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zprostfedkovanych IL4

Oblast techniky

Tato prihlaska vynalezu je pokracovaci ¢asti USSN
08/136 783, podané dne 14. fijna 1993, ktera je pokracovanim

USSN 08/117 366, podané dne 7. zafi 1993, pricemz obé tyto
prihlasky jsou zahrnuty odkazem na jejich cely obsah.

Tento vynalez se obecné tyka oblasti fuze proteina

a dale se tyka proteinu, ktere jsou vhodné pro osetfovani
a diagnozu stavi zprostfedkovanych IL4 a nadmérnou produkci
IgE, a zvlaste se tyka chimérickych a humanizovanych IL4

protilatek.

Dosavadni stav techniky

Atopické alergické choroby spadaji do rozsahu
relativné lehkych onemocnéni, jako je sezénni rinitida.
a konjuktivitida,»véinéjéich chorob, jako je atopicka
dermatitida a atopické astma, a qnemocnéni ohrozujicich
zivot, jako je anafylakticky sSok. Spojnici téchto stava je
imunni odezva téla na alergeny, pfric¢emZz odezva zahrnuje

protilatek u geneticky

produkci imunoglobulinovych E (IgE)
predem disponovanych jedincu (atopie). Inhibice produkce IgE
byla dlouho cilem ve specifické imunoterapii alergickych
onemocnéni za pouziti desensibilizaénich vakcin. Avsak

v poslednich letech bezpeénost a ucinnost vakcin je brana

v potaz, ale poZadavek na snizeni hladin IgE se neztraci.

Interleukin 4 (IL4) Jje proteinovy mediator
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v lymfoidnim systému. Studie lymfoq’tu z atopickych jedincu
ukazuje na pritomnost vyssiho neZ obvyklého poctu T lymfocytu
se schopnosti secernovat IL4 V odezvu na stimulaci a veétsi

pocet IL4 secernovaného po stimulaci.

Bylo zjisténo, Ze anti-IL4 protilatka inhibuje IgE,
avsak nikoli IgG, nebo IgGy, (Finkelman a kol., Ann. Rev.
Immunol. 8, 303 /1990/) a produkci IL5 secernujicich T bunék
(Maggi a kol., J. Immunol. 148, 2142 /1992/). Kromé toho
nedavné udaje ukazuji, Ze IL4 maze mit vliv na hromadéni
eosinofilu ve tkani (viz Tepper a kol. 62, 457 /19%0/, Tepper
a kol. 57, 503 /1989/).

Tak nadale v oboru trva potfeba vysoce afinitniho IL4
antagonistu, ktery by snizil inflamaci vyvolanou eosinofilen,
jak snizenim proliferace bunék secernujicich ILS5, tak
inhibici adherenéniho mechanizmu, pri kterém se eosinofily
mohou hromadit ve tkani, a miZe se pouzivat pro osSetfovani,

prevenci nebo diagnoze alergickych reakci.

Podstata vynalezu

Prvni znak tohoto vyndlezu se tyka fuzovaného
proteinu, ktery ma vazebnou afinitu pro lidsky interleukin-4
ktery zahrnuje komplementdrni determinujici useky (CDRs)
odvozené od ne-lidskych neutralizujicich monoklonalnich
protilatek (tedy jinych ne3 &loveéka) (MAb), charakterizova-
nych disociaéni kxonstantou rovnou nebo mensi nez 2 X 10710
M pro lidsky IL4 a prvnl partner fize, kterym je alespon
jeden a vyhodné véechny komplementdrni determinaéni useky
(CDRs) prvniho partnera fuze, je nahrazen CDRs 2 monoklonalni
protilatky jiné nez &lovéka (MAb). Neutralizujici
monoklonalni protildtka jind nez &lovéka se muZe zvolit ze
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souboru sestavajiciho z 3B9 a 6Al, jak je popsano podrobnéji
v detailnim popisu. Vyhodné je fuzovany protein operativné
vazan k druhému fuzovaneému proteinu, ktery zahrnuje cely ﬁebo
¢ast imunoglobilinového konstantniho rfetézce.

Ze souvisejiciho hlediska tento vynalez poskytuje CDRs
odvozené od neutralizujicich monocklondlnich protilatek jinych
nez &lovéka (MAb), které jsou charakterizovany disociacni
konstantou rovnou nebo mensi nez 2 x 10719 M pro lidsky IL4
a molekulami nukleové kyseliny kodujicimi takovy CDRs.

Z jiného hlediska tento vynalez poskytuje humanizované
protilatky, které maji alesponn jeden, vyhodné Sest
komplementdrné determinujicich usekl (CDRs) odvozenych od
neutralizujicich monoklondlnich protilatek jinych neZ clovéka
(MAb), charakterizovanych disociacé¢ni konstantou rovnou nebo

mens$i nez 2 x 10710 M pro lidsky IL4.

Jesté jiny znak poskytuje chimérickou protilétku
obsahujici konstantni useky lidského tézkeého a lehkého'v
retézce a variabilni useky téZkeho a ]_ehkého'i."etézce,"~
odvozené od neutralizujicich monoklondlnich protilatek jinych
nez ¢lovéka(MAb), charakterizovanych disociac¢ni konstantou

rovnou nebo mensi nez 2 x 10710 M pro lidsky IL-4.

Jesté jiny znak tohoto vynalezu se tyka farmaceutic-
kého prostredku, ktery obsahuje jeden (nebo vétsi pocet) vyse
popsanych fuzovanych proteini nebo MAbs (napriklad
humanizovanych, chimérnich a podobné) a farmaceuticky
prijatelnou nosnou latku.

Jesté jiny znak tohoto vynalezu se tyka zpusobl
a komponent vhodnych pri rekombinantni produkci fuzovanych
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protein, MAbs (napriklad humanizovanych, chimérickych

a podobné), jejich CDRs, Fab nebo F(ab), nebo jejich analogu,
které jsou odvozeny od neutralizujicich monoklonalnich
antildtek jinych neZ ¢lovéka (MAb), charakterizovanych
disociaéni konstantou rovnou nebo mensi neZ 2 x 10710 M pro
lidsky IL-4. Tyto komponenty zahrnuji izolované sekvence
nukleové kyseliny kodujici stejné sekvence, rekombinantni
plasmidy obsahujici sekvence nukleové kyseliny pod fizenim
zvolenych regulaénich sekvenci schopnych rizeni jejich
exprese Vv bunkach hosgitele a hostitelské bunky (vyhodné
buniky savcl) transfekované s rekombinantnimi plasmidy.
Produkéni zpusoby zahrnuji kultivaci a transfgkaci bunécéné
linie hostitele podle tohoto vyndlezu za takovych podminek,
e protilatka, vyhodné humanizovana protilatka, je
exprimovana v téchto bunkdch a izolovani exprimovaneho

produktu z téchto buneék.

Jesté jinym znakem tohoto vyndlezu je metoda diagnozy
alergii a jinych stavi spojenych s prebytkem produkce
imunoglobulinu E u ¢lovéka, ktera zahrnuje uvedeni vzogku.
biologické kapaliny do styku s fuzovanymi préteiny, MAbs '
(napfiklad humanizovanymi, chimérickymi a podobné) a Fabs
podle tohoto vynalezu a testovani vyskytu vazani mezi

fuzovanym proteinem, MAb nebo Fab a lidskym interleukinem-4.

Jiny pribuzny znak se tyka zplsobu vysetfeni
monoklonalnich protilatek, které maji vysoky titr pro lidsky

interleukin-4, a ktery zahrnuje:
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a) pripravu hybridomové bunécné linie vyznacené
sekreci moncklonalni protilatky do lidského interleukinu-4 a

b) vySetfeni této hybridomové bunécné linie
s aldehydem kondenzovanym na lidsky interleukin-4 nebo
s biotinylovanym lidskym interleukinem-4. Vyhodné se
hybridomovd bunéénd linie vysSetfuje s biotinylovanym lidskym

interleukinem-4.

Vynalez také poskytuje neutralizujici MAb, ktery ma
vysokou afinitu pro IL4, fragment Fab nebo jeho fragment
F(ab'),, produkovany vy$etfenim sbirky hybridomovych produktul
s aldehydem kondenzovanym na lidsky interleukin-4 nebo

biotinylovany lidsky interleukin-4.

Z jiného hlediska tento vynalez poskytuje
neutralizujici monoklonalni protilatky hlodavcu, specificke
pro lidsky interleukin-4, které maji vazebnou afinitu
vyznaéenou disociaéni konstantou rovnou nebo mensi nez
priblizZne 2 x 10710 M. prikladem takovych monoklondlnich
protilatek je my$i MAb, 3M9 a krysi MAb, 6Al a jiné MAbs,
které maji steﬁné identifikaéni charakteristiky (napfiklad
vazani na stejny epitop nebo stejné epitopy jako 3B9 nebo
6A1 se specificitou pro lidsky interleukin-4 a disociaé¢ni
konstantou rovnou nebo mensi neZ pribliZné 2 x 10710 w).
Jinym znakem tohoto vyndlezu je hybridom 3426A11C1B9.

Dalsi znaky a vyhody tohoto vyndlezu jsou popsany
v dale zaélenéném detailnim popisu vyhodnych provedeni tohoto

vynalezu.

Prehled obridzku na vykresech
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Obr. 1 (SEQ ID &é. 1 a 2) ilustruje variabilni usek
lehkého retézce (aminokyseliny 21 aZ 132) pro mysSi IL4
protildtku 3B9 a lidskou/mys$i 3B9 chimérickou protilatku,
stejné jako nativni signalni sekvenci (aminokyseliny 1 az
20). PodtrZené &asti ukazuji CRDs (SEQ ID ¢. 15 a 16, SEQ ID
&. 17 a 18 a SEQ ID &. 19 a 20).

Obr. 2 (SEQ ID &. 3 a 4) ilustruje variabilni usek
tezkého retézce (aminokyseliny 20 aZ 140) mysSi protilatky
a nativni signdlni sekvenci (aminokyseliny 1 azZ 19).
PodtrZené &asti ukazuji CRDs (SEQ ID ¢&. 21 a 22, SEQ ID ¢.
23 a 24 a SEQ ID ¢. 25 a 26).

Obr. 3 (SEQ ID &¢. 9 a 10) ilustruje variabilni usek
tezkého retézce (aminokyseliny 21 aZ 141) lidské/mysSi 3B9
chimérické protildtky, stejné jako jeji signalni sekvenci
(aminokyseliny 1 az 19, SEQ ID ¢. 5 a 6). PodtrZené casti
ukazuji CﬁDs odvozené od 3B9 (SEQ ID ¢&. 21 a 22, SEQ ID c.
23 a 24 a SEQ ID ¢&. 25 a 26).

Obr. 4 (SEQ ID &. 11 a 12) ilustruje variabilni usek
teZkého retézce (aminokyseliny 20 aZ 141) humanizované 3B9
protildtky a signalni sekvenci (aminokyseliny 1 aZ 19, SEQ ID
&. 5 a 6). PodtrZené &asti ukazuji CRDs odvozené od 3B9 (SEQ
ID &. 54 a 22, SEQ ID &. 55 a 24 a SEQ ID ¢. 56 a 26).

Obr. 5 (SEQ ID &. 13 a 14) ilustruje variabilni usek
lehkého retézce (aminokyseliny 21 aZ 131) humanizované 3B9
protildtky a signdlni sekvenci (aminokyseliny 1 aZz 20, SEQ ID
&. 7 a 8). Podtriené &asti ukazuji CRDs odvozené od 3B9 (SEQ
ID &. 53 a 16, SEQ ID &. 17 a 18 a SEQ ID ¢&. 27 a 28).




Obr. 6A (SEQ ID &¢. 5 a 6) je signdalni sekvence tézZkeho

Fetédzce pouzita v pfikladu 4 dale.

Obr. 6B (SEQ ID &. 7 a 8) je signdlni sekvence lehkého

fetdzce pouZitad v prikladu 4 dale.

Obr. 7 je schematické zndzornéni plasmidu
pIL4chhc3-pcd, pouZitého k expresi chimérického IL-4 tézkého
Fetézce v savéich burikdch. Plasmid obsahuje B laktamdzovy gen
(BETA LAC), SV-40, ktery pochazi z replikace (5V40),
promotorovou sekvenci cytomegaloviru (CMV), signdlni
sekvenci, chiméricky variabilni téiky fetézec z SEQ ID &. 9
a 10, konstatni usek lidského tézkého rfetézce, poly A signal
z hovéziho ristového hormonu (BGH), B-globinovy promotor
(beta glopro), dihydrofolat reduktdzovy gen (DHFR) a jiny BGH
sekvenéni poly A signdl na pozadi pUC19.

Obr. 8 je schematické zndzornéni plasmidu
pIL4ichlc-pcdn pouzitého k expresi chimérického IL4
variabilniho useku lehkého Fetézce SEQ ID ¢. 1 a 2 v savéich
bunrikdch. Plasmid se odlisuje od plasmidu z obr. 7 obsahem
variabilniho useku chimérického lehkého fetézce spisSe nez
chimérického tézkého fetézce, konstantnim usekem lidského

lehkého fetézce a neomycinovym genem (Neo), kromé DHFR.

Obr. 9 je schematické zndzornéni plasmidu
pIL4zhc-1-pcd pouZitého k expresi variabilniho useku
syntetického IL4 tézkého retézce SEQ ID ¢. 11 a 12 Vv savcéich
burikdch. Plasmid se odlisuje od plasmidu z obr. 7 obsahem
variabilniho uiseku humanizovaného lehkého tetézce spisSe nez

chimérického téikého retézce.

Obr. 10 je schematické znazornéni plasmidu




pIL4hzlcl-0-Pcn pouZitého k expresi variabilniho uUseku
humanizovaného IL4 lehkého retézce SEQ ID ¢. 13 a 14

v savéich burkach. Plasmid se odlisuje od plasmidu z obr. 8
obsahem variabilniho useku humanizovaného lehkého retézce
spise nez chimérického lehkého fetézce, a nekoduje DHFR gen.

Podrobny popis vynalezu

Tento vyndlez se tykd rozmanitych protilatek, jejich
fragmentl a fuizovanych proteinu zvlasté lidskych protilatek,
které jsou vyznaleny lidskou IL4 vazebnou specificitou,'
neutralizujici aktivitou a vysokou afinitou pro lidsky IL4,
jako napriklad u my$i MAb 3B9 nebo krysi MAb 6Al. Tyto
produkty jsou vhodné v terapeutickych a farmaceutickych
prdstfé&cich pfb osetfovani alergickych reakci
zprostredkovanych IL4 a imunoglobulinem E. Tyto produkty jsou
také vhodné pri diagnoze stavu zprostfedkovaneho IL4,
provadéné mérenim (napriklad testem stanovujicim enzym vazany
na imunosorbent /ELISA/) hladin cirkulujiciho endogenniho

IL4 v lidech.
1. Definice

"Fizovany protein" se vztahuje k proteinu kodovanému
fuzovanému molekulou, kterd se miZe dosdahnout expresi zvolené
hostitelské buniky. Takovymi fuzovanymi proteiny jsou
konstruované (engeneered) protildtky, naptiklad chimérické
nebo humanizované protildtky, nebo fragmenty protilatky
postradajici vSechny nebo &ast konstantnich usekd imunoglo-
bulinu, napriklad Fv, Fab nebo F(ab), a podobne.

"Fuzovana molﬁkula" se vztahuje k sekvenci nukleove
kyseliny kodujici komplementarni determinujici useky (CDRs)




Zz ne-lidského imunoglobulinu, které jsou insertovany do
prvniho partnera fuze, zahrnujiciho variabilni sekvence
lidské zakladni struktury. Podle potfeby je prvni partner
fuze operativné vazan k druhému partneru fuze.

"Prvni partner fuze" se vztahuje k sekvenci nukleove
kyseliny kodujici variabilni usek lidské zakladni struktury
nebo lidského imunoglobulinu, ve které nativni (nebo .
v ‘pfirodé se vyskytujici) CDRs jsou nahrazeny CDRs donoroveé
protildtky. Lidskym variabilnim  uUsekem muZe byt ' .
imunoglobulinovy tézky fetézec, lehky retézec (nebo oba
Fetézce), jejich analog nebo jejich funkéni fragment. Takové
CDRs nebo CDR Useky, umisténé ve variabilnim useku protilatek
(imunoglobulini) mohou byt stanoveny znamymi zpusoby v oboru.
Napfiklad Kabet 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 umisténi CDRs. Kromé toho jsou znamy
poc¢itadové programy, které jsou vhodné pro identifikaci CDR
usekl a/nebo struktur.

Vyraz "vysoky titr" se vztahuje k protilatce, ktera ma
vazebnou afinitu charakterizovanou hodnotou Kd, ktera je
rovna nebo mensi nez 2 x 10710 M pro lidsky IL4.

"Vazebnou specificitou pro lidsky IL4" se rozumi
vysoky titr (neboli afinita) pro lidsky, nikoli wvsak pro -
hovézi nebo mysi, IL4.

"Druhy partner fuze" se vztahuje k jiné nukleotidové
sekvenci kodujici protein nebo peptid, ke kterému je prvni
partner fuze fuzovan do zakladni struktury nebo pomoci
obvyklé linkerové (spojovnikové) sekvence, to znamena
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operativné vazan. Vyhodné jim je imunoglobulin. Druhy partner
fize midzZe zahrnovat sekvenci nukleové kyseliny kodujici cely
konstantni usek pro stejnou (to znamend homologni - prvni

a druhé proteiny fuze jsou odvozeny od stejného zdroje) nebo
pfidavnou (to znamend heterologni) protilatku, ktera je
strfedem zdjmu. Pritom miZe jit o imunoglobulinovy tézky
retézec nebo lehky fetézec (nebo oba rfetézce jako cast
jediného peptidu). Druhy partner fize neni omezen na zvlastni
iminoglubulinovou tfidu nebo isotyp. Kromé toho druhy partner
fize miZe zahrnovat éast imunoglobulinového konstantniho
useku, jako se nachdzi v Fab nebo F(ab), (to znamena
oddélenou &ast prislusného lidského konstantniho useku nebo
useku zdkladni struktury). Takovy druhy partner fuze muzZe
také zahrnovat sekvenci kodujici integralni membranovy

 protein exponovany na vnéjsim povrchu hostitelské burky,

napriklad jako ¢ast sbirky projevujici fagy nebo sekvence
kodujici protein pro analytické nebo diagnostické stanoveni,
napriklad peroxiddza krenu selského, B-galaktidaza a podobné.

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

Pokud se zde pouziva vyraz "konstruovana protilatka",
popisuje typ fuze proteinu, to znamena syntetickou protilatku
(napriklad chimérickou nebo humanizovanou protilatku), ve
které ¢éast variabilni domény lehkého a/nebo tézZkého retézce
zvoleného akceptoru protildtky je nahrazena analogickymi
Sastmi z jednoho nebo vétsiho pocétu donorovych protilatek,
které maji specificitu pro zvoleny epitop. Napriklad takoveé
molekuly mohou zahrnovat protilatky charakterizované
humanizovanym tézkym retézcem spojenym s nemodifikovanym
lehkym Fetézcem (nebo chimérickym lehkym Fetézcem) nebo
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naopak. Konstruované protilatky mohou byt také

" charakterizovany alternaci sekvenci nukleové kyseliny
kodujici variabilni doménu lehkého a/nebo tézZkého retézce
zvoleného akceptoru protilatky v useku zakladni struktury, za
ié¢elem zachovani vazebné specificity donorové protilatky.
Tyto protilatky mohou zahrnovat nahradu jedné nebo vétsiho
poétu CRs (vyhodné vsech) z akceptorové protilatky CDRs

z donorové protilatky, jako je zde popsano.

"Chiméricka protilatka" se vztahuje k typu
konstruované protildatky, kterad obsahuje prirozené se
vyskytujici variabilni udsek (lehky retézec nebo téiké
retézce), Egvozeny.od donorové protildtky ve spojeni
s konstantnimi useky lehkého a tézkého retézce odvozenymi od

akceptorové protilatky.

"Humanizovand protilatka" se vztahuje k typu
konstruované protilatky, ktera ma své CDRs odvozené od
ne-lid%éhb donoru imunoglobulinu, pricemZ zbyvajici ¢asti
molekuly odvozené od imunoglobulinu jsou odvozeny od jednoho
(nebo vétsiho poctu) lidskych imunoglobulinu. -Kromé toho
zbytek zakladni struktury miZe byt pozménén, aby se chréanila
vazebna afinita (viz napriklad Queen a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci USA 86, 10029-10032 /1989/ a Hodgson a kol.,
Bio/Technology 9, 421 /1991/).

Vyraz "donorovad protildtka" se vztahuje k protilatce
(polyklonalni, monoklondlni nebo rekombinantni), ktera
prispiva k sekvencim nukleové kyseliny svych variabilnich
Usekd, CDRs nebo jinych funkénich fragmentd nebo jejich
analogl k prvnimu partneru fuze, takZe skyta fuzi molekuly
a vysledny exprimovany kondenzovany protein s antigenovou
specificitou a neutralizujici aktivitni charakteristikou
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donorové protilatky. Jednou donorovou protilatkou vhodnou pro
pouziti podle tohoto wvyndlezu je ne-lidska neutralizujici
monoklondlni protildtka (napfiklad mys$i protilatka), oznacena
jako 3B9. Protildtka 3B9 je definovana jako vysokého titru,
lidskd IL4 specifickd (to znamend nerozpoznatelnd hovézi nebo
my$i IL4) neutralizujici protilatka isotypu IgG,, ktera ma
variabilni lehky retézec DNA a aminokyselinové sekvence SEQ
IDE. 1 a 2 a variabilni tézky retézec DNA a aminokyselinové
sekvence SEQ ID &. 3 a 4 na vhodném mys$im IgG konstantnim

useku.

Vyraz "akceptorova protilatka" ve vztahuje
k protildtce (polyklondlni, monoklondlni nebo rekombinantni)
heterologni k donorové protilatce, kterd prispiva ke vsem
(nebo nékterym Gastem, ale vvyhodné vsem) sekvencim nukleové
kyseliny kodujici své useky zakladni struktury s tézZkym
a/nebo lehkym retézcem a/nebo své konstantni useky s téikym
a/nebo lehkym retézcem k druhému partnerovi fuze. Vyhodné
lidska prbtilétka je akceptorovou protilatkou.

"CDRs" jsou definovany jako komplementdrni
determinujici dseky aminokyselinovych sekvenci protilatky,
které jsou hypervariabilnimi useky imunoglobulinovych tézkych
a lehkych rFetézclh (viz Kabat a kol., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 4. vyd., U. S. Department of Health
and Human Services, National Institutes of Health /1987/).
Jsou tri tézké retézce a tri lehké retézce CDRs (neboli CDR
Useky) ve variabilnich ¢éastech imunuoglobulinu. Tak "CDRs",
jak se zde pouziva, se vztahuje ke vSem trem téZkym fetézcum
CDRs nebo ke vsem tfem lehkym rfetézclim CDRs (nebo jak vsem
tézkym, tak vsSem lehkym fetézcum CDRs, pokud je to vhodne).

CDRs poskytuji vétsinu kontaktnich zbytkd pro vazani
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protildtky k antigenu nebo epitopu. CDRs zajimavé pri tomto
vyndlezu jsou odvozeny od variabilnich sekvenci tézkych

a lehkych retézcl donorové protildtky a zahrnuji analogy
prirozené se vyskytujicich CDRs, jejichz analogy se take
podileji na stejné antigenové vazebné specificité a/nebo
neutralizujici schopnosti nebo zachovavaji tuto specificitu
a/nebo schopnost jako donorova protilatka, od ktere jsou

odvozeny.

Vyrazem "podilet se na antigenové vazebné specificite’
nebo neutralizujici schopnosti" se rozumi napriklad to, Ze
tfebaze MAb 3B9 miZe byt charakterizovadn uréitou urovni
antigenové afinity a CDR kodovadn sekvenci nukleové kyseliny
3B9 ve vhodném strukturnim prostfedi, miZe mit niZsi nebo
vy$3i afinitu, a je odekavano, Ze CDRs 3B9 v takovych
prostfedich nicméné rozpoznad stejny epitop nebo stejné
epitopy jako 3B9. Prikladné tézky rfetézec CDRs 3B9 zahrnuje
SEQ ID &. 22, SEQ ID &. 24 a SEQ ID ¢&. 26 a prikladné lehky
Fetézec CDRs 3B9 zahrnuje SEQ ID ¢&. 16, SEQ ID ¢. 18 a SEQ ID

¢. 20.

"Funkénim fragmentem" je &astecéné variabilni sekvence
tézkého nebo lehkého retézce (napriklad malé delece na
koncové aminoskupiné nebo karboxyskupiné variabilniho useku
imunoglobulinu), co zachovava stejnou antigenovou vazebnou
specificitu a/nebo neutralizaéni schopnost jako ma
protildtka, ze které je fragment odvozen.

"Analogem”" je aminokyselinovad sekvence modifikovana
alespori jednou aminokyselinou, kde tato modifikace miZe byt
chemicka, substituéni nebo zpusobena presmykem volnych
aminokyselin (to je ne vice nez 10), kde modifikace dovoluje

aminokyselinové sekvenci zachovat si biologické charakteris-
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tiky, napriklad antigenovou specificitu a vysoky titr nebo
afinitu, z nemodifikované sekvence. Napriklad tiché mutace se
mohou konstruovat substituéni cestou, k vytvoreni
endonukleasovych restrikénich mist v CDR dsecich nebo mist

tyto useky obklopujicich.

Analogy mohou take vznikat jako alelické variace.
Vyraz "alericka variace nebo modifikace" je zména v sekvenci
nukleové kyseliny kodujici aminokyselinové nebo peptidové
sekvence podle tohoto vynalezu. Takové variace nebo
modifikace mohou byt disledkem degenerace genetického kodu
nebo mohou byt zamérné konstruovany k poskytnuti poZadovanych
charakteristik. Tyto variace nebo modifikace mohou nebo
nemusi mit za vysledek 2zmény v nékteré kodujici
aminokyselinové sekvenci. Naprfiklad aminokyselinové sekvence
lehkého retézce CDR SEQ ID &. 16 jsou identické pro nativni
mys$S1i a humanizovanouo 3B9 protilatku. AvsSak tato CDR sekvence
je kodovana jak SEQ ID &. 15, tak SEQ ID ¢. 53. Podobné CDR
SEQ ID &. 22 je kodovana jak SEQ ID ¢. 21, tak SEQ ID ¢&. 54,
CDR SEQ ID ¢. 24 je kodovana jak SEQ ID ¢. 23, tak SEQ ID c.
55 a CDR SEQ ID ¢. 26 je kodovana jak SEQ ID ¢. 25, tak SEQ
ID ¢. 56.

Vyraz "efektorové prostredky" se vztahuje
k neproteinovym nosnym molekulam, ke ktér?m fuzované proteiny
~a/nebo prirozeny nebo synteticky lehky nebo tézky fetezec
donorové protilatky nebo jiné fragmenty donorové protilatky
mohou byt pripojeny obvyklym zpUsobem. Takové neproteinové
nosné latky zahrnuji bézZné nosné latky pouzivané
v diagnostické oblasti, napriklad polystyrenové nebo jiné
plastické kulicky, polysacharidy, napfiklad jako se pouZivaji
v systému BIAcore (Pharmacia), nebo jiné neproteinové
substance pouzZivané v lékarské oblasti a bezpecéné pro
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poddvani lidem a zvifatim. Jiné efektoroveé proétfedky mohou
zahrnovat makrocyklus, pro chelatizaci atomi tézkych kovi,
nebo radioisotopy. Tyto efektorové prostredky mohou byt
vhodné ke zvyseni poloéasu Zivotnosti fuzovanych proteini,

napriklad polyethylenglykolu.
II. Vysoce afinitni IL4 monoklondlni protilatky

Pro pouZiti pfi konstrukci protilatek, fragmenta
a kondenzovanych proteini podle tohoto vynalezu se mohou
pouzit ne-lidské druhy (napfiklad hovézi, ovéi, primatove,
hlodavcové, jako napriklad mysi a krysi, a podobné)
k vytvoreni poZadovaného imunoglobulinu, jaky je ocekavan
s prirozenym lidskym IL4 nebo jeho peptidovym epitopem.
Oobvykly hybridomovy technicky postup se pouZiva k dosazeni
hybridomové bunééné linie sek ujici ne-lidsky MAb k ILA4.
Takové hybridomy se potom vySetfuji za pouZiti IL4 kovalentnée
vazaného k desce s 96 jamkami nebo alternativné
s biotinylovanym IL4 pro pouZiti pfi testovani, jak je
popsano podrobné v prikladu 2 dale. Tak jednim znakem tohoto
vynalezu je zpusob stanoveni MAbs pro lidsky.IL4, pfi.kterém
se testovaci systémy vyhybaji denaturaci IL4. Pri takoveém
zpusobu bylo zjisténo, Ze se miZe stanovit vysoky titr (nebo
vysoka afinita) MAbs k lidskému IL4.

Jako jeden pfiklad se nejprve uvadi produkce o vysokém
titru neutralizujiciho MAb z myS$iho donoru. MAb 3B9, ktery je
vhodnou my$i (donorovou) protildtkou pro pouZiti pri vyvoji
chimérické nebo humanizované protildtky, je popsan podrobné
v prikladu 1, ktery je uveden ddle. 3B9 MAb Je
charakterizovan antigenovou vazebnou specificitou pro lidsky
IL4, s hodnotou Ky mensi neZ 2,0 X 10710 M (pfiblizné 1,8
x 10710 M) pro IL4. Hodnota Ky pro IL4 fragmentu Fab z tohoto
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3B9 je mensi neZ priblizZné 3 x 10710 M. Epitop této
protilatky by nebyl mapovan k IL4 s linearnimi peptidy,

a proto epitop se poklada za vazany k priléhajicimu epitopu.
Vzof vazani navrhuje vazebné misto v ulseku smyéky B-C (zbytky
60 az 69) ——> C helix (zbytky 70 azZ 93). Tyto Useky se
vztahuji k oznaceni na mapé, kterou poskytl Cook a kol., J.
Mol. Biol. 218, 675-678 /1991/, Walter a kol., J. Biol. Chen.
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/, a které se
zde uvadéji jako soucast stavu techniky.

" Jinou 2Zadouci donorovou protilatkou je krysi MAb,
6Al. ZpUsob pripravy tohoto MAb je uveden v prikladu 7 dale.
Tento MAb je charakterizovan tim, Ze jde o IgG,, a ma
disociac¢ni konstantu pro hIL4 mens$i neZ 2,0 x 10710
(pfiblizZné 1,6 x lo"lo M). Jako u 3B9, cilovy epitop tohoto
6A1 nemapuje s IL4 linedarnimi peptidy, a epitop je proto
pokladan za nepriléhajici a trojrozmérny. Vzér vazani.k IL4
muteinim a jejich biologickd aktivita ukazuji vazani
v D helixovém useku lidskeého IL4 (aminokyselinové zbytky 109
az 127), nejpravdépodobnéji okolo tyrosinu na aminokyselino-
vém ,zbytku # 124.

Tento vyndlez neni omezen na pouziti 3B9 MAb, 6A1 MAb
nebo jejich hypervariabilnich (to znamena CDR) sekvenci.
Jakykoli jiny vhodné vysoky titr IL4 protilatky, ktery je
charakterizovdn disociaéni konstantou rovnou nebo mensi nez
2,0 x 10710 y pro lidsky IL4 a odpovidajici anti-IL4 CDRs,
muzZe byt pouzit jako jejich nahrada. Kdekoli v nasledujicim
popisu je donorova protilatka uvedena jako 3B9 nebo 6Al, toto
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oznadeni je provedeno pouze pro ilustraci a zjednoduseni

popisu.
III. Protilatkové fragmenty

Tento vyndlez také zahrnuje pouziti Fab fragmentu nebo
F(ab'), fragmentli odvozenych od MAbs sméfujicich proti
lidskému IL4. Tyto fragmenty Jjsou vhodné jako ochranné
prostfedky in vivo proti stavum zprostfedkovanym IL4 a IgE
nebo in vitro jako &ast diagnostiky IL4. Fragment Fab
obsahuje cely lehky fetézec a koncovou Gast tézikého retézce
ukonéeného aminoskupinou. Fragment F(ab'), je fragment
tvoreny dvéma fragmenty Fab, které jsou vazany disulfidovymi
vazbami. MAbs 3B9, 6Al a jiné podobné vysoce afinitni IL4
vazebné protildatky skytaji zdroje fragmentu Fab a F(ab'),,
které se mohou dostat obvyklymi zpusoby, napfiklad Stépenim
MAb s vhodnymi proteolytickymi enzymy, papainem a/nebo
pepsinem, nebo rekombinantnimi zpusoby. Tyto fragmenty Fab
a F(ab'), jsou samy vhodné jako terapeutické, profylaktické
nebo diagnostické prostredky a jako donory sekvencl
zahrnujicich variabilni useky a CDR sekvence vhodné pro
tvorbu rekombinantnich nebo humanizovanych protilatek, jak je

zde popséano.

IV. Zajimavé anti-IL4 aminokyselinové a nukleotidové sekven-

ce

MAb 3B9 nebo jiné protildtky popsané vyse mohou
prispét k sekvencim, jako jsou sekvence peptidi s variabilnim
téikym a/nebo lehkym retézcem, sekvence se zdkladni
strukturou, CDR sekvence, funkéni fragmenty a jejich analogy,
a sekvence nukleové kyseliny je kodujici, vhodnym prfi
navrhovani a ziskavani ruznych fuzovanych proteinu (véetne
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konstruovanych protilatek), které jsou vyznaceny antigenovou

vazebnou specificitou donorové protilatky.

Jako jeden priklad tak tento vyndlez poskytuje
sekvence s variabilnim lehkym fetézcem a variabilnim tézkym
retézcem z mysi IL4 protildtky 3B9 a sekvence od nich
odvozeneé. Variabilni usek 3B9 tézZkého fetézce je charakteri-
zovan aminokyselinovymi zbytky 20 az 140 z SEQ ID &. 4. CDR
Useky jsou uvedeny podtrZené na obr. 2 a jsou v SEQ ID ¢.
22, SEQ ID ¢. 24 a SEQ ID ¢. 26. Klonovy variabilni usek 3B9 -
lehkého retézce je charakterizovan aminokyselinovymi zbytky
21 aZ 132 na obr. 1 (SEQ ID ¢. 2). CDR useky jsou
Zz aminokyselinovych zbytkt 44 aZ 58 (SEQ ID &. 16), 74 aZ 80

(SEQ ID ¢. 18) a 113 aZ 121 (SEQ ID &. 20).

Dostava se variabilni dUsek chimérického tézkého
retézce, signalni nukleotid a aminokyselinové sekvence. Tyto
sekvence jsou identické s 3B9 tézZkym retézcem s vyjimkou
signalni sekvence. Signdlni sekvence chimérického tézkého
Fetézce je v SEQ ID ¢. 5 a 6. CDR uUseky jsou uvedeny
podtriené na obr. 3 a jsou identické v aminokyselinové- .-
sekvenci k pfirozenym mysSim CDRs (SEQ ID &. 21 azZ 26).
Variabilni usek chimérického lehkého retézce nukleotidovych
a aminokyselinovych sekvenci je identicky k nemodifikovanym
3B9 sekvencim (amnokyselinové zbytky 21 aZ 132 SEQ ID &. 2),
co umozZnuje pouZiti prirozenych mysich signdlnich sekvenci
(aminokyselinové zbytky 1 aZ 20 SEQ ID &. 2).

Variabilni useky humanizovaného tézZkého retézce
absignélni sekvence Jjsou ilustrovany na obr. 4 (SEQ ID &. 11
a 12). Signdlni sekvence je také poskytnuta v SEQ ID &. 5
a 6. Jiné vhodné signdlni sekvence, které jsou znamé
odbornikovi v oboru, mohou byt nahrazeny signalnimi
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sekvencemi, jejichZ priklady jsou zde uvedeny. CDR
aminokyselinové sekvence z tohoto konstruktu jsou identické

k prirozenym my$im CDRs a CDRs s chimérickym tézkym retézcem
a jsou opatreny SEQ ID ¢. 22 (kodovanym SEQ ID ¢. 54), SEQ ID

&. 24 (kodovanym SEQ ID &. 55) a SEQ ID C. 56 (kodovanym SEQ
ID &. 26).

Prikladna (sYntetické) humanizovana variabilni
sekvence s lehkym retézcem je ilustovédna na obr. 5 (SEQ ID c.
13 a 14). Signalni sekvence mad rozsah aminokyselinovych
zbytkd 1 aZ 19 SEQ ID ¢. 8. CDR sekvence 2z tohoto obr. jsou
oznadeny podtrzenim a odlisuji se od CDR pfirozené my$i CDR
jedinou aminokyselinou ze SEQ ID &. 20. Tak CDRs
humanizovaného lehkého retézce je poskytnuta SEQ ID &. 53

a 16, SEQ ID ¢&. 17 a 18 a SEQ ID ¢. 27 a 28. Tento rozdil je
popsan podrobné v prikladu 3.

Sekvence nukleové kyseliny podle tohoto vyndlezu nebo
jejich fragmenty, kodujici variabilni lehky fetézec a tézky
Fetézec peptidovych sekvenci, se pouzivaji v nemodifikované
formé nebo se syntetizuji k zavedeni 2Zadoucich modifikaci, .
napriklad restriké&nich mist. Izolované prirozené se
vyskytujici nebo alternativné syntetické sekvence nukleove
kyseliny, které jsou odvozeny od MAb 3B9 nebo od jinych
2adoucich IL4 protilatek s vysokym titrem, mohou popripadé
obsahovat restrikéni mista, k usnadnéni zavedeni nebo ligace
do vhodné sekvence nukleové kyseliny, stejné tak kodujici
pozadovany usek zdkladni struktury protildtky, ligujici
s mutagenovanymi CDRs nebo dosahujici fuzi se sekvenci
nukleové kyseliny, ktera koduje vybraného druhého partnera

fuze.

Pokud se bere v uvahu degenerace genetického kodu,
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mohou se konstruovat ruzné kodujici sekvence, které koduji
aminokyselinové sekvence s variabilnim téZkym a lehkym
Fetézcem a CDR sekvence podle tohoto vynalezu, stejné jako
jejich funkéni fragmenty a analogy, které se podileji na
antigenové specificité donorové protilatky. Izolovaneé
sekvence nukleové kyseliny podle tohotoc vynalezu nebo jejich
fragmenty kodujici peptidové sekvence s variabilnim fetézcem
nebo CDRs se mohocu pbuéit k»pfipravé fuzovanych proteint,
chimerickych nebo humanizovanych protildtek nebo jinYchf
konstruovanych protildtek podle tohoto vyndlezu, pokud se
uéinné kombinuji s druhym partnerem fuze.

Tyto sekvence jsou také vhodné pro mutagenni zavedeni
specifickych zmén do sekvenci nukleové kyseliny kodujicich
CDRs nebo usekd zdkladni struktury a pro inkorporaci vysledné
modifikované nebo fuzované sekvence nukleové kyseliny do
plasmidu pro expresi. Napriklad tiché substituce
v nukleotidové sekvenci usekl zakladni struktury a CDR
kodujicich uUseku se pouzivaji k vytvoreni restrikénich mist
na enzymu, které usnadiuji inserci usekl mutagenované CDR
(a/nebo zakladni struktury). Tyto CDR useky se pouzivaji pfi
konstrukci humanizované protilatky podle tohoto vynalezu.

Mélo by se poznamenat, Ze kromé izolovanych sekvenci
nukleové kyseliny kodujicich ¢asti fuzovaného proteinu
a protilatek zde popsanych, se mohou pouZivat jiné takoveé
sekvence nukleové kyseliny, jako sekvence komplementarni
k prirozenym sekvencim. Vhodné DNA sekvence zahrnuji
sekvence, které hybridizuji za 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 priklad jedné takové prisné hybridizaéni
podminky se uvadi hydridizace v 4XSSC za teploty 65 Sc
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a potom promyti v 0,1XSSC za teploty 65 ©°C béhem 1 hodiny.
Jinym pfikladem pfisnych hybridizaénich podminek je 4XSSC
v 50% formamidu za teploty 42 °C. Vyhodné tyto hybridizaéni
DNA sekvence maji délku alespon priblizZné 138 nukleotidd, to

znamend okolo velikosti CDR.
V. Fuze molekul a fuze proteinu

Fuzované molekuly mohou kodovat fuzované proteiny,
které zahrnuji konstruované protildtky, jako chimérickeé
protilatky a humanizované protildtky. Vhodnd fuzovana
molekula obsahuje CDR sekvence kodujici peptidy, které maji
antigenovou specificitu IL4 protilatky, vyhodné vysokou
afinitu protildtky, jaka se dosahuje podle tohoto vynalezu
inserci do prvniho partnera fuze (useku humanizované zdkladni
struktury nebo variabilniho useku lidského imunoglobulinu).

Vyhodné je prvni partner fuze uUc¢inné vazan k druhému
partneru fuze. Druhy partner fuze je definovan vyse a muie
zahrnovat sekvenci kodujici zajimavy usek druhé protilatky,
napriklad Fc usek. Druzi partnefi fize mohou také obsahovat
sekvence kodujici jiné imunoglobuliny, ke kterym konstatni
Useky lehkého nebo tézZkého retézce se fuzuji v zakladni
strukture nebo pomoci linkerové sekvence. Konstruované
protilatky zamérené proti funkénim fragmentum nebo analogum
IL4 mohou byt urceny ke zjisténi zvysSeného vazani se stejnou
protiléatkou.

Druhy partner fuze muZe byt také spojen s efektorovymi
prostfedky, 3jak jsou vymezeny vyse, Kkteré zahrnuji
neproteinové nosné molekuly, ke kterym druhy partner fuze
miZe byt dc¢inné vazan obvyklymi zpusoby.
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Fuze neboli vazani mezi druhymi partnery fuze,
napriklad protildtkovymi sekvencemi, a efektorovym
prostfedkem se miZe provadét libovolnym vhodnym zpusobem,
napriklad pomoci obvyklych kovalentnich nebo iodeYCh vazeb,
fuzemi proteind nebo hetero-bifunkénimi siﬁujicimi linkery,
jako je karbodiimid, gultaraldehyd a podobné. Takové
technické postupy jsou znamé v oboru a jiZ popsany
v obvyklych cnemickyéh a bioéhemick?ch textech.

Kromé toho obvyklé linkerové sekvence, kterée jednoduse
poskytuji pozadované mnoZstvi prostoru mezi druhym partnerem
fize a efektorovym prostfedkem, mohou byt také konstruovany
ve fuzované molekule. Urdeni takovych linkert je dobfe znamo

odbornikovi v oboru.

Kromé toho signdlni sekvence pro molekuly podle tohoto
vyndlezu se mohou modifikovat ke zvysSenli exprese. Jako
pfriklad se uvadi pozZadovany fuzovany protein, jenz obéahuje
aminokyselinovou sekvenci z mysi sekvence s téZkym retézcem,
ktery je identicky s chimérickym variabilnim tézZkym rfetézcem
(Vg) z obr. 2 (SEQ ID &. 4), majici nahrazen puvodni signalni
peptid jinou signalni sekvenci (aminokyselinové zbytky 1 aZ

20, SEQ ID ¢. 6).

Napriklad fuizovany protein obsahuje peptidovou nebo
proteinovou sekvenci s variabilnim téZkym a/nebo lehkym
Fetézcem, ktera md antigenovou specificitu MAb 3B9, napriklad
Vy (aminokyselinové zbytky 21 az 141 SEQ ID &. 9 a 10) a Vi,
Yetézce (aminokyselinové zbytky 21 aZ 132 SEQ ID ¢. 1 a 2).
Jesté jiny vhodny fuzovany protein podle tohoto vynalezu je
charakterizovan aminokyselinovou sekvenci obsahujici alespon
jeden a vyhodné vsechny CDRs z variabilniho useku tézZkych
a/nebo lehkych retézcu z molekuly 3B9 mysSi protilatky se
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zbyvajicimi sekvencemi, které jsou odvozeny 2z lidského
zdroje, nebo jeho funkéniho fragmentu nebo analogu, viz
napriklad humanizované Vy a Vy useky SEQ ID ¢. 11 a 12 a SEQ
ID ¢. 13 a 14 (obr. 4 a 5).

P¥i jesté jiném provedeni konstruovana protilatka
podle tohoto vynalezu miZe byt pripojena k dalsimu
prostredku. Napfiklad se mize pouzit zpusob rekombinantni DNA
technologie k pripravé protilatky podle tohoto vynalezu, kde
Fc fragment nebo CH3 doména uUplné molekuly protilatky je
nahrazena emzymem nebo jinou detekovatelnou molekulou
(napriklad polypeptidovou efektorovou nebo reportérovou

molekulou).

Druhy partner fuze mGZe byt také uéinné vazan
k neimunoglobulinovému peptidu, proteinu nebo jeho fragmentu
heterologné k sekvenci obsahujici CDR, ktera ma antigenovou
specificitu mysi 3B9. Vysledny protein miZe projevovat jak
anti-IL4 antigenovou specificitu, tak charakteristiky
neimunoglobulinu po expresi. Tato charakteristika partnera
fuze muzZe byt napfiklad funkéni charakteristikou, stejné-jako
jinou vazaci nebo receptorovou doménou nebo terapeutickou
charakteristikou, pokud fuzovanym partnerem je sam
terapeuticky protein, nebo dodatkovou antigenovou

charakteristikou.

Jiny zadouci protein podle tohoto vyndlezu muZe
zahrnovat uplnou molekulu protilatky, kterda ma plnou délku
tézkych nebo lehkych retézcdi, nebo néjaky svij oddéleny
fragment, jako jsou fragmenty Fab nebo F(ab’)z, dimer tézkeého
fetézce nebo jejich libovolné minimdlni rekombinantni
fragmenty, jako je Fv nebo protildtka s jednim retézcem (SCA)
nebo néjaka jina molekula se stejnou specificitou jako ma
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zZvoleny donor MAb, napriklad MAb 3B9 nebo 6Al. Takovy protein
se mize pouzivat ve formé fiuzovaného proteinu nebo se mize

pouzivat ve formé nefizovansé.

Kdykoli je druhy partner fuze odvozen od jiné
protilatky, napriklad jde o néjaky isotyp nebo skupinu
Zz useku imunoglobulinové zdkladni struktury nebo konstantniho
useku, vysledkem je -konstruovana protildatka. Konstruované
protilatky mohou zahrnovat imunoglobulinové (Ig) konstantni
Useky a variabilni useky zakladni struktury z jednoho zdroje,
napriklad akceptorové protildtky, a jeden nebo vétsi pocet ’
(vyhodné vsechny) CDRs z donorové protildtky, napfiklad
anti-IL4 protilatky zde popsaneé. Kromé toho zmény, napriklad
delece, substituce nebo adice akceptorové MAb mohou vytvorit
Usek lehké a/nebo tézké variabilni domény zakladni struktury
v urovnich nukleové kyseliny nebo aminokyseliny, nebo useky
donorové CDR, za uUcelem uchovani vazebné specificity

donorového protilatkoveho antigenu.

Tékové konstruované protildatky jsou urceny, aby
pouzZily jeden (nebo oba) variabilni tézké a/nebo lehké
Fetézce IL4 MAb (popfipadé modifikované jak je popséndfvnébo
jeden nebo véts$i pocet z ddle identifikovanych CDRs s tézkym
nebo lehkym retézcem (viz priklad 3). Konstruované protilatky
podle tohoto vynalezu se neutralizuji, to znamenada, Ze se
vhodné blokové vazi k receptoru IL4 proteinu. Napriklad |
konstruovana protilatka odvozenda od MAb 3B9 je zamérena proti
zvlastnimu tercidrnimu proteinovému epitopu lidského IL4,

u ktereho se ocekava, Ze je v useku smycky B-C —mm >

C helix, jak je popsano vyse.

Takové konstruované protilatky mohou zahrnovat
humanizovanou protilatku obsahujici useky zadkladni struktury
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zvoleného lidského imunoglobulinu nebo jeho subtypu nebo
chimérickou protilatku obsahujici konstantni udseky lidského
tézkého a lehkého retézce fuzované k funkénim fragmentum IL4
protildatky. Vhodnd lidskd (nebo jind zvifeci) akceptorova
protildtka miZe byt vybrana z cbvyklé databaze, naptiklad
databaze KABAT(R), Los Alamos database, USA, a Svycarskeé
Protein-Database, homologii k nukleotidovym a aminokyselino-
vym sekvencim donorévé proﬁilétky. Lidska protilatka
cHarakterizovand homologii k usekum zakladni struktury
donorové protilatky (na aminokyselinové bédzi) miZe byt vhodna
k poskytnuti konstantniho useku tézkého fetézce a/nebo
variabilniho useku zakladni struktury lehkého retézce pro
inserci donorovych CDRs. Vhodnd akceptorova protilatka
schopna poskytnout konstantni nebo variabilni useky zdkladni
struktury lehkého fetézce se muZe vybirat podobnym zpusobem.
Mélo by se poznamenat, Ze akceptorova protilatka s tézkymi
nebo lehkymi fetézci nevyZaduje, aby pochadzela ze stejné
akceptorové protilatky.

Je zadouci, aby se heterologni udseky zakladni
struktury a konstantni useky volily ze trid a isotypl. .
lidskych imunoglobulini, jako je IgG (subtypy 1 aZ 4), IgM,
IgA a IgE. Av$ak akceptorova protildtka nevyZaduje, aby
zahrnovala pouze lidské imunoglobulinové proteinové sekvence.
Napriklad gen miZe byt konstruovan v takové DNA sekvenci, kde
kodujici éast lidského imunoglobulinového fetézce je fuzovana
k DNA sekvenci kodujici ne-imunoglobulinovou aminokyselinovou
sekvenci, jako polypeptidovad efektorova nebo reportérova
molekula.

Jeden z prikladu zvlasté vhodné humanizované
protilatky obsahuje CDRs 3B9 inserované do usekl zdkladni
struktury zvolené lidskeé protilatkové sekvence. Pro
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neutralilzaci humanizovanych protilatek se inseruje jeden,
dva nebo vyhodné tri CDRs z IL4 protildtky s variabilnimi
useky tézZkeého retézce a/nebo lehkého retézce do useku
zakladni struktury zvolené lidské protilatkové sekvence,

s ndhradou prirozenych CDRs pozdéjsi protilatky.

Vyhodné v humanizované protildtce se variabilni domény
jak v lidskych tézkych, tak lehkych fetézcich pripravuji
jednou nebo vétsim poétem ndhrad CDR. Je mozZné pouzZit vsech
Sesti CDRs nebo ruznych kombinaci méné neZ Sesti CDRs.
Vyhodné se vsak nahrazuje vSech Sest CDRs. Je moZné nahradit
CDRs pouze v lidském tézkém rfetézci, =za pouziti '
nemodifikovaného lehkého rfetézce z lidské akceptorové
protilatky jako lehkého retézce. Jesté dalsi alternativa
spo¢iva v tom, Ze se kompatibilni lehky retézec muzZe zvolit
2 jineé lidské protilatky 2za pomocli obvyklé databaze
protilatek. Zbytek konstruované protilatky muzZe byt odvozen
od libovolného vhodného akceptorového lidského |

imunoglobulinu.

Konstruovand humanizovanad protilatka tak ma vyhodné
strukturu prirozeneé lidskeée protildtky nebo jejiho fragmentu
a ma kombinaci vlastnosti vyZadovanych pro uc¢inné
terapeutické pouziti, napriklad pro osetfovdni zanétlivych
chorob zprostredkovanych IL4 u ¢clovéka nebo pro diagnosticka

pouziti.

Jako jiny priklad se uvadi, Ze konstruovana protilatka
miZe obsahovat tfi CDRs variabilniho useku lehkého Fetézce
3B9 (SEQ ID ¢. 16, 18, 20 a 28) a tfi CDRs variabilniho useku
tézkého retézce 3B9 (SEQ ID ¢&. 22, 24 a 26). Vysledna
humanizovana protilatka je charakterizovana antigenovou
vazebnou specificitou a vysokou afinitou MAb 3B9.
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odbornik v oboru pochopi, Ze konstruovana protilatka
miZe byt ddle modifikovdna zménami ve variabilni doméné
aminokyselin bez nezbytného poskytnuti specificity a vysoke
afinity donorové protildtky (to znamend analogu). Napriklad
jsou zkonstruovany humanizované monoklondlni protilatky, ve
kterych aminokyselinovy zbytek s lehkym retézcem v poloze
120 je arginin (SEQ ID &. 13 a 14) nebo threonin (SEQ ID C.
57 'a 58).. OGekava se, Ze aminokyseliny s tézkym a lehkym
Ffetézcem mohou byt substituovdny jinymi aminokyselinami.bud
ve variabilnich doménovych zdkladnich strukturach nebo CDRs.

nebo v obou.

Kromé toho konstantni uUsek muZe byt pozménén ke
zvy$eni nebo sniZeni selektivnich vlastnosti molekul podle
tohoto vyndlezu, napfiklad dimerizaci, vazanim k Fc
receptorim nebo schopnosti vdzat se a aktivovat komplement
(viz napriklad Angal a kol., Mol. Immunnol. 30, 105-108
/1993/, Xu a kol., J. Biol. Chem. 269, 3469-3474 /1994/

a Winter a kol., EP 307 434B).

Fuizovany protein, ktery je chiméricka protilatka, se
1i8i od humanizovanych protildtek popsanych vyse tim, Ze
poskytuje celé variabilni uiseky s tézkym fetézcem a lehkym
Fetézcem ne-humanizované donorové protilatky vcéetné uUseku
zakladni struktury, ve spojeni s konstantnimi useky lidského
imunoglobulinu pro oba rtetézce. Ocekavd se, Ze chimérické
protilatky, ktera udrZuji dalsi ne-lidské sekvence vzhledem
k humanizovanym protildtkdam podle tohoto vyndlezu mohou
vyvolat signifikantni imunitni odezvu u lidi.

Takové protildtky jsou vhodné pri prevenci
a osetrovani alergickych chorob zprostfedkovanych IL4, jak je
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rozebrano dale.

VI. Zpusob pripravy fuzovanych proteini a konstruovanych

protilatek

Vyhodné sekvence s variabilnim lehkym a/nebo tézkym
retézcem a CDRs MAb 3B9 (SEQ ID é&. 16, 18, 20, 22, 24 a 26)
nebo jiné vhodné donorové MAbs (napriklad 6Al) a jejich
kodujici sekvence nukleovych kyselin se pouzivaji pEi
konstrukci fuzovanych proteind a konstruovanych protilatek,
vyhodné humanizovanych protildtek podle tohoto vynalezu, za
pouZiti didle uvedeného zplUsobu. Stejné nebo podobné technicks
postupy se mohou také pouZivat k vytvafeni jinych ztélesnéni

tohoto vyndlezu.

Hybridom produkujici zvoleny donorovy MAb, napriklad
mySi protildtku 3B9, se béZné klonuje, a DNA ve svém -
variabilnim udseku téZkého a lehkého retézce se ziska
technickymi postupy znamymi odbornikovi v oboru, napfiklad
technickymi postupy, které popsal Sambrook a kol., Molecular
Cloning (A Laboratory Manual), 2. vyd., Cold Spring Harbor -
Laboratory /1989/. Variabilni téZké a lehké useky 3B9
obsahujici alespon CDRs a ¢asti akceptorové MAb lehkého
a/nebo tézkého variabilniho doménového useku zakladni
struktury, vyzZadované za ucelem dosaZeni donorové MAb vazebné
specificity, stejné jako zbyvajici ¢asti odvozené od
imunoglobulinu z fetézce protilatky odvozeného od lidského
imunoglobulinu, se dostanou za pouziti polynukleotidovych
primeru a reversni transkriptasy. CDRs se rozpoznaji za
pouzZiti zndmé databdze a porovnanim s jinymi protilatkami.

My$i/lidskd chimérickd protildtka se miZe potom .
pripravit a testovat na schopnost vazani. Takova chiméricka
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protildtka obsahuje celé Vy a V; useky ne-lidské donoroveé
protildtky, ve spojeni s konstantnimi useky lidského

imunoglobulinu pro oba fetézce.

Homologni useky zadkladni struktury variabilniho udseku
téského Fetdzce z lidské protilatky se rozpoznaji za pouzZiti
po¢itadovych databdzi, napriklad KABAT(R), a lidska proti-
latka projevujici hdmologii'k 3B9 se vybere jako akceptorova
protildtka. Sekvence variabilnich useki syntetického tézZkeého
Fetézce obsahujici 3B9 CDRs se zakladni strukturou lidské
protilatky jsou urdeny k u¢innym nahradam nukleotidl
v tsecich zakladni struktury pro vneseni restrikénich mist.
Takto urcené sekvence se potom syntetizuji pfekryvajicimi se
oligonukleotidy, zesili reakci polymerasového retézce (PCR)

a zbavi chyb.

Vhodné variabilni useky zakladni struktury lehkého

Fetézce se navrhuji podobnym zpisobem.

Humanizovana protildtka se muZe odvodit od chimérickeé
protilatky nebo vyhodné pripravit synteticky .inserovanim
donorovych MAb CDRs z pfimérené tézkych a lehkych Fetézcl do
zvolené zakladni struktury téZkého a lehkého retézce. Podle
jiného provedeni se humanizované protilatka podle tohoto
vyndlezu miZe pfipravit za pouzZiti obvyklych mutagennich
technickych postupl. Tak vysledna humanizovand protilatka
obsahuje useky lidské zdkladni struktury a donorové MAb CDRs.
Zde se mohou provést ndsledné manipulace se zbytky zdkladni
struktury. Vyslednd humanizovana protildtka maZe byt
exprimovana do rekombinantnich hostitelovych bunék, napriklad
COS nebo CHO bunék. Dals$i detaily tohoto postupu jsou uvedeny
v prikladu 4. Jiné humanizované protildtky se mohou ptipravit
za pouziti tohoto technického postupu na jinych ucelné IL4
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specifickych neutralizujicich ne-humanizovanych protilatkach

s vysokym titrem.

BéZny expresni vektor nebo rekombinantni plasmid se
pfipravuje umisténim téchto kodujicich sekvenci pro fuzovany
protein do uéinného spojeni s obvyklymi reguladénimi
kontrolnimi sekvencemi schopnymi Fizeni replikace a exprese
v hostitelové burice é/nebo Sekrece z hostitelovy burnky.
Regulaéni sekvence zahrnuji promotorové sekvence, nap¥iklad
CMV promotor, a signalni sekvence, které mohou byt odvozeny
od jinych znadmych protildtek. Podobné druhy expresni vektor
se pripravuje tak, Ze ma DNA sekvenci, ktera koduje
komplementarni protildtku s lehkym nebo téZkym retézcem.
Vyhodné tento druhy expresni vektor je identicky s prvnim,

s tou vyjimkou, Ze kodujici sekvence a volitelné signalni
znaky jsou koncentrovany tak, Ze zajistuji jak jen je mozno,
aby kazdy polypeptidovy fetézec byl funkéné exprimovany.

Zvolena hostitelska burnka se kotransfekuje obvyklymi
technickymi postupy jak s prvnimi, tak s druhymi vektory nebo
se jednoduse transfekuje jedinym vektorem, aby.se vytvorila“
transfekovand hostitelska burnka podle tohoto vynidlezu
zahrnujici jak rekombinantni, tak syntetické lehké a té&zké
Fetézce. Transfekovand buika se potom kultivuje obvyklymi
technickymi zpusoby za vzniku konstruované protilatky podle
tohoto vynalezu. Humanizovand protilatka, ktera zahrnuje
spojeni jak rekombinantniho tézZkého retézce, tak lehkého
Fetézce se vysetfri z kultury vhodnym testem, jako je ELISA
nebo RIA. Podobné béZné technické postupy se mohou pouZit ke
konstrukci jinych fuizovanych proteind a molekul podle tohoto

vynalezu.

Vhodné vektory pro klonovaci a subklonovaci stupné
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pouZivané prfi zplisobech a konstrukci prostredku podle tohoto
vyndlezu miZe zvolit odbornik v oboru. Napriklad se mohou
pouzit obvyklé pUC fady klonovacich vektorui. Jednim

z pouZivanych vektoru je pUCl9, ktery je komeréné dostupny od
dodavatele, jako je Amersham (Buckinghamshire, Spojené
Krialovstvi) nebo Pharmacia (Uppsala, Svédsko), Kromé toho
libovolny vektor, ktery je schopen se snadno replikovat, ma
nadbytek klonovacich mist a geny signalniho znaku, da se

s him snadno manipulovat a miZe byt pouZit pro klonovani. Tak
vybér klonovaciho vektoru neni omezujici ¢initel podle tohoto

vynalezu.

Podobné vektory pouZité pro expresi konstruovanych
protilatek podle tohoto vyndlezu miZe vybrat odbornik z oboru
z libovolnych obvyklych vektoru. Vektory také obsahuji
zvolené regulacéni sekvence, které jsou uUc¢inné spojené s DNA
kodujicimi sekvencemi imunoglobulinovych usekid a jsou schopné
ridit replikaci a expresi heterolognich sekvenci DNA ve
zvolen?ch'hostiteIOVYCh burikdch, tak jako CMV promotory. Tyto
vektory obsahuji vyse popsané DNA sekvence, které koduji pro
konstruovanou protilatku nebo fizovanou molekulu. Podle-
jiného provedeni vektory mohou vpravit zvolené imunoglobuli-
nové sekvence modifikované inserci Zadoucich restrikénich

mist pro snadnou manipulaci.

Expresni vektory mohou byt také charakterizovany geny
signalniho znaku vhodnymi pro zesilenou expresi heterolognich
DNA sekvenci, napriklad genem savéli dihydrofoliat reduktasy
(DNFR) nebo neomycinovym resistenénim gehem (neoR). Jiné
vyhodné vektorové sekvence zahrnuji poly A signalni sekvenci,
jako z hovéziho rustového hormonu (BGH) a f-globinovou
promotorovou sekvenci (betaglopro). Expresni vektory vhodne

podle zde popsaného Feseni se mohou syntetizovat technickymi
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zpUsoby dobrfe znamymi odbornikovi v oboru.

Slozky takovych vektoru, napfiklad replikony, selekéni
geny, zesilovace transkripce, promotory, signalni sekvence
a podobné, se mohou dostat z pfirodnich zdroju nebo pripravit
synteticky‘znémymi postupy pro pouZiti v rizené expresi
a/nebo sekreci produktu z rekombinantni DNA ve zvoleném
hostiteli. Jiné vhodhé exprésni vektory takového pocétu typu,
které jsou znamy v oboru pro expresi v svacich, bakteriich,
hmyzu, kvasinkdch a houbdch, se mohou také zvolit pro tento

ucel.

Tento vynalez také zahrnuje bunéénou linii

transfekovanou s rekombinantnim plasmidem obsahujicim

~ kodujici sekvence konstruovanych protilatek nebo jejich
fuzovanych molekul. Hostitelské bunky vhodné pro klonovani
a jiné manipulace s témito klonujicimi vektory Jjsou take
obvyklé. Avsak nejvhodnéjsi je, pokud se pouziji bunky

z raznych kmend E. coli pro replikaci klonujicich vektoru
a jinych stupiu pri konstrukci fuzovanych proteinu podle

tohoto vyndlezu. : . e

Vhodné hostitelské bunky nebo bunécné linie pro
expresi konstruované protilatky nebo fuzovaného proteinu
podle tohoto wvynadalezu jsou vyhodné eukagyotické buriky, jako
je mimo jiné CHO, COS, fibroblastova burika (napriklad 3T3)
a myeloidové bunky mezi jinymi, pficemZ nejvyhodnéjsi je
savéi bunka, jako CHO nebo myeloidova bunka. Mohou se
pouzivat lidské bunky, co umozZnuje, aby molekula byla
modifikovana podle lidskych glykosylacénich vzoru.
Alternativné se mohou pouzZivat jiné eukaryotické bunééné
linie. Vybér vhodnych savéich hostitelskych bunék a zpusoby
transformace, kultivace, zvétseni, vysSetfeni a pripravy
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produktu a jeho ¢isténi jsou zndmy v oboru, viz napriklad
Sambrook a kol., cit. vyse.

Bakteridlni burniky se mohou ukdzat vhodné jako
hostitelské buriky pro expresi rekombinantich MABs podle
tohoto vyndlezu. Avsak v disledku sklonu proteina
expfimovan?ch v bakterialnich burikdch byt v nevlasenkové nebo
nevhodné vlasenkové formé nébo v neglykosylované formeé,
libovolny rekombinantni MAb produkovany v bakteridlni bunce
by mohl byt vysSetfen na retenci antigenové vazebné
schopnosti. Pokud molekula exprimovand bakterialni burnkou se
pfipravuje v néjaké vlaseknové formé, Zadoucim hostitelem by
méla byt bakteridlni burka. Napriklad ruzné kmeny E. coli
pouzivané pro expresi jsou dobre znamé jako hostitelské bunky
v oblasti biotechnologii. RUzné kmeny B. subtilis,
Streptomyces, jiné bacily a podobné se mohou také pouzit pri

tomto zplsobu.

Pokud je to zadouci, kmeny kvasinkovych bunék znamé
odbornikovi v oboru jsou také dostupné jako hostitelskeé
buniky, stejné jako bunky hmyzu, nap¥iklad Drosophila - - -
a Lepidoptera, a virové expresni systémy (viz napriklad
Miller a kol., Genetic Engeneering 8, 277-298, Plenum Press
/1986/ a citace zde uvedené).

Obecné zpusoby, kterymi se mohou konstruovat vektory
podle tohoto vyndlezu, transfekad¢ni metody vyZadované pro
pripravu hostitelskych bunék podle tohoto vyndlezu a metody
kutivace potrebné pro pripravu fuzovaného proteinu nebo
konstruované protilatky podle tohoto vyndlezu z takové
hostitelské bunky jsou viZdy obvyklymi technickymi postupy.
Podobné jednou pripravené fuizované proteiny nebo konstruované
protilatky podle tohoto vyndlezu se mohou ¢istit od obsahu
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bunééné kultury obvyklymi zpusoby v oboru, véetné srazeni
siranem amonnym, na afinitnich kolondch, sloupcovou
chromatografii, gelovou elektroforézou a podobné. Takové"

technické postupy jsou znamé odbornikovi v oboru a nejsou

omezenim tohoto vynalezu.

Jesté jiny zpusob exprese humanizovanych protilétek
mizZe pouzivat expresi v transgenickém zvireti, jako je
popsdna v US patentu ¢. 4 873 316. Uvedeny patent se tyka
expresniho systému vyuzZivajiciho kaseinovy promotor zvirfete, -
ktery pokud se transgenné vpravi do savce, dovoluje samici
produkovat pozZadovany rekombinantni protein ve svém mléku.

Konstruovana protilatka, jednou podrobena expresi
pozadovanym zplsobem, se potom zkou$i na aktivitu in vitro za
pouéiti vhodného testu. V souc¢asnosti obvyklé testy ELISA se
pouzivaji pro stanoveni kvalitativniho a kvantitativniho
vadzani konstruované protildtky k IL4 epitopu. Kromé toho jiné
testy in vitro, napriklad BIAcore (Pharmacia), se mohou také
pouzivat k ovéreni neutralizujici dc¢innosti pred nasleduji-
cimi klinickymi studiemi provadénymi na lidech, co dovoluje
ohodnostit stabilitu konstruované protilatky v téle navzdory

obvyklym mechanizmim clearance.

Podle zpusobu popsanych pro humanizované protilatky
pfipravené z 3B9, odbornik v oboru miZe také konstruovat
humanizované protildatky z jinych donoru IL4 protilatky,
sekvenci variabilnich dsekd a CDR peptida zde popsanych.
Konstruované protildatky se mohou pripravovat s variabilnimi
useky zdkladni struktury pripadné oznacovanymi jako "samo"
("self") prijemci konstruované protilatky. Malé modifikace
variabilniho useku zakladnich struktur se mohou provadét

k dosazeni velikeého zvyseni antigenového vazani bez




prislusného zvyseni imunogenity pro prijemce. Tak
konstruované protildatky mohou uc¢inné oset¥ovat stavy
zprostredkované IL4 u lidi. Takové protilatky mohou také byt
vhodné pri diagnoze takovych stavu.

VII. Terapeutické/profylaktické pouziti

Tento vyndlez umozZnuje osetfovani a/nebo prevenci
alergickych stava u 1lidi tim, 2Z2e se takovym lidem podava
uc¢inné mnozZstvi farmaceutického prostredku podle tohoto

vyndlezu.

Tento vyndlez se také tyka zplsobu osetrovani lidi,
kteri maji zkusSenost s alergickou chorobou. ZplUsob zahrnuje
podavani uc¢inné davky protilatek vcetné jedné nebo vétsiho
poc¢tu konstruovanych protilatek nebo fiuzovanych proteinu zde

popsanych nebo jejich fragmentu.

Terapeuticka odezva vyvolana pouZitim molekul podle
tohoto vyndlezu se vytvari vazanim k lidskému IL4 a naslednym
blokovdanim uvolrovaného IgE. Tak molekuly podle tohoto ~
vyndlezu, pokud jsou v pripravcich a prostredcich vhodnych
pro terapeutické pouzZiti, jsou vysoce Zzadouci pro osoby
s alergickou odezvou, jako je alergicka rinitida,
konjuktivitida, atopickd dermatitida, atopické astma

a anafylakticky sok.

Fuzované proteiny, protilatky, konstruované protilatky
nebo jejich fragmenty podle tohoto vynalezu se mohou take
pouzZivat se spojeni s jinymi protilatkami. Zvlasté lidske
MAbs reagujli s jinymi signalnimi znaky (epitopy) odpovédnymi
za stav, proti kterému je zamérena konstruovana protilétka
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podle tohoto vyndlezu. Podobné MAbs reaktivni s epitopy
odpovédnymi za stavy u zvolenych zvirat, proti kterym jsou
protildtky podle tohoto vynadlezu zaméreny, se mohou takeé

pouzivat se veterindrnich prostredcich.

Predpokladd se, 2e terapeuticke prostredky podle
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tohoto vyndlezu jsou vhodné pro osetrovani alergickych stava
po dobu od pfiblizné 2 dni do zhruba 3 tydni nebo podle
potfeby. Napriklad dels$i osetfovani muzZe byt Zadouci, pokud
se oSetfuje sezdénni rinitida nebo podobné stavy. To
predstavuje Zadouci vyhodu oproti v soucasné dobé pouzZivanému
pfredpisu pro infuzi, kdy se oSetfuji choroby zprostredkovane
IL4 podle dosavadniho stavu techniky. Davka a doba oSetrovani
se vztahuji k relativnimu setrvdni molekul podle tohoto
vynalezu v obéhu &lovéka, a mohou byt upraveny odbornikem

v oboru v zavislosti na stavu uréeném k osetfovani a obecném

zdravi pacienta.

Zplisobem poddvani terapeutického prostredku podle
tohoto vynalezu miZe byt libovolnd vhodna cesta, ktera
uvolfiiuje prostredek v pacientovi. Fizované proteiny,
protilatky, konstruované protildtky a jejich fragmenty a take
farmaceutické prosttredky podle tohoto vyndlezu jsou zvlaste
vhodné pro parenterdlni podavéni, to znamend pro poddvani
subkutanné, intramuskularné, intravendzné nebo intranasalne.

Terapeutické prostfedky podle tohoto vynidlezu se mohou .
ptipravovat jako farmaceutické prostredky, které obsahuji
uéinné mnoZstvi konstruované protildtky (napriklad
humanizované protilatky) podle tohoto vyndlezu jako uc¢innou
latku ve farmaceuticky pfijatelné nosné latce. V profylak-
tickém prostfedku podle tohoto vyndlezu je vodna suspenze
nebo roztok obsahujici konstruovanou protilatku, ucelne
pufrovany na fyziologickou hodnotu pH, vyhodné ve formé
pripravené pro injekce. Prostfedky pro parenterdlni podani
budou obvykle obsahovat roztok konstruované protildatky podle
tohoto vynalezu nebo jeji smés, rozpusténé ve farmaceuticky
prijatelné nosné liatce, vyhodné ve vodné nosné latce. Mohou
se pouzivat obmény vodné nosné latky, napfiklad 0,4%
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fyziologicky roztok, 0,3% glycin a podobné. Tyto roztoky Jjsou
sterilizovany a obvykle zbaveny hmoty ve formé &astic. Tyto
roztoky se mohou sterilizovat obvyklymi, dobrfe znamymi
technickymi zpusoby sterilizace (napriklad filtraci).
Prostfedky mohou obsahovat farmaceuticky prijatelné pomocné
latky, které jsou vyzZadovany za priblizZné fyziologickych
stavi, jako latky k uprave hodnoty pH, pufrovaci ¢inidla

a podobné. Koncentrace protilatky podle tohoto vynalezu

v takovém farmaceutickém prostrfedku se muZe Siroce ménit, to

O,

znameni od méné neZ pribliZné 0,5 %, obvykle od 1 % nebo
alespoii priblizné 1 %, aZ do 15 nebo 20 % hmotnostnich,
a bude vybrana predevsim na zdkladé objemi tekutin, viskozit

atd., podle zvlastniho zpusobu zvoleného podavani.

" ‘Tak farmaceuticky prostfedek podle tohoto vynadlezu pro
intramuskularni injekci se muZe pripravit tak, Ze ma objem
1 ml sterilni pufrované vody a obsah od pribliZné 1 ng do
zhruba 100 mg, napriklad od pribliZné 50 ng do zhruba 30 mg
nebo vice, vyhodné od pfibliZné 5 mg do zhruba 25 mg
konstruované protilatky podle tohoto vyndlezu. Podobné
farmaceuticky prostfedek podle tohoto vynalezu pro e
intravenézni injekce se muZe pripravit tak, Ze obsahuje
priblizné 250 ml sterilniho Ringerova roztoku a od priblizné
1 do zhruba 30 mg, vyhodné od 5 do zhruba 25 mg konstruované
protilatky podle tohoto vynalezu. Aktudalni metody pro
pripravu prostrfedki poddvanych parenteralné jsou dobrfe znamé
nebo budou zrejmé odbornikovi v oboru a jsou podrobnéji
popsany napriklad v Remington's Pharmaceutical Science, 15.
vyd., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, USA.

Je vyhodné, kdyZ terapeuticky prostfedek podle tohoto
vyndlezu, pokud je ve formé framaceutického prostredku, je

pritomen ve formé davkovych jednotek. Prislusnou terapeuticky
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u¢innou davku mizZe snadno stanovit odbornik v oboru.

K uéinnému osetrfovani zanétlivych chorob u lidi nebo jinych
Zivodichl se md v jedné davce podat od priblizZné 0,1 do
zhruba 20 mg proteinu nebo protildtky podle tohoto vynalezu
na 70 kg télesné hmotnosti parenterdlni cestou, vyhodné
intramuskularné (i.m.). Takova davka se mizZe, pokud je to
nutné, opakovat v prislusnych casovych intervalech, jak jsou
zrejmé osSetfujicimu iékafi,vbéhem zanétlivé odezvy.

Tento vynadlez také zahrﬁuje poddvani IL4 fuzovanych
proteinl podle tohoto vyndlezu soubézZné nebo postupné
s jinymi protildatkami nebo fuzovanymi proteiny vyznacenymi
anti-IL4 aktivitou, jako antitumorovou aktivitou s nekrotic-
kym faktorem nebo jinymi farmaceutickymi aktivitami srovna-
telnymi s vazebnou schopnosti IL4 receptoru u fudzovanych
proteint podle tohoto vyndalezu. Takové jiné protildatky jsou
dostupné komercéné nebo mohou byt navrZeny zpisobem, ktery je
podobny jako je zde popsano.

Fuzované proteiny a konstruované protildatky podle
tohoto vynalezu se mohou také pouzivat v diagnostickych
rezimech, jako pro stanoveni chorob zprostfedkbvanYch IL4
nebo pro postup osSetrovani takovych chorob. Jako diagnostické
reagencie se tyto fuzované proteiny mohou béZné znacit pro
pouziti v soupravé ELISA nebo jinych obvyklych soupravdch pro
testovani drovni IL4 v seru, plasmé nebo jiné vhodné tkani.
Povaha testu, pri kterém se pouZivaji fuzované proteiny, je
obvykla a neni omezenim tohoto vyndlezu.

Protilatky, konstruované protildtky nebo jejich
fragmenty zde popsané se mohou lyofilizovat pro skladovani
a mohou se rekonstituovat ve vhodné nosné latce pred
pouZitim. Tento technicky postup se ukdazal byt uGéinnym
u obvyklych imunoglobulint. Mchou se pouzivat v oboru znamé
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lyofilizaéni a rekonstitucéni technické zpusoby.

Priklady provedeni vyndlezu

Dale uvedené priklady ilustruji rizné aspekty tohoto
vynalezu, véetné konstrukce prikladné uvedenych
konstruovanych protildtek a jejich exprese ve vhodnych
vektorech a hostitelskych burikdch, a nejsou zamysSleny jako
omezeni rozsahu tchoto vynalezu. VSechny aminokyseliny se
poznaji podle obvyklych tfi pismenovych kéda nebo kédu
vyjaddfenych jedinym pismenem. VSechny nezbytné restrikéni
enzymy, plasmidy a jiné reagencie a materidly se ziskavaji
z komerénich zdroji, pokud neni uvedeno jinak. VSechny obecné
klonujici ligace a dalsi rekombinantni DNA metodologie se
‘ proVédéii jak uvedl T. Maniatis a kol., cit. vysSe nebo jak
popisuje v druhém vydani /1989/ Sambrook a kol., stejny
vydavatel ("Sambrook et al.").

Priklad 1
Zpusob pripravy MAb 3B9
A. Zpusob imunizaéni procedury

¢tyri my$i (F1 hybridy Balb/c a C57BL/6) se imunizuji
subkutanné 50 ug rekombinantni E. coli lidského IL4 ve
Freundové kompletnim adjuvans a o 4 tydny pozdéji zesili
intraperitonedlné (i.p.) 50 pg IL4 ve Freundové nekompletnim
adjuvans. Na zadkladé dobrého titru serové protilatky k IL4
jedna my$ obdrzi dals$i imunizace 200 pg IL4 (i.p. ve
fyziologickém roztoku) za 8 tydnd, o 2 dny pozdéji 100 ug
IL4 (i.p. ve fyziologickém roztoku) a o 2 dny pozdéji 50 ug
IL4 (i.p. ve fyziologickém roztoku). Za 2 dny po konecne
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imunizaci se provede splenektomie.
B. ZpUsob fuze a systém vysetfeni

Buriky sleziny mysi se pouZiji pro pfipravu hydridoma
(normalizovanym postupem, naprfiklad jak popsal Kohler a kol.
v Nature 256, 495 /1975/), ze kterych se vice neZ 250 klonu
bunék vysetfuje na sékreci protilatky k IL4, za pouziti
komeréné dostupného BIAcore systému a testd ELISA popsanych
dale, pro vazani IL4. Positivni odezvu poskytne pét jamek.
Pouze jeden klon z mySi, 3B9, je silné positivni. VSechny
sekundarni klony odvozené od 3B9 jsou positivni.

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

VySetreni testovanim, provadéné jak je popsano dale,
je urceno k méreni afinity pro pfirodni lidsky.IL4. Pro -
experiment 1 se deska s 96 jamkami aktivovana aldehydem
povlece IL4 v koncentraci 1 pg/ml, 100 pl/jamka, v 0,1
M boratovém pufru, o hodnoté pH 8,5, a inkubuje pres noc za
teploty mistnosti. hIL4 se kovalentné vaZe k desce. Roztok
IL4 se odsaje a nespecificky vazebna mista (NSB) se blokuji
1% hovézim serovym albuminem (BSA) v TBS pufru (50 mM Tris,
150 mM chloridu sodného, 1 mM chloridu hofeénatého a 0,02 %
azidu sodného, hodnota pH 7,4) za teploty 37 °C po dobu 60
minut. Po tomto a kaZdém 2z ndsledujicich kroki se deska
promyje &¢tyrikrat pufrem (10 mM Tris, 150 mM chloridu
sodného, 0,05 % Tween a 0,02 % azidu sodného, hodnota pH
7,4). Potom se pfida 50 pl hybridomového prostfedi (nebo
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&isténého 3B9 nebo Fab fragmentu) a 50 pl zkusebniho pufru
(0,5 % hovéziho T-globulinu v TBS pufru) a desky se inkubuji
za teploty 37 Oc po dobu 60 minut. 100 upl biotinylované
anti-mys$i protildtky se prida na jamku ve zkusebnim pufru

a inkubuje jako je popsano vyse. Na jamku se potom prida 100
pl alkalickou fosfatasou konjugovaného streptavidinu

a inkubuje (za teploty 37 Oc po dobu 30 minut). Nato se pfida
100 pl/jamka PNP suBstrétu‘a vse se inkubuje za teploty 37 °c
pS dobu 30 minut. Odeéteni se provede pri optické hustoté

405 nm.

Pro experiment 2 se desky povlecené streptavidinem
(100 pl/jamka, 1 pg/ml, ve fosfatem pufrovaném fyziologickém
roztoku (PBS)) inkubuji za teploty 4 Oc pres noc a testuji,
jak jé popséno didle. Roztok streptavidinu se odsaje, NSB
mista se blokuji 1% BSA v TBS pufru (za teploty 37 °C po dobu
60 minut). Po tomto a kaZdém z nasledujicich krokl se desky
promyji &tyrikrat pufrem. Potom se prida 50 ul biotinylované-
ho IL4 s 50 wl zkuSebniho pufru a vse inkubuje za teploty 37
Oc po dobu 30 minut. Potom se pfidd 50 ul ¢isténého 3B9 IgG
nebo fragmentu Fab (nebo hybridomového prostfedi) a 50 1 -
zkusSebniho pufru a vse se inkubuje za teploty 37 Oc po dobu
60 minut. Potom se pridd 100 wl anti-mys$iho IgG alkalického
fosfatasového konjugatu a inkubuje se za teploty 37 O¢c po
dobu 60 minut. Nato se prida 100 pl PNP substriatu a vse se
inkubuje za teploty 37 Oc po dobu 30 minut. Odecteni se

provede jak je uvedeno vyse.

B. Vypocéet 3B9 afinity pro IL4

Za pouziti vysledkl z experimentld popsanych vyse

a dale uvedeného souhrnu se vypo¢itd Ky pro 3B9, jak popsal
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Beatty a kol., J. Immunol. Methods, 100, 173-179 /1987/:

Kage = '
2(2[Ab*]-[Ab])

kde

AbT znamena koncentraci Ab vazaného pri 150 ng/ml
biotinylovaného hIL4 a

Ab - znamend koncentraci Ab vazaného prfi 300 ng/ml

biotinylovaného hIL4.

Disociaéni konstanta Kd se vypoc¢ita ze vztahu

Kd =
Kafrf

Experiment 1: Test ELISA na streptavidinem povlecené.
desce s 96 jamkami (100 ng/jamka). Kg = 2,2 x 10710 M (3B9
Fab).

Experiment 2: Test ELISA na streptavidinem povledené
desce s 96 jamkami (100 ng/jamka). Kgq = 1,4 x 10710 M (3B9
IgG).

C. Specificita
MAb 3B9 vede k rozpoznani lidského IL4, ale nikoli

k poznani hovéziho nebo my$iho IL4. Jedna cesta ke stanoveni
této skutec¢nosti se uvddi ddle. ELISA se mliZe provadét za
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pouziti desky s 96 jamkami povlecené anti-mys$im IgG

a nasledné blokovani hovézim serovym albuminem, po Kkterém se
s 50 wl 3B9 (100 ng/ml), 25 pl ne-lidkého IL4 a 25 pl
biotin-IL4 inkubuje za teploty 37 ©C po dobu 60 minut, potom
promytou streptavinem konjugovanou alkalickou fosfatasou

a PNP.

Podobné bylo‘zjiéténo, Z2e MAb 6A1 nevede k rozezndni

hovéziho nebo mysiho IL4.
Priklad 3
Humanizovand protilatka

U jedné humanizované protilatky je v umyslu, aby
obsahovala my$i CDRs v zdkladni struktufe humanizovane
protildtky. Tato humanizovand verze IL4 specifické mysi
protilatky 3B9 se pripravi za pouZiti dale uvedenych
opatfeni.

A. ZplUsob cDNA klonovani _ - e

cDNA klony se zhotovi z 3B9 tézkych a lehkych retézcu
z mRNA vyextrahované z 3B9 hydridomové bunécné linie (pfiklad
1) za pouziti soupravy Boehringer Mannheim. Primery
specifické bud pro mysi pantovou oblast nebo kappa konstantni

Usek se pouziji pro prvni provazovou syntézu.
Primer s kappa retézcem (SEQ ID ¢. 29):

5-CTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAATGGG-3'

Primer s 1 tézkym fetézcem (SEQ ID &. 30):
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SGTACATATGCAAGGCTTACAACCACAATC 3.

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

B. Zpusob DNA sekvencovani

MySi cDNA klony s 8 tézkymi fetézci a 1 lehkym
Fetézcem z Gasti A uvedené vysSe se sekvenZuji. Vysledky
sekvengovani variabilnich iseku téchto klonl jsou znazornény
v SEQID & 1 a2 a3 a 4. Kazdy klon obsahujici znameé
aminokyseliny, které se maji konservovat mezi variabilnimi
Uiseky tézkého retézce mysi a variabilnimi udseky lehkého
Fetézce my$i a my$imi signdlnimi sekvencemi. CDR aminokyse-

linové sekvence jsou uvedeny déle.

CDR uUseKky pro tézky fetézec jsou SEQ ID ¢&. 22, 24
a 26 (aminokyseliny 50 aZ 56, 71 az 86 a 119 aZ 129 ze SEQ ID
&. 4), viz obr. 2. Tyto sekvence jsou kodovdny SEQ ID ¢&. 21,
SEQ ID &. 23 a SEQ ID &. 25. CDR useky pro lehky Fetézec jsou
SEQ ID &. 16, 18 a 20 (aminokyseliny 45 aZ 58, 74 az 80
a 113 az 121 ze SEQ ID &. 2), viz obr. 1. Tyto sekvence jsou
kodovany SEQ ID &. 15, 17 a 19.

C. Selekce humanizovanych zakladnich struktur

Po klonovani 3B9 se aminokyselinové sekvence
variabilniho tseku (aminokyseliny 21 aZ 132 ze SEQ ID C.
2 a aminokyseliny 20 az 140 ze SEQ ID &. 4) porovnajil
s lidskou imunoglobulinovou sekvenci z databaze vyuzivajici
kaBAT(R) a databaze SWISS, za ucéelem rozpoznani lidske
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zdkladni struktury jak pro tézZky retézec, tak pro lehky
retézec, které patrné byly dikladné prizpisobeny my$imu
pivodnimu zdroji v sekvencni homologii. Kromé téchto zjisténi
pro sekvenéni homologii se tézké a lehké retézce také hodnoti
proti posiéni databazi vyvolané ze strukturnich modeld domény
Fab, ke stanoveni pripadnych rozpori v dusledku
aminokyselinovych substituci, které mohou ovlivnit
predstaveni CDR. Pro-pfitomhy pripad se nestanovi 2Zadna
zfejma neshoda pri hledani struktury, a proto se vyvozuje, 2e
se pouzZila kodujici DNA z homologné zjisténé aminokyselinoveé-

sekvence.

Pouzivaji se useky zadkladni struktury tézkeho Fretézce
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 pribliZné 77
% homologni (69,4 % identity) k 3B9 variabilnimu udseku

retézce v urovni aminokyseliny.

Pro vhodny variabilni usek zakladni struktury lehkého
fetézce se pouZije variabilni sekvence zakladni struktury
lehkého fetézce 2z lidské protilatky, kterou identifikoval H.
G. Klobeck a kol., Nucl. Acids Res. 13, 6515-6529 /1985/.
Bylo nalezeno, Ze sekvence lidské protilatky je z pribliZné
80,2 % homologni (72,0 % identity) k mySimu 3B9 variabilnimu

Useku lekhého ¥Yetézce v urovni aminokyseliny.

Dané mys$i 3B9 CDRs (SEQ ID ¢&. 15 aZ 26) a sekvence
lidské protilatky vedou k vytvorenli syntetického tézkeého
retézce a PCR uc¢inkuje pri doplnovani a zesileni DNA. Tyto
sekvence se syntetizuji ndsledujicimi prekryvajicimi
oligonukleotidy a zesiluji PCR. SEQ ID ¢&. 31 aZ 37 poskytne
pét pfekﬁibajicich oligl a 2 PCR primery. V oligo 1 (SEQ ID
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&. 31) jsou zjistény preklenovacl baze 5 az 121. V oligo 2
(SEQ ID &. 32) jsou zjistény preklenovaci baze 122 aZ 241

a v oligo 3 (SEQ ID &. 33) jsou zjistény preklenovaci baze
242 az 361. Oba spodni pramenové primery SEQ ID &. 34 a SEQ
ID &. 35 preklenuji baze 134 aZ 110 a baze 253 aZ 230.
Jakékoli chyby v mapované sekveci, které byly inserovany PCR,
jsou korigovany. PCR dovoluje znovu pouziti jako 5'
primerovych nukleotidd 1 aZ 25 SEQ ID ¢. 36 a jako 3°'
primerovych nukleotidd 361 aZ 341 SEQ ID &. 37.

Synteticky variabilni uUsek se liguje do expresniho
vektoru pCD soudasné se syntetickou signdlni sekvenci SEQ ID
¢. 5 a 6 z konstrukce chimérického tézkého retézce spolu
s IgG, lidskym konstantnim usekem. Synteticky Vy, signalni
sekvence nukleotidu a aminokyselinové sekvence jsou uvedeny
na obr. 4 (SEQ ID ¢. 11 a 12). Aminokyselinoveé sekvence CDRs
(SEQ ID &. 22, 24 a 26) jsou identické s my$imi 3B9 CDRs.
Avsak kodujici sekvence pro tyto CDRs (SEQ ID ¢&. 54, 55
a 56) se odlisuji od mysSich 3B9 kodujicich sekvenci (SEQ ID
¢. 21, 23 a 25). Vysledny expresni vektor, IL4hzhcl-1-Pcd je

zndzornén na obr. 9.

CDR genové Useky predem existujici zakladni struktury
lehkého retézce se odstrani restrikénimi fragmenty a nahradi
dale uvedenymi IL-4 CDR geny, které se pripravily synteticky.

Pro CDR1:

SEQ ID &. 38: SCTAGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAAC
TGCAAGG ¥ .

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

TTATATGAACTGGTATCAGCAGAAACCC
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SEQ ID &. 41: GGGTTTCTGCTGATACCAGTTCATATAACTATCACCATCATA

ATCAACACTTIGGGAGGCCTC e }

Pro CDR2: ‘

SEQ ID &. 44: GGGCAGCCTCCTAAGTTGCTCATTTACGCTGCATCCAATCTA
GAATCTGGGGTAC - L

SEQ ID &. 45: CCCAGATTCTAGATTGGATGCAGCGTAAATGAGCAACTTAGG
AGGCTGCCC o .

Pro CDR3: '

SEQ ID &. 42: ATACTAcmTCAGCAAAGrAATGAGGArccrcccAGGﬁc@
CGGAGGGAC

SEQ ID &. 43: CTTGGTCCCTCCGCCGAACCTCGGAGGATCCTCATTACTTIG
CTGACAGTAGT =~

Tyto syntetické variabilni sekvence s lehkym a/nebo
téZkym rfetézcem se pouzivaji v konstrukci humanizované

protilatky.
Priklad 4 : - e
ZpUsob exprese humanizovaného MAb v bunkach COS a CHO

pUC18 subklony pro Vy se pripravi pridanim signalnich
sekvenci plivodné ziskanych z lidské protilatky SEQ ID 4. 5.
Pro V; se pUC18 subklony pripravi pridanim signdlni sekvence
SEQ ID ¢. 7.

Humanizovany tézky retézec, odvozeny od IgG, isotypu,
projevuje 89,3% homologii (84,3 % identity) prfi udrovni
aminokyseliny s mySim téZkym retézcem z 3B9. Tento synteticky
Vy se dostane v aminokyselinach 20 aZ 141 ze SEQ ID &. 11
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a 12.

Humanizovany lehky retézec, lidsky kappa retézec,
projevuje 92,0% homologii (86,6 % identity) p¥fi drovni
aminokyseliny. Tento synteticky V; (aminokyseliny 21 aZ 131
ze SEQ ID &. 13 a 14) obsahujici 3B9 CDRs se navrhne
a syntetizuje jak je popsano vyse pro syntetické tézké

retézce.

DNA fragmenty obsahujici svﬁj>pfislu§ny signdl vazany-
bud k téZkym nebo lehkym variabilnim uUsekim se inseruje do
expresniho plasmidu savéi buriky na bazi pUCl9, ktery obsahuje
CMV promotory a konstantni tuseky lidského tézkého retézce
nebo lidského lehkého retézce chiméry pripravené v prikladu
5 dale, obvyklymi zplUsoby (Maniatis a kol., cit. vyse), za
vzniku plasmidd IL4hzhcl-1Pcd (tézZky fetézec) (obr. 9)

a IL4hzlcl-o-Pcn (lehky retézec) (obr. 10). HZHC a HZLC
plasmidy se kotransfekuji do bunék COS a supernatanty se
zkouseji pomoci testu ELISA, popsaného bezprostredné vyse, na
pritomnost humanizované protildatky po trech a po péti dnech.
Jinad humanizované protildtka se konstruuje s tim rozdilem, Ze

se pouZije isotypu IgG4.

Vyse uvedeny priklad popisuje pfipravu prikladné
konstruované protilatky. Podobné postupy se mohou pouZit
k vyvoji jinych konstruovanych protilatek, za pouZiti jinych
anti-IL4 protilatek (napriklad 6Al1 v pfikladu 7) vyvinutych
béZnymi prostredky.

Priklad 5

Zplusob kontrukce chimérické protildtky
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A. Chiméricky tézky retézec se konstruuje izolovanim
variabilniho uUseku mys$iho tézZkého Ffetézce z pivodné mysSi Mab
3B9, jako EcoRI-BstEII restrikéni fragment. Maly DNA oligomer
se navrhne a syntetizuje k vazani my$Siho variabilniho udseku

s humanizovanym IgG, konstantnim usekem (BstEII-Apal):

5' primer: SEQ ID &. 50:
3' primer: SEQ ID &. 51:
CTNESPGCIAQQR&Mﬁ&AQACG .

Tyto dva fragmenty se liguji do plasmidu pCD (viz obr.
7) (digerovédno s EcoRI a Apal), ktery jiZ koduje lidsky IgG,
konstantni usek. Tento klon neni exprimovan, proto divoky typ
S'UTR a signdlni sekvence jsou deletovany a nahrazeny SEQ ID

¢. 5 a 6.

ProtozZe obvykla restigkce endonukleasového mista neni
dostupnd na 3' konci signdlni sekvence, BstEII misto se

zavede (to znamend provede se tichd mutace) prfes PCR. Pritom

se pouziji tyto PCR primery: - - e

SEQ ID &. 48: 5' primer:
5S'CAGGTTACCCTGAAAGAGTC ¥

SEQ ID ¢&. 49: 3'~primqr:
SGAAGTAGTCCTTGACCAG ¥

Z tohoto plasmidu se potom izoluje BstEII-PstI
restrikéni fragment. Novad signdlni sekvence a 5'UTR se potom
navrhnou a syntetizuji s EcoRI a BstEII konci.

SEQ ID ¢. 46: 5' primer:




- 50 -

AATTCGAGGACGCCAGCAACATGGTGTTGCA
GACCCAGGTCTTCATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTGGTGCCTACGGGC
AG ‘ .

SEQ ID &. 47: 3' primer:

GTAACCTGCCCGTAGGCACCAGAGATCCAGA
GCAACAGAGAAATGAAGACCTGGGTCTGCAACACCATGTTGCTGGCGTC

CTCG

Chiméricky lehky retézec se konstruuje aplikaci PCR
technického postupu'na pﬁvddni mysi 3B9 lehky retézec, ktery
se klonuje do pGEM72f(+) (Promega). PouzZitymi primery je
komeréné dostupny pUC1l8 univerzalni reversni primer na konci
S' (EcoRI) a 3' primer, ktery zavede NarI misto

[SCATCTAGATGGCG CCGCCACAGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCY

SEQ ID &. 52], pouzité k fuzi mysSiho variabilniho udseku

k lidskému konstantnimu uUseku. Tento variabilni usek se potom
liguje do expresniho vektoru pCDN (EcoRI NarI) (obr. 8),
ktery jiZ obsahuje lidsky kappa usek.

Prostfedi supernatantu se zachyti o tfi a pet dni
pozdéji a testuje za pouZiti ELISA timto popsanym zpusobem:
Desky ELISA se povléknou 0,1 ug kozi protilatky specifické
pro Fc usek lidské protildtky. Prostredi supernatantl se
pridd béhem 1 hodiny. Nato se pridd peroxidasa kfenu selského
konjugovanda s kozi protilatkou specifickou pro celou lidskou
IgG protildtku. To se provadi pridanim ABTS peroxidasového
substrdatu (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaitersburg,
MD, USA) béhem 1 hodiny. Stanovi se exprese chiméricke
protilatky. Pri druhém testu ELISA se buniky COS ze
supernatanti obsahujici chimérické protilatky, vaZou
specificky k rekombinantnimu lidskému IL4 proteinu. Tento
vysledek potvrzuje, Ze jsou klonovany geny kodujici pro
protilatku specificky pro IL4.
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B. Humanizovany téZky retézec se také dostane z tohoto
chimérického tézkého retézce. Humanizovany tézky retézec je
navrZen z inserce mysich CDRs do lidské zakladni struktury.
Zvolenda humanizovana zakladni struktura je, jak se popisuje
vySe, nejhomolognéjsi proteinova sekvence ve Svycarské
proteinové databazi, zaloZena na mysi 3B9 Vy (aminokyseliny
20 aZ 140 SEQ ID ¢. 4). Tato sekvence humanizovaného tézkeého
retézce (EcoRI Apal) se pripravuje synteticky a PCR dovoluje
zavést a zesilit DNA, jak je popsano vyse. Tento synteticky
variabilni udsek se liguje do expresniho vektoru pCD (EcoRI
ApaI) dohromady se syntetickou signdlni sekvenci SEQ ID &.

5 a 6 z konstrukce chimérického téZkého retézce a IgG,
lidského konstantniho useku.

Podobné humanizovany lehky retézec muzZe byt odvozen od
chimérického lehkého fetézce, jak je popsano pro tézky
Fetézec. Tento gen (EcoR V Narl) se také pripravuje
synteticky. Humanizovany V; se liguje do expresniho vektoru
pCN, fragmentovaného s EcoRI NarI, spolu se signdlni sekvenci
(EcoRI EcoV). Expresnl vektor poskytuje humanizovany kappa

konstantni usek.
Priklad 6
ZpUisob ¢isténi a termodynamika - humanizovany MAb

¢isténi CHO exprimovaného chimérického
a humanizovaného 3B9 se muZe dosahnout bézZnou proteinovou
A (nebo G) afinitni chromatografii, s nésledujici vyménou
ioni a chromatografii na molekulovém sité. Podobny zpusob
byl dspésné pouZit pro ¢isténi jinych MAbs (napfiklad na
respiraéni syncylidrni virus a malariove cirkumsporozidtove
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antigeny) na c¢istotu vyss$i neZ 95 %.

Afinita a podrobna termodynamika IL4 vazajiciho se na
humanizovanou MAb 3B9 a mys$i 3B9 (priklad 1) se stanovuje
titra¢ni mikrokalorimetrii. Tato metoda spodiva v méreni
vazebnych reakci na zdkladé jejich vnitfniho tepelného
zabarveni reakce (viz napriklad Wiseman a kol., Anal.
Biochem. 179, 131-137 /1989/). Bylo zjisténo, Ze afinita obou
MAbs je prilis mala pro méreni primo za teploty mistnosti.
Tak se provadi tento termodynamicky postup:

i) afinita se méfi za teploty 60 °C, ktera je
dostate¢né mald, aby byla méfena pfimo, a

ii) tepelnd zavislost vazebné entalpie se méri za
teploty od 30 do 60 °c.

Dohromady tyto parametry dovoluji vypoéitat afinitu
v Sirokém 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 vdzajiciho se k humanizované 3B9
a mysi 3B9 pfi hodnoté pH 7,4, se 150 mM chloridu sodného,
za teploty 25 °c
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MAb Kd #G #H -T%S #C
pikomol kJ/ kJ/ kJ/ 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 my$iho 3B9 se méri

¢ctyrikrat a zdvojené.
Priklad 7
Zplusob vyroby a charakterizace krysiho MAb

MAb 6Al, zvolend pro vysokou afinitni vazebnost, je
odvozena od imunizované krysy, za pouZiti stejného postupu
iminuzace, jako je popsan v prikladu 1 pro mys. 6Al je vybran
2 hybridomi (jmenovité hybridomu 3426A11C1B9), pripraveného
Zz krys imunizovanych lidskym IL4.

Hodnota Ky pro 6Al se vypocitd jak popsal Beatty
a kol. v J. Immunol. Methods 100, 173-179 /1987/ a odpovida
2 x 10710 u,

Hybridom 3426A11C1B9 byl deponovan dne 6. rijna 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 depositnim ¢islem 93 100 620 a byl prijat
jako deponovany vzorek z duvodu patentovdni podle Budapestské
imluvy z roku 1977, nafizujici ukladani mikroorganizmu pro

Ucely patentového rizeni.
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Priklad 8

Biologicka aktivita MAbs: 3B9 (humanizovany), 3B9 (mys$i) a
6Al1

Provedly se dale uvedené testy za pouZiti postupl

popsanych v dalsi &asti.
A. Vazani glykosylovaného rhIL4

VySe uvedené protildtky se uvedou do styku s neglyko-
sylovanym rekombinantnim lidskym IL4 (rhIL4), ktery je
produkovan v E. coli. ProtoZe prirozeny lidsky IL4 je
glykosylovan, je dileZité potvrdit vazani na material
secernovany savci bunéénou linii. 3B9 se vazZe rovnés tak
dobfe jak ke glykosylovanému, tak k neglykosylovanému
lidskému rekombinantnimu IL4 a neni proto zaméren na‘epitop,
ktery by byl maskovan na prirozeném lidském IL4.

B. Inhibice IL4 vazani na receptor N e

Schopnost 3B9 inhibovat vadzani IL4 na svaj receptor se
studuje za pouziti 1257 rnIn4 vazaného k bunééné linii
gibona, MLA (ATCC TIB201), ktera nese pribliZné 6000
receptoru na burnku. MLA buriky se inkubuji se 1251114 za
teploty 37 °C po dobu 30 minut. Zachyceni radioaktivity se
stanovi v r1-¢itaéi po oddéleni bunék s vazanym 1257 114
pomoci odstfedovani, pfi pouziti olejového gradientu.
Nespecifické vazdni se stanovi inkubaci v pritomnosti
stonasobného moldrniho pfebytku neznadeného IL4 (Park a kol.,
J. EXp. Med. 166, 476-488 /1987/). Hodnota ICgq pro neznaceny
IL4 pri tomto testu je 22 pM, pokud mnoistvi (pfidaného) IL4
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€¢ini 83 pM. Pro intaktni mys$i (IgG) 3B9 hodnota ICg, odpovida
63 pM a 93 pM pro fragment Fab. Pfi jiné koncentraci IL4
(218 pM) testem stanovené mnoZstvi mysSi (IgG) 3B9 &ini 109

pM.
C. Zpusob inhibice proliferace lymfocytl

Za pouziti metody, kterou popsal Spits a kol. v J.
Immunol. 139, 1142-1147 /1987/ se periferni krevni lymfocyty
Clovéka inkubuji po dobu 3 dnu s fytohemagglutininem,

T buneéénym mitogenem, k regulaci IL4 receptoru. Vysledné.
burniky se potom ddle stimuluji po dobu t#i dnu IL4 receptorem.
Proliferace se méfi inkorporaci 2H thymidinu. B bunééna
proliferace se méri testem, ktery popsal Callard a kol.

v Lymphokines and Interferones, A Practical Approach, kap.
19, str. 345, modifikovanym jak je popsano dale. Cisténé
lidské tonsildrni B buriky se stimuluji po dobu 3 dnu s IL4
imobilizovanym anti-IgM. Proliferace se méri inkorporaci 3y

thymidinu.

3B9 (mysi) inhibuje 3H--thymidinovou inkorporaci. .
perifernimi krevnimi T lymfocyty &lovéka stimulovanymi 133 pM
IL4 a lidskymi tonsildrnimi B lymfycyty stimulovanymi 167 pM
IL4. IL2 stimulované T lymfocyty nepusobi. Hodnota IC5y pro
inhibici T bunééné proliferace &ini 30 PM a pro B bunécénou
proliferaci ¢ini 103 pM. Odpovidajici hodnoty pro Fab
fragment 3B9 (my$i) jsou 108 a 393 pM.

D. Zpusob inhibice ¢€D23 indukce
CD23 je nizko afinitni receptor pro IgE (FcERII) a je

indukovan na membrané zbyvajicich B lymfocytd nizkymi
koncentracemi IL4 jako nezbytné nutnym predpokladem pro
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produkci IgE. Cisténé lidské tonsildrni B buriky se stimuluji
po dobu 2 dnu s IL4. Procento bunék exprimujicich CD23
receptor se stanovi pritokovou cytometrii (Defrance a kol.,
J. Exp. Med. 165, 1459-1467 /1987/). 3B9 (mys$i) inhibuje
CD23 expresi lidskych tonsilarnich B lymfocytd stimulovanou
8,3 pM IL4 s hodnotou ICg, odpovidajici 136 pM.

E. ZplUsob inhibice IgE sekrece

Na rozdil od jinych testl, kde se IL4 pridava pri
koncentracich ECg, (Pere a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. 85,
6880-6884 /1988/), IgE sekrece se zjistuje v pfitomnosti IL4
v koncentracich poskytujicich maximdalni sekreci, za ucelem
sniZeni inherentni variability v tomto systému. T bunééna
proliferace se stanovi jak je uvedeno ddle. Periferni krevni
lymfocyty ¢lovéka se inkubuji s IL4 po dobu mezi 10 a 18 dny,
vyhodné 12 dnu. Koncentrace IgE v supernatantu kultury se

stanovi pomoci ELISA.

IgE sekrece se inhibuje 3B9 (mysi) a Fab fragmentem
3B9 v pritomnosti 1,7 nM IL4, co poskytne hodnoty ICgq -
odpovidajici 1,9 a 5,0 nM. Experiment se opakuje za pouziti
niZsi koncentrace IL4, kterd ¢ini 667 pM, co sniZuje hodnotu
ICgo na 0,65 mM pro 3B9 (my$i). Molarni pomér protilatky
(IgG) k IL4 zUstavad nezménén (1l:1) ve zkousenych

koncentracénich rozmezich.
F. Shrnuti a interpretace hodnot
Molarni poméry IL4 k ruznym MAbs, vyZadované pro 50%

inhibici funkce pfi biologickych testech, jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Tabulka 2

Komparativni aktivity MAbs 3B9, 6Al a humanizovaného 3B9
(varianty IgG; a IgG,) pfi biologickych testech zavislych
na IL4 ' ‘

Test 'ICSO (pM) (rozmezi),

MysSi 3B9 Mysi 3B9 Krysi 6Al Humanizovany 3B9.

(Fab)
IgGl IgG4a™

RBA 63 (17-109)2 93 >50 000
T buika 30 (10-40)4 108 87 44 (30—56)3 40
B bunka 103 (79-120)3 393 187 47 (10-80)3 79
CD23 136 (53-272)4 216 80 333
indukce : o e
IgE 658 (370-1070)¢ 623 (412-833), 54 (35-83),
syntéza 1170 406

n = pocet provedenych oddélenych testu
* IgG, a IgG, varianty se testuji v odlisnou dobu

Pri vsech testech, s vyjimkou sekrece IgE, se IL4
pridavd v koncentraci pribliZné EDg,. Molarni pomeéry
protildatky k IL4 vyZadované pro 50% inhibici jsou podobné pro
lidsky 3B9, mysSi 3B9 a 6Al1 ve dvou testech proliferace
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lymfocyti, ale vyssi pro humanizovany 3B9 pfi testu indukce
CD23, co je zvlasté citlivy test zfejmé vyzadujici velmi
nizkou napli receptoru (pfiblizné 5 %) (Kruse a kol., EMBO J.
12, 5121 /1993/), a jak je zFejmé z vysledkd dosaZenych

s mys$i 3B9, pusobi vnitini zménu testu.

Porovnani aktivit krysi 6Al a my$Si 3B9 dokladd podobny
profil funkénich uéinnosti, ale neo¢ekavané selhdni 6Al pri
plmé inhibici vazani radicaktivne jddovaného IL4 na sve
receptory. Za radioaktivne jodovany IL4 pouZivany pri testu
vézani receptoru se md povazovat jodovany tyrosin ptistupny
na zbytku 124. Pokud se porovna schopnost 6Al inhibovat
expresi CD23 indukovanou bud neznadenym nebo jodovanym IL4,
zjisti se, Ze inhibice Je méné Gdéinna oproti jodovanému
ligandu. Tyto vysledky ukazuji, Ze 6Al se vazZe k IL4 v uUseku
tyrosinu 124, ale toto vazani neni specificke.

Tak posledni hodnoty ukazuji, Ze 6Al je neutralizuji-
ci protilatka o vysoké afinite, vadzajici se k velmi odlisnym
Uusekum IL4 spisSe neZ 3B9.

Priklad 9
Farmakokinetické udaje

Farmakokinetika humanizované 3B9 se stanovuje
u saméich krys kmene Sprague Dawley. Humanizovana& 3B9 se
podd étyfem zvifatum jako i.v. bolus v davce 1 mg/kg, pricemi
ve vzorkovadni krve se pokraduje po dobu 5 tydni po davce.
Koncentrace humanizované 3B9 v plasmé se stanovuje za pouziti
IL4/anti-lidského IgG sendvic¢e ELISA urceného k potvrzeni
nejen pritomnosti cirkulujiciho lidského IgG, ale take
schopnosti vazat se k rekombinantnimu lidskému IL4.
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» Vysledky z této studie jsou shrnuty do tabulky 3.

Tabulka 3

Farmakokinentika humanizované 3B9 v saménich kryséach kmene
Sprague-Dawley (ddvka 1 mg/kg, i.v. bolus)

CLP (ml/h/kg)

krysa 1 0,442
krysa 2 0,655
krysa 3 0,555
krysa 4 0,447
prumér 0,525

smérodatnad odchylka 0,101

Zkratka farmakokinetického parametru:
Clp znamena zdanliva clearance plasmy

Udaje ukazuji, Ze interanimalni variabilita je
relativné mald a vymizeni humanizované 3B9 z plasmy se zda
byt dvojfézové. Zdanlivad celarance plasmy je nizka (0,5
ml/h/kg). Polocas Zivota se zda byt 11 dnu. Tak farmakokine-
tické charakteristiky humanizované 3B9 odvozené od CHO bunék
jsou konsistentni s jinymi humanizovénYmi monoklondalnimi
protilatkami u krys. Dlouhy poloc¢as Zivota humanizované 3B9
u krysy pri cirkulaci také naznacuje, Ze kdyZ se podava
humanizovana 3B9 ¢lovéku, je pravdépodobné dc¢inna béhem

prodlouZzeného c¢asového obdobi.
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Do vyse uvedeného popisu je zahrnuta rfada modifikaci
a variaci a océekava se, Ze budou zrejmé odbornikovi v oboru.
Napriklad useky lidské zakladni struktury nebo jejich
modifikace, jiné neZ jsou vysSe popsané priklady protilatek,
se mohou pouzit pfi konstrukci humanizovanych protilatek.
Takové modifikace a zmény prostfedku a zplsobl podle tohoto
vynalezu se pokladaji za zahrnuté do rozsahu pripojenych

patentovych narokui.
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CaT
His
100

asn

ACA
The

Gac
Asp

Gln

GGT
Gly

Lys

Azg
8s

ccT

Pra

GAG
Glu

ATC CTG CTA TGG GG

Ile

Lau

7 GIG

Azg

Asp

cxc
leu
70

by
Phe

GIG

-~
-

Asp Pro-

Val

aAla

AGT
Sex

GAG
Glu

ccr

lau

oxye]
Leu

ACT
Thr

40

Taz

-

Ila

Gly

GAG
Glu

(etele]
?zo
120

Trp Val
10

ACT Caa
Thr Gln
25

ATC TCC

Ile Ser

ATG AXC
Met Asn

TAT GCT
z Ala

AGT GGG
Ser Gly
s0

Glu Asp

105

ACG T7C
Thr Phe

oncefifonde]
Leu Leu

Cys Lys

GG T
T3 Tys
80

Ala Ser
7s
TCT GGG

Ser Gly

GCT GCA
Ala Ala

GGT - GGA
Gly Gly

2) Informace pro SEQ ID &. 2:

CIC
Lau

Ala

ACA
Thr

ACC
The

GGC
Gly
125

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 132 aminokyseln

b) Typ: aminokyseliny

d) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: protein

=

T ICT

Ser
30

AGC
Sex

Gln

CIA
Leu

Asp

TAT
Tvr

110

ACT

GTT
Val
15

pyyed

Gln

TaC
Tyr

Lys

T -

Sax
80

acc

(3] Ei
2]
“u

CG.

Leu

48

96

144

192

240

288

338

384

396




xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 2:

. e
Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Lau Tzp Val Leu Leu Leu Tzp Val Pro
b S 10 . 1s

Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Leu Tar Gla Ser Pro Ala Ser Leu Ala
20 23 3¢

Val Ser Lau Gly Gln Arg Ala Thr Ile Sex Cys Lys Ala Ser Gin Ser
3s 40 45

Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asa Trp Tyr Gla Gln Lys Pzo

50 85 60

Gly Glm Pro Przo Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn lLeu Glu Ser
63 70 75 80

0

Gly Ile Pzo Ala Arxg Phe Ser Gly Ser Gly Sex Gly Thrz Asp Phe Thr
85 , ' 80 9s

Leu Asn Ile His Pro Val Glu Giu Glu Asp Ala Ala Thr Tyz Tyr Cys
100 108 110

.

Gla Gln Ser aAsn Glu Asp Pxo Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys leu
113 ' 120 125

Glu Ile Lys Arg
130 .

2) Informace pro SEQ ID &. 3:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 483 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/klic¢: CDS
b) Lokace: 64..483

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 3




GAATTCGCGG CCGCTATGCA GGGACAATCA GCAGCAGCAA TGAGGAAGTA AGCCIGIG:a 60
da: ATG AAC AGG CTT ACT T2C TGA TG CIG CIG C7G arT GIC CCT Gaa 108
Met Asn Axzg Leu Thr Sar Ser Lau Lau Leu Leu Ile Val Pxg a1
1 S 10 15
TAT GIC C2G ICCCAGG‘I‘:ACTC:GAAAGAGTCTGGCCCTGGGMA G 158
Tyz Val Leu Ser Gln Val Thr Leu Lys Giu Sar Gly Pro Gly Ile Lau '
20 25 30
CAG CCC TCC CAG ACC CIC AGT CTG ACT IGT TCT TIC TCT GG3 TTT TCA 204
Gln Pzo Ser Gln Thr Leu Ser lLeu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser
) 3s 40 45
CTGAGCACTI'C‘:GGIM'GGGTGTGAGCTGGM‘TCGICAGCC?TCAGGA 252
Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Azg Gln Pro Ser Gly
L1y) 55 60
AAG GGT CTG GAG TGS CTC GCA CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC 300
Llys Gly Lau Glu Tzp leu Ala His Ile Tyr Trp Asp asp Asp Lys Arg
63 70 75 '
TAT AAC CCA TCC C7G AAG AGC CGG CIC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC 348
Tyz Asn Pxo Ser Leu Lys Ser Axg Leu Thr Ila Sex Lys Asp Thr Ser
80 85 90 95
AGC AAC CAG GTA TTC CTIC AAG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT 396
Ser Asn Gln 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 GTG TTC TAC 763 TAC TTC 444
Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val She Tyr Trp Tyr Phe
115 120 125
GAT GIC TGG GGC.GCA GGG ACC ACG GIC ACC GTC TCC TCA 483

Asp Val Tzp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

&

130 135 © 140

2) Informace pro SEQ ID &. 4:




i)

ii)

xi)

Met Asn
1

Val Lau

Pza. Ser

Ser Thx

S0

Gly Leu
65

Asn Pro

Val T
130

Axg

Sez

Gln

is

Ser

Glu’

Val

Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 140 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

Typ molekuly: protein
Popis sekvence: SEQ ID

Lau Thr Ser Ser leu Leu Lau Lau
L} : 10

Gln Val Thr Leu Lys Glu Ser Gly

20 25

Thr Leu Ser Lau Thr Cys Sar Phe
40

Gly Met Gly Val Ser Tzp Ile Arg
S35

Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp
70 75

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ila Ser
85 90

Phe Leu Lys Ile Thr Ser Val Asp
100 10§

Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe
120

Ala Gly Thar Thr Val Thr Val Ser
135

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 5:

i) Charakteristiky sekvence:

-

C.

Ile

Pro

Asp

Lys

Thr

Tyr

Ser
140

val

Gly

Asp

Asp

Ala

Trp
125

Pzo

Ile

30

Phe

Ser

Lys

110

Tyr

Ala Tyr
15

Leu Gln
Ser L;u
Gly Lys
Arg Tyr

80

Ser Ser
95

Thr Ala

Phe Asp
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a) Délka: 60 part bazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klié&: CDS
b) Lokace: 1..60

x1) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 5:
AIG GIG TTG CAG ACC CAG GTC TIC ATT TCT CIG TIG CTC TGS ATC TCT
Met Val Leu Gla Thr Gln Val Phe Ila Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 : 10 is
GGT GCC TAC GGG

Gly Ala Tyr Gly
20

2) Informace pro SEQ ID &. 6:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 20 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

¥i) Panie sekvence: SEQ ID &. 6:

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Se:r

1 S 10 S 13

Gly ala Tyr Gly
20
2) Informace pro SEQ ID ¢. 7:

48

60
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i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 57 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznamid

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/kli¢: CDS
b) Lokace: 1..57

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 7:

ATG GGA 7G5 AGC IGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA GCT‘ACQ GGT
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Lau val Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 1s

GTC Cac TCC
val His Ser

2) Informace pro SEQ ID ¢. 8:

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

ii) Typ molekuly: protein

-

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 8:

Met GLy Tzp Ser Cys Ile Ile Lau Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

Val His Sex .

48

57




2) Informace pro SEQ ID ¢&. 9:

ATG
Met

GGT
Gly

CaG
Gln

CIG
Leu

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 423 paru béazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:

a) Jméno/kli&: CDS

b) Lokace: 1..423

x1) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 9

GTG TTG CAG ACC CAG GIC T°C ATT
Val Leu Gln Thr Gla Val Phe Ile

GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG AAA
Ala Tyr Gly Gln Val Thr Lau Lys
20 25

CCC TCC CAG ACC CTC AGT CTG ACT
Pro Ser Gln Thr Leu Ser lLeu Thr
s 40

AGC ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC
Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser
S50 535

piovy
Sex
1qQ

GAG

Glu

IGT
Cys

66

P

CI3 TIG CTC
Leu Leu Leu

ICT G&GC CCT
Ser Gly Pza

Ser Pha Ser
43

ATT CGT CaG
Ile Arg Gln
60

GG

GGG
Gly

P4

30

GGG
Gly

ATC TCT
Ile Ser
15

ATA TTG

Ile Leu

TTT TCA
Phe Ser

TCA GGAa
Ser Gly

GGT CTG GAG TGS CTG GCA CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Axg

70

75

80

48

96

144

192

240
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TAT AAC CCA TCC CTG AAG AGC CGG CIC ACA ATC TCC AAG GAT ACC TCC
Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Sez Arg lau Thr Ile Ser Lys Asp Thr Sax
8sS 30 35

AGC AAC CAG GTA TTC CIC ARG ATC ACC AGT GTG GAC ACT GCA GAT ACT
Sexr Asa Gln val Phe Leu Lys Ila Thr Sar Val Asp T™hr Ala Asp x
100 105 : 110

GCC ACA TAC TAC TGT GCT CGA AGA GAG ACT GIG TTC TAC TGG TAC TIC
Ala Thr Ty= Tyr Cys Ala Azg Arg Glu Thz Val Phe Tyr Trp Tyr Phe
1135 120 125

GAT GIC TGG GGCT GCA GGG ACC ACG GIC AcCC GTC TCC TCA
Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 135 . 140

2) Informace pro SEQ ID &. 10:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 141 aminokyselin

b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedarni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 10:

Met Val Leu Gin Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Tzp Ile Ser
T 3 10 15 -

Gly Ala Tyr Gly Gla Val Thr Lau Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu
20 25 30

Gln Pro Ser Gln Thr Leu Sex Leu Thr Cys Sar Pha Ser Gly Phe Ser
35 40 . 45

Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser Trp Ile Axg Gla Pro Ser Gly
50 | L] 60

Lys Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arxg
65 70 : .78 80

Tyz Asn Pzo Ser Lau Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Saer
as 90 -’ 95

Ser Asn Gla Val Phe Lau Lys Ile Thr Ser Val Asp Thr Ala Asp Thr
100 108 110

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thr Val Phe Tyr Tzp Tyr Pha
118 120 125

ASp Val Tzp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
130 . 135 140

288

338

384

423




2) Informace pro SEQ ID &. 11:

Lys

65 .

TAC
Tyrx

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 423 pard bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 11:

val

Gce

Ala

elefed
Pro

TCG
Ser
50

Gly

AAC
Asn

Leu

TAC

Tyz

ACC

35

ACC

CTA
Leu

CCG
Poo

a) Jméno/kli&: CDS
b) Lokace:

CaG

Gln

GGG
Gly

20
CaG
Gln

Tcc

Ser

Glu

Ser

GGT
Gly

GG
Tzp

oyyc
Leu

85

CiG G7C

Gin

GTT ACC

Val

Leu

arG
Met Gly

55

£

70

ana TCC
Lys Se;

Val

1..423

TIC

Ile Ser
10

Phe

™
-\3

CGT Gaa
qu Glu
25

Leu

TTA ACC TGC
Leu Thr Cys
40

GTT
Val

TCC TGS
Ser Trp

CAC ATC TAC
His Ile Tyr

CGT CIG ACG
Arg lLau Thr
90

ATT ICT C16

Leu Leu

TCC GGT
Sex

aACC
The

TIC
Phe

ATC
Ile

CGT
Arg
60

TGG
Trp
78

Gac
Asp

ATA TCC
Ile Sar

TIG CIC

GG ATC
Leu Tzp Ile

15

CCS GCa CTa ¢

Ala Leu
30

Pzxo

TCC-G3T TTC
Sex Gly Phe
45

CaG
Gln

CCG CCs
Pro Pro

Gac
Asp

GAC AAA
Asp Lys

AAA GAC ACC

Lys Asp Thr
95

cTr -

Ser

Ld
-

Val

TCC
Sar

GGT
Gly

CGT
Arg
80

Icec
Sar

48

96

144

192

240

288




C3T AAC CAG GTT GTT CIG ACC ATG ACT AAC ATG GAC CCG GTT GAC ACS 336
Arg Asn Gln Val Val Lau Thrx Met Thr Asn Mat Asp Pro Val Asp Thar
1400 108 110

GCT ACC TAC TAC IGC GCT CGA CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGS TAC nc‘ 384
Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Glu Thz Val Phe Tyr Tzp Tyr Phe
11s 120 125

GAC GTIT TGG GGT CGT GGT ACC CCA GIT ACC GTG AGT TCA 423
~ AsSp Val Tzp Gly Arg Gly Thr Pra Val Thr Val Ser Ser
130 135 140

2) Informace pro SEQ ID ¢. 12:

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

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 12:

Met Val Leu Gla Thr Gla Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Sar
1 S 10 - s

Gly Ala Tyr Gly Gln Val Thr lZeu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val
20 25 30

Lys Pzo Thr Glan Thr Lau Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser
3s 40 ) 45

Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Sar Trp Ile Arzg Gln Pro Pro Gly
S0 - -1 60

Lys Gly Leu Glu Trp Lau Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg
65 70 75 80

Tyr Asn Pzo Ser Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Sar
as 30 95

Arg Asn Gln Val Val leu Thr Met Thr Asa Met Asp Pro Val Asp Thr
100 105 110

Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Azg Glu Thr val Phe Tyr Trp Tyr Phe
11s . 120 128

Asp val Izp Gly Arg Gly Thr Pzo Val Th: Val Ser Ser
130 135 40




2) Informace pro SEQ ID &. 13:

i) Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 393 paru bazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klié: CDS

b) Lokace: 1..393

xi) Popis sekvence: SEQ ID &.

ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CzC 12¢C

Met
1

GTC

Val

ICcT
Ser

Asp

Gln
63

GTA
vVal

Gly ?=

CaC 1CC
His Ser

CIG GGC
Leu Gly
3s

TAT GAT

Tyr Asp
S0

Pro Pro

CCT GaC
Pzc Asp

Serz

Gar
Asp
20

Glu

Cys Ile Ile Leu Phe
5

ATC GIG ATG ACC CAG
Ile Val Met Thr Gln
- 25

AGG GCC ACC ATC AAC
Arg Ala Thr Ile Asn
40

GAT AGT TAT ATG AAC
ASp Sex Tyr Met asn
55

TIG CIC AT? TAC GCT
Leu Leu Ile Tyr Ala
70

TIC AGT GGC AGC GGG
Phe Ser Gly Ser Gly
85

Leu
10

ICcT

Ser

e
Cys

pie
Tep

Ala

opy
Ser
9q

GTA GCa
Val Ala

CCA Gac
Pzo asp

AAG GCC
Lys Ala

TAT CaG
Tyr Gla
80

TCC AAT
Ser asn
75

GGG ACA
Gly Thr

13:

ACA GCT ACA GGT
Thr Gly

Thr Ala

ICG Cc2a
Ser Leu
* 30

TCC Caa
Ser Gln
45

Gla Lys

Lau Glu

GAT TTC
Asp Phe

1s
GCT

aAla

AGT
Ser

cce
Pra

TcT
Ser

Thr
95

GTG
val

GTT
Val

GGG
Gly

GGG
Gly
80

Leu

48

96 -~

144

192

240

288




ACC ATC AGC AGC C2G CAG GCT GAA GAT GTG GCA GTA TAC TAC IGT CaG

Thr Ile Sar Sar leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin
108 108 110

CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG TTC GGC GGA GGG ACC AAG GIG GaG
Gln Ser Asn Glu Asp Pzo Pro Arg Phe Gly Giy Gly Thr Lys Val Glu
115 120 125

ATC AAA CGT
Ile Lys Arxg
130

2) Informace pro SEQ ID &. 14:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 131 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

Xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 14:

Met Gly Txp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 L 10 - 15

Val His Ser Asp Ile Val Met Thr Gln Sar Pzc Asp Sezr Leu Ala Val
20 25 30

Ser Lau Gly Glu Arg Ala Thr Ile asn Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val
35 40 45

Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pzo Gly
50 §5 60

Gln Pze Pzo Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly

65 70 75 80

Val Pro Asp Arg Phe Ses Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr lLeu
as 90 95

Thr Ile Sar Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gina
1c0 108§ 120

Gln Ser aAsm Glu Asp Pro Pro Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Qlu
115 120 125 !

Ile Lys Axg
130

338

384

393
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2) Informace pro SEQ ID ¢. 15:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 45 paru bazi
b) Typ: nukleovad kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klic: CDS
b) Lokace: 1..45

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 15:

AAG GCC AGC CAA AGT GIT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC

Lys Ala Ser Gln Sar Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn
1 5 10 15

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 16:

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

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 16:

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

1 5 10 15

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 17:

43
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i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 21 par bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/kli&: CDS
b) Lokace: 1..21

X1i) Popis sekvence: SEQ ID &. 17:

GCT GCA TCC AAT CTA GAA ICT 21

Ala Ala Ser aAsn Leu Glu Ser
1 5

2) Informace pro SEQ ID &. 18:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 7 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: protein

x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 18:

Ala Ala Ser Asn Lau Glu Ser
1 S

2) Informace pro SEQ ID &. 19:
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i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 27 paru bazi
b) Typ: nuklecova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA
ix) Rysy:

a) Jméno/klic: CDS
b) Lokace: 1..27

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 19:

CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG
s Gln Gl Ser Asn Glu Asp Pro Pro Th=x
1 5

2) Informéce pro SEQ ID ¢. 20:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 9 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 20:

Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pro Pro The
1 5

2) Informace pro SEQ ID ¢. 21:

i) Charakteristiky sekvence:

27
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a) Délka: 21 par bdazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klic¢: CDS
b) Lokace: 1..21

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 21:

ACT TCT GGT AIG GGT GIG aGC
Thr Ser Gly Met Gly Val Ser
b! 5

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 22:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Delka: 7 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 22:

Thr Ser Gly Mer Gly Val Ser
1 5

2) Informace pro SEQ ID &. 23:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 48 paru bazi
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b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klié: CDS
b) Lokace: 1..48

xi) Popis sekvence: SEQ ID C. 23:

CACMTTACTGGGAIGAIGAéMGCGCTM‘AACCCA'!CCC‘!GAAGAGC
His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser leu Lys Ser
1 s 10 15

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 24:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 16 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Azg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Sar
1 5 10 1s

2) Informace pro SEQ ID ¢. 25:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 33 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina

48
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c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznamad

ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jménq/klié:vCDs
b) Lokace: 1..33

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 25:

Am\cx;uncnctﬂ::m:ﬁx'nC1mcsxrcm 33

Azg Glu Thr Val Phe Tyz Trp Tyr Phe Asp Val
1 5 10

2) Informace pro SEQ ID &. 26:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 11 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina
d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 26:

Arg Glu Thr Val Phe Tyr Trp Tyr Fhe Asp Val
1 S 10

2) Informace pro SEQ ID &. 27:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 27 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
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d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: cDNA

ix) Rysy:
a) Jméno/klic: CDS
b) Lokace: 1..27

xi) Popis sekvence: SEQ ID C. 27:

CAG CAA AGT ART GAG GAT CCT CCG AGS
Gln Gln Ser Asn Glu Asp Pxo Pro Arg
1 s

2) Informace pro SEQ ID &. 28:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 9 aminokyselin
b) Typ: aminokyselina

d) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID C. 28:

Gln Gla Ser Asn Glu Asp Pro Pzo Arg
1 5

2) Informace pro SEQ ID ¢. 29:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 36 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

27
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ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 29:
CTAACACTCA TTCCTGTTGA AGCICTIGAC AATGSS
2) Informace pro SEQ ID ¢&. 30:
i) charakteristiky sekvence:
a) Délka: 29 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 30:
GTACATATGC AAGGCTTACA ACTACAATC

2) Informace pro SEQ ID ¢. 31:

i) charakteristiky sekvence:
a) Délka: 117 paru bazi
b) Typ: nukleova Kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 31:

38

29




GGTTACCCTG CGTGAATCCG GTCCGGTACT AGTTAAACCS ACCTAGACCT TGACSITAAC

CTGCACCTTC TCCIGGTTTCT CCCIGTCGAC CTCSGGTATZG GGIGTTIICCIT GGAICTG

2) Informace pro SEQ ID &. 32:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 120 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny

d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 32:

TCAGCCGSSE GGTAMAGGTC TAGAATGGCT GGCTCACATC TACTGGGACS ACGACAAACG

TTACAACCSG AGCCTGAAAT CCCGICIGAC GATATCCAAA GACACCTCCC GTAACCAGGT

2) Informace pro SEQ ID ¢. 33:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 120 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 33:

TGTTCTGACS ATGSIACCCSG TTGACACCGT TACCTACTAC TGCTGCTCGTC GCGARAACCGT

TTTCTACTGS TACTTCGACG TTTGGGGICG TGGIACCCCA GITACCGIGA GCTCCTAacc

60

7

60

120

84

129
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2) Informace pro SEQ ID ¢&. 34:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 25 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 34:

ACCCGGCGGC TGACGGATCC AGGAA

2) Informace pro SEQ ID ¢. 35:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 24 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 35:
ATGGTCAGAA CAACCTGGTT ACGS
2) Informace pro SEQ ID &. 36:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 25 paru bazi

b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny

25

24
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d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 36:

TTCGGGTTAC CCTGCGTGAA TCCGE ' ) 25

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 37:
bbi) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 21 par bazi
b) Typ: nukleové kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznamad

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) ‘Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 37:

CCAACCCTCG AGIGCCATIG A
2) Informace pro SEQ ID &. 38:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 43 paru bazi
b) Typ: nukleova Kkyselina

c) Retézec: jediny

d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 38:
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CTAGCTGTGT CICTGGGTGA GAGGGTCACC ATCAACTGCA AGS
2) Informace pro SEQ ID ¢. 39:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 39 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 39:
CCTTGCAGTT GATGGTIGGCC CICTCGTCCA GAGACACAG
2) Informace pro SEQ ID &. 40:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 67 paru bazi
b) Typ: nukleovad kyselina

c) Retézec: jediny.
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 40:

TCGAGAGGCT TCCTAAAGTG TTGATTATGA TGGTGATAGT TATATGAACT GGTATCAGCA

GAAACCC

2) Informace pro SEQ ID &. 41:

43

39

60

67
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i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 63 paru bazi
b) Typ: nukleovad kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 41:

GGGTTTCTIGC TGATACCAGT TCATATAACT ATCACCATCA TAATCAACAC TTTGGGAGGC 60

cIC 63

2) Informace pro SEQ ID &. 42:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 51 par bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 42:

ATACTACTGT CAGCAAAGTA ATGAGGATCC TCCGAGGTTC GGCGGAGGGA C 51
2) Informace pro SEQ ID ¢&. 43:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 53 pard bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
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d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 43:

CTTGGTCCST CCGCCGAACS TCGGAGGATC CTCATTACTT TGCTGACAGT AGT
2) Informace pro SEQ ID &. 44:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 55 paru bazi
b) Typ: nukleovd kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznédma

ii) Typ molekuly: DNA (genomickd)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 44:

GGGCAGCCTC CTAAGTTGCT CATTTACGCT GCATCCAATC TAGAATCTGS GGTAC

2) Informace pro SEQ ID &. 45:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 51 par bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

Xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 45:

S3

S5
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CCCAGATTCT AGATTGGAIG CAGCGTAAAT GAGCAACTTA GGAGGOTGCC C

2) Informace pro SEQ ID &. 46:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 83 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
Xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 46:

AATTCGAGGA CGCCAGCAAC ATGGIGTIGS AGACCCAGET CTTCATTTICT CTGTIGCICT

GGATCTCTGG TGCCTACGSS CAG

2) Informace pro SEQ ID &. 47:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 84 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

x1) Popis sekvence: SEQ ID &. 47:

GTAACCTGCT CSTAGGCACC AGAGATCCAG AGCAACAGAG AMATGAAGAC CIGGGTCIGC

AACACCATGT TGCTGGCGTC CICG

S1

‘60

83

60

84
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2) Informace pro SEQ ID &. 48:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 20 paru bazi
b) Typ: nukleovd kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
xi) Popis sekvence: SEQ ID C. 48:

CAGGTTACCC IGAAAGAGTC

2) Informace pro SEQ ID &. 49:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 18 paru bazi
b) Typ: nukleovd Kkyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 49:

GAAGTAGTCC TTGACCAG
2) Informace pro SEQ ID &. 50:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 31 par bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: jediny

20

18
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d) Topologie: neznamad
ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 50:

GTCACCGTCT CCICAGCTAG CACCAAGGGEG C
2). Informace pro SEQ ID &. 51:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 22 paru bazi
b) Typ: nukleovad kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 51:
CTTGGTGCTA GCTGAGGAGA €3
2) Informace pro SEQ ID &. 52:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 47 paru bazi
b) Typ: nukleovad kyselina
c) Retézec: jediny
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 52:

31

22
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CATCTAGATG GCGCCGCCAC AGTACGTTIG ATCTCCAGCT TGGTCCC

2) Informace pro SEQ ID &. 53:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 45 parl bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity
d) Topologie: nezndma

ii) Typ molekuly: cDNA
xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 53:
AAGGCCTCCC AAAGTGTTGA TTATGATGST GATAGTITATA TGAAC
2) Informace pro SEQ ID ¢. 54:
i) Charakteristiky sekvence:

a) Délka: 21 par bazi
b) Typ: nukleovd Kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 54:

ACCTCCGGTA TGGGIGITIC C

2) Informace pro SEQ ID &. 55:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 48 paru bazi

47

45

21




b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: cDNA
X1) Popis sekvence: SEQ ID ¢. 55:
CACATCTACT GG;A;;gCGA CAAACGTTAC AACCCGAGCC TGAAATCC

2) Informace pro SEQ ID &. 56:

i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 33 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina
c) Retézec: dvojity

d) Topologie: neznama
ii) Typ molekuly: cDNA
xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢&. 56:
CGTGAAACCS TITTCTACTG GTACTICGAC GTT
2) Informace pro SEQ ID &. 57:
i) Charakteristiky sekvence:
a) Délka: 393 paru bazi
b) Typ: nukleova kyselina

c) Retézec: dvojity
d) Topologie: neznama

ii) Typ molekuly: cDNA

48

33




ix) Rysy:
a) Jméno/klic¢: CDS
b) Lokace: 1..393

xi) Popis sekvence: SEQ ID &. 57:

ATG GGA TGG AGS TGT ATC ATC CIC TTC T7G GTA GCA ACA GCT ACA GGT 48
Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 , 15

GIC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT CCA GAC TCG CTA GCT GIG 36
Val His Ser Asp Ila Val Mat Thr Gln Ser Pro Asp Ser Lau Ala Val
20 . 2S 30

TCT CTG GGC GAG AGG GCC ACC AIC AAC TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTT 144
Ser Leu Gly Giu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ala Sar Gln Ser Val
3s 40 43

GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT ATG AAC TGS TAT CAG CAG AaA CCC GGG 132
Asp Tyz Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp Tyr Gla Gln Lys Pzo Gly
50 S5 o]

CAG CCT CCT AAG TTG CTC ATT TAC GCT GCA TCC AAT CTA GAA ICT GGG 240
Gln Pzc Przo Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Asn Laeu Glu Ser Gly

-

65 70 75 8Q

GTA CCT GAC CGA TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG ACA GAT TTC ACT CIC 288
Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu '
8s 90 95

ACC ATC AGC AGC CTG CAG GCT GAN GAT GIG GCA GTA TAC TAC TGT CAG 336
Thr Ila Ser Sar Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyzx Cys Gla
100 T 108 . 110

CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCS ACS TTC GGC GGA GGG ACC AAA GIG GAG 384
Gln Ser Asn Glu Asﬁ Pro Pzo Thr Phe Gly Gly Gly Thz Lys Val Glu
118 120 128

ATC AAA CGT ) 393
Ile Lys Arg

2) Informace pro SEQ ID ¢&. 58:
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i) Charakteristiky sekvence:

a) Délka:

b) Typ: aminokyselina

d) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: protein

xi) Popis sekvence: SEQ ID &.

131 aminokyselin

58:

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

1

Val

Ser

Gln

65
Val
Thz

Gln

Ile

S

His Ser Asp Ile

Leu Gly
35

Tyr aAsp
S0

Pro 2xo

Pro asp

Ile Ser

Ser Asn

11s

Lys axzg
130

20

Gin

Lys
Azg
Sex

100

Glu

Asp

Leu

Phe

85

Leu

Asp

Val

Sex

Leu

70

Sar

Gln

Pro

Mat Thr Gln Ser Pzo Asp Ser

Thr Ile
40

Tyr Met

S5

Ila Tyr

Gly Ser

Ala Glu

Pzd Thr Phe Gly Gly Gly Thr

120

2S

Asn Cys Lys Ala Ser

10

45

Asn Tzp Tyr Gln Gln

60

Ala Ala Ser Asn Lau

735

Gly Ser Gly Thr Asp

Asp Val Ala val Tyz

105

80

1235

15

Leu Ala val
30

Gla Ser val
Lys Pzro Gly
Glu Ser Gly

8a

Phe Thx ﬁeu
8s

Tyr Cys Gin
110

Lys vVal Glu
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Applicant’s or ageat's file referencs number International Application No.
P50186-2 ' CTNISS, 270308

INDICATIONS RELATING TO A DEPOSITED MICROORGANISM
(PCT Rule 13bis)

A. The indications made below relate to the microorganism referred to in the description on page 32,
line 14.
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until the publication of the mention of the grant of the patent or until the dare on which the application
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requesting the sample.,
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PATENTOVE NAROKY

1. Fuzovany protein s vazebnou specificiéﬁ pro lidsky
interleukin-4 (IL4), ktery zahrnuje komplementarni determinu-
jici uUseky (CDRs) odvozené od ne-lidskych neutralizujicich
monoklondlnich protilatek, vy znac¢uj ici s e
t i m, Ze disocia¢ni konstanta je rovna nebo men£i nez 2
x 10710 y pro lidsky IL4 a prvni partner fuze.

2. Fuzovany protein podle naroku 1, vy zn a ¢ u -
jici s e t i m, 2e je Géinné vdzan k druhému partneru

3. Fuzovany protein podle ndroku 1, vy zna & u -
jici s e t i m, Ze ne-lidskd neutralizujici
monoklonalni protildtka je vybrdna ze souboru sestavajiciho

Z 3B9 a 6Al.

4. Fuzovany protein podle nadroku 2, vy zna & u -
jici s e t 1 m, Ze druhy partner fuze zahrnuje cely -
nebo c¢ast imunoglobulinového konstantiho tézkého Fetézce nebo

imunoglobulinového konstantniho lehkého Fetézce nebo oba.

5. Fazovany protein podle ndroku 1, vy zna & u -
jici s e t 1 m, Ze sekvence prvniho partnera filze je
sekvence tézkého retézce z aminokyselin 21 aZ 50, 56 az 71,
88 az 119 a 131 aZ 141 SEQ ID &. 12.

6. Fuzovany protein podle ndroku 1, vy zna & u =
jici s e t 1 m, 2e sekvence prvniho partnera fuze je
sekvence lehkého retézce z aminokyselin 20 az 42, 58 az 72,
80 az 111 a 121 az 131 SEQ ID &. 14.
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7. FUzovany protein podle naroku 1, vy zna ¢ u -
j ici s e t 1 m, 2e aminokyselinové sekvence komplemen-
tarnich determinujicich udseku pro tézZky retézec jsou

a) ThrSerGlyMetGlyValSer: SEQ ID ¢. 22,

b) HisIleTyrTrpAspAspAspLysArgTyrAsnProSerLeulysSer:
SEQ ID &. 24 nebo-

¢c) ArgGluThrValPheTyrTrpPheAspVal: SEQ ID &. 26.

8. Fizovany protein podle ndroku 1, vy zna ¢ u -
jici s e t i m, Ze aminokyselinové sekvence komplemen-
tdrnich determinujicich usekl pro lehky rfetézec jsou

a) LeuAlaSerGlnSerValAspTyrAspGlyAspSerTyrMetAsn: SEQ
~ ID &. 16,
b) AlaAlaSerAsnLeuGluSer: SEQ ID ¢&. 18 nebo

¢) GlnGlnSerAsnGluAspProProArg: SEQ ID ¢&. 28.

9. Fuzovany protein podle ndroku 1, vy zna ¢ u -
jici s e t i m, 2e aminokyselinové sekvence komplemen-
tarnich determinujicich usekl pro lehky Eetézec jsou

a) LysAlaSerGlnSerValAspTyrAspGlyAspSerTyrMetAsn: SEQ
ID &. 16, |

b) AlaAlaSerAsnLeuGluSer: SEQ ID ¢. 18 nebo

¢) GlnGlnSerAsnGluAspProProThr: SEQ ID ¢. 20.

10. Komplementdrni determinujici dsek (CDR) imunoglo-
bulinového tézikého retézce, jehoZ aminokyselinova sekvence je

vybrana ze souboru sestdavajiciho 2z

a) ThrSerGlyMetGlyValSer: SEQ ID ¢&. 22,
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b) HsiIleTerrpAspAspAspLysArgTyrAsnProSerLeuLysSer:
SEQ ID ¢&. 24 a
c) ArgGluThrValPheTyrTrpPheAspVal: SEQ ID &. 26.

11. Komplementdrni determinujici uUsek (CDR) imunoglo-
bulinového lehkého retézce, jehoz aminokyselinova sekvence je
vybrana ze souboru sestdvajiciho z

a) LeuAlaSerGlnSerValAspTyrAspGlyAspSerTyrMetaAsn: SEC
ID ¢&. 16,

b) AlaAlaSerAsnLeuGluSer: SEQ ID &. 18,

c) GlnGlnSerAsnGluAspProProArg: SEQ ID &. 28 a

d) GlnGlnSerAsnGluAspProProThr: SEQ ID &. 20.

12. Molekula nukleové kyseliny kodujici komplementarni
determinujici udsek (CDR) imunoglobulinového tézkého retézce,

jehoZ sekvence je vybrana ze souboru sestavajiciho z

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

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

c) AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC: SEQ
ID &. 25,

d) ACC TCC GGT ATG GGT GTT TCC: SEQ ID &. 54,

e) CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC

~ CTG AAA TCC: SEQ ID &. 55 a

£) CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT: SEQ ID
&. 56.

13. Molekula nukleové Kkyseliny kodujici komplementarni
determinujici usek (CDR) imunoglobulinového lehkého retézce,
JehoZ sekvence je vybrdna ze souboru sestavajiciho z

a) AAG GCC AGC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT
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ATG ACC: SEQ ID ¢. 15,
b) AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT GAT AGT TAT
ATG AAC: SEQ ID ¢&. 53,
c) GCT GCA TCC AAT CTA GAA TCT: SEQ ID ¢&. 17,
d) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG: SEQ ID ¢. 19 a
e) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG AGG: SEQ ID ¢&. 27.

14. Humanizovana protilétka obsahujici tézky retézec
a lehky retézec, vy znac¢uijici s e t i m, Z2e tato
protilatka je charakterizovana disociacéni konstantou rovnou
nebo men&i nez priblizné 2 x 10710 M pro lidsky IL4, pfidems
Useky zakladni struktury uvedeného tézkého retézce a uvedené-
ho lehkého retézce jsou odvozeny od alespori jedné zvolené
lidské protildtky a aminokyselinové useky komplementarnich
determinujicich usekl kaZdého z téchto fetézcl jsou odvozené
od ne-lidské neutralizujici monoklondlni protilatky
specifické pro lidsky IL4, kterd je charakterizovana diso-
ciaéni konstantou rovnou nebo mensi neZ priblizZné 2 x 10710
M pro lidsky IL4.

15. Protilatka podle ndroku 14, vy zna ¢ u j.-&+ c 1
s e t i m, Ze je Géinné vdzana k efektorovému prostredku
zvolenému ze skupiny sestavajici z molekuly neproteinové
nosné latky, polystyrenu a plastickych kulicek.

16. Chiméricka protilatka obsahujici tézky retézec
a lehky retézec, vy znacuijici s e t i m, Ze tato
protilatka je charakterizovana disociac¢ni konstantou rovnou
nebo mensi neZ priblizZné 2 x 10710 » pro lidsky IL4, pricemz
aminokyselinové sekvence komplementdarnich determinujicich
Useku kazdého retézce jsou odvozené od ne-lidské
neutralizujici monoklondlni protilatky specifické pro lidsky
IL4, kterad je charakterizovana disociaéni konstantou rovnou
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7952

nebo mensi nez priblizné 2 x 10710 M pro lidsky IL4.

17. Farmaceuticky prostredek, v YZnac¢cujici
s e t i m, Ze obsahuje fizovany protein podle naroku 1
a farmaceuticky prijatelnou nosnou latku.

18. Izolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera je

zvolena ze souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny kodujici fﬁzpvany

protein podle naroku 1,
b) sekvence nukleové kyseliny‘komplementérni k a),

c) sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice
nukleotidd schopnych hybridizace k a) nebo b) za prisnych

podminek a

d) fragment nebo analogu a), b) nebo c), ktery koduje
protein vyznaceny tim, Ze ma specificitu pro lidsky inter-

leukin-4,

pricemz tato sekvence popripadé obsahuje restrikéni

misto.

19. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku
18, vyznacdcujici s e t i m, Ze sekvence kodujici
fuzovany protein zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny z obr.
5, SEQ ID ¢. 13,

20. Izolovanad sekvence nukleové kyseliny podle naroku
18, vyznad¢duijici s e t i m, Ze sekvence kodujici

fuzovany protein zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny z obr.
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4, SEQ ID ¢. 11.

21. Izolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera je

zvolena ze souboru sestavajiciho ze

a) sekvence nukleové kyseliny kodujici komplementarni
determinizujici usek (CDR), kde tento CDR se dostane
z neutralizujici myéi monoklonalni protilatky specifické pro
lidsky interleukin-4, s disociaéni konstantou rovnou nebo

men$i neZ priblizZné 2 x 10710 y,
b) sekvence nukleové Kkyseliny komplementarni k a),

c) sekvence nukleové kyseliny z 18 nebo vice
nukleotidu schopnych hybridizace k a) nebo b) za prisnych

podminek a

d) fragment nebo analogu a), b) nebo c), ktery'koduje
protein vyznaceny tim, Ze md specificitu pro lidsky inter-

leukin-4.

22. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku
21, kde sekvence je vybrana ze souboru sekvenci kodujicich
tézky retézec komplementarniho determinujiciho useku,

sestavajicich z

a) ACT TCT GGT ATG GGT GTG GTG AGC: SEQ ID ¢&. 21,
b) CAC ATT TAC TGG GAT GAT GAC AAG CGC TAT
AAC CCA TCC CTG AAG AGC: SEQ ID ¢. 23,
C) AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC: SEQ
ID &. 25,
d) ACC TCC GGT ATG GGT GTT TCC: SEQ ID ¢&. 54,
e) CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC AAA CGT TAC AAC CCG AGC
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CTG AAA TCC: SEQ ID ¢&. 55 a
f) CGC GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT: SEQ ID
c. 56. ‘

23. Izolovand sekvence nukleové kyseliny podle naroku
21, kde sekvence je vybrana ze souboru sekvenci kodujicich
lehky retézec komplementarniho determinujiciho useku,

sestavajicich z

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

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

C) GCT GCA TCC AAT CTA GAA TCT: SEQ ID ¢&. 17,

d) CAG CAA AGT AAT GAG GAT CCT CCG ACG: SEQ ID &. 19 a

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

24. Rekombinantni plasmid, vy zna & u jici s e
t 1 m, Ze zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny podle naroku
18. '

25. Rekombinantni plasmid, vy zn a & u jici se
t 1 m, Ze zahrnuje sekvenci nukleové Kyseliny podle naroku
21.

akt/ €
26. Hostitelowua bunka transfe&6&ané rekombinantnim

plasmidem podle naroku 24.

/ z ,
27. Hostitelggé bunka transfe&é@ané rekombinantnim

plasmidem podle naroku 25.

28. Zpusob pripravy humanizované protilatky specifickeé
pro lidsky interleukin-4, vy zna ¢ u j1c i1 S e
t 1 m, Ze zahrnuje kultivaci bunééné linie transfekované
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rekombinantnim plasmidem podle naroku 24 za ¥izeni vybranych
regulaénich sekveci schopnych Fidit expresi v téchto burnkach.

29. Zpusob diagnozy alergii a jinych stavi spojenych
s nadmérnou produkci imunoglobulinu E u ¢élovéka, vy zn a -
cujici s e t 1 m, Ze se vzorek biologickée kapaliny
uvede do styku s vysokym tltrem monoklonalni protllatky pro
lidsky IL4 a stanovi se vyskyt vazanl mezi uveqﬁau
monoklondalni protilatkou a lidskym interleukinem-4.

30. Zpusob vysSetreni monoklondlnich protilatek, které
maji vysoky titr pro lidsky interleukin-4, vy zna¢u -

j ici s e t im, Ze se

a) pripravi hybridom bunééné linie vyznacené sekreci
monoklondlni protilatky do lidskeého interleukinu-4 a

b) tato hybridomova bunééna linie vysetri aldehydem
kondenzovanym na lidsky interleukin-4 nebo s biotinylovanym

lidskym interleukinem-4.

31. Neutralizujici monoklondlni protilatka, ktera ma
vysoky titr pro lidsky interleukin-4, fragment Fab nebo jeho
fragment F(ab'),, produkovany vysetfenim sbirky hybridomovych
produkti s aldehydem kondenzovanym na lidsky interleukin-4

nebo biotinylovany lidsky interleukin-4.

32. Neutralizujici monoklondalni protilatka hlodavcu,
specifickd pro lidsky interleukin-4, ktera ma vazebnou
afinitu vy znacdc¢uijici s e disociaéni konstantou

rovnou nebo mensi neZ priblizné 2 x 10710 u,

33. Monoklonalni protilatka podle naroku 32,
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vyznacuijici s e t i m, Ze hlodavcem je mys.

34. Monoklonalni protilatka podle naroku 33, vy -
Zznadcujici s e t 1 m, Ze zahrnuje lehky retézec
aminokyselinové sekvence SEQ ID ¢&. 2 a tézky retézec

aminokyselinové sekvence SEQ ID &. 4.

35. Monoklonalni protilatka podle naroku 32,

vyzaznacuijici s e t i m, Ze hlodavcem je krysa.

36. Monoklonalni protilatka podle naroku 35,
vyznacuijici s e t im, Ze md identifikujici
charakteristiky 6A1l.

37. Hybridom, vy znacd¢uijici S e t im, Ze
ma identifikujici charakteristiky bunééné linie 3426A11C1B9.




Obr. 1

Mys&i protilatka 3B9 s lehkym retézcem
Prirozenda signdlni sekvence

a variabilni udsek

Nukleotidova sekvence SEQ ID ¢&. 1

Aminokyselinova sekvence SEQ ID

ATG GAG
Met Glu
1

ACA
Thr

GAC
Asp

TGG
Trp

GT'T
val
1s

CCA
Pro

GGC
Gly

TCT
Ser

cca
Pro

GCT
Ala

TCT
Ser

30

AcCC
Thr
4Q

ATC
Ile

TCC
Ser

TGC
Cys

GGT
Gly

GAT AGT
Asp Sex

TAT
Ty

ACA

ATC CTG CTA TGG

Thr Ile Leu

S

TCC ACT GGT GAC AT
Thr Gly Asp Ile

Ser

T7G
Leu

GCT
Ala

20

GTG
val

Leu

TCT
Ser

¢. 2

GITG CIG CTG CT¢C
Val Leu Leu Leu
10

Trp

GTG
val

CTG
Leu

ACC CAA
Thr Gln
25

AGG GCC
Arg Ala

GGG
Gly

CAG
Gln

CTA
Leu
35

AAG GCC AGC CAA AGT GIT GAT TAT GAT
Lvs alg Ser an Ser VQL Asp Tvy AsSD

ATG

S3

ccce
Pro

CAG
Gln

Ccca
Pro

AAA
Lys

GAA TCT

Glu Sex
80

GGG
Gly

ATC
Ile

GGG ACa
Gly Thr

GAC
Asp

TTC
Phe
95

GAG GAT
Glu Asp
105

GCT
Ala

GCA
Ala

GAT CCT CCG ACG

AS'D E"o Pro 2nw
129

AAA CGG
Lys Arg

cTC
Leu
70

4s

AAC

Met Asn

CcTC
Leu

GCC
Ala

CTC
Leu

TAT

Tyr
110

GGT
Gly

TGG
TP

ATC
Ile

AGG
Arg
8s

AAC
Asn

TAC
Tyr

GGA
Gly

TAC

™vr
60

TAT
Tyr

TTT
Phe

ATC
Ile

TGT
Cys

GGC
Gly
125

S0

CAA CAG AAA CCA GGA
Gln Gln Lys Pro Gly
63

GCT GCA TCC AAT CTA
L AS el
75

AGT GGC AGT GGG TCT
Ser Gly Ser Gly Ser
g9Q

CAT CCT GTG GAG GAG
His Pro Vval Glu Glu
100

CAG CAA AGT AAT GAG
Gln Gln Ser Asn Gluy
115

ACC AAG CTG GAA ATC
Thr Lys Leu Glu Ile
130

P 698-76

P

39

78
117
156
1385
234
273
312
351
390

396




Obr., 2

MysSi protilatka 3B9 s tézZkym Ffetézcem
Prirozend signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidova sekvence SEQ ID ¢. ?
Aminokyselinova sekvence SEQ ID C. 4

GAATTCGCGG CCGCTATGCA GGGACAATCA GCAGCAGCAA

TGAGGAAGTA AGCCTGTGCA GAT ATG AAC AGG CTT ACT TCC
t Asn Arg Leu Thr Ser

TCA
Ser

CAG
Gln
20

cccC
Pro

TTT
Phe

cGT
Arg

TTG
Leu

GTT
val

TCC
Ser

TCA
Ser

CAG
Gln
60

1

S

CTG CTG CTG ATT GTC CCT GCA TAT GTC CTG TCC

Leu

ACT
Thr

CAG
Gln
35

CTG
Leu

CCT
Pro

ATT TAC TGG GAT GAT GAC

Ile Tvx Trp Asp Asp Aso
, 75

AAG

AGC

Lys Ser

85

CAG
Gln

ACT
Thr

GTA
val

GCC
Ala

CGG
Arg

TTC
Phe
100

ACA
Thr

Leu Leu Ile Val Pro Ala Tyr Val Leu Ser
10 15
CTG AAA GAG TCT GGC CCT GGG ATA TTG CAG
Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
25 30
ACC CTC AGT CTG ACT TGT TCT TTC TCT GGG
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly
-40 43
AGC ACT TCT GGT ATG GGT GTG AGC TGS ATT
Ser Thr Ser Glv Met Glv Val Ser Trp Ile
50 55
TCA GGA AAG CTG GAG TGG CTG GCA CAC
Ser Gly Lys Leu Glu Trp Leu Ala His
70
CGC TAT AAC CCA TCC CTG
Arg Tvr Asn Pro Ser Leu
80 o
CTC ACA ATC AAG GAT ACC TCC AGC AAC
Leu Thr Ile Lys Asp Thr Ser Ser Asn
30 95
CTC AAG ATC AGT GTG GAC ACT GCA GAT
Leu Lys Ile Ser Val Asp Thr Ala Asp
105 110
TAC TAC TGT CGA AGA GAG ACT GTG TTC
Tyr Tyr Cys Arg Arg Glu Thr Val Phe
115 120

40

81

120

159

138

276

193

432

PV ésg-9¢
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Obr. 2 - pokracovani

TAC TGG TAC TTC GAT GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC 471
Ivr Trp Tvx Phe Aso Val Trp Gly Ala Gly Thr Thr Vval
125 130 13s

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

Lidska/my$i 3B9 chimérni protildtka s tézkym Fetdzcem
Signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidovd sekvence SEQ ID &. 9
Aminokyselinova sekvence SEQ ID &. 10

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CTG TTG cTC 33
Met Val Leu Gla Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 S 10 -

%GG ATC TCT GGT GCC TAC GGG CAG GTT ACC CTG AJMA GAG 78
Trp Ile Ser Gly Ala Tyr Gly Gln 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
30 35

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 Sar
40 45 5¢

GGT ATG GGT GTG AGC TGG ATT CGT CAG CCT TCA GGA AAG 185

Gly Met Glv Val Ser Trp Iles 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 Ile Tvr Trp Asp Aso Asp

70 75

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

Lys Arg Tyr Asn 2ro Ser Leu Lvs Ser Arg Leu Thr Ile
85

80 gaQ

TCC AAG GAT ACC TCC AGC AAC CAG 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
105 110 115

GCT CGA AGA GAG ACT GTG TTC TAC TGG TAC TTC GAT GTC 130

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

120 125 130

TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 423
Trp Gly Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser '
133 140
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Obr. 4

Humanizovand 3B9 protildtka s tézkym fetézcem
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 CTC 39
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 S 10

PGS ATC TCT GGT GOC TAC GGG CAG GTT ACC CTG CGT GAA 78
Trp Ile Ser 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 Lau 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 50Q

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

Gly Met Glv Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys
SS 60 63

GGT CTA GAA TGG CTG GCT CAC ATC TAC TGG GAC GAC GAC 234
Gly Leu Glu Trp Leu Ala His Ile Tvr Trp Asp Asp ASD
75

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

Lys Arg Tvr Asn Pro Ser Leu Lvs Ser Arg Leu Thr Ile
80 ’ a3 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
35 100

ACT AAC ATG GAC CCG GTT GAC ACC GCT ACC TAC TAC TGS 351
Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys

105 110 115
GCT CGA CGT GAA ACC GTT TTC TAC TGG TAC TTC GAC GTT 390
Ala Arg u v he Asp V
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




Obr, §

Humanizovana 3B9 protildtka s lehkym rfetézcem
Signdlni sekvence a variabilni usek

Nukleotidovd sekvence SEQ ID &. 13
Aminokyselinovd sekvence SEQ ID &. 14

ATG GGA
Met Gly
1

GCT ACA
Ala Thr
15

GAC
Asp

CcA
Pro

ATC AAC
Ile Asn
40

GAT

CCT CCT
Pro Pro

TCT GGG
Sex Gly
80

TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA

Trp Ser Cys
5

GGT GTC CAC
Gly Val His

TCG CTA GCT
Ser Leu Ala
30

Ile Ile Leu

TCC GAT ATC
Ser Asp Ile
20

GTG TCT CTG
Val Ser Leu

Phe Leu Val

10

ATG
Met

AcCc
Thr

GTG
val

GGC GAG AGG
Gly Glu Arg
3s

GCA AcCA
Ala Thr

CAG TCT
Gln Ser
25

GCC ACC
Ala Thr

TGC AAG GCC TCC CAA AGT GTT GAT TAT GAT GGT

Cys Lvs

AGT TAT ATG AAC TGG

Asp _Ser Tvy Met Asn Trp
55

AAG TTG CTC
Lys Leu Leu
70

ccT
Pro

GAC
Asp

GTA
val

» 1 >

45

TAT

TAC
Tyr a

ATT
Ile

CGA
Arg Phe

8s

v
50

e n
75

CAG CAG AAA CCC GGG CAG
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
60

63

GCT GCA TCC AAT CTA GAA

ey Glu

TTC AGT GGC AGC GGG TCT GGG
Ser Gly Ser Gly Ser Gly

1]

ACA GAT
Thr Asp

TTC
Phe

GAT GTG
Asp Val
105

GCA
Ala

ACT
Thr
95

GTA
val

CcTC
Leu

TAC
Tyr

CCT CCG AGG TTC GGC

Pro Pro Arg

120

CGT
Arg

Phe

Gly

ACC
Thr

TAC

Ty
110

GGA
Gly

ATC
Ile

TGT
cys

GGG
Gly

AGC AGC CTG CAG GCT GAaA
Ser Ser Leu Gln Ala Glu
100

CAG CAA AGT AAT GAG GAT

€ln Gln Ser Asn Glu Asp

115

ACC AAG GTG GAG ATC AAA -

Thr Lys Val Glu Ile Lys
125 130

PVésp-o¢

39

78

117

156

13s

234

273

312

351

390

393




Obr. 6A

Signéini sekvence
Nukleotid SEQ ID C. 5
Aminokyselina SEQ ID ¢. 6

ATG GTG TTG CAG ACC CAG GTC TTC ATT TCT CIG TTG CTC
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu
1 S 10

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

Obr. 6B

Signdlni sekvence
Nukleotid SEQ ID ¢&. 7
Aminokyselina SEQ ID ¢. 8

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

GCT ACA G3T GTC CAC TCC GAT ATC GTG ATG ACC CAG TCT
Ala Thr Gly Val His Ser Asp '
15 ,. 20

39

39

78

M 69¢-9¢
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