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Fuzni protein, oblast determinujici komplementaritu, molekula nukleové Kyseliny a jeji
sekvence, protilitka, zpisob jeji pFipravy a vySetieni, farmaceuticky prostiedek,
rekombinantni plazmid, hostitelska buiika a zpisob diagnézy

Oblast techniky

Tento vyndlez se obecn& tyka oblasti fuze proteinii. Vynalez se zv14sté tyka fazniho proteinu
s vazebnou specificitou pro lidsky interleukinu—4 (IL4), oblasti determinujici komplementaritu
(CDR) imunoglobulinového lehkého nebo t&zkého fetézce, molekuly nukleové kyseliny kédujici
CDR, humanizované a chimérni protilatky obsahujici t&zky a lehky fetézec, farmaceutického
prostiedku, ktery obsahuje flizni protein, izolované sekvence nukleové kyseliny, rekombinantni-
ho plazmidu, ktery zahmuje takovou sekvenci, hostitelské buiiky, ktera je transfekovéana rekom-
binantnim plazmidem, zptisobu piipravy humanizované protilatky specifické pro lidsky 114,
zpisobu diagnézy alergii a jinych stavii spojenych s nadmérnou produkei imunoglobulinu E
u Clovéka a zpiisobu vysetfeni monoklonélnich protilatek proti lidskému IL4.

Dosavadni stav techniky

Atopické alergické choroby spadaji do rozsahu relativné lehkych onemocnéni, jako je sezonni
rhinitida a konjuktivitida, vaZn&jsich chorob, jako je atopickd dermatitida a atopické astma,
a onemocnéni ohrozujicich Zivot, jako je anafylakticky Sok. Spojnici téchto stavii je imunitni
odezva t&la na alergeny, pii¢emz odezva zahrnuje produkci imunoglobulinovych E (IgE) protila-
tek u geneticky pfedem disponovanych jedincii (atopie). Inhibice produkce IgE byla dlouho cilem
ve specifické imunoterapii alergickych onemocnéni za pouziti desenzibiliza¢nich vakcin. Aviak
v poslednich letech bezpe¢nost a u¢innost vakcin je brana v potaz, ale poZadavek na sniZeni hla-
din IgE se neztraci.

Interleukin 4 (IL4) je proteinovy mediator v lymfoidnim systému. Studie lymfocyti z atopickych
Jedincti ukazuje na ptitomnost vys$3iho neZ obvyklého po&tu T lymfocytii se schopnosti secerno-
vat IL4 v odezvu na stimulaci a v&tsi podet IL4 secernovaného po stimulaci.

Bylo zjiSténo, Ze anti-IL4 protilatka inhibuje IgE, aviak nikoli IgG, nebo IgG,, (Finkelman
akol., Ann. Rev. Immunol. 8, 303 /1990/) a produkci IL5 secernujicich T bungk (Maggi a kol.,
J. Immunol. 148, 2142 /1992/). Kromé& toho nedavné tdaje ukazuji, ze IL4 miZe mit vliv na
hromadéni eosinofilu ve tkani (viz Tepper a kol. 62, 457 /1990/, Tepper a kol. 57, 503 /1989/).

Tak nadale v oboru trva potieba vysoce afinitniho IL4 antagonistu, ktery by snizil inflamaci vy-
volanou eosinofilem, jak sniZenim proliferace bun&k secernujicich IL5, tak inhibici adherenéniho
mechanizmu, pfi kterém se eosinofily mohou hromadit ve tkani, a miZe se pouZivat pro oSetfo-
vani, prevenci nebo diagnéze alergickych reakei.

Podstata vynélezu

Pfedmétem tohoto vynélezu je fuzni protein s vazebnou specificitou pro lidsky interleukinu-4
(IL4), ktery zahrnuje oblasti determinujici komplementaritu t&zkého fetézce (CDRs), které maji
aminokyselinovou sekvenci znazornénou v SEQ ID ¢&. 22, SEQ ID&. 24 nebo SEQ ID &. 26
a oblasti determinujici komplementaritu lehkého fetézce (CDRs), které maji aminokyselinovou
sekvenci zndzornénou v SEQ ID &. 16, SEQ ID &. 18, SEQ ID &. 20 nebo SEQ ID &. 28.
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Piedmétem tohoto vynélezu je téZ oblast determinujici komplementaritu (CDR) imunoglobulino-
vého té€zkého fetézce, jejiz aminokyselinova sekvence Je vybréna ze souboru sestavajiciho z

a) ThrSerGlyMetGlyValSer: SEQ ID ¢&. 22,
b) HisIleTerrpAspAspAspLysArgTyrAsnProSerLeuLysSer: SEQID¢. 24 a
¢) ArgGluThrValPheTyrTrpPheAspVal: SEQID ¢. 26,

Jjakoz i oblast determinujici komplementaritu (CDR) imunoglobulinového lehkého Fetézce, jejiz
aminokyselinova sekvence je vybrana ze souboru sestavajiciho z

a) LeuAlaSerGlnSerValAspTyrAspGlyAspSerTyrMetAsn: SEQID¢. 16,

b) AlaAlaSerAsnLeuGluSer: SEQ ID &. 18,

¢) GInGInSerAsnGluAspProProArg: SEQ ID &. 28 a

d) GInGInSerAsnGluAspProProThr: SEQ ID &. 20.

Pfedmétem tohoto vynalezu je také molekula nukleové kyseliny kédujici oblast determinujici
komplementaritu (CDR) imunoglobulinového t&7kého fetézce, jejiz sekvence je vybrana ze sou-
boru sestavajiciho z

a) ACT TCT GGT ATG GGT GTG GTG AGC: SEQID¢. 21,

b) CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC:
SEQ ID ¢&. 23,

¢) AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC: SEQID &. 25,
d) ACCTCC GGT ATG GGT GTT TCC: SEQ ID &. 54,

¢) CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC CTG AAA TCC:
SEQID&. 55 a

f) CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT: SEQID &. 56,

stejné jako molekula nukleové kyseliny kodujici oblast determinujici komplementaritu (CDR)
imunoglobulinového lehkého fetdzce, jejiz sekvence Je vybréna ze souboru sestavajiciho z

2) AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG ACC:
SEQID &. 15,

b) AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC:
SEQID &. 53,

¢) GCT GCA TCC AAT CTA GAA TCT: SEQID &. 17,
d) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG: SEQID¢. 19a
¢) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG: SEQID ¢. 27.

Pfedmétem tohoto vynalezu je rovn&z humanizovana protilatka obsahujici t8zky fetézec a lehky
fetézec vymezeny svrchu, kde tato protilatka Je charakterizovana disocia¢ni konstantou rovnou
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nebo mensi neZ piiblizné 2 x 107° M pro lidsky IL4, pfiGemz tseky zakladni struktury uvede-
ného tézkého fetézce a uvedeného lehkého fetézce Jjsou odvozeny od alespoti jedné zvolené
lidské protilatky a aminokyselinové sekvence oblasti determinujici komplementaritu kazdého
z téchto fetézci jsou odvozené od nelidské neutralizujici monoklonalni protiltky specifické pro
lidsky IL4, kterd je charakterizovana disociadni konstantou rovnou nebo mensi neZ pfiblizné
2 x 107" M pro lidsky IL4.

Pfedmétem tohoto vynalezu je také chimérni protilatka obsahujici t&zky fetézec a lehky fetézec
vymezeny svrchu, ktera je charakterizovana disociaéni konstantou rovnou nebo mensi nez pfib-
lizn¢ 2 x 107'° M pro lidsky IL4, ptiem# aminokyselinové sekvence oblasti determinujici kom-
plementaritu kazdého fetdzce jsou odvozené od nelidské neutralizujici monoklonalni protilatky
specifické pro lidsky IL4, ktera je charakterizovana disocia&ni konstantou rovnou nebo mensi nez

piblizné 2 x 107'° M pro lidsky IL4.

Pfedmétem tohoto vynalezu je farmaceuticky prostredek, jehoz podstata spoCiva vtom, Ze
obsahuje svrchu vymezeny flzni protein a farmaceuticky pfijatelnou nosnou latku.

Piedmétem tohoto vynalezu je také izolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera je zvolena ze
souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny kédujici fiizni protein majici aminokyselinovou sekvenci zna-
zorn€nou v SEQ ID €. 14 nebo SEQID &. 12,

b) sekvence nukleové kyseliny komplementérni k a),

¢) sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice nukleotidi schopnych hybridizace s a) nebo b)
za ptisnych podminek a

d) fragmentu nebo analogu a), b) nebo c), ktery kéduje protein charakterizovany specificitou
pro lidsky interleukin—4,

pfi¢emz tato sekvence popiipadé obsahuje restrikéni misto, jakoZ i

1zolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera Je zvolena ze souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny koédujici komplementaritu determinizujici oblast (CDR), ktera
ma aminokyselinovou sekvenci vybranou ze souboru zahrnujiciho SEQ ID ¢&. 22, SEQ ID &. 24,
SEQID ¢.26, SEQID&. 16, SEQID . 18, SEQ ID ¢&. 20 nebo SEQ ID &. 28,

b) sekvence nukleové kyseliny komplementarni k a),

c¢) sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice nukleotidi schopnych hybridizace s a) nebo b)
za piisnych podminek a

d) fragmentu nebo analogu a), b) nebo ¢), ktery kéduje protein charakterizovany specificitou
pro lidsky interleukin—4.

Pfedmétem tohoto vynalezu je té% rekombinantni plazmid, ktery zahruje svrchu vymezenou sek-
venci nukleové kyseliny.

Predmétem tohoto vynalezu je rovn&Z hostitelska butika, ktera je transfekovana rekombinantnim
plazmidem vymezenym svrchu.

Pfedmét tohoto vynalezu také obsahuje zpiisob piipravy humanizované protilatky specifické pro
lidsky interleukin—4, jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze zahrnuje kultivaci bunééné linie transfeko-
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van¢ rekombinantnim plazmidem vymezenym svrchu za fizeni vybranych regula¢nich sekvenci
schopnych fidit expresi v téchto buiikach.

Pfedmétem tohoto vynélezu je také zpiisob diagnézy alergii a jinych stavi spojenych s nadmér-
nou produkci imunoglobulinu E u &lovéka, jehoz podstata spogiva v tom, Ze se vzorek biologické
kapaliny uvede do styku s monoklonalni protilatkou, vymezenou svrchu, proti lidskému IL4 s di-
sociaéni konstantou nizsi nez 2,0x107'° M, kterd ma vysoky titr pro lidsky interleukin—4, a sta-
novi se vyskyt vazby mezi uvedenou monoklonalni protilatkou a lidskym interleukinem—4.

Pfedmé&tem tohoto vynélezu je kone&né zpiisob vySetfeni monoklonalnich protilatek vymezenych
svrchu proti lidskému IL4 s disociaéni konstantou niz3$i ne 2,0x107'° M, které maji vysoky titr
pro lidsky interleukin—4, jehoz podstata spo&iva v tom, Ze se

a)  pfipravi hybridom bun&éné linie charakterizované sekreci monoklonélni protilatky proti lid-
skému interleukinu—4 a

b) tato hybridomové bun&¢na linie vysetti aldehydem kondenzovanym na lidsky interleukin—4
nebo s biotinylovanym lidskym interleukinem—4.

Podrobny popis vynalezu

Pfedkladany vynalez poskytuje riizné protilatky, jejich fragmenty a fuzni proteiny, zejména hu-
manizované protilatky, které jsou charakterizovany vazebnou specificitou pro lidsky IL4, neutra-
lizagni aktivitou a vysokou afinitou pro lidsky IL4, jak je tomu naptiklad u my3i MAb 3B9 nebo
u krysi MAb 6A1. Tyto produkty jsou vhodné v terapeutickych a farmaceutickych prostiedcich
pro lécbu alergickych reakcei zprosttedkovanych 114 a IgE. Tyto produkty jsou také vhodné pro
diagnostiku stavu zprostiedkovaného L4, kters se provadi méfenim hladin cirkulujiciho endo-
genniho IL4 u ¢lovéka (napfiklad za pouziti enzym-vazaného imunosorbentniho testu (ELISA)).

1. Definice

»Flzni protein oznaduje protein kédovany fuzni molekulou, ktery mize byt ziskan expresi ve
zvolené hostitelské burice. Takovymi fiiznimi proteiny jsou upravené protilatky, napiiklad chimé-
rické nebo humanizované protilatky, nebo fragmenty protilatek, kterym chybi cely konstantn{ re-
gion imunoglobulinu nebo jeho &ast, naptiklad Fv, Fab nebo F(ab), a podobns.

»Fazni molekula oznaduje sekvenci nukleové kyseliny kédujici regiony urujici komplemen-
taritu (CDR) z non-lidského imunoglobulinu, které jsou inzertovény do prvniho fuzniho partnera,
ktery obsahuje lidské variabilni sekvence pracovniho regionu. Podle potieby je prvni fizni part-
ner operativné navazan na druhy fiizni partneru.

»Prvni filzni partner oznaduje sekvenci nukleové kyseliny kédujici region lidského pracovniho
ramce nebo variabilni region lidského imunoglobulinu, ve které Jsou nativni (neboli ptirozené)
CDR nahrazeny CDR donorové protilatky. Lidskym variabilnim regionem muze byt imunoglo-
bulinovy t&zky fetézec, lehky fetézec (nebo oba fet€zce), jejich analog nebo jejich funké&ni
fragment. Takové CDR nebo Giseky CDR, umisténé ve variabilnim tseku protilatek (imuno-
globulind), mohou byt stanoveny zpiisoby znamymi v oboru. Napiiklad Kabat a kol. (Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 4. vyd., U. S. Department of Health and Human Services,
National Institutes of Health /1987/) uvadi pravidla pro lokalizovani CDR. Kromé& toho jsou
zndmy pocitatové programy, které jsou vhodné pro identifikaci Gseki a/nebo struktur CDR.

Vyraz ,\vysoky titr* oznaduje v souvislosti s protilatkou takovou protilatku, kterd ma vazebnou
afinitu pro lidsky IL4 charakterizovanou hodnotou K, ktera je rovna nebo mensinez 2 x 107'° M.
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»Yazebnou specificitou pro lidsky IL4“ se rozumi vysoky titr (neboli afinita) pro lidsky, nikoli
v8ak pro hovézi nebo mysi, IL4.

»Druhy fizni partner oznaduje jinou nukleotidovou sekvenci k6dujici protein nebo peptid, se
kterou je prvni fizni partner fuzovan ve &tecim ramei nebo pomoci obvyklé spojovaci sekvence
(to znamena operativng vazan). Vyhodng jim Je imunoglobulin. Druhy fiizni partner mie zahr-
novat sekvenci nukleové kyseliny kédujici cely konstantni usek pro stejnou (to znamena homo-
logni — prvni a druhy fzni protein jsou ziskany ze stejného zdroje) nebo jinou (to znamens hete-
rologni) pozadovanou protilatku. MizZe se jednat o tézky fetézec imunoglobulinu nebo o lehky fe-
tézec imunoglobulinu (nebo o oba fetézce jako soudast Jediného polypeptidu). Druhy fizni part-
ner neni omezen na konkrétni imunoglobulinovou téidu nebo izotyp. Kromé toho miize druhy
fzni partner obsahovat ¢ast imunoglobulinového konstantniho regionu, jako je tomu u Fab nebo
F(ab), (tj. samostatnou &ast vhodného lidského konstantniho regionu nebo regionu pracovniho
ramce). Takovy druhy fuzni partner miize také obsahovat sekvenci kédujici integralni membrano-
vy protein exponovany na vn&j$im povrchu hostitelské buiiky, naptiklad jako &ast fagové zobra-
zovaci knihovny, nebo sekvence kédujici protein pro analytické nebo diagnostické stanovent,
Jako je naptiklad kfenova peroxidaza, B-galaktosid4za a podobné.

Vyrazy Fv, Fc, Fab nebo F(ab), se pouZivaji ve svém obvyklém vyznamu (viz naptiklad Harlow
a kol., Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory /1988/).

Termin ,,upravena protilatka®, jak je zde pouzit, oznacuje typ fizniho proteinu, tj. syntetickou
protiltku (nap¥iklad chimérickou nebo humanizovanou protilatku), ve které je &ast variabilnich
domén lehkého a/nebo tézkého Fetézce zvolené akceptorové protilatky nahrazena analogickymi
Castmi z jedné nebo vice donorovych protilatek, které maji specificitu pro zvoleny epitop.
Napfiklad mohou takové molekuly zahrnovat protilatky charakterizované humanizovanym t&-
kym fetézcem spojenym s nemodifikovanym lehkym fetézcem (nebo chimérickym lehkym fet&z-
cem) nebo naopak. Upravené protilatky mohou byt také charakterizovany zm&nami sekvenci
nukleové kyseliny kédujicich variabilni doménu pracovniho ramecku lehkého a/nebo té7kého te-
tézce akceptorové protilatky, které vedou k zachovani vazebné specificity protilatky. Tyto proti-
latky mohou obsahovat nahrazeni jednoho nebo vétsiho po¢tu CDR (vyhodné& viech) v akcepto-
rové protilatce CDR z donorové protilatky, jako Jje zde dale popséno.

»Chiméricka protilatka“ oznaduje typ upravené protilatky, ktera obsahuje p¥irozens se vyskytujici
variabilni region (lehkého fetézce nebo t&zkého fetézce) z donorové protilatky, ve spojeni s kons-
tantnimi regiony lehkého a tézkého Fetézce z akceptorové protilatky.

~Humanizovana protilatka“ oznaduje typ upravené protilatky, kterd ma své CDR ziskané z non—
lidského donorového imunoglobulinu, pfi¢emz zbyvajici imunoglobulinové &4sti molekuly jsou
ziskané z jednoho (nebo vice) lidskych imunoglobulind. Také mohou byt pozménény zbytky
vytvafejici pracovni ramec, aby se zachovala vazebn4 afinita (viz naptiklad Queen a kol., Proc.
Natl. Acad. Sci USA 86, 10029-10032 /1989/ a Hodgson a kol., Bio/Technology 9, 421 / 1991/).

Vyraz ,,donorova protilatka“ oznaduje protilatku (polyklonalni, monoklonalni nebo rekombinant-
ni), kterd pfispiva sekvencemi nukleové kyseliny pro své variabilni regiony, CDR nebo jiné
funkéni fragmenty nebo jejich analogy, k prvnimu fiiznimu partnerovi, za zisku fizni molekuly
a nasledné exprimovaného fizniho proteinu s antigenni specificitou a neutraliza&ni aktivitou do-
norové protilatky. Jednou donorovou protildtkou vhodnou pro pouziti podle tohoto vynalezu je
non-lidské neutralizaéni monoklonalni protilatka (tj. my3i protilatka) oznagena jako 3B9. Proti-
latka 3B9 je definovana jako vysoce afinitni neutralizaéni protilatky izotypu IgG, specificka pro
lidsky IL4 (to znamena nerozpoznavajici hovézi nebo mysi IL4), kter4 ma DNA a aminokyse-
linové sekvence pro variabilni lehky fetézec SEQID¢. 1 a2 a DNA a aminokyselinové sekvence
pro variabilni t€zky fetézec SEQ ID ¢&. 3 a 4, na vhodném mysim IgG konstantnim regionu.
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Vyraz ,akceptorova protilatka“ oznaduje protilatku (polyklonélni, monoklonalni nebo rekombi-
nantni) heterologni k donorové protilatce, ze které Jsou ziskany celé (nebo &asti, ale vyhodné
celé) sekvence nukleové kyseliny kodujici pracovni regiony t&zkého a/nebo lehkého fetézce a/ne-
bo konstantni regiony t&Zkého a/nebo lehkého fetézce, ¢im¥ se zisk4 druhy fizni partner. Vyhod-
né je akceptorovou protilatkou lidska protilatka.

»CDR* jsou definovany jako regiony urdujici komplementaritu aminokyselinovych sekvenci
protilatky, kterymi jsou hypervariabilni tseky imunoglobulinovych t&zkych a lehkych fetézcd
(viz Kabat a kol., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 4. vyd., U. S. Department
of Health and Human Services, National Institutes of Helath / 1987/). Ve variabilnich regionech
imunoglobulinu existuji tfi CDR t&zkého Fetézce a t¥i CDR lehkého fetdzce (nebo CDR regiony).
Termin ,,CDR*, jak se zde pouziva, tedy oznaduje vSechny tfi CDR t&zkého Fetézce nebo viechny
tfi CDR lehkého fetézce (nebo jak vsechny CDR t&7kého fetézce, tak vSechny CDR lehkého
fetézce, pokud je to vhodné).

CDR poskytuji vétSinu kontaktnich zbytkd pro navazéani protilatky na antigen nebo epitop. CDR
vhodné pro pouziti v tomto vynélezu jsou odvozeny od variabilnich sekvenci t&zkych a lehkych
fetézcl donorové protilatky a zahrnuji analogy pfirozené se vyskytujicich CDR, kde tyto analogy
maji stejnou vazebnou specificitu pro antigen a/nebo neutralizaéni schopnost jako donorova pro-
tilatka, ze které jsou ziskany.

Vyrazem ,,sdilet vazebnou specificitu nebo neutralizaéni aktivitu pro antigen® se rozumi naptik-
lad to, Ze agkoliv miiZze byt MAb 3B9 charakterizovana uréitou trovni afinity k antigenu, a CDR
kodovany sekvenci nukleové kyseliny 3B9 mize mit ve vhodném strukturnim prostiedi niZsi
nebo vys3i afinitu, tak CDR 3B9 v takovém prostredi rozpozna stejny epitop jako 3B9. Piikladny
CDR t&Zzkého fetézce 3B9 je tvofen SEQ ID &. 22, SEQID €. 24 a SEQ ID ¢&. 26 apiikladny CDR
lehkého fetézce 3B9 je tvoren SEQ ID &. 16, SEQ ID €. 18 a SEQ ID ¢&. 20.

»Funk&nim fragmentem® je &ast variabilni sekvence t&kéhonebo lehkého fetézce (napriklad sek-
vence obsahujici malé delece na koncové amino— nebo karboxy- konci variabilniho regionu imu-
noglobulinu), za zachovani stejné vazebné specificity pro antigen a/nebo neutralizadni schopnos-
ti, jako ma protilatka, ze které je fragment odvozen.

»Analogem* je aminokyselinova sekvence modifikovana alespori jednou aminokyselinou, kde
tato modifikace miZe byt chemicka, substituéni nebo zpiisobena pfeskupenim nékolika aminoky-
selin (ne vice nez 10), kde modifikace dovoluje aminokyselinové sekvenci zachovat si biologické
charakteristiky, naptiklad specificitu pro antigen a vysoky titr nebo afinitu, nemodifikované sek-
vence. Napfiklad mohou byt vytvoteny silentni mutace, pomoci substituci, které slouzi pro
vytvofeni restrikénich mist pro endonukleasy v nebo pobliz CDR regionti.

Analogy mohou také vznikat jako alelické variace. Vyraz ,alelickd variace nebo modifikace*
oznacuje zménu v sekvenci nukleové kyseliny kédujici aminokyselinové nebo peptidové sekven-
ce podle tohoto vynalezu. Takové variace nebo modifikace mohou byt disledkem degenerace
genetického kodu nebo mohou byt zamérng konstruovany k ziskan{ pozadovanych charakteristik.
Tyto variace nebo modifikace mohou nebo nemusi mit za vysledek zmény v kédované amino-
kyselinové sekvenci. Napiiklad, aminokyselinové sekvence CDR lehkého Fetézce SEQ ID ¢&. 16
jsou identické pro nativni my$i a humanizovanou 3B9 protilatku. Tato CDR sekvence je viak
kodovana jak SEQ ID &. 15, tak SEQ ID &. 53. Podobng, CDR SEQ ID¢. 22 je kddovana jak
SEQ ID ¢. 21, tak SEQ ID &. 54; CDR SEQ ID &. 24 je kédovana jak SEQ ID ¢. 23, tak SEQ ID
¢. 55; a CDR SEQID ¢&. 26 je kodovana jak SEQ ID &. 25, tak SEQ ID &. 56.

Vyraz ,efektorové prostiedky* oznaduje neproteinové nosice, se kterymi mohou byt fizni pro-
teiny a/nebo pfirozené nebo syntetické lehké nebo t&zké fetézce donorové protilatky, nebo jiné
fragmenty donorové protilatky, asociovany za pouZiti obvyklych prostfedkii. Takové neproteino-
vé nosice zahrnuji bézné nosice pouzivané v diagnostice, napiiklad polystyrenové nebo jiné plas-
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tové koralky, polysacharidy, napfiklad jak je tomu v systému BIAcore (Pharmacia), nebo jiné
neproteinové substance pouzivané v Iékai'ské oblasti, které Jjsou bezpeéné pro podavani lidem
a zvifatim. Mezi dalsi efektorové prostfedky patfi makrocykly pro chelatizaci atomii t&kych
kovi, nebo radioizotopy. Tyto efektorové prostiedky mohou byt vhodné ke zvyseni polocasu
faznich proteint, jak to zplisobuje nap¥iklad polyethylenglykol.

Il Vysoce afinitni monoklonélni protilatky proti IL4

Pro pouZiti pfi konstrukci protilatek, fragmentti a fiznich proteinii podle tohoto vynalezu se mo-
hou pouZit non-lidské druhy (napfiklad skot, ovce, priméti, hlodavci, jako naptiklad mysi a kry-
sy, a podobn€), ve kterych se vytvofi pozadovany imunoglobulin, po imunizaci pfirozenym lid-.
skym IL4 nebo jeho peptidovym epitopem. B&zné techniky hybridomi se pouziji pro ziskani
hybridnich buné¢nych linii secernujicich non—lidské MAb k IL4. Takové hybridomy se potom
vySetiuji za pouziti IL4 kovalentn& navazaného na 96—jamkové plotny nebo za pouZiti biotinylo-
vaného IL4, jak je popsano podrobné v piikladu 2, dale. Jednim znakem tohoto vynélezu je tedy
zpuisob detekce MADb k lidskému IL4, kde pfi tomto zpiisobu testovani nedochazi k denaturaci
IL4. Bylo zjisténo, Ze timto zpisobem mohou byt detekovany vysoce afinitni (s vysokym titrem)
MAD k lidskému IL4.

Jako prvni piiklad je popsana produkce neutralizaéni Mab s vysokou afinitou z my$iho donoru.
MAb 3B9, ktery je vhodnou mysi (donorovou) protilatkou pro pouZziti pfi vyrob& chimérické
nebo humanizované protilatky, je popsana podrobné v pfikladu 1, ktery je uveden dale. 3B9 MAb
je charakterizovéna vazebnou specificitou pro lidsky IL4, s hodnotou Kqmen3inez 2,0 x 107'°M
(ptiblizng 1,8 x 107'° M) pro IL4. Hodnota K4 pro fragment Fab této 3B9 pro IL4 je mens{ nez
pfiblizné 3 x 107° M. Epitop této protilatky nebyl mapovan na IL4 pfi pouZiti linearnich peptida,
a proto se tento epitop poklada za nekontinudlni epitop. Charakter vazby ukazuje na vazebné mis-
to na B-C smycce (zbytky 60 az 69) — C zévitu (zbytky 70 a 93). Tyto regiony jsou oznadeny
na mapé uvedené v Cook a kol., J. Mol. Biol.218, 675-678 / 1991/, Walter a kol., J. Biol. Chem.
267, 20371-20376 /1992/, Wlodaver a kol., FEBS Lett. 309, 59-64 /1992/, Redfiled a kol.,
Biochem. 30, 11029-11035 /1991/, Smith a kol., J. Mol. Biol. 224, 899-904 /1992/, Garrett a kol.
/1992/ a Powers a kol., Biochem. 31, 4334-4346 /1992/ a Science 256, 1673-1677 /1992/, které
se zde uvadgji jako soudast stavu techniky.

Jinou Zadouci donorovou protildtkou je krysi MAb, 6A1. Zpusob pfipravy této MAD je uveden
v pfikladu 7 dale. Tato MADb je charakterizovana tim, ¥e Jde o0 IgG,, a ma disociaéni konstantu
pro hIL4 mensi neZ 2,0 x 107° M (pfiblizn& 1,6 x 107" M). Jako u 3B9 neni cilovy epitop této
6A1 mapovan pfi pouziti IL4 linearnich peptidii, a epitop se proto poklada za nekontinualni
a trojrozmérny. Charakter vazby na IL4 muteiny a Jeji biologicka aktivita ukazuji na vazbu
v D helixovém regionu lidského IL4 (aminokyselinové zbytky 109 az 127), nejpravdépodobndji
okolo tyrosinu na aminokyselinovém zbytku # 124.

Tento vynélez neni omezen na pouziti 3B9 MAb, 6A1 MAb nebo Jejich hypervariabilnich (to
znamend CDR) sekvenci. Jakékoli jind vhodné vysoce afinitni protilatka k IL4, ktery je charak-
terizovan disociaéni konstantou rovnou nebo mensi nez 2,0 x 107'° M pro lidsky IL4 a pfislus-
nymi anti-IL4 CDR, miiZe byt pouzZita jako Jejich ndhrada. Kdekoli v nasledujicim popisu je
donorové protilatka uvedena jako 3B9 nebo 6A1, tak je uvedena pouze pro ilustraci a zjedno-
duseni popisu.

II. Protilatkové fragmenty

Tento vynélez také zahrnuje pouZiti Fab fragmentii F(ab’), fragment odvozenych od MAb proti
lidskému IL4. Tyto fragmenty jsou vhodné jako &inidla in vivo G&inna pii stavech zprostied-
kovanych IL4 a IgE nebo in vitro jako soudast detekce IL4. Fragment Fab obsahuje cely lehky
fet€zec a amino—koncovou &ast t&zkého Fetdzce. Fragment F(ab’), je fragment tvofeny dvéma
fragmenty Fab, které jsou vazany disulfidovymi vazbami. MAbs 3B9, 6A1 a jiné podobné vysoce




15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 295928 B6

afinitni protilitky vazici IL4 mohou byt zdroji fragmentd Fab a F(ab'),, které se mohou ziskat
obvyklymi zpisoby, napiiklad $tépenim MAb vhodnymi proteolytickymi enzymy, papainem
a/nebo pepsinem, nebo rekombinantnimi zplisoby. Tyto fragmenty Fab a F(ab’), jsou samy pouzi-
telné jako terapeutické, profylaktické nebo diagnostické prostiedky a jako donory sekvenci zahr-
nujicich variabilni regiony a CDR sekvence vhodné pro tvorbu rekombinantnich nebo humanizo-
vanych protilatek, jak je zde popsano.

IV. Anti-IL4 aminokyselinové a nukleotidové sekvence

MAb 3B9 nebo jiné protilatky popsané vyse mohou pfispivat sekvencemi, jako jsou peptidové
sekvence variabilnich regionii t&2kého a/nebo lehkého fetézce, pracovni sekvence, CDR sekven-
ce, jejich funkéni fragmenty a analogy, a Jejich kédujici sekvence nukleové kyseliny, které jsou
pouzitelné pfi navrhovani a ziskavani riznych faznich proteinit (véetné upravenych protilatek),
které jsou charakterizovany antigenni vazebnou specificitou donorové protilatky.

Jako jeden piiklad tento vynalez poskytuje sekvence variabilniho regionu lehkého fetdzce a varia-
bilntho regionu t&7kého fetézce z mysi IL4 protilatky 3B9 a sekvence od nich odvozené. Varia-
bilni region t&7kého fetézce 3B9 je charakterizovén aminokyselinovymi zbytky 20 a7 140 SEQ
ID¢. 4. CDR useky jsou na obr, 2 podtrzené a jsou uvedeny v SEQ ID &. 22, SEQID¢. 24
a SEQID €. 26. Variabilni region lehkého Fetdzce 3B9 Je charakterizovan aminokyselinovymi
zbytky 21 az 132 na obr. 1 (SEQ ID &. 2). CDR regiony jsou z aminokyselinovych zbytki 44 az
58 (SEQID . 16), 74 az 80 (SEQID&. 18) a 113 a% 121 (SEQID &. 20).

Vynalez poskytuje variabilni region chimérického t&zkého fetdzce a signalni nukleotidové a ami-
nokyselinové sekvence. Tyto sekvence Jjsou identické s 3B9 t&7kym fetézcem svyjimkou signalni
sekvence. Signalni sekvence chimérického t&zkého Fetézce Jje uvedena v SEQ ID&. 5 a 6. CDR
regiony jsou na obr. 3 podtrzené a jsou identické v aminokyselinové sekvenci s pfirozenymi my-
$imi CDR (SEQ ID &. 21 az 26). Nukleotidové a aminokyselinové sekvence variabilniho regionu
chimérického lehkého fetdzce jsou identické s nemodifikovanou 3B9 sekvenci (aminokyselinové
zbytky 21 az 132 SEQ ID &. 2), co umoZiiuje pouZiti pfirozenych mysich signalnich sekvenci
(aminokyselinové zbytky 1 az20 SEQ ID &. 2).

Variabilni regiony humanizovaného t&zkého fetézce a signalni sekvence jsou uvedeny na obr. 4
(SEQID &. 11 a 12). Signalni sekvence je také uvedena v SEQ ID &. 5 a 6. Jiné vhodné signalni
sekvence, které jsou znamé odbornikovi v oboru, mohou byt nahrazeny signalnimi sekvencemi,
Jejichz ptiklady jsou zde uvedeny. Aminokyselinové sekvence CDR tohoto konstruktu jsou iden-
tické s pfirozenymi mysfmi CDR a CDR chimérického t&¥kého fetézce a jsou uvedeny v SEQ ID
¢. 22 (kédované SEQ ID &. 54), SEQ ID &. 24 (kédované SEQID ¢. 55) a SEQ ID &. 56 (kédova-
né SEQ ID &. 26).

Pfikladnd (syntetick4) variabilni sekvence humanizovaného lehkého Fetézce Jje uvedena na obr. 5
(SEQ ID ¢. 13 a 14). Signalni sekvence Je v rozsahu aminokyselinovych zbytkd 1 az 19 SEQID
¢. 8. CDR sekvence z tohoto obr. jsou oznaCeny podtrZenim a odliSuji se od pfirozenych mysich
CDR jedinou aminokyselinou ze SEQ ID &. 20. Tak Jsou CDR humanizovaného lehkého fetézce
uvedeny v SEQIDE. 53 a 16, SEQID&. 17a 18 a SEQID &. 27 a 28. Tento rozdil Jje popsan
podrobné v piikladu 3.

Sekvence nukleové kyseliny podle tohoto vynalezu nebo jejich fragmenty, kédujici peptidové
sekvence pro variabilni regiony lehkého fetézce a t&zkého fetézce, se pouZivajiv nemodifikované
form& nebo se syntetizuji tak, aby obsahovaly Zidouci modifikace, napiiklad restrikéni mista.
Izolované piirozené se vyskytujici nebo alternativng syntetické sekvence nukleové kyseliny, kte-
ré jsou odvozeny od MAb 3B9 nebo od jinych poZadovanych IL4 protilatek s vysokou afinitou,
mohou volitelné obsahovat restrikéni mista, k usnadnéni inzerce nebo ligace do vhodné sekvence
nukleové kyseliny, jako je sekvence kédujici pracovni region poZadované protilatky, ligace s mu-
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tovanymi CDR nebo fiize se sekvenci nukleové kyseliny, kterd kéduje vybraného druhého
fuzniho partnera.

Pokud se bere v ivahu degenerace genetického koédu, mohou se konstruovat rizné koédujici sek-
vence, které kéduji aminokyselinové sekvence variabilnich regionti téZkého a lehkého Fetézce
a CDR sekvence podle tohoto vynélezu, stejné Jako jejich funkéni fragmenty a analogy, které sdi-
leji antigenni specificitu donorové protilatky. Izolované sekvence nukleové kyseliny podle tohoto
vynalezu, nebo jejich fragmenty, kédujici peptidové sekvence variabilniho fetézce nebo CDR, se
mohou pouZit k ptipravé fiznich proteing, chimérickych nebo humanizovanych protilatek, nebo
jinych upravenych protildtek podle tohoto vynalezu, pokud se operabilné kombinuji s druhym
fiznim partnerem.

Tyto sekvence jsou také vhodné pro mutagenni zavedeni specifickych zmén do sekvenci nukleo-
vé kyseliny kédujicich CDR nebo pracovni regiony a pro inkorporaci vysledné modifikované
nebo fuzni sekvence nukleové kyseliny do plazmidu pro expresi. Napiiklad, silentni substituce
v nukleotidové sekvenci pracovnich regioni a CDR koédujicich regiont se pouZivaji k vytvoreni
mist pro restrikéni enzymy, které usnadiiuji inzerci mutovanych CDR regionii (a/nebo pracovnich
regionit). Tyto CDR regiony se pouZivaji pfi konstrukci humanizované protilatky podle tohoto

vynalezu.

Mélo by se poznamenat, Ze kromé& izolovanych sekvenci nukleové kyseliny kodujicich &asti
fazniho proteinu a protilatek zde popsanych se mohou pouZzivat jiné takové sekvence nukleové
kyseliny, jako sekvence komplementarni k pfirozenym sekvencim. Vhodné DNA sekvence zahr-
nuji sekvence, které hybridizuji za p¥isnych hybridizaénich podminek (viz T. Maniatis a kol.,
Molecular Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, str. 387 az 389
/1982/) na DNA sekvence. Jako jeden pfiklad takovych ptisnych hybridizagnich podminek se
uvadf hybridizace pii 4XSSC za teploty 65 °C a potom promyti v 0,1XSSC za teploty 65 °C
béhem 1 hodiny. Jinym ptikladem piisnych hybridiza¢nich podminek je 50% formamid, 4XSSC
za teploty 42 °C. Vyhodné& maji tyto hybridizujici DNA sekvence délku alespoii piiblizné 18 nuk-
leotidd, tj. pfiblizn& velikost CDR.

V. Fuzni molekuly a fizni proteiny

Fazni molekuly mohou kédovat fiizni proteiny, které zahrnuji upravené protilatky, jako chiméric-
ké protilatky a humanizované protilatky. Vhodna fizni molekula obsahuje CDR sekvence kédu-
Jici peptidy, které maji antigenni specificitu IL4 protilatky, vyhodng protilatky svysokou afinitou
podle tohoto vynalezu, inzertovanou do prvniho fiizniho partnera (pracovniho nebo variabilniho
regionu lidského imunoglobulinu).

Vyhodné je prvni fazni partner operativng navézan na druhy fazni partner. Druhy fizni partner je
definovan vyse a miZze zahrnovat sekvenci kédujici pozadovany region druhé protilatky, napiik-
lad Fc region. Druhy fizni partner miZe také obsahovat sekvence kodujici jiné imunoglobuliny,
se kterymi se konstantni regiony lehkého nebo t&zkého fetdzce fuzuji ve Etecim ramci nebo po-
moci spojovaci sekvence. Upravené protilatky proti funkénim fragmentim nebo analogim IL4
mohou byt navrZeny tak, aby vyvolaly zesilenou vazbu se gejnou protilatkou.

Druhy fizni partner miize byt také navézan na efektorova ¢inidla, jak jsou vymezena vyse, mezi
ktera patfi neproteinové nosice, se kterymi mize byt druhy fizni partner operativng vazan obvyk
lymi zpiisoby.

Flize neboli vazba mezi druhym fliznim partnerem, napfiklad protilatkovou sekvenci, a efektoro-
vym Cinidlem, miiZe byt provedena libovolnym vhodnym zpiisobem, napiiklad pomoci obvyk-
lych kovalentnich nebo iontovych vazeb, fizemi proteinit nebo hetero-bifunk&nimi zesitujicimi
spojovacimi €inidly, jako je karbodiimid, glutaraldehyd a podobng. Takové technické postupy
Jsou zndmé v oboru a jsou jiz popsany v obvyklych chemickych a biochemickych textech.
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Dale mohou byt do fuzni molekuly zapracovany beézné spojovaci sekvence, které jednoduse pos-
kytuji pozadované mnoZstvi prostoru mezi druhym fiznim partnerem a efektorovym &inidlem.
Vybér takovych spojovacich &inidel je dobfe znam odbornikovi v oboruw.

Dile, signalni sekvence pro molekuly podle tohoto vynélezu se mohou modifikovat tak, aby
zvySovaly expresi. Piiklad pozadovaného fuzniho proteinu, jenz obsahuje aminokyselinovou sek-
venci z mySi sekvence t&zkého fetdzce, ktera je identickd s chimérickym variabilnim t&zkym ¥e-
tézcem (V) z obr. 2 (SEQ ID ¢&. 4), m4 nahrazen pavodni signalni peptid jinou signélni sekvenci
(aminokyselinové zbytky 1 az 20, SEQID &. 6).

Priklad fuazniho proteinu obsahuje peptidovou nebo proteinovou sekvenci variabilniho t&¥kého
a/nebo lehkého fetézce majici antigenni specificitu MAb 3B9, napiiklad Vy (aminokyselinové
zbytky 21 az 141 SEQID&. 9 a 10) a V, fetdzce (aminokyselinové zbytky 21 az 132 SEQ ID
¢. 1a2). Jedté jiny vhodny fizni protein podle tohoto vynélezu je charakterizovan aminokyseli-
novou sekvenci obsahujici alespoii jeden a vyhodng vSechny CDR variabilniho regionu t&kych
a/nebo lehkych fetézct z molekuly 3B9 mysi protilatky, a zbyvajici sekvence, které jsou lidského
pivodu, nebo jejich funkéni fragmenty nebo analogy. Viz napiiklad humanizované Vya V,
regiony SEQID¢. 11a12aSEQID&. 13 a 14 (obr.4 a5).

V jeste jiném provedeni miZe byt upravena protilatka podle tohoto vynalezu navdzana na dal3i
¢inidlo. Naptiklad se mize pouzit zpiisob rekombinantni DNA technologie k ptipravé protilatky
podle tohoto vynélezu, ve které je Fc fragment nebo CH3 doména Uplné molekuly protilatky
nahrazen enzymem nebo jinou detekovatelnou molekulou (naptiklad polypeptidovou efektorovou
nebo reportérovou molekulou).

Druhy fizni partner miZze byt také operativné navazan na neimunoglobulinovy peptid, protein
nebo jeho fragment heterologni k sekvenci obsahujici CDR, ktera mé antigenni specificitu my-
$i 3B9. Vysledny protein miize mit po expresi Jak anti-IL4 antigenni specificitu, tak charakte-
ristiky neimunoglobulinové molekuly. Touto charakteristikou fizniho partnera miiZe byt napiik-
lad funkéni charakteristika, jako je jini vazebna nebo receptorova doména, nebo terapeuticka
charakteristika, kdyZ je fuzni partner sém terapeutickym proteinem, nebo dalii antigenni charak-
teristika.

Jiny Zadouci protein podle tohoto vynalezu miize obsahovat Uplnou molekulu protilatky, kterd ma
kompletni t&Zky nebo lehky fetdzec, nebo Jejich diskrétni fragment, jako je Fabnebo F (ab’), frag-
ment, dimer t&Zkého fetézce nebo jejich libovolné minimélni rekombinantnifragmenty, jako je F,
nebo jednoretézcova protilatka (SCA) nebo né&jaka jind molekula se stejnou specificitou jako ma
vybrana donorovd MAD, napiiklad MAb 3B9 nebo 6A1. Takovy protein miZe byt pouzit ve
formé fuzniho proteinu nebo miize byt pouzit v nefiizované forme.

Kdykoli je druhy fazni partner odvozen od jiné protilatky, napiiklad je pracovni region nebo kon-
stantni region z imunoglobulinu jakékoliv t¥idy nebo izotypu, vznika upravena protilatka. Upra-
vené protilatky mohou obsahovat imunoglobulinové (Ig) konstantni regiony a variabilni pracovni
regiony z jednoho zdroje, naptiklad akceptorové protilatky, a jeden nebo v&t3i poet (vyhodng
viechny) CDR z donorové protilatky, napriklad anti-IL4 protilatky zde popsané. Kromé& toho
mohou byt pfipraveny zmény na trovni nukleovych kyselin nebo aminokyselin, napriklad delece,
substituce nebo adice, v pracovnim regionu variabilni domény lehkého a/nebo t&7kého fetszce
akceptorové Mab, nebo mohou byt donorové CDR regiony upraveny za Gi¢elem uchovani vazeb-
né specificity pro antigen donorové protilatky.

Takové upravené protiltky jsou navrzeny tak, aby vyuZily jeden (nebo oba) variabilni regiony
t&Zkého a/nebo lehkého fetézce IL4 MAb (popfipadé modifikované zpisobem popsanym vyse),
nebo jeden nebo v&tsi pocet z dale identifikovanych CDR t&zkého nebo lehkého fetézce (viz ptik-
lad 3). Upravené protilatky podle tohoto vynalezu jsou neutraliza¢ni, to znamen4, Ze pozadova-
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nym zplisobem blokuji vazbu IL4 proteinu na receptor. Napiiklad, upravend protilatka odvozena
od MADb 3B9 je namifena proti specifickému terciarnimu proteinovému epitopu lidského IL4,
o kterém se predpoklada, Ze je v regionu B-C smygka —> C helix, jak je popséno vyse.

Takové upravené protilatky zahrnuji humanizovanou protilatku obsahujici pracovni regiony zvo-
len¢ho lidského imunoglobulinu nebo jeho subtypu, nebo chimérickou protilatku obsahujici kon-
stantni regiony lidského t&€zkého a lehkého fetdzce fuzované k funkénim fragmentim IL4 proti-
latky. Vhodna lidska (nebo jina zviteci) akceptorova protilatka mize byt vybréna z obvyklé
databaze, napfiklad databaze KABAT®, Los Alamos database, USA, a $vycarské Protein-Data-
base, podle homologie s nukleotidovymi a aminokyselinovymi sekvencemi donorové protilatky.
Lidska protilitka charakterizovana homologii k pracovnim regionim donorové protilatky (na
aminokyselinové trovni) miZze byt vhodna k poskytnuti konstantniho regionu t&Zkého fetdzce
a/nebo variabilniho pracovniho regionu lehkého fetézce pro inzerci donorovych CDR. Vhodn4
akceptorova protilatka schopna poskytnout konstantni nebo variabilni pracovni regiony lehkého
fetézce se miZe vybirat podobnym zpiisobem. Je tieba uvést, ¥e t&7ké a lehké fetézce akcep-
torové protilatky nemusi pochazet ze stejné akceptorové protilatky.

Je Zadouci, aby se heterologni pracovni regiony a konstantni regiony vybiraly ze t¥id a izotypt
lidskych imunoglobuling, jako je IgG (subtypy 1 az 4), IgM, IgA a IgE. Akceptorova protilatka
nemusi obsahovat pouze lidské imunoglobulinové proteinové sekvence. Napfiklad miizebyt pip-
raven gen, ve kterém je DNA sekvence kédujici &ast lidského imunoglobulinového fetdzce fazo-
vana na DNA sekvenci kédujici ne-imunoglobulinovou aminokyselinovou sekvenci, jako poly-
peptidova efektorova nebo reportérova molekula.

Priklad zvlasté vhodné humanizované protilatky obsahuje CDR 3B9 inzertované do pracovnich
regiond zvolené lidské protilatkové sekvence. Pro neutralizatni humanizované protilatky se je-
den, dva nebo vyhodné tfi CDR variabilnich regiont t&zkého fetézce a/nebo lehkého fetézce IL4
protilatky inzertuji do pracovnich regiont zvolené lidské protilatkové sekvence, kde nahradi pfi-
rozen€ CDR této protilatky.

Vyhodné jsou v humanizované protilatce variabilni domény jak lidského t&zkého, tak lehkého
fetézce upraveny jednou nebo vétsim po&tem nahrad CDR. Je mo¥né pouzit vSech Sesti CDR
nebo riiznych kombinaci méné neZ Sesti CDR. Vyhodné se viak nahrazuje viech $est CDR.
Je mozné nahradit CDR pouze v lidském t&zkém Fetszci, za pouZiti nemodifikovaného lehkého
fetézce z lidské akceptorové protilatky jako lehkého fetdzce. Jests dalsi alternativa spociva v tom,
Ze se kompatibilni lehky Fetézec miize zvolit z jiné lidské protilatky za pomoci obvyklé databize
protilatek. Zbytek upravené protilatky mize byt ziskan z libovolného vhodného akceptorového
lidského imunoglobulinu.

Upravend humanizovand protilatka tak ma vyhodné strukturu pfirozené lidské protilatky nebo
Jejiho fragmentu a ma kombinaci vlastnosti vyZadovanych pro uginné terapeutické pouZiti, nap-
fiklad pro lébu zanétlivych chorob zprostfedkovanych IL4 u &lovéka nebo pro diagnosticka
pouZiti.

Jinym piikladem je upravena protilitka obsahujici tfi CDR variabilniho regionu lehkého fetdz-
ce 3B9 (SEQID ¢&. 16, 18, 20 a 28) a tii CDR variabilniho regionu té€zkého fetézce 3B9 (SEQ
ID €. 22, 24 a 26). Vysledna humanizovana protilatka je charakterizovéna antigenni vazebnou
specificitou a vysokou afinitou MAb 3B9.

Odbornik v oboru pochopi, Ze upravena protilatka mize byt dale modifikovdna zmé&nami v ami-
nokyselinach variabilni domény bez narudeni specificity a vysoké afinity donorové protilatky (tj.
vznika tak analog). Naptiklad, byly zkonstruovany humanizované monoklonalni protilatky, ve
kterych je v lehkém fetézci aminokyselinovym zbytkem v poloze 120 arginin (SEQID ¢&. 13
a 14) nebo threonin (SEQ ID &. 57 a 58). Predpoklada se, Ze aminokyseliny téZkého a lehkého
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fetézce mohou byt substituovany jinymi aminokyselinami bud’ v pracovnich regionech variabilni
domény nebo CDR, nebo v obou.

Dale, konstantni region miZe byt pozménén za tidelem zvySeni nebo sniZeni urditych vlastnosti
molekul podle tohoto vynalezu, napriklad dimerizaci, vazbou na Fc receptory nebo schopnosti
vazat a aktivovat komplement (viz napiiklad Angal a kol., Mol. Immunol. 30, 105-108 / 1993/,
Xu akol., J. Biol. Chem. 269, 3469-3474 /1994/ a Winter a kol., EP 307 434B).

Fuzni protein, kterym je chimérické protilatka, se 1idi od humanizovanych protilatek popsanych
vySe tim, Ze obsahuje celé variabilni regiony t&kého fetézce a lehkého fetézce ne-humanizované
donorové protilatky, véetné pracovnich regiond, ve spojeni s konstantnimi regiony lidského imu-
noglobulinu pro oba fetézce. Otekava se, ¥e chimérické protilatky, které obsahuji dal$i non—
lidské sekvence vzhledem k humanizovanym protilatkdm podle tohoto vynalezu, mohou vyvolat
signifikantni imunitni reakei u lidi.

Takové protilatky jsou vhodné pfi prevenci a 165bé alergickych chorob zprostredkovanych IL4,
jak je rozebrano dale.

VL. Zpiisob piipravy fiiznich proteinii a upravenych protilatek

Vyhodné se pii konstrukci faznich proteind a upravenych protilatek, vyhodn& humanizovanych
protilatek podle tohoto vynalezu, pouZiji sekvence variabilniho lehkého a/nebo tézkého fetézce
aCDR MAb 3B9 (SEQIDE. 16, 18, 20, 22, 24 a 26) nebo jiné vhodné donorové MAbs
(napfiklad 6A1) a jejich kodujici nukleotidové sekvence, za pouziti dale uvedeného zpiisobu.
Stejné nebo podobné techniky se mohou také pouZit k pfipravé jinych provedeni tohoto vynalezu.

Hybridom produkujici zvolenou donorovou MAD, napfiklad mysi protilitku 3B9, se klonuje
obvyklym zpiisobem, a DNA variabilnich regionii t&kého a lehkého Fetézce se ziska technikami
znamymi odbornikovi v oboru, napiiklad technikami, které popsal Sambrook a kol., Molecular
Cloning (A Laboratory Manual), 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory /1989/. Variabilni t&7ké
a lehké regiony 3B9 obsahujici alespoti CDR a ty Casti pracovniho regionu variabilni domény
lehkého a/nebo t&zkého fetézce, které jsou nutné pro zachovani vazebné specificity donorové
Mab, stejné jako zbyvajici imunoglobulinové &asti protilatkového fetézce z lidského imunoglobu-
linu, se ziskaji za pouziti polynukleotidovych primert a reverzni transkriptazy. CDR se identi-
fikuji za pouZiti znémé databéze a porovnénim s Jjinymi protilatkami.

Potom se miiZe pfipravit mysi/lidskd chiméricka protildtka a ta se miiZe testovat na vazebnou
schopnost. Takovéa chiméricka protilatka obsahuje celé Vi a V| regiony non-lidské donorové
protilatky, ve spojeni s konstantnimi regiony lidského imunoglobulinu pro oba fetézce.

Homologni pracovni regiony variabilniho regionu t&7kého fetszce z lidské protilatky se identifi-
kuji za pouZiti poditaovych databézi, naptiklad KABAT®, a lidské protilatka projevujici homo-
logii k 3B9 se vybere jako akceptorova protilatka. Sekvence syntetickych variabilnich regiont
téZkého fetézce obsahujici 3B9 CDR v pracovnich regionech lidské protilatky se nevrhly tak, aby
obsahovaly volitelné nukleotidové substituce pro vloZeni restrik&nich mist. Takto navrzené sek-
vence se potom syntetizuji za pouZiti prekryvajicich se oligonukleotid, amplifikuji se polymera-
zovou fetézovou reakci (PCR) a koriguji se chyby.

Vhodné pracovni regiony variabilniho regionu lehkého fetézce se navrhuji podobnym zplsobem.

Humanizovana protilatka se miZze odvodit od chimérické protilatky nebo se miize vyhodné pip-
ravit synteticky inzerovanim CDR z tézkych a lehkych fetézcti donorové Mab do vybraného pra-
covniho regionu t&zkého a lehkého fetézce. V jiném provedeni se humanizovana protildtka podle
tohoto vynélezu miZe pfipravit za pouZiti obvyklych technik mutageneze. Tak vysledn4 humani-
zovana protilatka obsahuje lidské pracovni regiony a CDR donorové MAb. Ve zbytcich pracov-
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niho regionu se mohou provést dodatecné manipulace. Vysledna humanizovana protiltka miize
byt exprimovana v rekombinantnich hostitelskych buiikéch, naptiklad COS nebo CHO bungk.
Dal3i detaily tohoto postupu jsou uvedeny v piikladu 4. Jiné humanizované protilatky se mohou
pfipravit za pouziti tohoto technického postupu na jinych vhodnych IL4~specifickych neutrali-
zaCnich non-humanizovanych protilatkach s vysokym titrem.

Bézny expresni vektor nebo rekombinantni plazmid se pfipravi umisténim techto koédujicich
sekvenci pro flzni protein do operativni asociace s b&Znymi reguladnimi kontrolnimi sekvencemi
schopnymi fizeni replikace a exprese v hostitelské bufice a/nebo sekrece z hostitelské buiiky.
Regulatni sekvence zahrnuji promotorové sekvence, napiiklad CMV promotor, a signalni sek-
vence, které mohou byt ziskény z jinych znamych protilatek. Podobné se pripravi druhy expresni
vektor obsahujici DNA sekvenci, ktera kéduje komplementérni lehky nebo tezky fetézec proti-
latky. Vyhodng je tento druhy expresni vektor identicky s prvnim, s tou vyjimkou, Ze koédujici
sekvence a volitelné signalni znaky Jsou usporadany tak, aby byla co nejlépe zajisténa funkéni
exprese kazdého polypeptidového fetézce.

Zvolena hostitelska buiika se kotransfektuje obvyklymi technickymi postupy jak s prvnimi, tak
s druhymi vektory, nebo se jednoduse transfektuje jedinym vektorem, aby se vytvoftila trans-
fektovana hostitelska butika podle tohoto vynélezu obsahujici rekombinantni nebo syntetické
lehké a t&zké Fetézce. Transfektovana buiika se potom kultivuje obvyklymi technickymi zpisoby
za vzniku upravené protilatky podle tohoto vynalezu. Humanizovana protilatka, ve které jsou
spojeny rekombinantni t&2ky fetézec a lehky fetszec, se testuje v kultute vhodnym testem, jako je
ELISA nebo RIA. Podobné b&zné techniky se mohou pouzit ke konstrukci Jinych faznich pro-
teind a molekul podle tohoto vynalezu.

Vhodné vektory pro kroky klonovani a subklonovéni, pouZivané ve zptisobech a konstrukei pros-
tfedkii podle tohoto vynalezu, mohou byt vybrany odbornikem v oboru. Naptiklad se mohou pou-
Zit obvyklé pUC série klonovacich vektori. Jednim z pouZivanych vektori je pUC19, ktery je
komer¢né dostupny od dodavatele, jako je Amersham (Buckinghamshire, Spojené Krélovstvi)
nebo Pharmacia (Uppsala, §védsko). Pro klonovani miZe byt pouzit libovolny vektor, ktery se
miZe snadno replikovat, m4 nadbytek klonovacich mist a obsahuje markerové geny, a d4 se
s nim snadno manipulovat. Vybér klonovaciho vektoru tak neni omezujicim Einitelem tohoto
vynalezu.

Podobné, vektory pouZité pro expresi upravenych protildtek podle tohoto vyndlezu, mize vybrat
odbornik z oboru z libovolnych obvyklych vektori. Vektory také obsahuji zvolené regulagni sek-
vence, které jsou operativng navazané na DNA kédujici sekvence imunoglobulinovych regiond
a jsou schopné ¥idit replikaci a expresi heterolognich sekvenci DNA ve zvolenych hostitelskych
burikach, jako napiiklad CMV promotory. Tyto vektory obsahuji vyse popsané DNA sekvence,
které kéduji upravenou protilatku nebo fiizovanou molekulu. Podle jiného provedeni vektory mo-
hou obsahovat zvolené imunoglobulinové sekvence modifikované inzerci vhodnych restriké&nich
mist pro snadnou manipulaci.

Expresni vektory mohou také obsahovat markerové geny vhodné pro amplifikovani exprese
heterolognich DNA sekvenci, napiiklad gen sav¢i dihydrofolat-reduktazy (DNFR) neo gen
rezistence na neomycin (neo®). Jiné vyhodné vektorové sekvence obsahuji poly A signalni
sekvenci, napiiklad z hovéziho ristového hormonu (BGH) a B-globinovou promotorovou sek-
venci (betaglopro). Expresni vektory vhodné podle zde popsaného feseni se mohou syntetizovat
technikami dobfe zndmymi odbornikovi voboru.

Slozky takovych vektord, naptiklad replikony, selekéni geny, zesilovage transkripce, promotory,
signélni sekvence a podobné, se mohou ziskat z ptirodnich zdroji nebo se mohou pfipravit
synteticky zndmymi postupy a mohou byt pouZity pfi Fizeni exprese a/nebo sekrece produktu
z rekombinantni DNA ve zvoleném hostiteli. Pro tento i¢el mohou byt vybrany také jiné vhodné
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expresni vektory, kterych je v oboru zndmo mnoho pro sav¢i, bakteridlni, hmyzi, kvasinkovou
a mykotickou expresi.

Tento vynélez také zahrnuje buné&nou linii transfektovanou rekombinantnim plazmidem obsahu-
Jicim kédujici sekvence upravenych protilatek nebo jejich fiznich molekul. Hostitelské buriky
vhodné pro klonovéni a jiné manipulace s témito klonujicimi vektory jsou také obvyklé. Nejlépe
se pro replikaci klonujicich vektorii a jinych stupniti pfi konstrukei fiznich proteinii podle tohoto

vynalezu pouziji buiiky z riznych kmend E. coli.

Vhodné hostitelské buiiky nebo bun&ené linie pro expresi upravené protilatky nebo fazniho pro-
teinu podle tohoto vynalezu jsou eukaryotické buiiky, jako jsou mimo jiné CHO, COS, fibro-
blasty (naptiklad 3T3) a myeloidni buiiky, pficemz nejvyhodnéjsi je savéi buiika, jako CHO nebo
myeloidni buitka. Mohou se pouzivat lidské buriky, coZ umoZziiuje, aby molekula byla modifiko-
vana podle lidskych glykosylagnich vzort. Alternativné se mohou pouzivat jiné eukaryotické
bunééné linie. Vyb&r vhodnych saveich hostitelskych bungk a zptisobi transformace, kultivace,
amplifikace, testovani, produkce produktu a Jeho &isténi, jsou zndmy v oboru, viz napiiklad Sam-

brook a kol., cit. vyse.

Bakterialni buiiky se mohou ukazat vhodné Jako hostitelské buiiky pro expresi rekombinantnich
MAD podle tohoto vyndlezu. V disledku tendence proteind exprimovanych v bakterialnich buti-
kéach k nespravnému skladani (nebo neskladani) a vzhledem k tomu, Ze tyto proteiny nemusi byt
glykosylovany, je nutno jakoukoliv Mab produkovanou v bakterialni burice testovat na zachovani
vazebné schopnosti k antigenu. Pokud se molekula exprimovana bakterialni butikou produkuje ve
spravné slozené formé, tak mize byt bakterialni buiika vhodnym hostitelem. Naptiklad rizné
kmeny E. coli pouZivané pro expresi jsou dobfe znamé jako hostitelské buriky v oblasti biotech-
nologii. Rizné kmeny B. subtilis, Streptomyces, Jjiné bacily a podobné, se mohou také pouZit pri
tomto zptisobu.

Pokud je to Zddouci, tak jsou kmeny kvasinkovych bungk znamé odbornikovi v oboru také dos-
tupné jako hostitelské buiiky, stejné jako buitky hmyzu, napiiklad Drosophila a Lepidoptera,
a virové expresni systémy (viz naptiklad Miller a kol., Genetic Engeneering 8, 277-298, Plenum
Press /1986/ a citace zde uvedené).

Obecné zpiisoby, kterymi se mohou konstruovat vektory podle tohoto vynalezu, transfekéni me-
tody nutné pro ptipravu hostitelskych bunék podle tohoto vynalezu a metody kultivace potiebné
pro pfipravu fzniho proteinu nebo upravené protilatky podle tohoto vynalezu z takové hostitel-
ské buiiky, jsou vzdy obvyklymi technickymi postupy. Podobng, po pFiprave Jsou flizni proteiny
nebo upravené protilatky podle tohoto vynalezu CisStény z bun&né kultury obvyklymi zpisoby,
vletné sraZeni siranem amonnym, na afinitnich kolonach, chromatografii na kolong, gelovou
elektroforézou a podobng. Takové technické postupy jsou znamé odbornikovi v oboru a nejsou
omezenim tohoto vyndlezu.

Jestd jiny zpiisob exprese humanizovanych protilatek mize pouZzivat expresi vtransgennim zvife-
ti, jako je popséna v patentu US 4 873 316. Uvedeny patent se tyk4 expresniho systému vyuZiva-
Jiciho zvifeci kaseinovy promotor, ktery — pokud se transgenné& vpravi do savce — dovoluje samici
produkovat pozadovany rekombinantni protein ve svém mléku.

Po expresi upravené protilatky vybranou metodou se tato protilatka testuje na aktivitu in vitro za
pouZitf vhodného testu. V sougasnosti se pro stanoveni kvalitativni a kvantitativni vazby upra-
vené protildtky na IL4 epitop pouZivaji b&zné ELISA testy. Jiné testy in vitro, napiiklad BIAcore
(Pharmacia), se mohou také pouzit k ovéfeni neutralizagni aktivity pfed nasledujicimi klinickymi
studiemi provadénymi na lidech, coZ dovoluje ohodnotit stabilitu upravené protilatky v téle
navzdory obvyklym mechanizmiim eliminace.
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Podle zpiisobit popsanych pro humanizované protilatky pripravené z 3B9 mizZe odbornik v oboru
také konstruovat humanizované protilatky z jinych donorovych IL4 protilatek, sekvenci variabil-
nich regiontt a CDR peptidi zde popsanych. Upravené protilatky se mohou piipravovat s varia-
bilnimi pracovnimi regiony oznadovanymi jako vlastni« pro piijemce upravené protilatky.
Pro dosaZeni velikého zvy3eni vazby na antigen bez prislusného zvyseni imunogenity pro pfijem-
ce se mohou provadét malé modifikace variabilniho pracovniho regionu. Takto upravené protilat-
ky mohou G&inné 16¢it stavy zprostiedkované IL4 u lidi. Takové protilatky mohou také byt vhod-
né pii diagnostice takovych onemocnéni.

VIL Terapeutické/profylaktické pouziti

Tento vynélez se také tyka zpiisobu 1é&by lidi trpicich alergickych onemocnénim. Zpiisob zahr-
nuje podavani u¢inné davky protilatek, véetn& jedné nebo vice upravenych protilatek nebo fiiz-
nich proteini podle ptedkladaného vynalezu.

Terapeuticka odpovéd’ dosazena pouzitim molekul podle tohoto vyndlezu vznika v disledku vaz-
by na lidsky IL4 s naslednym blokovanim uvolfiovani o IgE. Tak jsou molekuly podle tohoto
vynalezu, kdyZ jsou v pfipravcich a prostiedcich vhodnych pro terapeutické pouziti, vysoce 74-
douci pro osoby s alergickou reakef, jako je alergick rhinitida, konjuktivitida, atopicka dermati-
tida, atopické astma a anafylakticky $ok.

Fazované proteiny, protilatky, upravené protilatky nebo Jejich fragmenty podle tohoto vynalezu
se mohou také pouZivat ve spojeni s jinymi protilatkami, zvIasté s lidskymi MAb reagujicimi s ji-
nymi signalnimi znaky (epitopy) odpovédnymi za stav, proti kterému je zaméfena upravens
protilatka podle tohoto vynalezu. Podobn&, MAb reaktivni s epitopy odpovédnymi za stavy
u vybranych zvifat, proti kterym jsou protilatky podle tohoto vynalezu namiteny, se mohou také
pouZivat se veterinarnich prostiedcich.

Pfedpoklada se, Ze terapeutické prostfedky podle tohoto vynalezu jsou vhodné pro 1é&bu aler-
gickych stavii po dobu od piiblizné 2 dnd do zhruba 3 tydni nebo podle potieby. Naptiklad, delsi
oSetfovani miiZe byt Zadouci, pokud se oSetfuje sezénni rhinitida nebo podobna onemocnéni.
To predstavuje Zadouci vyhodu oproti v soudasné dobé pouZivanému infuznimu protokolu pro
1é€bu onemocnéni zprosttedkovanych IL4. Davka a doba oSetfovani souvisi s relativni dobou
setrvani molekul podle tohoto vynalezu v ob&hu &lovéka, a mohou byt upraveny odbornikem
v oboru v zdvislosti na léSeném onemocnéni a celkovém zdravotnim stavu pacienta.

Zpisobem podavéni terapeutického prostiedku podle tohoto vynalezu miZe byt libovolny vhod-
ny zpusob, ktery dopravi prostfedek do pacienta. Fazni proteiny, protilatky, upravené protilatky
a jejich fragmenty a také farmaceutické prostfedky podle tohoto vynalezu, jsou zvla§té vhodné
pro parenteralni podavani, to znamené pro pod4vani subkutanné, intramuskularné, intraven6zng
nebo intranasalng.

Terapeutické prostiedky podle tohoto vynalezu se mohou pfipravit jako farmaceutické prostied-
ky, které obsahuji G¢inné mnoZstvi upravené protilatky (naptiklad humanizované protilatky) pod-
le tohoto vynalezu jako w&innou latku ve farmaceuticky ptijatelném nosi&i. V profylaktickém
prostfedku podle tohoto vynalezu se vyhodn& pouZije vodna suspenze nebo roztok obsahujici
upravenou protilatku, ktery je nejlépe pufrovany na fyziologickou hodnotu pH, vyhodné ve forms
pipravené pro injekce. Prostfedky pro parenteralni podani budou obvykle obsahovat roztok upra-
vené protilatky podie tohoto vynélezu nebo jeji smés, rozpusténé ve farmaceuticky pfijatelném
nosici, vyhodn& ve vodném nosi¢i. Mohou se pouzit riizné vodné nosice, napiiklad 0,4% fyzio-
logicky roztok, 0,3% glycin a podobné. Tyto roztoky jsou sterilizovany a obvykle zbaveny hmoty
ve formé ¢astic. Tyto roztoky se mohou sterilizovat obvyklymi, dobfe znamymi technickymi zp&
soby sterilizace (napfiklad filtraci). Prostfedky mohou obsahovat farmaceuticky pfijatelné po-
mocné latky, které jsou nutné pro napodobeni fyziologickych podminek, jako latky k tipravé hod-
noty pH, pufrovaci ¢inidla a podobné. Koncentrace protilatky podle tohoto vynélezu v takovém
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farmaceutickém prostfedku se miize Siroce ménit, to znamena od méné ney pfiblizné 0,5 %,
obvykle od 1 % nebo alespoti piiblizné 1 %, az do 15 nebo 20 % hmotnostnich, a bude vybrana
piedevsim na zakladé objemi tekutin, viskozit atd., podle zvoleného zpUsobu podani.

Farmaceuticky prostfedek podle tohoto vynalezu pro intramuskularni injekei se tedy maZe pfip-
ravit tak, Ze obsahuje 1 ml sterilni pufrované vody a od piblizné 1 ng do zhruba 100 mg, napiik-
lad od pfiblizné 50 ng do zhruba 30 mg nebo vice, vyhodné od pfiblizn€ 50 mg do zhruba 25 mg,
upravené protilatky podle tohoto vynédlezu. Podobng, farmaceuticky prostfedek podle tohoto
vynalezu pro intravendzni injekce se miZe ptipravit tak, Ze obsahuje pfiblizn& 250 ml sterilniho
Ringerova roztoku a od pfiblizn& 1 do zhruba 30 mg, vyhodné od 5 do zhruba 25 mg upravené
protilatky podle tohoto vynélezu. Aktualni metody pro piipravu prostiedk® podavanych parente-
rilné jsou dobfe zndmé nebo budou ziejmé odbornikovi v oboru a Jjsou podrobn&ji popsany
napiiklad v Remington’s Pharmaceutical Science, 15. vyd., Mack Publishing Company, Easton,
Pennsylvania, USA.

Je vyhodné, aby byl terapeuticky prostiedek podle tohoto vynalezu, pokud je ve formé& farmaceu-
tického prostfedku, pfipraven ve formé& davkovych jednotek. Vhodnou terapeuticky u¢innou
davku miiZe snadno stanovit odbornik v oboru. K Gg¢inné 16&bs zéanétlivych onemocnéni u lidi
nebo jinych Zivogichii se ma v jedné dévce podat od pfiblizng 0,1 do zhruba 20 mg proteinu nebo
protilatky podle tohoto vynalezu na 70 kg télesné hmotnosti parenteralni cestou, vyhodnég intra-
muskularn€ (i.m.). Takova dévka se miZe, pokud je to nutné, opakovat v pfislusnych &asovych
intervalech, jak jsou zfejmé oSetiujicimu lékati, béhem zanétlivé reakce.

Tento vynélez také zahrnuje podavéani IL4 fiiznich proteind podle tohoto vynalezu soub&Zné nebo
postupné s jinymi protilatkami nebo filzniho proteiny s anti-IL4 aktivitou, jako je aktivita proti
tumor-nekrosis faktoru nebo jind farmaceutick4 aktivita kompatibilni s vazbou fiiznich proteint
podle tohoto vynalezu na IL4 receptor. Takové jiné protilatky jsou dostupné komeréné nebo
mohou byt navrZeny zplisobem, ktery je podobny jako je zde popsano.

Fizni proteiny a upravené protilatky podle tohoto vynalezu se mohou také pouZivat v diagnostic-
kych rezimech, jako pro diagnostikovani chorob zprostiedkovanych IL4 nebo pro sledovani 1ésby
takovych chorob. Jako diagnostick4 ¢inidla se tyto fiizni proteiny mohou b&zné znadit pro pouZiti
v ELISA nebo jinych obvyklych testech pro testovani hladin IL4 v séru, plazmé nebo jiné vhodné
tkani. Typ testu, ve kterém se pouzivaji fizni proteiny, neni omezenim tohoto vynélezu.

Protilatky, upravené protilatky nebo jejich fragmenty zde popsané se mohou lyofilizovat pro
skladovani a mohou se rekonstituovat pied pouZitim ve vhodném nosiéi. Tento technicky postup
se ukézal byt G¢innym u obvyklych imunoglobulinii. Mohou se pouZzivat v oboru zndmé lyofili-
zacni a rekonstituéni technické zpisoby.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici priklady ilustruji rizné aspekty predkladaného vynalezu, véetné popisu piipravy
upravenych protilatek a jejich exprese ve vhodnych vektorech a hostitelskych burikach, a tyto
piiklady nijak neomezuji rozsah predkladaného vynalezu. Veskeré aminokyseliny jsou oznaeny
béznym tifpismennym nebo jednopismennym kédem. VSechny potiebné restrikéni enzymy, plaz-
midy dalsi ¢inidla a materialy byly ziskany z komer&nich zdrojl, pokud neni uvedeno jinak.
VSechny obecné klonovaci ligace a dalsi postupy rekombinantni DNA technologie byly prove-
deny podle T. Maniatis a kol., vy3e, nebo podle druhého vydéni této knihy (1989), vyd. Sam-
brook a kol., stejny vydavatel (,,Sambrook a kol.*).
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Piiklad 1
Zpisob pripravy Mab 3B9
A.  Imunizaéni postup

Ctyfi mysi (F1 hybridy Balb/c a C57BL/6) se imunizuji subkutanné 50 pg rekombinantniho
E. coli lidského IL4 ve Freudové kompletnim adjuvans a o 4 tydny pozdéji uvedou do styku
s 50 pg IL4 ve Freudové nekompletnim adjuvants, zavedeném intraperitonealng (i.p.). Na zakla-
d& dobrého titru sérové protilatky viigi IL4 Jedna mys se déle imunizuje 200 pg IL4 (i.p. ve fyzio-
logickém roztoku) za 8 tydni, o 2 dny pozdé&ji 100 ug IL4 (i.p. ve fyziologickém roztoku) a o
2 dny pozd&ji 50 ug IL4 (i.p. ve fyziologickém roztoku). Za 2 dny po kone¢né imunizaci se pro-
vede splenektomie.

B.  Zpiisob fiize a systém vy3etieni

Buiiky sleziny my3f se pouZiji pro p¥ipravu hydridomd (normalizovanych postupem, napiiklad
Jak popsal Kohler a kol. v Nature 256, 495 /1 975/), ze kterych se vice nez 250 klont bungk vyset-
fuje na sekreci protilatky k IL4, za pouziti komeréng dostupného BIAcore systému a testii ELISA
popsanych dale, pro vazani IL4. Pozitivni odezvu poskytne pet jamek. Pouze jeden klon z mys3i,
3B9, je silné pozitivni. Viechny sekundarni klony odvozené od 3B9 jsou pozitivni.

Priklad 2
Testovani ELISA a afinitni konstanty
A. Zpisob testovani ELISA

VySetfeni testovanim, provadéné jak je popsano dale, Je urleno k méfeni afinity pro p¥irodni lid-
sky IL4. Pro experiment 1 se deska s 96 jamkami aktivované aldehydem povlege IL4 v koncent-
raci 1 pug/ml, 100 pl/jamka, v 0,1 M boratovém pufru, o hodnot& pH 8,5, a inkubuje pfes noc za
teploty mistnosti. hIL4 se kovalentng& vaze k desce. Roztok IL4 se odsaje a nespecificky vazebn4
mista (NSB) se blokuji 1% hovézim sérovym albuminem (BSA) v TBS pufru (50 mM Tris,
150 mM chloridu sodného, 1 mM chloridu hofednatého a 0,02 % azidu sodného, hodnota pH 7,4)
za teploty 37 °C po dobu 60 minut. Po tomto a kazdém z nasledujicich krokid se deska promyje
Ctyfikrat pufrem (10 mM Tris, 150 mM chloridu sodného, 0,05 % Tween a 0,02 % azidu sodné-
ho, hodnota pH 7,4). Potom se piida 50 pl hybridomového prostedi (nebo &igténého 3B9 nebo
Fab fragmentti) a 50 pl zkusebniho pufru (0,5 % hovéziho 1—globulinu v TBS pufru) a desky se
inkubuji za teploty 37 °C po dobu 60 minut. 100 pl biotinylované anti~-mysi protilatky se ptida na
Jjamku ve zkuSebnim pufru a inkubuje jako Je popséano vyse. Na jamku se potom ptida 100 pl
alkalickou fosfatdzou konjugovaného streptavidinu a inkubuje (za teploty 37 °C po dobu 30 mi-
nut). Nato se pfida 100 pl/jamka PNP substritu a vie se inkubuje za teploty 37 °C po dobu
30 minut. Odecteni se provede pfi optické hustots 405 nm.

Pro experiment 2 se desky povletené streptavidinem (100 pljamka, 1 pg/ml, ve fosfatem pufro-
vaném fyziologickém roztoku (PBS)) inkubuji za teploty 4 °C pfes noc a testuji, jak je popséno
dale. Roztok streptavidinu se odsaje, NSB mista se blokuji 1% BSA v TBS pufu (za teploty
37 °C po dobu 60 minut). Po tomto a kazdém z nasledujicich krokd se desky promyji &ty¥ikrat
pufrem. Potom se p¥ida 50 pl biotinylovaného IL4 s 50 pl zkuSebniho pufru a vie inkubuje za
teploty 37 °C po dobu 30 minut. Potom se p¥ida 50 ul Cisténého 3B9 IgG nebo fragmentu Fab
(nebo hybridomového prostiedi) a 50 pl zkusebniho pufru a vie se inkubuje za teploty 37 °C po
dobu 60 minut. Potom se pfida 100 ul anti-myiho IgG alkalického fosfatdzového konjugitu
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a inkubuje se za teploty 37 °C po dobu 60 minut. Nato se pfida 100 pl PNP substratu a vie se
inkubuje za teploty 37 °C po dobu 30 minut. Odeéteni se provede jak je uvedeno vyse.

B. Vypocet 3B9 afinity pro IL4

Za pouZiti vysledkil z experimentti popsanych vySe a déle uvedeného souhrnu se vypo¢ita K4 pro
3B9Y, jak popsal Beatty a kol., J. Immunol. Methods, 100, 173—-179 /1987/:

1
Kaff =

2(2[Ab*}-{Ab])

kde

Ab* znamena koncentraci Ab vazaného pii 150 ng/ml biotinylovaného hIL4 a
Ab  znamena koncentraci Ab vazaného pii 300 ng/ml biotinylovaného hIL4.

Disocia¢ni konstanta Kd se vypo&ita ze vztahu

Experiment 1: Test ELISA na streptavidinem povleené desce s 96 jamkami (100 ng/jamka).
K4=22x 10" M (3B9 Fab).

Experiment 2: Test ELISA na streptavidinem povlecené desce s 96 jamkami (100 ng/jamka).
Kq=1,4x10""M (3B9 IgG).

C. Specificita

MAD 3B9 vede k rozpoznani lidského IL4, ale nikoli k poznéni hovéziho nebo mysiho IL4. Jedna
cesta ke stanoveni této skuteCnosti se uvadi dale. ELISA se muze provadét za pouziti desky
s 96 jamkami povleené anti-mysim IgG a nasledn& blokovani hovézim sérovym albuminem, po
kterém se s 50 ul 3B9 (100 ng/ml), 25 pl ne-lidského IL4 a 25 ul biotin-IL4 inkubuje za teploty
37°C po dobu 60 minut, potom promytou streptavinem konjugovanou alkalickou fosfatizou
a PNP.

Podobné bylo zji§téno, Ze MAb 6A1 nevede k rozeznani hovéziho nebo mySiho 1L4.

Priklad 3

Humanizovana protildtka

U jedné humanizované protilatky je v imyslu, aby obsahovala my$i CDRs v zakladni struktuie
humanizované protilétky. Tato humanizovana verze IL4 specifické mysi protilatky 3B9 se p¥ipra-
vi za pouziti dale uvedenych opatieni.

A.  Zpisob cDNA klonovani

cDNA klony se zhotovi z 3B9 t&zkych a lehkych fetézci z mRNA vyextrahované z 3B9 hybrido-
mové bunééné linie (piiklad 1) za pouZiti soupravy Boehringer Mannheim, Primery specifické
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bud’ pro mysi pantovou oblast nebo kappa konstantni tsek se pouziji pro prvni provazovou synté-
zu.

Primer s kappa fetézcem (SEQ ID ¢&. 29):
5-CTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAATGGG-3'
Primer s t t&Zkym fetézcem (SEQID &. 30):
S'GTACATATGCAAGGCTTACAACCACAATC 3"

Dvouprovazova ¢cDNA se klonuje ptimo do plazmidi pGEM7f+ (Promega), které se potom
transformuji do E. coli DH5-a (Bethesda Research Labs).

B. Zpusob DNA sekvencovani

Mysi cDNA klony s 8 t&zkymi Fetézci a 1 lehkym fetézcem z &asti A uvedené vySe se sekvenuji.
Vysledky sekvenovani variabilnich aseki téchto klond Jsou znazorn&ny v SEQID&.1a2a3 a4.
Kazdy klon obsahujici znamé aminokyseliny, které se maji konzervovat mezi variabilnimi useky
tézkého fetézce mysi a variabilnimi tseky lehkého fetézce mysi a mysimi signalnimi sekvencemi.
CDR aminokyselinové sekvence jsou uvedeny déle.

CDR duseky pro t&7ky fetézec jsou SEQ ID &. 22, 24 a 26 (aminokyseliny 50 az 56, 71 a2 86
a 119 az 129 ze SEQID &. 4), viz obr. 2. Tyto sekvence jsou kédovany SEQ ID &. 21, SEQID
¢.23 a SEQID &. 25. CDR dseky pro lehky fetézec jsou SEQID &. 16, 18 a 20 (aminokyseliny
45 a7 58, 74 a7 80 a 113 a7 121 ze SEQID €. 2), viz obr. 1. Tyto sekvence Jjsou kédovany SEQ
ID¢.15,17a19.

C. Selekce humanizovanych zakladnich struktur

Po klonovéni 3B9 se aminokyselinové sekvence variabilniho seku (aminokyseliny 21 aZ 132 ze
SEQID ¢. 2 a aminokyseliny 20 az 140 ze SEQ ID €. 4) porovnaji s lidskou imunoglobulinovou
sekvenci z databaze vyuzivajici KABAT® a databéze SWISS, za udelem rozpoznani lidské
zakladni struktury jak pro t&zky fetdzec, tak pro lehky fetézec, které patrné byly ditkladng pizpt-
sobeny mySimu pivodnimu zdroji v sekvenéni homologii. Kromé t&chto zjisténi pro sekvenéni
homologii se t&7ké a lehké Fetdzce také hodnoti proti pozi¢ni databézi vyvolané ze strukturnich
modeli domény Fab, ke stanoveni piipadnych rozporii v disledku aminokyselinovych substituci,
které mohou ovlivnit ptedstaveni CDR. Pro piitomny p¥ipad se nestanovi 24dna zf'ejma neshoda
pfi hledani struktury, a proto se vyvozuje, Ze se pouzila kédujici DNA z homologné zjisténé
aminokyselinové sekvence.

PouZivaji se tiseky zakladni struktury t&zkého fetszce protilatky ziskané z lidského myelomového
imunoglobulinu (COR) (E. M. Press a N. M. Hogg, Biochem. J. 117, 641-660 /1970/). Bylo
zjisténo, Ze tato sekvence je z pfiblizné 77 % homologni (69,4 % identity) k 3B9 variabilnimu
useku fetézce v tirovni aminokyseliny.

Pro vhodny variabilni Gsek zakladni struktury lehkého fetdzce se pouZije variabilni sekvence
zékladni struktury lehkého ¥etézce z lidské protilatky, kterou identifikoval H. G. Klobeck a kol.,
Nucl. Acids Res. 13, 6515-6529 /1985/. Bylo nalezeno, Ze sekvence lidské protilatky je z pibliz-
né 80,2 % homologni (72,0 % identity) k my$imu 3B9 variabilnimu tseku lehkého fetézce
v urovni aminokyseliny.

Dané mysi 3B9 CDRs (SEQID&. 15 az 26) a sekvence lidské protilatky vedou k vytvoreni
syntetického té7kého fetézce a PCR Ucinkuje pfi dopliiovani a zesileni DNA. Tyto sekvence se
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syntetizuji nasledujicimi prekryvajicimi oligonukleotidy a zesiluji PCR. SEQ ID ¢. 31 az 37 pos-
kytne pét prekryvajicich oligii a 2 PCR primery. V oligo 1 (SEQ ID ¢&. 31) jsou zjistény piekleno-
vaci baze 5 aZ 121. V oligo 2 (SEQ ID ¢&. 32) jsou zjistény pieklenovaci baze 122 a7 241 a v oligo
3 (SEQID . 33) jsou zjistény pieklenovaci baze 242 aZ 361. Oba spodni pramenové primery
SEQID &. 34 a SEQID &. 35 preklenuji baze 134 a# 110 a baze 253 a% 230. Jakékoli chyby
v mapované sekvenci, které byly inzerovany PCR, jsou korigovéany. PCR dovoluje znovu pouziti
Jjako 5" primerovych nukleotidi 1 az 25 SEQID &. 36 a Jjako 3" primerovych nukleotidd 361 a
341 SEQ ID &. 37.

Synteticky variabilni asek se liguje do expresniho vektoru PCD soucasné se syntetickou signélni
sekvenci SEQID &. 5 a 6 z konstrukce chimérického t&%kého fetézce spolu s IgG; lidskym kon-
stantnim usekem. Synteticky Vy, signélni sekvence nukleotidu a aminokyselinové sekvence jsou
uvedeny na obr. 4 (SEQID¢E. 11 a 12). Aminokyselinové sekvence CDRs (SEQ ID &. 22,
24 a 26) jsou identické s my$imi 3B9 CDRs. Aviak kodujici sekvence pro tyto CDRs (SEQ ID
€. 54, 55 a 56) se odliduji od mysich 3B9 kédujicich sekvenci (SEQID ¢. 21, 23 a 25). Vysledny
expresni vektor, IL4hzhcl-1-Ped je zndzornén na obr. 9.

CDR genové tiseky piedem existujici zakladni struktury lehkého Fetézce se odstrani restrikénimi
fragmenty a nahradi dale uvedenymi IL-4 CDR geny, které se pfipravily synteticky.

Pro CDR1:

SEQ ID ¢. 38: 5CTAUL1ulUiLlUIGGGCGAGAGGGCCACCATCAAC
TGCAAGG 3

SEQ ID ¢&. 39: CCTTGCAGTTGATGGTGGCCCTCTCGCCCAGAGACACAG
SEQ ID ¢. 40: TCGAGAGGCCTCCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGATAG
TTATATGAACTGGTATCAGCAGAAACCC

SEQ ID é&. 41: GGGTTTCIGCTGATACCAGTITCATATAACTATCACCATCATA
ATCAACACTTTIGGGAGGCCTIC
Pro CDR2:

SEQ ID ¢. 44: GGGCAGCCTCCTAAGTTGCTCATITACGCTGCATCCAATCTA
GAATCTGGGGTAC

SEQ ID &. 45: CCCAGATTCTAGATTGGATGCAGCGTAAATGAGCAACTTAGG
AGGCTGCCC

Pro CDR3:

SEQ ID €. 42: ATACTACTGTCAGCAAAGTAATGAGGATCCTCCGAGGTTCGG
CGGAGGGAC A

SEQ ID &. 43: CTTGGTCCCTCCGCCGAACCTCGGAGGATCCTCATTACTTTG

CTGACAGTAGT

Tyto syntetické variabilni sekvence s lehkym a/nebo téZkym fetézcem se pouZivaji v konstrukei
humanizované protilatky.
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Piiklad 4
Zpusob exprese humanizovaného MAb v butikach COS a CHO

pUC18 subklony pro Vy se pfipravi pridanim signalnich sekvenci plvodné ziskanych z lidské
protilatky SEQID €. 4. 5. Pro V se pUCI8 subklony ptipravi pfidanim signalni sekvence
SEQID . 7.

Humanizovany t&zky fetézec, odvozeny od IgG, izotypu, projevuje 89,3% homologii (84,3 %
identity) pfi Grovni aminokyseliny s my$im t&2kym fetézcem z 3B9. Tento synteticky Vy se dos-
tane v aminokyselinach 20 a7 141 ze SEQID &. 11 a 12.

Humanizovany lehky fetézec, lidsky kappa fetézec, projevuje 92,0% homologii (86,6 % identity)
pfi trovni aminokyseliny. Tento synteticky V. (aminokyseliny 21 az 131 ze SEQID¢. 13 a 14)
obsahujici 3B9 CDRs se navrhne a syntetizuje jak je popsano vyse pro syntetické t&zké fetézce.

DNA fragmenty obsahujici sviij prislusny signal vazany bud’ k tézkym nebo lehkym variabilnim
Gsekiim se inzeruje do expresniho plazmidu savei buiiky na bazi pUC19, ktery obsahuje CMV
promotory a konstantni tiseky lidského téZkého fetézce nebo lidského lehkého Fetdzce chiméry
pripravené v piikladu 5 dale, obvyklymi zpiisoby (Maniatis a kol,, cit. vy$e), za vzniku plazmidid
IL4hzhc1-1Pcd (t8Zky fetézec) (obr. 9) a IL4hzlcl—o—Pcn (lehky fetézec) (obr. 10). HZHC
a HZLC plazmidy se kotransfekuji do bung¢k COS a supernatanty se zkous$eji pomoci testu
ELISA, popsaného bezprostfedné vyse, na piitomnost humanizované protilatky po tfech a po péti
dnech. Jin4 humanizovana protilatka se konstruuje s tim rozdilem, Ze se pouZije izotypu IgGA4.

Vyse uvedeny piiklad popisuje ptipravu piikladné konstruované protilatky. Podobné postupy se
mohou pouZit k vyvoji jinych konstruovanych protilatek, za pouZiti jinych anti~IL4 protilatek
(napfiklad 6A1 v ptikladu 7) vyvinutych b&znymi prostiedky.
Ptiklad 5
Zpisob konstrukce chimérické protilatky
A. Chiméricky t&zky fetézec se konstruuje izolovanim variabilniho useku mysiho tézkého fe-
tézce z piivodné mysi MAb 3B9, jako EcoRI-BStEII restrik&ni fragment. Maly DNA oligomer se
navrhne a syntetizuje k vazdni mysiho variabilniho tseku s humanizovanym IgG; konstantnim
usekem (BstEIl-Apal):
5" primer: SEQ ID &. 50:

GTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGGC
3" primer: SEQ ID ¢&. 51:

CTTGGTGCTAGCTGAGGAGACG

Tyto dva fragmenty se liguji do plazmidu pCD (viz obr. 7) (digerovano s EcoRI a Apal), ktery jiz
kéduje lidsky IgG, konstantni Gsek. Tento klon neni exprimovan, proto divoky typ 5S'UTR a sig-
nalni sekvence jsou deletovény a nahrazeny SEQ ID &. 5 a 6.
ProtoZe obvykla restrikce endonukleazového mista neni dostupnd na 3’ konci signalni sekvence,

BstEII misto se zavede (to znamen4 provede se tich4 mutace) pfes PCR. Pfitom se pouZiji tyto
PCR primery:
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SEQ ID &. 48: 5’ primer:
S'CAGGTTACCCTGAAAGAGTC 3
SEQ ID ¢. 49: 3' primer:
S'GAAGTAGTCCTTGACCAG 3

Z tohoto plazmidu se potom izoluje BstEI-Pstl restrikéni fragment. Nova signalni sekvence
a 5'UTR se potom navrhnou a syntetizuji s EcoRI a BstEII konci.

SEQ ID &. 46: 5’ primer:

AATTCGAGGACGCCAGCAACATGGTGTTGCA
GACCCAGGTCTTCATTTCTCTGTIGCTCTGGATCTCTGGTGCCTACGGGC
AG

SEQID ¢&. 47: 3' primer:

GTAACCTGCCCGTAGGCACCAGAGATCCAGA
GCAACAGAGAAATGAAGACCTGGGTCTGCAACACCATGTTGCTGGCGTC

CTCG

Chiméricky lehky Fetézec se konstruuje aplikaci PCR technického postupu na piivodni mys$i 3B9
lehky fetézec, ktery se klonuje do pGEM721(+) (Promega). Pouzitymi primery je komer&n& dos-
tupny pUC18 univerzalni reverzni primer na konci 5' (EcoRI) a 3’ primer, ktery zavede Narl
misto

[5'CATCTAGATGGCG CCGCCACAGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCS

SEQID ¢&. 52], pouzité k fuzi mystho variabilniho tseku k lidskému konstantnimu tsekau. Tento
variabilni usek se potom liguje do expresniho vektoru PCDN (EcoRI Narl) (obr. 8), ktery jiz
obsahuje lidsky kappa tsek.

Prostiedi supernatanti se zachyti o tfi a pét dni pozdéji a testuje za pouziti ELISA timto popsa-
nym zptisobem: Desky ELISA se povléknou 0,1 pg kozi protilatky specifické pro Fc usek lidské
protilatky. Prostfedi supernatant(i se ptida b&hem 1 hodiny. Nato se pfida peroxidaza kienu sel-
ského konjugovana s kozi protilatkou specifickou pro celou lidskou IgG protilatku. To se provadi
piidanim ABTS peroxidazového substratu (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaitersburg,
MD, USA) b&hem 1 hodiny. Stanovi se exprese chimérické protilatky. Pfi druhém testu ELISA
se butiky COS ze supernatant obsahujici chimérické protilatky, vaZou specificky k rekombinant-
nimu lidskému IL4 proteinu. Tento vysledek potvrzuje, Ze Jsou klonovany geny kédujici pro
protilatku specificky pro IL4.

B. Humanizovany té7ky fetézec se také dostane z tohoto chimérického t&7kého Fetézce. Huma-
nizovany tézky fetézec je navrzen z inzerce mysich CDRs do lidské zakladni struktury. Zvolena
humanizovand zakladni struktura je, jak se popisuje vye, nejhomolognéjsi proteinova sekvence
ve Svycarské proteinové databazi, zaloZend na my3i 3B9 Vi (aminokyseliny 20 az 140 SEQID ¢.
4). Tato sekvence humanizovaného t&zkého fetézce (EcoRI Apal) se pfipravuje synteticky a PCR
dovoluje zavést a zesilit DNA, jak je popsano vyse. Tento synteticky variabilni Gsek se liguje do
expresniho vektoru pCD (EcoRI Apal) dohromady se syntetickou signalni sekvenci SEQ ID &. 5
a 6 z konstrukce chimérického t&zkého fetézce a IgG, lidského konstantniho useku.
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Podobné humanizovany lehky fetézec miize byt odvozen od chimérického lehkého fetézce, jak je
popsano pro tézky fetézec. Tento gen (EcoR V Narl) se také pripravuje synteticky. Humanizova-
ny Vi se liguje do expresniho vektoru pCN, fragmentovaného s EcoRI Narl, spolu se signalni
sekvenci (EcoRI EcoV). Expresni vektor poskytuje humanizovany kappa konstantni Gisek.

Priklad 6
Zpusob Cisténi a termodynamika — humanizovany MAb

Cisténi CHO exprimovaného chimérického a humanizovaného 3B9 se miize dosahnout b&nou
proteinovou A (nebo G) afinitni chromatografii, s nasledujici vyménou ionté a chromatografii na
molekulovém sité. Podobny zplisob byl Gsp&iné pouzit pro CiSténi jinych MAbs (napfiklad na
respiraéni syncylidrni virus a malariové cirkumsporoziatové antigeny) na &istotu vySSi nez 95%.

Afinita a podrobna termodynamika IL4 vazajiciho se na humanizovanou MAb 3B9 a my$i 3B9
(pfiklad 1) se stanovuje titradni mikrokalorimetrii. Tato metoda spociva v méfeni vazebnych re-
akei na zakladé§ jejich vnittniho tepelného zabarveni reakce (viz napfiklad Wiseman a kol., Anal.
Biochem. 179, 131-137 /1989/). Bylo zji§téno, Ze afinita obou MAbs Je pfili§ mald pro mé¥eni
pfimo za teploty mistnosti. Tak se provadi tento termodynamicky postup:

1)  afinita se mé&ii za teploty 60 °C, které je dostateéng mald, aby byla méfena piimo, a
1) tepelna zavislost vazebné entalpie se méfi za teploty od 30 do 60 °C.

Dohromady tyto parametry dovoluji vypod&itat afinitu v $irokém rozmezi teplot, za pouziti Gibbs—
Helmholzovy rovnice.

Souhrn IL4 vazebnych termodynamickych hodnot humanizovanych a mysich 3B9 protilatek je
uveden v tabulce 1. Na zakladé zmén volné energie, entalpie, entropie a tepelné kapacity dvou
MAbs jsou termodynamické hodnoty nerozeznatelné.

Tabulka 1

Termodynamické hodnoty hIL4 vizajiciho se k humanizované 3B9 a mysf 3B9 pifi hodnotg
pH 7,4, se 150 mM chloridu sodného, za teploty 25 °C

MAb Kd g2G £H -TgS [
pikomol kJ/ ky/ ki/ J/mol
mol IL4 mol IL4 mol IL4 IL4/K
humanizovany 3B9 11 -56,9+2,5 -91,2+8,4 34,3+8,8 —2428+670
mysi 3B9 19 —55,7+2,5 —85,2+4.2 30,1+5,0 —2763+837

Afinity IL-4 humanizovaného 3B9 a mysiho 3B9 se méfi Ctyfikrét a zdvojens.

Piiklad 7
Zpiisob vyroby a charakterizace krysiho MAb
MAD 6A1, zvolena pro vysokou afinitni vazebnost, Je odvozena od imunizované krysy, za pouziti

stejného postupu imunizace, jako je popsan v ptikladu 1 pro mys. 6A1 je vybran z hybridomu
(Jmenovité hybridomu 3426A11C1B9), pfipraveného z krys imunizovanych lidskym IL4.
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Hodnota K4 pro 6A1 se vypogita jak popsal Beatty a kol., v J. Immunol. Methods 100, 173-179
/1987/ a odpovida 2 x 1071° M.

Hybridom 3426A11C1B9 byl deponovan dne 6. fijna 1993 v ECACC (European Collection
of Aminal Cell Cultures, Public Health Laboratory Service Centre for Applied Microbiology
& Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Spojené kralovstvi, pod depozitnim
cislem 93 100 620 a byl pfijat jako deponovany vzorek z diivodii patentovani podle Budapest'ské
Umluvy z roku 1977, nafizujici ukladani mikroorganizmii pro tgely patentového fizeni.

Priklad 8

Biologicka aktivita MAbs: 3B9 (humanizovany), 3B9 (mysi) a 6A1
Provedly se déle uvedené testy za pouziti postupli popsanych v dal3i ¢asti.
A. Vazani glykosylovaného rhlL4

VySe uvedené protilatky se uvedou do styku s neglykosylovanym rekombinantnim lidskym IL4
(rhIL4), ktery je produkovan v E. coli. ProtoFe pfirozeny lidsky IL4 je glykosylovén, je dulezité
potvrdit vazani na materidl secernovany savéi bun&énou linii. 3B9 se vaze rovnéz tak dobte jak
ke glykosylovanému, tak k neglykosylovanému lidskému rekombinantnimu IL4 a neni proto

zaméfen na epitop, ktery by byl maskovan na pfirozeném lidském 114,
B. Inhibice IL4 v4zani na receptor

Schopnost 3B9 inhibovat vazani IL4 na sviij receptor se studuje za pouZiti ‘*I-rhIL4 vizaného
k bunéné linii gibona, MLA (ATCC TIB201), ktera nese pfiblizng 6000 receptori na buiiku.
MLA burtiky se inkubuji se '*I-1L4 za teploty 37 °C po dobu 30 minut. Zachyceni radioaktivity
se stanovi v 1-¢&itati po oddéleni bungk s vizanym '*I-IL4 pomoci odstied’ovani, pii pouziti ole-
jového gradientu. Nespecifické vazani se stanovi inkubaci v pfitomnosti stondsobného molarniho
piebytku neznaceného IL4 (Park a kol., J. Exp. Med. 166, 476-488 /1987/). Hodnota ICso pro
neznaceny IL4 pfi tomto testu je 22 pM, pokud mnoZstvi (pfidaného) IL4 &ini 83 pM. Pro intakt-
ni mysi (IgG) 3B9 hodnota ICs, odpovid 63 pPM a 93 pM pro fragment Fab. P¥i jiné koncentraci
IL4 (218 pM) testem stanovené mnoZstvi mysi (IgG) 3B9 &ini 109 pM.

C.  Zpiisob inhibice proliferace lymfocyti

Za pouziti metody, kterou popsal Spits a kol. v J. Immunol. 139, 1142-1147 /1987/ se periferni
krevni lymfocyty &lovéka inkubuji po dobu 3 dnit s fytohemagglutininem, T bun&&nym mitoge-
nem, k regulaci IL4 receptoru. Vysledné buiiky se potom dale stimuluji po dobu t¥i dnd IL4
receptorem. Proliferace se méfi inkorporaci *H thymidinu. B bun&éna proliferace se méfi testem,
ktery popsal Callard a kol. v Lymphokines and Interferones, A Practical Approach, kap. 19,
str. 345, modifikovanym jak je popsano dale. Cisténé lidské tonsilarni B buiiky se stimuluji po
dobu 3 dnii s IL4 imobilizovanym anti—~IgM. Proliferace se m&fi inkorporaci *H thymidinu.

3B9 (mysi) inhibuje *H-thymidinovou inkorporaci perifernimi krevnimi T lymfocyty &lovéka sti-
mulovanymi 133 pM IL4 a lidskymi tonsilarnimi B lymfocyty stimulovanymi 167 pM IL4. IL2
stimulované T lymfocyty neptisobi. Hodnota ICso pro inhibici T bunééné proliferace &ini 30 pM
a pro B buné€nou proliferaci &ini 103 pM. Odpovidajici hodnoty pro Fab fragment 3B9 (mysi)
jsou 108 a 393 pM.
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D. Zplsob inhibice CD23 indukce

CD23 je nizko afinitni receptor pro IgE (FcERII) a je indukovan na membrang zbyvajicich
B lymfocytt nizkymi koncentracemi IL4 Jjako nezbytné nutnym predpokladem pro produkci IgE.
Cisténé lidské tonsilarni B buiiky se stimuluji po dobu 2 dnd s IL4. Procento bunék exprimujicich
CD23 receptor se stanovi priitokovou cytometri (Defrance a kol., J. Exp. Med. 165, 1459—1467
/1987/). 3B9 (mysi) inhibuje CD23 expresi lidskych tonsilarnich B lymfocyti stimulovanou
8,3 pM IL4 s hodnotou ICs, odpovidajici 136 pM.

E.  Zpisob inhibice IgE sekrece

Na rozdil od jinych testii, kde se IL4 pridava pii koncentracich ECs, (Pere a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. 85, 6880-6884 /1988/), IgE sekrece se zjistuje v pfitomnosti IL4 v koncentracich
poskytujicich maximalni sekreci, za u&elem sni¥eni inherentni variability v tomto systému. T bu-
nécna proliferace se stanovi jak je uvedeno dale. Periferni krevni lymfocyty ¢lovéka se inkubuji
s IL4 po dobu mezi 10 a 18 dny, vyhodné& 12 dnéi. Koncentrace IgE v supernatantu kultury se sta-
novi pomoci ELISA.

IgE sekrece se inhibuje 3B9 (my3i) a Fab fragmentem 3B9 v p¥itomnosti 1,7 nM IL4, co poskyt-
ne hodnoty ICs, odpovidajici 1,9 a 5,0 nM. Experiment se opakuje za pouZiti niZ$i koncentrace
ILA, kterd €ini 667 pM, co snizuje hodnotu ICs, na 0,65 mM pro 3B9 (my3{). Molarni pom&r pro-
tilatky (IgG) k IL4 zistava nezménén (1:1) ve zkousenych koncentra¢nich rozmezich.

F.  Shrnuti a interpretace hodnot

Molarni poméry IL4 k riznym MAbs, vyzadované pro 50% inhibici funkce pti biologickych tes-
tech, jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Komparativni aktivity MAbs 3B9, 6A1 a humanizovaného 3B9 (varianty IgG; a IgG,) pii
biologickych testech zavislych na IL4

Test ICso (pM) (rozmezi),
Mysi 3B9 Mysi 3B9 Krysi 6A1 Humanizovany 3B9
(Fab) IeG1 IgG4*
RBA 63 (17-109), 93 >50 000
T butika 30 (10-40), 108 87 44 (30-56); 40
B butka 103 (79-120), 393 187 47 (10-80); 79
CD23 136 (53-272), 216 80 333
indukce
IgE 658 (370-1070)s 623 (412-833), 54 (35-83),
syntéza 1170 406

n = poCet provedenych oddélenych testi

*1gG, a IgG, varianty se testuji v odlignou dobu

Pti viech testech, s vyjimkou sekrece IgE, se IL4 pfidédvé v koncentraci p¥iblizng EDs,. Molarni
poméry protiltky k IL4 vyzadované pro 50% inhibici Jsou podobné pro lidsky 3B9, mysi 3B9

a 6Al ve dvou testech proliferace lymfocyti, ale vy3si pro humanizovany 3B9 pfi testu indukce
CD23, co je zvIats citlivy test ziejmg vyZadujici velmi nizkou naplii receptoru (pfiblizné 5 %)
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(Kruse a kol., EMBO . 12, 5121 /1993/), a jak je ziejmé z vysledkii dosazenych s mysi 3B,
pisobi vnitini zménu testu.

Porovnani aktivit krysi 6A1 a mysi 3B9 doklada podobny profil funk&nich G&innosti, ale neoge-
kavané selhani 6A1 pri pIné inhibici vazani radioaktivng jodovaného IL4 na své receptory. Za ra-
dioaktivné jodovany IL4 pouzivany pii testu vazani receptoru se ma povazovat jodovany tyrosin
pistupny na zbytku 124. Pokud se porovna schopnost 6A1 inhibovat expresi CD23 indukovanou
bud’ neznaCenym nebo jodovanym IL4, zjisti se, Ze inhibice Je méné idinna oproti jodovanému
ligandu. Tyto vysledky ukazuji, Ze 6A1 se vaze k IL4 v useku tyrosinu 124, ale toto vazani neni
specifické.

Tak posledni hodnoty ukazuji, e 6A1 je neutralizujici protilatka o vysoké afinits, vazajici se
k velmi odlisnym usekiim IL4 spise nez 389,

Priklad 9

Farmakokinetické udaje

Farmakokinetika humanizované 3B9 se stanovuje u samcich krys kmene Sprague Dawley.
Humanizovana 3B9 se poda &tyfem zvitattim jako i.v. bolus v davee 1 mg/kg, pfiemz ve vzorko-
vani krve se pokracuje po dobu 5 tydnii po davce. Koncentrace humanizované 3B9 v plazmé se
stanovuje za pouZiti IL4/anti-lidského IgG sendvige ELISA urdeného k potvrzeni nejen pkitom-

nosti cirkulujiciho lidského IgG, ale také schopnosti vézat se k rekombinantnimu lidskému IL4.

Vysledky z této studie jsou shrnuty do tabulky 3.

Tabulka 3

Farmakokinetika humanizované 3B9 v samé&ich krysich kmene Sprague-Dawley (dévka
I mg/kg, 1.v. bolus)

CLP (ml/h/kg)
krysa 1 0,442
krysa 2 0,655
krysa 3 0,555
krysa 4 0,447
primér 0,525
smérodatné odchylka 0,101

Zkratka farmakokinetického parametru;
Clp znamena zdanlivé clearance plazmy

Udaje ukazuji, Ze interanimalni variabilita je relativng mala a vymizeni humanizované 3B9
z plazmy se zda byt dvojfazové. Zdanlivé clearance plazmy je nizka (0,5 ml/h/kg). Polodas Zivot
se zda byt 11 dndi. Tak farmakokinetické charakteristiky humanizované 3B9 odvozené od CHO
bunék jsou konzistentni s jingmi humanizovanymi monoklonalnimi protildtkami u krys. Dlouhy
polo&as Zivota humanizované 3B9 u krysy pii cirkulaci také naznaCuje, ze kdyz se podava huma-
nizovana 3B9 ¢lovéku, je pravd&podobné G&inna b&hem prodlouZeného &asového obdobi.

Do vy3e uvedeného popisu je zahrnuta fada modifikaci a variaci a odekava se, Ze budou ziejmé

odbornikovi v oboru. Napfiklad tseky lidské zakladni struktury nebo jejich modifikace, jiné nez
Jjsou vyse popsané piiklady protilatek, se mohou pouZit pfi konstrukci humanizovanych protila-
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tek. Takové modifikace a zmény prostfedkii a zpiisobii podle tohoto vynalezu se pokladaji za
zahrnuté do rozsahu piipojenych patentovych naroka.
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ix) Telekomunika&ni informace:
a) Telefon: (215)270 50 24
b) Telefax: (215)270 50 90

Informace pro SEQ ID &. 1:

i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 396 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

1) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..396
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xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 1:

ATG
Met
1

GGC

Gly

~en
-l

val

Val

GGaA
Gly
85

GGG
Gly

cTC

GAA
Glu

GAG
Glua

TCC
Ser

TCT
Ser

GAT
Asp
50

CAG

Gln

ATC
Ile

Gln

TC
Ile
130

ACA
Thr

ACT
Thr

CT.
Leu

35

TAT
Ty

CCa
Pro

cca
Pro

ATC
1le

AGT
Ser
115

AMA
Lys

GAC aca
Asp Thr
S

G3T GAC
Gly Asp
20

GGG CAG
Gly Gin

CCC AAA
Pro Lys

GCC AGG
Ala Arg
85

CAT CCT
His PBro

100

AAT GaG
asn Glu

Arg

AIC CTG
la Leu

ATT GIG
Ile val

AGG GCC
Arg Ala

GAT AGT

v Asp Ser

cIC C1C
Laeu Leu
70

Phe Ser

GIG GaG
Val Gliu

GAT CLT
Asp Pro

CTA TGG GTG

Leu

CIG
Leu

ACC
Thr

40
TAT

Tyz

ATC
1lae

Gly

GAG
Glu

cce
Pro
120

Te

ACT
Thr
25

ATC
Ile

-
TG

Met

TAT
Tyr

Ser

GaG
Glu

105

ACG
The

Val
10

CAA

Gln

TCC

AXC
Asgn

G&G
Gly
50

GAT
Asp

TZC

cTG
Leu

g
Ser

GC
Cys

oy
Serxr

Ty
-3

Leu

AAG
Lys

TAC
Tyr
60

TCC

Ser

GGG
Gly

ST GCA

Ala

GGT

ila

GGA

Phe Gly Gly

-29.

CTC
Leu

GCT
Ala

Gec
Ala

45
CAa

Gln

AAT
Asn

ACA
Thr

ACC
Thr

Gly
125

TGG

-

mem
- h

Ser
30

AGC
Ser

CAG

CTA
Leu

Asp

TAT
Tyr
110

T4
~

GTT
Val
15

6
Leu

Gln

Lys

Glu

TTC
Phe
85

TAC
Tyr

Lys

cca
Pro

GCT

Ala

cca
Pzo

ACC
Thz

GT
Cys

CIG
Leu

48

96

144

192

240

p2:3:]

33¢

384

396
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2) Informace pro SEQ ID ¢&. 2:

1) Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 132 aminokyselin
b) Typ: aminokyseliny
d) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 2:

.

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Tzp Val Pro

1
Gly Ser

val Ser

Val Asp
50

Gly Gln

63

Gly Ile

Len Asn

Gln Gln

Glu Ile
130

5

Thr Gly Asp Ile val
20

Leu Gly Gln Arg Ala
35

Tyr RAsp Gly Asp Ser
55
Pro Pro Lys leu Leu

70

Pro Ala Arg Phe Ser
85

Ile His Pro Val Glu
100

Ser Asn Glu Asp Pro
115

Lys Arg

2) Informace pro SEQ ID &. 3:

1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 483 part bazi
b) Typ: nukleové kyselina

¢) Retézec:

dvojity

d) Topologie: nezndma

i) Typ molekuly: cDNA

10

15

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ala

25

Thz Ile
40

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Glu Glu

105

Pro Thr
120

-30-

Ser Cys

Asn Trp

Ala ala
75

Gly Ser
90

Asp Ala

Phe Gly

Lys Ala
45

Tyr Gln

60

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Gly Gly
125

30

Ser

Gln

Len

Asp

Tyr

10

Thr

Gln Ser

Lys Pro

Glu Sar
80

Phe Thr
95

Tyxr Cys

Lys Leu
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1X) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 64..483

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 3:

GAATTCGCGE CCGCTATGCA GGGACAATCA GCAGCAGEAR TGAGGSAAGTA AGCCTIGIGCA 60

GAT ATG AAC AGG CTT ACT TCC TCA T7G CTG C7G €76 ATT GIC o7 GCa 108
Met Asn Arg Leu Thr Ser Ser Leu Leu Leu Ley Ils Val Prg Ala
1 S 10 1s

TAT GIC CIG TCC CAG GIT ACT CIG AAA GAG TCT GGC CCT G3G ATA 176 1586
Tyr Val Leu Ser Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Lau

20 25 30

CAG CCC TCC CAG ACC CTC AGT CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG TIT TCA 204

Gln Pxo Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser
35 40 45

CIG AGT ACT TCT GGT ATG GGT GIG AGC TGS ATT CGT CAG CCT TCA GGA 252

Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly
50 55 60

AAG GGT CIG GAG TGG CTG GCA CAC ATT TAC TGS GAT GAT GAC AAG C3C 300

Lys Gly Leu Glu Trp lLeu Ala His Ile Iyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg
65 70 75

TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC CGG CTC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC 348
Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arzg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser
an 85 30 L5

AGC AAC CAG GTA TTC CTC AAG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT 396
Ser Asn Giln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr

100 105 110

GCC ACA TAC TAC TGT GCT CGA AGA GAG ACT GIG ITC TAC TGG TAC TTC 444

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thzr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe
115 120 125
GAT GTC TGG GGC.GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 483

Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

130 135 © 140

-31-
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2)  Informace pro SEQ ID &. 4:

1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 140 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 4:

Met Asn Arg Leu Thr Ser

1

Val Leu Ser

Pro. Sexr Gln

38

Ser Thr Ser
50

Gly Leu Glu
65

Asn Pro Ser

Asn Gln Val

Thr Tyr Tyx
11s

val Trp Gly
130

Gln

20

Thr

Gly

Trp

Leu

Phe
100

Cys

aAla

5

Val Thr

Leu Ser

Met Gly

Leu Ala

70

Lys Ser

85

Leu Lys

Ala arg

Gly Thr

2) Informace pro SEQ ID &. 5:

1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 60 part bazi

b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retdzec: dvojity
d) Topologie: neznaméa

CZ 295928 B6

Ser

Lau

Leun

val

55

His

aArg

Ile

Arg

Thr
135

Leu Leu Leu
e

Lys Glu Ser
25

Thr Cys Ser
40

Ser Trp Ile

Tle Tyr Trp

Lau Thr Ila
30

Thr Ser Val
105

Glu Thr Val
120

Val Thr val

-32.

Leu

Gly

Phe

Arg

Asp

75

Ser

Asp

Phe

Ser

Tle

Pro

Ser

Gln

60

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ser
140

Val Pro

Gly Ile

30

Gly Phe
45

Pro Ser

Asp Lys

Asp Thr

Ala Asp

110

Trp Tyr
125

Ala

15

Leu

Ser

Gly

Arg

Sar

95

Thr

Phe

R

Tyr

Gln

Leu

Lys

Tyr

80

Ser

Ala

Asp
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ii)  Typ molekuly: cDNA
1x) Rysy:

a) JIméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..60

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 5:

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CIG TIG CTC TGS ATC TCT 48
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Tle Ser Leu Leu Len Trp Ila Ser
1l S 10 15
GGT GCC TAC GGG 60
Gly Ala Tyr Gly
20

Informace pro SEQ ID &. 6:

1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 20 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

1)  Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 6:

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 S 10 15

Gly Ala Tyr Gly
20
Informace pro SEQ ID &. 7:
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 57 pard bazi
b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznaméa
i) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..57

-33.
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xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 7:

ATG GGA TGS AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT ACA GGT 48
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1l 5 io 13
GTC CaC TCC . 57

Val His Ser

Informace pro SEQ ID &. 8:

i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 19 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: protein

x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 8:

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Giy
1 s 10 15

Val His Ser

Informace pro SEQ ID &. 9:

1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 423 péart bazi
b) Typ: nukleova kyselina

c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

-34.
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i) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS

b) Lokace: 1..423

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 9:

ATG
Met

2

GGT
Gly

CAG
Gln

Lvs

21

65

TAT
Tyr

AGC

Ser

Gcc

GAT
Asp

GIG TTG
Val Leu

GCC TAC
Ala Tyr

CCC TCC
Pro Ser
s

AGC ACT
Ser Thr
50

GST CIG
Gly Leu

AAC CCa
Asn Pro

AAC CAG
Asn Gin

ACA TAC
Thr Tyr
115

GIC TGG
val Trp
130

CaG
Gln

GEs
Gly
20

CAG
Gla

pony
Ser

GAG
Glu

e
Ser

GIa
val
100

TAC

Tyr

GGC
Gly

AcC
Thr
S

CAG

Gln

ACC
Thr

GRT

Gly

TGS
Trp

crG
Leau
8%

TTC

Phe

TGCT
Cys

GCA
Ala

CAG GIC TTC aTe
Gln Val Phe Ile

GTT ACC CTG ARA
Val Thr Leu Lys
23

CTC AGT CIG ACT
Leu Ser Leu Thr
40

ATG GGT GTG AGC
Met Gly Val Ser
53

CTG GCA CAC ATT
Leut Ala His Ile
70

AAG AGC CGG CTC
lys Ser Arg Leu

CIC AAG ATC ACC
Leu Ly= XIle Thr
105

GCT CGA AGA GAG
Ala Arg Arg Glu
120

GGG ACC acg gTC
Gly Thr Thr val
135

TCcT
Ser
10

GAG

Glu

IGT
Cys

GG
Trp

CIG TTG
Leun Leu

TCT GGC
Ser Gly

ICT 17IC
Ser Phe

ATT CGT
Ile Arg
60

cre
Leu

cCT
Pro

TCT

TGG ATC TCT
Tzp Ile Ser
15

GGG ATA TTG
Gly Ile Leu
30

GGG T?T TCA

Ser Gly Phe Ser

43

CaG
Gln

TAC TGG GAT GAT
Tyz Tzp Asp

ACA
Thr
30

AGT

Sar

ACT
Thr

ace
Thr

-35.

75

ATC TCT
Ila Ser

GIG GAC
Val Asp

G ITC
Val 2he

GIC TCC
Val Ser
140

Asp

AAG
Lys

Thr

TAC
Tyr
125

TCA
Ser

CT TCA GGA
Pro Sexr Gly

GAC aAaG CGC
Asp Lys Axg
80

GAT ACZ TCC
Asp Thr Ser
85

GCA GAT AcCT
Ala Asp Thr
110

TGG TAC TTC
Trp Tyr Phe

48

96

144

192

240

288

338

423
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2) Informace pro SEQ ID ¢&. 10:

)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 141 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

i)  Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 10:

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser
1 5 10

Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Lys Glu
20 25
Gln Pro Sar Gin Thr Leu Ser Leu Thr Cys

Leu Ser Thr Se=x Gly Met Gly val Sexr Trp
50 55

Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tye
65 70

Tyz Asn Pro Ser Lau Lys Ser Arg Leu Thr
85 90

Sex Asn Gln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser
100 108

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr
115 . 120

Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thx
130 135

2) Informace pro SEQID . 11:

1)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 423 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama

i1) Typ molekuly: cDNA

-36 -

Leu Leu Leu Trp Ile Ser
15

Ser Gly Pro Gly Ile Leu
30
Ser Phe Ser Gly Phe Sar

45

Ile Arg Gln Pro Ser Gly
60

TIp Asp Asp Asp Lys arg
78 80

Ile Ser Lys Asp Thr Ser
95

Val Asp Thr Ala Asp Thr
110

Val Phe Tyr Trp Tyr Phe
125

Val Ser Ser
140
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ix) Rysy:

a) Jméno/klig: CDS
b) Lokace: 1..423

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 11:

ATG GTG TTG CAG ACC CaAG GTC TTC ATT ICT CTG TTG CTC TGG ATC TCT

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Lau Leu Leu Trp Ile Ser

1 5 10

GGT GCZ TAC GGG CAG GTT ACC CIG CGT GAA TCC
Gly Ala Tyr Gly Gin Val Thr Leu Axg Glu Ser
20 25

AAA CCG ACC CAG ACC CTIG ACG TTA ACC TGC acs
Lys Pro Thr Gln Thr Lew Thr Leu Thr Cys Thr
35 40

CTG TCG ACC TCC GGT ATG GGT STT TCC 163 ATC
Leu Ser Thr Sezr Gly Met Gly Val Ser Trp Ile
50 55

AAA GGT CTA GAA TGS CTG GCT CAC ATC TAC TGS
Lys Gly Leu Glu Trp Leun Ala His Ile Tyr Trp
65 70 75

TAC AAC CCG AGC CTG RAR TCC CGT CTG ACG ATA
Tyr Asn Pro Ser leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
85" 80

CGT AAC CAG GTT GTT CTG ACC ATG ACT AAC AIG
Arg Asn Gln Val Val Leu Thr Met Thr Asn Met
160 105

GCT ACC TAC TAC TGC GCT CGA CGC GAA ACC GIT
Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val
115 120

GAC GTT TGG GGT CGT GGT ACC CCA GTT ACC GTG

Asp Val Trp Gly Arg Gly Thr Pra Val Thr val
130 135

-37.

GGT CCG GCa
Gly Pro Ala
30

TTC TCC GGT
Phe Ser Gly
45

CGT CAG CCG
Arg Gln Pro
60

GAC GAC GAC
Asp Asp Asp

TCC ARA GAC
Ser Lvs Asp

GAC CCG GTT
Asp Pro val
110

ITC TAC TGS
Phe Iyr Txp
125

AGC TCA
Ser Ser
140

15

CTA GIT
Leu Vval

¢ TCC
Phe Ser

CCG GGT
Pro Gly

AAA CGT
Lys Arg
80

ACC TCC
Thzr Ser
35

GAC ACC
Asp Thr

Tac TIC
Tyr Phe

48

96

192

240

288

338

384

423
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2)

Informace pro SEQ ID &. 12:

)

X1)

Charakteristiky

sekvence:

a) Délka: 141 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

Typ molekuly: protein

Popis sekvence

Met Val Leu
1

Gly Ala Tyr

Lys Pro Thr
35

Leu Ser Thr
SO

Lys Gly Leu
65

Tyx Asn Pro

Arg Asn Gln

aAla Thr Tyr

115

Asp Val
130

Tzp

:SEQID¢. 12:

Gln Thr Gin Val

5

Gly Gln Val
20

Gln Thr Lau

Ser Gly Met

Glu Trp Leu
70

Sexr Len Lys
as

Val Val Leu
100

Tyr Cys Ala

Gly Arg Gly

Thz

The

Gly

55

Ala

Ser

Thr

Arg

Thr
135

Phe Ile

Leu Arg

25

Lau Thr

40

Val Ser

His

Ile

Arg Leu

The
1058

Met:

Arg Glu

120

val

-38-

Ser

10

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

90

Asn

Thr

Thr

Leu Leu Leu

Ser Gly Pro

Thr Phe Ser

45
Ile Arzg Gln
60

Trp Asp Asp
75

Ile Ser Lys

Met Asp Pro

val Phe Tyr

123
Val Ser Ser
140

Trp

Ala

30

Giy

Pro

aAsp

Asp

val
110

Trp

ila

15

Len

Pha

Pxo

Lys

Thr

85

Asp

Tyr

Sar

Val

Ser

Gly

Arg

80

Ser

Thr

Phe




15

CZ 295928 B6

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 13:
1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 393 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity

d) Topologie: nezndma

i)  Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/klig: CDS
b) Lokace: 1..393

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 13:

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTIC
Met Gly Tzp Ser Cys Ile Ile Leu
2 5

GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC
Val His Ser Asp Ile Val Met Thr
20

ICT CTG GGC GAG AGG GCC ACC ATC
Sex Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile
35 40

GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG
Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met
saQ 35

1

CAG CCT CCT AAG TTG CTC ATT TAC
Gln Pro Pro Lys Lau Len Ile Tyx
63 70

GTA CCT GAC CGA TTC AGST GGC AGC
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
85

ACC ATC AGC AGC CTG CAG GCT GAA
Thz Ile Ser Ser Lau Gln Ala Glu
1Q0

CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG
Gln Sex Asn Glu Asp Pro Pra Arg
115 120

ATC AAA CGT
Ile Lys Arg
130

T7C TTG
Pha Lau
10

CAG 7CT
Gln Ser

© 25

AAC TGC
Asn Cys

AAC TGG
Asn Trp

GCT GCA
Ala Ala

GGG TCT
Gly Ser
30

GTA GCA ACA GCT

Val Ala

CCA GAC
Pxo Asp

AAG GCC
lys Ala

TAT CAG
Tyr Gln
60

TCC AAT
Ser Asn
75

GGG ACA
Gly Thr

The

TCG
Sex

Tce
Ser
45

Gln

cTa
Leu

GAT
Asp

GAT GTG GCA GTA TAC

Asp Val
105

ITC GGC
Phe Gly

-39.

Ala Val

GGa GGG

Gly Gly

Tyr

ACC
Thr
128

Ala

cza
Leu
30

Glin

Lys

GAA
Gliu

TTC
Phe

TAC
Tyr
110

AAG
Lys

ACA GGT
Thr Gly

GCT GTG
Ala val

AGT GTT
Ser Val

CCC GGG
Pro Gly

TCT GGG
Ser Gly
80

ACT CIC

Thx Leu

16T CAG
Cys Gln

GTG GAG
Val Giu

48

96

144

192

240

288

336

384

383
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2) Informace pro SEQ ID ¢&. 14:

i)

Xi)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 131 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

Typ molekuly: protein

Popis sekvence: SEQ ID &. 14:

Met Gly Txp Ser Cys Ile Ile
1 5

Val His Ser Asp Ile Val Met
20

Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr
35

aAsp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr
50 S5

Gln Pro Pro Lys Leu lLeu Ile
65 70
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly
85

Thz Ile Ser Ser Leu Gln Ala
1co

Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro
1158

Ile Lys Arxg
130

Len Phe

T™hr Gln

25

Ile Asn
40

Met Asn

Tyr Ala

Ser Gly

Glu Asp
185

Arg Phe
120

-40 -

Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
10 15

Ser Pro Asp Ser Leu ala Val
30

Cy¥s Lys Ala Ser Gln Ser Val
13

Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly
60

Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly

75 ao

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
3c 95

Val Ala Val Tyr Tyxz Cys Gin
110

Gly Gy Gly Thr Lys Val Glu
125
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Informace pro SEQ ID ¢&. 15:

i)

xi)

Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 45 part bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznaméa
Typ molekuly: cDNA
Rysy:

a) Jméno/klig: CDS
b) Lokace: 1..45

Popis sekvence: SEQ ID &. 15:

AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC
Lys Ala Ser Gln Ser Val asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn

5 10 15

Informace pro SEQ ID &. 16:

)

X1)

Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 15 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

Typ molekuly: protein

Popis sekvence: SEQ ID &. 16:

45

Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn

1 5 10

Informace pro SEQ ID &. 17:

)

Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 21 pari bazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: nezndma
Typ molekuly: cDNA
Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..21

41 -
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2)

2)

2)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 17:

GCT GCA TCC AAT CTA GAR TCT 21
Ala Ala Ser asn Leu Glu Ser
1 5
Informace pro SEQ ID &. 18:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 7 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni
ii)  Typ molekuly: protein
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 18:
Ala Ala Ser Asn leun Glu Ser
1 5
Informace pro SEQ ID &. 19:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 27 pérd bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama
i)) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:
a) Jméno/klig: CDS
b) Lokace: 1..27
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 19:
CAG CAA AGT RAT GAG GAT CCT CCG ACG 27

Gln Gin Ser Asn Glu AsSp Pro Pro Thr

1

5

Informace pro SEQ ID ¢. 20:

1) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 9 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

i)  Typ molekuly: protein

-42 .
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xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 20:
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro Thz
1 5

Informace pro SEQ ID &. 21:
1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 21 part bazi

b) Typ: nukleova kyselina

¢) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznima
ii)) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..21

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 21:

ACT TCT GGT ATG GGT GIG AGC 21
Thr Ser Gly Met Gly Val Ser
1 S

Informace pro SEQ ID &. 22:
i) Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 7 aminokyselin

b) Typ: aminokyselina

d) Topologie: linearni
1) Typ molekuly: protein
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 22:

Thr Sexr Gly Met Gly Val Sar
1 5

Informace pro SEQ ID &. 23:
1) Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 48 parti bazi

b) Typ: nukleova kyselina

c) Retézec: dvojity
d) Topologie: nezndméa

-43.
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1))  Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..48

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 23:

CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCa TCC CTG AAG AGC 48
His Ile Tyt Txp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

Informace pro SEQ ID &. 24:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 16 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni
i) Typ molekuly: protein
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 24:

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Azg Tyr Asn Pro Ser lLeu Lys Ser
1l 5 10 15

Informace pro SEQ ID ¢&. 25:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 33 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: nezndma
i)  Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..33

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 25:

AGA GAG ACT GTG TIC TAC TGG TAC TTC GAT GTC 33
Axg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 S 10
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Informace pro SEQ ID &. 26:
1) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 11 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni
ii)) Typ molekuly: protein
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 26:
Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Phe Asp Val
1 S 10
Informace pro SEQ ID &. 27:
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 27 pard bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: nezniméa
i) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..27

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 27:

CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CC3 AGS 27
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Prg Arg
1 S

Informace pro SEQ ID &. 28:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 9 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni
11) Typ molekuly: protein
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 28:

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Przo Pro Arg
1 5
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2) Informace pro SEQ ID &. 29:
i)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 36 pari bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retszec: jediny

d) Topologie: neznama

10
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 29:
CTAACACTCA TTCCTGTTGA AGCTCTTGAC AATCSG 36
15
2) Informace pro SEQ ID &. 30:
i)  Charakteristiky sekvence:
20 a) Délka: 29 par bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
25 1) Typ molekuly: DNA (genomick4)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 30:

GTACATATGC AAGGCTTACA ACCACAATC 29

30 2) Informace pro SEQ ID &. 31:
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 117 péart bazi
35 b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznaméa

ii) Typ molekuly: DNA (genomick4)

40
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 31:

GSITACCITG CGTGAATCCG GTCCGGOACT AGTTAAACCS ACCTAGACCS TGACGITAAC 60
CIGCACCTTC TCCGGTTTCT CCLIGICGAC CTCCGGTATG GGIGTTINCT GGATCSG 117
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2) Informace pro SEQ ID &. 32:
1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 120 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
10
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 32:

TCAGCCGCCG GGTAAAGGTC TAGAATGSCT GGCTCACATC TACTGGGACG ACGACAAACG 69
TTACRACCCG AGCCTGAAAT CCCGTCIGAC GATATCCARA GACACCTCCZ GTAACCAGGT 120

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 33:
i)  Charakteristiky sekvence:
20 a) Délka: 120 para bazi
b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

25 i1) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 33:

TGTTCIGACT ATGGACCCSS TTGACACCES TACCTACTAC TGCBCTCGTC GLGAAACCST 50
TITCTACTGS TACTTCGACS TTTGGSSTCS TGGTACSGCA GTTACCGIGA GCICCCAACT 120

30 2) Informace pro SEQ ID &. 34:
i}  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 25 pari bazi
35 b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
40

x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 34:

ACCCGGCGGC TGACGGATCC AGGAA 25

2) Informace pro SEQ ID &. 35:
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Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 24 part bazi

b) Typ: nukleovd kyselina
c) Retézec: jediny

d) Topologie: nezndma

Typ molekuly: DNA (genomick4)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 35:

ATGGTCAGAA CAACCTGGTT ACGG

Informace pro SEQ ID &. 36:

)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 25 part bazi

b) Typ: nukleov4 kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznamé

Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 36:

TTCGGGTTAC CCTGCGTGAR TCCGG

Informace pro SEQ ID &. 37:

1)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 21 pard bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: Jjediny

d) Topologie: neznama

Typ molekuly: DNA (genomick4)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 37:

CCARCCCTICG AGTGCCATTIG A

Informace pro SEQ ID ¢&. 38:

1)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 43 pard bazi

b) Typ: nukleov4 kyselina
¢) Retdzec: jediny

d) Topologie: neznama

-48 -
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1))  Typ molekuly: DNA (genomicka)

x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 38:

CTAGCTGTST CTCTGGGCGA GAGGGTCALC ATCAACTGTA AGG

Informace pro SEQ ID &. 39:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 39 para bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
1) Typ molekuly: DNA (genomick4)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 39:

CCTTGCAGTT GATGGTGGCC CTCTCGCCCA GAGACACAG

Informace pro SEQ ID &. 40:

1) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 67 para bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznaméa

i) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 40:

TCGAGAGGCC TCCCAAAGTG TTGATTATGA TGITGATAGT TATATGAACT GGTATCAGCA

GAAACCC

Informace pro SEQ ID &. 41:

1) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 63 pari bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: nezndméa

i) Typ molekuly: DNA (genomick4)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 41:

- 49 .
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GGGTTTCTGC TGATACCAGT TCATATAACT ATCACCATCA TAATCAACAC TTTGGGAGGT

cre

Informace pro SEQ ID &. 42:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 51 pard bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: nezndma
i) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 42:

ATACTACIGT CAGCAAAGTA ATGAGGATCC TCCGAGGTTC GGCGGAGGGA ¢

Informace pro SEQ ID &. 43:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 53 pard bazi
b) Typ: nukleov4 kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

1)) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 43:

CITGGTCCCT CCGUCGAACC TCGGAGGATC CTCATTACTT TGCIGACAGT AGT

Informace pro SEQ ID &. 44;
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 55 parii bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznaméa
i) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 44:

GGGCAGTCIC CTAAGTTGCT CATTTACGCT GCATCCAATC TAGAATCTGG GGTAC
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Informace pro SEQ ID ¢&. 45:

)

i)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 51 para bazi

b) Typ: nukleové kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznaméa

Typ molekuly: DNA (genomick4)

Xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 45:

CCCAGATTCT AGATTGSATG CAGUGTAAAT GAGCAACTTA GGAGGCTGESC ¢

Informace pro SEQ ID &. 46:

i)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 83 parti bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznama

Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 46:

AATTCGAGGA CGCCAGCAAC ATGGTGTISS AGACCCAGGT CTTCATITCT CTGTTGCTICT

GGATCTCTGG TGCCTACGGS CAG

Informace pro SEQ ID &. 47:

)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 84 part bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznama

Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 47:

GTAACCTGCC CGTAGGCACC AGAGATCCAG AGCAACAGAG AAATGAAGAC CTGGGTCTGE

AMCACCATGT TGCIGGLCIC CTCG
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Informace pro SEQ ID &. 48:

i)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 20 pard bazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny

d) Topologie: neznadméa

Typ molekuly: DNA (genomick4)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 48:

CAGGTTACCC TGAAAGAGTC

Informace pro SEQ ID &. 49:

i)

ii)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 18 péri bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznaméa

Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 49:

GAAGTAGTCC TTGACCAG

Informace pro SEQ ID ¢&. 50:

)

i1)

Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 31 pari bazi

b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny

d) Topologie: neznima

Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 50:

GTCACCGTCT CCICAGCTAG CACTAAGGSSE C

-52-
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Informace pro SEQ ID &. 51:
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 22 pért bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 51:

CTTEGTGCTA GCTGAGGAGA CG

Informace pro SEQ ID &. 52:

1)  Charakteristiky sekvence: |
a) Délka: 47 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: jediny
d) Topologie: nezndma

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 52:

CATCTAGATG GCGLCGCCAC AGTACGITTS ATCTCCAGET TGGTCCC

Informace pro SEQ ID &. 53:
i)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 45 part bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii)) Typ molekuly: cDNA

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 53:

AAGGCITCCC AAAGTGTTGA TTATGATGGT GATAGTTATA TGAAC

-53.
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Informace pro SEQ ID &. 54:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 21 pard bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama
1) Typ molekuly: cDNA
xi) Popis sekvence: SEQ ID &, 54:

ACCTCCGGTA TGGGIGTTIC C

Informace pro SEQ ID &. 55:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 48 parti bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznaméa
ii)) Typ molekuly: cDNA
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 55:

CACATCTACT GGGACGACGA CAAACGTTAC RAACCCGAGCC TGAAATCE

Informace pro SEQ ID &. 56:
1)  Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 33 pari bazi
b) Typ: nukleova kyselina
¢) Retézec: dvojity
d) Topologie: nezndméa
i) Typ molekuly: cDNA
x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 56:

CGCGAAACCG TTTTCTACTG GTACTTCGAC GIT

Informace pro SEQ ID &. 57:
1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 393 parti bazi
b) Typ: nukleov4 kyselina

-54 -
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c) Retdzec: dvojity
d) Topologie: neznama

i) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:

a) Iméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..393

CZ 295928 B6

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 57:

ATG
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Informace pro SEQ ID &. 58:

1)  Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 131 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 58:

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

1

Val His

Ser Leu

Asp Tyr

50

Gln Pro

85

Val Pro

Thx Ile

Gln Ser

Ile Lys
130

S 10

Sex Asp Ile Val Met Thr Gin Ser Pro
20 25

Gly Gin Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys
35 40

Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr
35

Pro Lys Len Leu Ils Tyr Ala Ala Ser
70 75

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
85 90

Sar Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala
100 ' 108

Asn Glu Asp Pro Pro Thr Phe Gly Giy
115 120

Arg
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PATENTOVE NAROKY

1. Fuzni protein s vazebnou specificitou pro lidsky interleukinu—4 (IL4), ktery zahruje oblasti
determinujici komplementaritu t&%kého Fetézce (CDRes), které maji aminokyselinovou sekvenci
znazornénou v SEQ ID &. 22, SEQ ID &. 24 nebo SEQ ID &. 26 a oblasti determinujici komple-
mentaritu lehkého Fetézce (CDRs), které maji aminokyselinovou sekvenci zndzornénou v SEQID
¢. 16, SEQID ¢&. 18, SEQ ID &. 20 nebo SEQID &. 28.

2. Fuzni protein podle naroku 1, ktery zahrnuje aminokyselinovou sekvenci variabilnj oblasti
tézkého fetézce znazornénou v SEQ ID €. 12 a aminokyselinovou sekvenci variabilni oblasti leh-
kého fetézce zndzornénou v SEQ ID ¢. 14.

3. Oblast determinujici komplementaritu (CDR) imunoglobulinového t&zkého fetézce, jejiz
aminokyselinova sekvence je vybrana ze souboru sestavajiciho z

a) ThrSerGlyMetGlyValSer: SEQID¢. 22,
b) HisIleTerrpAspAspAspLysArgTyrAsnProSerLeuLysSer: SEQID¢&. 24 a
c) ArgGluThrValPheTyrTrpPheAspVal: SEQID ¢. 26.

4. Oblast determinujici komplementaritu (CDR) imunoglobulinového lehkého fetézce, jejiz
aminokyselinové sekvence je vybrana ze souboru sestavajiciho z

a) LeuAlaSerGlnSerValAspTyrAspGlyAspSerTeretAsn: SEQID&. 16,
b) AlaAlaSerAsnLeuGluSer: SEQID &. 18,

c) GlnGlnSerAsnGluAspProProArg: SEQID¢.28a

d) GInGInSerAsnGluAspProProThr: SEQ ID ¢&. 20.

5. Molekula nukleové kyseliny kédujici oblast determinujici komplementaritu (CDR) imuno-
globulinového t&zkého fetézce, jejiz sekvence Je vybrana ze souboru sestavajiciho z

a) ACT TCT GGT ATG GGT GTG GTG AGC: SEQID &. 21,

b) CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC:
SEQID &. 23,

¢) AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC: SEQ ID ¢. 25,
d) ACCTCC GGT ATG GGT GTT TCC: SEQID &. 54,

€) CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC CTG AAA TCC:
SEQID&. 55 a

f)  CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT: SEQIDZQ. 56.

-57.-




20

25

30

35

40

45

50

CZ 295928 B6

6. Molekula nukleové kyseliny kédujici oblast determinujici komplementaritu (CDR) imuno-
globulinového lehkého tetézce, jejiz sekvence Jje vybrana ze souboru sestavajiciho z

a) AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG ACC:
SEQID&. 15,

b) AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC:
SEQ ID ¢&. 53,

¢) GCT GCA TCC AAT CTA GAA TCT: SEQID¢&. 17,
d) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG: SEQID¢. 19a
e) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG: SEQ ID &. 27.

7. Humanizovana protilatka obsahujici t8zky fetézec a lehky fetézec podle naroku 1, kde tato
protilatka je charakterizovana disocia¢ni konstantou rovnou nebo mensi nez pfiblizng 2 x 107 M
pro lidsky IL4, pfi¢emz tiseky zakladni struktury uvedeného t&zkého fetézce a uvedeného leh-
kého fetézce jsou odvozeny od alespoil jedné zvolené lidské protilatky a aminokyselinové sek-
vence oblasti determinujici komplementaritu kazdého z téchto fetézci jsou odvozené od nelidské
neutralizujici monoklonalni protilatky specifické pro lidsky IL4, které je charakterizovana diso-
ciatni konstantou rovnou nebo mensi ne¥ pfiblizng 2 x 10" M pro lidsky IL4.

8. Protilatka podle naroku 7, ktera je t¢inn€ véazana k efektorovému prostiedku zvolenému ze
souboru sestévajiciho z molekuly neproteinové nosné latky, polystyrenu a plastovych kulidek.

9. Chimérni protilatka obsahujici t&ky etézec a lehky fetézec podle néroku 1, ktera je charak-
terizovana disociadni konstantou rovnou nebo mengi ney pfiblizng 2 x 10" M pro lidsky 114,
pfi¢emZ aminokyselinové sekvence oblasti determinujici komplementaritu kazdého fetézce jsou
odvozené od nelidské neutralizujici monoklon4lni protilatky specifické pro lidsky IL4, ktera je
charakterizovana disocia¢ni konstantou rovnou nebo mensi ne piblizné 2 x 107"° M pro lidsky
IL4.

10. Farmaceuticky prosttedek, vyzna&u jici se tim, 7e obsahuje fuzni protein podle
naroku 1 a farmaceuticky pfijatelnou nosnou latku.

11. Izolovana sekvence nukleové kyseliny, kter4 je zvolena ze souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny kodujici fiuzni protein majici aminokyselinovou sekvenci zna-
zornénou v SEQ ID ¢&. 14 nebo SEQ ID ¢&. 12,

b) sekvence nukleové kyseliny komplementamni k a),

¢} sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice nukleotidii schopnych hybridizace s a) nebo b)
za pfisnych podminek a

d) fragmentu nebo analogu a), b) nebo ¢), ktery kdduje protein charakterizovany specificitou
pro lidsky interleukin—4,

pfi¢emz tato sekvence popiipadé obsahuje restrik&ni misto.
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12. Izolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera je zvolena ze souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny kédujici komplementaritu determinizujici oblast (CDR), ktera
ma aminokyselinovou sekvenci vybranou ze souboru zahrnujiciho SEQ ID &. 22, SEQ ID ¢. 24,
SEQID ¢&. 26, SEQID ¢&. 16, SEQ ID &. 18, SEQ ID ¢. 20 nebo SEQ ID &. 28,

b) sekvence nukleové kyseliny komplementarni k a),

¢) sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice nukleotidi schopnych hybridizace s a) nebo b)
za piisnych podminek a

d) fragmentu nebo analogu a), b) nebo ¢), ktery kéduje protein charakterizovany specificitou
pro lidsky interleukin—4.

13. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 12, kde sekvence Je vybréna ze souboru
sekvenci kodujicich oblast determinujici komplementaritu t&zkého fetézce, sestavajicich z

a) ACT TCT GGT ATG GGT GTG GTG AGC: SEQID ¢&. 21,

b) CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC:
SEQID &. 23,

¢) AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC: SEQID &. 25,
d) ACCTCC GGT ATG GGT GTT TCC: SEQID ¢&. 54,

€) CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC CTG AAA TCC:
SEQID&. 55 a

f)  CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT: SEQID¢&. 56.

14. Jzolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 12, kde sekvence Je vybrana ze souboru
sekvenci kodujicich oblast determinujici komplementaritu lehkého fetézce, sestavajicich z

a) AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG ACC:
SEQID&. 15,

b) AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC:
SEQID &. 53,

¢) GCT GCA TCC AAT CTA GAA TCT: SEQID . 17,

d) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG: SEQID¢. 19a

e) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG: SEQ ID &. 27.

15. Rekombinantni plazmid, ktery zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny podle naroku 11.
16. Rekombinantni plazmid, ktery zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny podle naroku 12.
17. Hostitelska buiika, ktera je transfekovana rekombinantnim plazmidem podle naroku 15.

18. Hostitelska buiika, kterd je transfekovéana rekombinantnim plazmidem podle naroku 16.
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19." Zpisob piipravy humanizované protilétky specifické pro lidsky interleukin—4,vyzna &u-
jici se tim, Ze zahrnuje kultivaci bun&&né linie transfekované rekombinantnim plazmidem
podle néroku 15 za fizeni vybranych regulagnich sekvenci schopnych Fidit expresi v t&chto buii-
kach.

20. Zptsob diagnézy alergii a jinych stavi spojenych s nadmérnou produkei imunoglobulinu E
uclovéka,vyznadujici se tim, Ze se vzorek biologické kapaliny uvede do styku s mo-
noklonélni protilatkou podle naroku 1 proti lidskému IL4 s disociadn] konstantou niz$i ne¥
2,0x107'° M, které ma vysoky titr pro lidsky interleukin—4, a stanovi se vyskyt vazby mezi uve-
denou monoklonalni protildtkou a lidskym interleukinem-—4.

21. Zpiisob vySetieni monoklonalnich protilatek podle naroku 1 proti lidskému IL4 s disocia&ni
konstantou nizsi nez 2,0x107'° M, které maji vysoky titr pro lidsky interleukin-4, v yznadu-

jici se tim, Ze se

a) pfipravi hybridom bun&né linie charakterizované sekreci monoklonalni protilatky proti lid-
skému interleukinu—4 a

b) tato hybridomova bun&éna linie vysetii aldehydem kondenzovanym na lidsky interleukin—4
nebo s biotinylovanym lidskym interleukinem—4.

11 vykrest
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Mys$i protilatka 3B9 s lehkym fetégcem o
Prirozena signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID &. }
Aminokyselinovd sekvence SEQ ID &. 2

ATG GAG ACA
Mett Glu Thr
1

TGG GTT CCA
Trp Val Pro
15

TCT ¢Ca GCT
Ser Pro Ala

ACC ATC TCC
Thr Ile Ser
40

GGT GAT AGT
Gly Asp Ser

GAC ACA ATC CTG CTA TGG GTG CTG CTG CTC
Asp Tar Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu

GGQ
Gly

TCT
ser
30

TGC
Cys

TAT
Tyxr

5

10

TCC ACT GGT GAC ATT GTG CTG ACC CAA
Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln
20

25

TTG GCT GTG TCT CTA GGG CAG AGG GCC
Leu Ala Val Ser Leu Gly Gln Arg Ala

35

AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT

a_Ser
48

ATG AAC TGG

58

CAG CCA CCC
Gln Pro Pro

GAA TCT GGG

Glu Ser Gly

80
GGG ACA GAC
Gly Thr Asp

GAG GAT GCT
Glu Asp Ala
105

GAT CCT cce

AAA
Lys

ATC
Ile

TTC
Phe
95

cTC
Leu
70

CCA
Pro

ACC
Thr

Met Asn Trp

CTC ATC
Leu Tle

GCC AGG
Ala Arg
85

CTC AAC
Leu aAsn

GCA ACC TAT TAC

Ala

ACG

Thr

TTC

Tyr Tyr
110

GGT GGA

AsSp Pro Pro Thr Phe Gly Gly

120

ARA CGG
Lys Arg

TAC

Tyr
€0

TAT
Tyr

Phe

ATC
Ile

TGT
Cys

GGC
Gly
125
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CAA CAG AAA CCA GGA
Gln Gln Lys Pro Gly
65

GCT GCA TCC AAT CTA
Ala Ala Ser Asn Leu
75

AGT GGC AGT GGG TCT
Ser Gly Ser Gly Ser
20

CAT CCT GTG GAG GAG
His Pro val Glu Glu
100

CAG CAA AGT AAT GAG
G n_Ser Asn u
115

ACC AAG CTG GAA ATC
Thr Lys Leu Glu Ile
130

39

78

117

156

195

234

273

312

351

jgo

398
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Obr. 2

Mysi protildtka 3B9 s té&zZkym feté;cem o
Prirozena signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID &. ?
Aminokyselinova sekvence SEQ ID &. 4

GAATTCGCGG CCGCTATGCA GGGACAATCA GCAGCAGCAA 40
TGAGGAAGTA AGCCTGTGCA GAT ATG AAC AGG CTT ACT TCC 81
Met Asn Arg Leu Thr Ser
1 5

TCA TTG CTG CTG CTG ATT GTC CCT GCA TAT GI'C CPG TCC 120
Ser Leu Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr vVal Leu Ser
10 13

CAG GTT ACT CTG AAA GAG TCT GGC CCT GGG ATA TTG CAG 158
Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
20 25 30

CCC TCC CAG ACC CTC AGT CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG 1ss
Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly

35 40 45
TTT TCA CTG AGC ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC TGS ATT 237
Phe Ser Leu Ser Ser Glvy Met G Va3l Ser Trp Ile
50 55

CGT CAG CCT TCA GGA AAG GGT CTG GAG TGS CTG GCA CAC 276
Arg Gln Pro Ser Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His

60 65 70
ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT AAC CCA TCC CTG 315
e Tyxr 50 S Axg Tvr Asn Pro Ser lLau
75 80

AAG AGC CGG CTC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC AGC AAC 354
Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 95

CAG GTA TTC CTC AAG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT 393
Gln Val Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp
100 185 110

ACT GCC ACA TAC TAC TGT GCT CGA AGA GAG ACT GTG TTC 432

Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe

115 120
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Obr. 2 -~ pokracovani

TAC TGG TALC TTC GAT GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC 471
Tyr Trp Tvr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr val
125 130 13s

ACC GTC TCC TCA 483
Thr Val Ser Sar
140
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Obr, 3

Lidska/mysi 3B9 chimérni protildtka s téikym retézcem
Signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID &. 9
Aminokyselinovd sekvence SEQ ID ¢&. 10

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG CTC is
Met Val leu Gln Thr Gln val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 5 10

TGG ATC TCT GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG AAA GAG 78
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr Gly Gin Val Thr Leu Lys Glu
15 20 25

TCT GGC CCT GGG ATA TTG CAG CCC TCC CAG ACC CTC AGT 117
Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln Thr Leu Ser
3o s

CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG TTT TCA CTG AGC ACT TCT 156
Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
40 45 50

GCT ATG GGT GTG AGC TGG ATT CGT CAG CCT TCA GGA AAG 195
Gly Met Glv Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys

55 60 65
GGT CTG GAG TGG CTG GCA CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC 234
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His e _Tvr Trj Sp As
70 7S

AAG CGT TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC CGG CTC ACA ATC 273

Lys Ara Tyx Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
85

80 94

TCC AAG GAT ACC TCC AGC AAC CAC GTA TTC CTC AAG ATC 312
Ser Lys Asp Thr Ser Ser Asn Gln Val Phe Leu Lys Ile
g5 100

ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT GCC ACA TAC TAC TGT 351
Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
10S 110 115

GCT CGA AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGS TAC TTC GAT GTC 390

Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tvr Trp Tvr Phe Asp Val

120 123 130

TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 423
Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
118 140
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Obr, 4

Humanizovana 3B9 protilatka s tezkym retézcem
Signdlni sekvence a variabilni Usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID ¢&. 11
Aminokyselinova sekvence SEQ ID ¢&. 12

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG CT¢C 39
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 8 10

TGG ATC TCT GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG CGT GAA 78
Trp Ile Sar Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr Leu Arg Glu
15 20 25

TCC GGT CCG GCA CTA GTT AAA CCG ACC CAG ACC CTG ACG 117
Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln Thr Leu Thr
30 35

TTA ACC TGC ACC TTC TCC GGT TTC TCC CTG TCG ACC TCC 156
Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
40 45 50

GGT ATG GGT GTT TCC TGG ATC CGT CAG CCG CCG GGT AAA 195

Gly Met Gly Val sexr Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys

55 60 65

GGT CTA GAA TGG CTG GCT CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC 234

Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Tle Tyr Trp Asp Asp Asp

70 73

AAA CGT TAC AAC CCG AGC CTG AAA TCC CGT CTG ACG ATA 273

Lys Arg Tvr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
80 85 90

TCC AAA GAC ACC TCC CGT AAC CAG GTT GTT CTG ACC ATG 312
Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu Thr Met
25 100

ACT AAC ATG GAC CCG GTT GAC ACC GCT ACC TAC TAC TGC 351
Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
108 110 125

GCT CGA CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT 1390
Ala Arg Arg Glu Thr va] Ehe Tvr Trp Tvr Phe Asp Val
120 125 130

TGG GGT CGT GGT ACC CCA GTT ACC GTG AGC TCA 423

Trp Gly Arg Gly Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
138 140
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Obr. 5

Humanizovanad 3B9 protilatka s lehkym retézcem
Signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID ¢. 13
Aminokyselinova sekvence SEQ ID &. 14

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 39
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr
1 5 10

GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT 78
Ala Thr Gly Val His Ser Asp Ile Val Met Thr Gln Ser
15 20 25

CCA GAC TCG CTA GCT GTG TCT CTG GGC GAG AGG GCC ACC 117
Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly Glu Arg aAla Thr

30 35
ATC AAC TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT 156
Ile Asn Cys er G er V I As
40 45 50

GAT AGT TAT ATG AAC TGG TAT CAG CAG AAA CCC GGG CAG 195

ASv Ser Tvr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln

55 60 65
CCT CCT AAG TTG CTC ATT TAC GCT GCA TCC AAT CTA GAA 234
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr 2 o Glu
70 75

TCT GGG GTA CCT GAC CGA TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG 273
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
80 85 90

ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGC CTG CAG GCT GAA 312
Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu
95 100

GAT GTG GCA GTA TAC TAC TGT CAG CAA AGT AAT GAG GAT 1351

Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Asn Glu Asp

105 110 118
CCT CCG AGG TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG GAG ATC AAA 390
Fro Pro Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

120 125 1340

CGT 393
Arg
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Obr, 6A

Signédlni sekvence
Nukleotid SEQ ID &. 5,
Aminokyselina SEQ ID &.

ATG GTG TTG CAG ACC CAG
Met Val Leu Gln Thr Gln
1 5

TGG ATC TCT GGT GCC TAC
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr
15

Obr, 6B

Signalni sekvence
Nukleotid SEQ ID &. 7
Aminokyselina SEQ ID ¢&.

6

GTC TTC ATT TCT CTG TTG cTC 39
Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu

8

10

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 39
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr
1 5

10

GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT 78

Ala Thr Gly Val His ser
15

aAsp
20
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