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A taldlmany olyan antitest molekulakra vonatkozik, amelyek legalabb egy olyan CDR-t tartalmaznak, amely human TNFa
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betegségek kezelésében.
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Human tumor nekedzis fakitonaifs speoifitus antitest molekuldk s alkalmazasuk

A tldindny olvan antitest molekuldrs vongthozik, smsly 8 human tumor
nakrdzin fakioralfa (THFQ) antighn-dotermindnsaira spogiikus, A faldimany a2
antitest molskula ferdpids slkalmazdssm ds sz antitest molekula albalitds
shdrasdra is vonatkazik,

A teldlmdny Hrgedt antifest molskuldk képesik Egy antilest maolskula ket
neher ooy ds kot ROyl Bnehd! 8l Mindké nehdy lane &8 mindkét Rt
idnc Ndienminglis vége vandbils domént tarlalimas. Ar sgyes variabiliz domének
negy-ndgy Famework régidbdl (FRe) afinak valtakozva hdrom komplementsrifast
meghatdrozd épidval complementarity detsrmining regions = CDRs) A varidbilis
domdnakban Bed csoporink & Kabatl és munkatdrsa Sial kidolgorol! rendszamask
magfeleiten, megdiiapodss szerint vannak szdmosva, A randszert 3 kKdvatkezd
Kadvany ismertetl: Kabat of gl Sequences of Proteing of immunological interest,
US Depariment of Health and Human Servicas, NiM, USA {1887} [a tovabbiakban
Sabat st all (supral’l B5t 8 szdmoczdst rendszadd hasendljuk obben 2 lobishan,
ha maskant nam jelessik.

A Kabat isle csoport jeltidssk nem mingdiy sgusensk meg ponlossn az
aminosavesoporiok  {faminosaymarsdekol) nednis ssamozdsavsl, & Bnyieges
ingdris aminosavszskvencis kevessbby vagy Obb aminosavat farlsimashst &
pordos Rabal Bls szdmozdshor kepest, annek megfelelben, hogy e slsp
variabilis domen sserkazst sgy serkazsdl komponensst « akdr Hamawaek, skér
COR ~ megrdvidititk vagy begpilessel maghosseabbifjuk

& osoporiok hebves Kabal sedmosdsdt egy sdofl anldestre Ggy lehet
maghatdrosnl,  hogy az anlilest ssohvencigigban 8 homoldg  osoporiokat
Sesreigazitivk sgy standard” Kabat szerint sedmozoll srekvencigvall

A nehdr ne vanabilis domén COR-el 2 31-35-0% csoportnal {CORHY, 50
85 cxoporinal {CDRHE) s 86100-08 csoporingl (CORH3} helverkednek ol a
Kabal asamazas seerint.
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& kOnnyll Mne vardbilis domén COR-ef g 24-34-es maaportnd {OORL T, B0
So-on oouporindl {CORLE) &x 8O-07-es croportidl (CORLI) helyezkednek of &
Rabat sedmosss saanint.

COR-beiiliclell antitostek <l0AHIGE e B az EP-AD23840D szdma
szabadalmi bejelantss, amaly ogy olvan effrast ismatdel, ameleban egy sgfy
monakiondlis antiisst COR-el egy humdn immunglobulin vandbills domenjeinsk
framawork pdQdiba Glelik be  helyre  dnyulds mutagenszisssl,  hosszi
ofigonuidestidokat hasendha. A CDR-ak hatgrozzdk meg a2 antitastek antigénkdtd
spocfiniidsdl Desk viszomviag rdvid poplid szekvencidk, ameirokst a vandbilis
domdnek framework régi hordoznak.

A monokiondls antitesiek COR-badiltetésssl vald humanicdlisdt odled
fogkordbbl munkd! saintatibus antigénekat « Hysn példdul s NP« felismard
monokionglis  antiloslekied vogeziék, Asonban olvan példaksl, amslyskban
fzozimet follamsrd egdr monokiondlis antitesiag &3 humén T-oejieken vl antigdnt
folismerd pelhény monoldondls  anlitestat  humanizaliak COR baliistésssl,
Varhpeyan &g munkativeal Verhosyen et al, Salencs, 38, 18341838 {1888y
friak de

Rischmann &8 munkatiusal megaliapiioliak, hogy sgyvedit a CORwsk
ahvitale Jamint azt Kabat (Kabat of &, asd font) o Wy ot al {LExp. Med,, 138,
21LE50 (1870} loiddk]l nam olégséges shhosr, hogy hisligHd antighn kOB
aklivitast biztositson 8 COR-belllelall lormek seamara. Ast tal§iiak, hogy szdmos
framawork csopontol meg keliell valtoziainl ahboz, hogy meglelsliensk 8 donor
framework régid csopardiainek. A WO SOTRST szdmi nemestkda kdrsststall ral
gianiolt  Rrldrimokal eraimaz azon amewsrk  osoportok Kivalaszigsahoe,
amalysket msg kell viltozistn

Nagyszama obyan dssaafoghld kdzlsmdmt publikaliak, amelyek CDR-
belilitetelt antilesiske! argyalnak, baledrive Vaughan &8 munkatdrsal kichményst
[Vaughan ot &, Naturs Biotechnnlogy, 18, G356-538 (18884,

A THFG egy pro-inflammatorikus cliokin, amelel a2 immunrendszes ssilisd
borsdtanak ki €s amely mr immunvendszae sefljeivel kdlesOnhatast Sesit, A
THFad olvan makeolSook  wmelR, amalvskel Gram negatlv bakidrumek
ipopoliszacharidial (LPS) aldivaltak. Ugy Hink, hogy & THNFo doéntd fontosségd



sndogdn medidtorként szerspet jdlszik o bakteridlis sropszisas! o endotoxkus
sokk kialakuldsdban &3 palogenaissben. Ast is Rimulaidk, hogy 8 TNFg szamos
human betegségben felsraporadik, beledrive ax olysn kdnikus belogsdgeked,
mint 2 thoumateld arthritls, Crobn balegegg, collis wlosrosa &3 8 sulerosis
muttiphax, Humdn TNFe banssgenikus  sgerek  lemmdazetikns! foges  nagy
mannyisdgld THFad termelnek @8 sgy thewmatold artheilishes hasonld spontdn,
destrukliv poliartheitis! follesziensk K [Kaler of s, EMBG 3, 10, 403540
{19811 & THFot ezdén pro-inflammatonius citokinnsk nevesii,

Mogaltetleg mér il THFo sllend monoklondlis anttestskel Meager és
munkatirsal Meager of al, Hybeidoma, 8, 388-370 (1887} sk a rekumbindns
ThFg sllent monoklonals antilestsk slkelmeazdsdt, vgyanakior meghatdrstdk o
THF-en Bvd nautralizdld spitdpoksl. Shimalomo és munkatiessl fonunelegy
Letlars, 17, 311318 (1688)] THF« oient o208 monokiondis  antilestek
alkalmazasand &g Sgdsekben endolorikus sokk megeliedadm vald hasandistany
friak, Exenkivi g WO S3M11383  szdmi nomzetkizl kissdtstell wal THFoas
specifilus rehombindns antilesiskre -~ holedrive a CORbelillelll antlostaket ~
dyan CDRbetitelell antitesiek theumatond arhnilis kezsldsehen vald alkalnasasdt
Irhdk le Az US-A-R @18 452 sxdmd seabadaimi lairas anti-THF kiméra antilesieles
dg THF islenidtivel Gosrefined kdros dllapotok koselesdban vald aliglimardsulos
wonatkozik,

A THFg sliand anttostekel endotoxikug sokk megeilizdsdre 88 kezpldsémn
i javasoligk [Hentler et al, Scienos, 34, 470474 {10883 Hodmer &
munkatdrsal [Critical Case Madicing, 21, S5441-5448 {10833, valamint Wherry &8
munkatdrsal {Critical Cars Medione, 21, SA3%-8440 {1883 sesphixus sokk
razelésaban az ant-TNFg antilesiek lorapias polencidliandd ariekeziek. Az anl-
THFg antitosiek sseptikus sokk kerslisére vald slhalmardssdt Rirschenbaum &
munkatarsal {[Oritioal Carg Madicing, 28, 18235-18238 (1908} is taglalisk. Rollagén-
ndukdlt  adteilis holdkonyan  keoelhsld  anthTHNFn  monokiondlls  antitest
atkalmardsdval Williams st gl PNASUSA, 88, 57849788 (188811

Rhsumnsiold arthritis-ban szanvadd pogiensek iziie nodvdben & perifdnas
varghen 2 TREFQ megndvokodell szinfisll mutaliak & Amikor rheumatoid
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arthritisben szenvedS pacianseknek THFY blokkold seoreke! adiall be, ssek
cadkkantefiék a gyulladast, joviloldk a Hinelokel &g késlolleldk sz xldst
karosodasst MoKown st gl Arthritls Rheurm,, 48, 120441208 {18881

Az anth-THFo  anlitsstek  theumalold  stheills &8 Coohnt belegssy
kareicsdben vakh skalmasasdndl g kiveliexd Rdziemdnyek szdmollak bs
Faddman at al, Transplaniation Proceedings, 30, 413841127 {1888}, Adorind ot al,,
Tronds v immuncdogy Today, 18, 308211 (1887 &s Feldmarn ot &, Advances in
fmnunciogy, 84, 283350 {1887, &r dyen kepelosskher hasendlt THFg effen
antifestek dlialaban kimem antilesisk. yenskel larlalmaz az USAE 818 482
szdmu szabadaln bejalanids,

JSolenteg k&t TRFg blokdald toomdlo van sngoadilyssve rheumalold arthritis
kezoldadrn, Ar slslt ~ neve slanercept ~ a8 Immunex Corporgtion forgsimases
Enbrel mdrkanéy alaft, Bz agy rekombindns fGzids prodsin, amely egy humdn
mmunglobulin Fo orészher kaposoll k& pf8 oldhald THNFveosplor domeénd
mrtelmez. & masadikal, amalnel 8 neve inflikimab, 8 Cenlowsr Corporation
Rwgaimares Remicade ndven. B egy kKimera antitest, amely sgsy ant-THFg
varidhilis domdneket és human lgG1 konstans domdneke! tarlalmas.

Az elfzdsk folvamadn  slialitot  sskombindns  anthTHNFD andilest
mslekuldinak Stalaban gyange affinitdsa volt THFo-hoz, dsseehasoniitva azokkad
az antilestelkkel, amelyekbdl g varidhills régidk vagy 8 CDR-ek szdrmastak. Ersheat
& molskuldkat allsldban emids sojtekban kollall termalnt &5 kdlsegss volt a8

alicliitdsuk. Az sltrdek spernnt slBaHHoll antiv TP anlieslel lelrdsdt Bsd
Staphens ol al, Immunoiogy, 85, SBEGT74 (1988} tovabhs ORBA-Z 248 &70 és
GRS 287 148 szabadaimi bejelentss,

Slephans & munkatirsal foununciogy, 1885, 854}, S88-874) lelmak sgy
cadkkantall mmunogenitissal en gonlerapifra vald alkaimessdgol mulsidan
hosszabl feidleliddvel randelkezd, antb-hTNFU antitestan {OROMD) alapuid, COR-
hetitelet, humanizall antb-humdn-TNFo anftestat (CPD &7 1),

ey van krdntles gyulladasos {InBlammatoriius) belagsdgek kersidsdrs
alkalmas olyan snillest molokuldra, amely smélellen akaimazhatd s kmnyen, i
kiwzatatial ermaiheld Ugyancsak igeny van olvan antilest molekulans, amalynek
orty az affiniass TRFa-hos 85 emberekben alacsony az impmunogén hatdsa,



Bisd alakként agy TNFara specifkus olvan antitest molekulat smarteliink
amelvben & nehdz Ane vandhills doménie trrlalmaz olyan COR {Kabat &f al
{supra} definfoldia seerint], amelynek a szekvancidia CORHYT gsadén & 3. dbrdn
Hiként megadott {1, szdmi szekvencia vagy mdasszdval Lex azonositd s2ému
srekvencia), CORHE esetén o 3. dbrdr HEkénd magadoft (2. s28ma seekvancia)
Vagy 8 3 abwdn HI-ként magadott (7. seami szekvenoia), vagy CRRHS esalén a
3. abran H3-ként megadott (3. s28&ma saskvencial,

Az alsd alkk antilest molekuldis legalabb egy olvan COR hwtalmasz,
amelyel 8 MY, M2 vagy HE &8 HZ {1 seamd sesbvanaia; 2 sedmi sealkvensia;
vagy 7. szam szekvancia &6 3. s28mu szekvencia) kO vilasstunk 3 nehég lang
variabilis domén szdmdra. Az antites! molekula aldnydsen két vagy b CRRA
tartadmaz, sliinyds, ha mindhdrom CORY lartalnezza & nehée fane vanabidis
doménben.

Masodik alakhént sgy ThNFga specifius ohan antitest  molekulst
mmertetlink, amsivben g kdnnyd dne varigbilis doménje {aralmar olvan CDRY
(Kabat st al (8sd fent) defininidia szerint], smehmek a szskvenciia CDRLY
csetén & 3 abedn Lhkant megadolt (4. szami seekvencia), CORLE seslén g &
Shrdn L3-ként megadolt {8, sadmi seekvenuia) vagy CORLS ssetdn a 3. sbhan L3
kKént megadot! {8, s2dmu sekvendial.

A& masodik alal antitest molekuldia legaldbh sgy olvan CDORY tatlaimas,
amahat gz L1, L2 S8 L3 {4 szdmt seekvencialt! & 8§ sedmil sxehvenaidigy RaaUl
valasziunk 8 konnyl Bne varidbilis doménhes. Az antilest molskula sidnydsen
legaldbh kK& vagy ©bd CDORY tartalmas, eldnyds, b mindhdrom CRRA
farisimarsa & Ryl Bne vanabilis domaénben.

Az elsd &8 masodik alak anfilest molskulal slidnyisen komplamentsy
kOmnvd fancot, dHelvs komplementer nehér lanoot fartglimasnsk.

Eitnvds, ho az olsd &s masodik alek seerintt antitest molekula tartalmaz
olyan nehez lancol, amelvben 8 variabilis domén tartaimae olvan COR [Kabat ¢
al, {lasd fent) definduidin sxerint], amelnsk & szekvencidia CORHY esatén a 3
abran Hi-ként megadolt {1, szdmi szekvencia), CORHZ ssetén g 3. dbrdn HE
ként vagy HZ-ként magadolt (3. seamd soekvancla vagy 7. szdma szekvencial
vagy CDRHS ssetén a8 3. Sbedn H3ként megadoall (3. szdmt szekvencial, &8
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tartaimas olvan kannyd Boeol, smelyben g vandbills domen tartaimag olyan CORA
Kabat ot gl, (dad fent) definfclbia szenint], amelynok a seskvencidja CDRLA
csatén @ 3 abran L1ként megadoft {4, szdmi seekvanaia), GDRLZ ssstén g &
abrgn L2-Xént megadolt (5. szdmil szekvenca), vagy CORLS esefén g 3. abran
L3-ként megadott (8. szémi szakvenaia).

A& fent emiltett CDR seabvencidk ~ sxaz a2z 1. szdma & 8 37, szamd
srekvencigk, Hetve a 3. dbrén srempid seekvsncidlk ~ hTNFSO egér monskinalis
antitesthbd szérmaznak. A 2 szdmd sxekvancia axontan egy hibrkd CORBS &l A
hitwid COR taralmasza a ATRF4G agér mongkiondlis antilesthd! vald nahde fane
CORZ (7. szémg szekvencia) rdszét és egy human J-as csoporth wsivavonal WV
régiS seekvenciabdl vald nehéz ldne CORE wszdt

Az egsr hTNRLD antitest varkibills domeénjsinek telies szekvencidit g 8. sbra
kesnmyd ane) (88 szami szekvencia) és a 7. dbra {nehdz lang) (100, szami
srekvenoial mutetia, Ext az sgdr antiteste! 8z aldbhiskban Jdonor anlitestnek
nevezzik.

Az olaé vagy méasodik alak egy ebsd vagylagos kivitelt formala & hTNFAG
egdr monokiondlis antitest, amalynek konnyl és nehér lane varidbilie domen
srobvencialt a 8. dbra (99, sxamy szelvenciy), fHletve a 7. abra (1000 szdéma
szakvencial muiatis be. A RTNFAG vdnnyl Bne sonstans régid Kappa 63 a nehez
Bane konstans b IgGEs.

gy masodik vagylagoes kivitell formaban az elsd vagy masodiy alak xézdl
valamealyik sserintl antifest gy Riméra egdrhumén antitest maolskula, amelyst 8
kimérs hTNF40 antitest molekuldnak noveziink. & Kimdra antitsst molskula
fartaimazze 8 hTNF40 egér monokionalis antlest variabilis doméniatt (88, szamd
S5 100, szdmi szekvencia) &s tarlalnas human konstans doménekel, Eldnyds, ha
3 Kimarg HTNF40 antitest molskula 8 human € kappa doment arlaimazes [Hister
ot g, Cell, 82, 187-207 {1880, Génbank lajstromazdm: JU0Z4 1) a kdnnvd lanchan
&% 2 humén gemma 4 doméneket [Flanagan el al, Natwe, 300, 708-713 {1888 a
rehér dncban,

Egy harmadik vagyiagos kivitell formaban az elsd vagy mésodik alak sgyike
szerint antitest egy COR-badiictel! antites! molekula, A, CORDballatet! antitesd
maolekuls” kifejexds, shogyan i hasenaliuk, olvan antites? molekuldras vonatkozik,



amelvben a2 nehdz dafvagy kKonyh Bnn g donor antitestbll (pelddul egy egde
monokiondlis antitesthal) egy vagy bt CORY heledrive, ha Kvant, egy hibrid
OORD tartalmaz egy skeaplor antitest (példaul sgy human antilast) oahds
Ssheagy kinnyd igne varidhilis régid frameworke beliftetvs.

Egy than CORbelitetetl antites! varidbilis doménje lartaimashat akoeptor
fravniowork sigiokat, valamint sgy vagy tabh fentiekben emiftatt donor CORAY

A CDF-ek bheliiclésekor minden moplicleld skeeplr vandbils régid
framework haszndihatld, Sgyclembe vévg anngk 8 donor antitesinel ax oaetalyat,
fipusal, amehbdl a COR-ek ssdmaznak, balegtve gz egér, Kendds & human
fraroswork regickat & idimanyban slhalmashatd human ramework ssekveanciak
példdul g kbvetkerdic KOL, NEWM, REI EU, TUR, TEL LAY & POM [Kabat &
al, {(dsd fentl] Psldau & KOL &5 NEWM a nghér Bnchoz hasendihats, a REl g
kétnnpd anche hasendihald és gz BU, LAY s POM mind & nehéz nehag, mind
a kOnnyl nchoz hasendihatd, A kinnyl dnchoz elbryds framework régidk a
hudn Las osoportha tarkeed famework régisk, amsdysk az 1. dhran athaldk
{83, 8BS, 87, &y 87 szdmi svehvanuidk) A nehez lnchor slinylds framework
régitk 8 human tes csoportba ¢3 S-as csoporiby tartoxd framework rogilk,
amelyekst & 3. abran mulatunk be {81, B3, 88 s §7. szdmu seakvenciak, delva
108, WY, 108 &5 108, sedmd saskvencisk}.

gy taldimany searintl COR-beiileiell antitestben slinyben rdszosiiiik sz
olvan akeeptor antitest hasznalatdt, amelynek a ldncal homoldgok a donor antitest
Ancaival. Nem felidtientl asliksdges, hogy @ nehéz dg kdnnydl lane ugyanabbdt az
antitestb! ssdarmazedk, 68 ha Rivén!, adabnazhal Sssselstl Boookat, amelben g
frarnework régidk kitdnhézd idncokbd! sedrmaznak.

Tovabld, sgy CDOR-beliistefl anlilestben nem sziksdges, hogy &
framework rogiok szekvencidia poniosan UGYRNAZ & seekvancin logyen, mint a8
skoeplor antitest frrework regis. Poldail 3 seokatlan csoportokal az seen
akoeptor ldne oszidlvban vagy tpushan gyskrabban aelbforduld csoporiokid lahet
viltoztatnl, Efisrhatunk Ggy I8, hogy a2 skesplor framework nigickban 8
Kivalasaiodl csoporiokat dgy valtosiatiuk meg, hogy ssk meglelalionek annsk 3
ssopotinak, amely & donor antitestben ugyanabban & pozicithan alaiheid
Eeeknél a vallortatisokndl be kell tartani azt & seiksdges mindmumotl, hogy
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megkapiuk a8 donor antilesl affinitdsdl. Az skesplor framework régitban a
croporiok  kivalassidednal matodikaiat - awsz hogy melyekel sziksegss
megvaltoztatind ~ & WO 108087 szdmi nemzethizl kazzétélell rat lsmeartett

Egy CUOR-baGistell antitest molekuldban, amennyiben a2 skosplyr neheéz
anchan humdn t-es csopoti fameawork régidk vannek (asd a 2 Sbedl) (81, 83,
85, &s OF. szdmi szekvencidkl, skkor ar ax slbnyds, ha a nehdée Ane skosplor
framework régidk az gy vagy ibb donor COR-n kivi & 28, 68 &3 71, pozicidhan
abat ot al, (8sd ferd}] is donor csoportokat tartalmazngk.

Wagy pedig, ha a2 skosplor nehés lang 1-s5 csoporit famewaork rogibkat
tartalmas, akkor a nehée Hine skosptor fromewark régiok 3z sgy vagy Kb donor
COR-en kv, donor cooporfokat tadalmasnak a 28, 38, 48, 67, 88, &8s 71
pazicidhan [Kabat st al., {ded fenl) szerintl

Ha a DOR-baGiistelt antitest molekuiaban, amennyiben gz akeaplor nahés
Ene humén 3-as csoportt amswork régiokat (Iasd & 2. shedl) (106, 107, 108 &
108, seamG seekvendia) tartalimaz, akkor slényds, ha g nehéz Ene akeaplor
framswork rogitk 8z egy vagy bh dongr CDR-en kvl donor csoporiokat
tartalmaznal a 37, 28, 30, 48., 48, 88, 71, T3, 78, &8s 78 poricidhan [Kabat ot
al., {i8sd fant) szerindl

Egy COR-betltstell antitest molekuldban, amennyiben az akceplor kinnyl
e ~ humén 108 ceoporft framework régult vannak (ed az 1. abral) (83, 85,
87. és B8 szémyu scekvanvia), skkor sifnyds, ha a kinnyl Bne akoeptar
framework régil donar csoportokal tartalmaznak g 48. és 80 pozicidban [Kabat of
al, {lasd fent) srerindl

A donor csoportok 8 donor antifestbal szdrmazd csoportok, azaz shbdl az
antilasthdl, amelvbdl g CUIR-ok srsdetileg sedrmuaenak.

Az antitssl molskulz lorisimazhal sgy leles antifest molekulit telies
hosszissgl nehdz &s kanny ldncokkal, snnek sgy fragmeantumal, fven egy Fab,
madosiiolt Fab, Fab', Flab ) vagy Fyv fragmentum, kdnmyd oo vagy nehéz Bne
smonormert vagy dimert egyidnod antitestet, példaul egy sgyldned Pyt amsiyban g
nehdz ane &8s 3 kinmd lne variabilis domdnsk peplid inkerrel vamnak
Seszekaposoiva, Nasonid mddon, & nehér & kdanylt oo varishills domének i
kombindthatok mas antitest doménekkal, ghogy dppen halyénvald,
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Ar antitest molskuls lehet egy Fab fragmentum. Eldnyds, ha ¢ Fab
fragmentum nehdz lancdnak a szebvendidiat a 111 szamd szekvercia és kinnyl
fancanak a seekvencididt a 113 szdmi szekvencia adjs meg. A 111 szémd
seekvencia &8 a8 113 szam seekvencia seanntl  aminnsavezekvenciakat
affimpdsen a 110 s2dmi ssekvenda, lletve a 113 szému szekvencia seerintt
nukigotid szekvencidk kddoliak.

Eldnydanek tarfjuk, ha g lalimany szerinfl aotlest molekula egy olvan
madositolt Fab fragmenturm, amelme! s madasiias nehés Brnodnak Clemminalis
végéhez egy vagy 10bb aminosav hozzdaddsa, hogy se lehelbvé tegye egy
effeklor vagy riporter molekula hozzakapesoldsat. Elonyds, ha a hoszdadolt
arinosavak egy mbdosiiolt csukld régidt képesnek, amsly egy vagy tobb olyan
cisztgincsoportot tartalmaz, amelyhez az effeldor vagy riporter molekulst lehet
kapesolni. Egy dven modositolt Fab fragmentum elinyisen olyan nehéz fancot
tartalmaz, amelynek a szekvencididt & 118 széami seekvencia adia mey, és olyan
knnyG lancot, amelynek & szekvenciajal a 1130 szémi szekvancia adja meg. A
118, s2ami szekvencia szerinll aminosavezekvencilt eidnydsen 3 114, szdmu
srekvencia seatint nuklentid ssskvencia kadodjs.

Eldnyds sffskior csoport sgy polimer miolskuls, amelvet a modositolt Fab
fragmenturmboz kaposolhatunk, hogy ndveliiik in vivo felezést idejdt,

A polimmgr molekida Salaban szinfetikus vagy termdszatben olidforduld
polimer lehet, példdul adot esstben egy saubselitudlt sgyenes vagy elagazd ldnod
polialkilén, polialkenitén vagy polioxislkilén polimer vagy sgy lSgaxd vagy nem
sldgazo aned poliszachanid, példaut egy homo- vagy heteropoliszacharid,

A fert emiitett szintelikus polimerskben 8 spocidlis lelseés  srerindi
szubsrtituensek kOzO! jslsn lshet egy vagy bbb hidroxil, metih vagy metoxi-
gsoport,. A szintetikug polimergk konkret paldsiént emibitiik az adolt esetben
szubsziitualt egyenes vagy oldgexd Bnod polietiénglikolt, polipropilénglikolt,
polivirdlatikoholt vagy ezek szarmazckall, foképpen ap adolt esetben szubsaiualt
polietilénglikolt, ilyensk pl o metoxi-polietiiénglikol vagy ennek szémasékal A
speoialis, temmeseetben oifforduld polimerek kizd tarlozk » lekidz, amilds,
dextran, glikogén vagy exek szdrmazékal. ,Szarmazékok” ~ ahogyan it hasznaljuk

~ kiizé tattornak a reakilv szdrmazdkok, példaul o ticlszelekiiv reaktiv csoportok,
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mint a maleinsavimidek és hasonldk. A reaktly csoport kézvatlentt vagy linker
szagmentumon kereszild kothetd a polimerhez. Erthetd, hogy egy iven csoport
mgradeka bizonyos esetekben a fermeék rdszdt fogla képeand, sz antitest
fragmentum &s 3 polimer KEz0H Soszekatd cxoportként.

A polirmer médrele kivansag srerint wiltozhat, de allagos molekulattmeys
altaldban 500 « 54 000 B, alénydaen & 000 ~ 40000 D, kidltndsen
25 000 ~ 40 000 D tartomadnyban van, A polimer mératét elsbaorban a termek
tervbe vell alkalmazisa slapjan valaszthatiuk meg. Ennélfogva példaul shol azt
Shajjuk, hogy 2 termek fepjen ki g keringéshd! és hatolion be a szdvetbe, paldau
tumor  kerelesében vald akalmazds ssebdn, ot slbayds lehet egy Kis
motekulattmegit polimer haszndlata, ps&ldaul egy 5000 D k&l molskulatbmeqgel.
Olyan alkalmazasokhoz, ahol a termék a keringésbien marad, egy magasabb
molekulatimegll  polimer  hasznalata  lehet  sldnyds, példaul  amelynsk a
molekulatimege 25 000 D461 40 000 D-ig tered,

A klionosen eldnyts polimerek kozé tartozik egy poliakilén polimer, lyen
egy polictiénglikol vagy kildndsen egy meloxi-polietiiénglikol vagy ennek egy
srarmazeka, leginkabb kOridbellt 25 000 DGl kirlibeltt 40 000 DHig teredd
molekulaltimey {artomanyban.

A madositoll  antilest  fragmentumboz kapesolt  polimer  molehulak
kovalensen kétbdhetnek a fragmentumban elhelyeskedd ciszteinosoport kén-
atomjdhor. A Rovalens kdtds altsishan agy diszulfid kotés, vagy foként sgy kén-
szén kdids.

Ahol kivanalos, az antifest fragmentumboz egy vagy 16bb effektor vagy
riporter  molekulat  kdthelink, Az effekior vagy riporter  molekulgkal &
fragmentumban rendelkazésre S0 minden sidalldncon kereszildl &s ferminalis
aminosay funkeids csaporton keresztll kaposolhatjuk az antites? fragmentumsa,
péidaul barmilyen seabad  amino., iming., hdroxt- vagy kKarboxilesoporton
kerasettl

A fent lelt polimermodositolt  anditest  fragmentumok  elddliitasshoz
olyan polimsr, amely tartalimaz reaktly tiolesoportot, iven példaul egy a-halogén-
karbonsay vagy ésdler, paldaut jod-acstamid, sgy imid, pdidaul maleinsavimid,
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ey winb-sxulfon vagy egy diszufid. Az ilyen kiinduldsi anyagok a kemsskedelamben
beszerezhatdk) vagy elballithatok a kereskedelembdl beszersshstd kindulgsi
anyvagokbdl, hagyomanyos kémial elidrasok alalmazasdval

Poligtiténglikol (PEG) csoportok kaposolasdval kapesolathan megemiijik a
kivetkezd  Ripdvanyokst  Poblethylenglvesly  Chamistry,  Biotechnical  and
Biomedical Appheation”, szerk. 4. Miltory Harsis, Plenum Press, New York (1892)
Solyiethylaneglyeol) Chemistey and Biological Applications”, sserk. J. Milten

Harsis &8 & Zalipsky, American Chemical Sociely, Washington DG (1887
Astam and A, Dent, Grove Publishers, New Yark {1088).

Amennyiben az a kivanatos, hogy effektor vagy ripoter molekuldhor koot
anfitest fragmentumot kapjunk, ezt standard kémiad vagy rekombindns DNS
- gligrdzokkal allithatjuk o6 gy, hogy a2 antitest fragmentumot vagy kézvetlen(
kofiik az effekior vagy rporter molekuddhoz, vagy gy kapesold dgens dfan, az
aktivalt polimerrel wald reakcid oldlt vagy exuddn shogy dppen helpdnvald
Specialis kémial olfjdrdsck példaul azok, amelyekst 3 WO 93/08231, WO
QI2H83, WO 8HODIBS és WO BY/01478 nemzetkosl kirsstétell iralok
smeteinek. Vagy pedig shal az sffekior vagy riporter molskula proteln vagy
polipeptid, ot & kolds rekombingns DNS eljdrasckkal valdsithald meg, példadt
gy, ahogyan a WO 881533 g az EP-A-D3B2745 ratokban leirtsk.

A talaimany seerintl madostiolt Fab fragmentum eltinydsen PEGilezett
[azaz PEG (polistiénglikol} kapcosolodik hozza kovalens kéléssell sz ERA-
0848544 seamu szabadalmi bejelentésben left mddazer szerint. Eldnyds, ha a
faldimany szerintl antitest molekula sgy olyan PEGHeselt mddositolt Fab
fragmentum, amilyet a 13, dbra mutat be. Mint a 13, abrabdl kitlink, & modositolt
Fab fragmentum agy maleinsavimid csoportol tartalmaz kovalensen kitve agy
egyetlen  tolosoporthoz egy mddosiiott csukle régidban. A maleinsavimid
csoprthoz egy lizincsopart van kovalansen kaposolddva, & lizincsoporton 1évd
minden agyes aminotsoporthoz egy metoxipolistiiénglikel polimer kaposoladik,
amelynak koridbeltl 20 000 D a molekulatdmege. A telies sffeldor molekula dssz-
molekulatimege tehdt korihel(t 40 000 D.



A 13 Shedn feltUntetet vegyGletben eidnydsen az anliest rdsz nehég
dncdnak a saokvencididt a 115 szémi seekvencia s le. 8 kdnoyd Bne
szekvenciddl & 13 ssamy seekvercia Bzt s wegylistst it COP8TG-nsk
nevaRzik.

A laidimany sserint antitest molskula konstans  régid doménjelt -
amennyiban venek vannak ~ ar anlitest molekuls tervezell funkcididt e
fiképpen effeklor funkoidlt ~ amalyekre szitkséy lehet ~ lokintethe véve vilasstiuk
ki Példaul 2 konslang régd doménsk lehelnek human Igh, IgD, IgE, gl vagy
oM domének. Pontosabban, humdn g6 konstans régid domének hasandihatdl -
fokdppen ar G & 1gB3 izotipusok ~, ha az antitsst molekuldt terdpids
alkaimardsta szdniuk s antilest effektor funkoidkra van satksdy. Vagy pedig
9B s B4 xotipusokal haszndthatunk, ba az antitest molehuldt terdpias
sélokra szanuk &s mincs sziksey antitest effekior furkoiohre, axsz egyszerian
coak ThFq sklivitds blokkolasrs van saiksey.

Tehét ¢ wldimdny saarindl antites! molekuldhoz egy elffekior vagy =gy
sporter molekula Raposolddhal Ex péiddu lehet sgy kovalens hidssarkazet dvén
hozzakapesoll makrooidusos molekula nehésfématommal vald keldt képrashes,
vagy =gy foxin, mint 8 roin Allematly megoldéskent rekombinans DNS
technoitgial olidrdsokat alkalmazhatunk olvan antitest molekule elballitasdrs,
amelvben sgy telies mmunglobudin molskula Fo fragmentumdt (OHz, GHy &8
caukid domén), vagy a UMy ¢a CHy domént vagy & CHy domént egy funkaids nem-
mrnunglobulin proteinnel ~ Syen egy ensim vagy toxin molekula ~ helyettesitatiiik,
vagy amelvhee peptid kitéssel yenehat hozzdkaposotiunk,

& ialdimany sserintl antifest molskula koiest affinitass eldnyodsen legaldbb
0,85 x 107 M, slényosebben legaldbh 075 x 107 M és a lepeldnytssbben
mgaisbb 05 x 107 ML [Erdames meglegyesnt, bogy 3 teldimany szerintf elfinyds
humanizall antitest molekuldnak ~ mint 2lab leirjul - az affinitdss kirttbali 06 X
1M, amely jobb, mint annak az egér monokionalis  antitesinek ax affiniidss,
amelybé! szarmazoll. Az egér antitest affinitisa kGibalil 0,85 5 1070 1

A taldimany szerintl antitest molekula slfinydsen fartalmasee & hTNR4Ggl
kdnnyl no varidblls domént (B szaml seekvencia) & a ghBhTNF4A0 4 nehéz
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e vorighilis domént {11 szdmu szekvencis). Eren kinmpd &8 nehés Hne
varighilis domének szakvencidit a &, illetve 11, abran mutaljuk be.

A taldlmdny szerindl aollesl oiolekuls obvan varidnsal 8 medlelitik
ameiveknek javitolt affinitass van g TNFo-hoz ven vandnsokat szamos affinitds
erlald slidrdssal alliithalunk &8, beledrive g COR-ak mutagenizalasdt [Yang st a8l
4 Mol Biol, 854, 382403 {10858], s ane stalakidst Marks of all: BinfTechndlogy,
A0, TYSFES (1882}, ar B ool mutator Hresenel hasandlatat Low st el 1 Mol
Hiol, 250, 358-388 {1888 A NG alslakitast [Pallen et &l Curr Opin
Biotechnol, 8 724-T33 {18871, af&g dz&ﬁﬁﬂi?&m‘g}&m et al, J Mol Bigd, 2&3
Vaughan &8 munkatdrsa (asd fentebl) i t’;fsrgy:aé;a%: 32 afinias ards szen
madsearat

A aidimany tugyedt Répeo g leldimany searint antitest molekula nehde
Safvagy Rinnyl Bnedt (Bncall) Radndd DND szekvencia is.

& DNS seehvencia kddolia eldnyinen a iakndny szarntl antifest mulskula
nehér vagy xdnnyll dneal

Egy aldnyds kivitell formaban a DNS seakvencia knmyd ncot kédgl, és
fadalmazza & B ssAmi seokvennidl (hTNF40L1Yy vagy sonek deganerslt
megialaidiét.

Egy sltemativ sldnyds Kivitell formaban a DNE szskvencis nehdr Enont
kGdod, és lariaimazzs & 11 szému szelvenidl  {gh3h THNF40.4) vagy snnek
degaenerall maglelaldist,

A iaimdny szerinlt DNS szehvencin trislmpzhal soindstikus DNSY,
pildaul olyat, amelyel kémial feldolgozds (an §liitanak e, tovabbd cDNEY,
genonialls DNSUvagy szsk barmilven Rambingoidiat

& taidimany olvan Kénoxd vagy expressaids wvekiors & vonatkazik, amaly
SOy vagy bbb Rldimany sserintl DNS szekvencidl fartalimae, BEilnyds, ha &
Kdnosd vagy sxprosszids vekir k&l DNS szebvencigt tarisbngs, amelek a
taidimdny szorintt antitest molekuls Rannyll dncdt, lishve nehds Bncat kédoligk

Ohvan B coll exprosszids valdor! is smeretiink, amely arkaimaz aldhedny
szgrintl DNS  seekvancial Az oxprosszids wekior lehet s pTTO{CDPETY,
amelynsk sematikus képe a 22, abedn Bthald,
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fsmertetiik 8 18, dhedn bamutatoll pDNALERG-GT vekiort ik,

Ar olvan sHialdnos midsearsk, amulyekkel 8 veklorok megszerkeszihetdl,
tovibbd & transziehoids mddszerek éx fenysastdsl mddsesrek O mertek g
szakleriietan Jrtas soakembarek ol E tekintetben refersncianak tekintilk a
Cesrent Protocols in Molecular Riclogy” ofmi kindvdnyl, saerks FM Ausubsd,
Wiley Interscience, New York (1888) &s & Maniatis fole kézknyvel, amalyat &
Cold Spring Harbor Publishing cdg adott ki

& laldimany szerintl antitest molekuldt Radold DNB seskvencidk olyan
chdrdsokkal Qllthatdk o, amalysket & smemek a szakderleten gyakoriolt
srakembarek. Paldaul ar antitest nehdz &3 KOnnyl lancok réseet vagy sgosest
kol DNS sekvencidk kivinsdg seerint vagy & meghatirosol! DNS szekvencidk
vagy & megfelsld aminosavszakvencidk alapian saintelizathalok.

Az skosplor ramework-gt kodold DNG szekvencidk g seakmaban jariss
srakembersknek  messzementen rendelkezdsgre dlinak &x kinnyen
szintetizahatol Bmert aminosavszskvenciiii alapidan,

A taldiminy soavintl anditest molekuldl kidold DNS szskvencidk
sidalitasdrs 3 mokkuldris bologla standand technikal alkalmazhatdk. A kivand
DNS szekvencidk sgferzban szintetizglhatok vagy résristekben, oligonukiactid
srirtatizsld teohnikak akaimazésdual. Helyre bdnpuld mulagenesis s polimaraz
Enoosakald (POR) techikdk is alkalmazhaidk, shogy dppen helyenvalok,

A taidimdny szevinl antiles!  molekuldt kddole DNS  szskvenaiak
kifciszdedre  bammiyen alaines gazdasejfvskior rendszed alkalmazhatunk
Rakteridls — poidaul § ool ~ &3 mads mikrobidlls rendszereket alkalmazhatunk,
részben antitest Tragmentumok, fyensk az Fab és Flabh fragmentumok és
foképpen ax Fyv fagmentumok @8 sgylancd antitest fragmentumok,  paldaut
soyiancd Pk exprasszidighoz. Nagyobb antitest molekulak —~ beledrive 8 teles
anditest molekuldkat - albsalitssdhor sukanidta, azar amids gezdassll expresssiis
randezerskat sikaimazhatunk, Alkalmas smids gaedasejtek kizé tartoznak g UHO,
mieloma vagy hitwidoms sejtek,

A taldimény sgy kidimadny szerindl antitest molekulz elbaliiiassra alkalmas
ofigrasra b wvonatkozik, amelvben sagy isldlmany szedntt veklonl {arlalmazd
gazdassfiet olvan kirimények kézoll tenyésaliink, amelyek alkalmasak amg,



hogy o ldimdny szerntt antilsst molekuldt kidold DNGSDHE & protein
pRprass Gt deztbndzeek &s oldliuk az antitest molekuldt,

Elnyts, ha 2 aldimdény szeiintl antifest molekula sifalitdsdra saoigald
shidrasban olyan B, coll expresszids vekion tartalmazd E. colid tenydszilink, amely
tarlalmarze & tal@many ssarintt DNS szekvencidl, A lenydsstést olyan
karifmdnyek  kOeg végezzik, amelyek atkalmasak awa, hogy 8 NS
srehvenciabdl o prodein expressididt Oszidndszék, moid rolaliuk s antitest
molakuldt, A2 antlest molskida 2 ssitbdl szolrsididdhat, vagy pedig meglelald
seignal srabvancidk rdvén a periplasmstikus ®rbe juthal Mas megolddskent ag
antitest molekulsk dsseegyiihetnek 8 seiten bellll cinplazmaban, Ellnyds, haag
antitest molekula 8 periplezmatibus Bebe b A loomelendd antilast molehulgidl &

3+ aikalmazott cldrastol fipgden ajdnlatos, ha hagyiuk, hogy az antitest mokkuak

felgombolyodianak ds hogy funkelds konformacidt vegyenek fell Az antitest
molekulal felgombolvoddsdhor lehetbsegel biztosiG oldrasokal & smerik a
szakbariiolon gyakorialtal rendetkezd szakembarek.

Amennyiben az antitest moleluda ceak neheér vagy knnyll lane palipeptidat
{artaimaz, sbben az ssetben csak sgy nehér Mne vagy kdmnvll Bne polipsplidat
kidold  srekvencidt hell hosandld 2 gasdoseflek banselekidldsgra. Olyan
rrmidkek aldaliiidsdhoz, amelvek mind nehdés, mind kéony ancol tadalmaznal, a
seffvonalal ransafekidhatiuk k& veldorral, amikoris az egyik vekior egy Rinnyd
e polipeptidet &3 8 masik veklor agy nehdée lane polipaplidet kodol, Alternaliv
mesgoiidskant egyetian vekion hasendihatunk, amennyiben 8 vekior kinnyl lane
&5 neher ldne polipeptidet kdold seekvencidkat tarlslmaz.

A falalmdny olyan rdpids vagy dagnoselikal Réseitmanyre s vonatkork,
amely agy Inléimdny szernl antitsst moleRuldt gyduyszereszatieg sfogadoll
HitGanyaggs!, higidssenal vagy vivianyaggs! gyttt artaimaz.

Clyan terdpids vagy diagnoszliksl Réasitmeny slbalitissra akalmas sliarast
v ismarielink, amebden 2 REImany  sserindl antilest  molekuldt ewy
gySgyszendszatiieg  effogadolt ORGanyaggsl, oldoszerrel vagy  vhvdanyaggst
kevarlk dssze.

A terdpids vagy disgnossiikal késziimenyben a2 antiles! molshuls ehet az
ogvetian akliv alkoltdrész, vagy padig mas skilv alkotirészakkal jehel egylilt,
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hadodrive mas antitex! alkotdrdssakat, péiddul anieT saft, antbiFNy vagy antblPS
antifosteksd, vagy nem antitest alkoldrészekeat, mingd pelddu xantinokat

A gydgyszerkéssiményelnak khetllsg rdalmazniuk kall o ialadmany
srenintl anlilest lordpidsan haldsos memnyiségsl A lerdpidsan haldsos
mennyisdg”, shogyan 1 hasendiuk, sgy lerdpias hatdanyaghd! olyan mannyiségst
ishent, amaly & megodizolt balegsdg vagy allapol kerslésdher, snyhitdashez vagy
mgaddeosdher sxlkadges vagy amely kimulathatd lerapids vagy praventiv hatast
felt ki Minden antitastre nésve 3 ferdplasan hatasos doeist eldsadr vagy seit
fenvesaidsl vizsyalalokkal, vagy allsl modeliskben ~ rendszerint ragosdidkban,
myulakban, kulyakban, soridsckben vagy lemidsikben ~ Decsttheliik mag &
allal modell arra s hosendthatd, hogy meghativossuk 8 helyss koncentrdow-
tartomdngt &8 8 beadds madidt Bat sz infhamasid! sadddn elhasendihetiok
emberskndl 8 hasnalhatd dosisok &3 az slkalmasast madok meghatarosasdhor.

Egy bheleg embemd@l & pondos haldsos  mennyiseg & belegseg
sulynssagaidl 8 boleg dltaldnos sgdsesagh Allapclait], Kordtdl, stbrdtdl és a boteg
nemdtét figg, tovabbd s sliimezds rendidtl Weldld & pyskorisagddd, s
gydgyszer kombindnidlkiy, & reekeid fopdkonysdghd &s » feripidval szembeni
folerancidid! és o tordpiivg adoll valastdl Bz a mennyissg rulin Kisdistaedsest
magdliapithald, S8 ar orvas magiielese szabia meg. Egy haldsos dogis Sialdban
0,01 — 50 mgkq, oldnydsen 0,1 ~ 20 mgikg, sidnyvisebben kGriibelt 16 mgikg.
Az 2idhhi példakban bemutativk, hogy 1.8 ds 30 mgfkg dosisokat hasznaltunk
rheumatold arthritishen scenvedd packnssk kezaldsdms.

A dsziimények alkalmazhalok dndlidan gy betegndl, vagy akalmazhatiuk
s hatbanyvagokkal, gydgysserakksl vagy hommonokkal Rombindla,

A idimany szorint antilest molkekula bavitelénd! alkalmasclt ddals &
kezalondd allapol saidtossdgatal gy, tovshbs s, hogy & THFD szimj;g milyen
mérigkig noutralizdlands, vagy mennyire amolendd ogy kivant ssint 1DIg, &s atidl,
hogy az antitest molekuldt profilaktikusan akalmassules vagy sgy fennalio dlapot
kazelésérs,

Iy példaul, amikor a termék egy kronikus gyulladésos betegsy ~ fiven a
rhsumatond arthrilis « kozaléadt, vagy mogeidedsd szolgdlia, o ialdimdny seannt
antitest molekula megfeleld ddzisa 0.5 &8 50 mykg Rise oslk, eldnydzebben 1 &8



30 mofkg k8es, o ageldnydsebb ddzis pedig Rrlballl 16 mgfg Az adagolas
gyakorisdgs a2 antitest molekuls Telezds! Hsidtdl &g hatdsdnalcidMartamatél figg.

Amennyiben az antitest molakuldnak vivid 2 felozésl ieje {gzas 2-10 deg),
szitkedy lehel naponta agy vagy Hibh ddzi beaddsdra. Vagy pedi amennyiben
az antifest molekuldnak hosset 2 felesés! ideje {ssaz 2418 nap), akkor osek
naponta vagy hedents esgyseer, &8 1 vagy 2 hdnaponkdnt egysser lenne
sziksénes beadn egy adagot

& gydgyscerkészitmeny gydgysasresselileg elifogadolt vivdanyagol s
fartadmashat az antites! slaimasdsa cblabdl Mags a vivdanyag nem indukalhat
antites! termeldst, amely ks ara a8 sgysnre ndzve, aki a kdsziimenyt kapis &
nam lehet toxias. Az slkalmas vivéanyagok lehetnek nagy, Bssan melabolizdlddd
makromolekuldk, mint 8 profeinek, polipeptidek, iposzdmdk, poliszacharidek, pai-
tosavak, polighadsaval, polimsr aminosavak, aminosay kopolimerek & okl
virus parbkulak.

Hasandthatunk grdgysaerdéseatilag sifogadoll sdkat, peldaul dsvanyt savak
o, Hyanek a hidrokioridok, hidrobromidok, foszidtok 8s ssulfalok, vagy seemvss
savak sdif, hvanok az acstdlok, propiondlok, malondtok &5 banznatok

Terdpids késeitmdnyekben 8 gydgysseniszeling elfngadoll wielanyagok
tartaimashainak tovdhba folyadekokat, pelddul vized, fininlogids konvhasd oldatd,
ghicerid S5 stanoll Ezeokivlil az iyen késalmények segédanyagokat, peldaut
nadvesittezerskel, omwulgestbererskel wagy pH o pulfendd  anyagokst
tarlalmazhatnak. Bzek a vivianyagok lehetivé tessik & gydgyszarkdssiimdnysk
formuladasat ablotiakka, pirulakka, amuizidkisd (slussion) 88 SZURIRENZIORRS, hogy
& paciens b ludis vermi srekat,

Az alkalmazdshor eifnyds formak kdse olvan formak tartozngk, amelyek
atkalmasak 8 porenterglis bevilether, példaul injekoidval vagy nltzidbval, Ry
holusz injekoiGvdd vagy Tolyamatos nfGsidval, Amennyibern injekoids vagy infiaids
ket van szd, sz lehel sruszpensid, oldat vagy smulzis formaban, olajos
vagy  visss  vivbanyagban &8 lartelmazhat  formuldloszerekst,  példad
suszpenddld-, konservdld-, slobilizald- dsfvagy disspergdidazsroket. Az antitest
molekuln sxdras fomdhan s kdasithel, meghelald starl folyaddkkal 3 hasendliat
sl visszackdashor
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Amint 3 laldimany  seerint Résslmények  formuldléss  magtinént,
kéarvetiont! beadhatdk a betegnek. A kesshendd befegek dflatok s eheinek.
Azonban cldnpdsnek tariuk, ha a késziiményeks! human pacensskndl vald
alkalmasdshoz adaptafiuk.

A taldimany scerint gydgyszarkéseimények szémos, tofszés seeind
misdon alkaimazhatok, beledve ~ de nam kizdrdlag ~ ag ordlls, intravenas,
intramussiuidnis,  intraadenidls, nlramedulideis,  intratekdls,  intraveahikulans,
fransrdenmalis,  tenszhuldn  (8sd  pelddul WO BBEGT3),  ssubkutan,
intraperitonealls, intranazdlis, enterdlis, topikdlis, ssublingualls, intravaginalis vagy
rekidls alkalmasasckal Mipospray-k ssintén hasendhatok a taldimany szerind
gydgysrerkdszitmenyel shalmasdsshor. A terdpiis késeitményeket altatdban
imjekcidhor  akalmas  késziimény  formiidhan,  akér folydhony  oldat vagy
sruszpenzid femaban Aluk ol Sxiard formak is clddllithaldy, amelyekbl! a2
injekaio eldt folydkony vivdanyagban oldatok vagy stuszpenziok kiszithellk,

A késritdnysk kbovelien boadasdt dilsldban injekcidhan, saubkuldn,
intrapsrifoneslizan, infravéndsan vagy nbramusziulinsan vigeeslik, vagy sgy
sedval intarsticidlis terdbe visszlik he o készitményekat. A késziiményehed i82idba
is bevihadink. Ar asdagolassal vigestt kezslés sgy adagos program vagy Rbb
adagos program seerint ienhel

Tiszidban kadl fonnd azaal, hogy 8 készétméaymﬁ vl akilv alkoidrese egy
antitsst molskida, Mint Byen, degradicidey hallamog g gyomor-bél traklushan,
Teh&t ha a késziményt a gvomorbdl baklust haszndlva kell beadn, @
kearitménynek olyan seerske! kefl artabnasnia, smelyek megvadik ar antifesiel a
dogradscidtdl, de amelyskbdl felseabadul a2z antitesl, mihalt & gyomarbid
traktushdl falszividol

& gydgvszerdseatieg effogadoll vivianyagokat melyrshattan trgyalis 8
Reminglon's Phamaceutioal Sciences (Mack Publishing Company, NJ. 1881}

Szandékunkban van az &, bogy » aldimany szerntl antitest génlordpia
alkabnardsdval beadhatd legyen. Emnsk megvaldsiiass odliabdl az antilest
rolekula nehdr és knnpl Bnodt kidold DNS szekvencidkat megleleld DNS
komponensek ssabalvozdsa alall Gy visszik be egy paciensbe, bogy a2 antitest
ook a DNS srekvancidibol kifalarddienak &g in situ Ssszasrersiiidiensk.



48 -

Biztosithatiuk a fentiekben leil antifes! molakulst TP altlal kdzvetitstt
bategedg kezeldsdben Krtend alkimardwa.

Biztosithatiul a Blaimdny st antilest molekuls alkalmardsst 8 TNFg
altal kOzvetitslt balegsdg kerelésdre alkaimazhatd gyogyszer alballitdsdban.

A laldimany seerill antifes! molskuls  bdrmiyen olyan  lerdpidban
hassnoaiihats, ahol az embert vagy allgll szorveretban Bvd binldgiatiag akdiv
THFG szintiének a cedkkentése Kvdnatos, A TRFg karinghet @ szarvezstben vagy
nem kivanatos magas sainthen jelen lehel a sesnvazel ggy sponiglis halydre
fokalizalva,

& THFo amelkedell seintisl kiserk paldaul ar skut és kronkus s és
nunreguidcios  randelionességekel, a fertlzdsskel, bulsdve & sseplikug,
sndotoxikus & kapdiovaszkulans sokkol, & nsurcdsgensraliv  bulegsageket,
rosssindulall betegsepeket &8 m akohod dltal ikl hepatlitist. & THFo
emalkadat seintioived Ersult 1bh rendelianessége! riaintosen Brgyal ax USAS
918 452 szamd seabadaimi bajslentds. A BlEmdny seadntl antitest molekuls 8
amelyek a sldiméany sserintl anlitest  miolekutaval  keeslhetdk, poidddd s
kiwetkazdk szepszis, seivessihides, seoptikus vagy endotoxikus sokl, cachaxs,
felndttkort rospindoids  distress  seindrdma, AMDE, allerglsk, pszoridels, T,
gyuliadasos osontrendalienességek, viralvadast rendellansssagek, euéssak, ssane
g8 srdvelatiffetds utant REOKGdGst apizddok, Crohin belegsey &5 auloimmun
bategesgek, mint & thyroidiis &8 8 theumaloid &3 osteoarthritis.

Ax anlilest mulekula vagy készitmeny szenkivill a daganstos bategesgsk
folvaman THFD kipeddissel Baull moliekhaidack csdidentdsdény hasendthaid,
hasenaihatd tovdbbd gralt Riokddés antimfoclla antitestial vigrall kesskisdval
vagy megaiizesdvel @reull sokkhoz hasonkh saindrdmal Rikliszibdlosére wagy
cstkkentdsire, vagy Wbbh szoivel &nld eldgislenség (hwilborgan fatluwrs)
Kszaldasra,

A taldimdny searint antitest molskuldt elidnydsen rheumsiold vagy osisoe
arthntis, Crohn-belogsdg vegy prronazis hesslésdre hasznaljuk.

Ehidrast is omerellnk olyan beteg smberek vagy dllalok keaeldsdre, akik,
Netve amelyvel THFQ Sial kdevellell rendeliansasegban szenvedask, vagy naluk



30 -

snnak kockarata i fenn. Az olidrds taralmarss, hogy & belegnek 3 Wblamany
szerintl antitest molelala haldsos mennyissget adjuk be.

A {aldhmany szerindl antitest molekuldt fethasendihativk agndzisrg, paidad
in wivo dingndzisa & aira, hogy képel kapjunk olvan betegeegl dllapotoked
amelvekben & TNFy emelkedell saintiel vannak jalen.

jsmertetlink olyan hibrid CDRY tardaimasd antifest molekuldt &, amely
csonks donor CDR szekvencidt taralmas, amelvben g osonka donor COR hidnyed
rdardt aQy mds sackvencidval helvetiesiiefilik v ezzel mikdddképes CORY
képeztinh. A hibrid CDR” kifejezds ~ ahogyan # haszndjuk ~ egy olvan donor
CDRA taclelmezd CDRY jelent,  amelel  egy  vagy b pozicidngt
megosonkitottunk, palddul vagy sgyik vagy mindkét végén. & ceonka donge DR
hanyed rdszst egy mas seekvencidval gy helyatlosialilk, hogy teles es
mitkiddkdpes QDR kapiunk. A hibvid CDR-ban lagalshd ogy aminosay crergjs
valdsul mieg a tefiey donww COR-ber vissonyive, & CDR csonkioft résadéd
holyettestd  srekvencla barmilyen seekwsnola fshet Eldnyds, ha 8 CDR
seskvangis nemedonor rosze abbdl 32 anlilesihd sedrmazik, amealbil az antilest
molekuda framework rogid szarmaznak, dyen sgy calravonal antitest szakvencia.

Azt talsiiuk, hogy 2 hibrd CDRA tartaimaed antitest molekuldk ugvanast a
kotesl affinitdst tarjdk meg, mint amivel egy komplett dongr CDR-aket tadalmazd
antitest molekule mndelkezik. A Jénysgsben azonos kGkdal affinitas” kiflojords —
ahogyan #f basandlivk — & ixlies donor COR-ghet tarlalmazd megleleld antitest
modekuls kiés! sfifinitdsdnak logalahd 70 % jelentl. Mint fend msgiegyesiik,
bizonvos osolokben o (elabmdny szerintl anitest offindtasa nagyobb fehel, mint a
donoy grdifestd. A hibrid COR haszndiata o kdvelkazd slnyiket nvdilia: cstkkenti
ax antites! molekuldban Bed idegen (aeaz donon saakvenciy mennyvissgdt &g
ndvsthell az antiest molekula kétési offinitasdl, dsszehasoniitva a tefies donor
COR-pkel taralmazd mneglelsld antitost molekuldval

Az antitest molskule birmely CDR-e lehel hibeld, Eidnyds, ha az antitest
molakulghan & nehér dng CDRZe hibrid,

A dongr CDR coonkitdsa sliinylisen 18 aminosavrs, eilnydssbben 4-8
aminosava tered ki Eidnyds vabbs, ha a ceonkitast a COR Cdermindlis vegen
vegezzik,
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A COR osonkioll reszének szekvencidisidl os a hidiwed rdezt helvellesitd
mas sakvencia seakvenciiiid! Higghen tihh aminosavat ishat coendin Eidnyds,
ha legaldhd 2 amincsaval cserdiiink K, siinylsebban logaldébd 3 aminossval
csersiiink ki 8 3 legelfrydsebh, ha 4 aminosaval ceerdlink X |

&g\f s&waiéiiss kivitall formadhan a8 antitest az #f el alsd alaknak felel ;WQ
szdrl seelvenoia ina ks Eonek §e§m a2 affinitasa smi;gm}éhez, mind avé 2 d{mm‘
antitestd, amelyhdl & COR rdse sedomazotl

smsriatink oban nukisinsavssekvential is, amely & idimany ssenndl
Hibeid CORA {artaimazd antitest molekuiat kddolia,

fsmareliink olvan nukisingay szekvenoid! tardaimazs axpresseids vakion ig,
amaly 3 hibrd COR terdalmazd miéim{%rzy sserintt antitest moleladat kddalia,

A taldhmdny Wgydl képedl 8 idimény searintl vekiomral ansslormdlt
gazdasei s,

bneriatiink egy hibnid CORY larlabnazd sndites! moleluds alballitssars

seoladld elidrast is, amelben 3 toldimdny seerintl gazdaseiiet tenvdsziiok, maid
Pk ar antitest modakuiat,

A& ldmanyt 8 ovdbbiakban sz siabbh i példdkkal sremisiielilik,
amelvekben a caatodl Sbrdkes hivatkozunk.

Az 1. dbra az tos alosoporiba tadosd humdn kdnmyd Bne fiamewerk
rogiol mulalis o hTRNPAD knnyd lane ramswork régioival dsseshasontitva (3380
seard sxekvencisk)

A 2. abra ax 1-os alosopoctba &8 S-as slesoportbs ferdoxd humdn nahde
Bne ramework régidkal mulatia 8 hTHNF40 nehds BBie framework régidheal
Sssrahasoniitva (D188, szami szekvencidk &g 108108, sramd ssekvanaidk).

A3 sbhra g HhTREAD CDR-ek aminosawvarskvenoidd {13 ssdm
szakvenciil) mutalia, smalyskban & QDR HE olvan hibrd COR, amslvben g G-
fermindlis hal aminosay 8 humsn 3oy slcsoports csfravonal amtitest HE CIR
szekvenciaidbydl scdmmazik. & hibridizapiohd! szdmasd aminosay cserdkel a
szekvencidban aldhdsiuk.

A4, abra g pMR1IS T weloort mulalia,

Az 5. ahra g pMRIG valdort mudalia,
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A B sbra az sgdr hTNFAOVE nuldeotid szekvencididt do elireldthatd
amnosay szekvencidial mutatia (89, ssami seakvancial,

A 7. Abra az egér WTNF4OVE nulkdentid szekvencialat és elbrelathats
aminosay szekvencigiat mutatia (100, szémG seekvancia).

A 8. dbrs a hTNF40-gL 1 nuldeotid szekvencigial & albrelathald aminosay
szekvansiajal mutafja (8 szamd seekvencial.

A 8. dbra 8 hTNFADgL2 nukleotid seekvencidial & slbraldthald aminosay
gzekvenciaial mutala (8. szami seekvaniaa).

A U1 sbra o ghihTNF404 nukisold sekvencididl ex  glbrelathato
aminosay srekvenniajal mulatia (10 szamu szekvensial,

A 11 dbra a gh3hTNF404 nukieolid szekvenciajdl éx elbrelathatd
aminosayv seekvencidjat mutatia {11 szamt szekvencial.

A 12, abra a CTILE-gLB vektort mutatja.

A 13, dbra g COPE70 newvll vegylilel szerkerated mulatia, amely a hTNF40
antilestbd! szarmazd modositott Fab fragmentumot tartalmazzs. Ex egy cisslein-
csaporton kereszttl kovalens kdtdssel egy lizi-malginsavimid linkerher van kitve,
ahol a lizdcsoporion &vé minden aminoesoporthoz sgy meksi-PEG csoport
amelyben r kir(ibeli 420 « kaposoledik.

A 14, abra a pTTQS vektor mutatia.

& 18, abra az OmpA oliigenuklisolid adapley szekvenciipdt mutatia (101
szam szekvensia).

A18. aba 2 pACYC 184 vekiurt mutatja.

A 17, abra a pTTO- vekdort mitatia,

AC18, abra a pTTO-2 veldort mutalja.

A 18, abra g pDNARERg veklort mutalia,

A 200 dbra g kilnbozd intergenikus szelkvensigkat kadold oligonukieotid
kazettakat mulafja B coll modosiiolt Fab sxpresszichoz (H2-105. szému
szekvensidk).

A 21, dbra az IG8 (intergenkus ssekvencl varidnsok modositotta Fab
pariplazmatikus akkumuldoioiat mutatja.

A 22, dbra a pTTO (CPB70) vaktort mutatja,



& 23, abra o bolagedy skibitds pontsadmadt (dissase actvily scoms = DAS)
mutatia a kUidnbied dézish COP8YG-net é8 a plaosbuval kezelt betegekben. A
kapolt kizépéridkekst és 10 tarlomdnyokat lmersiik & protokolonként
populdciondl, ahol az ulnlsd magfigyelésiy vegerik a vizsgsletokat, A s
ndgyszdgek jelentdse: planeby, 3 rombuszok 1 mgfkg-ol, 8 hivomszdgek § mofkg-
of 88 8 nagy négysdgek 20 mafkg-of glantenek,

A 34 abra o pubhs iziletek szérdl, & duszadt ridetek sxdmal, & Bidalom
pontezdmat, 3 kisnskeldk atal o belegsdy aktivitis adolt deszavont éridkelést, &
modosiiol agdsrssy eridkelisl kirddivet (health assessment guestionnsire =
HAG, & © reaklly proteint {ORP) és a virdavdrselt Mepedési sehessdget (RER =
arvtirocyle sadimentation rate) dbedeolia 8 COPETQ kildnbdzd ddsissival €8 R
nlasshoval kezell paciensekndél A kapotl kozépériskeket &8 1Q tartomdnyokat
ismnersfik a8 protokolionkéntl populdcidong, ahol ax utolsd magligysiésig végestik
a vizsgslatokal, A kis négysadpek jelentdése: placeko, 3 rombuszok 1 mgkg-ot, &
haramszigek 8 mofkg-ot &8 g nagy négysedgek 20 maikg-of jelentenak.

Paldak
Rimdra FTHNFAO antitest molekuls gén konozdss s axprasszitia
RNS eldalitdss hTNP4E hibvidoma sejtekbét

Oonr RNSS dlitottunk &8 3 x 107 ATNF4D hibridoma sejtekbd mint aldbd
lofriuk. A sejteket Rrioldgias konyhasd-oldatban mostuk &s RNAzotban (0,8 miftg®
sail) oldotiuk. Kloroformot adtunk hozzd (0.2 mif2 mi hamogenizatum), a keverskel
erbtelesan raziuk 18 masadpercl, szutan 18 perig iSgen tariotuk, A kalatkazedl
vizes $3 szernves olddszares Bl Eppsndodd cendifugsben 18 peross
centrifugdidsss! ahadlassiotiuk, majd az RNG-1 a vizes faishd Rivsapluk azonos
terfogatt Ropropanol hozzdadassval. Minldn az elegy 15 percig &t jégen, ax
RNS- contrifugdidesal Glepiteitk, 70 %-os slanclial mostuk, searfioliul, sterll
RMAZ montes vishan mostuk. Az RS kilenmelés 400 pg volt
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A BTHNFAD Vi & VI PUR Kidnozass

& hTNFAD nehéz ds konnyll lancok varldbilis doménelt kddold cDNS
szekvenciikal ravers ranszkriplds haszndiatdval sordetizdifuk ar Sssz RENS-ban
jelenddvd mRNS sgysedll NS masuiatainak sltallitisa osliabdl, ezt kdvalle a
cUING-ek  polimerdr Bne reskodval (PORwel) vald sokzsororgsa speoifikus
aligonukisotd primersk alkalmazésaval

2 oINS seintéels

& cDNS4 20yl reckoidisrfogatban sinletizaluk, amely 8 kdvelkezd
rsagenseks! tartaimasta: 50 mM trise HGL pH 8.3, 75 mM kallunekiond, 10 ol
ditivtreftol, 3 oM magndstumeklond, 0808 mM o 2 dezoxibonukisosid
tifneefdlonbd!, 20 sgység RNAsn, 75 ng sandom hexanukieolid primer, 3 0g
RTHNFSG RNE ¢ 200 egysén Moloney Murine  laukemis Vius  mwverz
fransehriptiz. A reskaitelegyst 42 ° Caon 80 perdlg inkubaltuk, maid @ reakodt §
parcky BE *Coon vald melegittsse! sllilotiuk le.

by PR

& oINS rszisteivel PORA végesiunk nehdz &g kdmnvll Bnora specifikus
primansk kombingcidinak slainasasdval. & nohdz ¢s Kinnpl lBncokhoz vald &
primerek nukisotid szelvenciait gz 1., dlelve 2. blazatban mulaliuk be. Mindagyk
dyen ssekvencia ~ somendben « a kdvetkezdke! farlalmassa egy restikoids
holyel, amely & végeldid® ¥ nukloolid Wvoledgra kezdddik, & GUOGUCACC
seekvencidl {13, scdmg seekvencly), hogy a kapoll mBNSek  oplimalis
fransziacihidt loheldvé tepye, egy wicldnids kodord, s J0-30 olvan nuklaotidot,
armelvek ismurt egér antitesteR vezsr peplid srakvanciain slapulnak (Kabat ot al,
Baguences of proteing of immunchgical interest, § kiadds, 1881, U5 Deparimant
of Mealth and Human Services, Public Haglth Service, Nationa!l Institites of
Health).
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A X primersket 3 3. 8hldzat mutatia. A RAonyl Bre primer az antitest JQ
junkciiat fogie At &x sz Spll envim sedmairg 8oy restnkoids helyet tartalmas, hogy
megkdomnyiise @ VL POR fragmentum Kidnozdsal A nehde Ene 3 primersk
A 3 primer egy Apal resirikcids helyel larlalmaz a Kidnozas megkOnnyitésdre. A
primersk 3 régidin kovert seekvencidt taralmas, amely lsmart egér antitastekben
talgl 3 seskvenoidkon alapul (Kabat et gl asd fentsbhy).

& primernk fort ol kombinasdl ehattvd taszik, hogy 8 Vh S VI POR
fermekeket kixtionil 8 meglsleld oxprosssids vekiorha {18sd alabb} Kdnossul
be kKimera (egdéchumdn) nehér es konnyl ldnook eldsiilasa colighd! éx hogy
szaksl a3 géneks! omids sojflekban fnjoselk K a kivant izotipush kimdrs antilasisk
sifaittasa calighdl

A PCR inkubaciokat (100 ¢} & kbeatkezdképpan inditnliuk. Minden reskold
1 mM s HOM M 8.3, 1.5 b magndsium-Klodot, 50 M kdlume-Rloridag,
0,01 meghé % zealalint, 0,38-0.28 mMY 8 dezoxinbonukisozid-infoseidtokbdl,
10 pM & primer mieet & abldzat), 10 pM 3 pomert [CIA2 hdonell Bne) vagy
RZ188 {(nohér lng} (3 1oblazstl] 1 @ oINS 88 1 egysdy Tag polimendat
tarnaimazoll A reakcidsiegyaket 85 %C-on § perolg inkubdiiuk, maid cildusonkeént a
kitwetkesd himearsdkistakat és iddke! alkalmaztuke 84 20 1 parsig, 55 PC 1 pavely
S8 72 20 1 percly. Hamine oiklug (880 a2 sgves regkoldelogyek rdsziatelt agarde
githen slektroforésissel analisditulc Az 1oy, 208 &8 Veas kbnnyd Ene pociokbdl
valo B primer keverskekst fariabmazd kOnnyl B reakoskbd kapotl sdvok olyan
meércieknek folsliek meg, amelek a iolies hossausdgh WV fragmentumokial
agyestek, iy 8 Jas nehdz Ene reakold poolial wigeslt reskoidhdl olyan
fragmeniumo! kaplunk, ameimel g mérste egy Vh gdve vart merat voltl Az 1.e
kSmnyl 8ne pool primersk il produkst sdvol nem kvelllk, mivel sifsetes
argdmanyek azt mulalidk, hogy &2 3 sdv 2 hibrdoma seit altal lenmell kKonod e
pezeudoginnek folel mug. & T-op kinnpd Bne pool primerek dital produkall say
gyengébb voll, mint a 2-es pool primerckbdl kapolt sdy &8 szdrt nem kivalttk,
(aak a 2o Rinnyll ng raakald posh-bdl kapoll sdvol - amely a legerdsabb saved
atta ~ kKiveatitik,
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&} A PCR fragmentumaed molekulns kdnozass

A Zox kinoyld ane reakeld poolban kapolt DNS fragmentumokat Bsti! &
Spl enzinymel emoszielii, stanclos Kicsapdssal betoményiletlik, 14 %Heos
agardy géthen clekiroforetizaiuk &s 3 400 bdsls pdr ferlomanyban vd DNS
sdvokat polalfiuk. Ezeket  Beillgysl & Spllgysd hasiioll plRIS 1 vakiorba 4
dbval vald hgalassal kidnostuk, Ligdlss uldn & heverdhekke! B coll LM 1038
sefteket ransziormaltunk &s a kapoll bakiériumislepekbdl szdmazd plasmidokat
BxiBlgyel &8 Spligyel vald emdsetéssel ingzartumokra selvtik. Az egyes
Hgaldsokbdl  szdmmazd  inszerhumok minlER kovébh  anslizéiiuk nuklestid
szekvordidseal

A 3was nehdz Bne reskeld posdban kapoll DNS fragrantumobkat -~ hasonid
mbddon » Hind Mgl o8 Apabgyel smesaielitk, g8 Hindlibmal &8 Apabgysl
hasfiof! pMR14 vekinrha (5. dbra) Kdnoshuk bel Az insserlumckat tarisimess
repragartativ plazmidokal szintén nuklentid szakvendidssal analizalluk.

o) Nukientid saskvencia analizis

Nagyszdmi Vb inscerlumot  terdeimesd oldtumbdl plesmid  DRNEY
seskvendifunk az R1083 pomer {dad ax & (ablSsalol (amsly & pMR14-ban 3
HOMY promotee ¥ régidiaban hat) és az RT20 primer {(asd sz 8. abldzatol)
{amely & hurgn C-gamma 4 § rigidiaban hatl & lehelbvd tossi phiR1d-en a DNS
nezertum scekvenalisdt cloldtdl véglg) ahkalmazdsdval At teldltuk, hogy a8 Vh
insertsn nukisolid ssekvengidk szamos Kdnban azonosak vollak, a saigndl
peplidhen &5 a J régidkban B kilgnbsdgel kvdtalivel. B szl iplantetle, hogy »
vizsgall kidnok figgetien xoldtumok, amelvsk a PCR Epés folvaman a kiltnbdzd
primearsk hasendiste kbvotkezidhen ag oligonukisolid keverdkakbd! kalathkaziek &
HTHF4D (hTNFSOVRY anfilest nebdr dne varidbilis  domdn  meghaidosotl
nuklsingay  seskvencididt & oiiidthald aminosavszekvencidigt a 7. abran
mutadiuk be {100, szdma saadkvencial.

A kOrmyll Hne kidnok analizise cdliahdl megvizsgdituk sz RI1083 primer
{fagd az & iablaealol) &s RE8Y primer (82, szdmi sealvencia) {amsly & humén G-
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kappe § régididhan hat Sx lohelhvd tesal pMRIS ten a DNS inszerium
seokverdited! ehiaidl wigin) haszndiataval kapoll seekvencidl. Hasonld mddon
analizdliuk a 2-es pootban lefolyl reskoldkbd kelothazell W gének nuklentid
&m&v&mi&g‘éﬁ £s ay slfreldthald aminosay szekvencidl. Magint azt idliuk, hogy 8
Vi nszerium nukleotid szekvencidk szémos Kidnban ssonosak voltak, kKivaws a
saignd! paptidben dx J régidkban, ami szt jelentl, hogy & vizegall kdnok Riggetien
roldtumok, amaelrek o POR epds folyaman hasendll oligonuikieotid keverdkbd!
kelatkertel & kilnhézd primwek alkalmazdsa kdvetkeziehen, & hTHNR4Q
HTNRE antitest kSonyl e vardbills domén meghatdrozoll nukleinsay
srakvenciiid és sifrelithald aminosay seekvancidial a 8. dbrdn mutatiuk be (B8
szdm seskvencial.

1. igbldest

N

CH1 : SATCARATCCAGOTEGOTCATIGCITTOTTY (13, s2dmi szekvancia)

CHZ | SATHHGGATGCAGCTR GITATCATIC, GHE TITOTTY (14, szdmu
szakvencia)

OHY FATGRAAGA NITETGRTTASACTGGETTTTY (15, szdmu saskvencia}

CHY  RATGGARCTTITOERT CITCAGCTTGG A)TY {16, szémil saakvenciy)

CHE  BATOGACTOCAGGOTCAATTTAGTITTY {17, szamd seakyvania)

CHE . FATGOCTETOC NG AGG CIGCTG A CTOTTOTGY (18, szamy

szekvanvial
OHT  SATORIGARTECASKG DG ATOTTRACITOTTY (18, szama
seakeancia)

CHS : FATGAGAGTOCTOATTCTTITTETGEY (20, sedmd seekvannial

CHE  FATOGIC ATTEGETRTEGAA CUTTGOTATTY (21, szémi szekvensia)
CHAG0  FATGGGCAGACTTACATTICTCATTOOTY (22, szdm szakvenciay

CHTL SATGGATTTTGRGOTGATTTITTTTATTON (33, szdmi saskvencia}
OH1Z2 S ATGATGOTETTAAGTOTTOTETACLTY (24, szami seekvanuial

Mindegyik fant DI & wégdhee hozzaadidk az
SGCRUGCAAGUTTROCGUUACE-B (38, szdmi saakvencia).
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ekt

Cligonukisolid primerak ogdr Kinnpd Bncok § régigishae
CLT . BFATGAAGRTTGCCTGTTAGGOTRTTOETRUTY {28, szamt seshvanoia)
CLE ) BATGOAGIT A CAGACACACTOCTHIT.CYTATOORTY {27, szémd
seekvanadal
CLE  PATGAGTOTGUTCACTCAGETOOTY (28, seami seekvenuia)
CL4 - BPATGAGGG ACOCOTEOTCAGRATITTIC TYTTOEY (28, sadmi
ssekvanaisy
CLE  SATGGATTT{T ACAGGTGUAGATT{T A1TCAGCTTH {30 szama
srakvenci)
CLEA . SATGCATTTT AICAR GIGTEUAGATT{T A)TCAGCTTY (31, sxdm
szakvencial
OLE  FATGASGTT . OXMT YT O OTG, OAGT.OITIT CIOTRA GIGY
{32, sxdmd szehvencia)
CLT ) BATGGOCIV AITUAAGATGGAGTUACAY {33, svamu seekvenaia)
CLE | BATGTGOGGA(T,.CICTG TITTTT ISR CHACITTTTTOAATY (34
STRME sekvencia)
CLE  FATEOTG ATCOT ACAG CICTCAGTTOOTTY (35, sadmi ssekvansial
CLAG . SATGTATATATRTTTGTTOTCTATTTOS (38, szdmi seakvancia)
CLT1 PATGGAAGCCOCAGOTCAGOTTCOTCTTS (37, seamu szekvencial
CLIZA | BATGAGIAGTT CHA TICACACCCAGGTOTTHT.CHAGITY (38
s2ami seakvansia)
CLISE . PATCOAGACACATTCTCAGGTCTITTETY (38, sxdmi szakvencia)
CGLIS  BATGOATTCACABGUCCAGETTOTTATY (40, szdmi szehvencia)
CLIL  PATGATCAGTOCTOCOCAGTTOOTETTY (41, szdmi saskvencial
LIS FATGAATTTGLOTOTTCATUTCTTGOTHROTE M2, sxdm seskvenaia}
L8 SATGGATTTTCAATTRGTCOTCATOTCOTTS (43, sadmd seakvencia)
CLITA . BATGAGGTGLOTAR GICTIC, QIALTTCOTGIA BXGY (44, szami
szekvancial
CLITE  SFATGAAGCTACTOTGOTCAGTITOTAGEY (45, seamy seskvenaia)
CLITE  SATGAGGCATTOTOTTCAATTOTTGOOR (48, seamu seakvencia)
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Mindagyik  fentt primer § wigdhsr hoesdsdédik
GOACTETTCGAAGOUGCCACT-3 {47, sxdmu szakvencial
3. {abldeat
Qfigonuidactid privnsrald sgdr Vi éa Vi ginek 37 végihes

Kénmyl ldne {CLISY
SLEGATACAGTTGGTGCAGCATCUGTACETTRY {48,

SIRkvanciag

Nehés lano (RE155,

az 8
grama

RGCAGATGRGUCOTTOGTTGAGGUTOR CHA BIGAGATIG T ARTGA

F {48, szamd seekvansial

& tabidzat
al & Prmer heverdkek kiinnyl Bne POR reakoidkhoz

1. pogd CLE
. pogt LY

I poal GLAS

4. pool OLg

8. puok CLBA, CLE, CLYTA
&, pogh CLR

. poal; CLAZA

s

& poob OULT, OL3, Ohg, OLS, GG, OL1Y, GLEB, GLH, LIS, GLIg, OLITH,

CLITG

b 8§ Primer keverskek nehéz lng POR rapkaidkhor

1. pook CH1, CHZ, CH3, CHY4,
. ponb CHS, CHE, CHT, CHE,

Pul



A poal CHE, CHG, CHTY, CHAL

5. piblazat
Nukieohd szelesnsia analizishan hasznall primersk

R1O8%: SLRCTCACAGACTAACABACTOTTCOR (B0, seamid seekvangial
R¥ak SLECTCTOGGAGGTEOTOOTS (81, szam szekvenc)

Kimera goének akiivildsanak Ridrigkeldse

A kiméra pdnek akiivitdsdl Ggy &oidkaltii K, hogy emids sajlekben vald
ifolezdalk uldn a8 gjonnan szinfelizalidoll antilesieket tastifotuk &8 martlik. &
matodikd ar sldbbiakban fuk fe, set kivell az antitestek biclogial vizsgdlatdhaz
alkalnazoll bickdmial &5 sl alapt assaw-k lplrdsa.

a} Kiméra hTNELO anties! molskude sldallitdsa

Biolbgial kigidkeldshez & Kimera antilesiat 8 meglekeld nehéz &s kinnyl
B parok Kingl hdrostg pelefiszek {CHOY seilekbe wald Rotransaiskaidia ~
kalclum-fosaidt prenipitdcid akalmazva — uidn bansiens opresszidval illtottuk
SHe

A franszfekals siM napon THOALTET sejlek felig dsszefoldt palackiat
fripszinnasd kezellik, & solicket seamigfiuk és TVE palaokokal késriteliink
suyenkent 107 seiitsd,

A kOvetherd rapon a bansefekadd ol 3 Srdvyl lemserdlilik o E@pialgl
Transfakoidhoz a kalclum-fosaiadl pracipidtumot a kdwatkezdképpan keseitelitk
a nohdr & a Knoyl lang sxprasszids veklorbd! S0-80 pga terlaimazd 038 M
kalotuekiond 1,35 mibet 1,25 ml 2 x HBS-sal {1808 g NaCl, 11,0 g HEPES &5 04
g NaHPQ 1 e vizhen oldva; 8 pN T e bedllitva NaHval) kevertlik dsare &
hgidn hossdadiuk & seifek Wplalsidhoz. Mitdn 3 dnan &t 37 *C.on GOy
inkubdtorban toliuk 3 rogkoidelegyet, a Wplalgll 88 8 pracipi@lumot
sitdvoliloliuk &5 3 sejiekel 15 mi 18 %08 gliosrin ~ foseiStsl pulferoll konvhasd
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oidatban {PBES} - hosrdaddsaval sokkoliuk 1 peraig. & glicernt alidvoliiotiuk, o
seitekel egyszer mositk PES-sel &8 4838 Ordn & inkubaliuk 25 mi 10 mM
rdtrium-butirdlo! tarleimazd Bptsiaiban, Az antilest a Bpialaibd! estithals profein
A-Saphrosa-ra vald kitsssal, maid lsolddssat

by BLIBA

ELISA mddszathes Nune ELISA lemazeke! fadiind egy éiszakan 814 %C.on
agy polkionalis keoske anthumdn Fo begmentum speoifikus antitest Flabk
fragmanfumdval (Jacksan mmunoreseanh, kadl 108008088, fadd pulferben
{15 mdd natium-kahond!, 35 mM patiunehidvogdn-karbondt, oM 887 & ugind
koncentrdod mefistl. & kKilellen antilest slfawolitdss ocligbdl desziiligh viszel
Sezdr mostuk a lemezekel. & vicsgdlandd mintakat dés tnsiiioll stendardokat
kbrithelld 1 ygimibre highotuk konjugdld pufferrel (01 M isa HO pH 70 01 M
natrium-idond, D2 frfogat® Tween 20, 8.3 megfdrfogat¥ Hammersten kazaind
& mintakbat 8 mikeaditrdld lomezsl tadtdlvaiba kdtazeres higitdsokat auirliink be
Ugy, hogy mindsn fantdivhan 0,1 nd legyen & vagsd memnyizeg &8 3 lamezekal
srobahimarsskialen 1 &ra hosseat inkubaluk razasssl Az elsd inkubacids Bpeds
utan g lenweekst Hhszer mostuk deszillal vigzel, szutan 41 ml paroxiddzzal
Renjugdll egér monckkealls ant-human kapps (G2 kidn) antilestisd {The
Binding Site, kod: MPI38) ~ 1,700 higitas honjugald pulfarben ~ inkubaliuk 1 drén
at. A lemezakel Gibd! mostuk &s minden {artdlvhoz 0,1 md szubszirdtum oldaint
adtunk, & szubszirdtum oidal 150 @l NNN Nistramstibbensidint (10 mgimd
DMBQO), 180 @ hidrogén-paroxidol (30 %08 oldal) tarisimazott 10 mi §1 M
natiume-scelstindtvium-clin®! oldatban {(pH 8.0 A lemar Kifejlesetdesdt 510 pernig
wogezitk, amig 830 nm-an 83 abszerpoid of nom &rle g kOrdibhelll 1.0 &ridkst a top
standardrs, Lamer bolvast ssgitségdval ménttik 830 nmndl ar abszomaid! 85 g
minta koncentraoidiat a Gracids pirbekngk a standard girhigkhez valh hasoniiissa
révén hatdroztuk meg.

g} Aflinitgs konstansok meghaiarorass BioCore analisisssd



A RTRF4O S 2 humdn TRF kdzatd kdtes! kdlcednhatast BIA technnidgisval
vizegdituk, Bay WTNF40 konstans régidia sllenl  sifinilds-Hastitoll keuske
polikiondlis  antitestel imvnobilizditunk dextrén polimer szenzor weip Telllslre
standard RHSEDC kémisd olidrdssal. A hTHFAQ viszonylag alscsony ssingell
300500 RUD fogluk be, hogy bistosHsuk & Wimeg bansspod  hatasok
mirdmaizaliadl Kilbnbast koncenindoitit humdn TNFef wiliink &1 & bhefogott
ATNF4O-en, hogy ichetSud teguik a2 asszooiiclds kinclika meghatérezdsal A
fgandum injekoidis utdn, pulfert engediink &1 g fellileten, hogy mérhessik 8
disornoilicitt, A szilded fazind WTNF4O &8 8 humén THF kézOl kilostinhalasrs
Kiszdodioluk 22 osseocidcids &8 disszonidnids sebessdgl konstansokal &8
fevazeitlink agy Kp Sriéket,

1. péida
A hTHF40 CORbaltetéss

A fentiskben leirtuk a8 hTNP4D antilest nehde &s Konnyd lane varidbilis
regitk génjeinek molekulars kKdnozdsat ds alkalmazdsukal dmérs (sger-human)
HTRF40 anfilostek termelsdre, Az agdr HTRFLD WV s Vh nuldeotid &8 aminosay
seekvencidiat g 8, llletes a 7. dbra (B8 szdmG & W0 szamy ssekvenuia)
muiatia be. Ebben a példaban & hTNFAQ anltest COR-beliltetesét ifuk e,

A HTRPAG kSl iane COR baliletese

A WTRF4G kinnyd Bre amework rdgidinak &3 8 négy human Rinnd ne
alozoport megieleld régitingk sgymashor igeeitiss (Kabat of al, 1881, supra)
folfedis, hogy 8 hTRF4U leginkabd asokkal 8z antifestekkal volt homoloyg, amelyek
3 humén kinmyd e 1o ashooportba tarlomsk. Kézvathezéskeppsn a QDR-
baitatell kdnnyl dnc saarkessidséher valasziol amework regidk a hurmdn tes
cgoportit konszenzes seekvenoiz ramewoark régidinek felaliek meg.

Az egér hTHNF40 famswork oSgdl aminosay  seekvencidingk & g
rongsenzus humsn e csoportt kdnnyd Bncoknak az dsseehasoniiissr ag 1.
abran iSthats, amely mutalia, hogy 28 kilonbizdsdg (alahiava) van a8 R
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sakvenoilr koS Ansliealiuk, hogy svek Ozl & framawark kiltnbdzbssgek
kol bérmelyll hoezdidrule gz anlipénkdidshas. Két vizsgdlandd caoportot
azonoshotiunk; exsk 8 48, és 80 poxicidk voltak. Ennek ax anslizisnsk az slagiin
a CDR-betistel kinmyd Sno kS villozatd! scerhasieliiin miag, A egykben ~
HTNFAG-gLt {8, s2dmi srehvenalg) — 9 48 o 80 csoport & hTNELD kKinmd
idnohod s&&rma&:&ﬁ, g 2 madsodian ~ ATNFIGLE & ssdami ssekvenaig) ~
rinden csoport altaldnosan slfogadoll (Ronszanzus) human csopor volf, kivéve 2
SO-as szdm csopork, amely & hTHFAG kSl nchd! ssdrmazolt.

CORGeliltetell hTNFAG-gLT kdmnyl Iane scerkesiess

A BTNFalgll szerkesztonst alabb rdszistesan famerafiik. A kivelkexd
Sifedd oligonukieotidokal (FYE8I-PTRBE} hasenalluk a polimends ldncreakoiiban
{PCR} a1 ceonkiinll belitelell kOnnyl Mno Ossrescersidsdms. A dsszaszercl
fragmentunmbd! hidmyeik ae antitest vesdrszekvencia €8 a framework 1 algd 17
amiesava.

olige 1 PTaR
5 GAATTCAGOGTCACCATCACTIGTAAAGLCAGTCAGAADGTARR
TACTARC GTAGUCTRGTATCAGUAAAY (82, s2a8mil szekvencia)l

oligo & P788%:
& ATAGAGGAAAGAGGCAUTOTAGATHRARBGCTTTTOGHGHBUTTTA
SCTOOTTTTTOCTOATACCAGGOTALGTY (83, szdmi sealvenoia)

pligo 3 P7984
& TACAGTGOUTCTTTCOTCTATAGTGOTGTACCATACAGGTTCAGE
SOATCCOGTAGTEGTACTGATTTCADS (84, sedmi szekvensia)

olige 4 P78RS
SGACAGTAATAAGTOLRUGAMICTTOTGROTGRAGGUTACTGATCGTG
AGGLTGAMATOAGTACCACTACCGRY (85, s2dmu szakvensial
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oligo B P79RE:
FATTTCGUCACTTATTACTETCAACAGTATAACATOTACCCACTCADAT
TCOBTCAGGGTACTARAGTAGAAATCARADGTACGGAARTTCY (86,
S2AM sekvensial

Fad P788T
FOAATTCALRGGTCACCATOACTTOTAARGOCT {57 seamu szekvangial

Bud RQT8G
SOAATTCOGTACGTTTGATTTUTACTTTAGTY (B8, szdmu saskvencia)

FOR r&akai@i@y@i kdsziteltink 100 yiben, amely & kdvelvestkst
tartalmastar 10 e sz HOL pH 83, 18 md magndziume-klorid, 50 ml kdlium-
forid, 0,001 tOmeghierogat®™ zeadalin, 035025 mM & decoriibonukleozid
frifosciatokbdl, 2.2 pM PTRS2, PTOR3, PT84, PTOSE, PTORG, 1010 pM P TERO. P
7881 8¢ 1 egyedyg Tag polimerdz. Egy reskeidcikiushan 84 "0 1 perglg, 85 %G
perglg és 72 %0 1 perdlg slkelmartunk. Hamine oklus utdn minden neakaidt
agarde pethan vald elekimndfurerisss! analialtunk, a POR fragmentumat a8 galbhd
kimataselik o8 Mermaid kit segiiségével zoldluk. A kapolt fsgmentumot BBl
dg Bpll onzirmme! hasiiotiuk megieleld putforben. A kapoll temudkel vigil agards
gélben clektroforstizdlifiuk & & 270 bésispar mérell Srgmerdumst egy gél
szadethd! olaltuk, maid & CTHA-QLE vekiorba {12, 8bra} Hgaliuk, amelyet alledleg
ugyanezen snzimekke! emdsiettiink. A fentl veklor seolgaiiatia 8 hianysd antitest
Vazar grekvenciat o8 3 ramework 1 alsd 17 aminosavat,
A Hgaouds kaveniket hesandiuk a2z B coll LintlGE Wres ranssformdldsdra
&% & kapoll tolgpekel PORwal regliikolds snzimes amdssidsekisd &3 nuklsolig
szekvendldcsnt analicdfiul. & HINFAGgLT W rigid nublsolid &8 aminosay
szekyencidia & B, abrdn athatd {8, sodmi seekvenaial,

COR-beliltetetl hTNF40-gLZ kOrnyl B seerkeszidse
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A HTNF4O-gL3 4 {9, sedmd szekvencla) POR hasandlstdval seerkasielitk,
& ktvelksed ofigonuilastidokat hasznaltuk az aminasay ceerdék hevarstéashez:

R105% FGCTGACAGACTAACAGACTGTTCCY (88, szam seskvancial

R835G: & TOTAGATGGUACACCATOTOCTAAGTTITGATGUAGUATAGAY
CAGGAGUTTAGGAGCY {80, seami srekvencia}

RS HCCAGATEOTOTRCCATCTAGATTCAGTGGOABTGGATCA
GOGCACAGACTTTACSCOTAACY (81, szamu szekvendis)

RORG STTCAACTOOTCATOAGATE (B2, ssamu szekvanuis)

Kot 20 ey roskoidelegyet késziteftink, Mindketld 8 wovetkezdhet
fartaimasta: 10 mM trise HOL pH 83, 1.5 miM magnéxiwme-Riond, 150 il kélum-
Kord, DO Omegiédogatth sselalin, 8350238 mM & desokiibonukisozid-
fifoseidiokbal, 8.1 pg RTNF4DgLY, § pM RIDSRSAST vagy REMBIRGSE as
0,25 epyvedy Tag polimerdz, A roakoid! a kovetkerd olidusan wlilk ab 84 °C 1
paroly, 55 °C 1 perolg 83 T2 °0 1 perdig. Harming olkius ulan & reakoldelagyaket
agarde gélben vald slektroforézissel analizdiuk, 3 PR fragmanturmokat a gélbdt
kKimalaraliih & Marmaid kit slkalmasdsdval Roldiluk,

Ennek résxlelsd egy mbsodik menst POR-nek veleltlk ald. A mmakciosiegy
~ 100 W~ 3 kdvetkezdks! tedelmasty 10 mbM fise HGL pH B2 18 mM
magnézium-Korid, 50 mM R3luwrekiond, 001 Omegféiogat® 2salatin, az wist
reakoibrmanath! kapott POR fragmentumak mindegvikebd 178 rgsz, 30 pM RIORS
S5 REB4 &5 2.5 sgyedy Tag polimerdz. A realcithdmérsékielek ugyanazok vollak,
mid ford PCR ufdn g kewverskel fenoliorcfommal, maid  Rloroforemad
axtrahdliuk és stanglinl Ricsapluk. Az slanclos osapaddékol centrifugaiasssl
nyentik K, megflslt pufferben feloldoliuk g Bl és Spl enzityme! hasiiotur. &
kapott terméket vagll agards gében slekiroforstizaiiuk &8 a 270 bazls p&r mérstl
DNS fragmentumot egy o8l seeletbdl zoldluk, wigll az sifedleg ugyanezen
encimakikal emdsziell pMP1E 1 vaktorha {4, &bry) lgaliuk,
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A ligacids koverdket B coll LM1030 sejflek transslommdidsdes haszndliuk,
g8 a kapoll ielepeket PURWwel, roshikoids enzimes emdsaidssel & nukisolid
seekvendidssal analizgiiuk, A hTNREDGLE VW ndgid nukleptid &8s
aminosavazekvencidia 3 B Abrdn Bthatd (8 sadmid seskvanoial,

& hTNFAO nohédr lane CDR - beditsdass

A& HTHF4O nshde fdne CDR-belilleldsd! ugyanannak a siralégiinak a2
sikaimazasdval végeriik, mird amelyet a konnyll fanonal leirunk. Ugy taidituk,
hogy a hTNF40 nehée lne gz 1-as slosoporiba tartors human nehéz lancokkal o
leginkdbh homoldg &s szdrt 3 human Tas csoport framework-8k dltaldnosan
sifngadoll {konszenzus) seahvencil valasziotluk @ hTNFAD nehér ldne CDFRek
bafogaddsanm.

Viesgain kivantuk, hogy mi s sidfelictsle annak, hogy sgy homaidg human
framsserk gy makoditn a COR hetltetéshez, mint agy akooplor frameawork, azéd
agy mdsodik framework-81 ~ humdn 338 csoport ~ valssziottunk & RTNF4G
nehdz Mne humanicalisdra,

A& hTNF4O framowork gl &8 8 k&t kGiGnbded framewark  nigid
Sassehasoniitisst a & abran mutaliuk be, ahol ISthadd, hogy 8 HTNF4O 32
pozicindl  {alghuzeal kROIGNDOXK 2 human tes alosoportbell Ronssenzus
gsoportolddt s 40 poziciinal (aldhtzva) a8 humdn 3-as slosoportbell konszenzus
csoporinkid!, Mintdn analiz8luk, hogy osek kiz( valamelvik hozzdjgruthate az
artigen kitashez, 8 38-as, 3B.as, 4808, §7-a8, 8Bex &5 Tias csoporiat tarkatiuk
mag donoeként 8 ghhTNRADL T CRRbatitstel! neher Bockan a2z Las caoportt
framewark hassnsiataval, A 2¥-es, 38-as, J0-ay, $8-ag, 8¢y, 88%es, Ties, 73
as, 78-08 &3 T8as csoporky larfotluk meg donorként 3 gh3hTNF4 G COR-
palilistell nehdz Bnchan 2 3-2% csoportt ramewark hasendiatdval & 38-95, 88wy
&g T1-on cooporiot tartoliuk meg donorkénd 8 ghthTNF40 .4 COR-baliltelsll nehes
nchan az 1-es osoports framework hasendlstdval.

A gh1hTHNF4D 4 CDR-betiiclell nehés lane sserkaszidse
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& ghihTNF404-at (10, ssamb sesbvenolyy POR-Dan szorellih dssze
sgyrdst afedd oligonukientidokal hagandhs 2 magieleld primerek jplaniéitben A
PFOR-ben a kdvetkerd oligonukizotidokat hasznaituk.

1-08 caoporil graft

olige 1 PPess
SGAAGCACCAGOCTTOTTAACCTOTRUTCOTCACTERACCABCTECAS
CTGAG AGTOUACGAATTOY (B3 szami seekvancial

olign @ BFTSRG:
EGGTTAAGRAGCOTERRTGCTTCUGTCAAAGTITCOTGTAAGGLCTOAG
GUTACGTGTTUACAGACTATGETAY (84, sedmu saakvencia)

ofige 3 PYREL
5 CAACCCATOCATTTCAGSLCTTIGTCLOGGGGLCTOUTTGALCEA
ATTOATALZE CATAGTCTGTCGAACALGTY (85, sedmy szekvangia

olign 4 FYR8N

§ GROCTCAARTGGATRGGTTORATTAATAUTTACATTOBAGARCOT
ATTTATGTTCACGACTTCARGGGUAGATTCACGTTOR (88, szdmi
szelvanaia)

ofigo § PTag:
SCCATOTATGUAGTGUGTTOTOGABGTOTCTAGAGTOAADGTRAATCT
GUGUTTGART (87 szamd seehvencia)

Ghige § PTESE:
SCCACAAGCALTGUATACATGRAGUTGTCATCTCTGAGATOCHRABRBAL
ACCHGUAGTGETADTATY (B8R szamd seehyvancial
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olige 7 PYE8d:
SEEAATTOGHTACCCTERUCOCAGTAGTCCATERCATAARATOTETATC
CTCTAGUACAATAGTACACDTEOGETOTCUTEY (88, szdmul szekvenaiy)

Fads BFTO8E
SCAATTORTGCACTOCTCAGOTRCAGCTOOTOES (7O, szam sxehvandia)

Hwad P7QRT:
FEAATTCGGTACCOTGGCLCCAGTAGTOCATY {71, sedmii seskygnaia)

Ar Sosynszersiisher seolgdld reakoidsiegy, 100 b 8 kiwvelkestikst
tartalmaria 10 ol frisz HGE pH 8.3 15 ool msgndziumekdonid, B0 il kalium
khald, G001 (Omegférfogat™ sselatin, 035025 mM 2 desoxiibonukleosids
fifosistokbdl, 2.2 pM PTERE, PTORG, PFOgY, PTREL, PTOAS &s PTR84 1010 pM
FTO8R & PTORT &s 2 sgyséy Tag polimendz. Egy reakoid-ciidusban 84 #0441
pornlg, 55 %A 1 porclg &8 72 %04 1 pergig alkalmastunk. Hamming oiidus tidn g

rsakaidsiagyet fenolidorgform slegyéval {11}, maid kbvoformmal solrahaliuk &
stancial kinsspluk, Contrifugdias widn g DRSS magleleld restriknids pullerben
feloldottuk és Apaligvel &8 Konbgys!l emdsziatitik. A kapoll fragmentumot agaraz
gl oddiuk 8s pMRI-be (B dlyal lgdiuk, amelvet oldzdleg ugyanassn
anzimekkel emdoriefiink. & pME1Y & human gamme 4 nohds e konstans
gt favlalimarss. Amikor & pMRI4at Apallgysl &8 Kpnbgyel hasifiuk, s
hasHoll veklor gy tudia befogadnd ax emdsetett DNSY, hogy a2 smdselet DN X
B 8 gamme 4 konslans figi kGdolo seekvengda § vagshee  ieohvasdst
kersiban csaligkozik, Enndfogva gz obbll 8 volklohd! kifnjesddd nehde Bae
garmma 4 olipust lasz, A Hgaoids keverdket hasenditul az B ool LMINGY seftek
anseformaiisar &8 2 kapoll hakldriunmielepeke! resirikoids smésstéssel &
sunlentid  seskvencw  analinssal sk, Hysn mddon  sronosiiotunk  egy
plaemidol, amely a helyes ghthTNF4O4 szekvenciat (100 dbya) {10, szamu

srekvnoia) tertalmasta

A ghShTNF40 4 CDR belitctell nehéz Bng srerkasziese



& ghBShTNF4D et {11 szdmi szekvencial POR-hen staveltlih dssap
soymast atfedd oligonuidestidokat hasenalvg @ megfelald primerek jelenidtiban. &
POR-ben & kivelkaed oligonukientidokat hasenituk.

J-as osopurt gralt

olige 1 P7ReR
SQATCCCGUCAGGUTGLACGAGALCGUCTOCTGACTOBACCAGUTGAR
DOTCAG AGTGCACGAATTCS (72, sedmy szekvenaa)

ohge 2 PR
STCTCETCCAGUOTOGUGRATCGOTRABATTGTCOTG TGO TECATOY
GOTTACGTOTTCACAGACTATOGAAT {73, sdmi seekvannig)

wlign 3 PEOOY
B OCAACCCATOCATTTCAGGCCCTTTCOCGAGGCOTGOTTAACOCAAT
TCATTCOATAGTCTOTOAAGATGTS (74, szémd szekvensia)

ofige 4 PT8ES
SEGLOTGAMTECGATGGOTTGGATTAATACTTACATTRRAGAGCOUTAT
TTATGTTGACGACTTCAAGGGCAGATTCACHTTICY (88, sz2dmi
azgRyencial

ofigo § PTRRT:
5 GOABGRTATGOTGTTGACTTORATGTCTCTAGAGAGARAALGTGEA
ATCTGOCCTTOARY (75 s2émi sxekvencia)

oligo & P78
SCCAAGTCAACAGCATACCTCUAAATRAATABUCTGAGAGCAGABRAL
ACCOGCAGTOTACTATY (76, szamd szekvencial
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oligo ¥ PTSEY:
ECAATTCRGTACCCTRGLCCLCAGTAGTCCATRRUATAAGATCTGTATE
CTCTAGCACAATAGTACACTROGHRTETLOTES (7Y, sodmy suehvanaia)

§ Fwd PYG00
SEAATTCOTGCADNTOTGARGTTOARUTGOTOR {78, svamd seekvannia)

Bwad RYR8T:
FHRAATTCOGTACCOTORUCLUCAGTALGTCOATY (T szémy seskvenaiy)

Ar duszeszerslisshez szolgald roakcitelsgy, 100 gl Gssasldtele &
kiwelkerd volt 10 mdd iz HOL pH 83, 1.0 mM magndshurekhored, 58 mid
kéhum-Kiond, 0,01 dmegitétfogatis axelating, 0,95-0.25 mM a dezosirbonukisazid.
feifosefatokbdl, 2.3 pM PTRER, PRODD, PEO0Y, PTORS, PTRGT, PTORE & P7EER,
T0-10 ph FYR06 &8 PYOEY &8 1 egyseg Tag polimeraz. A reakvicelegyre a
bvetkezd cildust alkalmaziuic 84 °C 1 perdig, 85 *C 1 perslg 83 72 °C 1 perciy.
Harmine oildus vldn a8 reghoidelegyet fenolidoroformmat (11 majd Koroformmad
sxlrahaliuk, &5 stanollel Kosaphuk, Centrifugadlds uldn 8 DNSY meglehid
restrikoios pulferben feloldoiuk &8 Apalbigysl dx Kpnbavsd smésaistiik. & kapotl
fragmentumot agards &8l oldluk &8 pMR14-be (& Sbeg) Hgdluk, amehsd
aldsfleg ugyonesen snsimekke!l améssiatiink. & pMRI4 a humdn gamma ¢
nehéz lane konstans régidt tartelmazza, Amikor g pMR14-at Agslibgyal ds Konbk
gyel hasiiuk, & hasitoll veklor ugy képes befogadnd a0 emeszietl DNSA, hogy a2
emisziell DNG 3" vége a garmma 4 konstans régid! Kadutd seekvencis § vigdhes
fenlvasasd karstban csatiskozik, Enrdilfogva 82 ebbd 8 veklorhd! kifsjezddd nahde
o gamma 4 Folipust lesz. A ligdows keversket hasendiiuk az . oolf LAMISES
seifel ransshymaidsdrs 65 8 kapolt hakidnium telgpekal restikoids amdaxidsssl
és nuklsolid seshvenciy analizisse! szdrtix, lysn mddon sgy olyan plasmidet
azsrwssitotiunk, amely 2 halyes ghQhTNRAD 4 soekvenaidt {11, soamy seakvencia)
{11, sbra) tarizimazis.

COR-batiltatell modosiiott Fab fragmenium eliddliiass
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A FTTOW £ colt vekbyr atkalmazdsival siiailottunk sgy CORbelilfetett,
mddositot Fab fragmentumat & WTNF4D antitoslre alapozva. & HTNF4O antitest

varighilis 1Sgid sbhbe & vekbbs szubkidnoziuk 88 ar inlerganikus azskvenaig
optimalizaldsaval horluk elre a pTTQCOPETY veklort A pTTO sxprosszics

vekion GQy szorkeszieofitik, hogy 8 rmkombindns profeinek oldhald formdingk

porplzzmativus akkumuldoiiat valdsitsa meg £ coli-ban. £ plezmid 16hh vordsal

& kivatkgzdke

)

lraciklin rezisstencla marker « @ moiszlanciz gén fenmék nem
naktivélia oz antibictkumol, snndlfoges a plazooid lartalmd sejek
sealakoidia megmarad,

algosony  maspiaissam ~ 8 repikdnids orige a3 p1BA plazmidhdl
szarmagk, amaly 8 colEl  sredell meplikonokat tariglmazd
plazrmidokkal kompatitalis;

erds, induksihatd e promgder @ kidnoaolt génisk)
fransekeipoidishos;

el gén ~ a lagc represszor profeln konstituliv expresszididt
bitosifie, a lae promoter  represssall digpolban v o
IFTGAallolakdreal valkh indukaddig,

Ompd szigndl szekvencis ~ 8 Konorplt génfek) periplezmatibus
srekréoiiat bdtosilia,

2z Ompd& s2ignd! seakvenciy bang2lackds Raposolddisa egy mindd
Lacd puptidhsr, smmly 8 tenseldcld hotdkony  megindulisdt
biztositia,

& vekbort mbdositolt Fab regmentumok xprosszidiara follesziotiiic ki egy
diviszironos message-bdi egy olvan mddsesy Kigondoldsa ndvén, amely ampitkus

mbdon  seelekidia Az oplimalls idergentkus  szekvencidl egy sor négyidle
rendolictést karsltdbdl Ennck alimazdsal 8 pTTO{LIPETY) szerkessidsensgt

intuk s

Anyagok ds modszarek



DNS techniksk

Standard elidndsokal hasanaiunk 3 fechnikak kivilelgrosdre, beletilve g
DING hasitast, agarde ool slekirofordzist, lgdlast & transzformalast A restikoids
arimaksl S8 g DNS middosité snoimekel a New Bngland Biolabs vagy 8
Bosthringer Mannbelm cfgté! seersztik be 88 @ seallitd cdgek sldivdsal szering
alkalmaziuk. A DNB fagmantumokat agardehd! Haztitotluk Genellean fenhnikg
B 101 okaimasdsival Az olgonukientidokat sz Oswsll Qligonuckectide
Survice szallffolia 83 40 nmn mérsthen voltak seindetizéivs, Plazmid DNBY &
Plasmid DNA MinVMid Kilek (Qlagen) segitesgdws! olditunk PORY Parkin Elner
fole Amnplitay” haszndlatdval végeziink, 2 ofp oldivdsal szonint DNS
szekvendlashoz ar Applind Binsystems Tag oycle ssguencing kitst hasendituk.

Hazol palack indukodd

Az E, ool WETT0 Rullirékat telraciidinned (7,5 pg/mby Kiegdezitet! L-leveshen
fonyvdszieliih. Indukcidhor a Tiss, sgy-Sivvakas kultdrakal {fenyéssids 30 "Coony
Olgn = {1 highotiuk Jitleres ferelllomases palackban 00 mi L-laveshen,
rragd 38 "Coon enyiszietik arbitdlis inkubdiorhan. Qg = .5 slérdsekor PTG

adagottunk 200 Mg, KMEkazdnként mintdkat {O0re kormigdhea) velliink.
Farplaamatius sxtrakoid
A lenvéseebminiakal  jGgen hGRGk {§ parsigl, maid 8 seilekst
contrifugalassal aratiuk le. Extrakeids pulferben {100 miM fnsa HCL 10 mM ROTA,
pH T4 vald reszusppenddids widn 8 mintdkal egy oiakan & 30 *Coon

inkubaltuk, majd cantrfugdidssal deritelliik,

Az Desresrareles vissgdiala
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A& mddosiiol Fab koncentrdcidbal ELISA mddszerrs! hatdroziuk meg. A
lomezskel 4 *Coon sgy Sjszaradn & antbhuman Fd 80484l feditk {2 pgimt fadd
pufferben, Teinlogiss koryhasd ollatban, 100 plitarialyl Mosds uldn 100 gl wint@t
maniink be  faldhvonkdnt slandapdkent Usalitoft ASEY gamims-l Fabd -
kozdetként 2 ugimid -~ hasznaltunk. & minldkbdl 2-ssores  sorpzathigitast
hbsziatiink a lomezen végin mintag konjugdtum pulfecben (ensnként §,08 g triss
amineematan, 2,88 g natnwreblond, 0.1 ol Tween-20, 1 m kazein {02 %eas) &
mesekat 1 Sean & seobshdmdraskielen inhubaliuk, rdedssal A lemwzekst
mstuk, sedciotiuk, majd 100 gl antbhuman Ckapps (G2 peroxidaz reagenst
{minfa  konjugatum  pulferben higilve)  adiink hozed. Az wnkubalast
szohghdémérsdideton vigeztitk, 1 ondn & razdssal A lomossket mosiuk
searifoliuk, eruldn hozrasdiunk 100 @ scubsetrdtum oidatol IO mb ndirum-
sostalinitrdt oldat (G1 M, pH 3, 100 pl hulrogéreperoxid okdat, 100 ol eramstib
benzidin oldat (10 mghmt dimetibszulfoxidbanil A szubsairdlur hozzdadass wldn

4-8 pere muleg dlvasiul e az abazorpaid! 830 niv-an,

& pTTO plazmid srerkesaidas

(a1 & pTTQY pulilinker helyeltosiiése

& pTTQY plazmidet sz Amcrsham odgldl szersziik be &8 3 14, abrdn
rrdiatiuk be. BEgy resaleldt (8 gl Sall és BooRl reslakaios ensimms emészietitl,
ar emasziell anvagot 1 %-0% agardz gélan fullshiuk 88 8 nagy DNS fragmentumdt
{4520 bp) fisctitotiuk. Kat cligonukleotidat seintelizaliunk, smelyek sgymdshoez
anclidva sz Ompd politinker regidt kodoligk. Lasd 8 18 abral £z 5 szekvencia
ragadas vagekst falaimaz, amelysk 3 pTTOE hasitdss kdvelkestében képaddagt
Sall ¢ EcoRl végekke! kompatilisek. Ennek a kazeltdnsk” a pTTQY vekiorba
vals kidnozass nom regenaralia a Sall helyetl, de az EcoRi haly megmarnad,. Bz s
kazella az £ coft Kuisd membran profeln OmpA saigngl saskvencidisnsk ~
smelvet az OmpA gén Shine Dalpamo riboszdma kdithelve eldz meg ~ alsd 13
gminosaval kidolia, BErankivil g kOvatkexd enzimek sxamars rlalmee rostrikoids

helveksl Xbal, Munl, 8bl &8 Spll & Munl &¢ Sbl halysk sz OmpA szigndl
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szekvencia kodold régididn belld vannak &8s wmint § kKonoxd helyek genel
badpidsd! seolgaiisk. A k&t oligonukisotidot, amalysk szl a8 kazaldt Bhrehostdk,
oy aosdidBuk sgymashos, hogy § pMigl koncentracibban  Ssszshewtik,
vizfirdtban 85 “C.on 3 parciy hevilelttk Sket, maid lassan szobashdmersdkislre
BOIHOK. Ar anelldl srebvencidl exutdn 2 SallfEcoRb-gyel hasfiof pTTQYbe
hgaftuk, A kopolt kitstitermidk plasmidol PTRQOmp-nek nevestik és DNS

srekvandiisssl allendristik.
{b) Fragrmenturn eifalitdes és ligalas

A pTTC-1 plapmidol Ggy Alltoltuk o6, hogy sgy DNS fragmentumal, amely
& pACYD184 plasmidid! szdrmazotl, R olyan Ingmentinhas hgsilunk, amelvek
# pTQOme-LA kelothaziek, A PACYCI84 plazmidet 8 New England Bivkabs-id
szereziik be, 2 plosmid rastribolds Wirképe @ 18, dhrdn 1&thatd. BEgy réasletdt 2
1) leliesen megemdbsziettik a Byl restrikcids enzimmel, majld Mung Bean
nuklsdzesd keselilk, s 8 kecelés tompa végeket how ldtre axdlisl, hogy
vissravagl az B Hinptld bdsisokall Fenolos axlrahdids s slancios Ricsapas uldn
a DB Peulbael haslioltuk o3 gy kaphulo a S348, 1081, 413 &5 402 hp meérstll
fragmentumolat. & 2348 bp méndll fragmentumoet agardz gdl slektrofordzis wién
tisetitotiuk. Ex a fragmentum kidoliz 3 totracklin rediszienciy markert 88 8 pib&
rephkdcios arigo-t. A Tragmentmod ezutdn bonjubdl stkalikus foselaticeal karsiik,
hogy sitdvolitsuk gz § onindlis fossfatokat, hogy exaliel megakaddiyozzuk 8
molekula Sodigaciciat. |

A pTQOmp pleemid oy réscleld® 2 ug) Sspl &s FooRl snsimmal
smészieltlk &g a 2350 bp bosszd regmentumat, sgandz g8l elakivofordzis uldn,
meghszitofiuk ¢ nem Kivdnatos 2040 bp &8 170 bp hossad fragmentumolddl sz @
fragmentum kddolia a ransskapold tenmindlor régidt és a laal® gént. & pTGOmD
ggy masik reszletdt (! w) EcoRbgysl ds Xownbgye! emeészietiik és gy kapluk s
S288, 1870, 350 & 280 bhp merell fogmentumckat. A& 350 bp hossen
fragmentumgt, amely a oo promoterd, gz Ompd szignd! seekvencidt &3 a
WDihazdnds Kidnoed halyat kéﬁaﬁj& géiben tisztitottuk
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A hdrom begmentumol ezuldn Hgdluk, 82 sgyes  Sagmertumokhdl
megkdzalitileg skvimoldns memnyiscgekeal haszndlva, Minden kidnozdst unkaidt
DNS szokverdlassal cliendrizliink. A plaamid  rostrikcis Wrkdpdt a 17, dlvs
mutalia, A pTTO2 plasmidol erutan a human g kdnoyll Bng kapps konstans
dorsint kidodd DNS bodpiidsdus! kéaritallik ol B2t a pHEIER plasmidbd! kapluk
Spii-EcoR] restrickids fragmentumként, amsivel 8 pTTO-1 meglelald holvdre
Spitettink be, A pTTO-R plazmid 8 18 Sbedn Sthatd

Humanizal hTNF4D vardsbilis nigiok beeplitse pTTOGbe

A ATHNFOgLT variabills kinnyll Bne o0g8t {8 sramt szokvencial g
megfelald, emifs soff csprosszidhor vald pMRIET voldorbdl, PORasl walé
Kiszabaditgs” {(POR rescue™ ofidn Rephk meg. & Ompd vezérseekvania
helyettesill az eradell g verdrssekvancidl, A PCOR primsrek srehvencidiat az
aldbbiakban smerafiuk:

& primen
CGUGLGGGAATTGOA STRELCTTGRUTRGTTTCROTACCHOTARUOTAAG

CTCACATTOAAATGACCCAGAGCUC (78, s2ami seekvensial

3 primer
TTCAACTGOTCATCAGATGEG (80, sedmi szskvencial

A standard felldlolek mgliell vogezell POR uidn o termakst testitotiuk, Mund
&8 Spll enmimme! emészietitk, majd gétben leziitotiuk. A Hsstitoll fragmantumad
axgdan & pTTO-2 MuniiSpll helydre Spltalitik be, 8 pTTORTHNRAOL) kdnnyd lanc
Bdstiarmdk elbaliitisa cdlidhol

A gh3hTNR4D S varidlilie nehde Boe régidt hasonld mddon kapluk a
pGamma-d veklobal A POR primersket! alabb ismerteliiik.

& primean
GUTATCGCAATTRCAGTRROGCTAGCTGETITCGCCACLEGTERUGCAAR
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CTCGAGOTTCAGLTGOTLBAGTCAGGAGEC (81, ssamd seskvanaia)

& primar
QUCTGAGTTCCACGATAG {82, szamd seskvenaig)

POR ubdn 8 ymcke! tszfilotluk, Nhad 8s Apal erncimmel smeselatiik, maid
g pDNADERg-O1 wekiorba (19, Sbra} szubkidnoziuk. DNS szskvenalassal vald
slendrzdgs uldn & nehds oot BeoR! ensimma! hasitolluk &g 8 pTTOHMTNRE0L
EooRl helydre kidnoziuk be, midial megkaptuk 3 pTTOTRESG B ool
SRV ZIGS plazmidal

intergeniius seekvanoia optimalizabise mddosiiolt Fab axprasszidhoz

A pTTO vekiothan 8 mddosiioll Fab axpresszidia {tenik meg egy olvan
digisgironng message-bél, amely sldszdr a kbl Bnont, mald a nehds oot
kodolia, A k&t gén kOl DNE srekvendls {(intergontkus szekvencis =GB}
befolvasothatis 8 oehdés o sxpresseidisnak seindiet azzal, hogy kihat a
ansdddold elinduldzanak g gyorsasagdra. Paldaul gy rvid  intergenikus
srekvenaia anszidcld kaposolddast sradménvezhet a kiinmedl d&s nahds Bne
kazaH, amenmyiban 2 ansslaldld dhossdma nem felesen valilk o & mRNSW &
kdanyd Bng szintezs befejezddese ulan, @ nahde ane sainlezis megindulasa
sl Bimmelvik Shing Dalgamo (S rbhoszoma kdidhely {3 188 RNB-asl
homoldn) onsidnek” { strength™) s lehet halasa, mint ahogy hatdss lehet s Sl és
a2 ATG stat kodon kOzOH Bvolsagnal & seehveancia Gesasidinlenek. A ATG
ket @ mRNS polencidlis masodiagos szovkezete egy masik fontos feldor, a2
ATG-nek hurok-ban kel lennie 68 nam egy S8 -on balll beszoritva, mig &
fordiotlia éndnyes ae Slhre. Tehdt ar IGE Ssszetdislinek &g hosseisdgdnak 8
mddositdsaval bhotdvd vk 3 ransellald inoldoios srejének § mddositdss és
anndfogvs & nahde Bne fermelladds szinlidnek g mddosiiisa, Valdszind, hogy 8
franszidcis elindulésdnak optimalis gyorsassdgnt kell elémmie ahhoz, hogy egy adolt
Fab nehéz Bncanak az sypressaidial maximalizdlia. Faldaul 3z sgvik mddositet
Fab eselen a magas suinld expresssio tolerdlhatd, de gy eltdrd mddositol, sitérd
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AST S

3 §e§§¢3mm ymiéb slitdrd e;‘aﬁyﬁaay@&mg}e mHalt, Eadet négy ;:%m‘g&m%ms
srekvanciy sorssalol lervaziiink {20, &bra), amaly lehetdvd telle, hogy o RTNF4G-
alapt mddosiiol Fab szamdra smplrikusan hatgrogauk m@g gz optimalis G844 Az
IGET &3 HB82 nagyon rivid infergenikus sestvenoiak (1, Hletes +1} 5 varhatdan
syorosan Ossrekapcsolddd franslicsl sredményeznek; az SD zeskvencidk
{alahdove) kevdssd kGlGnbOwnek, B o kél szekvencia nagy veldszinlségas! a
ranszidoids  inioold wagss ssintist bigtosis. Ax 1GS3-ban &3 HGBd-ben
hosszabh 8 Bvolssg a siad &8 a slop kodon kGzdit (+13) &8 seskvencia
Geszebdtalik kiionbisk, az G83-nak erdeehl” ax SO szekvencidia. Mindsgyik
seekvencia  mdsodiagos  seerkezsidt  anuimdnyostuk {az mffold  programol
hasznaluk) & amennvire  lehelell oplimalzdliuk”, aconban & k¥ fane
franszidcitidnak ssoros Sssrekaposoliddsa asslén a rbosadmalls disszocidold
higrya  agt jelentl, hogy & mRNS nem lehel  Jlecsupasaitoft’,  amsly
magakadalyozzs & mdsodiagos searkeze! Rislakuldsat

138 variansok kidnozdsa.

A 20, abrdan Bthatd IG8 kaseliak haldroy Sacl s Munl kidnozd helveket
wriahraonak, Bashet komplementer ofigonukiestid  pdrok anclidldss  rdwén
képertik. Vekior fragmentumot készitellink a pTTOITNEFAQ] Saclgyel és Naotl
gyl vald  emdsziésdvel, 8 nehde  Bne fragmentumol pedyg s
pONADERgGHHTNRAOH) Munbgye! és Notl.gyel vald emderiosdvel alifotiuk «iS,
Haram-lepésss Hodcidkal végeztink Ggy, hogy 8 k&t resirikoids fragmentum
skvimoldris mennyiségel hasznaliuk S8 38 sgyes ansliall olige kazstigkhdl
kiriidbelid 0,08 pM- hosanditunk fel liyen modon a kiwetkesd négy expresszios
plazmidol  Slitotiuk el PTTOMTHNF4G  1GS1), pTTOTHRGD RS-,
pTTOHMTNFIR IGE-3), pTTQHTNFLQ 1IGE4)

Résoll palgckos expresseio analisis.

A ndgy plazmiddal Bl colt W30 Wresel transformattunk, ugyanakikor az
emdell exprosssids szerkezetinl is, maid a rdeott palackok tarigimal sxprasszideg
analizdiiuk, shogysn lefe. Egy jollemzd Risddel srodményeit & 210 sbran
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mutativk be. A kilnbdsd infergenitus seekvengidk RUKInbazd  exprosszids
profiokat eredményeztek. Az IGET &s 1G82 gyorsan skkumuldls periplasmatikus
madostiol Fabd egy astoosal ar indukeid widn 1 dra mudiva, axuldn & kinyverss
szintie ssik G810 a cslos nagyohb, az opds clesabb. Eask az ersdmények
suvbevagnak 3 sziniésis magas soinfideal mant wirhald voll soskndl 2
sperkerelokndl a szoros transelicids RaposolddsSs kbvethesiében, Kétségielen,
hogy a2 1681 a nehér lane expresszid magasabh szinfist srsdmenyszl, mint ag
352, Ebban ar ssetben dgy ik, hogy €2 8 magassbb szintl exprossaid
rehezen derdihals, mivel 8 periplazmatikus sxpressaios szintek a1 drds ostics
uldn ssnek Bz dthatd az 1681 enydszel ndvekedest profiian {(nem mutaljuky,
smady sz dukols utdn 1 dra mdha olér 8 osfosol a3z oxds olOH, amibd saft
haldira & Hrisre ishet kivethartaint Az IGES lassabban akkumuialia g modositolt
Fab, de az indukald utén 2 draval magesadbl catins Sriekkal (3238 ng/miOD) & o
2 ostionot, mialdi & seintek esnek. Ennek o tenyésralinek a ndvekeddse 3 dran &
folvtatddott az indukeld ulén &3 magasabb cstoosal drle ol 8 Dlomasszdt {nem
mutatiuk). Bz sgybevag sgy albosonyabb szinll nohds ne seintéissel. Az 1GB4
ax anyagol még lsscabban akkumuldlis d8 nem sikerid elétnie a mask 3
srarkeret  lemmplékenyedgének  mpgas  ostosdl  Mindegylk  IGS varidng
telicsitményben jelentisen fpliimdds av ersdell veklorst, Azt g hipoléaist, hogy 8
E6nhaed 168 szskvencidk 3 bansziacidl RilGnbizd gyorsasdggal uliiak el
azek & kisdrel sredménvek sldldmasziidk. &mi a hTNF4D alapd modositolt Fab+
Hef, gy Hink, hogy 2 nehér Rne fransziicld nibidcid magss Heme kevéssd
inlerall Ss exdd nom optimslis, Egy lsssabb tlam, ot ax GBI biskosll, jodb
ndhvekedést ulsidonsdgokal ensdmanysr &8 snnel kivelkezichen dével jobb
hazar halmoddik fal

A fermentorban kapott Kilsemnslés  Gsszshasoniiidss  ulan ag G83
seorkazetad  wilastoituk, minthogy o adie & lsgmagassbh  hozsmot és
pTTC{CUPETO-nak nevertik of ~ sd 8 82, abvdl

& pTTO{ODPETDY plaemid altal kddoll nehér lane szekvencididt & 114

»»»»»

sxehvanois mutalia.
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A CDR-balfiatell, hTNF4G-alapt mddositott Fab PEGHszésa,

A fsztitolt, mddosHoft Fabt hely-specifikusan konjugdiiuk sgy sligasd
Rnas PEG mpdekuldval, Bzt Ggy &0k of, hogy & mddosiintl Fab csonkitolt osuids
régiGidban sgystien clsziein oxoportot akiivaltunk, majd (PEGHEzEmalensavimid-
del resgdiiatiuk, mind eldedlog eirtdk [AF Chapman &t al, Nature Biotechrology,
47, TEOAFRI (1881 A PEGHerefl muolskuddl a 130 abran mutaliuk be &8 &
vopyiietet COPETGnek neveritk ol & PEGIezelt CUR-beiiltelall, hTNF4D-alapy
middositolt Fab {COPE70) haldkonysaga a rheumatold avthritls kezelésdban,

A CDPETG-nek hosszd 2 folorsst kisje, kirlihelit 11 nap.

Egy inbravdnds CDP8T0 arlalmatiansdgdt & haldkonysagdt randamizall,
ketidswvak, placebo-cliendedll, ndveked dozissal wogestt vizsgalsthan, RA
paciensekben sriekaitik,

MODSZEREK

Batagek:
& londont, cambridgal, nordolii s norwichi (UK) Rheumatolbgisl Kiinkdk ambutans
hetegel kgl olyen 18 & 78 dv kO kovt paciensekel valgszioftunk, skik
kiclggiteltek az Amsrican Collsge of Rheumatology (A0R) 1887 -ben &dolgozolt,
rheumatnld srtfritiswe (RA) vonatkord diagnoseiiat kntdrumait Aenelt & &l
Arttuitis Rhuewrm, 31, 315324 (19881 Mogszabiuk, hogy & paciensekngk
Kiinikailag aktiv betegedgs fegyen, amelvel & kivetkesd ritdriumok kiell logaldabl
3 hatdroz meg & & Ridalmas vagy drzékeny izilet, = 48 perig tarld kors megoel
meravsds &8 8 wirdsvérsell Dlepedési  sebessgyg (ESR = ervihrooyde
sedimentation rate) & 38 mmvh. Legrlabb sgy belngesg mddosils reuma ellenes
gydgysers Dissase Modifing Anti-Rheumatic Drug = DRARD] ne tudisnek
vilaszaint &3 logalabb 4 hete nem kaplek kesslést A korlhossiersidok
megengedetiek vollak, ha 8 dozis prednizolonbd! & 7.5 mginap volt. Kizdrtuk &
tochas ndkat, szopiald ndkel &s azokal 8 ndked, altk sziibkepss kordak &8 nam
hasendinak hatékony fogamedsgdtiast mddszerd. Azokal a8 pacignssket s Kizarluk,
akilowek 8 megelded kirtbrienetdben rosseindulall belegedy fordult off, amely

i

stilvos, sllendrichelolion sgdsendgl Sllapotial Bt sgylitl, tovabba akikng! alledlag



a THNFo-neutralizald terdpia nem wolt sikerss vagy akik polielién-glikoka
allorgidsak. Felvetsl ot minden pacienst®l - akikel tjekoziatiunk ~ ol
heleagyexdst kaplunk, A vizsgdiatokat o helyl kulatds okt bizolizagok {Ova
hagyiak.

Kezalés! protokoll:

38 RA betsgst 3 csoportba oszipflunk, mindegyik csoport & vizsgdlal
gvdgyezerhd! niivekyd dozist {15 vagy 20 mg'kg) kapott. Mindegyik 12 Kbl alle
seppartel taldlomra § fre ~ akik COPETR-f kaptak ~ &5 4 {6 ~ akik placebot
kaptak -~ osziotiunk. & CUPETO-of segyatieon intravénags inflidban (Sssgesen 100
mi adiuk be 80 pero alalt. A placebot {natium-austdt pulfen hasontdan adiuk be
sgyetien 100 mibes plizicként 80 perp alalt A kezsiést ambulanter végestik,
Nyole hét miba minden belegnek atkalmal adiunk, hogy nviltan vagy 8, wvagy 20
mgdkg COPETH infias kapjon,

Klinkat kicridkebis
A& RA betegsdg akiivitdsst 3 World Health Organization and Intamationst
League of Associations Ry Rheumaiology Boers e @l J Rhaumatol -

\\\\\\\

pontazdamait taraimazd aleap-adat készlietek {core daty sels with 28 joint counls}
alopidn &odkelilik KL A belegsdy sklivitdsaban beokdvolkezd viltordsokst a
Dissass Activily Scors {betogsdg akiivitds pontssam} [Freavo st o, Astluits
Rheum., 38, 727.735 (1805)] segiisgtvel drigkaltik, Az éridkeldsukel a kozeks
SO &8 o ferdpia BN Rz 1, 2., 4, § &3 8. héten wigsiik ol A paclensekndl a
vizsgdlatl gydgyseer Anaimaliansdgdl s slviselhoidsddl s drtéheltik. Minden
viziingl hematoldgial és biokéminl orickelés! vigealink, vizsgaltuk tovabba az
ani-COPETO antilexicket &3 a8 kdros melidkhatasokat,

COPETE plazma Roncentrdold & anth-RDPETR antitestek:
& CROFRYG-st enzim-immunassay-vel (ELISAT mirtik. A paclensakbdl nyert
plarma  sormeathigidsall rekombingns human TNFowal (Strathmann Blotseh
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1.

GmbH, Hamnover fedell milrolitrddd lemesskan (Nungy inkubdltuk A bafogatt
CDPRTO-¢! torma peroxiddssal konjugdll keoske snib-human kappa konnvd Brne
{Cappel, KN} szt wvellen  letrametibbenzidin (TMB}  seubsetrdtum
hozadadasdval mutaliuk ¥

GOPSTH sllent antilesickre (110 plasme higités mellell) katids antigen
seandvios BLISA ~ mdsodiy réleghdnt bintinazelt CRFST0 sznigall « hasandlatdval
%:«a{m:zrm & meghditl antilestekst HRPadreptovidin & TMB  saubszitstum
segiisdndval mutetiulc K Az assayd egy hipermmun oyl G standardel
haszrdiva kalibedltuk, Egy egyvsdany! aklivitds 1 ug oyl standarddal sgvensitdkd,

Hatisziikal analizis,

A vizagalet kulalasl jollegh volt &3 & minla mennyisdge hasonld szavekkel
kapoll fapascisision alapult. A COPRTa hatékonysdgdt 2 bulegsdy aklivilasd
poniszamok  (dissass actvity score = DAS) kispamiidsaval analizalluk, a2
AUR0/50 valaszokat 2 koseldsbe vald bavondshor hasandiiuk &g protokolionként
kodolt feszielést olfidrast hasandflunk, & bologsdy skivilds ponbasdmdt &
kdvatkezOképpen seamitoliul ki DAS = 0,888 « (28 puha {alisl) négyreigyike +
0,284 x 28 duzzadl lzilel) négyreigydke + 0,7 x In (B8R} + L0142 x (& badeg
folies Aridhaldées) Eldszdy o egyesitel skilv csoporiokal hasonlilofluk @
placehohoz. He ez az Osseehastnlitds & %08 szinlen sxignifikans volt, mindegyik
scagoddst osoporindl elvbgestik ar Geszehasoniitdst Minden dsszehasoniitast két
oidall (wo talled) madssemsd végeztiink 5 %o seignifikanciy szintiel, Muden o
arisk kindrletl analizisbi ssdmmazott &5 szek nem hasandihaldk Kkdvelheslatell
magyarazathoz.

EREDMENYEK

Demografia

Harminchat RA paglenst nboroziunk, demogralial adalafkat & 6 Bbldeat
tarfalmazza, Az dtlag dlatkor 88 v voll &3 30 paciens wall nd A RA klzepes
ddtariama 13 év volt &3 31 pacens rhaumatoid faktor poeitiv vall & kiiltnhdzd
csupartokba tartozd pocienseknek hesonld demogrifial jollsmazdi voltak. & wak
sdagoldsl seakaszhan 812 placebo-kezell paviens visszalépell a vizsgdlathd! az



5
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fu
¥

adagolis uldn 2 4 héttel rosszabbodd RA mialt, & CDPET M kesell paciensel kst
224 visszalépetl, mindkeltd az 1 mgikg csoporthdl, rosszabbodd RA miad, illetve
neyn vell résxt 8 ROvstdsben » 4 hellsl ax aﬁa,{}éiséa wan, & kiSnbség
slatiszikaliag seignifians voll {p = {3,008, Fighesr eqasid tessth

8. tablazat Damogratial adatok kdzdpartik + standard eltdeéy)

SEam Nam Kor | Betegsey [Rheumaloid! Eed DNERDNK
{Ferding) gittartams faktor Srama
U Placebo | 12 141 51x8 | 1248 B {67%) St
PV W B R S T S 1Y R Y M B BT VA S R
VB gy 8 2.8 B3 1318 5 {B3%} B
Wmghkg | & 2R e1eil et asony L e

Kiinlkal hatékonysag

A protokofionkénti populcsing! az elvégeel! ulolkd magligyelosiy az ACRZD
laviddst mutald paclensek szésaldhos sranwa plecsbo &8 18 & 20 myghka
COPRYY uldn 18,7, 50, 87,5, iliehwe 82,5 % volt {Sssrsvont kereldst aredimény p =
0,001 @ 4 hélen & 187, 35, 78 & 75 % {p =~ 0032} & B héten A
prdtokodionkentl populdciond! ar ehvigeell wlolkd megligyalisiy & DAS panlokban
sidrt ocotikkengs {medidn} placeba, 1.5 88 30 mpfkg COPRTR adass utdn 0018
114, 1,81 és 1,88 volt (tGsszevort kevelési sredmény p = J,001) 8 4. hélen &s
8,31, 008 208 es 1,76 {p = (,008) a § helen (230 dbrgh A World Heasith
Organization and infemational League of Assoniation for Rhsumatology slap adat
kosslet individualis Osszeleviiben beklvetheretl vallozdsokal 8 24, shyan
renstadiuk b

A COPRT0 kddolatlan oimkdvel alidiol disisdinak adass wldn hasonld i
hatdsokal érlink el & vizsgdlatha bevont 38 belsg kOl 33 kapofl mésodis
COPETD Infizidt Az o ofsd infleddtd e ACR2D jmvuiast mulald paciensek
ardnys T2.2 &g 588 % volt B &3 2l mgkg COPET0nél g 4 helon & B85 6 as 887
% ad haen




Radvazdilen esemdnysk

& kezsidst i Kirtek g paciensek, inlizidval kaposolatos meakaid nem voll
Marn jelenteliek aflergids reakeldt vagy br-kilitést A ketiGs-vak fazisban 18, 38, 8
S3 14 kedverdien essmeény fordull o a placsho, 1.5 Hletve 20 mgikg
ssuporthan. A legdtaldnosabl a feifajds volt § paciensadl {placebonadl 1, 1 mgfkg
ndl 3 o 20 mgkgndl 1) § osatben. Egy pacisnandl, aki placebot kapolt 48 3
paciansnél, akik CDPATO-at kaplak {5 mgfkgndl 1 &s 20 mahg-ndt 3} aled legul
fortbeds alokult ki Feekel envhe vagy kepss lefolyasinak mondtak, onlis
arntibiotiumokkal kezeligk s 12 hét olatl megszlintek. Harom paciansnsgl ~ ax 1
&3 5 mykyg csoportban - 88 sgy pacisnsndl a 20 mgfkg wsoporban gy
fortizds alokull K 18 honappal a COPETD keeelés utdn Egy kedverdiien
sxeményt stlyosnak {riak e, s egy nyski fjdalom volt, amely 1 mgfkg-os infigid
utan 3 noppal fordull ol Neégy paciensnd] antinukledris antitest nivekedsst
devielek: 8 placebo csoportban 1 (negatived! 1408}, az 1 mukg csoportban 2
(nagativdl 1440e, negativedl U80wa) 8 a 20 mokg csoporthan 1 {negatividd
180-e). Ner taldlak valtozdst ap ant-DNS vagy anti-hardiolipin antitestekben.

CDPRTH plazma konosntradcid ds ant-CDREYA szinlek,

Mint varhatd volt, 8 COPRSTO minden dbxls seinfjénd! a plagma koncenteadid
ar izt befsjezésekor dvie e csdosdl, dizis ardnyos wvoll 3 plaams
koncentraciival, majd szubin lassan csdkkant. A CDPETY plaama koncentrdoid
profilia nagyon hasonionak lalszott ahhoz, amelyel dnkéntesekben oibeliag
maghigveltink, wanikor (gy szédmoliunk, hogy & felexésl 6 korlibeld 14 nap.
Uikl adéskor az sgy-adagos inflzidnal hasonltd profit fgyeltink meg.

Fav egy-adagos intavénds nlonid! kKowetlen az ani-CRDPRTO szintek
alacsonyak vagy Kimuathalatianok voltak,

& TNFg neulrafizdliza RA&ban egy holskony kezslési stratégla. Ehhez
iclanieg biokbgiat hatdanyagok haszndlatrs van seikeég, fyen egy kimera m&l
vagy ooy oldhatt rsceplorhuman e fozids protsin, amelyeknek kaliséges az
sldaliitdsa. Egy hrdpiss TNFa neutralizéld szemek magss affinitdssa kell kitnig
THFad és hosszd folexdst kidvel, alacsony antigonicitéssal kell rendetsenia,
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wvabbs fegyen igen B sz ohvispthelOsdge &s legyen drinimstlan. Legyen
hozzsferhaetd minden RA belag szdmdra, aklkndl 3 THNFx binkad jdtdkony hatasa.
Egy olvan tschnoldgia, amelivel azsk g oblok elérhetdk egy B coliban elbaliitolt
THFD k8IS antitest fragmendum polictign-glikolial vald sonjugsiasa. Ebhben az
sifeates vissgdlathan Ggy talaliuk, hogy & COPETD, sgy PEGHezell, ant-TNFg,
rrddosiiolt Fab, hatdsos & a RA betegek p tink.

in vitro Kindrietekben Kimutatiuk, hogy o CDPETO hasonld TP nautralizgld
hartdst fait ki, mint az eradet egdr anti-TNFo antitest. £2 a vizsgalal megerisitetie,
hogy 8 CDRETD cadlkentl 2 gyuliadast &s javite a RA tinstell A klinkat javulds
ax & &s 20 mgiky csoportban (78 3%, 78 %) ~ ar ACR2D vilsse keltdrivmokksl
ofrve - hasoniithatd volt az elanercepbher {80 %) RNorsland ef al, Annals It
Med, 130, 478488 {1082} év ar nfinmab-hox (80 %) Maint et ol Lancel, 384,
1932-1838 (18881 A vizsgdll kizepes &5 legmagasabb adagoldsi sainteknd &
tevdpids hatds B hétig tarolt, amely a2 eldzd bkl mAt-hez hasonlithats [Ellnt o
al, Lancet, 344, 11058-1110 {1884 &5 Rankin st al, Br. . Rheumgtol, 34, 33%-
342 (1885} . Eidad vizsgdiatban kimutallak, hogy sz ant-THFg antdest terdpids
hatdsa plaema felezdst ejdvel 8 horingd antitestsk  képziddsowal van
deszefiguéshen [Maind ot all, Adhritis Rbsum,, 38, {kegészitésl S188 (1888}
{kivoratil & mi vizsgalaturk Kimutatia, hogy 8 CORS?0 felezdsl ieje 14 nap, ami
arones egy felss antifesiSvel (Rankin at al, asd feniebb} &s sokkal hosseabb s
konjugdiatian Fab' fragmentiimok felesés! idejdndl. Exankivild a CDPETR ellen
caak alacsony szinhskern képxduol antitesd vilase,

Ennak o anulmdnynak egeik fonlos célja az voll, hogy megvizspdlivk ezan
PEGHszel Fab' sikalmasasingk sivizeiheidsdgdt & drigimationsagdt. & mi
vizsgaistunkban a CUOPETE © slviseihelinek mulalkoroll. Mindssonaltal tovahbi
vizsgalal lesy szukseges ahbor, hogy kigngkelik a hosszantarld foxicitast
kiindsen & dominiinizald botegesdy, ferldads és bér kililés konNazatd!l, amelrdl
az clanergept &8 inflodmab slkabnazdssval kaposclathan seamolisk be.

Osszageave, & CDPETO tevdpidsan hatdsos RA-ban & ebben a rdvid
lojdratiy vizsgdiatban 1 elvisathelSnek bizonyull.
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Mogdtd! érteilidik, hogy o fenll pelddk ceupdn 8 szamiditelés ot

seolgdligk S8 nem korldlozzdk o wldmany olftalmi kdrél, amelyst a kdvatkezd

igénypontokban hatarastiunk meg.
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<88 .
Szabadalmi igényponiok

1. Human-TNFa-specificitdssal  rendetkezd  antifest  modekula, amely
randelkazik kOnnyl dnceal és nehéz lanacal, abol a kdnmpd dne tartalmasza a3 8.
szamy szakvenoiakent megadolt HTNFLG-gl1 kOnnyl lane variabilis 8gidt & a
nehéz lanc fartalmazza a 11 szém szekvenciaként megadott gh3hTNF40.4
rahdz lane varighilis régidt.

£ Humén-TNFe-specificitassal  rendelkerd  antitest  molekula, amely
rendatkazik a 113, szaml szekvencidban megadolt ssekvencidj kannyl dncost
és g 1158, szamg svekvencidban megadott szekvenciajl nehéz lanceal.

3. Vegyllet, amely taralmaz olyan human-TNFo-speoificiiassal rendetkezd
anfilast molekuldl, smely rendelkezik & 113, szami szekvencidban megadott
szekvencidjd kinnyl lnceal 88 & 115 ssami szekvencidban  megadolt
szekvenciait nehéz Baccal, &5 amelyben a nehéz dne C-teminalis végén lévd
egyik cisziein csoporthor egy leibmaleinsavimid-sedrmazek csoport kapesoladik,
ahol & lizil csopont két aminocsoporfidnak mindegyikéhez kovalensen kaposolddik
sgy-agy kKb, 20 000 Da molekulattmegll metoxipoliletiiénglikol) csoport, gy a
metoxipoli{etdenghkol} csoporiok tlagos tsszmolekidattimeage kb. 40 000 Da.

4. A 3 igdnypont szerinll vegyldst, amelyben a elmaleingavimids
szarmazek csopart {232, 5-dioxo-T-pirrolidinil}-L-oxopropiffaminoletiilaming]

~karbonith-1, 5 pentandiilibisz{iminokarbonil).

8. Vegyllet, amely lartaimazza a 2. igénypont szerinti antitest molekulat, és

amelmnek a képlate a kivetkezd:



CHyO(CHa CH, 03, CONH

0
S?‘fgi}{ﬁ?%gﬁ?‘fgf}}g{?{}m?”&\gégﬁi v,wﬁﬁ‘g,‘w\f&% B
{4 LE

ghof n ertdke Kritheli 420,

8. DND szekvencia, amely Rodolia ez 193, igényponiol bamelyke szarindl

antitest molakula nehds ésivagy kOnnyll lanodt.

7. Bibnosd vagy expresseids veklor, amsly rialmassa 2 § igénypont
searint DNSszekvenigl.

& Gazdasell, amelyst a 7. igénypond sverint vekiorral ranssformsitunk.

8. Elidrds sz -3 émyvpontok bdrmelvike seerintt antdest molskula
sioatasars, amely olidras lordadmazzs a8 8§ wénypont seetinll gasdasedt
fenvdsziesat g az antitest muolekula zolalasal.

13 Terdpids vagy diagnossiikal kSaslimeany, amsly adelimasss az 1 vagy
& yenvpant szenintl antitast molekuldt vagy 8 38, igénypontok hdrmelvike sserinll
vegyidetsl gydgvaszatiiag sifogadhatd vivianyaghoz tarsites.

0 Az 1. vagy 2. ghnypont szerinll antitest molekuda vagy & 34
igdnypnniok drmelvive seerintl vegyiie! tnrdpiaban vaild alkalmasdsa,

180 Az 1 vagy 2 igénypont szernll antilest molekule vagy & 38
igdnyponiok  bimmelvike sserinll vegyiel alkalmazdsa rheumalold  srthrilis,
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1. &bra

A hTNF40 antitest kéinny( lanc és a humén 1 csoportd konszenzus

Mu 1 csoport komszenzus . DIQMTQSPESLSABVGDRVTITC (B3.sx, ssekyv )
hTNF40 ;. DIVMTQSQKFMBTSVGDRVEVTE (84 52, szeke)

Mu 1 csopariy konszenzus | WYLQORPGKAPKLLEY (85, szamd szekvencia)
NTNF40 D WYQOKPGQRBPKALLY (88, szdmu szekvensia)

Hu 1 csoporty konszenzis | GYVPSRFEGEGBOCTORFTLTISSLQPEDFATYYC (87 & szekv }

hTNF4D : BGYPYRFIGSGEGTORFTLTISTVASEDLAEYFEC (88.52. szeky.)
Hu 1 csoporty konssenzus © FGOGTKVEIKR {88, szdmu szekvencia)
BTNF40 T FGAGTRLELKR (B0, szamu ssekvencia}

3. &bra A RTNF40 CDR-ek szekvencial

M1 DYGMN (1. szémd sxekvencia)
M2 WINTYICEPIYWWDUFKG (7. szdmu seekvencia)
X WINTYIGERIYADRVKG (2. szami seakvencia)

HY GYRSYAMDY (3. sxdmi szekvencla)

L1 KABONVGTNVA {4, seamiy szekvencia)

L3 QOYNPYPLT 5. szdmi seekyencia)
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2. &bra

A hTNF40Q antitest nehez ldne és a human 1 csoportl és 3 csoporty
konszenzus szekvenclak framework régidinak dsszehasonlitasa

Hu 1 csoporii kenseanzus
RTNFLO

Hu 1 csopontu konszenzus
hTNF40

¥

0}

Hu 1 csoporhi konssenaus - STRY EDTAVYY
. REAFSLETSABTAFLQUNNLKNEDTATYFCAR (3852, saekv )

HTNF4Q

Hu 1 csoporiu Ronasenzus

RTNFAO

RTNF40

Hu 3 csoport konszensus .

hTNF40

Hit 3 osoporia konszenzus

hTNF40

Hu 3 esoporta konszenzus

BTNF40

QVQLVQSCAEBVRRPGABVRVEUKASGEYTFT (81 s2.s3aky)

QUOLVOSGPELKKPGETVKISCKASGYVET (8252, szekv.)

WVYRQAPGQGLEWMG (93, szamil ssekvenuia)

- WVEQAPGRAFKWMG (84, szdmg szekvencia)

RVTITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR {98.52.s30ky .}

WGGGTLVTVSR (87, sz8m seekvancia)

O WEQBTILTYSS (98, szamd szekvencia)

L BVQLVESGGGLYAPGESLRLBCAASGFTRS {10852 szahv .}
D GIGLVOBGRPRL KK POETVKIBCRABGYVFT (82, sz, szakv)

WYRQAPGKGLEWVE (107, sxami szekvancia)

WEOGTIVTYSS {108, szamu seekvancia)

T WORGTILTVES (38, sz szekvencia)

©
°
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Az OmpA oligonukleotid adapter szekvenciaja (101. sz. szekv.)

Qmpﬁ\ vezér
10 20 30 40
¥ & % %
fhol yhal 3.D.

T CGA GTT CTA GAT BAC GAG GCG TAA ARA ATG ARR BAG ACA
CAR GAT CTA TTG CTC CCC ATT oeT PAC TTT TTC TGT
M K X T»

"’x,

L%
s 3
¥y
<3

Lo |

€8

AR

b3 L o2

~¢’°

Munl sty Spll
* GCA ATT GCA GTG GCC prG GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC"ATG CTC AGT
A 1 A V A L A |

EcoRl
GG
CCT TAA
. A belst restrikcios helyeket vastag betlk mutatjak

. Az & Xhol ragad6és vég a vekior Sall helyébe ligalddik, blokkolva gzt
. 8.0 az OmpA Shine Dalgarno szekvenciat jelent]
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