formaja tartalmaz egy alap
peptidet vagy polipeptidet. A vezetd vegyiiletet lehet modositani, és/vagy kiterjeszteni, de
meg kell tartani az alap peptidet vagy polipeptidet, vagy annak konzervativ médon
modositott formajat. Az aminosav-szubsztitucioval végzett médositasokat példaul az Fv
azoktol upstream vagy downstream lehet elvégezni. Masfajta modositasok még, de nem

kizarolag, a fuzionalt fehérjék létrehozasa, a gyogyszerekhez vagy toxinokhoz valo6 kotése,
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vagy multimerek létrehozasa, vagy teljes antitest molekulakka valé kiterjesztése is. Az
elsddleges komponensek egyik kedvelt kategoriaja, akarcsak jelen szabadalomban, egy

olyan scFv, amely egy biopanning procedura végterméke.

[97.] A talalmany egyik megvalositasi modja a talalmyany szerinti peptid vagy
polipeptid legalabb egy nem természetes modositasara szolgal. A nem természetes
modositas immunogénebbé vagy stabilabba teheti a peptidet vagy polipeptidet. A nem
természetes modositasok kozé tartoznak, de nem kizarolag, a peptoid modositas,
semipeptoid modositas, ciklikus peptid modositas, az N-, vagy C-terminus modositasa,

peptidkotés modositas, a peptid gerincének modositasa, illetve a maradvany modositasa.

[98.] Az antigén-specifikus fag antitestek szelektalasa egy egyedi immobilizalt
antigén elleni biopanning eljarason alapszik. Van limitalt szelekcio, amely egész sejteket
hasznal targetként. Jelen talalmanyban egész sejteket specifikus antitestek szelektalasara
hasznaltunk, amelyek a leukaemias sejtek felszini determinansait ismerik fel, ahol a
specifikus receptor nem ismert, vagy nem karakterizalt. Ez a modszer nem konnyiti meg az
antigén koncentracio beallitasat vagy a nem kivant dominans antitest reakcioképesség
eltavolitasat. Tovabba, el6fordulhat, hogy a tobb scFv kopiat tartalmazo fagok dusulnak fel,
ellentétben a magas affinitasu klonokkal. Mindazonaltal, ennek a megkozelitésnek az

eldnyei mégis felbecsiilhetetlen eszkozt adnak a keziinkbe ) human antitestek izolalasara.

[99.] A talalmany egyik megvalositasi modja ad egy olyan peptidet vagy
polipeptidet, amely tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy konstrukciojat, vagy ezek
barmelyikének fragmentjét, vagy egy fragment konstrukciojat, ami egy els6 és masodik
fazisu sejt egy ismeretlen ligandumjahoz kotédik, ahol a kotddés hatékony a masodik
fazisban, de lényegében nem hatékony az elsdben, és a kereszt-immunreaktivitas folytan
specifikusan vagy szelektiven kot a masodik sejten levo ligandumhoz, és ahol az Fv lehet

scFv vagy dsFv és adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et.

[100.] A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja a talalmany szerinti peptidet
vagy polipeptidet adja, ahol a peptid vagy polipeptid szelektiv és/vagy specifikus kotddését

a masodik sejt ligandumjahoz, elsddlegesen egy elsé hipervariabilis régio hatarozza meg.

[101.] A talalmany egy még tovabbi megvalositasi modja a talalmanyszerinti

peptidet vagy polipeptidet szolgaltatja, ahol az els6 hipervariabilis régio egy CDR3 régio,
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amelynek aminosav szekvencidjat a SEQ ID Nos:8-24-t tartalmazo csoportbdl valasztunk
ki.

[102] A talalmany még tovabbi megvalositasi modja a talalmany szerinti peptidet
vagy polipeptidet szolgaltatja, ahol az els6 hipervariabilis régio egy CDR3 régio, amelynek
aminosav szekvenciajat a SEQ ID NOs:8-24-t tartalmazo6 csoportbdl valasztjuk ki, és ahol a
kotési specificitast vagy szelektivitast masodlagosan egy masodik, és/vagy harmadik
hipervariabilis régié és/vagy a masodik és a harmadik hipervariabilis régiéhoz viszonyitva

upstream €s/vagy downstream elhelyezkedo régio befolyasolja, ebben a sorrendben.

[103.] A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi modja szolgaltatja a masodik sejt
ligandumjat, amelyet a talalmany peptidje vagy polipeptidje kot. Egy ilyen két-sejt
szelekcios protokoll a kovetkezokon alapszik: A megakariocitak nagy, tébbmagwvu sejtek,
amelyek hematopoietikus csontveldi Ossejtekbol szarmaznak. A megakariocitak
citplazmajabol leval6 darabok a vérlemezkék, ezek kikeriilnek a periférias véraramba. In
vitro, igen sokféle citokin hat kozvetleniil az 6ssejtekre. Példaul, thrombopoietin megnoveli
a vérlemezkék szamat azzal, hogy kozvetleniil eldsegiti az 6ssejtek megakariocitakka valo
differencialodasat. Igy tehat, ezek a sejtek tobbféle sejtfelszini markert expresszalnak,

amelyek megtalalhatok az éretlen eldalakokon is.

[104.] Malignus vérsejteket (leukémia és lymphoma) gy jellemeznek, mint éretlen
sejteket, amelyek expresszalnak olyan sejtfelszini fehérjéket, amelyeket normalisan
részlegesen differencialt hematopoietikus progenitorokban talaltak. Tehat, a vérlemezkék
igen vonzo forrasai a koros vagy malignus vérsejtek altal termelt éretlen sejtfelszini
markerek azonositasara. A lentebb részletezett protokollban specifikus sejteket hasznaltunk
a biopanning eljaras kezdo 1épéseihez, mint amilyenek, de nem kizarolag, az ismeretlen
ligandot hordozo vérlemezkék. Ezt kovetd klonszelekciot hajtottunk végre a kivant target
sejten, amelynek a sejtfelszini markerei nem ismertek, mint példaul, de nem kizarolag, az
AML sejtek. E mddszer szerint, a vérlemezkék biotisztitasakor kapott fag klonok jo eszkozt

adnak az érdekelt koros vagy malignus vérsejtek ligandjainak felismerésére és kotésére.

[105.] Mint ahogy fentebb is emlitettiik, a target egy izolalt szovetbdl szarmazo
sejteket tartalmaz. Az izolalt szovet lehet koros szovet, és még specifikusabban rakos

szovet. A rakos szovet szarmazhat barmilyen rosszindulatii formabol, mint amilyenek, de
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nem kizarélag, a carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma,

seminoma, és melanoma.

[106.] Tovabba, a fent leirt biopanning modszer egy masfajta megkozelitési mod,
amely egy sejt ligandumjat k6t6 peptid vagy polipeptid izolalasan alapszik, mint az meg

van hatarozva direkt panninggal az adott ligandumon.

(107 ] Jelen talalmany szolgaltat egy olyan peptidet vagy polipeptidet, amely
tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy konstrukciojat, vagy ezek barmlyikének egy
fragmentjét, vagy egy fragment konstrukcidjat. A konstrukcioé lehet egy multimer (vagyis
dimer, trimer, tetramer), vagy egy teljes méretl Ig molekula, a fragment lehet egy minitest,
vagy egy mikrotest. Minden kosntrukcio és fragment felerdsitett kotési tulajdonsagokat
mutat, és igy szelektiven és/vagy specifikusan kot a target sejthez, a tobbi sejt ellenében. A
kotési szelektivitas és/vagy specificitast elsddlegesen az elsé hipervariabilis régio hatarozza
meg, és az Fv molekula lehet scFv vagy dsFv, és adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb
tag-et.

[108.] A talalmany egyik megvalositasi modjaban egy tag-et inszertaltunk vagy
kapcsoltunk az Fv peptidhez vagy polipeptidhez, hogy eldsegitsiik azok eldallitasat és
azonositasat é€s a diagnosztikaban vald hasznalhatosagat. A tag késobb eltavolithato a
molekularol. A tag lehet, de nem kizarélag: AU1, AUS, BTag, c-myc, FLAG, Glu-Glu,
HA, His6, HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-TAG®, T7, V5, VSV-G (Jarvik and
Telmer, Ann. Rev. Gen., 32, 601-618 (1998)), és KAK (lizin-alanin-lizin). A tag
legtobbszor c-myc vagy KAK.

{109] A jelen talalmany szerinti Fv molekula két variabilis lancat ossze lehet kotni
vagy kapcsolni egy 0-20 aminosav hosszu spacer maradékkal. A spacer lehet elagazo, vagy
egyenes. Elonyos, ha a k6té molekula 0-15 aminosavmaradék hosszu, a legelényosebb, ha a
kot6é molekula (Gly4Ser);, ahhoz, hogy egy egylanci Fv molekulat (single chain Fv,

“scFv”) hozzunk létre. Az scFv megtalalhat6 a fag display konyvtarban.

[110.] Maga az Fv molekula egy elso és egy masodik lancbol all, minden lancon
van egy elso, egy masodik és egy harmadik hipervariabilis régid. A konnyi 1 és nehéz lanc
variabilis régioi kozti hipervariabilis hurkokat CDR-nek (Complementary Determining
Regions) nevezik. Mind a nehéz, mind a konny(i lancban megkulonboztetiink CDR1, CDR2
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és CDR3 régiokat. Ezekrol a régiokrol gondoljak, hogy ezek alkotjak az antigénk6to helyet,
és specifikusan modosithatok a felerositett kotési aktivitas elérésének céljabol. A leginkabb
variabilis régio ezek koziil a nehéz lanc CDR3 régioja. A CDR3 régio az, amely leginkabb
hozzaférheto régié az Ig molekula szamara, és ahogy itt is mutatjuk, ez az a hely, amely

elsédlegesen felelos az észlelt szelektiv és/vagy specifikus kotési tulajdonsagokért.

[111.] A talalmany egyik megvalositasi modja egy olyan peptidet vagy polipeptidet
ad, amely tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy konstrukciojat, vagy ezek
barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukcidjat, amely felerOsitett kotési
tulajdonsagokkal bir, és igy szelektiven és/vagy specifikusan kotodik egy 1ényegében
hozzaférhetd és/vagy tulexpresszalt kotOhelyhez egy target sejten vagy sejtben a tobbi sejt
ellenében, amelyen vagy amelyben a kotohely 1ényegében nem elérhetd és/vagy
expresszalt, és ahol a kotési szelektivitast vagy specificitast elsddlegesen egy els6
hipervariabilis régié hatarozza meg, és ahol az Fv lehet scFv vagy dsFv és adott esetben

tartalmazhat egy vagy tobb tag-et.

[112.] A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja szolgaltat peptidet vagy
polipeptidet, ahol az els6 hipervariabilis régio egy CDR3 régid, amelynek aminosav

szekvenciajat az SEQ ID NOs:8-24-t tartalamazo6 csoportbdl valasztjuk ki.

[113.] A talalmany egy még tovabbi megvaldsitasi modja a talalmany szerinti
peptidet vagy polipeptidet biztositja, ahol az elsé hipervariabilis régio egy CDR3 régio,
amelynek aminosav szekvenciajat az SEQ ID NOs:8-24-t tartalamzo csoportbol vélasztjuk
ki, és ahol a kotési specificitast vagy szelektivitast masodlagosan egy masodik, és/vagy
harmadik hipervariabilis régié és/vagy egy vagy tobb, az elsd, masodik €s harmadik
hipervariabilis régiokhoz upstream és/vagy downstream régi6 elhelyezked6 régiok
befolyasoljak, ebben a sorrendben, ahol a masodik és harmadik hipervariabilis régiok
CDR2 és CDRI1 régiok, ebben a sorrendben.

[114.] A talalmany egyik megvalositasi modja szolgaltat egy peptidet vagy
polipeptidet, amely kot egy target sejthez, amely egy aktivalt, serkentett, modosult,
megvaltozott, megzavart vagy koros sejt. A talalmany egy tovabbi megvaldsitasi modja
szplgaltat egy target sejtet, amely rakos sej. A target sejtet a kovetkezd csoportbol, de nem

kizarolag, valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma,



26

)
.

. .
° oo
LYY
ose
ece
.

ec e
oo

blastoma, seminoma, €s melanoma. Egy elonyos megvalositasi mod szerint a rakos sejt

leukémia sejt. A legelonyosebb megvalositasi mod szerint a leukémia sejt egy AML sejt.

[115] A jelen talalmany szerinti peptid vagy polipeptid lehet az Fv molekula
barmely konstrukcidja vagy moédositott konstrukcioj is, amely megtartja a nehéz és /vagy a
specifikus kotési tulajdonsagai vannak. A konstrukcid vagy modositott konstrukcidé magaba
foglalja, anélkiil hogy ezokar korlatozodna, az scFv-t, dsFv-t, és az scFv multimerjeit, mint
a dimerek, trimerek, tetramerek, és az ehhez hasonlok, (amelyekre diabody, triabody
tetrabody néven is hivatkoznak), valamint a teljes antitest, és minden egyéb multimer,
amelyet ezekbdl létre lehet hozni, és amely magaba foglalja az antitest domenjének egy
barmely konstrukcid, vagy modositott konstrukcio fragmentje is lehet, amely az eredeti

konstrukcié néhany néhany vagy az 6sszes kotési tulajdonsagaval rendelkezik.

[116.] A jelen talalmany szeritni peptid vagy polipeptid egy fragment konstrukcidja
is lehet, amely az eredeti szarmazék konstrukcié néhany vagy az osszes szelektiv és/vagy
specifikus kotési tulajdonsagaval rendelkezik. Az itt leirt Fvs szelektiven és/vagy
specifikusan kot a target sejtekhez és asszocialhato vagy hozzakothet6 a rak-, vagy

betegség ellenes agensekhez.

[117] A talalmany szerinti Fv molekulak peptidjei, polipeptidjei, fragmentjei és
ezek konstrukcioi, valamint a konstrukcok fragmentjei eléallithatok mind prokariota mind
eukaridta rendszerben is. A talalmany egyik megvalositasi modja szerint, az eukaridta
expresszios rendszer, egy emlds expresszios rendszer, és az ebben el6allitott peptid vagy
polipeptid a panning utan lényegében mentes az emlos szennyezd anyagtol. Egy eukaridta
sejtes rendszer, mint ahogy defialtuk a jelen talalmanyban, egy peptideket és polipeptideket
génsebészeti modszerekkel eloallitd expresszios rendszerre utal, ahol a gazdasejt eukariota.
A taldlmany egy masik megvalositasi modjaban, egy prokariota rendszer a talalmany
szerinti peptid vagy polipeptid eléallitasara E. coli baktériumot hasznal, mint gazda sejtet
az expressziohoz. Az E. coli rendszerben eldallitott talalmyan szerinti peptid vagy
polipeptid, panning utan gyakorlatilag mentes minden E. coli szennyez6 fehérjétol.
Prokariota expresszios rendszer hasznalata ezenkiwviil a jelen talalmany altal szolgaltatott

néhany vagy osszes szekvencia N-terminusahoz egy metionin maradékot is eredményezhet.
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Az N-terminal metionin maradék eltavolitasa a peptid vagy polipeptid eldallitasa utan a
teljes expesszio elérésre, széleskoriien hasznalt modszerek, mint példaul, de nem kizarolag,
az Aeromonas aminopeptidaz (5,763,215 szamu USAA-beli szabadalom) megfeleld

korulmények kozotti alkalmazasaval valosithatd meg.

[118.] A talalmany targya biztositja az scFv molekula eléallitasat, amely a
talalmany szerinti Fv peptiden alapszik. Széles valasztéka létezik azoknak a

promotereknek, amelyeket a prokariota sejtekben klonozand6 és amplifikaland6 scFv-t
kodolo vektorokba lehet juttatni. A promoter egy olyan DNS szakasz, amely upstream
helyezkedik el a strukturalis génektol, és képes a génexpresszio szabalyozasara. Promoterek
a kromoszOmak természetes allapotaban is megtalalhatok, és bejuttathatok mind prokariota,
mind eukariota expresszios vektorokba. A kivant DNS fragmentum specifikus helyére
bejuttatott promoterek, a kivant gén expressziojanak igen finoman hangolt és preciz
szabalyozasat teszik lehet6vé. Jelen talalmanyban tobb promotert hasznaltunk olyan
konstrukciokban, amelyben megtalalhato volt a valasztott Fv-t kodolo gén. Ilyen
promoterek példaul, de nem kizarolag, a kovetkezok: deo, P1-P2, osmB, A P, B-lac-US,
SRa 5, és CMV korai promoter. Deo egy dupla szali DNS-plazmid, amely, miutan
bejuttattak a megfeleld E. coli gazdaba, képessé teszi a sejtet arra, hogy a kivant,
természetben is el6forduld polipeptidet, vagy polipeptid analogot kddolo DNS expresszidja
a konstitutiv E. colibol szarmazo6 deoxiribonukleotid promoter segitségével létrej6jjon. Egy
részletesebb leiras talalhato az 5,795,776 szamu (Fischer, August 18, 1998) és az
5,945,304 szamu (Fischer, August 31, 1999) USA-beli szabadalmakban.

[119.] Az E. coli osmB promoter experessziojat az ozmotikus nyomas szabalyozza.
Azok a vektorok, amelyek ezt a promotert hordozzak, jol alkalmazhatok rekombinans
eukariota és prokariota polipeptidek széles valasztékanak és nagy mennyiségben valo
eldallitasara, gy, hogy az expressziot az osmB promoter szabalyozza az E. coliban.
Részletesebb leiras talalhato az 5,795,776 szamu (Fischer, August 18, 1998) €s az
5,945,304 szamu (Fischer, August 31, 1999) USA-beli szabadalmakban.

[120] 8P, egy hé altal indukalhatd 8 bakteriofag promoter, amelyet a hdre bomlo
represszor cI®”’ szabalyoz. A teljes leirast lasd Hendrix et al. Lambda II, Cold Spring
Harbor Laboratory (1983).
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[121.] A-lac-US egy lacZ promoter (Gilbert and Muller-Hill, PNAS (US), 58, 2415
(1967).
[122.] SRS egy emlés cDNS expresszios rendszer, amely a simian virus 40 (SV40)

korai promoterébdl és a human T-sejt leukémia virus 1. tipus hossz terminalis ismétlédd
R-US szakaszabdl all. Ez az expresszios rendszer 1 vagy 2 nagysagrenddel aktivabb, mint

az SV40 korai promoter sok mas egyéb sejttipusban. (Takebe et al., Molecular and Cellular
Biology, 8, 466-472 (1988).

[123.] A human cytomegalovirus promoter, amelyet CMV kozvetitd/korai
enhancer/promoterként (CMV intermediate/early enhancer/promoter) is ismernek, a
leggyakrabban hasznalt jelen talalmanyban az emlds sejtekbe inszertalt DNS klon
konstitutiv expresszidjanak eldidézésére. A CMV promoter leirasa: Schmidt, E.V. et al,,

(1990) Mol. Cell. Biol., 10, 4406, és U.S. szabadalmak: 5,168,062 és 5,385,839.

[124.] A talalmany egy eldnyos megvalositasi modjaban leggyakrabban a deo,
osmB, 8P, A-lac-US, és CMV promoterek koziil valasztottunk a fagemid rendszer
prokariotakban torténd indukciojara. A talalmany egy még elényosebb megvalositasi
modjaban a A-lac-US promotert hasznaltuk a fagemid rendszer indukalasara E. coliban. A

legelonydsebb megvalositasi modban a CMYV promotert hasznaljuk.

[125] A talalmany egy megvalositasi modjaban a talalmany targyas szerinti peptid
vagy polipeptid tartalmazza: (a) egy vezérszekvenciat, amely kizarolag a kodolo
szekvenciaban talalhaté meg, de hianyzik az érett fehérjébdl; (b) a 135-145 aminosav rendii
hipervariabilis régiot, ami targya a modositasoknak; (c) egy spacer régiot, amely < 20
aminosav, amelyet lehet roviditeni vagy el lehet tavolitani; (d) egy konnyi lanc variabilis
régidja, amely szintén targya olyan specifikus modositasoknak, melyeket lentebb irunk le
részletesebben,; (e) egy tag szekvenciat, a konnyebb kovetés érdekében, amely nem
feltétleniil van jelen az injektalhaté végtermékben. A spacer, amely altalaban korilbelil 15
aminosavmaradék hosszu az scFv-ben, el6segiti, hogy két variabilis lanc (konnyti és nehéz)
funkcionalis Fv doménné hajtogatodjanak ossze. A funkcionalis Fv domén megtartja a

szelektiv és/vagy specifikus felerdsitett kotési aktivitast.
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[126.] A talalmany egy masik megvalsoitasi modjaban, a fent emlitett (d)-t egy tag
szekvencia koveti, vagy egy jelzés (label), amelyet fel lehet hasznalni konjugacios,
diagnosztikai és/vagy azonositasi célokra. Ebben a megvalositasi modban a tag-et ugy
jeloltiik meg, hogy kapcsolatot teremtsen a taldlmany szerinti peptid vagy polipeptid és egy

a target sejt diagnozisara vagy kezelésére hasznalatos agenssel.

[127] Az scFv spacer régioja lehet egyenes vagy elagazod, altalaban glicin és szerin
maradékokat tartalmaz, a (GlysSer), formula tobbszérosében, és altalaban 6sszesen 0-20
aminosav hosszu, elénydsen 0-15 aminosav hosszu, és egyenes. A koté molekula
hosszisagat megfelel6 médon valtoztatva kiilonbozd multimereket kaphatunk. A talalmany
egy megvalositasi modjaban a spacer 0-5 aminosav hosszi. Egy masik megvalositasi

modban < 3 aminosav hosszi (részletes leiras lejjebb).

[128] Példa a talalmany egy scFv molekulajanak aminosav sorrendjére:

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGCGGCCCAGCCGGCC
M K Y L L. T A AAG L L L L A A Q P A

1 ______________________________________________________________
61 ATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTGGGGGGTCCCTG
21 M A E V Q L V E S 6 G GV V R P G G S L

121 AGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGGCATGAGCTGGGTCCGC

41 R L s CA A S G F T F DDY G M S W V R
181 CAAGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCTGGTATTAATTGGAATGGTGGTAGCACA
61 Q AP G K G L E WV S G I NWNG G S T

241 GGTTATGCAGACTCTGTGAGGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCC
81 G Y A DS V K GG R F TTI S R DN A K N S
301 CTGTATCTGCAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACCGGCCGGTGTATTACGTGGCAAGA
101 L Y L Q M NS L RAEDTA AUV Y Y C AR
361 ATGAGGGCTCCTGTGATTTGGGCCCAAGTAACCCTGGTCACCGTGTCGAGAGTGGGAGGC

121 [M R A PV IJ] WG Q G TULV TV S R G GG
421 GGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCGTCTGAGCTGACACAGGACCCTGCT
141 G S G GGG S G G G G S s E L T D P A
481 GTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAGACAGCCT CAGAAGC
161 VSsSVALGQTUVRTITTCIQGUDS L R S
541 TATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCAGGACCAGGCCCCTTGTCTTGTCATCATGGGT
181 Y YA S WY Q Q K P G QAUZPUVLV I YG

601 AAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCTGGCTCCAGCTCAGGAAACACA
201 K NN R P S G I P DRF S G S S S G N T
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661 GCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCC

221 A'S L T I TGA A QA ATETDTEA ATD Y Y CN S

721 CGGGACAGCAGTGGTAACCATGTGGTATTCGGCGGAGGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGT

241 R DS S GNUHV VFGGGTIKTULTV L G

781 GCGGCCGCAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGAT CTGAATGGGGCCGCATAG

261 A°AAE Q K L I s E E D L N G A A *
[129.] A vezérszekvencia szaggatott vonallal van alahuzva. A OVy régiot a

vastagitott aminosav szekvencia mutatja. Ez a specifikus klon a Vi3-DP32 csiravonalbol
szarmazik, habar minden klon csiravonala az eredeti szarmazasatol fiigg (lasd lejjebb). A
bekeretezett aminosav szekvencia kodolja a Vy-CDR3 szekvenciat, azt a hipervariabilis
régiot, amelybdl e konyvtar minden klonja szarmazik. A Vy és a Vi régiokat osszekotd
spacer régio egy flexibilis polipeptid, amelyet a dolt betiis aminosavak jeleznek. Végiila VL
régio6 talalhatd. A fuzionalt Vi, fragment minden klonban az IGLV3SI csiravonal egyetlen,
nem mutalt V génjébol szarmazik, ezt koveti a c-myc tag, hullamos vonallal alahizva. A

teljes aminosav sorrend megfelel az SEQ ID NO:25 szekvencianak.

[130.] A Vy fragmentek repertoarjat (49 csiravbnalbél) el0szor PCR segitségével
hoztak létre, nem immunizalt human periférias vében talalhato limfocitak atrendezédott V-
génjeibdl (amelyre ugy is hivatkoznak, mint naiv repertoar, "naive repertoire") a library
szolgaltato segitségével. A Vy-szekvencia eredetije (csiravonal) homologia teszttel

azonosithatd (blaszt keresés), a kovetkezd weboldalakat hasznalva:

[131] Egy antitest kotési tulajdonsagai tobbféle moédon optimalizalhatok. Ahhoz,
hogy magasabb kotési affinitast érjiink el, az eredeti f6 komponenshez viszonyitva,
optimalizalhatjuk ugy az antitestet, hogy kicseréliink aminosavmaradékokat a fo

vegyiiletben, magasabb variabilitast vezetiink be, vagy kiterjesztjik a szekvenciat. Példaul,

sy

[132] Egy tovabbi lehetdség a magasabb kotési affinitasra valo optimalizalasra egy
phagemid disply mutagenesis library létrehozasa. A phagemid display library szerint, ugy
szintetizalunk oligonukleotidokat, hogy a CDR3 Vy és Vi kozti f6 szekvencia minden
egyes aminosavat egymastol fuggetlenil helyettesitjik egy masik aminosavra, elény6sen a

szakirodalombol ismert konzervativ modon. A talalmany targya szolgaltat egy fagon
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felfedett specifikus antitest scFv szettet, ahol a felfedett antitest fragmenteknek és az
szolubilis antitest fragmenteknek, amelyek a fag virionbol vonhatok ki, azonos biologiai

aktivitasa van.

[133] Az itt hasznalt phage display library periférids, nem immunizalt human
vérben talalhat6 limfocitakbol késziilt, €s az Fv peptidet a target sejt felszinén levo,
el6zbleg nem karakterizalt és tisztitatlan antigének ellen szelektaltuk. Ahogy itt is
hasznaltuk korabban, nem karakterizalt és tisztitatlan antigének nem azonositott sejtfelszini
ligandumokra utalnak, amelyek a sejtek felilletén vannak, amiket ezideig nem
azonositottak, karakterizaltak, izolaltak, vagy tisztitottak biokémiai vagy molekularis
modszerekkel, és amelyeket azonban a jelen munkaban megfigyeltiink, vagy eldre jeleztiink

az izolalt antitest fragment szelektiv és/vagy specifikus kotésének megfigyelése alapjan.

[134.] A talalmany szerinti scFv molekula fel6sitett kotddést mutat a target sejt
iranyaba. A felerOsitett kotés egy specifikus sejtfelszini marker felé iranyul. Specifikus
sejtfelszini markerek azok a molekulak, amelyek a sejt plazmamembranjaba vannak
agyazva, és elérhetok a cirkulalo felismeré molekulak szamara. A sejtfelszini markerek
jelenléte tette lehetové a phage display technologia kifejlesztését a biopanning technoldgian
keresztiil, mint ahogyan itt leirtuk. Jelen talalmanyban a specifikus sejtfelszini markereket
kiilonboz6 sejttipusok karakterizalasara és elkiilonitésére hasznaljuk, valamint kiillonboz6
formakban kotéhelyként szolgalnak az Fv molekulak szamara. A hematopoietikus
sejttipusok széles valasztékat lehet elkiiloniteni a jellemz6 sejtfelszini markereik alapjan, és
ehhez hasonloan koros vagy rakos sejtek felfednek sejtfelszini markereket, amik szintén

jellegzetesek a tipusukra €s a fazisukra.

[135.] Az scFv klon kivalasztasa két kiilonb6z6 biopanning stratégiaval torténhet:
1. kozvetlen szelekciod, a koros vagy rakos sejtet, mint target sejtet hasznalva, és
2. lépésenkénti szelekciod, eloszor egy elsd, vagyis normal sejtet egy masodik, vagyis

aktivalt, serkentett, modositott, megvaltozott, vagy megzavart fazisban, ami altal az elsd
sejt kotohelye a masodik fazisban tartalmaz egy lényegéban felszinre tett és felfedett
ismeretlen ligandomot. A kereszt-immunreaktivitas folytan az eredményezett klon
szelektiven és/vagy specifikusan odakotddhet, a biopanning vagy szelekcios 1épések utan, a

masodik sejten egy 0j €s ismeretlen ligandumhoz. Tovabbi esetleges amplifikacio és ezt
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kovetd panning utan, targetalé molekulak hozhatok létre a masodik sejten egy ismeretlen
ligandumra szelektiv és/vagy specifikus tisztitott felismeré molekulak felismeréhelye

alapjan.

[136.] A talalmany egy megvalositasi modja szerint, az elso sejt lehet egy normal
sejt, az elsd fazis egy nem aktivalt fazis, a masodik fazis pedig egy aktivalt, serkentett,
modositott, megvaltozott, vagy megzavart allapot. A 1épésenkénti szelekcion atesett
masodik sejt lehet human sejt. A talalmany egy masik megvalésitasi modjaban a
lépésenkénti szelekcion atesett masodik sejt lehet egy koros sejt. A talalmany egy
elényosebb emgvalositasi modjaban a 1épésenkénti szelekcion atesett masodik sejt rakos
sejt, mint példaul, de nem kizarolag, carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma,
myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma. Még elonydsebb esetben a masodik sejt

leukaemias sejt. A legelényosebb megvalsoitasi mod szerint a masodik sejt AML sejt.

[137] A talalmany egy elonyds emgvaldsitasi modja biztosit egy peptidet vagy
polipeptidet, amely szelektiven és/vagy specifikusan kotédik a masodik sejt ligandumjahoz,
és amelyben a szelektiv és/vagy specifikus kotodést elsddlegesen az elsé hipervariabilis
régio hatarozza meg. Egy még eldnyosebb megvalositasi modban, az elsé hipervariabilis
régio egy CDR3 régio, amelynek aminosav szekvenciajat a kovetkezo csoportbol valasztjuk
ki: SEQ ID NOs:8-24.

[138] A talalmany egy masik emgvalositasi modja a masodik sejt egy olyan
ligandjat szolgaltatja, amelyet a talalmany szerinti peptid vagy polipeptid kot. Egy tovabbi
eredmény olyan egyéb molekulakrol gondoskodik, amelyek felismerik és kotik a talalmany
peptidje vagy polipeptidje altal kotott ligandot.

[139] A rakos sejthez felerositett kotodés minden valosziniiség szerint a ligandum
tulzott expresszidjanak készonhetd, és/vagy annak, hogy a rakos sejtben a kotdhely
hozzaférhetdsége relative nagyobb, a normal sejt expresszidjahoz képest. A ligand tulzott
expresszigjat olyan értelemben hasznaljuk, amikor a gén nem expresszalodik, vagy a
terméke nincs jelen abban a bizonyos sejttipusban, és/vagy a sejt ciklusanak abban a
bizonyos fazisaban, vagy a megnovekedett expresszidja egy olyan génnek, amely
alapszinten expresszalodik normal, nem malignus koralmények kozott abban a bizonyos

sejttipusban.
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[140.] A talalmany egyik eldnyos megvaldsitasi modjaban a biopanning folyamat
target sejtje egy sejtszuszpenzioban van. Hematopoietikus sejtek nyerhetdk szuszpenzio-
ban, és a biopanning elvégezhetd igy, hogy Osszekeveriink egy phage display library-t egy
vér szuszpenzioval, majd néhanyszor pufferrel mossuk. A fagot kivonjuk a human

sejtekbol, amplifikaljuk, és meghatarozzuk a felfedett antitest fragment szekvenciajat.

[141.] A talalmany egy még elonyosebb megvalositasi modjaban a vér sejt-
szuszpenzio leukaemias sejteket tartalmaz. Egy legelonyosebb megvalositasi mod szerint a
vér szuszpenzioban AML sejtek vannak. Egy masik megvalsositasi modban pedig a target

sejt egy izolalt szervbol, vagy annak egy részébdl szarmazik.

[142.] A talalmany egy masik emgvalositasi modja szerint egyes esetekben a target
sejt, vagy a masodik sejt egy sejtvonalbol szarmazik. A sejtvonalakat lehet ugy kulturaban
tartani és kezelni, hogy az Fv klonok kotési tulajdonsagainak meghatarozasaban
segitségiinkre legyenek. Valamint, a sejtvonalak egy esetleges jovobeli diagnosztikai kit

kifejlesztésében is hasznosak lehetnek.

[143.] Egy elonyos megvaldsitasi mod szerint a sejtvonal egy hematopietikus
sejtvonal, mint pl.a kovetkezOk, de nem ezekre korlatozva: Jurkat, MOLT-4, HS-602,
U937, TF-1, THP-1, KG-1, ML-2, és HUT-78 sejtvonalak.

[144.] A talalmany egy elény6s megvalsositasi modja szerint a CDR3 régio be van
épitve, inszertalva, kapcsolva, vagy fuzionalva 84 kazetta (SEQ ID NOs:30-113)
barmelyikébe vagy barmelyikére. Egy még elonyosebb megvalositasi mod szerint a CDR3
régid be van épitve, inszertalva, kapcsolva, vagy fuzionalva 49 kazetta (SEQ ID NOs:30-
32, 35, 37-39, 41, 43, 45, 46, 48, 51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97, 99,
103, 106, 112, és 113) barmelyikébe vagy barmelyikére. A legelonyosebb megvalositasi
mod szerint CDR3 régio be van épitve, inszertalva, kapcsolva, vagy fuzionalva a SEQ ID
NO:61 kazetta C terminusahoz, vagy barmelyikhez a fent emlitett szekvenciak koziil,

amelynek szekvenciaja legalabb 90%-o0s hasonlosagot mutat azokkal.

[145] Az egyik megvalositasi modban a kazetta aminosav szekvenciaja egyes
esetekben latszolag allando, mig a kicserélt, inszertalt, vagy kapcsolt szekvenciak igen
variabilisak lehetnek. Egy kazetta t6bb doménbdl is felépiilhet, melyek mindegyikének

lehet kritikus szerepe a végso konstrukcioban. A jelen talalmany egy bizonyos
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megvalositasi modja szerinti kazetta doménjei az N-terminustol: framework region 1 (FRI),

CDRI, framework region 2 (FR2), CDR2, és framework region 3 (FR3).

[146.] A talalmany egy megvalositasi modja szerint ki lehet cserélni kazettan beliil
meghatarozott régiokat. Példaul, a kazetta CDR2 és CDR1 hipervariabilis régioit ki lehet
cserélni, vagy modositani lehet, nem konzervativ, vagy elénydsen konzervativ aminosav
szubsztituciokkal. Még specifikusabban, a kazetta CDR2 és CDR1 régidinak meghatarozott
egymas utan kovetkezd szekvenciait, melyeket a SEQ ID NOs:30-113-t tartalmazo
csoportbol valasztunk, ki lehet cserélni az SEQ ID NOs:115 és 114 szekevenciakra, ebben a
sorrendben. Még ennél is pontosabban, a kazetta CDR2 és CDR1 régidinak meghatarozott
egymas utan kovetkezd szekvenciait, amelyeket a kovetkez6 csoportbodl valasztunk: SEQ

ID NOs:30-32, 35, 37-39, 41, 43, 45, 46, 48, 51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94,
97, 99, 103, 106, 112, éa 113, vagy ezek fragmentjeit, ki lehet cserélni a SEQ ID NOs:115

és 114 szekvenciakra, ebben a sorrendben.

[147.] A talalmany egy eldnyos megvalositasi modjaban a peptid vagy polipeptid
tartalmaz egy nehéz és egy konny(i lancot, melyekben talalhat6 egy elsd, egy masodik és
egy harmadik hipervariabilis régio, melyek a CDR3, CDR2 és CDR1 régiok, ebben a
sorrendben. A kotés szelektivitasat és specificitasat elsédlegesen egy lanc CDR3 régioja
hatarozza meg, valosziniileg a konnyii lanc CDR3 régioja, és elénydsen a nehéz lanc CDR3
régioja, és masodlagosan a konnyli lanc CDR2 és CDR1 régidi, elényosen a nehéz lanc
CDR2 és CDR1 régioi. A kotés szelektivitasat és specificitasat masodlagosan még az elso,
masodik, vagy harmadik hipervariabilis régiotol upstream vagy downstream elhelyezkedd

hatarol6 régiok is befolyasolhatjak.

[148.] A talalmany egy elényos megvalositasi modjaban a peptid vagy polipeptid
CDR3 régidjanak aminosav sorrendjét a SEQ ID NOs:8-24-t tartalmazo csoportbol
valasztjuk ki.

[149.] Egy elonyosebb megvaldsitasi mod szerint anehéz lanc CDR3 régidjanak

aminosav sorrendjét a SEQ ID NOs:8-24-t tartalmazo csoportbdl vaklsztjuk ki, a CDR2
régié aminosav sorrendje azonos a SEQ ID NO:115-vel, és a CDR1 régi6é aminosav
sorrendje a azonos a SEQ ID NO: 114-vel.
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[150.] A talalmany legelényosebb megvalositasi modja szerint a CDR régio

aminosav sorrendje a azonos a SEQ ID NO:8-al.

[151] Ezen tilmenden a nehéz és a konnyl lancok mellett az Fv molekulanak van
egy flexibilis kétémolekulaja is, amely tobbnyire 0-20 aminosavmaradék hosszusaga. A
kotémolekula lehet egyenes, vagy elagazo lanci. A spacer két lehetséges aminosav
szekvenciaja a SEQ ID NOs:123 és 124.

[152.] A talalmany egy eldnyos megvalositasi modja szerint egy scFv molekula
CDR3 szekvenciaja azonos a SEQ ID NO: 8-al, és a teljes scFv szekvencia aminosav
sorrendje azonos a SEQ ID NO: 25-tel.

[153.] A talalmany ez masik emgvalositasi modja szerint egy scFv molekula CDR3
szekvenciaja azonos a SEQ ID NO: 20-al, és a teljes scFv szekvencia aminosav sorrendje
azonos a SEQ ID NO: 203-al.

[154.] A talalmany egyik legeldnyosebb megvaldsitasi modja szerint a CDR3,
CDR2 és CDR1 régiok szekvenciaja SEQ ID NOs:8, 115 és 114, ebben a sorrendben.

[155] A talalmany egyik megvaldsitasi modjaban az Fv peptid tartalmaz egy
kazettat, amelynek sorrendjét a kovetkezo csoportbdl valasztottuk: SEQ ID NOs:30-113;
tartalmaz tovabba egy CDR3 régiot, elényodsen a variabilis nehéz lancon, melynek

aminosav sorrendjét SEQ ID NO: 8-24-t tartalmaz6 csoportbol valasztunk ki; egy upstream
elhelyezkedésii, a CDR3 régiot hatarolo régiot, melynek aminosav sorrendje SEQ ID NO:
117; egy downstream elhelyezkedésii, a CDR3 régiot hatarolo régiot, melynek aminosav
sorrendje SEQ ID NO: 116; egy 0-20 aminosavmaradék hosszi kétdmolekulat (spacert),
melynek aminosav sorrendje a SEQ ID NO:123 vagy 124 szekvenciakéval egyezik meg;

egy variabilis konnyii lanc régiot, melynek aminosav sorrendje a SEQ ID NO:7.

[156.] Hasonloan, egy masik megvalositasi médban az upstream elhelyezkedésii, a
CDR2 régiét hatarol6 régio aminosav sorrendje SEQ ID NO: 119, a downstream
elhelyezkedésii, a CDR2 régiot hatarolo régié aminosav sorrendje SEQ ID NO: 118, az

upstream elhelyezkedésii, a CDR1 régiot hatarolo régio aminosav sorrendje SEQ ID NO:
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121, és a downstream elhelyezkedésii, a CDR1 régiot hatarol6 régié aminosav sorrendje
SEQ ID NO: 120 szekvencia.

[157] A talalmany egy elényos megvalositasi modja egy olyan peptidet vagy
polipeptidet ad, amelyben a masodik és harmadik hipervariabilis régiok a CDR2 és CDR1
hipervariabilis régiok, ebben a sorrendben, és ahol a CDR3 aminosav sorrendje a SEQ ID
NO:8 szekvencia, amelyben a CDR2 aminosav sorrendje a SEQ ID NO:115 szekvencia,
amelyben a CDR1 aminosav sorrendje a SEQ ID NO:114 szekvencia, amelyben az
upstream CDR3 régiot hatarol6 régio aminosav sorrendje a SEQ ID NO:117, amelyben a
downstream CDR3 régiot hatarolo régioé aminosav sorrendje a SEQ ID NO:116, amelyben
az upstream CDR2 régiot hatarol6 régié aminosav sorrendje a SEQ ID NO:119, amelyben a
downstream CDR2 régiot hatarolo régio aminosav sorrendje a SEQ ID NO:118, amelyben
az upstream CDR1 régiot hatarol6 régioé aminosav sorrendje a SEQ ID NO:121, és
amelyben a downstream CDR1 régiot hatarol6 régié aminosav sorrendje a SEQ ID NO:120

szekvencia.

[158] A talalmany egy masik elonyos megvalositasi modja szolgaltat egy Fv
molekulat, amelynek elsé lanca tartalmaz egy elsd, egy masodik és egy harmadik

hipervariabilis régiot, és a masodik lanca tartalmaz egy elsd, egy masodik és egy harmadik

s rey
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és amelyben az elsd, masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR3, CDR2 és CDR1
régio, ebben a sorrendben, és ahol a az Fv molekula lehet egy scFv vagy dsFv, és adott

esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et.

[159] A talalmany egy masik megvalositasi modj egy olyan peptidet vagy
polipeptidet is szolgaltat, (i) amelyben az els6 és a masodik lanc is tartalmaz egy els6
hipervariabilis régiot, amelyet a kdvetkez6 csoportbol valasztunk: SEQ ID NOs:8-24; vagy
(ii) ahol az elso és a masodik lanc els6 hipervariabilis régioja azonos, és a SEQ ID NOs:8-
24-t tartalmazo csoportbol valasztjuk ki; vagy (iii) amelyben az elsé lanc els6

........

a SEQ ID NOs:1-6 és 125-202-t tartalmzaé csoportbol valasztunk ki; vagy (iv) amelyben az
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els6 lanc elsé hipervariabilis régidjat a SEQ ID NOs: 1-6 és 125-202-t, és a masodik lanc
els6 hipervariabilis régidjat a SEQ ID NOs: :8-24-t tartalmazo csoportbdl valasztjuk ki.

[160.] Egy tovabbi megvalositasi mod a talalmany szerinti olyan peptidet, vagy
polipeptidet szolgaltat, amely els6 lancanak masodik és harmadik hipervariabilis régioi a
SEQ ID NOs:114 és 115, ebben a sorrendben.

[161.] Minden 25 aminosavmaradék hosszu, vagy annal rovidebb (< 25) itt leirt és
részletezett szekvencia (vagyis a CDR régiok, illetve a CDR régiokat hatarolé régiok)
esetében azt kell megérteni és megfontolni, a talalmany egy tovabbi megvalositasi
modjaként, hogy ezek az aminosav szekvenciak egy vagy két aminosav szubsztitaciot
tartalmaznak a szkopjaikon beliil, €s hogy a szubsztiticiok konzervativ aminosav
szubsztituciok. Minden 25 aminosavmaradék hosszi, vagy annal rovidebb (< 25) itt leirt és
részletezett szekvencia (vagyis a CDR régiok, illetve a CDR régiokat hatarolo régiok)
esetében azt kell megérteni és megfontolni, a talalmany egy megvalositasi modjaként, hogy
ezek az aminosav szekvenciak a szkopjaikon beliil, olyan aminosav szekvenciat
tartalmaznak, amelyekben 90%, vagy tobb szekvencia hasonldsag van az eredeti
szekvenciahoz képest (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25, 3389-3402 (1997)). Hasonlo,
vagy homolog aminosavak azok a nem azonos aminosavak, amelyek azonban hasonlo6
tulajdonsagokat mutatnak, pl. savas, bazikus, aromas, méretii, pozitiv vagy negativ toltési,

polaris, apolaris.

[162.] Az aminosav hasonldsag vagy homoldgia, valamint a szekvencia hasonlosag
szazalékat két kiilonboz6 peptid vagy polipeptid aminosav szekvenciainak
dsszehasonlitasaval kapunk meg. A két szekvenciat sorba allitjuk, tobbnyire az erre a célra
kifejlesztett szamitogépes programok egyikével, és az aminosavmaradékokat minden egyes
pozicioban sszehasonlitjuk. Meghatarozzuk az aminosav azonossagot €s homologiat. Ez
utan alkalmazzuk egy algoritmust, amely megadja az aminosav hasonlosag szazalékat.
Altalaban elény6s aminosav szekvenciakat 6sszehasonlitani, koszonhetéen annak a
nagyban megnott érzékenységnek, mellyel detektalni vagyunk képesek a peptid, polipeptid
és fehérje molekulak kozti igen finom kapcsolatokat. A fehérje 9sszehasonlitas figyelembe
veheti a konzervativ aminosav szubsztituciokat, ahol hibas illeszkedés esetén is pozitiv
eredményt kaphatunk, ha a nem azonos aminosavaknak hasonlo fizikai és/vagy kémiai

tulajdonsagai vannak (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25, 3389-3402 (1997).
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[163.] A talalmany egy megvaldsitasi modjaban a konnyu és a nehéz lancok
mindharom hipervariabilis régioja kicserélhetd a két lanc kozott, és a harom hipervariabilis

régiok egymassal és/vagy a lancokban €s a lancok kozott.

[164.] A szakiradolomban jartas szakember be fogja latni, hogy a talalmany szerinti
peptid vagy polipeptid szelektiv és/vagy specifikus kotésének a bizonyitasa megfeleld
negativ kontrollt is igényel. A megfelel6 negativ kontroll lehet egy olyan peptid, polipeptid
vagy aminosav szekvencia, amely majdnem azonos a talalmany szerinti peptiddel vagy
polipeptiddel, az egyetlen kiilonbséggel a hipervariabilis CDR3 régioban. Masik megfeleld
negativ kontroll lehet egy ugyanolyan méretii és/vagy altalaban harom dimenzios
struktraju peptid, vagy polipeptid, mint a talalmany szerinti peptid vagy polipeptid,
amelynek azonban semmi hasonlosaga nincs az aminosav sorrenddel. Még egy masik
megfeleld negativ kontroll lehet egy olyan peptid vagy polipeptid, amely teljesen
kiilonboz6 fizikai és/vagy kémiai tulajdonsagi, osszehasonlitva a talalmany szerinti
peptiddel, vagy polipeptiddel. Jelen talalmany kidolgozasakor hasznalt negativ kontrollt
N14 szammal jeleztiik, amelynek CDR3 szekvenciaja azonos a SEQ ID NO:28
szekvenciaval és C181 szammal jeleztiikk, melynek CDR3 szekvenciaja azonos a SEQ ID

NO:29 szekvenciaval. Mas egyéb negativ kontrollok hasonloképpen megfelelk lehetnek.

[165.] Egy msaik emgvalositasi mod szolgaltat egy nukleinsav molekulat,
elényésen DNS molekulat, amely a talalmany szerinti Fv peptidet vagy polipeptidet
kodolja.

[166.] A talalmany egyik eldnyos megvaldsitasi modjaban, hogy optimalizaljuk az
Fv molekula szelektiv kotodését, a CDR3 szekvenciat, mely az Fv elsodleges kotési
szelektivitasaért és/vagy specificitasaért felelds, atvihetjik barmely masik nehéz lanc
csiravonalba. Pontosabban, a 84 lehetséges nehéz lanc csiravonal egyikébe vihetjiik at. Ez a
84 csiravonal (SEQ ID NOs:30-113) tartalmazza (a) azt a csiravonalat, amelybdl az
igényelt fag klont eredetileg izolaltak, (b) 48 tovabbi csiravonalat, amelyek a phage display
libraryban elérhetdk, (c) 35 alternativ csiravonalat, melyeket itt igényeltiink (Tomlinson ez
al, J. Mol. Biol., 227(3):776-798 (1992)). A CDR3 régi6 lokalis linearis, vagy 3 dimenzios
kornyezete, osszhangban magaval a CDR3 régioval, fontos szerepet jatszhat az alkalmas
CDR3 kotés vezérlésében vagy kialakitasaban. Példaul, azok a peptidek, amelyeknek
CDR3 szekvenciait itt irtuk le: SEQ ID NOs:8-24, 125, és amelyek a 49 csiravonal
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szekvencia barmelyikébol szarmaznak (SEQ ID NOs:30-32, 35, 37-39, 41, 43, 45, 46, 48,
51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97, 99, 103, 106, 112, és 113), szintén a
talalmany targyiat képezik.

[167] A DP-32 csiravonal a jelen talalmany szerinti néhany klon kazettaja. Ennek
a csiravonalnak a C-terminusat kicseréltiik egy konszenzus szekvenciaval, hogy eldsegitsitk
a phage display library létrehozasat. A SEQ ED NO: 61 aminosav szekvencia karboxi-

végen levs hét aminosavjat kicseréltilk a SEQ ID NO: 122 szekvencia hét aminosavjaval.

[168.] A jelen talalmany szerinti Fv molekulak CDR3 régidja tartalmazhatja a
ArgynysPhe Pro vezérszekvenciat, amely specifikusan kot az AML sejtekhez. Az ilyen
CDR3 régiok kozil 8-at mutat a 2. tablazat. Ugyan a 3 N-terminalison lévé aminosav-
motivum egybeesik mindegyik CDR3 esetében, ezek barhol elhelyezkedhetnek a CDR3
molekulan beliil. Valaszthatéan a motivum olyan k6té motivum, amit egy nagyobb kotod

s s

konstrualasara hasznalunk, vagy 6nmagaban, target hordozoként hasznaljuk.

[169.] Jelen talalmanyban egy tovabbi megvalositasi modjaban szolgaltatunk egy
kotdé motivumot, mely tartalmazza az R;-X Phe Pro-R; aminosav szekvenciat, ahol R; és R,
mindkettd 0-15, elénydsen 0-9 aminosavmaradékok, és ahol X lehet vagy Arg vagy Gly
vagy Lys. Még elonyosebben, a CDR3 tartalmazza az R;-X Phe Pro-R; aminosav
szekvenciat, ahol R; és R, mindkettdé 0-15 aminosav amradékok, és ahol X lehet vagy Arg
vagy Gly vagy Lys.

[170] A talalmany targya szerinti peptid vagy polipeptid egy masik elényos
megvalositasi modjaban 1-1000 aminosav adhato, vagy a peptid C-terminusahoz, vagy az
N-terminusahoz ugy, hogy a peptid megtartja biologiai aktivitasat. A talalmany egy elonyos
megvalositasi modjaban 100-150 aminosavat adhatunk a peptid, vagy polipeptid C-, vagy
N-terminusahoz, mialatt a peptid, vagy polipeptid megoérzi a biologiai aktivitasat. A
talalmany egy masik elényos megvalositasi modjaban, 800-1000 aminosavat adhatunk a
peptid, vagy polipeptid C-, vagy N-terminusahoz, mialatt a peptid, vagy polipeptid megdrzi

a biologiai aktivitasat.

[171] Egy példa arra, hogy hogyan lehet kiterjeszteni az alap aminosav

szekvenciat egy teljes méretii immunglobulin Ig molekula épitésével ugy, hogy egy vezetd
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vegyuletet hasznalunk az Ig alap szekvenciajaként. A teljes méretii Ig tartozhat pl. olyan
immunglobulin osztalyba, amely az endogén citolitikus aktivitast képes indukalni a
komplement rendszer, vagy a sejtes citolitikus aktivitas aktivalasan keresztiil (pl. IgG1,
IgG2, vagy 1gG3). A teljes méreti Ig olyan immunglobulin osztalyhoz is tartozhat, amely
szorosan koti az antitesteket (pl. IgG4). A kotéskor, a teljes méretii Ig egy vagy tobb féle
modon képes hatni, pl. mint egy zaszl6 a szervezet védelmi mechanizmusanak, az
immunvalasz indukalasara, azzal, hogy atviszi az intracellularis sejt szignalizaciot, vagy

pedig a target sejt karositasaval.

[172] Jelen talalmany egyik eldnyos megvaldsitasi modja szolgaltat egy kiemelt Ig
molekulat, amelyet egy eukariota sejtes rendszer termel rekombinans polipeptidként. A
talallmany egy elényos megvalositasi modjaban ez az Ig egy IgG polipeptid, és emlds sejtes
rendszer termeli. Egy még elénydsebb emgvalositasi modban az emls sejtes rendszer a

CMYV promotert tartalmazza.

[173] A talalmany egy elényos megvalositasi modjaban az IgG molekula
tartalmazza a CDR3, CDR2 és CDR1 hipervariabilis régiokat, mind a konnyti, mind a

nehéz lancon. A talalmany egy elényosebb megvaldsitasi modjaban az Fv molekula
tartalmazza a CDR3, CDR2 és CDRI1 régidkat, melyeknek a szekvenciaja: SEQ ID NOs:8,
115 és 114, ebben a sorrendben. A CDR3, CDR2 és CDR1 régiok lehetnek a konnyli vagy a

nehéz lancon.

[174] A talalmany egy tovabbi elényos megvalositasi modja szolgaltat egy 1gG
molekulat, amely konnyi lancanak szekvenciaja azonos a SEQ ID NO: 27 szekvenciaval,
és a nehéz lanc szekvenciaja azonos a SEQ ID NO: 26 szekvenciaval, vagy olyan nehéz és
konnyti lancot tartalmaz, amelyek ez utobbiakkal legalabb 90%-o0s szekvencia azonossagot
mutatnak. A talalmany egy legelényosebb megvalositasi moédjaban az IgG két nehéz lanca

azonos, és az IgG két konny( lanca is azonos.

[175.] Egy masik megvalositasi modban a talalmany szerinti peptid ugy van

konstrualva, hogy egy multivalens Fv formava hajtogatodik.

[176.] Jelen talalmany szolgaltat egy Y1 és Y17 peptidet, vagy polipeptiet, mely
tartalmaz egy scFv molekulat. Ahogy itt is emlitettik, az scFv egy olyan molekula, amely

egy human antitest nehéz €s konnyii lancanak variabilis régioibol all, amely antitestek
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lehetnek ugyanazok, vagy kiilonbozoek, és amelyben a nehéz lanc variabilis régio6i lehetnek

kapcsolva, kotve, fuzionalva, vagy kovalensen kapcsolva a kénnyli lanc variabilis

c s

[177] Az Y1 és Y17 scFv konstrukcio lehet az scFv molekula multimerje (pl.
dimer, trimer, tetramer, és hasonlok), ami magaba foglalja az Y1 vagy Y17 antites egy vagy
tobb hipervariabilis doménjét. Minden scFv-bol szarmazo konstrukcio6 és fragment
megtartja a felerdsitett kotési tulajdonsagait, vagyis hogy szelektiven és/vagy specifikusan
kot a target sejthez a tobbi sejt ellenében. A kotési szelektivitast és/vagy specificitast

els6dlegesen a hipervariabilis régiok hatarozzak meg.

[178.] A koénnyii és nehéz lancok variabilis doménjén beliili hipervariabilis
hurkokat CDR-nek (Complementary Determining Regions) hivjak. Minden nehéz és
konnyt lancban van CDR1, CDR2 és CDR3 régio. Ezek koziil a legvariabilisabb régio a
nehéz lanc CDR3 régioja. Belathat6, hogy a CDR3 régio az a rész, amely leginkabb
hozzaférhetd az Ig molekula szamara, és ahogy itt biztositottuk, ez a szakasz felelds

elsdsorban a megfigyelt szelektiv és/vagy specifikus kotési tulajdonsagokért.

[179.] A talamany targya szerinti Y1 és Y17 peptidet Ggy van konstrualva, hogy
egy multivalens Fv formava hajtogatodik. Az Y1 és Y17 multimer formakat Ggy
konstrualtuk, hogy javitsak a kotési affinitast és specificitast, és noveljék a vérben a

féléletidot.

[180.] Multivalens scFv formakat masok is eldallitottak. Az egyik megkozelités
szerint két scFv-t kapcsolunk 6ssze koté molekulakkal (linkerekkel). Egy masik
megkozelités a diszulfid hidakat alkalmazza a két scFv 6sszekapcsolasahoz. A
legegyszer(ibb emgkozelitést dimer és trimer Fv eléallitasara, Holliger et al., PNAS, 90,
6444-6448 (1993) és A. Kortt, et al., Protein Eng., 10, 423-433 (1997) javasoltak. Ahhoz,
hogy dimereket allitsanak el6, a FOS és JUN fehérje régidinak szekvencigjat adtak hozza az
scFv molekulakhoz, igy egy leucin cippzart hoztak létre a két scFv C-terminusa kozott
(Kostelny SA et al., J Immunol. 1992 Mar 1,148(5):1547-53; De Kruif J et al., J Biol Chem.
1996 Mar 29;271(13):7630-4). Egy masik modszert dolgoztak ki tetramerek elGallitasara
streptavidint kodolo szekvencia hozzaadasaval az scFv C-terminusahoz. A streptavidin 4
alegységbdl allo molekula, igy amikor az scFv-streptavidin hajtogatodik, a 4 alegység ugy
alkalmazkodik, hogy tetramert hozzanak létre (Kipriyanov SM et al., Hum Antibodies
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Hybridomas, 1995;6(3):93-101). Még egy masik modszerben dimerek, trimerek és
tetramerek eldallitasar szabad ciszteint illesztenek az adott fehérjébe. Egy peptid alapt
keresztk6té molekulat, variabilis (2-4) maleimid csoportokkal, alkalmaztak, hogy
keresztkossék az adott fehérjét a szabad ciszteinekhez (Cochran JR et al., /mmunity, 2000
Mar;12(3):241-50).

[181.] Ebben a rendszerben, a phage display libraryat (ahogy fentebb leirtuk) scFv-
monovalens forméjaba. Tovabba fentebb arrol is szo6 esik, hogy a szarmazékok alkalmasak
bakterialis expressziora. A génsebészati uton létrehozott scFv-k tartalmazzak a nehéz és
konnyi lancok varniabilis régidit, melyekhez csatlakozik a veliikk hataros 15 aminosavas
flexibilis peptid spacer. Az elony0s spacer a (GlysSer);. Ennek a spacernek a hossza, az
aminosav alkotorészekkel egytitt egy nem til terjedelmes spacert adnak, amely lehet6vé
teszi, hogy a VH és VL régiok egy funkcionalis Fv doménné alljanak 6ssze, amely

hatékonyan tud koétni a targetjéhez.

[182.] Jelen talalmany targya az Y1 és Y17 multimerek is, amelyek a
szakirodalombdl ismert barmyely modon eldallithatok. A multimerek, és kilonosen a
dimerek képzésének egy elonyos modszere cisztein amradékokat hasznal, a diszulfid hidak
létrehozasahoz a két monomer kozott. Ebben a megvaldsitasi modban, gy allitottuk elé a
dimereket, hogy ciszteint adtunk az scFv karboxi-végéhez (ezeket nevezziik Y1-cys scFv-
nek, vagy Y1 dimernek). Azutan, hogy a DNS konstrukcio elkésziilt (lasd 2D és 6D
Példak), és fel lett hasznaltva transzfekciora, az Y1 dimereket egy gyarto vektorban voltak
expresszalva és in vitro hajtogatva. A fehérjét SDS-PAGE, HPLC és FACS technikakkal
analizaltuk. Az antitesteket kétliteres tételekben fermentaltuk. Az Y1-cys-t E. coli BL21
torzsben valo expresszalasa utan, a hajtogatas argininben tortént. A hajtogatast kovetden, a
fehénjét dializaltuk, majd Q-sepharose €s gélszirés (sephadex 75) segitségével tisztitottuk.
SDS-PAGE-ben (nem redukalt), és gélsziréssel két csucsot talaltunk. A két csucsot kiilon
gyujtottik, és FACS segitségével analizaltuk. A Jurkat sejtekhez val6 monomer és dimer
kotoédést FACS technikaval ellendriztiik. A dimer kotodéséhez a monomer antitest
mennyiségének az 1/100-a kellett ahhoz, hogy ugyanolyan erdsségl festést kapjunk, ez
jelzi, hogy a dimerek aviditasa magasabb. Meghataroztuk dimerek hajtogatédasanak
korulményeit, €s a 90%-nal tobb dimert tartalmaz6 (mg mennyiségek) anyagot allitottunk

elé egymast kovetd dializis, kromatografia és gélsziirésekkel. A tisztitott dimert
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gélszliréssel, és oxidalo SDS-PAGE segitségével karakterizaltuk. A dimer kotodési
kapacitasat radioreceptor assay, ELISA és FACS segitségével analizaltuk.

[183.] A CONY1 scF antitest fragment a Y1 scFV-bol szarmazik. Az Y1 scFv myc
tagjét kodolo DNS szekvenciat eltavolitottuk és kicseréltik egy szintetikus oligonukleotid

DNS szekvenciara, amely a lizin- alanin-lizin aminosavakat kodolja (KAK)

[184] Hogy 6sszehasonlitsuk az scFv monomer (amelyet CONY 1-nek is
neveziink) kotédését az Y1 dimerrel, kotodési kompeticios kisérleteket végeztiink in vitro,
KG-1 sejteken. Tovabba, ezekkel a kisérletekkel a teljes Y1 IgG, scFv Y1 monomerekhez
valo kotédésének osszehasonlitasat is elvégeztiik. A vizsgalat megvalositdsahoz az Y1 IgG-
t megjeloltiik biotinnal. A kisérlet eredménye szerint az Y1 IgG kompetalt az IgG Y1-
Biotinnal. Nem relevans human IgG nem kompetalt a megjelolt Y1 IgG-vel. Y1 scFv (5 pg
és 10 ug) részlegesen kompetalt az Y1 IgG-Biotinnal (50 ng). A kisérletek azt is
bizonyitottak, hogy 1 ng IgG Y1-FITC kotodott KG-1 sejtekhez (szérum nélkiil)
ugyanolyan aranyban, mint az 1 pg scFv-FITC, de szérum jelenlétében, az Y1 IgG kotodés
nagyrészt gatolt. Ezek a kisérletek azt is mutatjak, hogy az Y1 dimerek kotodése legalabb
20x akkora, mint az scFv monomerek kotddése, mint ahogyan ezt radioreceptor assay,

ELISA, vagy FACS segitségével ellenoriztiik.

[185] A talalmany még egy masik megvalositasi modjaban, a ciszteinen tul lizin-
alanin-lizint adtunk a karboxi-véghez (erre ugy hivatkozunk, mint Y1-cys-KAK scFv).

Ennek az scFv molekulanak az aminosav sorrendje a kovetkezo:

1 MEVQLVESGG GVVRPGGSLR LSCAASGFTF DDYGMSWVRQ
APGKGLEWVS GINWNGGSTG 60

61 YADSVKGRFT ISRDNAKNSL YLQOMNSLRAE DTAVYYCARM
RAPVIWGQGT LVTVSRGGGG 120

121 SGGGGSGGGG SSELTQDPAV SVALGQTVRI TCQGDSLRSY
YASWYQQKPG QAPVLVIYGK 180

181 NNRPSGIPDR FSGSSSGNTA SLTITGAQAE DEADYYCNSR
DSSGNHVVFG GGTKLTVLGG 240

241 GGCKAK

[186.] Az Y1-cys-KAK molekulat baktériumban, egy A-pL vektorban termeltiik. A
A-pL vektor altali expressziot Gigy indukaltuk, hogy a hdmérsékletet megemeltiik 42°C-ra.
Az indukalt kulturakbol inkluzios testeket kaptunk, és vizes oldatokkal félig tisztitottunk,

hogy eltavolitsuk a nem kivant fehérjéket. Az inklizios testeket guanidinben
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szolubilizaltuk, DT T-vel redukaltuk és in vitro hajtogattuk egy arginin/oxidalt glutation
alapu oldatban. Az hajtogatas utan a fehérjét dializaltuk és bekoncentraltuk tangencialis
ataramlasos sziiréssel, karbamidt/foszfat pufferbe. A fehérjét ismét tisztitottuk és egy SP-

oszlopon ioncsrélé-kromatografiaval koncentraltuk.

[187] Hogy a CONY1 scFv, valamint az Y1-cys-KAK scFv magasabb expresszios
szintjét kapjuk E. coliban, az scFv molekula N-terminalisatol szamitott 2. pozicidba egy
alanin aminosavat jutattunk be. Ezzel az 4j modositott konstrukcidval négyszeres

expresszios szintet értiink el.

[188.] Egy ELISA assay-t alkalmaztunk, hogy megbizonyosodjunk a monomer
(CONY1 scFv vagy Y1-KAK) és a dimer YI-cys KAK (a cisztein dimer), és a dimernek a
vérlemezkékbol szarmazo GPIb (glycocalicin) antigén kozotti kotésrol. Egy poliklonalis
anti-egylancu antitest (single chain antibody) ellen és/vagy egy uj poliklonalis (nyulbol
szarmazo) anti-Vy, és anti-nyal HRP-t hasznaltunk a GPIb kotodésének a detektalasahoz. A
dimer megkozelitdleg 20-100x aktivabb volt, mint a monomer. Példaul, 12,8 mg/ml
monomert hasznaltunk 0,8 OD egység eléréséhez, mig 0,1 mg/ml dimert kellett ugyanehhez

az eredményhez hasznalni. Lasd 12. ébra.

[189.] A dimert SDS-PAGE elektroforézis, gélsziiréses kromatografia, ELISA,
radioreceptor kotés és FACS segitségével karakterizaltuk. A dimer latszolagos kotése
magasabb volt a monomerénél, az aviditas hatasa miatt. Ezt a hatast glykokalicin-hez valo
kotéssel is ellendriztiik, ELISA-val, KG-1-hez FACS segitségével, és kompeticios

radioreceptor assay-vel.

[190.] HPLC technikat alkalmaztunk, a dimer profiljahoz, az athajtogatodas és a
Superdex 75 géloszlopon val6 panning utan. A 10. abran, a Y1-cys-kak (dimer) az elsé
csucs balrol (~10.8 perc), és az ezt kovetd csics a monomer (~12 perc). A dimer
megkozelitéleg 52 kDa, a monomer pedig 26 kDa, a protein méret(i markerek ugyanazonaz
oszlpon t6rténd futasaval 6sszhangban. A dimer és a monomer kozti egyensuly
valtoztathat6 a hajtogatas koriilményeinek valtoztatasaval (a hajtogato oldatban levd

c s

superdex 75 kromatografias oszlopon valasztottuk szét.
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[191.] A 11. abran egy gél lathato kevert dimer és monomer populacioval. A
redukalt formaban a monomerek lathatok, a két monomer kozti redukcionak koszonhetden,
és a nem redukalt formaban mindkét populacio latszik (mint a gélsziréses kisérletben), egy

monomer frakcié kb. 30 kDa-nal, és egy dimer frakci6 kb. 60 kDa-nal.

[192.] Ezen feliil, a KG-1 sejtekhez valo k6todés FACS-analizise azt mutatta, hogy
a dimer érzékenyebb, mint a monomer, amikor két- vagy haromlépéses kot6dési viszgalatot
végziink. A kozvetleniil FITC segitségével jelolt dimerek enyhe elonyt mutattak (10x
kevesebb anyagot kellett hasznalni), mint a monomer. A radioreceptor assay proba KG-1
sejteken, ahol a dimert, mint kompetitort hasznaltuk, azt mutatta, hogy a dimer 30x

hatékonyabb, mint a monomer.

[193.] A spacerek hosszanak valtoztatasa is egy elonyos modszere a dimerek,
trimerek és tetramerek (melyeket diatesteknek, triatesteknek, és tetratesteknek is neveznek,
ebben a sorrendben) létrehozasanak. Dimerek altalaban olyan korilmények kozott jonnek
létre, amikor a spacert, amely az scFv két variabilis lancat koti ossze, leroviditjiik. Ez a
roviditett spacer gatolja ugyanannak a molekulanak a két variabilis lancat egy funkcionalis
Fv doménné behajtogatodni. Ehelyett, a domének arra kényszeriilnek, hogy part alkossanak
egy masik molekula komplementer doménjével, igy két k6t6 domént hoznak létre. Egy
elényds modszer szerint, egy csak 5 aminosavbol allo spacert (Gly4Ser) hasznalunk
dimerek konstrukciojara. Ez a dimer két egyforma scFv-bol képzodhet, vagy két kilonb6zo
scFv populaciobol, és megtartja az eredeti scFv szelektiv és/vagy specifikus erdsebb kotési

tulajdonsagat, és/vagy megnovekedett kotési erésséget vagy affinitast mutat.

[194.] Hasonldé modon, trimereket altalaban olyan koriilmények kozott képeziink,
amikor a két variabilis lancot 6sszek6td spacert altalaban 5 aminosavnal révidebbre
roviditjiik le, igy meggatolva hogy ugyanannak a molekulanak a két variabilis lanca
funkcionalis Fv doménné hajtogatodjon. Ehelyett 3 kiilonboz6 scFv molekula

asszocialodik, hogy egy trimert alkosson. Egy elényos modszer szerint trimerek kinyerésére
ezen flexibilis spacert teljesen eltavolitottuk. Trimerek létrejohetnek 3 egyforma scFv-bdl,
vagy két, vagy harom kiilonb6z6 scFv populaciobol, és megtartjak az eredeti scFv szelektiv
és/vagy specifikus erosebb kotési tulajdonsagat, és/vagy megnovekedett kotési erosséget

vagy affinitast mutatnak.
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[195] Tetramerek hasonlé modon altalaban ugy képzddnek, hogy a két variabilis
lancot 6sszekotd spacert altalaban S aminosavnal rovidebbre roviditjitk le, meggatolva,
hogy ugyanannak a molekulanak a két variabilis lanca funkcionalis Fv doménné
hajtogatodjon. Ehelyett, 4 kilonalld scFv molekula asszocialodik, hogy tetramert alkosson.
A tetramer allhat 4 egyforma scFv-bdl, vagy 1-4 egyedi egységbdl, amelyek kiilonbozo
scFv populacidkbol szarmaznak, és meg kell, hogy tartsak az eredeti scFv szelektiv és/vagy
specifikus erdsebb kotési tulajdonsagat, és/vagy megnovekedett kotési erosséget vagy

affinitast kell mutatniuk.

[196.] Akar trimerek, akar tetramerek képzddnek az adott koruilmények kozott, ahol

a spacer altalaban révidebb, mint 5 aminosavmaradék, a keverékben résztvevd scFv

crey

[197.] Egy eldnyos modszer szerint a tetramerek létrehozhatok biotin/streptavidin
asszociacioval. Egy 0j fermentacids konstrukciot dolgoztunk ki, ami biotinnal
enzimatikusan jelolhetd (itt Y1-biotag, vagy Y1-B néven hivatkozzuk). Egy olyan
szekvenciat adtunk az Y1 C-terminusahoz, amely a BirA enzim egy szubsztratja. A BirA
enzim egy biotint ad a szekvenciaban levé lizin maradfékhoz. Az Y1-biotagot klonoztuk és
E. coliban expresszaltuk. Az inkluzios test anyagat izolaltuk és ujrahajtogattuk. A
hajtogatott fehérje tisztasaga tobb, mint 95%, és tobb,és tobb mint 100 mg-ot kaptunk egy 1
L kulturabol (kis-léptékii, nem optimalizalt korilmények). Ennek a formanak a
molekulatomegét hasonlonak talaltuk az scFv-hez, HPLC, SDS-PAGE és
tomegspektroszkopia szerint. Az Y 1-biotagot talaltuk a legkonzisztensebb reagensnek az
FACS analizishez. Azonban, amikor az Y 1-biotag KG-1 sejtekhez valo kotodését
vizsgaltuk szérum jelenlétében, magas koncentraciokat (10x annyit) kellett alkalmaznunk
hasonlo kotés eléréséhez, mint szérum nélkiill. Mindazonaltal, ez a konstrukcié megkivanja
a specifikus biotinilalas elonyét, amelyben a molekula kotohelye intakt marad. Tovabba,
minden molekulat csupan egy biotin jelol — minden molekula karboxi-végéhez egy biotin
kotodik.

[198.] Egy biotin/molekulara korlatozva a jelolés egy kivant helyen, lehetévé teszi
a tetramerek létrehozasat streptavidin segitségével. Y 1-B-t inkubaltunk streptavidin-PE-vel,

igy kaptunk tetramereket.
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[199.] A FACS-analizis szerint a streptavidin-PE és Y1 biotag segitségével
létrehozott tetramerek 100-1000x olyan érzékenyek, mint az Y1 scFv monomerek, szérum
hianyaban. Az Y 1-biotag streptavidin-PE tetramerek ugy tinik, specifikusan kotddnek az
egyik Y1-pozitiv sejtvonalhoz (KG-1). Ennek a reakcionak a hatterkotéshez viszonyitott
kiilonbsége igen magas volt, és nagy érzékenységet kivant meg alacsony
receptormennyiségek detektalashoz. YIBSAV tetramereket tartalmazé normal vér FACS-
analizise azt mutatta, hogy nincs jelen nagy reaktivitasu populacié. Monocitak és
granulocitak csak kis mértékben voltak pozitivak. Azokban a sejtvonalakban, ahol pozitiv
eredményt kaptunk, mint példaul a KG-1 sejtvonal, a tetramerek legalabb 100x
reaktivabbak voltak.

[200.] Ezt kovetden a tetramereket sejtes mintakkal inkubaltuk. Az Y1 tetramer kis
dozisa (5 ng) jol kotddik a sejtvonalhoz (KG-1), és 10-20x magasabb valaszt ad, mint
el6zoleg mas Y1 antitestekkel megfigyeltiik. Igen gyenge reakciot kaptunk, amikor negativ

sejtvonalat vizsgaltunk kiilonb6z6 tetramer dozisokkal.

[201.] A talalmany egy megvalositasi modja egy olyan modszert is szolgaltat,
amely lehet6vé teszi az ismeretlen kotOhelyekhez keresztreakcioval k6tédo targetalo
molekula azonositasat, mely kotohelyek az els6 vagy masodik sejten vannak, és
tartalmaznak (a) egy vagy tobb biopanning lépést, amelyeket a masodik, de nem az els6
fazisban levo elso target sejten valositunk meg, mely lényegében hozzaférhetdvé tesz vagy
felfed egy ismeretlen ligandumot tartalmazo kotohelyet, és igy a felismeré molekulak elsé
amelyek az (a) 1épés felismerd molekuldinak készletével kezdddnek, amely lépéseket egy
masodik sejten valositunk meg, ami felfed egy ismeretlen ligandumot tartalmazo
kotohelyet, mely keresztreakcioba lép az elso sejt ismeretlen ligandjaval, és igy hozzak
molekuldk masodik populacidjanak amplifikacidja és tisztitasa, €s (d)a (c) 1épés tisztitott
felismer6 molekulainak felismerdhelye alapjan peptidek és polipeptidek konstrukcidja,
melyek tartalmazzak a targetald molekulakat, és amik szelektivek és/ vagy specifikusak a

masodik sejt ismeretlen ligandjara.

[202.] Egy elényos megvalositasi mod biztositja az elsd sejtet, ami egy normal sejt,

az elso fazist, ami egy nem aktivalt fazis, a masodik fazist, ami egy aktivalt, serkentett,
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modosult, megvaltozott, vagy megzavart fazis. Egy elonyosebb megvalositasi modban a
masodik sejt koros sejt. Egy még eldnyosebb megvalositasi modban a koros sejt rakos sejt.
A rakos sejt lehet, de nem kizarolag, carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma,
myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma. Egy még elony6sebb megvalositasi modban
a rakos sejt leukémia sejt. Egy legeldnyosebb megvalositasi médban a leukémia sejt AML

sejt.

[203.] A jelen talalmany egy megvalositasi modja modszert szolgaltat arra, hogy
hogyan lehet peptideket vagy polipeptideket, adott esetben asszociaban, hozzakapcsolva,
parositva, kombinalva, kotve vagy fuzionalva egy gyogyszerhatoéanyaghoz, felhasznalni a
gyogyszeriparban. Egy elényos megvalositasi modban a gyogyszernek koros sejt elleni
hatasa van. Egy még elonyosebb megvalositasi modban rakos sejt elleni hatasa van. A
rakos sejt lehet, de nem kizarélag, carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma,
myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma. Egy még elényosebb megvalositasi modban
a rakos sejt leukémia sejt. A legelonyosebb emgvalositasi modban a leukémia sejt AML

sejt.

[204.] A talalmany egy megvalositasi modja olyan gyogyszerkészitményt is
szolgaltat, amely kulonb6z6 scFv monomerek keverékét és/vagy killonbozd scFv-kbol

készitett dimerek, trimerek vagy tetramerek keverékét tartalmazza.

[205.] Egy tovabbi megvalositasi mod a talalmany szerinti peptid vagy polipeptid
alkalmazasat szolgaltatja, asszociacioban, hozzakapcsolva, parositva, kombinalva, kotve
vagy fuzionalva egy gyogyszerhatdéanyaghoz, egy gyogyszer eldallitasara. A gyogyszernek
a koros sejt elleni hatasa lehet, ezen beliil rakos sejtek elleni hatasa lehet. A rakos sejt lehet,
de nem kizarolag, carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma,
blastoma, seminoma, és melanoma. Egy elonyosebb megvalositasi modban a gyogyszer
leukaemias sejtek ellen fejti ki hatasat. A legeldnyosebb megvalositasi modban a gyogyszer
aktiv AML-sejtekkel szemben. A gyogyszernek az emlitett sejtekkel szembeni hatasa
okozhatja a rakos novekedés késleltetését, barmilyen novekedés teljes prevencidjat, vagy a

rakos sejtek elpusztitasat.

[206.] A taldlmany egyik megvalositasi modjaban a gyogyszernek vagy a

gyogyszerkészitménynek sejtnovekedést gatlo hatasa van.
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[207.] A talalmany szerinti peptid vagy polipeptid felhasznalhat6 olyan
készitmény, eldnyosen olyan gyogyszerkészitmény eloallitasara, amely felhasznalhato a
rakos sejtek novekedésének gatlasara, elonyosen a leukaemias sejtek, és legelonyosebben
az AML-sejtek gatlasara. A talalmany egy megvalositasi modjaban a peptid vagy polipeptid
felhasznalhato olyan készitmény, elonyosen gyogyszerkészitmény eldallitasara, amelyet
alkalmazni lehet a rakos sejtek novekedésének gatlasara, amely emlitett készitmény
tartalmaz legalabb egy vegyiiletet, amelynek van egy rakos sejtre szelektiv és/vagy

specifikus gyogyszerészeti ligandumja.

[208.] A talalmany targya szerinti peptid vagy polipeptid 6nmagaban is adagolhato
a paciensnek, vagy tartalmazva egy gyogyszert, vagy gyogyszerkészitményt,
asszociacioban, konjugalva, kotve vagy fuzionalva egy gyogyszerészetileg hatékony
mennyiségli gyogyszerhatoanyaghoz, egy gyogyszerészetileg hatasos hordozot, és, adott
esetben egy adjuvanst. Az ilyen gyogyszerkészitmények tartalmazhatnak fehérjéket,
higitokat, tartositokat és antioxidansokat (lasd Osol et al. (eds.), Remington's
Pharmaceutical Sciences (16™ ed), Mack Publishing Company, (1980)).

[209.] Egy masik megvalositasi modban a gyogyszerhatdanyag egy antitest, vagy
annak fragmentje, amely peptidkotéssel hozza van kotve a talalmany szerinti peptidhez

vagy polipeptidhez.

[210] Egy elonyos megvaldsitasi modban a toxin lehet példaul gelonin,
Pseudomonas exotoxin (PE), PE40, PE38,diptheria toxin, ricin toxin, vagy ezek

modositasai vagy szarmazékai.

[211] Egy elonyos megvalositasi modban a radioaktiv izotopok lehetnek gamma
sugarzast, pozitront, és Rontgen-sugarzast kibocsatok, amelyeket lokalizaciora és/vagy
terapiara lehet felhasznalni, és béta és alfa sugarzast kibocsatok, amik terapiara

hasznalhatok.

[212] A talalmany targyanak egy specifikus megvalositasi modjaban a terapias

radioaktiv izotopok a kovetkezd csoportbol valaszthatok: Windium, Pindium, *rénium,

e 0l _. . 99m e 121 . 65, 71: 167, 1:
195 énium, '*'rénium, *™ technécium, 2™ 122m 125mellar "talium, '*’talium
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tellur, tellar,

,qe 23., 126- - 131- . 133- . . 9 . . ,
talium 2jod, *%0d, Yjod, *jod, #™kripton, **xenon, *yttrium, 2"*bizmut, ""brom,
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Bfluor, *’ruténium, *'ruténium, '“ruténium, *ruténium, '“’higany, ***higany, *’gallium és

68gallium, valamint az ehhez hasonlok.

[213.] A talalmany targyanak egy masik specifikus megvalositasi modjaban a rak
elleni agens a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: doxorubicin (adriamycin),
morpholinodoxorubicin, methoxy-morpholinyl-doxorubicin, cis-platinum, taxol,
calicheamicin, vincristine, cytarabine (Ara-C), cyclophosphamide, prednisone,
daunorubicin, morpholino-daunorubicin, methoxy-morpholinyl-daunorubicin, idarubicin,
chlorambucil, interferon alpha, hidroxi-karbamid, temozolomide, thalidomide és

bleomycin, valamint a szarmazékaik.

[214] A talalmany egy megvalositasi modja a rakos sejtek novekedését gatlo
modszert is szolgaltat, amely magaban foglalja a rakos sejt érintkezését a talalmany szerinti
peptid vagy polipeptid adott mennyiségével. A rakos sejtek lehetnek, de nem kizarélag,
carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és
melanoma. Egy elonyosebb megvalositasi modban a rakos sejt leukaemias sejt. Egy
legeldnyGsebb megvalositasi modban a leukémia sejt AML-sejt. A talalmany egy
megvalositasi modja alkalmazhato a paciensek in vivo vagy ex vivo kezelésére. A
talalmany egy specifikusabb emgvalositasi modja lehetoséget ad az autolog csontveld ex

vivo kipanningara, az abnormalis sejtjeinek eltavolitasara.

[215.] A talalmany egyik még specifikusabb megvalositasi médjaban lehetdség van
arra, hogy egy leukaemias paciens vérét ex vivo cirkulaltassuk egy olyan rendszeren
keresztiil, amely tartalmaz egy, a talalmany szerinti peptidet vagy polipeptidet egy
rakellenes agenshez kapcsolva. A kotott sejtek €s a nem kotott rak elleni agens kisziirése
utan a vér visszajuttathato a paciens testébe. Vagy egy alternativ moédon, a leukaemias
paciens vére cirkulaltathato ex vivo egy olyan rendszeren keresztiil, amelyben a talalmany
peptidje vagy polipeptidje egy szilard fazishoz van kotve. A sejtek, amelyek keresztiil
mennek a rendszeren, és nem koétddnek a szilard fazishoz kotott peptidhez vagy

polipeptidhez, visszajuttathatok a paciens testébe.

[216.] A talalmyany egy masik elonyos megvalositasi modjaban a peptid vagy
polipeptid hasznalhat6 arra, hogy az autolog, szuszpenzioban levo csontvelobol, ex vivo
eltavolitsuk az abnormalis Ossejteket, implantacio céljaira. Az abnormalis dssejtektdl valo

megpanning torténhet Ggy, hogy a szuszpenziot szilard tolteten futtatjuk (ilyenek, de nem
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kizar6lag, a magneses gyongyok és affinitas oszlopok), amelyekhez a talalmany szerinti
peptid vagy polipeptid (vagyis a targetalo molekula), ezek konstrukcioi, fragmentjei, a
konstrukciok fragmentjei, vagy a fragmentek konstrukcioi kotve vannak. Az igy, ex vivo
megtisztitott csontveld alkalmas a késdbbiekben autolog csontvel-transzplantaciora. Ez a
modszer azon alapszik, hogy jelen talalmanyban azonositott fagemid klon (Y1) kotddik a
leukaemias paciensek csontvel6jébodl szarmazo Gssejtekhez, de nem kotddik az egészséges
alanyok csontvel8jébol szarmazo ssejtekhez. Hasonloképpen, az Y1 fagemid klon kotddik
a FACS segitségével abnormalisként meghatarozott blaszt sejtekhez, valamint leukaemias

sejtekhez.

[217] A blaszt sejteket itt ugy definialtuk, mint azon els6dleges sejtek, amelyek
prekurzorként szolgalnak minden emlGs szervezetben kering6 sejthez. A progenitor
sajatsagaiknak koszonhetéen, nem talalunk szignifikans mennyiségii keringd blaszt sejtet a
felnott szervezetben. Kulsd stimulacid nélkiil a keringésben levo blaszt sejtek jelenléte
koros elvaltozasra utal, példaul a vérképzo rendszerére, és a blaszt sjetek ezt kovetd

eltiinése a malignus kor remissziojat jelentheti.

[218.] A talalmany egy masik megvalositasi modjaban a gyogyszerkészitmény

profilaxisra hasznalhato.

[219] Egy el6nyos megvalositasi modban a talalmany szerinti két, vagy tobb

peptidet vagy polipeptidet kombinaltuk, hogy létrehozzunk egy keveréket.

[220.] Ahogy itt hasznaljuk, a keverék azt jelenti, hogy kettd, vagy tobb kiilonb6zd
tipusit molekula vagy részecske talalhato meg egyetlen keverékben. A kiilonb6z6 tipusu
molekulak vagy részecskék sem kovalens sem nem kovalens kotéssel nem kotnek

egymashoz.

[221.] A talalmany egyik megvalositdsi modjaban a talalmany szerinti peptid vagy
polipeptid egy gyogyszerhatdanyaghoz van kotve, fuzionalva, vagy konjugalva.

[222.] A talalmany egy masik megval6sitasi modjaban a talalmany szerinti peptid
és a gyogyszerahtoanyag kozti kotés kozvetlen kotés. Kozvetlen kotés alatt azt értjiik,
amikor két vagy tobb szomszédos molekula k6zott a kotés a molekulak elemei vagy

csoportjai kozotti kémiai kotés. Kémiai kotés lehet példaul, ionos kotés, kovalens kotés,



52 . .. . *

hidroféb kotés, hidrofil kotés, elektrosztatikus kotés, vagy hidrogénkotés. A kotéseket a
kovetkezoket, de nem kizarolag, tartalmazo csoportbdl valasztjuk ki: amino-, karboxi-,
amid-, hidroxil- peptid- és diszulfid-csoport. A kozvetlen kotés eldnyosen proteazrezisztens

kotés lehetne.

[223] Még egy masik megvalositasi modban a peptid és a gyogyszerhatdéanyag
kozti kotés milyenségét meghatarozza a kotd vegyulet. Ahogy a specifikacioban és az
igénypontban is hasznaljuk, a kotd vegytiletet egy olyan vegyiiletként definialjuk, amely két
vagy tobb egységet osszekapcsol egymassal. A kotd vegytilet lehet egyenes lancu, vagy
elagazo. Az elagazo lancu kotd vegyiilet lehet dupla-, tripla-, négy-, vagy tobbszorosen
elagazo vaegytilet. A koto vegytilet lehet, de nem kizarolag, dikarbonsav, maleimido-
hidrazind, PDPH, karboxilsav-hidazid, vagy egy kis peptid. Példak egyéb kotd
komponensekre: dikarboxilsavak, mint borostyank&sav, glutarsav, adipinsav; Maleimido
hidrazidok, mint N-[ y-maleimido-kapronsav]-hidrazid, 4-[N-maleimido-metil]-ciclohexan-
1-karboxil-hidrazid, és N-[6-maleimido-undekansav]-hidrazid]; PDPH ko6té molekulak,
mint (3-[2-piridil-dithio]-propionil-hidrazid) szulfthidril-reaktiv fehérjével konjugalva,
Karboxilsav-hidrazidok, melyek 2-5 szénatomot tartalmaznak; és kozvetlen kotések, kis
peptid linkereket hasznalva, példaul a rakellenes doxorubicin szzabad cukor részei és egy
scFv kozott. Kis peptidek lehetnek, de nem kizardlag: AUL, AUS, BTag, c-myc, FLAG,
Glu-Glu, HA, His6, HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-TAG®, T7, V5, VSV-G, és
KAK Tag.

[224 ] A talalmany szerinti peptid vagy polipeptid adagolhatd barmely ismert
modszerrel, mint: intravénas, intramuszkularis, szubkutan, topikal, intratrachealis,
intraperitonealis, intralimfatikus, nazalis, nyelv alatti, oralis, rektalis, vaginalis, 1égzdszervi,

bukkalis, intradermalis, transzdermalis vagy intrapleuralis.

[225] Intravénas adagolasnal, a formulalast elényosen ugy lehet elvégezni, hogy a
paciensnek adagolt mennyiség egy kb. 0,1 — kb. 1000 mg k6zo6tti hatékony mennyiség lesz
a kivant készitményben. Még elonyosebb, ha az adagolt mennyiség kb. 1 — kb. 500 mg kozé
esik a kivant készitményben. A talalmany szerinti készitmények egy széles dozissavon

beliil hatékonyak, és olyan faktoroktol fiiggnek, mint példaul, mi a betegség, amelyet
kezelni szeretnénk vele, mi a peptid, vagy polipeptid alapu gyogyszerhatdanyag féléletideje

a paciens szervezetében, mik a gyogyszerhatoanyag és a gyogyszerkészitmény fizikai és
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kémiai tulajdonsagai, mi a gyogyszerkészitmény adagolasanak modja, mik a kezelend6
vagy diagnosztizalando paciens sajatsagai, valamint olyan paraméterek, amelyeket a

kezelést végzo orvos fontosnak itél.

[226.] Oralis adagolasra alkalmas gyogyszerkészitmény lehet tabletta, folyadék,
emulzio, szuszpenzid, szirup, pirula, vagy kapszula formaban. A gyogyszerkészitményt egy

eszkoz segitségével is lehet adagolni.

[227.] Topikalis adagolasra alkalmas gyogyszerkészitmény lehet krém, kendcs,

razokeverék, balzsam, tapasz, oldat, szuszpenzio, vagy gél.

[228.] Tovabba, a gyogyszerkészitmény eloallithato szilard, folyékony, vagy

hosszantart6 felszabadulasa formaban is.

[229.] A taldlmanynak megfelelden eldallitott antitest fragmenteket tartalmazo
készitmények tartalmazhatnak hagyomanyos gyogyszerészetileg elfogadott higitokat, vagy
hordozokat. A tablettak, pirulak, és kapszulak tartalmazhatnak konvencionalis
adalékanyagokat (excipients), mint lakt6z, keményitd, és magnézium-sztearat. A kupok
tartalmazhatnak adalékanyagokat, mint példaul viaszok és glicerin. Az injekcios oldatok
tartalmazhatnak steril pirogén-mentes kozeget, mint fiziologias séoldat, és lehetnek benniik

pufferolo, stabilizalé anyagok, vagy tartositok. Hagyomanyos bélbvonok is alkalmazhatok.

[230.] Jelen talalmany szintén magaban foglal egy mar a szakirodalombdl ismert

szintetikus modszert az antitest fragment eldallitasara.

[231] A talalmanyban egy megvalositasi modja magaban foglal egy olyan
gyogyszerkészitményt, amely legalabb egyet tartalmaz a talalmany szerinti peptidbdl, vagy
polipeptidbdl, kapcsolva, parositva, kombinalva, kétve vagy fuzionalva egy diagnosztikus

lokalizaciohoz és/vagy tumor megjelenitéséhez hasznalatos képalkoto agenshez.

[232] A talalmany egy tovabbi megvalositasi modja szolgaltat egy diagnosztikai
kit-et, a kezelés hatékonysaganak in vitro analiziséhez, a kezelés el6tt, alatt, vagy utan,
amely tartalmaz egy képalkotd agenst, amely a talalmany szerinti peptidet, egy indikativ
marker molekulahoz kotve tartalmazza. A talalmany tovabba szolgaltat egy modszert is, a
képalkoto6 agens felhasznalasara a diagnosztikus lokalizaciohoz és/vagy a rak, elsdsorban a

tumor megjelenitéséhez, és amely a kovetkezo lépésekbdl all:
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a) a sejtek kapcsolatba hozasa a készitménnyel,

b) a sejtekhez kotott radioaktivitas mérése, és

) a tumor megjelenitése.

[233]] A talalmany egy elonyos megvalositasi modjaban a kit képalkoto agense egy

fluoreszcens festék, és a kit lehetové teszi a rakos megbetegedések kezelési
hatékonysaganak analizisét, elsdsorban a vérhez kotott rakos megbetegedésekét, mint
példaul a leukémia, lymphoma és myeloma. FACS-analizist hasznaltunk a képalkoto
agenssel megfestett sejtek szazalékanak megallapitasara, valamint a festés intenzitdsanak
megallapitasara a betegség minden fazisaban, tehat a diagnoéziskor, a kezelés soran, a

remisszio €s a visszaesés soran.

[234.] A talalmany tovabba biztosit egy készitményt, amely hatékony mennyiségu
képalkoto agenst, a talalmany szerinti peptidet és egy fiziologiailag elfogadhat6 hordozot
tartalmaz.

[235] A talalmany egy elényds megvalositasi modjaban az indikativ marker

molekula lehet barmely a szakirodalombol mar ismert marker, amelyek kozé tartoznak, de
nem kizardlag, a radioaktiv izotop, olyan elem, amely nem attetsz6 a Rontgen-sugarak

szamara, paramegnetikus ion, vagy fluoreszcens molekula, és ehhez hasonlok.

[236.] A talalmany egy specifikus megvalositasi modjaban az indikativ radioaktiv

izotop lehet, de nem kizarolag a kovetkezo: mindium, indium, *™rénium, 105 ténium,

167 168,

191 rénium, 2 technécium, *"™tellur, "> tellur, '*™tellir, '’ tulium,'*"tilium, '**talium
123. 6: ¢ 131: 133: - 81 . 3 90 . . T 18
%0d, '%6d, 2'jod, 1*jod, #™kripton, Z*xenon, *yttrium, **bizmut, ""brém, *fluor,
, . 97 ;e e 05 7o 1 . 031.: 67 - 14
% ruténium, *"ruténium, 'Pruténium, '*ruténium, '“’higany, **higany, “’gallium és

B gallium.

[237] A talalmany egy masik elényos megvaldsitasi modjaban az indikativ marker
molekula egy fluoreszcens marker molekula. Egy elényosebb megvalositasi mod szerint a
fluoreszcens marker molekula fluorescein, phycoerythrin, vagy rhodamin, vagy ezek

modositott valtozatai, illetve konjugatumai.



55 R

. - e

[238.] A talalmany targya egy olyan készitményt is, amely a talalmany szerinti
képalkoto agens hatékony mennyiségét, egy ehhez kapcsolt gyogyszerhatoanyagot és egy

fiziologiailag elfogadott hordozot tartalmaz.

[239.] A talalmany szolgaltat egy modszert is egy szerv vagy sejtek
megjelenitésére, amelyben a szervet vagy a sejteket olyan konilmények ko6zott jelenitjiik
meg, hogy a talalmany szerinti képalkoto agense hozzakot a szervhez vagy a sejtekhez,

megjelenitve a kotott képalkotod agenst, és ezzel lathatova téve a szervet vagy a sejteket.

[240.] A talalmany targya tovabba egy modszer egy szerv in vivo kezelésére ugy,
hogy a kezelend6 szervet kapcsolatba hozzuk a talalmany szerinti készitménnyel olyan

korilmények kozott, hogy a készitmény hozzakot a szervhez, ezaltal kezelve azt.

[241.] A talalmany egy elényos megvalositasi modjaban a peptid vagy polipeptid
hasznalhat6 arra, hogy malignus sejteket targetaljon, még specifikusabban leukaemias
sejteket a vérben, és azok igy monitorozhatéva és lathatova tehetdk, példaul FACS-
analizissel. A normal sejtekhez képest a magas értékeket kapo (példaul négyszer magasabb)

tumor sejtes vizsgalati mintak kezelenddk.

[242.] A talalmany biztositja a rakos megbetegedésben szenvedd paciens
kezelését, amely amgaban foglalja a talalmany szerinti peptid vagy polipeptid adagolasat a
betegnek a rak kezeléséhez hatékony emnnyiségben. Egy elonyos megvalositasi modban a
rakos megbetegedést a kovetkezoket tertimazé csoportbol valasztjuk ki: carcinoma,
sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma.
Egy elonyosebb megvalositasi mod ban a rak leukaemia és egy legspecifikusabb

megvalositasi modban a leukémiea AML.

[243 ] A talalmany egy legelényosebb megvalositasi modjaban a talalmany szerinti
peptid vagy polipeptid specifikusan vagy szelektiven kot az AML-sejtekhez. A talalmany
leir egy az AML-sejteken prezentalt ligandot, amelyhez a talalmany szerinti peptid vagy
polipeptid kotodik, és szolgaltat tovabba egy peptidet vagy polipeptidet, amely kotédik az
emlitett ligandhoz.
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[244.] A talalmany szerinti 0j antitest fragmentek, vagy azok peptid-utanzoéi
hasznalhatok gyogyszerek vagy készitmények gyartasara, melyekkel kiilonb6z6

betegségeket kiillonboz6 korulmények kozott kezelni lehet.

[245.] Jelen talalmany szolgaltat egy modszert egy targetalo agens eldallitasara,

amely a kovetkez6 1épéseket tartalmazza:

a) egy elsGdleges felismerdhelyet tartalmazo egy vagy tobb targetalo molekula
izolalasa és szelektalasa egy biopanning eljarassal kozvetlenul a target sejten, vagy egy
biopanning eljarassal indirekt a masodik, de nem az els6 fazisban levo elso sejten, és ezt
kovetden egy biopanning eljarassal kozvetleniil a masodik target sejten, egy vagy tobb

ugynevezett targetal6 molekula eldallitasa cljabol,
b) az egy vagy tobb targetalo molekula amplifikacidja, tisztitasa €s azonositasa, €s

c) egy vagy tobb targetaldo molekula, vagy a felismeréhelyeik alapjan targetalo agens
létrehozasa, ahol a targetald agens lehet peptid, polipeptid, antitest, vagy antitest fragment,

vagy ezek egy multimerje.

[246.] A targetalo agens el6allithato agy is, hogy egy gyogyszerhatéanyaghoz

kapcsoljuk, parositjuk, kombinaljuk, kotjuk, fuzionaljuk vagy asszocialjuk.

[247.] A talalmany egy elényos megvalositasi modjaban a targetalo agens egy

betegség elleni, vagy rak elleni agens.

[248.] A talalmany egy masik elényos megvalositasi médjaban a
gyogyszerhatoanyag lehet radioaktiv izotdp, toxin, oligonukleotid, rekombinans fehérje,

antitest fragment, és rakelleni agens. A radioaktiv izotopot a kovetkezd csoportbol

, . . lll. . . - 99 ;o P ;e 99 , .
valasztjuk ki: ''indium, 'Pindium, **"rénium, '*rénium, '*'rénium, >*"technécium,

121m

tellar, '™

tellur, '™

tellur, '*talium, %’

o v 123: 4 4 126:44 131, 4 133:.

talium "*talium 'Zjod, %od, 'jod, jod,
. 33 . 134, . 95 e , e

81my ripton, **xenon, *yttrium, ***bizmut, ”’brom, '*fluor, **ruténium, *ruténium,

, . , . . . 6 . , .
19 ruténium, '’ ruténium, '’higany, 2*higany, ’gallium és **gallium.

[249.] Egy masiklmegvalositasi modban a toxint a kovetkezd csoportbol
valaszthatjuk ki: gelonin, Pseudomonas exotoxin (PE), PE40, PE38, diphtheria toxin, ricin

toxin, illetve ezek modositott valtozatai vagy szarmazeékai.
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[250.] A talalméany még egy masik megvalositasi modjaban a rak elleni agenst a
kovetkezd csoportbol valaszthatjuk ki: doxorubicin (adriamycin), morpholino-doxorubicin,
methoxy-morpholinyl-doxorubicin, cis-platinum, taxol, calicheamicin, vincristine,
cytarabine (Ara-C), ciklo-foszfamid, prednisone, daunorubicin, morpholino-daunorubicin,
methoxy-morpholinyl-daunorubicin, idarubicin, fludarabine, chlorambucil, interferon

alpha, hidroxi-karbamid, temozolomide, thalidomide és bleomycin, valamint szarmazékaik.

[251.] A talalmany szolgaltat egy mddszert az antitest fragmentek azonositasara:
(a) biopanning, ami magaban foglalja egy phage display library inkubalasat vérbol

szarmazo sejtekkel; (b) mosas a nem kotott fagok eltavolitasara; (c) a kotott fagok elualasa
a vérsejtekrol; (d) a kapott kotott fagok amplifikalasa, és (e) a kotott fag felfedett peptid

szekvenciajanak meghatarozasa, vagyis a peptid azonositasa.

[252] A talalmany szolgaltat egy peptidet vagy polipeptidet, amelynek a kovetkezd

a szerkezete:
A-X-B

ahol X egy 3-30 aminosav hosszi CDR3 hipervariabilis régio; A és B barmelyike lehet 1-

1000 aminosav hosszi aminosav lanc, ahol A az amino-vég, és B a karboxi-vég.

[253] A talalmany egy elényods megvalositasi modjaban A 150-250

aminosavmaradék hosszi, és B 350-500 aminosavmaradék hosszi.

[254.] Egy masik el6nyos megvalositasi modban a peptid CDR3 régidja 5-13

aminosav amradék hosszu.

[255] Egy masik elényds megvalositasi modban a fenti formulaban talalhato X egy
aminosav szekvencia, melyet a kovetkezoket tartalmazo csoportbol valasztottunk: SEQ ID
NOs:8-24.

[256.] A talalmany egy masik megvaldsitasi modjaban a peptid vagy polipeptid egy

nagyobb vagy teljes antitest, vagy egy multimer része.

[257] A talalmany még egy masik megvalositasi modjaban egy dimer molekula
két peptidet vagy polipeptidet tartalmaz, amelyek koziil egy, vagy mind a kettd a talalmany
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szerinti. A dimer molekula tartalmazhat két azonos, a talalmany szerinti peptidet, vagy

polipeptidet.

[258.] A talalmany egy elény6s megvalositasi modjaban X egy olyan aminosav
szekvencia, amelyet a kovetkezdket tertalmazo csoportbol valasztotunk ki: SEQ ID NOs:8-

24, egy ugynevezett dimer molekulaban.

[259.] Egy masik megvalositasi mod a talalmany szerinti peptidet vagy polipeptidet

vagy dimerjét koédolo nukleinsav molekulat szolgaltatja.

[260.] A talalmany biztositja a peptid vagy polipeptid alkalmazasat a
gyogyszeriparban, adott esetben asszocialva, kapcsolva, kotve, fuzionalva, vagy

kombinalva van egy gyogyszerhatdanyaggal.

[261.] A talalmany tovabba biztositja a peptid vagy olyan polipeptid alkalmazasat a
gyogyszeriparba, amelyeknek koros, elsdsorban rakos sejtek elleni hatasa van. A rakos sejt
lehet: sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és
melanoma. Még specifikusabban a rakos sejt lehet leukaemia sejt, és legsdecifikusabban
aleukémia sejt lehet AML-sejt.

[262.] Egy cserélhetd rendszer, ahogy jelen talalmanyban definidltuk, és ahogy
lejjebb targyaljuk a példakon keresztiil, egy olyan nukleinsav konstrukcio, melyet arra
terveztiink, hogy egy Ujra definialt variabilis régio kicserélhet vagy helyettesithetd legyen
a konstrukcion beliil, a molekula ujboli felépitése, vagy tovabbi manipulalasa nélkiil. Egy

ilyen rendszer lehet6vé teszi a kivant nukleinsav molekula gyors és kényelmes eldallitasat.
PELDAK

[263.] A talalmanyt a kovetkezd példakban részletezziik, anélkiil, hogy oltalmi
igénytinket barmi modon azokra korlatoznank. Bar specifikus reagenseket és reakcio-
korilményeket irtunk le, olyan modositasok tehetok, amelyeket a talalmany alkalmazasi

teriilete megenged. A kovetkezo példak ezért azt a célt szolgaljak, hogy a talalmany tovabbi

sy

1. PELDA:
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[264] 1. Sejtek preparalasa, bakterialis torzsek, scFv phage display library,

sejtmembranok és fehérjepanning a biopanning eljarashoz.

[265.] 1.1  Leukaemids sejtek preparalasa. Leukaemias paciensekbol
vérmintat vesziink. Az egymagvu sejteket (primer sejtek) elvalasztjuk a tobbi vérsejttol
Ficoll modszerrel (Iso-prep, Robbins Scientific Corp., Sunnyvale, CA, USA). A
centrifugalas 110 x g-vel, 25 percig tortént. A hatarfelileten levo sejteket osszegyujtjik, €s
kétszer mossuk PBS-ben. A sejteket ezutan szuszpendaljuk RPMI + 10% fotalis
szarvasmarha szérumban (fetal calf serum FCS), és megszamoljuk. Hossza tavu tarolasra

10% FCS-t és 10% DMSO-t adunk a limfocitakhoz, melyeket megfagyasztunk —70°C-on.

[266.] 1.2 Fixalt vérlemezkék prepardlasa. Alvadt vérbol kapott vérlemezke
koncnetratumot 1 6ran at inkubalunk 37°C-on. 0,2 tf% paraformaldehidet adunk hozza
egyenld térfogatban, és a vérlemezkéket 18 6ran at, 40°C-on fixaljuk. A vérlemezkéket
kétszer mossuk hideg fiziologias sooldatban (centrifugalas 10 percig, 2500 x g-n), majd
ujra szuszpendaljuk 0,01% HEPES fiziologias sooldatban, és megszamoljuk mikroszkop

alatt.

[267.] A vérlemezkék plazma von Willebrand faktorara és ristocetinre vald
érzékenységét ellendriztiikk. A plazma von Willebrand faktorat (VWF; 18 mg/ml) és
ristocetint (0,6 mg/ml) adtunk a fixalt vérmelezkékhez, vérlemezke-aggregaciot idéztiink

eld, és monitoroztuk egy kronolog lumi-aggregométerrel.

[268.] 1.3  Bakterialis torzsek - TG-1 és HB2151: Friss bakterialis kulturakat
készitiink az infekciohoz ugy, hogy a sejteket 0,5-0,9 Agpo—ig novesztjiik (exponencialisan
novekvo sejtek). E. coli TG-1 sejteket hasznalunk a fag szélesztéshez, és E. coli HB2151

sejteket az scFv fehérjék elballitasahoz.

[269.] 1.4  scFv phage display library forras. Az scFv library-t (Nissim e? al.,
EMBO J., 13, 692-698 (1994)) Dr. A. Nissim adta, az MRC beleegyezésével. A library
eredetileg, mint fagemid library-t hoztak létre, amely tartalmazza az scFv fragmenteket,
amelyekben a Vy és a Vi, doméneket egy flexibilis polipeptid koti 6ssze. A fagemid library-
ban megtalalhato scFv-ket fuzionaltuk a fag pIII kis burokfehérjéjének N-terminusahoz,
melyt aztan beklonoztunk a pHEN1 vektorba (Nissim et al., EMBO J., 13, 692-698 (1994)).

Az antitest fragmentek repertoarjait eloszor PCR segitségével hoztuk létre, nem immunizalt
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human periférias vérben talalhat6 limfocitak atrendezett V-génjeibdl (ugynevezett “naiv
repertoarok™). Hogy a repertoar diverzitasat noveljiik, a nehéz lanc 4-12 aminosavmaradék
human Vg gén szegmensekbdl allo bankba. Minden klon fuzionalt Vi fragmentje egy az
IGLV3S1 csiravonalbol szarmazo, egyetlen nem mutalt V génbdl szarmazik, igy

megkozelitdleg 10° klonbol allo single pot library-t kaptunk .

[270.] 1.5  AML-sejtekbol membran preparalasa. A 10° mosott sejtet tartalmazo
pellethez 1 ml hideg lizal6 oldatot adtunk (0,3M szukréz, SmM EDTA, 1mM PMSF), majd
20 percig 11 000 x g-n 4°C-on centrifugaltuk. A feliilliszo folyadékot leontottiik, a pelletet
ujra szuszpendaltuk TE-ben (10mM Tris, ImM EDTA, 1mM PMSF), és Gjra
centrifugaltuk, mint az elobb. A végso pelletet Gjra szuszpendaltuk 6 ml PBS-ben, 0,4 Azso-
nal, és 3 MaxiSorp immun-csévet (immuno-tubes, NUNC) vontunk be vele, 37°C-on, 2
oran at. A bevonat elkészitése utan a csoveket 3x raztuk PBS-sel, majd blokkoltuk MPBS-
ben (2%-0s sovany tejpor PBS-ben), szobahdmérsékleten, 2 6ran at. A biopanning elott a

csoveket ujra raztuk 3x, PBS-sel.

2. PELDA:
[271.] 2. Fagemid részecskék kezelése: biopanning eljaras
[272.] 2.1  Fagemid kivalasztas és amplifikaci6: az érdeklodésre szamot tarto

epitopokat kifejezd fagemidokat kivalasztottuk a library-bol egy négylépéses biopanning

eljaras segitségével.

a) A fagemid részecskék kotése egy targethez, specifikusabban a fagemid részecskék

kotése a mosott target sejtekhez vagy sejt membranokhoz

b) A nem kotott fagemid részecskék eltavolitasa, pontosabban az eltavolitasuk alapos
mosasssal

c) A kotott fagemid részecskék elualasa

d) Az elualt fagemid részecskék szélesztése és amplifikacioja, még kozelebbrol

szélesztés és amplifikacio E. coliban.
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[273] 2.2 Klén azonositas: A négylépéses biopanning eljarast altalaban 3-5x
ismételtilk meg. A kivalasztott fagemid klonokat egyedenként szélesztettiik és tovabb

karakterizaltuk:

a) DNS szekvenalassal

b) A kiilonbozo sejttipusokhoz valo fag kotés ex vivo osszehasonlitasaval
) E. coli HB2151 infekcioja, szolubilis scFv létrehozasara.

[274.] 2.3  Szekvencia analiziis: A ~800bp hosszi kddolt scFv DNS amelyben
a fagemid részecskét PCR segitségével amplifikaltuk Ggy, hogy hasznaltunk egy upstream
primert #203743 (5'-GAAATACCTATTGCCTACGG) és egy downstream primert
#181390 (5-TGAATTTTCTGTATGAGG). A teljes DNS fragmenseket szekvenaltuk,
mindkét végétdl, az automata ABI PRISM DNS-szekvenatorral (310 Genetic Analyzer,
Perkin Elmer) ugy, hogy ABI PRISM Big Dye terminacios ciklus szekvenalo felszerelést
hasznaltunk, és a fenti primereket. Két tovabbi primert, primer #191181 (5%-
CGATCCGCCACCGCCAGAG) és a komplementer primert # 191344 (5'-
CTCTGGCGGTGGCGGATCG) hasznaltunk a szekvenalasra, melyek a flexibilis

polipeptid koto régidban helyezkednek el, a konnyii és a nehéz lancok kozott.

EXAMPLE 3:
[275.] 3. Biopanning protokollok
[276.] 3.1  Alap biopanning protokollok: A biopanning eljaras lényeges része

a fent leirt phage display technolégianak. Harom biopanning protokollt dolgoztunk ki és

hasznaltunk jelen munkaban.

a) AM Protokoll (AML sejtek membranjanak tisztitasa/bakterialis elualasa, melyet
egy teljes AML-sejt panning/tripszines elualas kovet)

b) YPR Protokoll (fixalt human vérlemezkék tisztitasa/savas elualasa)
C) YPNR Protokoll (fixalt human vérlemezkeék tisztitasa/savas elualasa)

[277.] E protokollok részletes leirasat lasd lejjebb:
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[278.] 3.1.1 AM Protokoll

[279.] 3.1.1.1 Elémeosias: 1 ml aliquot mennyiség homérsékletét, amely
paciensekbol szarmazo, 2x10 fagyasztott AML-sejtet tartalmaz, -70°C-on tarolva,
gyorsolvasztassal 37°C-ra emeljiik, és azonnal 10 ml hideg, 2% PBS-tejpor (MPBS) oldattal
higitjuk. A sejteket S percig 120 x g-n centrifugaljuk szobahomérsékleten (RT), kétszer
mossuk, Ujraszuszpendaljuk MPBS-ben, és hemocitométer segitségével megszamoljuk. A

sejtek membranjat ugyanugy preparaljuk, mint az 1.5 pontban leirtuk.

[280.] 3.1.1.2 Szelekcié: Immobilizalt AML-sejtek membranjan torténik, az eredeti
Nissim library-bol szarmazo 10'? fagemidet tartalmazo 2 ml MPBS hozzaadasaval. A
csovet lassan razatjuk 30 percig, majd djabb 90 percig inkubaljuk keverés nélkil, mindkét
1épést szobahOmérsékleten. Harom AML sejtek membranjan végzett panning ciklus utan

egy teljes panning ciklust hajtunk végre az 6sszes AML-sejten.

[281.] 3.1.1.3 Mosas: Ahhoz, hogy eltavolitsuk a felesleges nem kotott
fagemideket, a csé tartalmat dekantaljuk, majd a csovet 10x kimossuk 0,1% Tweent

tartalmazé PBS-sel, majd ujra 10x kimossuk csak PBSsel.

[282.] 3.1.1.4 Elualds: Exponencialisan novekvo E. coli TG-1 sejteket (2 ml)
adunk kozvetleniil a csébe, és igy inkubaljuk lassu keveréssel 30 percig, 37°C-on. Mint
feljebb, egy aliqotot mennyiséget talcara tesziink titralas céljabol, a maradék térfogatot
pedig amplifikalasra.

[283.] 3.1.1.5 Amplifikalas: A nagy talcakrol szarmazo kolonidkat lekapartuk, és
egyberaktuk. Egy aligotnyi (~10") ampicillin-rezisztens E. coli TG-1 sejtet novesztettiink
folyadék kultaraban ~0.5, Agoo —ra, majd infektaltuk helper faggal (VSC-MI3, Stratagene),
hogy nagy, amplifikalt fagemid készletet kapjunk. A fagemideket PEG kicsapasi eljarasnak
vetettiik ala (18a). A fenti amplifikalt T1 6MI készletet (~10"" fagemid/ml) hasznaltuk
tovabbi panning ciklusokra. A szelekcios eljarast még kétszer ismételtik meg, 10"
fagemiddel a korabbi amplifikalt fagemid készletbol. A harmadik panning eljaras utan

kapott immobilizalt membranon levé amplifikalt készletet jeloltik T16M3 jeloléssel.

[284.] 3.1.1.6 Re-panning teljes sejteken: A harmadik membran panning utan
kapott amplifikalt készletet, a T16M3-at hasznaltuk az intakt AML-sejtek panningara. A
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szelekciot 0.5 ml MPBS-ben végeztiik, amely 2x 107 sejtet és 10'° fagemid (Nissim
konyvtar) kolonia formalo egységet (Colony Forming Units, CFU) és 10" vad tipusi M13
bakterifagot tartalmaz, 2 6ran at, lassu keveréssel 4'C-on. A kotott fagemideket elualtuk a
mosott sejteket tartalmazo pelletrél SO ml Trypsin EDTA (0,25%:0,05%) keverékkel, majd
neutralizaltuk 50 ml FCS-sel. A titralasra és amplifikalasra 1 ml E. coli TG-1 kulturat
hasznaltunk (Asoo = 0.5). A végso, amplifikalt készletet T16M3.1-nek neveztiik.

[285.] 3.1.2 YPR Protokoll

[286.] 3.1.2.1 Szelekci6: Klonszelekciot alkalmaztunk 10® fixalt human
vérlemezke panningaval, 10'! fagemiddel (Nissim konyvtar) 1 ml PBS/HEPES/I%BSA

pufferban. A kotddést a mintak 1 6ran, szobahOmérsékleten vald keverésével értiik el.

[287.] 3.1.2.2 Sejt mosas: A vérlemezkéket Sx mostuk alacsony sebességl

centrifugalassal (3500 x g), és jra szuszpendalassal, mint fent.

[288.] 3.1.2.3 Eludlas: Az els6 ciklusban kétédott fagemideket elualtuk a fixalt

vérlemezkékrol, savas elucios technikaval:

[289.] A vérlemezkéket 10 percig szobahdn inkubaltuk 200 ml 0,1 M glicin (pH
2,2) oldattal. 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0 oldattal valo neutralizalas és centrifugalas utan a
megmaradt vérlemezkékhez kotott fagemideket elualtuk 200ml trypsin-EDTA (0,25%/0,05)
oldattal és neutralizaltuk 50 ml FCS oldat hozzaadasaval. A sejteket centrifugalassal
tavolitottuk el, és az elualt fagokat tartalmazo feluluszot osszegyiijtottiik, mind a savas,
mind a tripszines kezelési protokolbdl, és YPR(a)-1 és YPR(t)-1 készleteknek neveztiik,
ebben a sorrendben. Ezeket a készleteket amplifikaltuk 1 ml exponencialisan novekvd TG-

1 sejtek hozzaadasaval 30 percen at, 37°C-on. Egy aliqot mennyiséget titralashoz talcara
tettunk, a maradék infektalt E. coli sejteket 2 x TV/AMP 15 cm lemezekre plated. A
lemezeket egy éjszakan at inkubaltuk 30°C-on. Minden panning ciklus utan az outputot

meghataroztuk a titralasra félretett lemezen levo koloniak megszamolasaval.

[290.] 3.1.2.4 Amplifikalas: A klonokat oly médon amplifikaltuk, ahogy az le van
irvaa 3.1.1.5. pontban. A ~10'? fagemid/ml-t tartalmazo, savas és tripszines elualasi
protokollal kapott amplifikalt készleteket, melyeket R1(a) és R1(t) készlet néven

neveztiink, ebben a sorrendben, kombinaltuk, és felhasznaltuk a tovabbi panning ciklushoz.
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[291] 3.1.2.5 Misodik és harmadik panning ciklusok: Ezeket a ciklusokat
ugyanugy végeztiik, ahogy az YPR protokoll els6 panning ciklusat, a kovetkezd
modositasokkal: (i) 102 R1(a), és 10" RI(t) készleteket kombinalva hasznaltunk a masodik
panning ciklushoz, és (i) az elualast kizarolag glicinnel (pH 2,2) végeztiik. A masodik
panning ciklus eredményeképp kapott amplifikalt eluatumot R2-nek neveztiik. (iii) A
harmadik panning ciklushoz 10'2 R2 készletet hasznaltunk, az elualast tigy végeztiik, mint a

masodik ciklusban. A harmadik ciklus amplifikalt készletét R3-nak neveztiik.
[292.] 3.1.3 YPNR protokoll

[293.] 3.1.3.1 Biopanning és mosas: Ezeket a folyamatokat lényegében ugyanigy
végeztiik, mint az YPR protokollban. Ebben a protokollban azonban, (i) mindharom
glicinnel (pH 2,2) végzett panning ciklus utan elualtunk, és (ii) az elsd elualas és
amplifikalas utan két egymast kovetd panning ciklus kovetkezett, amplifikalas nélkil. Az
els6, masodik és harmadik ciklusokat YPNRI, YPNR2, és YPNR3 néven neveztiik, ebben a

sorrenben.
[294.] 3.2  Negativ kontroll scFv klénok szelekcidja
[295.] 3.2.1 N14 CDRS3 szekvencia: Minden kotési kisérletnél egyetlen klont

valasztottunk ki a naiv library-bol (a szelekcio elétt). Egy fag készletet és egy szolubilis
scFv-t, melyet N14-nek neveztiink, perparaltunk ebbdl a klonbol. A szekvencia analizis azt
mutatta, hogy ez a klon a Vu4-DP65 géncsaladba tartozik. E klon altal kodolt 11-szeres V-
CDR3 szekvenciajat N14 CDR3-nak neveztik, amely a kovetkez6 (SEQ ID NO:28).

Phe Leu Thr Tyr Asn Ser Tyr Glu Val Pro Thr

[296.] 3.2.2 C181 CDR3 szekvencia: Egy masik negativ klont, C181-et is
hasznaltunk a kotési analizis kisérletekhez. A C181 klon (amely reaktiv a rekombinans
hepatitis B virus [HBV] részecskéire) a Vu3-DP35 csaladba tartozik, és az e klon altal
kodolt 9-szeres Vy-CDR3, melyet C181 CDR3-nak neveztiink, a kovetkezd (SEQ ID
NO:29):

Thr Asn Trp Tyr Leu Arg Pro Leu Asn

EXAMPLE 4:
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[297.] 4. scFv klonok eléallitasa, tisztitasa, megjelolése és karakteri-zalasa

[298.] 4.1  Szolubilis scFv-k eldallitasa: pHENI1-et, egy az eredeti fagemid
library létrehozasaban hasznalt vektort megjeloltiink egy sarga stop kodonnal, amely az
scFv gén és a pIlI gén 6sszeillesztésénél kodolodik. Igy tehat, amikor a szelektalt klonok
vektorait fagemid fert6zéssel bejuttatjuk E. coli HB215 1 sejtekbe, amely egy nem
szuppresszor torzs, ez a rendszer lehetévé teszi az szolubilis scFv-k termelését és
szekrécidjat a bakterialis periplazmaba (Harrison et al., Methods in Enzymology, 267, 83-
109 (1996)). Az scFv igy készen all a kivonasra a fermentacios folyadékbol. Az szolubilis
scFv-k eléallithatok a lacZ promoter kontrollja alatt (Gilbert and Muller-Hill, PNAS (US),
58, 2415 (1967)), melyet IPTG-vel indukalunk.

[299.] A c-myc tag-et kddolo szekvencia (10 aminosav - Glu GIn Lys Leu Ile Ser
Glu Glu Asp Leu; SEQ ID NO: 123.) is benne van a vektorban, upstream iranyban a sarga
mutaciotol. Az expresszalt scFv C-terminusanak hordoznia kell a c-myc tag-et is, amelyet
detektalhatunk egér anti c-myc antitesttel (Sejtkulturak Eurdpai Kollekcidja, European
Collection of Cell Culture (ECACC) 9E10-hybridoma).

[300.] 4.2  scFv tisztitasa Protein-A gyongyos affinitas oszlopon (Protein-A
beads affinity column): A valasztott klonok és a kontroll C181 klon scFvs molekulaja
mind a Vg3 csaladba tartozik, amely lehetvé teszi az Protein-A panningat gyongyos
affinitas oszlopon. Minden egyes klon indukalt kulturajabol periplazma frakciokat
készitettiink (100-250 ml), és Protein-A Sepharose gyongyokkel inkubaltuk. A megkotott
scFv molekulakat az oszloprol savas elualassal nyertik vissza (0,1 M glicin, pH 3,0),
melyet egy Tris-szel (pH 8,0) térténd neutralizalo elualas kovetett. Az igy visszanyert

crey

vagy dializissel, vagy egy G-25 Sepharose oszlopon.

[301] 4.3  N14 scFv tisztitasa Sephacryl S-200 oszlopon: A negativ N14 klon
scFv molekulaja a V4 géncsaladba tartozik, igy nem tisztithatd Protein-A affinitas
oszlopon. Az scFv-N14 panninghoz 200 ml indukalt kultara periplazma frakcidjaban a
teljes fehérjét 60%-os ammonium szulfattal kicsaptuk. A pelletet reszuszpendaltuk 2 ml
0,1xPBS, SmM EDTA, 5SmM PMSF oldatban, majd egy Sephacryl S-200 oszlopra vittiik
(1.5 x 90cm), melyet el6tte folyo pufferral (0.1 xPBS, SmM EDTA) elokezeltank. A
fehérjéket frakcionaltuk, és az N14-scFv-t tartalmazo frakciokat (melyet SDS-PAGE és
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Western blot segitségével hataroztunk meg) 6sszeontottiik, liofilizaltuk és 1/10 térfogat
H,0-ban szuszpendaltuk. A (jeloletlen és FITC-jelolt) N14-scFv-t negativ kontrollként

hasznaltuk a FACS analizis kisérletekben.

[302] 4.4. A tisztitott scFv-k megjelolése FITC molekulaval:
Megkozelitleg minden készitménybdl 1 mg tisztitott scFv-t reszuszpendaltunk PBS-ben és
FITC-hez kapcsoltunk egy Fluoro-Tag FITC konjugalo, kereskedekemben kaphato kit
segitségével (Sigma cat. #FITC-1), a gyartd instrukcioi alapjan.

[303.] 4.5  Atisztitott és jelolt scFv mindségi analizise

[304.] 4.5.1 A panning és FITC-jelolés utan: Minden készitmény (jelolt €s nem
jelolt) tulajdonsagait analizaltuk SDS-PAGE, Western blot, Superdex-75 oszlopot (A280 és
A495) hasznalo HPLC és fluorometria segitségével. Az analizis eredménye szerint az N14-
scFv klonok 80%-0s, a Vi3 klonok 90%-os tisztasagot mutattak, minden scFv molekulahoz
megkozelitdleg 2 molekula FITC kotédott (F/P arany 2:1)

[305.] 4.5.2 FITC jelolés utani kotési aktivitas Ellendriztik a FITC kétés utan
az scFv specificitasat (lasd 5. példa).

[306.] 4.6 Fagemid klénok biokémiai karakterizilasa: Tobb tipusu analizist,
hasznaltunk, hogy megtudjuk a kiilonboz6 scFv készitmények (lasd 8. példa) szerkezetét és
ellendrizziik a tisztasagukat, beleértve a SDS-PAGE-t, tomegspektroszko-piat (kizarolag az
Y1 és Y17 scFv-kre) és a HPLC-t. Az scFv azonositasahoz Western analizist és EIA-t

hasznaltunk; valamint FACS- analizist hasznaltunk az scFv kotésének karakterizalasahoz.

5. PELDA:
[307.] S. Kotési assay-k
[308.] A kivalasztott klonok sejtekhez kotodését két szinten értékeltiik ki, a

fagemid szintjén és a szolubilis scFv szintjén.
[309.] 5.1 A fagemid szintjén valo kotodés

[310.] Eddig, egy fagemid preparaltunk, egyedenként, minden egyes kivalasztott
klonbol.
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[311] 5.1.1 Kolonia-teszt: Egy kisérletsorozatban 10 specifikus fagemid
keveréket, amelyek a biopanning protocoll-bol szarmaznak, €s amelyek az E. coli
baktériumokat ampicillin rezisztenssé fertozték, és 10'! vad tipusiit M13 fagot, melyek nem
hordozzak az ampicillin rezisztenciat, és amely “blokkoloként” szolgalt, inkubaltunk 10°
sejttel, melyeket egy panel sejttipusbdl valasztottunk ki. Az inkubalast és mosast kovetéen
a kotott fagot tripszinnel elualtuk, és egy aliquot mennyiséget hasznaltunk a TG-1 E. coli
fert6zésére. Ezutan az E. coli baktériumokat 2xTY/AMP talcaeken szélesztettik, és egy
éjszakan at inkubaltuk 30°C-on. Mindenegyes klonbol kapott kolonia szamat
meghataroztuk és osszehasonlitottuk. Az eredmények megadjak a kotési affinitas és a

fagemidok specificitasanak mértékét.

[312] 5.1.2 Fehér/Kék kolonia teszt: Ebben a tesztben, ahol minden kisérletnek
van egy bels6 kontrollja, a specifikus fagemidet 6sszekevertiik 1/100 aranyban
(ugyanabban az aranyban, mint az 5.1.1. pontban feljebb) egy masik kontroll fagemiddel,
amelyet pGEM7 (Promega Corp., Madison, Wisconsin, USA) néven ismernek. Ez a
pGME7 fagemid ampicillin rezisztenciat hordoz, azonban expresszal semmilyen
rekombinans polipeptidet a pIII génjének N-terminusan. TG-1 infekciot, és ampicillin
talcaeken, melyek ImM X-gal-t is tartalmaznak, valé inkubalast kovetden a koloniakat
megszamoltuk. A pGEM7-et tartalmazé koloniak kékek, mig a specifikus fagemidbol
szarmazo koloniak fehérek. Minden tesztre kiszamoltuk a dusulasi faktort, amely

(ugyanazon a talcaen nott) kék/fehér koloniak input/output aranyabol szarmazik.
[313] S5.1.3 Fagemidok EIA-tesztje

[314.] 5.1.3.1 Fagemid kotodés valasztott sejtekhez: Megkozelitoleg 5X10°
szelektalt sejtet fixaltunk aceton:metanol (1:1) eleggyel, 24 lyuku talca feliletén. A kotési
teszt 10° fagemidet igényelt. A kotédést 37°C-on, 1 6raig tarté inkubalassal hoztuk létre,
amelyet egy alapos mosas kovetett PBS/Tween (0,05%) oldattal. Az alapos PBS mosas
utana talcakat nyul anti-M13 antitesttel, anti-nyul [gG-HRP-vel és szubsztrattal inkubaltuk.
A kapott szinek intenzitasa, amit egy ELISA talca olvasoval mértiik, A4os-nél, aranyos volt

a kotott fagemidek szintjével.

[315] 5.1.3.2 Fagemid kotés fixalt vérlemezkékhez: Polisztirol mikrotiter
talcakat vontunk be 108 fixalt vérlemezkékkel, és inkubaltuk dket egy éjszakan at, 4°C-on.
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Megkozelitéleg 10'° fagemidet hasznaltunk a kotés kialakitasahoz. A talcaek inkubalasa és
mosasa, valamint a kotddési szint meghatarozasa a fent leirtaknak (5.1.3.1) megfeleléen

tortént.

[316.] 5.1.4 Specifikus fehérjékhez valo kotési assay-ket is végeztiink, melyekhez
a fehérjéket a kovetkezo6 csoportbol valasztottuk: human novekedési hormon (hGH),
fibrinogén, fibronektin, BSA, SM (zsirszegény tej, (skim milk)) és glycocalicin (a GPIb
proteolitikus fragmentje). A kotési assay-t a kovetkez6 modon végeztik. Polisztirol
mikrotiter talcaek lyukait bevontuk a tesztelendé fehérjék egyikével, 2 pg/lyuk. A bevonat
‘egy éjszakan at tarto inkubalas soran alakult ki, 4°C-on. Koriilbeliil 10" fagemidet
hasznaltunk a kotési teszthez. PBS-sel valo alapos mosas utan a talcakat nyul anti-M13
antitesttel , anti-nyal BRP-vel és szubsztrattal inkubaltuk. A kotodés szintjét a képzodott
szin intenzitasaval mértikk. Az optikai denzitast A4os—nél mértikk. Minden mintat két

példanyban mértiink, és atlagokat szamoltunk belGle.

[317] 5.2 Kotési teszt az scFv szintjén: A HB2151 periplazmajaban termelt
scFv kotddését osszehasonlitottuk kiilonbozo sejttipusokban, két kiilonbozé assay

segitségével, EIA- és FACS-analizissel.

[318.] 5.2.1 Szolubilis scFv ElA-tesztje: Megkozelitleg 5x10° AML sejtet
inkubaltunk 5-10 mg teljes fehérjével. A kotést 4'C-on hoztuk létre, 1 6ra alatt, amelyet egy
EIA teszt kovetett, amely soran egér anti-myc antitestet, anti-egér HRP-t és szubsztratot
hasznaltunk. A felesleges nem kotott antitesteket eltavolitottuk minden 1épést kovetden
ugy, hogy a sejteket 3x mostuk PBS-sel. A kapott szin intenzitasat egy ELISA talca

olvasoval mértiik (O.D.405). Mint ahogy fentebb is, a szin intenzitasa aranyos a kotédés

szintjével.
[319.] 5.2.2 Sejtek FACS-analizise
[320.] 5.2.2.1 “Harom lépéses festési” eljarassal festett sejtek analizise: FACS-

analizist végeztiink, hogy teszteljilk és megeroésitsiik a kivalasztott klonok specificitasat.
Elsoként, egy “harom lépéses festési” eljarast dolgoztunk ki, amely nyers kivonatokat vagy
tisztitott, de jeloletlen scFv-ket hasznal, melyet egér anti-myc antitestek és, végezetiil,

FITC- vagy PE-konjugalt anti-egér antitest kovet.
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[321] Az FACS-analizishez 5-8x10° sejt sziikséges, melyeket a Ficoll-modszerrel
tisztitottunk, és amelyeket reszuszpendaltunk PBS+1%-o0s BSA oldatban. A kotést 4°C-on, 1
ora alatt hoztuk létre. Minden lépés utan, a sejteket mostuk és reszuszpendaltuk PBS+1%-o0s
BSA oldatban. Az utolso lépést kovetden, a sejteket fixaltuk ugy, hogy reszuszpendaltuk
oket PBS, 1%-0s BSA, 2%-os formaldehid oldatban, majd leolvastuk a FACS-en. (Becton-

Dickinson).

[322] 5.2.2.2 Sejtek festése FITC-jelolt scFv-vel, egy 1épésben: FITC-jelolt
scFv-t inkubaltunk 5-8x10° Ficoll modszerrel tisztitott sejtekkel PBS+1%-0s BSA oldatban.
A kotést 4°C-on, 1 6ra alatt hoztuk létre. A sejteket ezutan mostuk és fixaltuk, az 5.2.2.1
pontban leirtak szerint, majd leolvastuk FACS-en.

6. PELDA: Panning és szekvenalasi eredmények
[323] 6.1 Az AM Protokoll eredményei
[324.] 6.1.1 Az AM Protokoll panning eredményei: A panninghoz hasznalt

fagemidok becstilt szamat (input) és az AM protokoll soran elualt fagemidek becsiilt szamat

(output) osszegeztiik a kovetkezo tablazatban (1. tablazat):

1. tablazat AM protokollbol szarmazo6 panning eredmények

Inputi készlet | Sejtek Elualas Output Amplifikalt
forrasa : | : készlet

Nissim library | AML sejtek Bakterialis 3x10° T16M1

2x10"! membranja TG-1

T16MI- 10" | AML sejtek | Bakterialis 6.4x10° T16M2
membranja TG-1

T16M2- 10" | AML sejtek | Bakterialis 10° T16M3
membranja TG-1

T16M3 - 10"° | AML sejtek | Tripszin 2x10° T16M3.1

[325] Erdemes megjegyezni minden sikeres panningnal az outputnal jol latszodo

dusulast. Ezen tdl, nem volt csokkenés az outputban, amikor T16M3-at hasznaltunk teljes

AML sejtek panningjara, ami azt sugallja, hogy a k6tott fagemidok valosziniileg
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specifikusak a sejt kiilso felszinén levé komponensekre, vagy hogy ez a specifikus rendszer

egy relative magas szamu nem specifikusan kotott fagemidet tartalmazhat.

[326.]

6.1.2
T16M1, T16M2 és T16M3 outputi készletbol valasztottuk, a lejjebb bemutatott

Az AM protokoll klon szekvencia eredményei: Bar a klonokat a

eredmények mégis foleg a T16M3.1 outputi készletbdl (AML intakt sejt panning)
szarmaznak. Az AM10, AM11 és AM12 klonokat azonositottuk a T16M3 készletben, de

nem az azt kovetd outputben.

[327]

tesztelt klon outputében a 2. tablazatban osszegeztiik.

A Vy-CDR3-ban felfedett aminosav szekvenciakat, és azok gyakorisagat a

2. tablazat. T16M3 és T16M3.1 outputoklbdl valasztott klonok AM biopanning protokollt

kovetden.
Klon | Vu- | Vu-CDR3 szekvencia Csira- | Gyakorisag | Gyakorisag
# CD vonal |a a
R3 T16M3 T16M3.1
mé- outputban | outputban
ret
AM1 (8 Pro Trp Asp Asp Val Vu3- | 5/31 8/51
Thr Pro Pro DP47
1 2 3 4
5 6 7 8
AM2 |12 Gly Phe Pro Arg 1Ile|Vyg3- [11/31 20/51
Thr Pro Pro Ser DP46
Ala Glu e
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10
11 12
AM3 |5 Gly Phe Pro Met Vu3- | 1/31 2/51
Pro DP46
1 2 3 4 5
AM6 |10 Gly Phe Pro His Vu3- | 4/31 6/51
Ser Ser Ser Val DP46
Ser Arg
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10
AM7 |11 Arg Phe Pro Met Vu3- | 3/31 4/51
Arg His Glu Lys DP46
Thr Asn Tyr
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10
11
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AMS |8 Arg Phe Pro Pro Vu3- | 6/31 8/51

Thr Ala Thr e DP46
1 2 3 4 5
6 7 8
AM9 |7 Thr Gin Arg Arg Vu3- | 0/31 2/51
Asp Leu Gly DP87
1 2 3 4 5
6 7
AM1 |11 Lys Phe Pro Gly Vu3- | 0/31 1/31
0 Gly Thr Val Arg  |DP46

Gly Leu Lys

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10

11
AM1 |12 Gly__ _Phe Pro Val lie |Vyg3- |0/31 1/31
1 Val Glu Gin Arg DP49

Gin Ser Thr

11 12
AM1 |10 Arg Phe Pro Gin Vu3- | 0/31 1/31
2 Arg  Val Asp Asn DP46

Arg Val

5
6 7 8 9 10

[328.] A A" ®/ciyPhePro aminosav szekvencia jelen van hét izolalt kionban a 2.
tablazatban bemutatott tizbol, és azok egyik motivumat reprezentaja. Ezen tual, érdemes
megfigyelni, hogy az azonositott motivum jelzi a CDR3 régié N-terminalis harom
aminosavat minden esetben. Ennek megfelelden, ez a motivum hatékony horgony, vagy
kotdhely lehet, 6nmagan, vagy mas aminosavmaradékokkal kombinacioban, amelyek akar
a CDR3 régi6 egyik, vagy masik végén tul talalhatok, vagy mint része egy nagyobb
peptidnek vagy polipeptidnek, vagy scFv molekulanak.

[329] Mas CDR3 régiok, amelyek AML-sejtekhez nagy affinitasu kotédést
mutatnak Arg/cyPhePro alapszekvencia alapjan konstrualhatok. Azok kunstralhatok
barmelyik, a fenti 5-12 részbdl allok varialasaval, ezenkiviil addiciokkal, deléciokkal vagy

mutaciokkal, mikozben megtartjuk a Arg/ciyPhePro alapszekvenciat.

[330.] A talalmany szerinti CDR3 régiok aminosav szekvenciaja: R1-
Arg/ciyPhePro-R2, ahol R1 0-15 aminosavat tartalmaz, elényosen 0-9, legelény6sebben 0-

1 aminosavat, és R2 egy 1-15 aminosavbol all6 szekvencia, legelényosebben 1-9
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aminosavbol. R1 és R2 olyan aminosav szekvenciak, amelyek nem befolyasoljak

kedvezétlentl az Arg/ciyPhePro szekvencia AML sejtekhez val6 specifikus kotodését.

[331.] A fenti klonok konnyil lancanak CDR3 régidja azonos és itt az SEQ ID NO:

125-ben van ujra citalva.
[332] 6.2 YPR és YPNR Protokollok eredményei

[333.] 6.2.1 YPR és YPNR Protokollok panning eredményei: A panninghoz
hasznalt fagemidok becsiilt szamat (input) és az AM protokoll soran elualt fagemidek

becsiilt szamat (output) osszegeztiik a kovetkezo tablazatokban (3, 4. tablazat):

3. tablazat. Az YPR protokollbol szarmazé panning eredmények

Inputi késziet Elualas Output | Amplifikalt készlet :
Nissim library 10" Sav 10’ R1(a)
Tripszin | 4x10’ RI(t)
Kombinalt [R1(a) -10"*, Sav 5x10° R2
+RI(t)-10'%)
R2-10'* Sav 3x10° R3
[334.] A 3. tablazatban lathatd, hogy a tripszines elualaskor 4x magasabb outputet

(outputot) kapunk, 6sszehasonlitva az elsé ciklus savas elualasaval.

[335] Az YPNR protokollnak megfelelé amplifikalas nélkili repanning 1épés
minimalizalta a konnyebben amplifikalodo fagemidek infekciojanak, vagy a bakterialis

infekcionak a lehetOségét. Az igy kapott outputet tontettiik fel a 4. tablazatban.

4. tablazat. Az YPNR protokollbol szarmazo panning eredményei

Inputi keészlet Elﬁélés Output | Ehicios készlet
Nissim library 10" Sav 3x10’ YPNR1
YPNR1-3x10’ Sav 4x10° YPNR2
YPNR2-4x10’ Sav 10’ YPNR3
[336.] Mint varhaté volt, a 4. tablazatban bemutatott eredmények csokkenést

mutatnak a fag kitermelésben (output), minden egyes panning ciklus utan. Ezt a protokollt a
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nem specifikus fagok esetleges amplifikacidja miatti nem véletlenszeri mintavétel

elkerulésére hasznaltuk.

[337.]

6.2.2 Az YPR és YPNR protokollok klon szekvencia eredményei:

Mindkét protokollnal a harmadik panningb6l szarmaz6 néhany klont valasztottunk ki a

szekvenalasra. Az aminosav szekvenciak, melyeket az S. tablazat mutat, a nehéz lanc

CDR3 régigjabol szarmaznak (Vy-CDR3). Az R3 outputnél a szekvenciakkal megjelend

csiravonal és a gyakorisagok szintén be vannak mutatva ebben a tablazatban.

5. tablazat: Kivalasztott Y-széria klonok, YPR biopanning protocoll utan, az R3 outputtal.

Klén | V4-CDR3 | Vu-CDR3 szekvencia Csiravonal | Gyakorisdag
# Méret . b
Y1 6 Met Arg Ala Pro | VM-DP32 | 14/30
Val e
1 2 3 4
5 6
Y16 6 Thr Gly GIn Ser | Vy3-DP26 | 1/30
Ile Lys Arg Ser
1 2 3 4
5 6 7 8
Y17 6 Leu Thr His Pro |Vy3-DP32 |7/30
Tyr  Phe
1 2 3 4
5 6
Y-27 6 Leu Arg Pro Pro | Vy3-DPS2 [3/30
Glu Ser
1 2 3 4
5 6
Y-44 11 Thr Ser Lys Asn Thr | Vxg3-DP32 |2/30
Ser Ser Ser Lys
Arg His
1 2 3 4
5 6 7 8
9 10 11
Y-45 12 Arg Tyr Tyr Cys Arg | Vy3-DP49 [ 1/30
Ser Ser Asp Cys
Thr Val  Ser
1 2 3 4
5 6 7 8
9 10 11 12
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Y-52 10 Phe Arg Arg Met | Vy3-DP49 | 1/30

Gln Thr Val Pro

Ala  Pro

1 2 3 4

5 6 7 8

9 10
[338] Az YPNR protokollbdl izolalt klonok nagy része Y1 is volt.
[339] A fenti klonok konnyt lancanak CDR3 régioja azonos és a SEQ ID NO:
125-ben van ismét citalva.
7. PELDA:
[340] 7. Kotési kiértékelés eredményei
[341] 7.1 Kivalasztott fagemid klonok AML- sejtekhez valé kotédése (AM

klon szériak): A Kék/Fehér kolonia tesztet (lasd 5. példa) alkalmaztunk, mint kotddési
assay-t, AM klonokkal, hogy megbecsiiljiik a fagemidek sejtekhez valo k6tdédését. Az AM7
klon kivételével a tesztelt sejteknél nem figyeltiink meg kedvezményezett kotést.
Szignifikans, de nem szelektiv kotést figyeltiink meg az AM7 klon esetében, minden target
sejthez, vagy mint fagemid, vagy mint tisztitott scFv. Az eredmények azt mutatjak, hogy

nincs dusulas az AM klon sorozat esetében.
[342.] 7.2 Y Kklon sorozat kiotédése

[343] 7.2.1 Fagemid kotodés — EIA-teszt fixalt vérlemezkékkel: Harom ciklus
két kiilonbozd protokoll szerinti panning utan a fag klonok fixalt vérlemezkékhez valo
kotddését vizsgaltuk EIA teszttel. Fagemid készletet készitettiink minden kivalasztott
klonbdl, és ezeket a klonokat két sorozat EIA teszttel teszteltilk. Minden mintat két
példanyban mértink, és az atlagukat vettiikk. Az eredmények osszefoglalasa lathato az 1.
abran, amely azt mutatja, hogy a 9 Y sorozat klonbol 6 mutat pozitiv EIA reakciot. A
legmagasabb foku kotést az Y1, Y16, Y17 és Y27 klonok esetében tapasztaltuk. M13 (vad
tipusi bakterifag) és E6 (CLL-leukémia sejteken szelektalt) fag készleteket hasznaltunk
negativ kontrollnak. A dominans klon, Y1 fag mutatta a legmagasabb kétddést a fixalt
vérlemezkékhez, és az Y17-tel egyiitt szignifikansan magasabb kétddést mutatott, mint az
M13 vagy az E6 fag klonok.
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8. PELDA:
[344.] 8. scFv-k és klon kotddés részletes karakterizalasa
[345.] 8.1 scFv szerkezete és azonositasa: Az Y1 nativ szerkezetét Superdex

75 oszlopon torténé HPLC és tomegspektrometria segitségével allapitottuk meg. Az elsé
modszer eredményei monomerek, dimerek, trimerek, és tetramerek jelenlétét jelzi a
preparatumban. A tomegspektrometria elég érzékeyn modszernek bizonyult a vart
molekulatomeg megallapitasahoz, amely 26,5 kDa, és azokban az esetekben, amikor a c-

myc tag-et levagtuk, 24 kDa —os molekulatomeget kaptunk.

[346.] Az SDS-PAGE eredményei azonaban azt jelzik, hogy az intakt, nem hasitott
molekula egy latszolagos 30 kDa-os molekulatomeggel bir, annak ellenére, hogy a vart
molekulatomeg 26,5 kDa, a nukleinsav szekvencianak, és a fent emlitett
tomegspektroszkopiai eredményeknek megfeleléen. c-myc-specifikus antitestet alkalmazé
Western analizis megerdsitette az SDS-PAGE 30 kDa-os eredményét, és igazolta azt a
feltevést, hogy a c-myc tag rajta van az intakt molekulan. A két kilonb6z6 mérési
modszerrel kapott eredmények kozotti ellentmondas a kétféle modszer kiilonb6zo
érzékenységi szintjébdl eredhet, valamint az SDS-PAGE soran hasznalt kisérleti

korilményektdl, amelyek megvaltoztathatjak a tesztelt fehérje latszolagos tomegét.

[347.] 8.2  Vérlemezke-szelektidlt klonok kotédése leukémia sejtekhez:
Amint azt a bevezetésben emlitettiik, a vérlemezkék sejtfelszini markerei
expresszalodhatnak éretlen hematopoietikus sejteken. Vérlemezke-szelektalt klonok
kotodését teszteltitkk FACS analizissel. FACS analizist végeztiink teljes vér festése utan,
melyet RBC lizis kovetett, vagy Iso-prep- (Ficoll-féle) tisztitott egymagwvu sejteken. ScFv-
ket készitettiink minden klonbol, A-fehérjén tisztitottuk, és FITC molekulaval jeloltik (lasd
4.1-4.4 pontok). Hogy lehetdvé tegyiik az intakt scFv termelését a nem szuppresszor E. coli
HB2151 torzsben, az Y-27 klon Vy-CDR3 régigjaban talalt amber kodont (TAG)
mutaltattuk DNS helyhez iranyitott mutagenezissel (DNA site-directed mutagenesis) agy,
hogy az a glutaminsavat kodolja (GAG). Az ilyen kisérletekhez kiillonb6zo leukaemias
paciensek friss vérmintaibol izolalt sejteket hasznaltunk target sejtnek. A mintakat harom

izraeli Orvosi Centrumbol kaptuk.
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[348.] Az Y1 és Y17 klonok kedvezé kotédést mutattak a leukémia sejtekhez, mig
az 0sszes tobbi Y-sorozatbeli klon csak hattér szintii kotést mutattak. A 6. tablazat mutatja a
FITC-jelolt Y1 és Y17 klonok kotddését kiilonbozo leukémia sejtekhez.

6. tabliazat. Y1 kotddési specificitasa leukémia sejtek iranyaba

B-sejt vonal

B-sejt vonal

ScFv | AML |CML |B-CLL |B-ALL | Myeloma | T vonal |Normal
: . - | m ltiple ,leukémia_‘ l,imfocit;ik
N14/C | 0/68 0/6 | 0/6 0/6 0/5 0/3 | 0/18 |
181
Y1 54/68 |2/6 1/6 3/6 4/5 2/3 0115
Y17 3/3 N.D.* 1/1 2/2 N.D.* N.D.* 11/11
*Nem meghatarozott (Not determined)
[349.] A 6. tablazatban tort szamokkal bemutatott eredmények a paciensekre

vonatkozo tOrt szamokat reprezentaljak, akiknek a sejtjeit FACS analizissel azonositottunk,
amint pozitivan reagaltak minden tesztelt antitesttel. A szamlalé mutatja a pozitiv paciensek
szamat, a nevezd pedig a kisérletben részt vevo paciensek teljes szamat, akiket egy adott
scFv/sejttipus kombinaciora teszteltink. Y17 er6sen kotddott minden tesztelt sejthez; igy
ezt a kotddést nem tekintettiik sejtszelektivnek. Ugyanakkor ugy talaltuk, hogy az Y1
kotodése erdsen szelektivnek bizonyult tobb leukémia sejt esetében, féleg azoknal, amelyek

az akut fazisban vannak. Az Y1 scFv kotddést tovabb elemeztiik, amit lejjebb kifejtink.

[350] Az Y1 harom AML mintahoz val6 kot6désének jellegzetes eredményei
lathatok a 3. abran. Minden egyes esetben, a sejtpopulacio nagy része a hattér
fluoreszcencianal (melyet a negativ kontroll scFv festésénél kaptunk) szignifikansan
magasabb szinten fluoreszkal. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy minden paciensnél, az
Y1 ateljes sejtpopulacio kilonbozé frakcidjahoz kot. A jobboldali Y1 csucs minden

grafikonon ugy valjikk, hogy az Y1-kotd sejtek minimum szamat mutatja a populacioban, az
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e csucs alatt talalhato osszes sejtek aranyaval egyiitt, amely valosziniileg az Y1-kotd sejtek

minimum aranyat jelzi minden egyes mintaban.

[351.] 83 Y1 kitédése normal vérsejtekhez: Az Y1 kotddését vizsgaltuk
Ficoll-tisztitott normal vérsejtekhez, kiillonb6z6 sejttipusokra lebontva. Normal
limfocitaknal nem kaptunk kotddést, Ficoll-tisztitott monocitakhoz 9/28 esetben kaptunk
Y1 kotodeést, vérlemezkéknél 5/8 esetben és vorosvértestnél (VVT) 1/4 esetben.
Mindazonaltal, a CD14-specifikus antitestek minden monocita preparacioban kotddtek a
sejtekhez, és sok neutrofil granulocita preparatumban szintén. Az analizis eredményeit a 7.

tablazatban mutatjuk be.

7. tablazat. scFv, Y1 Ficoll-tisztitott normal vérsejtekhez kotddésének FACS-analizise.

Antitest | Limfocitik ; Monocitak [Neutrofilok Vérlemezkék |VVT
N14 0/18 0/4 0/4 0/3 0/4
Yl 0/28 9/28 0/4 5/8 1/4
CD14 0/15 14/14 8/14 0/5 0/4
[352] Ezek a kotési eredmények a normal vér mintak azon frakcidit reprezentaljak,

amelyeket FACS-analizissel pozitiv reakciot mutatonak talaltunk minden tesztelt antitesttel.
Erdemes megfigyelni, hogy ugyan fixalt vérlemezkéken szelektaltuk, a FITC-scFv relative

alacsony kotési affinitast mutat a vérlemezkék iranyaba.

[353.] A 4. abra az Y1 Ficoll-tisztitott vérlemezkékhez (4a) és monocita-kotott
sejtekhez (4b) valo kotddését mutatja. A monocita sejtpopulacional megfigyelt eltolodas
nagyobb, mint ami a vérlemezkéknél megfigyelhetd, 30-5x magasabb a negativ kontrollhoz
képest, ebben a sorrendben, ha fluoreszcencia atlaggal szamolunk. Ez a megfigyelés
legvalovalosziniibben annak koszonhetd, hogy a vérlemezkék jellemzoje, hogy
multipletekben tapadnak a Ficoll-tisztitott monocitakhoz. Ezt kovetd kisérletekben kideriilt,
hogy amikor teljes vér mintakat mértiink, nem talaltunk Y1 kot6dést sem normal
monocitakhoz, sem granulocitakhoz, sem vérlemezkékhez, sem pedig VVT-ekhez.
Hasonloképpen, nem figyeltiink meg Y1 kotodést vérlemezkékhez, amikor vérlemezkében
dusitott plazmabol szarmaztak (platelet-rich plasma, PRP). Ugyanezek k6zott a kotési
korulmények kozott (teljes vérben, FACS lizalo [Becton Dickenson] oldattal 1étrehozott
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VVT-lizist kovetden), az Y1 hasonldan kotddott a leukémia sejtekhez, mint a Ficoll-féle
tisztitas utan. Ezért levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy természetes koriilmények kozott
az Y1 epitop rejtett a vérlemezkéken vagy monocitakon. A Ficoll-tisztitasi eljaras soran
azonban az epitop hozzaférhetové valik, lehetdvé téve azt, hogy az Y1 felismerje, mig a
leukémia sejteken az epitop mind tisztitatlan, mind tisztitott koriilmények kozott

hozzaférhetd, felismerhetd.

[354.] A normal limfatikus és mieloid vonal hematopoietikus progenitorain tul az
Y1 a vérképzo Ossejtekhez (CD34+ sejtek) valo kotodését is teszteltiik gerinccsatorna
vérben. Az 5. abra mutatja a FITC-jelolt scFv klonok kotédésének eredményeit
gerinccsatorna-vér CD34+ Ossejtekhez. Az 5a. abra mutatja a CD34+ sejtek és FITC-jelolt
negativ kontroll scFv kotodését, és az Sb. abra mutatja, a CD34+ sejtek kotodésének
ugyanazt az analizisét FITC-jelolt Y1 scFv klonokhoz. Az S5c abra ugyanazon a FITC-jelolt
Y1 scFv klon Y-I FSC és SSC dot plot analizisét mutatja, mint ami az 5b abran is szerepel.
Az eredmények azt mutatjak, hogy két CD34+ Gssejt alpopulacio 1étezik, amelyek a
gerinccsatorna vérbol szarmaznak, amelyek kozti sejt méret kiilonbségek FSC analizissel
mutathatok ki. Az Y1 a két populaciobdl a kisebb méretii sejtekhez kot. Az 5b és Sc
abrakon bekarikazott rész mutatja a CD34+ sejteknek azon populaciojat, amelyekkotik az
Y1 scFv klont. A tovabbi analizis azt mutatja, hogy a kisebb méreti sejtek elpusztult sejtek,
amelyek jelen vannak a populacioban, és az Y1 kotés jelezheti az Y1 altal felismert

intracellularis ligandum jelenlétét.

[355.] A kisérletet periférias vérsejteken végeztiik, amelyeket GM-CSF-elokezelt
egészséges alanyokbol is nyertiink (a GM-CSF kezelés mobilizalja az Gssejteket, és azok

bekerilnek a véraramba). Az S. abran abrazolt eredményekhez hasonlokat kaptunk.

[356.] 8.4 Y1 scFv kétési szelektivitasa kiilonb6z6 AML-sejteken levé
sejtmarkerekkel 6sszehasonlitva: AML-paciensekbdl szarmazo Ficoll-tisztitott periférias
vérsejtek és csontveloi sejtek Y 1-festését hasonlitottuk olyan sejtek festéséhez, amelyek
mas antitestek paneljével voltak festve. Az ilyen FACS-analizisek eredeményeit amik 14
paciensbdl kapott mintakra vonatkoznak, a 8. tablazatban sszegeztiik. Erdemes
megfigyelni, hogy szignifikans a variabilitas a festett sejtek gyakorisagaban, azokban a
preparaciokban, amelyeket kilonbozd paciensektdl kaptunk, minden testelt marker

esetében, beleértve az Yl-et is. Az Y1 és a kilonbozo markerek kotddése kozti korrelacio
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hianya arra utal, hogy az Y1 nem kotédik egyetlen olyan ligandumhoz sem, amelyeket a
tobbi tesztelt antitest kot, és hogy az Y-I ligand nem képezi egyik tesztelt sejtfelszini

marker részét sem.

8. tablazat. Y1 scFv kotddés osszehasonlitasa antitestek kotddésével kilonbozo sejt

markerekhez

AML ‘Y1 CD1 | CD14 | CD33 | CD34 | BN/PB**
paciens 3
1 0 ND 2.5 47 4 PB
2 34 88 0 80 83 PB
3 66 100 20 87 9 BM
4 86 83 2 73 3 BM
5 100 100 0 100 0 BM
6 0 72 0 49 1 BM
7 59 20 93 100 0 BM
8 40 86 40 48 6.5 BM
9 70 75 67 75 1 PB
10 25 24 S5 82 5 PB
11 26 76 17 83 52 PB
12 60 40 60 94 ND PB
13 17 ND 13 75 15 PB
14 0 24 27 70 0 BM

**BM/PB- csontveld (bone marrow)/periférias vér (peripheral blood)

[357] Az eredmények egy adott paciens Ficoll-tisztitott sejtejeinek szazalékaban
vannak kifejezve, akiket FACS analizsissel azonositottunk, mint akik minden egyes egyedi

antitesttel pozitivan reagalnak.

[358.] A kotddés detektalasahoz szitkséges Y1 koncentracio (~lug/5x10%) fényében
az eredmények azt jelzik, hogy az Y1 scFv relative magas kotési affinitast mutat az AML-

sejtek specifikus ligandumjahoz.

[359.] A 8. tablazatban, bemutatott eredmények mellett, amely az Y1 kotodését
mutatja AML-sejtekhez, fentebb (6. tablazat) mutattuk azt is, hogy az Y1 a legtbb egyéb
tipusu tesztelt leukémia-sejthez is kotodhet, ide értve a B-ALL sejteket, bar meg kell
jegyezni, hogy a mas leukaemias mintak mérete igen behatarolt volt. A 6. abra az Y1 pre-
B-ALL sejtekhez valo kotodésének FACS-analizisét mutatja, amelyeket két paciensbol
kaptunk. Kettds festést alkalmaztunk, vagy egy kereskedelmi forgalomban is kaphato PE-
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jelolt CD 19 (normal periférias B-sejtek markere, 6a, 6¢ abrak), vagy egy PE-jelolt CD34
(Ossejtek markere, 6d abra) antitestet hasznaltunk, egy FITC-jel6lt negativ kontroll scFv-vel
vagy egy FITC-jelolt Y1 scFv-vel egyiitt. A 6b abra egy dupla negativ kontroll. A FITC-
jelolt minta (Y1 scFv) altal kotott sejtek fluoreszcencia intenzitasat (x tengely) viszonyitjuk
a negativ kontroll festési mintazathoz viszonyitva (6e és 6f abrak). A 6. abra eredményei

azt mutatjak, hogy a legtobb leukaemias sejt, a pre-B-ALL sejtek, amelyeket a két mintan

belil mértink, pozitivak az Y1 festésre, az Y-I kotésnek koszonhetden.

[360.] 8.5 Az Y1-scFv kiotddése sejtvonalakhoz: Malignus hematopoietikus
sejtvonalak koziil is vizsgaltunk néhanyat, hogy az Y1 felismeri-e 6ket. A FACS-analizis

azt jelzi, hogy az Y1 sok vizsgalt sejthez kotodik (9. tablazat). Megjegyezziik, hogy
egyetlen human B-sejt vonalat, €s egy egér mieloid sejtvonalat teszteltiink. Fontos, hogy a
kotddés az exponencialisan novekvo sejtekre korlatozodott. A stacionarius fazisban levd
sejtek altalaban nem kotddtek az Y1-hez, ami arra utal, hogy az Y1 ligandum expresszidja a
sejtek életciklusa soran szabalyozott. Ezen tul, a kotés erdssége is valtozik a kiilonbozd
reagalo sejtek kozott. Ez a megfigyelés arra utal, hogy kiilonbségek vannak az expresszids

szintekben, vagy a kiilonb6z6 sejtek ligandumjainak affinitasaban.

9. tablazat. Az Y1 kitédése hematopoietikus sejtvonalakhoz

~ Tipus Erésen reaktiv Kozepesen reaktiv | Kevéssé reaktiv
Human Mieloid | KG-1; THP-1; U937, | HL-60;, HEL; K-562; | NB-4
Tf-1; MEG MC1010
Human B-sejt Namalwa,;
Daudi;
UMUC3,RAJI
Human T-sejt Jurkat; Hs-602 CCRF-CEM; Molt-4;
Hut-78;
Egér Mieloid M1; P388D1;
PU5-1.8;
WEHI-274.1
[361.] 8.6  DTT jelenlétében tisztitott Y1 kotédése: Miutan egy Y1 klont

szelektaltunk, egy tovabbi eljarast is kidolgoztunk scFv molekula eldallitisara. Az Y1
populaciok FTLC-analizisének eredményei azt mutatjak, hogy a fehérje multimerizalédhat
ugy, hogy féleg monomerek és tetramerek képzodnek, és a kettd aranya egyik
preparatumt6l a masikig valtozik. Hogy homogén anyagot kapjunk, 5mM DTT-t adtunk

hozza az Protein-A sepharose affinitas oszlopon valo tisztitas soran, amit kovetett egy
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eltavolitas PBS puffer csere segitségével. Valoban, a DTT kezelés utan, az anyag nagy
része (>90%) a monomer frakcioban volt. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az Y1
monomer formajanak kotddése (melyet DTT jelenlétében tisztitottunk és HPLC-vel

analizéltunk), és az Y1 formakat tartalmazo keverék kotodése kozott.

[362.] 8.7 Az Y1 egy leukémia sejtekre specifikus klon: Az Y1 kazetta a Vy-
DP32 csiravonalhoz tartozik. Néhany egyéb klont izolaltunk és részleteztiink a 6. példaban,
melyek ugyanabbol a csiravonalbol szarmaznak. Ezen klonok kozé tartozik az Y17, Y-27
és Y-44. E klonok elsddleges szekvenciai (vagyis a csiravonal kazettak) kizarélag a CDR3
régioikban kiulonboznek. Mindazonaltal, egyediil az Y1 mutat szelektivitast a leukémia
sejtekre. E klonok CDR3 szekvenciait foglaltuk 6ssze a 10. tablazatban, valamint e klénok

kotési sajatossagait a 11. tablazatban.

10. tablazat: A Vy3-DP32 izolalt klonok CDR3 szekvencidi

Klén # Vu-CDRS3 szekvencia : Csiravonal
Yl Met Arg Ali Pro Val e Vy3-DP32

1 2 3 4 5

6
Y17 Leu Thr His Pro Tyr Phe Vu3-DP32

1 2 3 4 5

6

Y-27 Leu Arg Pro Pro Glu Ser Vu3-DP32
1 2 3 4 5
6

Y-44 Thr Ser Lys Asn Thr Ser Vu3-DP32
Ser Ser Lys Arg His
1 2 3 4 5
6 7 8 9 10
11

11. tablazat: A Vy3-DP32 izolilt klonok kotési sajatossagai

Klén # Kotési specificitis =

Y1 Nagyszamii leukémia sejthez kotédik

Y17 Minden vizsgilt hematopoietikus sejthez
kotodik, ide értve a normal limfocitakat is.

Y-27 Egyetlen vizsgalt hematopoietikus sejthez sem
kotédik.

Y-44 Egyetlen vizsgilt hematopoietikus sejthez sem
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[363.] A 10. és 11. tablazatok azt mutatjak, hogy ugyan az els6dleges szekvenciak
azonosak a 4 klonban, leszamitva a Vy-CDR3 régiot, a klonok kotési sajatsagai mégis
szignifikansan kiilonboznek egymastol. Ez a megfigyelés alatamasztja azt a koncepciot,
hogy a Vu-CDR3 régio szekvenciaja fontos szerepet jatszik az antigén kotéhelyének
specifitasaban. Megjgyezziik, hogy sem a CDR3 szekvencia hossznak, sem a specifikus
csiravonal kazettanak, amelyben van, ugy tiinik nincs elsédlegesen meghatarozé szerepe a
kotési specificitasban. Mind az Y17 és mind az Y-27 egy hategységes CDR3 régiot
tartalmaz, mint az Y1, és mindharom klon nehéz lanca ugyanabbol a csiravonalbél
szarmazik. Az Y17 és az Y-27 esetében nem mutattunk ki szelektiv ktddést

hematopoietikus sejtekhez.
9. PELDA

[364.] 9.1  Trimerek konstrukciéja: A pHEN-Y1 vektort, amely eredetileg
kédolja az Y1-et, amplifikaltuk PCR segitségével, egyenként a Vi és a Vy régiokra is. Az
5'-AACTCGAGTGAGCTGACACAGGACCCT sense oligonukleotidot, és az
S“TTTGTCGACTCATTTCTTTTTTGCGGCCGCACC antisense oligonukleotidot
hasznaltuk a Vi, PCR reakciohoz. A varhato ~350 bp méreti cDNS terméket tisztitottuk,

szekvenaltuk és Xhol és Notl restrikcids enzimekkel emésztettiik.

[365.] Ugyanezt az eljarast alkalmaztuk a Vy régio amplifikalasara (az
5'-ATGAAATACCTATTGCCTACGG sense oligonukleotid és az
5'-AACTCGAGACGGTGACCAGGGTACC antisense oligonukleotid hasznalataval). A
Vi PCR terméket Ncol and Xhol restrikcios enzimekkel emésztettiik. Egy Ncol-Notl
eléemésztett harmas ligalasi eljarassal jutattuk be a pHEN vektorba. A végleges vektort
pTria-Y1-nek neveztiik.

[366.] E. coli transzformaciot kovetden néhany klont kivalasztottunk a tovabbi
analizishez, amelyek DNS szekvenalast, fehérje expressziot, és a baktériumok
periplazmajabol valo extrakciot foglaltak magukba. Redukalé SDS-PAGE és Wester blot

analizist végeztiink, hogy megallapitsuk az Y1 trimerek méretét.

[367.] 9.2 Dimerek konstrukcidja
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[368.] A fent emlitett pTria-Y1 vektort linearizaltuk Xhol restrikcios enzimmel, és
szintetikus komplementer duplaszala oligonukleotidokat (5'-TCGAGAGGTGGAGGCGGT
és 5'-TCGAACCGCCTCCACCTC) elémelegitettiink (hdkezeltiink), majd ligaltunk az
Xhol hasitasi helyhez, az Y1-nehéz és Y1-konnyii lancok koz€é. Az 1j vektort pDia-Y 1-nek

neveztitkk. A DNS-szekvenciat és fehérje expressziot megerdsitettiik, ugy, mint a

trimereknél.
[369.] 9.3 Dimerek és trimerek expresszidja és tisztitasa
[370.] Az E. coliban valo expresszi6 lényegében ugyanolyan volt, mint az Y1-

scFv-knél leirt. Azonban az Y1 dimerek és trimerek tisztitasa, amelyek a transzformalt E.
coli periplazmajabol szarmaznak, kiilonbozott. Az Y1 scFv monomer forma tisztithatd
Protein-A Sepharose gyongyoket tartalmazo affinitas oszlopon. Az Y1 multimer formait
azonban nem lehet hatékonyan tisztitani € modszerrel. Ezért a bakterialis periplazmabol
extrahalt fehérjéket at 60%-o0s ammonium szulfattal kicsaptuk és egy éjszakan at allni
hagytuk, majd feloldottuk vizben és egy Sephacryl-200 (Pharmacia) méretszelektiv
oszlopra tettiik, melyet el6z6leg 0,1.xPBS oldattal kezeltiink. A frakciokat 6sszegyiijtottiik
és HPLC segitségével analizaltuk, és a dimereket vagy trimereket tartalmazo frakciokat

kulonvalasztottuk FITC-jelolésre és FACS analizisre.
[371] 9.4 Y1 dimerek és trimerek kotodése sejtekhez

[372.] FACS-analizist végeztiink Jurkat-sejteken, egy “haromlépéses festési
eljarassal”. El6szor, a nyers kivonatokat, vagy a tisztitott, nem jelolt scFv-t festettitk meg,
majd egér anti-myc antitesteket €s végiil, FITC-, vagy PE-konjugalt anti-egér antitesteket.
A FACS-analizis 5-8xI0° sejtet kivan meg, amelyet Ficoll-modszerrel tisztitottunk, majd
reszuszpendaltunk PBS+l %-os BSA oldatban. A kotddést 1 6ra alatt, 4°C-on hoztuk létre.
Minden Iépés utan a sejteket mostuk, és reszuszpendaltuk PBS+1 %-0s BSA oldatban. Az
utolso festési Iépés utan a sejteket fixaltuk 1% BSA-t és 2% formaldehidet tartalmazo PBS-
oldatban, majd FACS analizisnek (Becton-Dickinson) vetettiik ala.

[373.] A kotoédés of Y1-scFv osszehasonlitottuk a dimerek és a triemrek
kotddésével. Ebben az analizisben (7. abra), mindharom forma kotési sajatsagai nagyon
hasonl6ak, ami azt mutatja, hogy a fenti médositasok a molekulaban nem valtoztatjak meg,

nem fedik el vagy rontjak el az Y1 latszolagos kotési affinitasat a ligandumjahoz.
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[374.] 9.5  Yl-cys-KAK (cisztein dimer) eléallitasa

[375.] Egy liter ApL-y1-cys-KAK bakterialis kulturat indukaltunk 42°C-on 2-3
oran at. Ezt a kultarat 30 percig centrifugaltuk 5000 RPM-en. A pelletet reszuszpendaltuk
180 ml TE oldatban (50mM Tris-HCI pH 7.4, 20mM EDTA). 8 ml lizozim oldatot (5 mg/
ml) adtunk hozza, majd 1 6ran at inkubaltuk. 20 ml SM NacCl és 25 ml 25%-os Tritont
adtunk hozza, és még egy oran at inkubaltuk. Ezt a keveréket 60 percig 4° C-on
centrifugaltuk 13000 RPM-en. A feliluszot ledntottiik. A pelletet reszuszpendaltuk TE-ben,
egy homogenizator segitségével. Ezt a folyamatot 3-4x megismételtiik, amig az inkzios
testek (a pellet) sziirke/vilagosbarna nem lett. Az inklaziods testeket ezutan feloldottuk 6M
guanidin-HCI, 0.1M Tris pH 7,4, 2 mM EDTA oldatban (1.5 g inklizios test 10 ml
szolubilizalo oldatot igényelt, igy kaptunk ~10 mg/ml oldott fehérjét). Ezt inkubaltuk
legalabb 4 oran at. A fehérjekoncentraciot megmértiik és 10 mg/ml-re allitottuk be. DTT-t
adtunk az oldathoz ugy, hogy annak végs6 koncentracidja 65 mM legyen, és
szobahOmérsékleten inkubaltuk egy éjszakan at. Az athajtogatodast ugy indukaltuk, hogy a
10 ml fehérje oldathoz cseppenként egy 0,5 M arginint, 0,1 M Tris-t pH 8,2 mM EDTA-t,
0,9 mM GSSG-t tartalmazo6 oldatot adtunk. Az ujrahajtogato oldatot 48 oran at inkubaltuk
~10° C-on. A fehérjét tartalmazoé djrahajtogato oldatot ezutan dializaltuk egy 25 mM
foszfat puffert , pH 6, és 100 mM karbamidot tartalmazé pufferban, és 500 ml-re
koncentraltuk be. A koncentralt/dializalt oldatot egy SP-sepharose oszlopon kotottikk meg
és a fehérjét elualtuk NaCl gradienssel (1 M-ig).

[376.] 9.6 Az S-S Yl1-dimer affinitasanak hasonlitisa CONY1 és Y1-IgG-
hez, Radioaktiv receptor kotési assay-vel (Radioreceptor Binding Assay, RRA), KG-1

sejtek hasznalataval

[377.] Ez az assay radiaktiv ligandumokat hasznal, amelyeket *’I-izotoppal torténd
jodozassal készitettiink ugy, hogy kloramin T-t hasznaltunk Y 1-IgG konstrukcion, vagy
Bolton-Hunter reagenst CONY1 (Y 1-scFv) molekulan. Az assay csovek 5x10° KG-1 _
sejteket tartalmaztak 0,2 ml-enként, és egy jelzett nyomkovetd anyagot, amelyet nem jelolt
kompetitorral varialtunk, pH 7,4 PBS + 0.1%-0s BSA oldatban. 1 oras keveréssel 4°-on
torténd inkubalas utan a sejteket alaposan mostuk hideg pufferral, és mértiik a

radioaktivitast.



85 eeted BEoEie

[378.] A jelolt Y1-IgG-t hasznalo RRA-kisérletekben 2 ng/csé '°I-Y 1-IgG-t
hasznaltunk, és mindharom molekulaval véghezvittiik a kompeticiot. Az eredmények a 8.
abran lathatok. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a S-S Y1 dimer affinitasa 30x
magasabb volt, mint a CONY 1-eké. Egy megkozelitd becslés az Y1-IgG affinitasara ebben
a kisérletben: 2x 10® M. A dimer ennek megfelel® affinitasa ezért 4 x 10° M.

[379.] Egy masodik jelolt CONY 1-et hasznalo RRA kisérletben, 100 ng/cs6
'I-Y1-1gG-t hasznaltunk, és mindhirom molekulaval véghezvittiik a kompeticiot Az
eredmények a 9. abran lathatok. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a S-S Y1 dimer
affinitdsa 20x magasabb volt, mint a CONY 1-eké. Egy megkozelitd becslés az Y1-IgG
affinitasara ebben a kisérletben: 10® M. A dimer ennek megfelel$ affinitasa ezért 5x 10
M.

[380.] 9.7  GC (glycocalicin)-ELISA

[381.] 100 ul tisztitott glycocalicint inkubaltunk egy 96 lapos alji, maxisorp
talcakon, egy éjszakan at, 4°C-on. A talcat ezutan PBST (PBS+0,05% tween) oldattal
mostuk 3x, majd 200 ml PBST-tej (PBST + 2% zsirmentes tej) oldatot adtunk hozza, és
monomert vagy dimert (100 pl) adtunk a PBST-tej oldathoz kiilonb6z6 koncentraciokban,
és 1 oraig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Aztan a talcaet mostuk, majd anti-Vy,
poliklonalis antitestet (amelyeket Vi, Y1 molekulaval immunizalt nyulakbol kaptunk)
(1:100-ban higitottuk PBST-tejben) adtunk hozza 1 6ran at. A talcat Gjra mostuk, majd anti-
nyul HPR-t adtunk ujabb 1 dran at. A talcaet 5x mostuk, és 100 ul TMB szubsztratot
adtunk hozza konilbeliil 15 percen at, majd 100 pul 0,5 H,SO, oldattal allitottuk le a
reakciot. A talca optikai denzitasat 450 nm-nél mértiik egy ELISA-olvasoval.

[382] 9.8 Y1 tetramerek eloallitasa

[383.] Egy konstrukciot, amelynek a szekvencidja LNDIFEAQKIEWHE, adtunk az
Y1 C-terminusahoz PCR segitségével, és bejuttattuk egy IPTG-indukalhato expresszios
vektor kazettaba. A klont Y1-biotagnak neveztiik. Ez a szekvencia a BirA enzim
szubsztratja, és biotin jelenlétében az enzim képes a biotint kovalens modon a lizinhez (K)
kotni (Phenotypic analysis of antigen-specific T lymphocytes. Science. 1996 Oct
4;274(5284):94-6, Altman JD et al). Ezt a konstrukciot BL21 baktérium sejtek termelték,
inkluzios testek formajaban. Az wjrahajtogatast ugyanugy végeztiik, mint ahogy fentebb
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leirtuk. Az inkluzitos testeket guanidin-DTT-ben szolubilizaltuk. Az Gjrahajtogatashoz egy
arginin-Tris-EDTA pufferban oldottuk fel. Dializaltuk és bekoncentraltuk egy HiTrapQ

ioncserés tisztitas utan.

[384.] A tisztitott Y 1-biotag scFv-t BirA (Avidity) enzimmel és biotinnal
inkubaltuk , a gyarté utasitasai szerint. A biotinilalt Y 1-biotag molekulat HABA teszttel
analizaltuk (amely megbecsiili a molekulankénti biotinok szamat), és kimutattuk, hogy >0.8

biotin maradék/molekula koriili eredményt értink el.

[385.] A biotinilalt Y1-biotag-ot Streptavidin-PE-vel (Phycoerytrin) inkubaltuk, a
komplexképzddés céljabol, és KG-1 sejteket (Y 1-re pozitiv) hasznalo FACS analizisnek
vetettiik ala. A streptavidin akar 4 biotinilalt Y1-biotag molekulat is képes kotni. A kotés

érzékenysége 100-szorosara nott az aviditas novekedésének koszonhetden.
[386.] Az Y1-biotag szekvenciaja a kovetkezd:

1 MEVQLVESGG GVVRPGGSLR LSCAASGFTF DDYGMSWVRQ
41 APGKGLEWYVS GINWNGGSTG YADSVKGRFT ISRDNAKNSL
81 YLQMNSLRAE DTAVYYCARM RAPVIWGQGT LVTVSRGGGG
121 SGGGGSGGGG SSELTQDPAV SVALGQTVRI TCQGDSLRSY
161 YASWYQQKPG QAPVLVIYGK NNRPSGIPDR FSGSSSGNTA
201 SLTITGAQAE DEADYYCNSR DSSGNNVVFG GGTKLTVLGG
241 GGLNDIFEAQ KIEWHE

(387.] 10. PELDA: Teljes méretii Y1-IgGI konstrukcio
[388.] A teljes IgG molekulaknak van néhany elonye az Fv formakkal szemben,

példaul hosszabb a féléletidejiik in vivo, €s nagyobb hatasfokkal valtanak ki in vivo sejtes
immunvalaszt, mint amilyenek az ADCC vagy CDC (complement dependent eytotoxicity;
Tomlinson, Current Opinions of Immunology, S, 83-89(1993)). Egy molekularis klonozasi
megkozelitéssel, amelyet lejjebb fejtink ki, az Y1 Fv régiokat teljes méretii IgGI
molekulakka konvertaltuk. Az Y1-IgG1 konstrukciot a cDNS fragmentek egymashoz

kotésével értiik el a kovetkezé modon:
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[389] 10.1 Egy vezérszekvencia, amely kompatibilis az emlés expresszios
rendszerrel: Egy cserélhet6 rendszert terveztiink, hogy lehetové tegyiik a teljes IgG
molekulahoz sziikséges elemek egyszerii inszercidjat. A kovetkezd komplementer
duplaszalu oligonukleotidokat, amelyek a leend6 vezérszekvenciat kodoljak, szintetizaltuk,
hokezeltiik, és egy (SRS promoter szabalyozasa alatt allo) emlds expresszids vektor Xhol

hasitasi helyére ligaltuk.

5'-TCGACCTCATCACCATGGCCTGGGCTCTGCTGCTCCTCACCCTCCTCACTCA
GGACACAGGGTCCTGGGCCGAT

és
5'-GATCGATTGCACCAGCTGGATATCGGCCCAGGACCCTGTGTCCTGAGTGAG
GAGGGTGAGGAGCAGCAGCCCAGGCCATGGTGATGAGG. A kezdd ATG kodontdl
upstream, két Kozak-elemet tettiink be. Ezen feliil, egy belsé ECORV helyet is betettiink a
vezérszekvencia €s az Xhol hely kozotti feltételezett hasitasi helyre, hogy lehetévé tegyiik a

variabilis régiok tovabbi klonozasat. Ezt a modositott vektort pBJ-3-nak neveztiik.

[390.] 10.2 A V.-t kddolo szekvenciat, amely az Y1 scFv cDNS-b6l szarmazik,
beinszertaltuk a vezérszekvencia és a konnyi lanc konstans régiojat kodold szekvencia

kozé. Hasonloképpen, a Vy-t kodold szekvenciat, amely az Y1 scFv cDNS-bol szarmazik,

s res

s s

kodolja, hogy megkapjuk a Vi, és Vg régiokat, egyenként.

[391] 10.3 Az oligonukleotidok
STTTGATATCCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGA (sense) és
5'-GCTGACCTAGGACGGTCAGCTTGGT (anti-sense) oligonukleotidokat hasznaltuk a
V1. PCR reakcidhoz. A ~350 bp varhatd méretii cDNS-terméket tisztitottuk, szekvenaltuk és
EcoRYV és Avrll restrikcios enzimekkel emésztettiik. Ugyanezt az eljarast alkalmaztuk a Vg
cDNS amplifikalasahoz €s tisztitasahoz, a kovetkezo atirodo és nem-atirédo
oligonukleotidok alkalmazasaval:

5'-GGGATATCCAGCTG(C/G)(A/T)GGAGTCGGGC

€s

5'-GGACTCGAGACGGTGACCAGGGTACCTTG, ebben a sorrendben.
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[392] 10.4 Konstans régiok: A konstans A3 (CL- A3) régiot, és a nehéz lanc
konstans CH1-CH3 régioit, melyek az IgG1 cDNS-bdl szarmaznak, egyenként

szintetizaltuk a kovetkezd moédon:

[393.] 10.4.1 A CL-A3 konstans régiohoz RT-PCR-t alkalmaztunk
mRNS-extrakton, melyet egy normal periférias B-sejteket (CD 19+ sejtek) tartalmazo
készletbdl vettiink, a kovetkezd snese és antisense oligonukleotidokkal kombinalva: sense
5'-CCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGC és anti-sense 5'-
TTTGCGGCCGCTCATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGT oligonukleotidok. A
varhat6 méreti (~400 bp) PCR terméket tisztitottuk, szekvenaltuk és Avrll és Notl

restrikciOs enzimekkel emésztettiik.

[394.] 10.4.2 A konstans IgGI régidkhoz (y lanc), egy human BTG-nal
immortalizalt B-sejt klont (CMV - klon #40) valasztottunk a PCR-amplifikaciohoz. Errdl a
klonrél kimutattuk, hogy human CMYV elleni IgG1-et szekretal, és azt is kimutattuk, hogy
in vitro assy-kben ADCC-valaszt indukal. A CH1-CH3 cDNS-hez a kovetkezo

oligonukleotidokat szintetizaltuk:

5'-CCGCTCGAGTGC(T/C)TCCACCAAGGGCCCATC(G/C)GTCTTC (sense) és 5'-
TTTGCGGCCGCTCATTTACCC(A/G)GAGACAGGGAGAGGCT (anti-sense), és
felhasznaltuk a PCR-amplifikaciohoz. Ahogy a CL ¢cDNS ko6dol6 szekvencianal leirtuk, a
varhato méretii (~1500 bp) PCR terméket tisztitottuk, szekvenaltuk és Avrll és Notl

restrikcios enzimekkel emésztettiik.

[395.] 10.5 A végso expresszios vektorokhoz, egy tripla ligalasi
folyamatot végeztiink, amelyhez az ECORV-NotI eléemésztett vektort, ECORV-Avrll
variabilis cDNS-eket és AvrII-NotI konstans régiokat hasznaltunk. A végsd nehéz és

konnyt lancot expresszalo vektorokat Y1-HC illetve Y1-LC néven emlitjiik.

[396.] 10.6 Egy tovabbi vektort: pBJ-Y1-LP-t, allitottunk eléaz Y1-LC
alapjan, hogy lehet6vé tegyiik a puromycin rezisztens génen (PAC) alapul6 dupla
szelekciot. Ebben a vektorban az Y1-LC plazmid neomycin rezisztens génjét
helyettesitettiik egy ~1600bp hosszi fragmenttel, amely a PAC gént kddolja (a pMCC-ZP
vektorbol).
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[397.] 10.7 Az open reading frame (ORF), amely mind az Y-I-IgG-HC és az
Y 1-IgG-LC molekulédkra vonatkozik, valamint az altaluk kodolt aminosav szekvenciak

lathatok a kovetkezdkben:

[398.] 10.7.1 Az Y1-IgG-HC (Vi Cyl Cx2 Cx3) ORF-je

1 ATGGCCTGGGCTCTGCTGCTCCTOACCCTCCTCACTCAGGACACAGGGTCCTGGGCCGAT
1 M A WA L L L L T L L T Q@ D T G S W A D

61 ATCCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGTGTGGTACGGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCC
21 I Q L VE S 6 G GV V R PG G S L R L 8

121 TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTGATGATTATGGCATGAGCTGGGTCCGCCAAGCTCCA
41 C A A S G F T F DD Y G M S W VU R Q A P

181 GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCTGGTATTAATTGGAATGGTGGTAGCACAGGTTATGCA
61 G K G L E WV sSs G I NWDNGG S T G Y A

241 GACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCTAGAGACAACGCCAAGAACTCCCTGTATCTG
81 D s V X G R F T I s RDNAI KN S L Y L

301 CAAATGAACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCAAGAATGAGGGCT
101 Q M N s L R A E DT AV Y Y C A RMUZBRA

361 CCTGTGATTTGGGGCCAAGGTACCCTGGTCACCGTCTCGAGTGCTTCCACCAAGGGCCCA
121 PV I WG Q 66T LV TV s S A S T K G P

421 TCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGC
141 s v F P L A P S S K S T S G G T AW AL G

481 TGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTG
161 c L v K DY F P E P V T V S W N S G A L

541 ACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
181 T §S G vV H T F P A V L Q9 S S G L Y S L s

601 AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAAT
201 s vwv TV P S S s L G T Q T Y I C N V N

661 CACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACT
221 H K P S N T K VvV D K R V E P K s C D K T

721 CACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACTGTCAGTCTTCOTCTTC
241 H T C P P C P A P EL L G G P S V F L F

781 CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTG
261 p P K P K D T LMTI S RT?PE V T C V V

841 GTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAG
281 v D v S H E D P E V K F NW Y V D G V E

901 GTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
301 V H NA KT K P R E E Q Y N S T Y R V V

961 AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
321 s v L T vV L. H ¢ D W L N G K E Y K C K V

1021 TCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCC
341 S N K A L P A P I E KT I S KA K G Q P

1081 OGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTC
361 R E P Q V Y T L P P S R E E M T K N Q V

1141 AGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
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1201
401

1261
421

1321
441

1381
461

[399.]

6l
21

1212
41

181
16l

241
81

301
101

361
121

421
141

481
lel

541
181

601
201

66l
221

[400.]
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s L.T CcC L VvV K G F Y P S D I A V E W E s

AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGTCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCC
N G Q P ENNYKTT S P V L DS D G S

TTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTC
F F L ¥ s K L T V D K S R W Q Q G N V F

TCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTG
s ¢ §s VM HEA ATILHNUHY T Q K S L S L

TCTCTGGGTAAATGA
S L G K *

10.7.2 Az Y1-IgG-LC (Vy, C) ORF-je

ATGGCCTGGGCTCTGCTGCTCCTCACCCTCCTCACTCAGGACACAGGGTCCTGGGCCGAT
M A WAL L L L TTL L T Q D T G S W A D

GCAGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATCACA
A E L T Q D P AV S V A LG QTVIRTIT

TGCCAAGGAGACAGCCTCAGAAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAG
C Q G D S L R S Y Y A 8S W Y Q Q K P G Q

GCCCCTGTACTTGTCATCTATGGTAAAAACAACCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTC
A PV L VI ¥ G K NNIRUP S G I P DZRF

TCTGGCTCCAGCTCAGGAAACACAGCTTCCTTGACCATCACTGGGGCTCAGGCGGAAGAT
S G S 8§ 8§ G N T A s L T I T G A Q A ED

GAGGCTGACTATTACTGTAACTCCCGGGACAGCAGTGGTAACCATGTGGTATTCGGCGGA
E A D Y Y C N S RD S 8 GNUH VYV F G G

GGGACCAAGCTGACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCTGCCCCCTCGGTCACTCTGTTCCCG
G T K L T VvV L 6 Q P K A A P S V T L F P

CCCTCCTCTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTC
P S Ss E E L Q A NKA AT L V C L I S D F

TACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTG
Y P G AV T V A W KA AUD S S P V K A G V

GAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGC
E T T T P S K Q S N N K Y A A S S Y L 8

CTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAAAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGG
L T P E Q W K S H K S Y s C Q V T H E G

AGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCATGA
s T v E K T V A P T E C s *

A vezérszekvenciak ala vannak huzva. A Vy és V| régiokat azok az

aminosav szekvenciak kodoljak, amelyek vastag betiivel vannak szedve, ezeket koveti vagy

az IgG1 (a nehéz lanc esetében), vagy a A3 (a konnyi lanc esetében) konstans régio

szekvencia.
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[401.] 10.8 A nehéz és konnyii lanc Y1 expressziéja CHO sejtekben.

Y1-HC és Y1-LC vektorokat hasznaltunk kiilon-kiilon a nehéz és konnyti lancokat
expresszalo stabil sejtek transzfekciodjara és szelekciojara. A G418 szelekciot és
sejtnovekedést kovetden, a feliliszoba szekretalt fehérjét analizaltuk IgG expressziora

befogasos EIA assay (capture EIA assay) és Western blot segitségével.

[402.] 10.8.1 Befogisos EIA assay: Egy 96 lyuku talca lyukait el6zbleg bevontuk
egér anti-human igG Fc-vel (Sigma). Az eldb emlitett feliluszot hozzaadtuk lyukakhoz, és
nehéz lanc jelenlétét IgG1-et mutattuk ki biotinilalt kecske anti-y lanc specifikus antitesttel
(Sigma), streptavidin HRP-vel és szubsztrattal. ELISA talca olvasoval kovettiik az el6hivott

szint A4gs-nél.

[403.] 10.8.2 Western blot analizis: Fent emlitett sejtek feliiliszojat atfuttattuk
egy 12,5%-0s SDS-PAGE-en. A lancok expressziojat (a) a nehéz lancok esetében kecske
anti-human IgG-HRP-vel (H+L; Sigma Cat #A8667) és (b) a konnyti lancok esetében
kecske anti-human A3 lanc antitesttel (Southern Biotechnology Association, Cat #2070-08)
mutattuk ki.

Mindkét lanc expresszidjat alatamasztottak a fenti assay-k, és kotranszfekciot hajtottunk

végre, hogy tejes méretli Y1-IgG1-et kapjunk.

[404.] 10.9 Y1-IgG expresszidja és tisztitasa
[405.] 10.9.1 Sejtkultura és transzfekcio: CHO sejteket tartottunk kultiraban F-

12 médium és 10% fotalis szarvasmarha szérum és 40 pg/ml gentamicin segitségével 37°C-
on, 5%-o0s CO, atmoszféraban. A transzfekcio el6tt egy nappal 0,8 x10° sejtet iiltettiink ki
90 mm-es edényekbe. A kulturakat 10 pg nehéz és konnyli lanc DNS-sel ko-
transzfektaltuk, a FuGene (Roche) transzfekcio reagens technikaval. Nem szelektiv
médiumban valo 2 napos ndvesztés utan a sejteket 10-12 napig tartottuk F-12 médiumban,
amely 550 pg/ml neomycint €s 3 pg/ml puromycint tartalmazott. A sejteket tripszinnel
kezeltuk és klonoztuk limitalo higitassal, 0,5 sejt/lyuk Costar 96-lyuku talcakon. A
kulonallo kolonidkat kiszedtiik, és 6-lyuku edényekben névesztettiik és tivegekbe raktuk at.

[406.] 10.9.2 A nehéz és konnyii lancok szekréciojanak meghatiarozasa: Egy

szendvics ELISA assay-t végeztiink a transzfektalt CHO sejtek feliiliszojaba szekretalt
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kovetkezo antitesteket hasznaltuk: monoklonalis anti-human IgG1 (Fc) (Sigma), mint
bevont antitest, kecske anti-human IgG (y-lanc specifikus) biotin konjugatumot, mint
detektort (Sigma) és tiszta human IgG1, lambda (Sigma), standardként. Az ELISA assay
alapjan a kitermelés 3-4 pg/ml kozott valtozott.

[407.] 10.9.3 Sejtekbdl Mab-k eldallitasa és tisztitasa: Sejteket novesztettiink
forgo iivegekben addig, amig el nem érték az 1-2x10° sejt/iiveg koncentraciot, F-12
médiumban 10% fotalis szarvasmarha szérummal, melyet neomycinnel és puromycinnel
egészitettiink ki. Az eldallitashoz a sejteket hasonl6 médiumban inkubaltuk, de 2% fotalis
szarvasmarha szérummal, két tovabbi napig. A szekretalt antitestet Protein-G Sepharose
oszlopon (Pharmacia) tisztitottuk. A kotést 20 mM Na-foszfat pufferben, pH 7,0, az elualast
0.1 M glicin pufferben, pH 2,5-3,0, végeztiuk. A tisztitott antitest mennyiségét UV-
abszorbanciaval hataroztuk meg; a tisztasagot SDS-PAGE segitségével analizaltuk. Nem
denatural6 koralmények kozt a teljes IgG antitestre a vart molekulatomeget, 160 kDa-t
kaptuk. Denatural6 gélekben mind a nehéz, mind a konnyt lanc a vart 55 és 28 kDa-nak

bizonyult, ebben a sorrendben.

[408.] 10.9.4 A teljes méretii Y1-IgG molekula kotodése: Kotodési kisérleteket
végeztiink az Y 1-IgG molekula kotésének meghatarozasara, az scFv-Y1 molekulahoz
hasonlitva. Egy kétlépéses modszert alkalmaztunk, ahol 5 ng Y1-IgG-t reagaltattunk mind
RAIJI sejtekkel (negativ kontroll, 7a. abra), mind Jurkat sejtekkel (Y 1-pozitiv sejtek, 7b.
abra). A kimutatashoz PE-jelolt kecske anti-human IgG-t hasznaltunk. Hasonloképpen 1 pg
scFv-Y1-t reagaltattunk Jurkat sejtekkel (7c abra), és PE-jelolt nyul anti-scFv antitestet
hasznaltunk a kimutatasra. Az eredmények azt mutatjak, hogy mind az Y1-IgG, mind az
scFv-Y1 kotodik a Jurkat sejtekhez, korilbeliil 1000x annyi scFv molekula volt sziikséges

az Y1-IgG kimutatasi szintj¢hez hasonlé eredményhez.
A tablazatok rovid leirasa

[409.] 1. tablazat: Az AM protokollbél szirmazé panning eredmények. A
panninghoz hasznalt fagemidek becsiilt szamat (input) és az elualt kotott fagemidek becsiilt

szamat (output) tartalmazza ez a tablazat 4 egymast kovetd AM biopanning 1épés soran. A
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sejt forrat és az eluald kozeget is a listaba tettiikk minden egyes output esetén, valamint a

kiilonb6z6 molekulakészletek megkillonboztetésére hasznalt jelzéseket.

[410] 2. tablazat: Az AM biopanning protokollt kiveto szelektalt klonok. A
méretét) és a CDR3 aminosav szekvencidjat 0sszegzi ez a tablazat. Ezen felil, a két AM
biopanning outputjaiban, a T16M3 és a T16M3.1 outputokban talalhaté mindegyik klon

tipus gyakorisaga is a tablazat része.

[411.] 3. tablizat: Az YPR protokoll panning eredményei. A panninghoz
hasznalt fagemidek becstilt szamat (input) és az elualt kotott fagemidek becsiilt szamat
(output) tartalmazza ez a tablazat. A elual6 kozeget is a listaba tettiikk minden egyes output

esetén, valamint a kiilonb6z6 molekulakészletek megkiilonboztetésére hasznalt jelzéseket.

[412] 4. tibliazat: Az YPNR protokoll panning eredményei. A panninghoz
hasznalt fagemidek becsiilt szamat (input) és az elualt kotott fagemidek becsiilt szamat
(output) tartalmazza ez a tablazat az YPNR biopanning protokoll harom egymast kovetd
1épése soran. Az elualo kozeget is a listaba tettiikk minden egyes output esetén, valamint a

kiilonb6z6é molekulakészletek megkiillonboztetésére hasznalt jelzéseket.

[413.] 5. tablazat: YPR biopanning eljarast koveto szelektalt Y-sorozat klonok,
R3 outputtal. Néhany kulonbozo klont azonositottunk az R3 output készletben. Az
azonositott klonok Vy-CDR3 régioi, az aminosav maradakok szama és az aminosav

szekvenciak, valamint a csiravonal jelzéseket részletezi ez a tablazat.

[414.] 6. tablazat: Y1 kétési specificitisa leukémia sejtekhez. Hirom
kiilonbozd scF klon kotési kisérleteibdl szarmazé eredményeket mutatja ez a tablazat,
mindegyiket reagaltattuk olyan sejtkeverékekkel, amelyek elsddlegesen 7 kilonb6zo
leukémia sejt tipust tartalmaznak, amint azt FACS-analizissel megallapitottuk. Az
eredmények azon paciensek aranyat mutatjak, akiknek sejtjei minden tesztelt antitesttel
pozitiv reakciot mutattak, a FACS-analizis alapjan. A szamlaloban van a pozitiv paciensek
szama, a nevezdben pedig az Osszes paciens, akiknek a mintait a tesztben felhasznaltuk az

adott scFv/leukémia sejttipus kombinacional.
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[415.] 7. tablazat: scFv kétodése Ficoll-tisztitott normal vérsejtekhez, FACS
analizis. Harom scFv klon kotédését vizsgaltuk o6t kiilonboz Ficoll-tisztitott normal
vérsejttipusokhoz. Ezek a kotési kisérletek a normal vérmintak azon frakciojat
reprezentaljak, amelyeket az FACS-analizis pozitivnak talalt minden tesztelt antitesttel valo

reakcioban.

[416.] 8. tablazat: Y1 scFv kotodés osszehasonlitasa antitestek kotodésével
kiilonbozo sejtmarkerekhez. AzY1 és egy sorozat mas antitesttel valo festés FACS-
analizisét mutatja ez a tablazat. Ficoll-tisztitott periférias és csontveld sejteket preparaltunk
AML-paciensekbdl, és az Y1 scFv kotési specificitasat néztik kilonbozé AML-sejt
markereivel 0sszehasonlitva. Az eredményeket az adott paciens Ficoll-tisztitott sejtjeinek
szazalékaban adtuk meg, amelyeket FACS-analizissel pozitivnak talaltunk minden egyes

Fv molekulaval val6 reakcidban. Négy masik antitestet futtattunk az 6sszehasonlitas végett:
(1) CD13 - granulocitak és monocitak markere; (2) CD14 - a monocitak és neutrofil
granuocitak markere; (3) CD33 - a normal mieloid sejtek és a leukaemias mieloid sejtek

markere; €s (4) CD34 - Ossejtek markere.

[417] 9. tabldzat: Y1 kotédése hematopoietikus sejtvonalakhoz. FACS
analizis végeztink az Y1 scFv kotddésének megallapitasara harom kiilonb6z6 human
leukémia sejtvonalakhoz és egy egér sejtvonalhoz. Fel vannak sorolva azok a sejtvonalak

amelyhez az Y1 pozitivan kotottek (reaktiv), vagy nem kotottek (nem-reaktiv).

[418.] 10. tablazat: Vx3-DP32 izolalt klonok CDR3 szekvencidi. Kiillonbozo
biopanning és szelekcios eljarasokat kovetéen Dp32 csiravonal alapjan néhany klont
izolaltunk. Az Y1, Y17, Y-27 és Y-44 klonokat azonositottuk a biopanning-szelekcios
eljaras soran, vérlemezkéken (YPR és YPNR protokollok). E klonok Vy-CDR3 régiojanak

szekvenciait tartalmazza ez a tablazat.

[419]] 11. tablizat: Vu3-DP32 izolalt klonok kotési sajatsagai. A DP32-bol
szarmazo klonok kotési specificitasat kiilonbozd hematopoietikus sejtekhez FACS-

analizissel vizsgaltuk.

[420.] A talalmanyt specifikus példakra, anyagokra, adatokra valo utalassal irtuk le.
Egy szakember szamara belathato, hogy a talalmany kilonbozo aspektusai, megkozelitései,

és alternativ modozatai is rendelkezésre allhatnak az alkalmazasra és az eldallitasra. Ilyen
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alternativ modok, a jelen talalmany szandékait és szellemét fegyelembe véve

konstrualhatok, mint ahogyan a kovetkezo igénypontokkal definialjuk:
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Szabadalmi igénypontok

Peptid vagy polipeptid, amely egy Fv molekulat tartalmaz, vagy annak
konstrukcidjat, vagy ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment
konstrukcidjat, és amelynek felerdsitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy
szelektiven és/vagy specifikusan kotodik egy célsejthez a tobbi sejt ellenében, azzal
jellemezve, hogy a kotési szelektivitast vagy specificitast elsddlegesen az elso
hipervariabilis régi6 hatarozza meg, és ahol az Fv molekula scFv vagy dsFv, és adot

esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.

Az 1. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az els6
hipervariabilis régié egy CDR3 régio, amelynek az aminosav szekvenciaja az SEQ

ID NOs:8-24-t tartalmazo6 csoportbol van kivalasztva.

Az 1. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé
hipervariabilis régié egy CDR3 régi6, amelynek az aminosav szekvenciaja a SEQ
ID NOs:8-24-t tartalmazo6 csoportbol van kivalasztva, és ahol a kotési specificitast
vagy szelektivitast masodlagosan befolyasolja egy masodik hipervariabilis regio,
egy harmadik hipervariabilis régio, és/vagy egy vagy tobb az elsd, a masodik
és/vagy a harmadik hipervariabilis régi6tol upstream vagy downstream

elhelyezked6 hatarolo régio.

A 2. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a peptid vagy
polipeptid egy scFv molekula, melynek szekvenciaja: SEQ ID NO: 25, amelyben
az els6 hipervariabilis régioé egy CDR3 régio, amely azonos a SEQ ID NO: 8

szekvenciaval.

Az 1. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az scFv
molekulanak egy egyenes vagy elagazo lanci, 20 vagy kevesebb

aminosavmaradéku kotd molekulaja (spacer) van.

Az 5. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jelelmezve, hogy a kotd
molekula SEQ ID NO: 123 vagy SEQ ID NO: 124 szekvenciat tartalmaz.
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Az 1. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a target sejt

aktivalt, serkentett, modosult, megvaltozott, megzavart, abnormalis vagy koros sejt.

A 7. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

rakos sejt.

A 7. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejtet a
kovetkezd csoportbol valasztottuk: carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma,

lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 9. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejt

leukémia vagy myeloma sejt.

A 9. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

vagy myeloma sejt egy malignus B-sejt.

A 10. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt egy akut myeloid leukémia sejt vagy egy malignus B-sejt.

A 2. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, amely tovabba tartalmaz egy
egymast kovetd aminosavakat tartalmazo kazettat, amelynek aminosav
szekvenciajat a SEQ ID NOs:30-113-t tartalmazo csoportbdl valasztjuk ki, vagy
azokbol, amelyek ezekkel legalabb 90%-0s hasonlosagot mutatnak, vagy a
fragmentjét, azzal jellemezve, hogy a kazetta vagy a fragment szolgaltat egy olyan
keretet, amelybe egy CDR3 régi6 van beépitve, inszertalva, hozzakotve, kombinalva
vagy fuzionalva, amelynek az aminosav szekvenciajat a SEQ ID NOs:8-24-t
tartalmazo csoportbol valasztjuk ki.

A 13. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvencidjat a kovetkezo csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:30-

32,33, 37-39,41, 43, 45, 46, 48, 51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97,
99, 103, 106, 112, és 113, vagy egy ezekkel legalabb 90%-0s aminosav

hasonl6sagot mutato szekvencia.
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A 13. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvenciaja SEQ ID NO: 61, vagy ezekkel legalabb 90%-0s aminosav

hasonl6sagot mutat.

A 15. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvenciaja SEQ ID NO: 61, vagy legalabb 90%-o0s aminosav

hasonlésagot mutat vele.

A 15. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO: 61 szekvencia hét karboxi-végen levé aminosavmaradékat helyettesitjik a

SEQ ID NO: 122 szekvencia hét aminosavmaradékaval.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik és
a harmadik hipervariabilis régi6 CDR?2 illetve CDR1 hipervariabilis régiok, ebben a

sorrendben.

A 2. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3 régio

aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 8 szekvencia.

A 18. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR2 és
CDR1 régiok aminosav szekvenciai a SEQ ID NO: 115 illetve SEQ ID NO: 114

szekvenciak, ebben a sorrendben.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik €s
harmadik hipervariabilis régiok CDR2 és CDR1 hipervariabilis régiok, ebben a
sorrendben, és ahol a CDR3, CDR2 és CDR1 régiok aminosav szekvenciai a SEQ
ID NOs:8, 115 illetve 114 szekvenciak, ebben a sorrendben.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3
upstream elhelyezkedd hatarol6 régiojanak aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO:
117, és amelyben a CDR3 downstream elhelyezkedd hatarold régié aminosav

szekvencidja a SEQ ID NO: 116.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik
hipervariabilis régio egy CDR2 hipervariabilis régio, és ahol a CDR2 upstream
elhelyezkedd hatarolo régidjanak aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 119
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szekvencia, €s ahol a CDR2 downstream elhelyezked6 hatarol6 régiojanak

aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 118 szekvencia.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a harmadik
hipervariabilis régié egy CDR1 hipervariabilis régio, és ahol a CDRI1 régiotol
upstream elhelyezkedd hatarol6 régionak az aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO:

121, és ahol a CDR1 downstream elhelyezkedd hatarol6 régidjanak aminosav
szekvenciaja a SEQ ID NO: 120 szekvencia.

A 18. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az egymast
kovet6 aminosavakbol all6 kazetta, amiket az SEQ ID Nos:30-113, vagy ezej
fragment;jét tartalmazo csoportbol valasztunk ki, CDR2 és CDR3 régioit
helyettesitjik a SEQ ID NOs: 115 illetve a 114 szekvenciakkal.

A 18. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az egymast
kovetd aminosavakbol allo kazetta, amiket a SEQ ID NOs:30-32, 35, 37-39, 41, 43,
45, 46, 48, 51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97, 99, 103, 106, 112, és
113, vagy ezek fragment;jét tartalmazé csoportbol valasztunk ki, CDR2 és CDR3
régioit helyettesitjiikk a SEQ ID NOs:115 illetve 114 szekvenciakkal.

A 3. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy

(a) a masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 illetve CDR 1

hipervariabilis régiok,
(b) a CDR3 aminosav szekvencia a SEQ ID NO: 8,
(c) a CDR2 aminosav szekvencia a SEQ ID NO: 115,
(d) a CDRI1 aminosav szekvencia a SEQ ID NO: 114,

(e) a CDR3 upstream elhelyezked6 hatarol6 régié aminosav szekvenciaja a SEQ ID
NO: 117,

(f) a CDR3 downstream elhelyezkedd hatarolé régio aminosav szekvenciaja a SEQ
ID NO: 116,
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(g) a CDR2 upstream elhelyezked6 hatarold régio aminosav szekvenciaja a SEQ ID
NO: 119,

(h) a CDR2 downstream elhelyezked6 hatarolé régio aminosav szekvenciaja a SEQ
ID NO: 118,

(i) a CDRI1 upstream elhelyezked® hatarol6 régié aminosav szekvenciaja a SEQ ID
NO: 121, és

(1) a CDR1 downstream elhelyezked6 hatarolo régié aminosav szekvenciaja a SEQ
ID NO: 120.

Az 1. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az Fv egy
phage display libraryb6l kaphat6 scFv.

A 28. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a phage
display library-t nem immunizalt human periférias vér limfocitakbol hozzuk létre, és
ahol az scFv peptidet korabban nem karakterizalt és nem tisztitott a target sejt

felszinén levo antigénekre szelektaltjuk.

Maodszer a 28. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid azonositasara vagy
szelektalasara, amely egy biopanning eljarast tartalmaz, azzal jellemezve, hogy a
biopanning eljaras magaban foglalja a fag egy célsejthez kotését, a nem kotott fagok
eltavolitasat, a kotott fagok elualasat, és az elualt fagok fenntartasat és

amplifikalasat.

Peptid, vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy
konstrukcidjat vagy ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment
konstrukcidjat, és amelynek felerdsitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy
szelektiven és/vagy specifikusan kot egy lényegében hozzaférhetd és/vagy
tulexpresszalt kotohelyhez egy célsejten vagy sejtben, ahol a célsejthez valo kotddés
a tobbi sej ellenében torténik, amely sejten vagy a sejtben a kotdhely lényegében
nem elérhetd, és/vagy expresszalt, azzal jellemezve, hogy a kotési szelektivitast
vagy specificitast elsddlegesen egy els6 hipervariabilis régio hatarozza meg, és ahol
az Fv molekul scFv vagy dsFv, és ahol az Fv adott esetben tartalmazhat egy vagy

tobb tag-et is.



32.

33.

34.

35.

101 e lvenn ol dree,

A 31. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé
hipervariabilis régié egy CDR3 régio, amelynek aminosav szekvenciajat az SEQ ID

NOs:8-24-t tartalmazd csoportbol valasztjuk ki.

A 31. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az els6
hipervariabilis régi6 egy CDR3 régio, amelynek aminosav szekvenciajat az SEQ ID
NOs:8-24-t tartalmaz6 csoportbdl valasztjuk ki, és amelyben a kotési szelektivitast
vagy specificitast masodlagosan befolyasolja egy masodik hipervariabilis régio, egy
harmadik hipervariabilis régio, és/vagy egy az elsé, masodik és/vagy a harmadik
hipervariabilis régiotol upstream vagy downstream elhelyezkedé hatarolé régio, és
ahol a masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 illetve CDR1 régiok,

ebben a sorrendben.

Peptid vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy
konstrukciojat vagy ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment
konstrukcidjat, és amelynek felerésitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy
szelektiven €s/vagy specifikusan kot egy célsejthez, a tbbi sejt ellenében, azzal
jellemezve, hogy az Fv molekula tartalmaz egy els6 lancot, amelynek els6, masodik
és harmadik hipervariabilis régioja van, valamint egy masodik lancot, amelynek
els, masodik és harmadik hipervariabilis régioja van, és ahol az els6 lanc egyik
hipervariabilis régiojanak szekvenciajat a SEQ ID NOs:8-24-t tartalmazé csoportbol
valasztjuk ki, és ahol a masodik lanc egyik hipervariabilis régiojanak szekvenciajat
a SEQ ID NOs:1-6-t és 125-202-t tartalmazd csoportbol valasztjuk ki, és az elsd,
masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR3, CDR2 illetve CDR1 régiok,
ebben a sorrendben, és ahol az Fv molekul scFv vagy dsFv, és ahol az Fv molekula

adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.
A 34.igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy

(a) az els6 lanc és a masodik lanc is tartalmaz egy els6 hipervariabilis régiét, amit a
SEQ ID NOs:8-24-t tartalmaz6 csoportbol valasztunk ki; vagy
(b) az els6 lanc hipervariabilis régioja és a masodik lanc hipervariabilis régidja

azonos €s a SEQ ID NOs:8-24-t tartalmazo csoportbol valasztjuk ki; vagy
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elso hipervariabilis régidjat a SEQ ID NOs:1-6-tés 125-202-t tartalmazo csoportbol
valasztjuk ki; vagy

(d) az az elsé lanc els6 hipervariabilis régiojat a SEQ ID NOs: 1-6-t és 125-202-t

tartalmazo csoportbol valasztjuk ki, és a masodik lanc elsé hipervariabilis régiojat a

SEQ ID NOs: 8-24-t tartalmaz6 csoportbol valasztjuk ki.

A 34.igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az els6 lanc
masodik €s harmadik hipervariabilis régioi a SEQ ID NOs:114 és 115 szekvenciak,

ebben a sorrendben.

Peptid vagy polipeptid, mely tartalmaz egy Fv molekulat, vagy annak egy
konstrukciojat, vagy ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment

konstrukciojat, és

(a) egy olyan elso sejten levo ismeretlen ligandumhoz kotddik, amely sejtnek van elso
¢és masodik fazisa, és ahol a kotés hatékony a masodik fazisban, de lényegében nem

hatékony az els6 fazisban, és

(b) az immun-keresztreaktivitas miatt, specifikusan vagy szelektiven kotodik egy a
masodik sejten levo ligandumhoz, és amelyben az Fv molekula scFv vagy dsFv, és

ahol az Fv adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.

A 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé sejt

normal sejt.

A 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé fazis
egy nem aktivalt fazis, és a masodik fazis egy aktivalt, serkentett, modosult,

megyvaltozott vagy megzavart fazis.

A 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik

sejt koros sejt.

A 40. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt
rakos sejt.
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A 40. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koéros sejt
lehet carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma,

seminoma, €és melanoma sejt.

A 42. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

leukémia sejt.

A 43. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt akut myeloid leukémia sejt.

A 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a peptid
vagy polipeptid szelektiv és/vagy specifikus kotédését a masodik sejt ligadumjahoz

elsosorban az elsd hipervariabilis régié hatarozza meg.

A 45. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az els6
hipervariabilis régi6 egy CDR3 régid, melynek aminosav szekvenciajat a SEQ ID
NOs: 8-24-t tartalmazo csoportbol valasztjuk ki.

A 46. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé
hipervariabilis régio egy CDR3 régio, melynek szekvenciajat a SEQ ID NOs: 8-24-t
tartalamzo csoportbol valasztjuk ki, és ahol a kotési szelektivitast vagy specificitast
masodlagosan befolyasolja egy masodik hipervariabilis régid, egy harmadik
hipervariabilis régio, és/vagy egy vagy tobb, az elsd, masodik, harmadik
hipervariabilis régiotol upstream vagy downstream elhelyezkedé hatarolo régio,

ebben a sorrendben.

Ligandum, amelyet a masodik sejt expresszal, és amely képes kotodni a 37.

igénypont peptidjével vagy polipeptidjével.
Molekula, amely felismeri és koti a 48. igénypont szerinti ligandumot.

Nukleinsav molekula, amely az 1., 31., 34, vagy 37. igénypontok barmelyike
szerinti peptidet vagy polipeptidet kodolja.

Az 50. igénypont szerinti nukleinsav molekula, azzal jellemezve, hogy a nukleinsav
DNS.
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A 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé sejt

elsé és masodik fazisai ugyanazok, és ahol az elso sejt egy sejtvonalbol szarmazik.

Az 52. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a
sejtvonalat a kovetkezo csoportbol valasztjuk ki: Jurkat, MOLT-4, HS-602, U937,
TF-1, THP-1, KG-1, ML-2, és HUT-78.

Modszer, egy célmolekula azonositasara, amely ismeretlen immun-keresztk6to
reaktivast mutatd kotohelyekhez kotodik elsd €s masodik sejteken, és amely

modszer tartalmazza

(a) egy vagy tobb biopanning megvalositasat az elsé célsejten, egy masodik
fazisban, de nem elsé fazisban, ami lényegében hozzaférhetové tesz vagy felfed egy

kotohelyet, amelynek legalabb egy ismeretlen liganduma van, ezaltal 1étrehozva a

cres

(b) egymast kovetd biopanning és/vagy szelekcios 1épések megvalositasat, kiindulva
az (a) lépés felismerd molekulainak elsé populacidjabol, amelyeket egy masodik
sejten végziink, ami displays egy kotohelyet, amely tartalmaz legalabb egy
ismeretlen ligandumot, amely immun-keresztkoto reaktivitast mutat az elso sejt

ismeretlen ligandumjaval, és igy létrehozzuk a felismeré molekulak masodik

sy

tisztitasat; €s

(d) a (c) 1épés tisztitott felismerd molekulai felismerd helyei alapjan peptidek vagy
polipeptidek létrehozasat, amelyek targetalo molekulakat tartalmaznak, amik

szelektivek és/vagy specifikusak a masodik sejt ismeretlen ligandumjaira.

Az 54. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az elsé sejt egy normal
sejt, és ahol az els6 fazis egy nem aktivalt fazis, és a masodik fazis egy aktivalt,

serkentett, médosult, valtozott, vagy megzavart allapot.
Az 54. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a masodik sejt koros sejt.

Az 56. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a koros sejt rakos sejt.
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Az 56. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejtet a kovetkezd
csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.
Az 58. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejt leukémia sejt.

Az 59. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.

Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont peptidjének vagy polipeptidjének alkalma-
zasa a gyogyszeriparban, elonyosen asszociacioban, vagy hozzacsatlakoztatva,

kapcsolva, kombinalva kotve vagy fuzionalva egy gyogyszerhatdanyaghoz.

A 61. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a gyogyszernek koros

sejtek elleni aktivitasa van.
A 62. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a koros sejt rakos sejt.

A 62. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a sejtet a kovetkez6
csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 64. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a rakos sejt leukémia

sejt.

A 65. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jelelmezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.

Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, elényosen
asszociacioban, vagy hozzacsatlakoztatva, kapcsolva, kombinalva, kotve vagy

fuzionalva egy gyogyszerhatoanyaghoz, gyogyszerként valo alkalmazas céljabol.

A 67. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a

gyogyszernek koros sejt elleni aktivitasa van.

A 68. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

rakos sejt.
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A 68. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejtet a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma,

lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 70. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejt

leukémia sejt.

A 71. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt akut myeloid leukémia sejt.

Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa,
olyan készitmény eldallitasara, amely felhasznalhato a koros vagy rakos sejtek

novekedésének gatlasara.

A 73. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa, azzal jellemezve, hogy

a sejt egy leukémia sejt.

A 74 igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa, azzal jellemezve, hogy

a leukémia sejt akut myeloid leukémia sejt.

Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa,
olyan készitmény eldallitasara, amely felhasznalhaté a rakos sejtek novekedésének
gatlasara, és amely emlitett készitmény legalabb egy olyan vegyiiletet tartalmaz,

amelynek a rakos sejtre szelektiv és/vagy specifikus gyogyaszati liganduma van.

Készitmény, amely legalabb egy, az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti
peptidet vagy polipeptidet tartalmaz, asszociacioban, vagy hozzacsatlakoztatva,
kapcsolva, kombinalva, kétve vagy fuzionalva egy gyogyszerhatéanyaghoz,
gyogyaszatilag hatékony mennyiségben, adott esetben egy gyogyszerészeti

hordozoval egyiitt.

A 77. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a peptid vagy
polipeptid és a gyogyszerhatoanyag egy kotd vegyiilet (linker) segitségével van

osszekotve.
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A 78. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a k6td vegyiiletet a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: dikarboxilsav, maleimido-hidrazid, PDPH,
karboxilsav-hidrazid és kis peptid.

A 79. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a peptidet a kovetkezd
csoportbol valasztjuk ki: AU1, AUS, BTag, c-myc, FLAG, Glu-Glu, HA, His6,
HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-TAG®, T7, V5, VSV-G, és KAK-tag (tag).

Az 1,31, 34 és 37. igénypontok barmelyike szerinti peptid vagy polipeptid, azzal
jellemezve, hogy a tag-et a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: AU1, AUS, BTag, c-
myc, FLAG, Glu-Glu, HA, His6, HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-TAG®,
T7, VS, VSV-G, és KAK-tag.

A 77. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a
gyogyszerhatoanyagot a kovetkezd csoportbdl valasztjuk ki: radioaktiv izotop,
toxin, oligonukleotid, rekombinans fehérje, antitest fragment, és rakellenes

hatéanyag.

A 82. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogya radioaktiv izotopot a

kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: ''indium, 'Pindium, **™rénium, '*rénium,

99m 121m, 125m 165 167

technécium, *'™tellur, 2™

IOIrénium, tellur, tellar " tulium, 'talium

168 123.

tulium 'Zjod, '2%6d, ljod, '*jod, ¥ ™kripton, **xenon, *Cyttrium, 2'3bizmut,
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"brom, "*fluor, *’ruténium, “’ruténium, ®ruténium, '“ruténium, '*higany,

higany, “gallium és *gallium.

A 82.igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a toxint a kdvetkezd
csoportbdl valasztjuk ki: gelonin, Pseudomonas exotoxin (PE), PE40, PE38,

diphtheria toxin, ricin, és ezek szarmazékai, illetve modositasai.

A 82. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a rakellenes
hatéanyagot a kovetkezd csoportbdl valasztjuk ki: doxorubicin (adriamycin),
morpholino-doxorubicin, methoxy-morpholinyl-doxorubicin, cis-platinum, taxol,
calicheamicin, vincristine, cytarabine (Ara-C), cyclophosphazdde, prednisone,

daunorubicin, morpholino-daunorubicin, methoxy-morpholinyl-daunorubicin,
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idarubicin, fludarabine, chlorambucil, interferon alpha, hydroxy-karbamid,

temozolomide, thalidomide, bleomycin, és ezek szarmazékai.

Modszer a sejtek novekedésének gatlasara, amely magaban foglalja a sejt
érintkezését az 1. vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid adott

mennyiségével.

A 86 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejtet a kovetkezd
csoportbdl valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma.
A 87. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejt leukémia sejt.

A 88. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.

Gyogyszerkompozicid, amely legalabb egy, az 1. vagy a 37. igénypont szerinti
peptidet vagy polipeptidet tartalmaz, amely hozza van csatlakoztatva, kapcsolva,
kombinalva, kotve vagy fuzionalva, egy tumor diagnosztikai lokalizacidjara vagy

képének megjelenitésére hasznalatos képalkotod agenshez.

Modszer egy betegségben vagy rakos megbetegedésben szenvedd paciens
kezelésére, amely magaban foglalja az 1. vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy
polipeptid adagolasat a paciensnek egy adott mennyiségben, amely hatékony a

betegség vagy a rakos megbetegedés kezelésére.

A 91. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a rakos sejtet a kovetkezd
csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.
A 92. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a koros sejt leukémia sejt.

A 93. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.
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Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal
jellemezve, hogy az Fv specifikusan vagy szelektiven két az akut myeloid leukémia
(AML)-sejtekhez.

Ligandum az AML-sejteken, amely a 95. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid

altal van kotve.
Peptid vagy polipeptid, amely koti a 96. igénypont szerinti ligandumot.

Diagnosztikai kit, a kezelés hatékonysaganak in vitro analiziséhez, a kezelés elétt,
alatt és utan, és amely tartalmazza az 1. vagy 37. igénypont szerinti peptidet vagy
polipeptidet, hozzacsatlakoztatva, kapcsolva, kombinalva, kétve vagy fuzionalva

egy indikator marker molekulahoz.

A 98. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy az indikator molekula

fluoreszcens marker.

A 99. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a fluoreszcens markert a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: fluorescein, rhodamine, phycoerythrin, és

modositott valtozataik és szarmazékaik.

A 98. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a kit betegség vagy rak

diagnosztizalasara hasznalhato.

Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal
jellemezve, hogy a konstrukcio Ig polipeptid.

Modszer a 102. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid eldallitasara, azzal
jellemezve, hogy az Ig polipeptid, mint rekombinans polipeptid van expresszalva, és

egy eukariota sejtrendszerben allitjuk eld.

A 103. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az eukariota rendszer

egy emlOs sejtrendszer.

A 102. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az Ig
polipeptid IgG polipeptid.
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A 105. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az IgG
polipeptidnek van egy CDR3, CDR2 és CDR1 régioja, melyeknek szekvenciaja:
SEQ ID NOs:8, 115 és 114 szekvenciak, ebben a sorrendben.

A 106. igénypont szerinti IgG polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3, CDR2 és

CDR1 régiok a nehéz lancban vannak.

A 106. igénypont szerinti IgG polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3, CDR2 és
CDR1 régiok a konny( lancban vannak.

A 102. igénypont szerinti IgG polipeptid, azzal jellemezve, hogy a nehéz lanc
szekvenciaja SEQ ID NO:26, és a konnyii lanc szekvenciaja SEQ ID NO:27, vagy

olyan lancok, melyek ezekkel legalabb 90%-os aminosav hasonl6sagot mutatnak.

Modszer az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid
eléallitasara, aazzal jellemezve, hogy a peptidet vagy polipeptidet egy prokariota

vagy egy eukariota sejtrendszerben allitjuk el6.

A 110. igénypont szerinti mddszer, azzal jellemezve, hogy a prokariota sejtes
rendszer E. coli baktériumokat tartalmaz, ahol az emlitett E. coli baktériumoknak

van egy expresszios vektoruk, és az eukariota rendszer egy emlGs sejtes rendszer.

A 111. igénypont szerinti mddszer, azzal jellemezve, hogy a prokariota rendszer
expresszios vektora tartalmaz egy promotert, amelyet a kovetkezd csoportbol

valasztunk ki: osmB, deo, B-lac-U5, AP., SRa5, és CMV.

Peptid vagy polipeptid, amelynek van egy koté motivuma, melynek aminosav
szekvenciaja R;-X Phe Pro-R; ahol R, és R, mindegyik szekvencia 0-15
aminosavmaradékot tartalmaz, és ahol X vagy Arg, vagy Gly vagy Lys.

A 2, 34, vagy 46. igénypontok barmelyike szerinti peptid vagy polipeptid, azzal
jellmezve, hogy a CDR3 aminosav szekvenciaja R;-X Phe Pro-R; ahol R; és R,
mindkett6 0-15 aminosavmaradékot tartalmaz, és ahol X vagy Arg, vagy Gly vagy
Lys.
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Az 1. igénypont vagy a 37. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal
jellemezve, hogy az emlitett peptidben vagy polipeptidben legalabb egy nem

természetes uton létrehozott modositas van.

A 115. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az emlitett
nem természetes modositasok a peptidet vagy polipeptidet még immunogénebbé,

vagy stabilabba teszik.

A 116. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az emlitett
legalabb egy modositast a kovetkezd csoportbdl valasztjuk ki: peptoid modositas,
semipeptoid modositas, ciklikus peptid modositas, N-terminus modositas, C-
terminus modositas, peptidk6tés modositas, peptid gerinc modositas, és maradék

modositas.

Az 1,31, 34, 37. vagy 67. igénypontok barmelyike szerinti peptid vagy polipeptid

az autolog csontveld ex vivo tisztitasara az abnormalis sejtek eltavolitasara.
Modszer targetalo agens eloallitasara, amely a kovetkezo lépéseket tartalmazza:

a) egy elsodleges felismerdhelyet tartalmazo egy vagy tobb targetalé molekula
izolalasa és szelektalasa egy direkt biopanning eljarassal a célsejten, vagy egy
indirekt biopanning eljarassal egy elso célsejten, a masodik, de nem az els6
fazisban, és egy ezt kovetd direkt biopanning eljarassal, egy masodik célsejten,

egy vagy tobb emlitett targetalé molekulak eléallitasa céljabol,
b) az egy vagy tobb targetaldo molekula amplifikacioja, tisztitasa és azonositasa; és

C) az egy vagy tobb targetalé molekulabol targetalo agens létrehozasa, ahol a
targetalo agens lehet peptid, polipeptid, antitest, antitest fragment, vagy ezek

multimerje.

A 119. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a targetalé agens hozza
van kapcsolva, csatlakoztatva, kombinalva, kétve, fuzionalva, vagy asszocialva egy

gyogyszerhatdéanyaghoz.

A 119. és 120. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a targetalo agens

egy betegség ellenes, vagy rakellenes égens.
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A 120. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a gyogyszerhatdanyag a
kovetkez6 csoportbol valasztjuk ki: radiaktiv izotop, toxin, oligonukleotid,

rekombinans fehérje, antitest fragment és rakellenes agens.

A 122. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a radioaktiv izotopot a

kovetkezd csoportbol valaszttjuk ki: ''indium, '**indium, **™rénium, '**rénium,

99m 167

01 _, - , . , , , ,qe ,qe
19 rénium, *™technécium, *'™tellar, ' tellar, > tellar '*talium, '*"talium

168, - 1: ., ., ., c, 4 81 . . .
tulium 123jod, 126Jod, 13 1]od, 133 jod, * Mkripton, Bxenon, 9Oyttrlum, 2Bpizmut,
T ... 18 95 . . 97 . . 103 . 05_ . - 7.
brom, '*fluor, *’ruténium, *"ruténium, '*ruténium, '*’ruténium, '° higany,
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A 122. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a toxint a kovetkezo
csoportbol valasztjuk ki: gelonin, Pseudomonas exotoxin (PE), PE40, PE38,

Diphtheria toxin, ricin, és ezek szarmazékai és modositasai.

A 122. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a rakellenes agenst a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: doxorubicin (adriamycin), morpholino-
doxorubicin, methoxy-morpholinyl-doxorubicin, vincristine, cytarabine, (Ara-C),
ciklofoszfamid, prednisone, daunorubicin, morpholino-daunorubicin, methoxy-
morpholinyl-daunorubicin, idarubicin, fludarabine, chlorambucil, interferon alpha,

hidroxi-karbamid, temozolomide, thalidomide, bleomycin, és ezek szarmazékai.
Peptid vagy polipeptid, melynek a kovetkezd a szerkezete:
A-X-B

ahol X egy 3-30 aminosavbol allo hipervariabilis CDR3 régio; A és B 1-1000

aminosavbol all6 lancok lehetnek, ahol A az amino-vég, és B a karboxi-vég.

A 126. igénypont szerinti peptid, azzal jellemezve, hogy A 150-250 aminosav-

maradékbdl all, és ahol B 350-500 aminosavmaradékbol all.

A 126. igénypont szerinti peptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3 régi6 5-13

aminosavmaradékbol all.
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A 126. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy X egy
aminosav szekvencia, amit a kovetkez6 csoportbol valasztunk ki: SEQ ID NOs:8-
24

A 127. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, amely egy nagyobb, vagy teljes

antitest vagy egy multimer része.

Dimer molekula, amely két peptidbdl vagy polipeptidbdl all, melybol az egyik a
126. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid.

Dimer molekula, amely két azonos, a 126. igénypont szerinti peptidbol vagy

polipeptidbdl all.

A 131. vagy a 132. igénypont szerinti dimer molekula, azzal jellemezve, hogy X
egy aminosav szekvencia, amit a kovetkezd csoportbodl valasztunk ki: SEQ ID
NOs:8-24.

Nukleinsav molekula, amely a 126. igénypont szerinti peptidet vagy polipeptidet,

vagy a 130. igénypont szerinti dimer molekulat kodolja.

A 104. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az emlds sejtes rendszer

az SRaS promotert tartalmazza.

A 104. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az emls sejtes rendszer

CMYV promotert tartalmaz.
Peptid vagy polipeptid, amelyet lényegében itt irtunk le.

Peptid vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv molekulat, annak konstrukciojat,
ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment konstrukcigjat, amelynek
felerOsitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy szelektiven és/vagy speéiﬁkusan kot
egy célsejthez, a tobbi sejt ellenében, azzal jellemezve, hogy a kotési szelektivitast
elsodlegesen egy elsé hipervariabilis régio hatarozza meg, ahol az els6
hipervariabilis régio egy CDR3 régio, melynek aminosav szekvenciajat a SEQ ID
Nos 8-t vagy 20-t tatalmaz6 csoportbdl valasztjuk ki, és ahol az Fv molekula scFv,

vagy dsFv, és eldnyosen tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.
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A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a
szelektivitast vagy specificitast masodlagosan befolyasolja egy masodik
hipervariabilis regio, harmadik hipervariabilis régio, és/vagy egy vagy tobb, az elsd,
masodik, harmadik hipervariabilis régiotol upstream vagy downstream elhelyezkedd

hatarolo régio.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a peptid
vagy polipeptid egy scFv molekula, melynek aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO:
25, és amelyben az elsd hipervariabilis régio egy CDR3 régio, amelynek

szekvencidja a SEQ ID NO: 8 szekvenciaval azonos.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a peptid
vagy polipeptid egy scFv molekula, melynek aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO:
203, és amelyben az els6 hipervariabilis régié egy CDR3 régio, amelynek

szekvenciaja a SEQ ID NO: 20 szekvenciaval azonos.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az scFv
molekulanak van egy egyenes vagy elagazo lancu koté molekulaja, amely 20 vagy

annal kevesebb aminosavmaradékbol all.

A 142. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kotd
molekula szekvenciaja a SEQ ID NO: 123 vagy a SEQ ID NO: 124 szekvencia.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a target
sejt egy aktivalt, serkentett, modosult, megvaltozott, megzavart, abnormalis, vagy

koros sejt.

A 144. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

rakos sejt.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejtet a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma,

lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 146. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a sejt

leukémia vagy myeloma sejt.
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A 146. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt vagy myeloma sejt malignus B-sejt.

A 147. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt akut myeloid leukémia sejt, vagy malignus B-sejt.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , amely tovabba tartalmaz egy
egymast kovetd aminosavakbol allo kazettat, amelynek szekvenciajat a kovetkezo
csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:30-113, vagy amelyek ezzel legalabb 90%-os
aminosav hasonldsagot mutatnak, vagy egy fragmentjét, azzal jellemezve, hogy a
kazetta vagy fragment szolgaltat egy keretet, amelybe be van épitve, inszertalva,
kombinalva, csatlakoztatva, kapcsolva vagy fuzionalva egy CDR3 régid, amelynek
az aminosav szekvenciajat a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NO:8 vagy
20.

A 150. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvenciajat a kovetkezo csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:30-
32,33, 37-39,41, 43, 45, 46, 48, 51, 54, 57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97,
99, 103, 106, 112, és 113, vagy ezekkel legalabb 90%-o0s aminosav hasonlosagot

mutat.

A 150. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 61, vagy ezzel legalabb 90%-0s aminosav

hasonlésagot mutat.

A 152. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kazetta
aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 61, vagy ezzel legalabb 90%-o0s aminosav

hasonlésagot mutat.

A 152. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a SEQ ID
NO: 61 szekvencia hét karboxi végen elhelyezkedé aminosavmaradékokat

helyettesitjiikk a SEQ ID NO: 122 szekvencia hét aminosavmaradékaval.

A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik
¢és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 és CDR1 hipervariabilis régi()k,' ebben a

sorrendben.
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A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3
régio szekvenciaja a SEQ ID NO: 8 szekvencia.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3

régioé aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 20 szekvencia.

A155. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR2 és
CDRI régiok aminosav szekvenciai a SEQ ID NO: 115 és SEQ ID NO: 114

ebben a sorrendben.

bl

A 140. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik
és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 és CDRI1 hipervariabilis régiok, ebben a
sorrendben, és ahol a CDR3, CDR2 és CDR1 régiok aminosav szekvencija a SEQ
ID NOs: 8, 115 és 114 szekvenciak, ebben a sorrendben.

A 140. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik
¢és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 és CDR1 hipervariabilis régiok, ebben a
sorrendben, €s ahol a CDR3, CDR2 és CDR1 régiok aminosav szekvenciaja a SEQ
ID NOs: 20, 115 és 114 szekvenciak, ebben a sorrendben.

A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a CDR3
régiotol upstream elhelyezked6 hatarol6 régi6 aminosav szekvenciaja a SEQ ID
NO: 117 szekvencia, és ahol a CDR3 régiotol downstream elhelyezked6 hatarolo

régio aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 116 szekvencia.

A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellmezve, hogy a masodik
hipervariabilis régidja egy CDR2 régio, és ahol a CDR2 régiotol upstream
elhelyezkedd hatarolo régio aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 119 szekvencia,
és ahol a CDR3 régiotol downstream elhelyezkedd hatarold régié aminosav

szekvenciaja a SEQ ID NO: 118 szekvencia.

A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a
harmadik hipervariabilis régidja egy CDR1 hipervariabilis régio, és ahol a CDR1
régiotol upstream elhelyezked hatarolo régio aminosav szekvenciaja a SEQ ID
NO: 121 szekvencia, és ahol a CDR3 régiotol downstream elhelyezkedd hatarolo

régié aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 120 szekvencia.



164.

165.

166.

.--l evee oo oo e
LN )

117

A 155. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az egymast
kovetd aminosavakbol all6 kazetta CDR2 és CDRI1 régioi, amelyeket a kovetkezd
csoportbdl valasztunk ki: SEQ ID NOs:30-113 vagy ezek egy fragmentje,
helyettesitjiikk a SEQ ID NOs: 115 és 114 szekvenciakkal, ebben a sorrendben.

A 155. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az egymast
kovetd aminosavakbol allo kazetta CDR2 és CDRI1 régioit, amelyeket a kovetkezd
csoportbol valasztunk ki: SEQ ID NOs:30-32, 35, 37-39, 41, 43, 45, 46, 48, 51, 54,
57, 59-68, 70, 71, 76-85, 87, 89-92, 94, 97, 99, 103, 106, 112, és 113 vagy ezek egy
fragmentje, helyettesitiink a SEQ ID NOs:115 és 114 szekvenciakkal, ebben a

sorrendben.
A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy

(a) a masodik és harmadik hipervariabilis régiock CDR2 és CDR1 hipervariabilis

régiok, ebben a sorrendben,

(b) a CDR3 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 8,
(c) a CDR2 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 115,
(d) a CDR1 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 114,

(e) a CDR3 régiotol upstream elhelyezkedd hatarold régio aminosav szekvenciaja a

SEQ ID NO: 117,

(f) a CDR3 régioétol downstream elhelyezked hatarolé régié aminosav szekvenciaja
a SEQ ID NO: 116,

(g) a CDR2 régiotdl upstream elhelyezked6 hatarol6 régid aminosav szekvenciaja a
SEQ ID NO: 119,

(h) a CDR2 régi6tol downstream elhelyezked hatarold régié aminosav

szekvenciaja a SEQ ID NO: 118,

(1) a CDR1 régiotol upstream elhelyezked hatarol6 régié aminosav szekvenciaja a
SEQ ID NO: 121, és
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(j) a CDR1 régiotol downstream elhelyezked6 hatarol6 régié aminosav szekvenciaja
a SEQ ID NO: 120.

A 139. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy

(a) a masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR2 és CDR1 hipervariabilis

régiok, ebben a sorrendben,

(b) a CDR3 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 20,
(c) a CDR2 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 115,
(d) a CDRI1 aminosav szekvenciaja a SEQ ID NO: 114,

(e) a CDR3 régiotol upstream elhelyezkedd hatarolo régié aminosav szekvenciija a

SEQ ID NO: 117,

(f) a CDR3 régio6tol downstream elhelyezkedd hatarol6 régié aminosav szekvenciaja
a SEQ ID NO: 116,

(g) a CDR2 régi6tol upstream elhelyezkedd hatarolo régi6é aminosav szekvencija a

SEQ ID NO: 119,

(h) a CDR2 régiétol downstream elhelyezked hatarold régié aminosav
szekvenciaja a SEQ ID NO: 118,

(1) a CDR1 régio6tol upstream elhelyezkedd hatarolo régio aminosav szekvenciija a

SEQ ID NO: 121, és

() a CDR1 régiotol downstream elhelyezkedd hatarold régid aminosav szekvenciaja
a SEQ ID NO: 120.

A 138. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az Fv
molekula egy scFv, amely egy phage display library-bol nyerhetd.

A 165. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a phage

display library nem immunizalt human periférias vér limfocitaibol késziilt, és ahol
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az scFv peptidet egy korabban nem karakterizalt és nem tisztitott, a target sejt

felszinén levo antigénre valasztunk ki.

Modszer a 165. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid szelektalasara vagy
azonositasara, amely tartalmaz egy biopanning 1épést, azzal jellemezve, hogy a
biopanning magaban foglalja a fag kotését a targethez, a nem kotott fagok

eltavolitasat, a kotott fagok elualasat, és az elualt fag fenntartasat és amplifikalasat.

Peptid vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv molekulat, annak egy
konstrukcigjat, ezek barmelyikének egy fragment;jét, vagy egy fragment
konstrukcidjat, amelynek felerdsitett kotési tulajdonsagai vannak, és igy szelektiven
és/vagy specifikusan kot egy lényegében hozzaférhetd, és/vagy tulexpresszalt
kotohelyhez, a célsejten vagy sejtben, ahol a kotés a célsejthez a tobbi sejt ellenében
torténik, amely sejten vagy sejtben a kotohely lényegében nem elérhetd és/vagy
nem expresszalt, azzal jellemezve, hogy a kotési szelektivitast és specifitast
elsddlegesen egy els6 hipervariabilis régié hatarozza meg, ahol az elso
hipervariabilis régié egy CDR3 régio, melynek aminosav szekvenciaja a SEQ ID
Nos 8 vagy 20, és ahol az Fv molekula lehet scFv, vagy dsFv, és Fv adott esetben

tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.

A 171. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kotési
szelektivitast vagy specificitast masodlagosan befolyasolja egy masodik
hipervariabilis régio, egy harmadik hipervariabilis régio, és/vagy egy vagy tobb, az
elsd, masodik, harmadik hipervariabilis régioktol upstream vagy downstream
elhelyezkedd hatarol6 régio, és amelyben a masodik és harmadik hipervariabilis
régiok CDR2 és CDR1 régiok, ebben a sorrendben.

Peptid vagy polipeptid, amely tartalmaz egy Fv molekulat, annak egy
konstrukciojat, ezek barmelyikének egy fragmentjét, vagy egy fragment
konstrukciojat, amelynek felerdsitett kotési tulajdonsagai vannak, €s igy szelektiven
és/vagy specifikusan kot egy célsejthez, a tobbi sejt ellenében, azzal jellemezve,
hogy az Fv molekula tartalmaz egy els6 lancot, amelynek van egy els6, masodik és
harmadik hipervariabilis régidja, és egy masodik lancot, melynek van egy elso,
masodik és harmadik hipervariabilis régioja, és amelyben az els lanc egyik

hipervariabilis régidjanak az aminosav szekvenciaja a SEQ ID NOs:8 vagy 20
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szekvenciak, és ahol a masodik lanc egyik hipevariabilis régidjanak aminosav
szekvenciajat a kovetkezo csoportbdl valasztjuk ki: SEQ ID NOs: 1-6 és 125-202, és
amelyben az elsd, masodik és harmadik hipervariabilis régiok CDR3, CDR2 és
CDR1 régiok, ebben a sorrendben, és ahol az Fv molekula lehet scFv, vagy dsFv, és

Fv adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is.
A 173. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy

(a) az els6 lanc elsd hipervariabilis régioja és a masodik lanc elsé hipervariabilis
régidja azonos és a kovetkez6 csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:8 vagy 20;
vagy

“rey

csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:1-6 és 125-202; vagy

RY:

(d) az elso lanc els6 hipervariabilis régiojat a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki:
SEQ ID NOs:1-6 és 125-202, és a masodik lanc els6 hipervariabilis régiodjat a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: SEQ ID NOs:8 vagy 20.

A 173. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az els6
lanc masodik és harmadik hipervariabilis régidinak szekvenciai a SEQ ID NOs:114

és 115 szekvenciak, ebben a sorrendben.

Fv molekulat tartalmazoé peptid vagy polipeptid, annak konstrukcidja, ezek

barmelyikének egy fragmentje, vagy egy fragment konstrukcioja, ami

(a) egy elso sejten levod ismeretlen ligandumhoz kotddik, amely sejt az elsé és masodik
fazisban van, és ahol a kotodés hatékony a masodik fazisban, de lényegében nem

hatékony az elsé fazisban, és,

(b) az immun-keresztk6td reaktivitas miatt, specifikusan vagy szelektiven kotodik egy a
masodik sejten levo ligandumhoz, és amelyben az Fv molekula egy scFv vagy dsFv,
és ahol Fv adott esetben tartalmazhat egy vagy tobb tag-et is, és amelyben az elsd
hipervariabilis régié egy CDR3 régio, amelynek aminosav szekvenciajat a SEQ ID

NOs 8 vagy 20-t tartalmazé csoportbol valasztjuk ki.

8

LY
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A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsd sejt

normal sejt.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsd
fazis nem aktivalt fazis, a masodik fazis aktivalt, serkentett, modositott,

megvaltozott, vagy megzavart allapot.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a masodik

sejt koros sejt.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

rakos sejt.

A 179. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kéros
sejtet a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia,

adenoma, lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 181. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a koros sejt

leukémia sejt.

A 182. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a leukémia

sejt akut myeloid leukémia sejt.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a peptid
vagy polipeptid a masodik sejt ligandumjahoz valé szelektiv és/vagy specifikus

kotddését elsdsorban egy elsd hipervariabilis régid hatarozza meg.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a kotési
szelektivitast vagy specificitast masodlagosan befolyasolja egy masodik
hipervariabilis régio, egy harmadik hipervariabilis régio, és/vagy egy vagy tobb, az
els6, masodik és harmadik hipervariabilis régioktol upstream vagy downstream

elhelyezked hatarolo régiok, ebben a sorrendben.

Ligandum, amelyet a masodik sejt expresszal, és amelyet kotni képes a 176.

igénypont szerinti peptid vagy polipeptid.

Molekula, amely felismeri €s megkoti a 186. igénypont szerinti ligandumot.
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Nukleinsav molekula, amely kddolja a 138., 171., 173. vagy 176. igénypontok
barmelyike szerinti peptidet vagy polipeptidet.

A 188. igénypont nukleinsav, azzal jellemezve, hogy a nukleinsav DNS.

A 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy az elsé sejt

elsé és masodik fazisa ugyanaz, és ahol az elsé sejt egy sejtvonalbdl szarmazik.

A 190. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a
sejtvonalat a kovetkezo csoportbol valasztjuk ki: Jurkat, MOLT-4, HS-602, U937,
TF-1, THP-1, KG-1, és HUT-78.

A 138. vagy a 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa a
gyogyszergyartasban, eldnyosen asszociacioban, hozzacsatlakoztatva, kapcsolva,

kotve, kombinalva, vagy fuzionalva egy gyogyszerhatdanyaghoz.

A 192. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a gyogyszernek a

koros sejtek elleni aktivitasa van.
A 193. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a koros sejt rakos sejt.

A 193. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy, a sejtet a kovetkezd
csoportbol valasztjtuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.
A 195. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a sejt leukémia sejt.

A 196. igénypont szerinti alkalmazas, azzal jellemezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.

A 138. vagy a 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid gyogyszerként valo
alkalmazasa, elédnyosen asszociacioban, vagy hozzacsatlakoztatva, kapcsolva,

kombinalva, kotve vagy fuzionalva egy gyogyszerhatdanyaghoz.

A 198. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve, hogy a

gyogyszernek koros sejtek elleni aktivitasa van.
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A 199. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a kéros
sejt rakos sejt.

A 199. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a sejtet a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma,

lymphoma, myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma sejtek.

A 201. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a sejt

leukémia sejt.

A 202. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a

leukémia sejt akut myeloid leukémia sejt.

A 138. vagy 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa koros sejtek

novekedésének gatlasara felhasznalhato készitmény elSallitasara.

A 204. igénypont szerinti peptidjének vagy polipeptidjének hasznalata, azzal

jellemezve, hogy a sejt leukémia sejt.

A 205. igénypont peptidj vagy polipeptid alkalmazasa, azzal jellemezve, hogy a

leukémia sejt akut myeloid leukémia sejt.

A 138. vagy 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid alkalmazasa, rakos
sejtek novekedésének gatlasara felhasznalhat6 készitmény eldallitasara, és amely
emlitett készitmény legalabb egy vegyiiletet tartalmaz, amelynek egy gyogyaszati

ligandumja szelektiv és/vagy specifikus rakos sejtekre.

Készitmény, amely legalabb egy, a 138. vagy 176. igénypontok szerinti peptidet
tartalmaz, asszociacidban, vagy hozzacsatlakoztatva, kapcsolva, kotve, kombinalva
vagy fuzionalva egy gyogyszerhatdanyaghoz, gyogyaszatilag hatékony

mennyiségben, és elényosen egy gyogyszerészetileg hatékony hordozot.

A 208. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a peptid vagy

polipeptid és a gyogyszerhatoanyag egy koté molekulan keresztiil kapcsolodnak.
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A 209. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a kétd molekulat a
kovetkezd csoportbdl valasztjuk ki: dikarbonsav, maleimido-hidrazid, PDPH,
karboxilsav-hidrazid, és egy kis peptid.

A 209. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a kis peptidet a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: AU1, AU5, BTag, c-myc, FLAG, Glu-Glu, HA,
His6, HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-TAG®, T7, V5, és VSV-G.

A'137,170., 172. és 175. igénypontok barmelyike szerinti peptid vagy polipeptid,
azzal jellemezve, hogy a tag-et a kovetkez6 csoportbdl valasztjuk ki: AU1, AUS,
BTag, c-myc, FLAG, Glu-Glu, HA, His6, HSV, HTTPHH, IRS, KT3, Protein C, S-
TAG®, T7, V5, és VSV-G.

A 208. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a
gyogyszerhatoanyagot a kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: radioaktiv izotop,

toxin, oligonukleotid, rekombinans fehérje, antitest fragment, és rakellenes agens.

A 213. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a radioaktiv izotopot a

111. 05

kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: ' 'indium, 'Pindium, **™rénium, '**rénium,

99m,

L 1
technécium, '2'™

122m 125m

tellar 'S’ talium, '’

tellur, talium

10! rénium, tellar,

Bealium 'Pjod, 1%6d, 2'jod, Pj6d, #™kripton, *xenon, Pyttrium, 2'*bizmut,
Ther 18 - 97_ . 103 . - - 107,.:
brém, ! fluor, 95rutemum, ruténium, ruténium, lOsrutemum, higany,

*higany, *"gallium és **gallium.

A 213. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a toxint a kdvetkezd
csoportbol valasztjuk ki: gelonin, Pseudomonas exotoxin (PE), PE40, PE38, ricin,

és ezek modositasai és szarmazékai.

A 212. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a rakellenes agenst a
kovetkezo csoportbol valasztjuk ki: doxorubicin (adriamycin), morpholino-
doxorubicin, methoxy-morpholinyl-doxorubicin, cis-platinum, taxol, calicheamicin,
vincristine, cytarabine (Ara-C), cyclophosphazdde, prednisone, daunorubicin,
morpholino-daunorubicin, methoxy-morpholinyl-daunorubicin, idarubicin,
fludarabine, chlorambucil, interferon alpha, hidroxi-karbamid, temozolomide,

thalidomide, bleomycin, és ezek szarmazékai.



217.

218.

219.

220.

221.

222,

223.

224

225.

226.

227.

228.

125

Modszer a sejtnovekedés gatlasara, amely magaban foglalja a sejttel valo érintkezést

a 138. vagy 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid egy adott mennyiségével.

A 217. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejtet a kovetkezod
csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukemia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma.
A 218. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a sejt leukémia sejt.

A 219. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a leukémia sejt akut

myeloid leukémia sejt.

Gyodgyszerkompozicid, amely legalabb egy, a 138. vagy 176. igénypont szerinti
peptidet vagy polipeptidet tartalmaz, hozzacsatlakoztatva, kapcsolva, kotve,
kombinalva vagy fuzionalva egy diagnosztikai lokalizacioban, vagy tumor

vizualizacioban hasznalatos képalkoto agenshez.

Kezelési modszer beteg paciens kezelésére, amely magaban foglalja a 138. vagy a
176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid egy adott mennyiségének adagolasat

a betegnek, amely hatasos a betegség kezelésére.

A 222 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a betegséget a kovetkezd
csoportbol valasztjuk ki: carcinoma, sarcoma, leukémia, adenoma, lymphoma,

myeloma, blastoma, seminoma, és melanoma.
A 223 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a betegség leukémia.

A 224 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a leukémia akut myeloid

leukémia.

A 138. vagy a 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve,
hogy az Fv molekula specifikusan vagy szelektiven kot akut myeloid leukémia
(AML) sejtekhez.

Ligandum, az AML-sejteken prezentalva, amelyet a 226. igénypont szerinti peptid
vagy polipeptid kot.

Peptid, vagy polipeptid, mely kotodik a 227. igénypont szerinti ligandumhoz.



229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

236.

237.

238.

126

Diagnosztikai kit, a kezelés hatékonysaganak in vitro analiziséhez, a kezelés elott,
soran €s utan, amely tartalmazza a 138. vagy 176. igénypont szerinti peptidet vagy
polipeptidet, hozzacsatlakoztatva, kapcsolva, kombinalva, kotve, vagy fuzionalva

egy indikator marker molekulahoz.

A 229. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy az indikator marker molekula

fluoreszcens molekula.

A 230. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a fluoreszcens markert a
kovetkezd csoportbol valasztjuk ki: fluorescein, rhodamine, phycoerythrin, és ezek

modositasai és szarmazékai.

A 229. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a kitet rakos megbetegedések

diagnosztizalasara hasznaljak.

A 139. vagy 176. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy
a konstrukci6 Ig polipeptid.

Modszer a 233. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid eldallitasara, azzal
jellemezve, hogy az Ig polipeptid hozzaférhetové van téve, mint rekombinans

fehérje és egy eukariota sejtes rendszerben allitjuk eld.

A 234 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az eukariots sejtes

rendszer emlés sejtes rendszer.

A 233. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy az Ig
polipeptid IgG polipeptid.

A 236. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy az IgG
polipeptid CDR3, CDR2 és CDR1 régiokat tartalmaz, melyeknek szekvenciai a
SEQ ID NOs:8, 115 és 114, ebben a sorrendben.

A 236. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy az IgG
polipeptid CDR3, CDR2 és CDRI régiokat tatalmaz, melyeknek szekvenciai a SEQ
ID NOs:20, 115 és 114, ebben a sorrendben.
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A 237. igénypont szerinti IgG polipeptid , azzal jellemezve, hogya CDR3, a CDR2

¢s a CDR1 régiok nehéz lancuak.

A 238. igénypont szerinti IgG polipeptid , azzal jellemezve, hogya CDR3, a CDR2

¢és a CDRI1 régiok nehéz lancaak.

A 237. igénypont szerinti IgG polipeptid , azzal jellemezve, hogya CDR3, a CDR2
és a CDR1 régiok konnyii lanciak.

A 238. igénypont szerinti IgG polipeptid , azzal jellemezve, hogya CDR3, a CDR2
és a CDR1 régiok koénnyli lancuak.

A 233. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy az IgG
molekula tartalmaz egy nehéz lancot, amelynek szekvenciaja a SEQ ID NO:26 és
egy konnyii lancot, amelynek szekvencidja a SEQ ID NO:27, vagy ezekkel 90%-os

aminosav hasonl6sagot mutatnak.

Modszer a 139. vagy 176. igénypontok szerinti peptid vagy polipeptid eldallitasara,
azzal jellemezve, hogy a peptidet vagy polipeptidet egy prokariota vagy egy

eukariota sejtes rendszerben allitjuk el6.

A 244 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a prokariota rendszer E.
coli baktériumokat tartalmaz, amely emlitett E. coli baktériumok tartalmaznak egy

expresszios vektort, és az eukariota rendszer emlos sejtes rendszer.

A 245 igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a prokariota rendszer
expresszios vektora tartalmaz egy promotert, amit a kovetkdzd csoportbol

valasztunk ki: osmB, deo, B-lac-US5, AP; és CMV.

A 138. vagy 176. igénypontok szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve,
hogya CDR3 régio aminosav szekvenciaja Rj-X Phe Pro-R,, ahol R; és R;
mindkettd 0- 15 aminosavmaradékot tartalmaznak, és ahol X lehet Arg, vagy Gly
vagy Lys.

A 138. vagy 176. igénypontok szerinti peptid vagy polipeptid, azzal jellemezve,
hogy az emlitett peptid vagy polipeptid tartalmaz legalabb egy nem természetesen

eléforduld modositast.
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A 248. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy a nem
természetesen eloforduld modositas a peptidet vagy polipeptidet immunogénebbé

vagy stabilabba teszik.

A 249, igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , azzal jellemezve, hogy az
elmitett legalabb egy nem természetesen el6forduld médositast a kovetkezd
csoportbol valasztjuk ki: peptoid modositas, semipeptoid modositas, ciklikus peptid
modositas, N-terminus, C-terminus modositas, peptidk6tés modositas, peptidlanc

modositas és aminosav modositas.

A 138,171, 173., 176. vagy 198. igénypontok barmelyike szerinti peptid vagy
polipeptid alkalmazasa az autolog csontveld ex vivo panningara, az abnormalis

sejtek eltavolitasara.
Peptid vagy polipeptid, melynek a kovetkezo a szerkezete:
A-X-B

ahol X egy hipervariabilis CDR3 régio, melynek szekvenciaja a SEQ ID NO. 8 vagy
20; és A és B aminosav lancok lehetnek, 1-1000 aminosav hossziisagban és ahol A

az amino-vég, és B a karboxi-vég.

A 252. igénypont szerinti peptid, azzal jellemezve, hogy A 150-250

aminosavmaradék hosszi, és ahol B 350-500 aminosavamradék hosszu.

A 253. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid , amely egy nagyobb, vagy teljes

antitest vagy egy multimer része.

Két peptidet vagy polipeptidet tartalmazo dimer molekula, amelyek koziil egyik a
252. igénypont szerinti peptid vagy polipeptid .

A 252. igénypont szerinti, két peptidet vagy polipeptidet tartalmazé dimer molekula,

azzal jellemezve, hogy a két alkotorész azonos.

Nukleinsav molekula, amely a 252. igénypont szerinti peptidet vagy polipeptidet,

vagy a 254. igénypont szerinti dimer molekulat kodolja.
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258. A 235.igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az eml6s sejtes rendszer
SRaS promotert tartalmaz.
259. A 235.igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az emlGs sejtes rendszer
CMYV promotert tartalmaz.
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<210> 203
<211> 277
<212> PRT
<213>

<400> 203
Met Lys Tyr
1

Ala Gln Pro
Val Val Arg

35

Phe Thr Phe
50

Lys Gly Leu
65

Gly Tyr Ala
Ala Lys Asn
Thr Ala Val

115

Gln Gly Thr
130

Cly Gly Ser
145

val Ser val
Ser Leu Arg
Ala Pro Val

185

Pro Asp Arg
210

Ile Thr Gly
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Arg Asp Ser

Thr Val Leu

Leu Asn Gly
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Pro
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Glu
Asp
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Gly
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Ala
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Thr
Glu
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Ser
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Gly
Gln
Ala
Tyr
Ser
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