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Predlozeny vynalez se tyka rekombinantni protilatkové
molekuly (RAM) a zejména humanizované protilatkové molekuly
(HAM) ,

nukleovych kyselin,

majici specifitu pro lidsky interleukin-5 (hIL-5),
které koduji variabilni domény téZkého a
lehkého retézce uvedené rekombinantni protiléatky, zptsobu
produkce uvedené protilatky za pouziti rekombinantni DNA
technologie a terapeutického pouziti rekombinatni protilatky.

V predlozZené prihlasce vyraz "rekombinantni protilatkova
molekula" (RAM) je pouzit pro popis protilatky produkované
zplisobem, zahrnujicim pouziti rekombinantni DNA technologie.
Vyraz "humanizovana protildtkova molekula" (HAM) je pouzit pro
popis molekuly ziskané z lidského imunoglobulinu. Antigen
vazajici misto miZe obsahovat bud kompletni variabilni domény
fuzované ke konstantnim doménam nebo jeden nebo vice
komplementarnch determinujicich region (CDR) naroubovanych ke
vhodnym rémeckim regiontm ve variabilni doméné. Zkratka "MAb"
je pouzita k oznacdeni monoklonadlni protilatky.

Vyraz "rekombinantni protilatkova molekula" zahrnuje
nejen kompletni imunoglobulinové molekuly, ale také jakékoliv
antigen vazajici imunoglobulinové fragmenty jako Fv, Fab a
F(ab’), fragmenty a jakékoliv jejich derivaty jako jsou

jednoretézcové Fv fragmenty.

Prirodni imunoglobuliny byly uzivany v esejich, diagnoze

a v omezeném rozsahu v terapii.

Pouziti imunoglobulinl v

terapii

bylo branéno tim,

Zze vétSina protilatek potencialniho

pouziti jako terapeuticka c¢inidla jsou MAb produkované fuzi
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bunék sleziny hlodavcl s burikami myelomu hlodavch. Tyto Mab
jsou tak v podstaté hlodav¢i proteiny. Pouziti téchto MAb jako
terapeutickych ¢inidel u lidi mizZe zvyS$it neZadouci imunitni
odpovéd nazvanou HAMA (z anglického Human Anti-mouse
Antibody). Pouziti hlodavéich MAb jako terapeutickych cinidel
u 1idi je inherentné omezeno skutecnosti, Ze lidsky subjekt
bude poskytovat imunologickou odezvu k MAb, ktera bud odstrani

iplné nebo alespori redukuje jeji ucinnost.

Bylo vyvinuto mnoho technik pro sniZeni antigenickych
charakteristik takovych lidskych MAb. Tyto techniky obecné
zahrnuji pouziti rekombinantni DNA technologie k sestaveni DNA
sekvenci, kodujicich polypeptidové retézce protilatkoveé
molekuly. Tyto metody jsou obecné nazyvany jako "humanizacni”

techniky.

Nejnovéj$i metody pro humanizaci MAb zahrnuji produkci
chimernich protilatek, ve kterych antigen vazajici mista,
obsahujici kompletni variabilni domény jedné protilatky, jsou
fuzovana ke konstantnim doméndm ziskanym z jiné protilatky.
Metody pro provedeni takovych chimerizacnich postupld jsou
popsany v EP 0120694 (Celltech Limited) a EP 0125023
(Genentech Inc. a City of Hope). Humanizované chimerni
protilatky vs$ak jesté& obsahuji vyznamny podil ne-humannich
aminokyselinovych sekvenci a mohou jesté stdle vyvolavat
uréitou HAMA odezvu, zejména jsou-1li podavany po delsi dobu
(Begent a spol., Br.J.Cancer, 62, 487 (1990)).

Alternativni redeni, popsané v EP-A-0239400 (Vinter),
zahrnuje naroubovani komplementaritu determinujiciho regionu
(CDR) my$i MAb na ramecky regionl variabilnich domén
lidského imunoglobulinu za pouziti rekombinantnich DNA technik.
Existuji t¥i CDR (CDR1l, CDR2 a CDR3) v kazdych variabilnich
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doménach tézkého a lehkého retézce. Takové CDR-roubované
humanizované protilatky pravdépodobné mnohem méné zvysSuji HAMA
odpovéd nez humanizované chimerni protilatky vzhledem ke
mnohem niZz$imu podilu ne-humannich aminokyselinovych sekvenci,
které obsahuji. V Riechmann a spol. (Nature, 332, 323-324
(1988)) bylo nalezeno, Ze transfer CDR samotnych, jak definuje
Kabat (Sequences of Proteins of Immunological Interest, US
DEpartment of Health and Human Services, NIH, USA (1987))
nebyl dostadujici pro poskytnuti vyhovujici antigen vazajici
aktivity v CDR-roubovaném produktu. Riechmann a spol. zjistili,
e bylo nezbytné konvertovat mnoho zbytkd mimo CDR, zejména ve
smyéce pripojené k CDR1. AvSak vazebnd afinita nejlepsSich
CDR-roubovanych ziskanych protilatek byla jesté vyznamnéjsi

nez pivodni MAb.

Ve VO 91/09967, Adair a spol., popisuji CDR-roubovanou
protilatku t&zkého a lehkého fetézce a determinuji hierarchii

donorovych zbytki.

Ve VO 93/16184 Chou a spol. popisuji dezén, klonovani a
expresi humanizovanych monoklonadlnich protilatek proti
lidskému interleukinu-5. Je navrzen zplsob selekce lidskych
protilatkovych sekvenci, které maji byt pouzity jako humanni
ramecky pro humanizaci zvifecich protilatek,
zahrnujici stupné porovnani humdnnich variabilnich doménovych
sekvenci s variabilnimi doménovymi sekvencemi ze zvifeci MAD,
kterd se humanizuje, na procentickou identitu, sekvencni
dvojznadnosti a podobné PIN-regionové vzddlenosti. PIN-regionova
vzdalenost je definovana jako pocet zbytk( mezi cysteinovymi
zbytky, tvoricimi intra doménové disulfidové mistky. Vybere se
lidska protilatka, majici nejleps$i kombinaci téchto rysa. Je
také navrZena metoda stanoveni, které variabilni doménové

zbytky zviteci NAb by mély byt vybrany pro humanizaci,
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zahrnujici stanoveni potencidlniho minima zbytkl (zbytky,
které obsahuji CDR strukturni smyc¢ky a zbytky vyZadované pro
podporu a/nebo orientaci CDR strukturnich smycek) a maximum
zbytktl (zbytky, které obsahuji Kabatovy CDR, CDR strukturni
smycky, zbytky vyZadované pro podporu a/nebo orientaci CDR
strukturnich smycek a zbytky, které spadaji do asi 10 A CDR
strukturni smy¢ky a vykazuji povrch pristupny pro vodné
rozpoustédlo asi § A2 nebo véts$i) zvirfeci monoklonalni
protilatky. Dale se provadi poc¢itaCové modelovani na vsech
moznych rekombinantnich protilatkach, zahrnujicich lidskou.
protilatkovou ramedckovou sekvenci do které bylo inzertovano
minimum a maximum zbytkd. Minimum a maximum zbytk( se vybere
na zakladé kombinace, kterda produkuje rekombinantni
protilatku, majici struturu poc¢itacového modelu nejblizsi
strukture zvireci monoklondlni protilétky. Humanizovana
ziskana anti-1L-5 protilatka se jevi jako postradajici

podstatné mnozstvi své afinity pro hIL-5 molekulu.

Cilem vynalezu je poskytnout humanizovanou protilatkovou

molekulu, majici zlepSenou afinitu pro hIL-5 molekulu.

Podstata vynalezu

Podle predlozeného vynalezu je poskytnuta RAM, majici
afinitu pro lidsky IL-5 a obsahujici antigen vazebné regiony
ziskané z tézkého a/nebo lehkého retézce variabilnich domén
donor protilatky, majici afinitu pro lidsky IL-5, RAM

majici vazebnou afinitu podobnou afinité donor protilatky.

RAM podle vynadlezu miZe obsahovat antigen vazajici
regiony z jakékoliv vhodné donor anti-I1L-5 protilatky.
Typicky je donor anti-IL-5 protilatka hlodavci MAb. Vyhodné je
donor protilatka MAb 39D10.
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Variabilni domény tézkych a lehkych retézci MAb 39D10

jsou zde dale popsény u obrazkd 1 a 2.

Podle preferovaného aspektu vynalezu je RAM podle
predlozeného vynalezu anti-IL-5 protilatkova molekula, majici
afinitu pro lidsky IL-5 antigen, obsahujici kompozitni tézky
retézec a komplementarni lehky retézec, kde uvedeny kompozitni
t&2ky Fetézec ma variabilni doménu, obsahujici prfevazné zbytky
ramecku tézkého retézce protilatkového akceptoru a
vazebné zbytky pro tézky Fetézec antigenu donor protilatky,
kde uvedena donor protilatka ma afinitu pro lidsky IL-5,
pric¢emz uvedeny kompozitni tézky fetézec obsahuje donor
zbytky alespof v polohach 31 az 35, 50 az 65 a 95 az 102
(podle Kabatova systému ¢islovani) [Kabat a spol., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Vol.I, paté vydani,
1991, US Department of Health and Human Services, National

Institute of Health].

Vyhodné ramedek kompozitniho tézkého retézce dale
obsahuje donor zbytky v polohach 23, 24, 27-30, 37, 49, 73
a 76-78 nebo 24, 27-30, 37, 49, 72, 76 a 78.

Podle druhého preferovaného aspektu pfedlozeného vynalezu
je poskytnuta anti-IL-5 protilatkova molekula, majici afinitu
pro lidsky IL-5 antigen, obsahujici kompozitni lehky retézec
a komplementarni tézky retézec,kde uvedeny kompozitni lehky
fetézec ma variabilni doménu, obsahujici prevazne zbytky
ramec¢ku lehkého Fetézce protilatkového akceptoru a vazebné
zbytky pro lehky fetézec antigenu donor protilatky, kde
uvedena donor protilatka ma afinitu pro lidsky IL-5, pricemz
uvedeny kompozitni lehky Fetézec obsahuje donor zbytky alespon
v polohdch 24 az 34, 50 az 56 a 69 az 97 (podle Kabatova

systému c¢islovani).
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Vyhodné rémecek kompozitniho lehkého rfetézce dale
obsahuje donor zbytky v polohadch 22, 68 a 71 nebo v polohach
68 a 71.

Podle tfetiho preferovaného aspektu predlozeného vynalazu
je poskytnuta anti-IL-5 protilatkova molekula, majici afinitu
pro lidsky IL-5 antigen, obsahujici kompozitni tézky retézec
podle prvniho aspektu vynalezu a kompozitni lehky retézec

podle druhého aspektu vynalezu.

Vyhodné kazda RAM podle vynalezu mé afinitni konstantu
pro lidsky IL-5 vét$i nez 1077 M.

Bude zrejmé, Zze vynalez je v Sirokém rozsahu pouzitelny
pro produkci anti-IL-5 RAM obecné&. Donorova protilatka tak
mize byt jakdkoliv anti-I1L-5 protilatka ziskana z jakéhokoliv
zvirete. Akceptorova protilatka mize byt ziskana ze zvifete
stejnych druh@ a miZe to byt i stejna trida nebo podtrida
protilatky. Obvykleji vSak jsou donorové a akceptorove
protilatky ziskany ze zvifat odlisnych druhti. Typicky donorova
anti-IL-5 protilatka je ne-lidsk& protildtka, jako je hlodavcCi

MAb a akceptorovou protilatkou je lidska protilatka.

Jakakoliv vhodna rameckova sekvence mizZe byt pouzita
pokud jde o t¥idu nebo typ donorové protilatky, ze které jsou
antigen vazajici regiony ziskény. Vyhodné typ pouzitého
akceptorového ramec¢ku je stejné nebo podobné trfidy nebo typu
jako donorova protiléatka. Vyhodné ma zvoleny ramecek nejvyssi
homologii k donorové protildtce. Vyhodné se pouziji ramecky
lidské skupiny II11 gama zarodec¢né linie pro kompozit tézkého
retézce a ramecky lidské skupiny I kappa zarodecné linie se

pouziji pro kompozitni lehké fetézce.
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Konstantni regionové domény RAM podle vyndlezu mohou byt
zvoleny s ohledem na navrzené funkce protilatky, zejména
efektorové funkce, které mohou byt vyzadovany. Napriklad
konstantni regionové domény mohou byt lidské IdA, IgE, IgG
nebo IgM domény. Zejména mize byt pouzity IgG lidské konstantni
regionové domény, zejména isotypu IgGl a IgG3, je-1i
humanizovana protilatkova molekula zamyS$lena pro terapeuticka
pouziti a jsou vyzadovany protilatkové efektorové funkce.
Alternativné mohou byt pouzity 1gG2 a IgG4 isotypy, je-1i
humanizovand protilatkova molekula zamysSlena pro terapeutické
Ge¢ely a nejsou vyzadovany protilétkové efektorové funkce,
napi. specificka vazba k a neutralizace biologické aktivity
1idského IL-5. Mohou byt také pouzity modifikované lidskeé
konstantni regionové domény, ve kterych jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytkl byl zaménén nebo deletovan pro zménu
urdité efektorové funkce. Vyhodné jsou konstantni regionové

domény RAM lidské I1gG4.

Oznadeni zbytk® uvedené vyse a jinde v predloZené
prihlasce jsou provedena podle ¢islovani Kabata (Kabat a
spol., Sequences of Proteins of Immunological Interest, dil.I,
paté vydani, 1991, US Department of Health and Human Services,
National Institute of Health). Oznadeni zbytkh tak vzdy
neodpovidaji p¥imo linedrnimu ¢islovani aminokyselinovych
zbytkl. Aktudlni linearni aminokyselinové sekvence mohou
obsahovat mén& nebo dals$i aminokyseliny nez v Kabatove
&islovani, odpovidajici zkraceni, nebo inzerci do zakladni

variabilni doménové struktury.

Také anti-I1L-5 protilatkové molekuly podle predlozeného
vynalezu mohou byt pripojeny k efektorovym nebo reporterovym
molekulam. Alternativné mohou byt pouzity postupy technologie

rekombinantni DNA pro produkci imunoglobulinovych molekul, ve
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kterych Fc fragment nebo CH3 doména kompletniho imunoglobulinu
byly nahrazeny, nebo byly k nému pfipojeny peptidovou
vazbou, funkéni ne-imunoglobulinovy protein jako je enzym,

cytokin, rustovy faktor nebo toxinova molekula.

Proto zbytek protilatkovych molekul nezbytné nemusi
obsahovat pouze sekvence z imunoglobulin®i. Naptiklad mze byt
konstruovén gen, ve kterém DNA sekvence, kodujici cCast
lidského imunoglobulinového retézce je fuzovana k DNA
sekvenci, kodujici aminokyselinovou sekvenci molekuly

polypeptidového efektoru nebo reporteru.

Dal$i aspekty vyndlezu zahrnuji DNA sekvence, kodujici
kompozitni té&zky fetézec a kompozitni lehky fetézec. Klonovaci
a expresni vektory, obsahujici DNA sekvence, hostitelské burky
transformované s DNA sekvencemi a zplisoby produkce molekul
protilatek, obsahujicich DNA sekvence ve transformovanych

hostitelskych burikach, jsou také dalsimi aspekty vynalezu.

Obecné metody, kterymi mohou byt vektory konstruovany,
transfek&ni metody a kultivac¢ni metody jsou dobfe v oboru

znamé a netvori Cast vynalezu.

DNA sekvence, které koduji anti-IL-5 donor
aminokyselinové sekvence mohou byt ziskdny metodami dobre
znamymi v oboru (viz napfiklad mezindrodni patentova prihlaska
&. VO 93/16184). Napriklad anti-IL-5 kodujici sekvence mohou
byt ziskdny genomickym klonovanim nebo cDNA klonovanim ze
vhodnych hybridomovych linii, napf. buné¢né linie 39D10.
Pozitivni klony mohou byt screenovany za pouziti vhodnych sond
pro pozadované tézké a lehké retézce. Také miZe byt pouzito

PCR klonovani.
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DNA, kodujici akceptorové aminokyselinové sekvence, miZe
byt ziskana jakymkoliv vhodnym zpisobem. Napiiklad DNA
sekvence, kodujici preferované lidské akceptorové ramecky jako
je lidska skupina I lehkych fetézch a lidska skupina III
tézkych fetézch, jsou v Sirokém rozsahu dostupné pracovnikim

v oboru.

Pro pripravu pozadovanych DNA sekvenci mohou byt pouzity
standardni techniky molekuldrni biologie. Sekvence mohou byt
syntetizovany kompletné& nebo Caste¢né za pouziti technik
oligonukleotidové syntézy. Techniky mistné rizené mutagenese a
polymerasové retézové reakce (PCR) mohou byt pouzity jako
vhodné. Napiiklad m(ze byt pouzita oligonukleotidova fizena
syntéza jak popsal Jones a spol. (Nature 321, 522 (1986)) .
Také mOZe byt pouzita oligonukleotidova fizend mutagenese jizZ
existujiciho variabilniho regionu jak je napiiklad popsana
Verhoeynem a spol. (Science, 239, 1534-1536 (1988)). Také mize
byt pouzito enzymatické plnéni prolomenych ("gapped")
oligonukleotidl za pouziti T4 DNA polymerasy, jak je napriklad
popsano Queenem a spol. (Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 86,
10029-10033 (1989) a ve VO 90/07861).

Pro expresi DNA sekvenci, kodujicich RAM mohou byt
pouzity jakékoliv vhodné hostitelské bunécné a vektorové
systémy. Vyhodné se pouzivaji eukaryotické, napr. savci,
hostitelské bunédéné expresni systémy. Zejména vhodné savci
burniky zahrnuji CHO buiiky a myelomové nebo hybridomové bunécné

linie.

Podle dal$iho aspektu predloZeného vyndlezu je poskytnut

zptisob produkce anti-IL-5 RAM, zahrnujici:

(a) produkci prvniho expresniho vektoru prvniho operonu,
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majiciho DNA sekvenci, ktera koduje kompozitni teézky fetézec,

jak je definovan podle prvniho preferovaného aspektu vynalezu;

(b) popripadé v prvnim nebo druhém expresnim vektoru produkci
druhého operonu, majiciho DNA sekvenci, ktera koduje ‘
komplementarni lehky fetézec, kterym miZe byt kompozitni lehky
retézec jak je definovéan podle druhého preferovaného aspektu

vynalezu;

(¢c) transfekci hostitelské buriky vektorem nebo kazdym

vektorem;

(d) kultivaci transfektované bunééné linie pro produkci RAM.

Alternativné miZe zpisob zahrnovat pouzZiti sekvenci,
kodujicich kompozitni lehky fetézec a komplementarni tézky

retézec.

Pro produkci RAM, obsahujicich jak tézky tak lehky
tetézec, mohou byt bunédéné linie transfektovany dveéma vektory.
Prvni vektor miZe obsahovat operon, kodujici kompozitni nebo
komplementiarni té&zky retézec a druhy vektor mizZe obsahovat
operon, kodujici komplementéarni nebo kompozitni lehky retézec.
Vyhodné jsou vektory identické pokud jsou kodujici
sekvence a selektujici markery obsazeny tak, Ze umoznuji, jak
jen to je mozné, Ze je stejné exprimovan kazdy polypeptidovy
fetézec. V preferované alternativé mizZe byt pouzit jediny
vektor, vektor, obsahujici sekvence, kodujici jak tézky

retézec tak lehky retézec.

DNA v kodujicich sekvencich pro tézky a lehky retézec
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mize zahrnovat cDNA nebo genomickou DNA nebo obé€.

Predlozeny vynalez také zahrnuje terapeutické a
diagnostické kompozice, obsahujici RAM a pouzZiti takovych

kompozic v terapii a diagnoze.

V souladu s tim v dals$im aspektu vynalez poskytuje
terapeutickou nebo diagnostickou kompozici, obsahujici RAM
podle predchozich aspektt vynalezu v kombinaci s farmaceuticky

prijatelnou prisadou, redidlem nebo nosicem.

Tyto kompozice mohou byt pripraveny pouzitim RAM podle
predloZzeného vynalezu, napriklad jako celych protilatek, jedno
fetézcovych Fv fragmentd nebo protilatkovych fragment, jako
jsou Fab nebo Fv fragmenty. Takové kompozice maji IL-5
blokujici nebo antagonistické uUc¢inky a mohou byt pouzity pro

potladeni IL-S aktivity.

Kompozice podle vyndlezu mohou byt formulovany v souladu
s bé&Znou praxi pro podani jakymkoliv vhodnym zplisobem a mohou
obecné byt v kapalné formé& (nap¥. roztok RAM ve sterilnim
fyziologicky prijatelném pufru) pro podani napriklad
intravenoznim, intraperitonedalnim nebo intramuskularnim
zpUsobem; ve sprejové formé, napriklad pro podani nasalnim

nebo bukdalnim zplsobem; nebo ve formé vhodné pro implantaci.

Vyndlez také poskytuje zpusob terapie nebo diagnozy,
zahrnujici podani ac¢inného mnozstvi, vyhodné 0,1 az 10 mg/kg
télesné hmotnosti, RAM podle predchozich aspektil vyndlezu
lidskému nebo zvifecimu subjektu. Presnad davka a celkova davka
se budou ménit podle zamyS$leného pouzZiti RAM a véku a stavu
léceného pacienta. RAM mize byt podana jako jedina davka nebo

kontinualnim zpGsobem po céasovy usek. Davky mohou byt podle
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potreby opakovany.

RAM podle predchozich aspektd vynalezu mize byt pouzita
pro jakdakoliv terapeuticka pouziti, pro ktera byly pouzity
nebo v budoucnosti budou pouzity anti-IL-5 protilatky, napfr.
39D10.

I1L-5 je primarni aktivator eosinofilti a blokovani funkce
téchto cytokinh s protilatkami bylo zjisténo jako branici nebo
redukujici eosinofilii, kterd je spojena s urcitymi
alergickymi chorobami. RAM podle vynalezu tak mizZe byt pouzZita
pro tento ucel a zejména mdze byt pouzZita pro lécCeni astma,
kdy je mozZno ocekavat, Ze bude branit akumulaci a aktivaci
eosinofildl v astmatickych plicich a tim redukovat bronchialni
zanét a zuzeni dychacich cest. Pro pouziti pri léceni astma
miZze RAM podle vynalezu byt vyhodné jednoretézcovy Fv fragment

formulovany jako sprej, pro podédni napriklad nasalni cestou.

Preferovany protokol pro ziskani anti-IL-5 protilatkové
molekuly v souladu s predlozenym vyndlezem je uveden dale.
Tento protokol je uveden pro zobecnéni vynalezu jak je zde

popsan a definovan.

39D10 krysi monoklonalni protilatka plsobici proti
lidskému IL-5 je pouzita jako donor protilatka. Variabilni
domény té&zkého a lehkého retézce 39D10 byly jiz drive
klonovany (VO 93/16184) a nukleotidové a predpoveézené
aminokyselinové sekvence téchto domén jsou uvedeny na obr. 1 a
2. Vhodné variabilni domény akceptoru tézkého a lehkého
fetézce musi byt stanoveny a musi byt znamy aminokyselinové
sekvence. RAM je pak ¢islovana tak, Ze vychazi ze zakladu

akceptorové sekvence.
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1. CDR

V prvnim stupni jsou donorové zbytky nahrazeny za
akceptorové zbytky v CDR. Pro tento uc¢el jsou CDR definovany

nasledovné:

tézky retézec: CDR1: zbytky 31 - 35
CDR2: zbytky 50-65
CDR3: zbytky 95-102

lehky retézec: CDR1: zbytky 24-34
CDR2: zbytky 50 az 56
CDR3: zbytky 89 az 97

Polohy, ve kterych jsou donorové zbytky substituovany za
akceptorové zbytky v ramecku jsou pak zvoleny nasledovne,

nejprve s ohledem na tézky retézec a nasledné s ohledem na

lehky retézec.
2. Tézky retézec

2.1 Donorové zbytky jsou pouzity bud ve vSech polohach 24, 27
az 30, 37, 49, 73, 76 a 78 nebo ve vSech polohach 23,
24, 27 az 30, 37, 49, 73 a 76 az 78 tézkého retézce.

3. Lehky retézec
3.1 Donorové zbytky jsou pouzity bud ve vSech polohach 22, 68

az 71 nebo ve vSech polohach 68 a 71.

Pfedlozeny vyndlez se tyka rekombinantni anti-IL-5
protildtkové molekuly, majici vazebnou afinitu v podstaté
stejnou jako je afinita donorové protilatky. Predlozeny

vynalez bude nyni popséan pomoci prikladd s odkazy na pripojené
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obrazky.

Popis obrazkt na pripojenvch vykresech

Obrazek 1 predstavuje nukleotidovou a aminokyselinovou

sekvenci 39D10 tézkého retézce;

obrazek 2 predstavuje nukleotidovou a aminokyselinovou

sekvenci 39D10 lehkého retézce;

obrazek 3 predstavuje srovnani regionl ramecku variabilni
domény tézkého retézce s regiony ramecku tézkého
fetézce souhlasné sekvence lidské skupiny III

tézkych reteézci;

obrazek 4 predstavuje srovnani regionl ramecku variabilni
domény lehkého retézce s regiony ramecku tézkého
fetézce souhlasné sekvence lidské skupiny IT11
lehkych retézcu;

obrazek 5 predstavuje nukleotidovou a aminokyselinovou
sekvenci CDR naroubovaného anti-IL-5 lehkého
retézce CTIL-5-gL6;

obrazek 6 predstavuje nukleotidovou a aminokyselinovou sekvenci
CDR naroubovaného anti-IL-5 tézkého retezce
CTIL-5-10gH;

obrazek 7 predstavuje mapu plasmidu pMR14;

obrazek 8 predstavuje mapu plasmidu pMR15.1;

obriazek 9 predstavuje afinitni konstanty a asociacni a
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disasociac¢ni rychlosti chimerni 39D10 protilatky
CTIL-5-10gH\-gL6 protilatky;

obrazek 10 predstavuje graf neutralizace IL-5 v TF1 eseji

panelem protilatek;
obrazek 11 predstavuje vysledky kompeticni eseje pro krysi
39D10, chimerni 39D10 protilatku a CTIL-5-10gH/gL6

protilatku a

obrazek 12 predstavuje ucinek CTIL-5-10gH/gl6 na opici

eosinofilii.

Prikladv provedeni vynalezu

1. Materidl a metody

39D10 je krysi monoklonalni protilatka plisobici proti
lidskému IL-5. Geny pro variabilni domény tézkého a lehkého
retézce 39D10 byly jiz drive klonovany (VWO 93/16184) a
nukleotidové a predpovézené aminokyselinové sekvence jsou
uvedeny na obr. 1 a 2. Diky strategii pouzité pri klonovani
variabilni domény 39D10 tézkého fetézce neni prvnich peét
aminokyselin réamedkovych regionti znadmych. Nicméné byl dostupny
tézky fetézec, ktery obsahuje leader sekvenci a prvnich pét
aminokyselin rame¢ku 1 z protilatky YTH 34.5HL, Riechmann a
spol., (Nature, 332, 323-327 (1988)).

2. Molekularni biologické postupy
Byly pouzity postupy molekularni biologie jak popsal

Maniatis a spol. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

druhé vydani, sv. 1 az 3, Cold Spring Harbor Laboratory Press
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(1989)).
3. Konstrukce gend rekombinantniho tézkého a lehkého retézce
Tézky retézec

Vh region tézkého retézce byl generovan PCR za pouziti

oligonukleotidd R3601 a R2155. Jejich sekvence jsou:

R3601 5'GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGAAG (AR, T)TGTGGTTAAACTGGGTTTITI
R2155 5'GCAGATGGGCCCTTCGTTGAGGCTG (A,C)(A,G)GAGAC(G,T,A)GTGAl"

Reak¢éni smés (100 ul), obsahujici 10 mM Tris-HC1l pH 8,3,
1,5 mM MgCl, 50 mM KC1, 0,01 hmotn./objem zelatiny, 0,25 mM
kazdého deoxyribonukleosid trifosfatu, 0,1 pg 39D10 DNA tézkého
tretézce, 6 pmol R3601 a R2155 a 0,25 jednotek Taq polymerasy.
Reakcéni smés byla zahrivana na 94 °C 5 minut a pak cyklovéna
pri 94 °C 1 minutu, 1 min pri S§5 °C a 1 min pri 72 °C. Po 30
cyklech byla reakéni sm€s extrahovidna se stejnym objemem
fenol/chloroformu (1:1 obj./obj.), potom s chloroformem pred
tim, nez byla srazena pridavkem 2,5 objemu ethanolu. PCR
produkt byl rozpustén ve vhodném pufru, Stépen s HindIII a
Apal, ¢istén na agarosovém gelu a ligovan do vektoru pMR14
(obr. 7), ktery pak byl také Stépen s HindIIll a Apal. Po
transformaci do E.coli LM1035, rostly kolonie pres noc a
plasmidova DNA byla analyzovana na Vh inzerty. Nukleotidova

sekvence vH regionu v plasmidu, pARH1217 je uvedena na obr. 1.
Lehky retézec

Gen V1 lehkého fetézce byl generovan z plvodniho V1 jak

je popséano ve WO 93/16184, klonu PCR s oligonukleotidy R3585 a
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R3597. Jejich sekvence jsou:

R3585 5'GGACTGTTCGAAGCCGCCACCATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCT3
R3597 S'GGATACAGTTGGTGCAGCATCCGTACGTTT3'

PCR byla provedena jak je popsano vy$e. PCR produkt byl Stépen
enzymy BstBI a Spll a po ¢isténi ligovan do pMR15.1 (obr. 8),

ktery jiZz byl drive Stépen stejnymi enzymy.

Byly identifikovany kolonie, po transformaci E.coli
LM1035, které obsahuji plasmid (pARH1215) s V1 inzertem.

Nukleotidova sekvence V1 inzertu je uvedena na obr. 2.
CDR roubovani 39D10

Za ucelem zvoleni nejvhodnéjsich lidskych akceptorovych
rameckd pro CDR smycky 39D10 byly aminokyselinové sekvence
rameckd 1-3 39D10 porovnany se sekvencemi znamych lidskych
kappa lehkych tetézcli. 39D10 byl shledan jako nejvice
homologni k lidské skupiné I lehkych retézch. Na tomto zakladé
bylo rozhodnuto pouzit ramecky lidské skupiny 1 zarodecné
linie pro CDR roubovani. Homologie mezi sekvencemi jsou
uvedeny na obr. 3. Uvedena je také homologie mezi rameckem 4
regiont 39D10 a souhlasna sekvence znamych lehkych retézct
lidské skupiny 1. Zbytky ve 39D10, které se 1is$i od lidské
souhlasné sekvence jsou podtrzeny. Prispévek, jak by se tyto
zbytky mohly podilet na antigenové vazbé byl analyzovan a dva
geny byly konstruovany pro CDR roubovany lehky retézec. Byly
to CTIL-5-gL5 a CTIL-5-gL6, ve kterych jako i v CDR zbytcich,
bud zbytky 22, 68 a 71 nebo zbytky 68 a 71 byly také ze 39D10.
Nukleotidové a aminokyselinové sekvence CTIL-5-gL6 jsou

uvedeny na obr. 5.
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Tézky retezec

CDR roubovani 39D10 tézkého retézce bylo provedeno jak je
popsano pro lehky retézec. Rameckové regiony 39D10 byly
nalezeny jako nejvice homologni k region@m lidské skupiny 111
protilatek a, nasledné souhlasna sekvence rameckd gent lidské
skupiny III zarodec¢né linie byla pouzita k akceptovani CDR
39D10 tézkého retézce. Jako drive byla také zvolena souhlasna
sekvence pro lidskou skupinu III réamecku 4 regionti. Porovnéani
téchto sekvenci je uvedeno na obr. 4 s podtrZzenymi zbytky ve

39D10, které se 1lisi od lidské souhlasné sekvence.

Byla provedena analyza rameckovych zbytkll ve 39D10, které
by mohly ovlivnit antigenovou vazbu a byly konstruovany dva
geny, CTIL-5-9gH a CTIL-5-10gH, ve kterych bud zbytky 23, 24,
27 az 30, 37, 49, 73 a 76 az 78 nebo zbytky 24, 27-30, 37, 49,
73, 76 a 78 byly ze 39D10. Nukleotidova a aminokyselinova

sekvence CTIL-5-10gH je uvedena na obr. 6.
Exprese a bioaktivita anti-IL-5 protilatek

Chimerni (krysi/lidsky) a CDR roubovany 39D10 byly
vyrobeny pro biologické hodnoceni prechodné exprese parh
tézkého a lehkého retézce po ko-transfekci do bunék vajecniki
¢inského krecka (CHO) za pouziti srazeni fosforecnanem

vapenatym.

Den pred ko-transfekci byly polo-konfluentni lahve
CHO-L761h bunék (Cockett a spol., Nucl.Acids.Res., 19,
319-325, 1991) trypsinizovany, burnky byly spocteny a T75 lahve
byly kazda naplnény 107 bunék. Daldi den bylo kulivacéni medium
vyménéno 3 hodiny pred transfekci. Pro transfekci byla

pripravena srazenina fosforec¢nanu vapenatého smisenim 1,25 ml
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0,25M CaCl,, obsahujici 50 pg kazdého z expresnich vektord
t&zkého a lehkého retézce s 1,25 ml 2xHBS (16,36 g NaCl, 11,9
g HEPES a 0,4 g Na,HPO, Vv 1 litru vody a pH upravenym na 7,1
pomoci NaOH) a jhned pridany do media bunék. Po 3 h pri 37 °C
v COy inkubatoru byly medium a srazenina odstranény a bunky
gokovany piridavkem 15 ml 15% glycerinu ve fosfatem pufrovaném
salinickém roztoku (PBS) po 1 minutu. Glycerin byl odstranén,
buriky byly jednou promyty PBS a inkubovany 48-96 hodin ve 25
ml media, obsahujiciho 10 mM butyratu sodného. Protilatka byla
&isténa z kultivac¢niho media navazanim k a eluci z protein A -
Sepharosy. Koncentrace protilatky byla stanovena za pouziti

lidsky lg ELISa (viz dale) .
ELISA

Exprese protiléatky byla hodnocena transfekci part gen
t&2kého a lehkého reteézce a, po tt+ech dnech inkubace, mé&renim
mnozstvi protilatky nahromadéné v kultivacnim mediu pomoci

ELISA.

Pro ELISA, byly Nunc ELISA plotny potazeny pres noc pri 4
°C F(ab’), fragmentem polyklondlni kozi anti-1lidsky Fc
fragment specifické protilatky (Jackson Immunoresearch, kod
109-006-098) pri 5 pg/ml v potahovacim pufru (15 mM uhlicitan
sodny, 35 mM hydrogenuhlicitan sodny, pH 6,9). Nepotazena
protilatka byla odstranéna promytim Skrat destilovanou vodou.
Vzorky a C¢isténé standardy pro kvantifikaci byly zredény na
priblizne 1 pg/ml v konjugatovém pufru (0,1 Tris-HC1 pH 7.0,
0,1M NaCl, 0,2% obj./obj. Tween 20, 0,2 % hmotn./obj.
Hammersten kaseinu). Vzorky byly titrovany v mikrotitracnich
jamkach ve 2-nasobnych zredénim pro poskytnuti konec¢ného objemu
0,1 ml v kazdé jamce a plotny byly inkubovany pfi teploté

mistnosti 1 hodinu za tifepani. Po prvnim inkubad¢nim stupni
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byly plotny promyty 10krat destilovanou vodou a pak inkubovany
1 hodinu jako dfive s 0,1 ml my$i monoklonalni anti-lidské
kappa(klon GD12) peroxidasa konjugované protilatky (The
Binding Site, kod MP135) pri fedéni 1 v 700 v konjugatovém
pufru. Plotny byly opét promyty a do kazdé jamky byl pridan
substratovy roztok (0,1 ml). Substratovy roztok obsahuje 150
ul N,N,N,N-tetramethylbenzidinu (10 mg/ml v DMSO), 150 pl
peroxidu vodiku (30% roztok) v 10 ml 0,1M octanu
sodného/citratu sodného, pH 6,0. Plotna byla vyvijena 5 az 10
minut az absorbance prfi 630 nm byla priblizné 1,0 pro Spickovy
standard. Absorbance 630 nm byla mérena pouzitim plotnové
¢tecky a koncentrace vzorku stanovena porovnanim titracnich

krivek s krivkou standardu.

Stanoveni afinitnich konstant pro anti-IL-5 protilatky

Afinity chimernich a CDR roubovanych anti-IL-5 protilatek
byly stanoveny za pouziti Biospecific Interaction Analysis
(BIA). Protilatky byly produkovany v CHO bunkach transfekci
kombinaci gend tézkého a lehkého reté€zce a cistény ze
supernatant kultury na Protein A Sepharose. Pro afinitni
méreni byla polyklonalni anti-lidska Fc protilatka navazéana k
Pharmacia Biosensor chip (12150 relativni odezvové jednotky,
RU) a pouzity k zachyceni anti-IL-5, ktery proSel nad chipem
pti 5 pg/ml v 10 mM HEPES, 0,15M NaCl, 3,4 mM EDTA, pH 7,4.
Mnozstvi anti-IL-5 zachycené pro kazdy béh bylo priblizne 1600
RU. Rekombinantni lidsky IL-5 pak prosel pres Sensorchip v
rtiznych koncentracich (0,6 aZz 5 pg/ml) ve vySe uvedeném pufru.
Sensorchip byl ¢&¢istén po kazdém beéhu pomoci 100 mM HC1l a 100
mM kyseliny orthofosforec¢né pro odstranéni navazaného IL-5 a
protilatky. Generované sensogramy byly analyzovdny za pouziti

kinetického softwaru dostupného s pristrojem BlAcore.
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Byly stanoveny hodnoty pro afinitni konstanty a asociacni
a disociadni rychlosti dvou protiléatek, chimerni 39D10
a CTIL-5-10gH/-gL6. Vysledky jsou uvedeny na obr. 9. Je mozZno
vidét, ze chimerni 39D10 ma extrémné vysokou afinitu pro
lidsky IL-5 a ze tato hodnota byla reprodukovana
v CTIL-5-10gH/-gL6.

Aktivita anti-IL-5 protilatek v in vitro bioeseji

Aktivity rtiznych CDR roubovanych protilatek byly
porovnany s aktivitami chimerni 39D10 v in vitro bioeseji za
pouziti TF1 bunék. TF1 je erythroleukemicka buné¢na linie,
kterd vyzaduje pro rist GM-CSF. GM-CSF mGze byt nahrazen IL-5,
ale v tomto pripadé buriky pouze prezivaji a nemnozi se.
Nicméné zavislost na IL-5 pro preziti znamena, Zze TF1 bunky
mohou byt pouzity v bioeseji pro porovnani aktivit rtznych

anti-IL-5 protiléatek.

Neutralizace anti-1L-5 protilatkami byla mérena za
pouziti konstantniho mnozstvi IL-5 (2 ng/ml) a proménnych
mnozstvi protilatky inkubované s 5x10% bunkami na jamku v 96
jamovych plotnach s plochym dnem po 3 dny. Po posledni 4
hodiny jsou buriky kultivovany za piritomnosti Thiazolyl blue
(MIT). Toto barvivo se konvertuje na nerozpustnou purpurovou
formu mitochondridlnimi enzymy v Zivotaschopnych burikach.
Nerozpustny material byl rozpustén inkubaci pres noc po
pitidavku 100 pl 50% dimethylformamidu, 20% SDS pH 4,7 a
mnoZstvi prijatého barviva stanoveného spektrofotometricky.
Hodnoty bioaktivniho IL-5 zlstavajiciho za pritomnosti
protilatek se extrapoluje ze standardni k¥ivky, vyjadrfujici

prijem barviva ke koncentraci IL-5 koncentraci.

Aktivity rtzné kombinace tézkého a lehkého fetézce byly
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hodnoceny za pouziti TF1 bioeseje. Vysledky jsou uvedeny na
obr. 10. Je moZno vidét, Ze vsechny kombinace CDR roubovaného
tézkého a lehkého retézce produkuji protiléatky, které jsou
ekvipotentni s chimernim 39D10. Tyto vysledky indikuji, Ze ani
zbytek 22 v lehkém Fetézci ani zbytky 23 nebo 78 v tézkém
retézci nejsou vyzadovany aby 39D10 byl specificky pro
optimalni vazani. Kombinace s méné 39D10 specifickymi zbytky
je proto CTIL-5-10gH/-gL6.

Aktivita anti-I1L-5 protilatek v kompetic¢nich esejich

Rekombinantni lidsky IL-S5 byl fedén na 1 pg/ml ve
fosfatem pufrovaném salinickém roztoku (PBS) a 100 pl podily
byly pridany na mikrotitracni plotny (Costar Amine Binding
plates) a inkubovany pres noc pifi 4 °C. Plotny byly promyty
tfikrat s PBS, obsahujicim 0,5 % Tweenu 20 a jakakoliv
zbyvajici aktivni mista blokovana se 2 % hoveéziho serového
albuminu (BSA) v PBS po 30 minut. Plotny pak byly odsaty a
vyklepany dosucha. Pro porovnani relativni vazebné aktivity
rodidovské krysi protilatky (39D10) s chimerni a roubovanou
protilatkou byla pifipravena postupna redéni kazdé anti-IL-S
protilatky v PBS/1 % BSA a 50 pl bylo pridano k duplicitnim
jamkam a ihned nasledovano 50 pl 39D10-biotin konjugatu pri
0,125 pg/ml. Esej byla inkubovana 2 hodiny pri teplote
mistnosti za michani a pak dvakrat promyta PBS. Do vSech jamek
byla pridana krenova peroxidasa konjugovana ke streptavidinu
(1 pg/ml) a inkubovéana dalsich 30 minut. Plotny byly c¢tyrikrat
promyty a bylo pridano 100 pl tetramethylbenzidinového (TMB)
substratu. Vyvin barvy byl odec¢ten pri 630 nm (referencnich
490 nm) a OD (630-490) byla vynesena proti log (10)

koncentrace protilatky.

Pii porovnani aktivit krysiho 39D10, chimerniho 39D10 a
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CTIL-5-10gH/gL6 ve vy$e uvedené kompeticni eseji, byly ziskany
vysledky uvedené na obr. 11. VSechny tri protilatky soutézi
stejné dobre s biotinylatovanym-39D1 pro navazani k IL-5, coz
indikuje, Ze CDR smydky 39D10 byly uspésné transferovany do

lidskych rameckt.
Vliv anti-IL-5 protilatky na opic¢i eosinofilii

Anti-IL-5 protilatka (CTIL-5-10gH/gl6) byla testovana v
opi¢im systému, ktery modeluje astmatické podminky (viz Mauser
P.J. a spol., Ann. Rev. Respir.Dis., v tisku). Pri podani,
jednu hodinu pred podnétem s Ascaris, responzivnim opicim,
inhibuje CTIL-5-10gH/glL6 plicni vyplach eosinofilie ze 75 % v
davce 0,3 mg/kg i.v. Tato sada opic neni hyperresponzivni k
histaminu takze ud¢inky CTIL-5-10gH/glL6 na hyperresponzivni
nemohly byt stanoveny. Tri mésice po této jediné davce je
akumulace eosinofilu v odpovédi na podnét s Ascaris jeste

inhibovana ze 75 %.

U alergické my$i CTIL-5-10gH/gL6 inhibuje plicni
eosinofilii pfi 1 mg/kg i.p.
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(1) Obecn4a informace:
(i) Prfihlazovatel:

(A) Jméno: CELLTECH LIMITED
(B) Ulice: 216 BATH ROAD
(C) Mésto: SLOUGH
(D) Stat: BERKSHIRE
(E) Zemé&: Velka Britanie
(F) Postovni kod (ZIP):SL1 4EN
(G) Telefon: 0753 534655
(H) Telefax: 0753 536632
(I) Telex: 848473

(ii) Nazev vynalezu: Interleukin-5 specifické
rekombinantni protilatky

(iii) Po&et sekvenci: 28
(iv) Poé&itadové &teci forma:
(A) Typ media: Floppy disk
(B) Po¢ita¢: IBM PC kompatibilni
(C) Pracovni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, Version
#1.25 (EPO)

(2) Informace o SEQ ID NO: 1:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 48 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

’ T 48
GCGCGCAAGC TTGCCGCCAC CATGAAGATT GTGGTTAAAC TGGGTTTT

(2) Informace o SEQ ID NO: 2:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 41 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

GCAGATGGGC CCTTCGTTG}_\ GGCTGACAGG AGACGTAGTG A 41
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(2) Informace o SEQ ID NO: 3:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 44 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

EGACTGTTCG AAGCCGCCAC CATGAGTGTG CTCACTCAGG TCCT

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: lineArni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ .ID NO: 4:

GGATACZGTT GGTGCAGCAT CCGTACGTTT

(2) Informace o SEQ ID NO: s:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 333 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retdzec: jediny
(D) Topologie: linearni

h (ii) Typ molekuly: cDNA
(ix) Rysy: _
(A) Jméno/klig&: CDS
(B) Lokace: 1..333

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

44

30
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GAA
Glu

TGC
cys

(olefel
arg

AAT
Asn

AGT
Ser

CaA
Gln

TAC
Tyr

TCT
Serx

ACT
Thr

CAC
Gln

GGZ
Gl“f
5C

AGC

Arg

AGTY
Ser

TTT
Phe

GGA
Gly

GTC
val

CCT
Pro
35

GAC
Asp

GAC
Asp

GAA
Glu

GAT
Asp

list

GGA
Gly

TCT
Ser

CCA
Pro

ACA
Thr

ACC
Thr

GAC
Asp

TAC
Tyx
100

GGC
Gly
5

GGG
Gly

GGA
Gly

GAT
Asp

TCG
Ser

ACA
Thr
85

TGG
Trp

TTG
Leu

TTA
Leu

AAG
Lys

TAT
Tyr

AAG
Lys
70

Gee
Ala

GGC
Gly

GTA
val

TCA
Ser

GGT
Gly

AAT
Asn
55

AGC
Ser

ATG
Met

CRA
Gln

CAG
GLln

TTA
Leu

"CTG

Leu
40

TCA
Ser

CAG
Gln

TAC
Tyr

GGA
Gly

(2) Informace o SEQ ID NO:
(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:

(B) Typ:

(D) Topologie:

cca
Pro

ACC
Thr
25

GAG
Glu

GCT
Ala
GTT
val

TTC
Phe

GTC
val
105

6:

26

TCA
Ser
10

AGC
Ser

TGG
Trp

ATC
Ile

TIC
Phe

TGT
Cys
90

ATG
Met

CAG
Gln

AAT
Asn

ATG
Met

Lys

TTA
Leu
7S

GCC
Ala

GTC
val

ACC
Thr

AGT
Ser

GGA
Gly

TCC
Ser
60

ARG
Lys

AGA
Arg

ACA
Thr

aminokyselina

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence:

SEQ ID NO:

linearni

6:

CTG
Leu

GTG
val

CTA
Leu
cca
Arg

ATG
Met

GAG
Glu
GTC
val

TCT
Ser

AAC
Asn

ATA
Ile

CTG
Leu

AAC
Asn

TAC
Tyr

TCC
Ser
110

111 aminokyselin

CcTC
Leu
15

TGG
Trp

TGG
TCp

AGC
Ser

AGT
Serx

TAC
Tyr
95

TCA
Ser

ACC
Thr

ATT
Ile

AGT
Ser

ATC
Ile

CTG
Leu

GGC
Gly

48

96
144
1s2
240
288

333
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Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln

27

Cys Thr val s;; Gly Leu Ser Leu Thr Ser Asn Ser val Asn Trp Ile
25 30

Arg Glr. Pro Pro

sSC

Asn Glv Asp Thr AsSp Tyr Asn Ser Ala Ile Lys ser Arg Leu Ser I}
55 60 ¢

65

Gln Ser Glu Asp Thr Ala Met

Tyr Phe Asp fgé Trp Gly Gln Gly Val Met val T

85

Tyr

(2) Informace o SEQ ID NO: 7
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka:

(ii) Typ molekuly:

(ix) Rysy:

(B) Typ:
(D) Topologie:
cDNA

Phe Cys ala
50

10s

384 para bazi
nukleova kyselina

(C) Retézec: jediny

(A) Jméno/kli¢: CDS
1..384
SEQ ID NO: 7:

(B) Lokace:
(xi) Popis sekvence:

ATG GCT GTG
Met Alz Val

GAT GCC ATA
Asp Ala Ile

GCA TCT CTG
Ala Ser Leu
35

ATT TCC AGT
Ile Ser Ser
5C

CAG CTC CTG
Gln Leu Leu
65

ccc
Pro

TGT
Cys
20

GGA
Gly

TAT
Tyr

ATC
Ile

ACT
Thr

GAC
Asp

GAA
Glu

TTA
Leu

TAT
Tyr

CAG
Gln

ATC
Ile

ACT
Thr

GCG
Ala

GGT
Gly
70

CTC
Leu

CAG
Gln

ATC
Ile

TGG
Trp
55

GCA
Ala

CIG GGG TTG
Leu Gly Leu
10

ATG ACA Ccac
Met Thr Gln
25

TCC ATC GAaa
Ser Ile Glu
40

TAT CAG CAG
Tyr Gln Gln

AAT AGC TTG
Asn Ser Lau

linearni

TTG -
Leu

TCT
Ser

TGT
Cys

AAG
Lys

CAA
Gln
75

Arg Glu Tyr Tyr

TG
Leu

CCA
Pro

CTA
Leu

cca
Pro

ACT
Thr

Ser Arc Asp Thr Ser Lys s G
: go er Gln Val Phe Ley Lys Met Asn Ser Leu

95

hr Val Ser ser
110

CTG TGG
Leu Trp

GCT TCC
Ala Ser
30

GCA AGT
Ala Ser
45

GGG AAA
Gly Lys

GGG GTC
Gly val

Gly

ATT ACA
Ile Thr
15

CTG TCT
Leu Ser

GAG GGC
Glu Gly

TCT CCT
Ser Pro

CCA TCA

Pro Sar ’

48

96

144

192

240
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CGG %TC AGT GGC
Arg Fhe Ser Gly

AGC 7/7G CAA CCT
Ser M2t Gln Pro

list

100

AAG T

-
1

115

(2) Informace o SEQ ID NO: 8:

T CCG AAC
Lys Fae Pro Asn

AGT
Ser

GAA
Glu

ACG
Thr

GGA TCT
Gly Ser

GAT GAA
Asp Glu

TTT GGA
Phe Gly

GCC
Ala

GGG
Gly

GCT
Ala

ACA
Thr

GAT
Asp

28

CAA
Gln

30

105

120

GGG
Gly

TAT
Tyr

ACC
Thr

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka:
(B) Typ:
(D) Topologie:

Ala Sar

Ile ¢

Gln Lau
65

Arg fhe

Ser rat

Lys Fae

Val

Ile

Leu

35

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
115

Pro
Cys

20
Gly

Tyr

Ile

Glyv

Pro
100

Asn

Thr

Asp

Glu

Leu

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Gln

Ile

Thr

Ala

Gly

70

Gly

Asp

Phe

SEQ ID NO: 8:

Leu

Gln

Ile

Trp

55

Ala

Ser

Glu

Gly

i) Typ molekuly: protein
) Popis sekvence:

Leu
Met

Ser
40

Tyr
Asn
Ala
Gly

Ala
120

Gly
Thr
25

Ile

Gln

Ser

Thr

Asp

105

Gly

TAT
Tyr

TTC
Phe

AAG
Lys

Leu

10
Gln
Glu
Gln
Lgu
Gln

90

Tyr

Thr

TCT
Ser

TGT
Cys

CTG
Leu

CTC
Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

AAG
Lys

CAG
Gln

ATC
Ile

95

110

125

Leu
Ser
Cys
Lys
Gln

75
Tyr

Phe

Lys

128 aminokyselin
aminokyselina
linearni

Leu
Pro
Leu
Pro

60
Thr
Ser

Cys

Leu

CTG
Leu

Leu

Ala

Ala

- 45

‘Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

AGT
Ser

Lys

Trp
Ser
a0

Ser

Lys

val

Lys

Gln

110

Leu

AGC
Ser

TAC
Tyr

oieles
Arg

Ile

15
Leu
Glu
Ser
Pro
Ile

95

Ser

Lys

Thr

Ser

Gly

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

288

336

384
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(2) Informace o SEQ ID NO: 9:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

?sp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Valbcly
. 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

(2) Informace o SEQ ID NO: 10:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

L3P Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
3 5 10 i 15

¢.u Thr Ile Ser Ile Glu Cys
20 .

(2) Informace o SEQ ID NO: 1l:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 15 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

vrp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
" s 10 15

-
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(2) Informace o SEQ ID NO: 12:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 15 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

Txp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr
S 10 15

(2) Informace o SEQ ID NO: 13:
(i) Charakteristiky sekvence:
. (A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Reté&zec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

gly Val Pro Ser grg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
‘ 10 15

Leau Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

(2) Informace o SEQ ID NO: 14:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

Cly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Ala Thr Gln Tyr Ser
b S 10 1s

IL.eu Lys Ile Ser Ser-Met Gln Pro Glu Asp Glu Gly Asp Tyr Phe Cys
20 25 30
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(2) Informace o SEQ ID NO: 1S:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:

%he Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
! 5 10

PA

(2) Informace o SEQ ID NO: 16:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

fhe Gly Ala Gly gh: Lys Leu Glu Leu Lys Arg
1 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 17:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 30 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:

“lu Val Gln Leu val .
Glu Ser Gly Gl
Y Gly Leu Vv

5 lOY al Gln Pro géy Gly

4]
n

Leu
Arg ggu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
25 30
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(2) Informace o SEQ ID NO: 18:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 25 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

G.u Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr
1 S 10 1s

C/s Thr Val Ser Gly Leu Ser Leu Thr
: 20 25

(2) Informace o SEQ ID NO: 19:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retdzec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

T+p Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Yal Ser
1 5 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 20:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20:

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 ) 10 ’
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(2) Informace o SEQ ID NO: 21:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny

(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21:

rcg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr &:u‘cln
1 S

10

v »= Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys A

la Arg
20 . 25

(2) Informace o SEQ ID NO: 22:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Reteézec: jediny

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22:

a ny

.rg Leu Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu Lys
S

10 1s

Fet Asn Ser Leu Gln Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Phe Cys Ala Arg
20 25 30

(2) Informace o SEQ ID NO: 23:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23:

~rp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val igr Ser
s 5
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(2) Informace o SEQ ID NO: 24
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24:

“rp Gly Gln Gly Val Met Val Thr Val Ser Ser
L 5 10

(2) Informace o SEQ ID NO: 25:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 399 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(ix) Rysy:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Lokace: 1..399
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 25:

TTC GxA GCC GCC ACC ATG TCT GTIC CCcC AcCC CAA GTC CTC GGT
Phe G.u Ala Ala Thr Met Ser val Pro Thr Glan Val Leu Gly

CTG C2G TGG CTT ACA GAT GCC AGA TGT GAC ATT CAA RATG ACC
Leu L2u Trp Leu Thr Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr

20 25 30
CCA T7C AGC CTG AGC GCA TCT GTA GGA GAC CGG GTC A;C ATC
pro S@r Ser Leu Ser Ala Ser val Gly Asp Arg Val Tor lle

35 40 45

CTA G2A AGT GAG GGC ATC TCC AGT TAC TTA GCG TGG TAC CAG
Leu r.a Ser Glu Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Ala ng Tyr Gln
30 55

cce GG ARAA GCT CCT AAG CTC CTG ATC TAT GGT GCG AAT AGC
Pro G.y Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Asn Ser
65 70 75

CTC
Leu
15

CAG
Gln

ACA
Thr

CAG
Gln

TTG
Leu

CTG
Leu

AGC
Ser

TGT
Cys

ARG
Lys

CAG
Gln
80

48

86

144

182

240
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ACT
Thr

ACG
Thr

TGT
Cys

GTC
val

(2) Informace o S
(i) Charakte

Phe G.u Ala Ala Thr Met Ser Val Pro T

OO
o b

A GTA
Ly Val

JC ACG

yu Thr

‘A CAG
“n Gln

11s

GTC
val

CCA
Pro

ATC
Ile
100

TCG
Ser

Lys

TCA
Ser

TCC
Ser

TAT
Tyr

CGT
Arg

AGA
Arg

AGC
Ser

AAG
Lys

TTC
Phe

CTA

Leu

TTC
Phe

AGT
Ser

CAG
Gln

CCG
Pro
120

EQ ID NO:
ristiky sekvence:
(A) Délka:

35

GGC
Gly

CCT
Pro
108

AAC
Asn

26:

TCA
Ser
90

GAA
Glu

ACA
Thr

GGA
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

TCC GCT ACA GAC TAC
Ser Ala Thr Asp Tyr
95

TTC GCA ACG TAT TAC
Phe Ala Thr Tyr Tyr
110

GGT CAA GGC ACC AAG
Gly Gln Gly Thr Lys
125

133 aminokyseiin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: lineAdrni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 26:

1

.S

10

hr Gln Val Leu Gly Leu Leu
1s

Leu Leu Trp Leu Thr Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

288

336

384

399
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Pro
Leu
Pro

65
Thr
Thr

Cys

val

(2)

AAG
Lys

GCA
Ala

GGT
Gly

TCT
Ser

20 25

Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr

35 40 45

Ala Ser Glu Gly Ile Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr
52 55 60

Glv Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Asn
70 - 75

Glvy Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Ala
8s 90

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala
100 _ 10s

Gln Gln Ser Tyr Lys Phe Pro Asn Thr Phe Gly Gln
115 120 125

val Lys Arg

= Q

tyy e

O

Informace o SEQ ID NO: 27:
(i) Charakteristiky sekvence: )
(A) Délka: 420 paru baZ}
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jediny
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Rysy:
(A) Jméno/klig: CDS
(B) Lokace: 1..420
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 27:

CT7 GCC GCC ACC ATG GGC TGG AGC TGT ATC ATC CTC
Le: Ala Ala Thr Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu
5 10

ACA GCT ACA GGT GTC CAC TCC GAG GTC CAA CTG GTA
Th.s Ala Thr Gly Vval His Ser Glu Val Gln Leu Val
20 25

GGT CTC GTA CAG CCA GGA GGA TCT CTG CGA CTIG AGT
Gl Leu.Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser
35 40 45

GG TTA TCA TTA ACT AGT AAT AGT GTG AAC TGG ATA
Gly Leu Ser Leu Thr Ser Asn Ser Val Asn Trp Ile
53 55 60

30

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
110

Gly

TTC
Phe

GAA
Clu
30

TGC
Cys

olele
Arg

Thr

Gln

Leu.

Asp
95

TYyr

Thr

TTA
Leu
15

TCT
Ser

GCC
Ala

CAA
Gln

Cys
Lys
Gln

80
Tyr

Tyr

Lys

GTA
val

GGA
Gly

GTC
val

GCA
Ala

48

96

144

192
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CCT GG AAG
Pro Gl Lys
65

ACA GAY' TAT
Thr Asy Tyr

ACT TC': AAG
Thr Sexr Lys

GAT

A GCA
Asp Th

Ala
118

o

GGT
Gly

TAT
Tyr

o3 oY)
og &

GGT
Gly

AAT
Asn

AGC
Ser

100
GTC
Val

CaAa
Gln

CTC
Leu

TCA
Ser
8s

AcCc
Thr

TAC
Tyr

GGT
Gly

GAG
Glu
70

GCT
Ala

GTA
Val
TAC

Tyr

ACC
Thr

TGG
Trp

ATC
Ile

TAC
Tyr

TGT
Cys

CTA
Leu
138

GTT
Val

Lys

CTG
Leu

GCT
Ala
120

GTC
Val

GGA
Gly

TCT
Ser

cac

Gln

10s

ccT
Arg

ACa

Thr,

37

CTA
Leu

CGA
Arg
S0

ATG
Met

GAG
Glu

GTC
Val

(2) Informace o SEQ ID NO: 28:
(i) Charakte

(ii) Typ molekuly: protein

A) Délka: '
EB; Typ: aminokyselina

(D) Topologie:

ATA
Ile
75

TTC
Phe

AAC

Asn

TAC

Tyr

TCC
Sear

ristiky sekvence:

TGG AGT AAT
Trp Ser Asn

ACA ATC TCT
Thr Ile Ser

AGT CTG AGA
Ser Leu Arg

110

GGA
Gly

AGA
Arg
95

GCT
Ala

GAC
Asp
80

GAC
Asp

GAA
Glu

TAT GGA TAT TTC GAC
Tyr Gly Tyr Phe asp

12s

TCA
Ser
140

140 aminokyselin

linearni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 28:
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288
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384

420
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1. RAM, majici afinitu pro lidsky IL-5 antigen a obsahujici
antigen vdzebné regiony ziskané z variabilnich domén tézkého
a/nebo lehkého retézce donor protilatky, majici afinitu pro
lidsky IL-5, RAM, majici vazebnou afinitu pod%ﬁou afinité

donor protiléatky.

2. Anti-IL-5 protilatkova molekula podle naroku 1, obsahujici
kompozitni tézky fetézec a komplementidrni lehky retézec, kde
uvedeny kompozitni tézky retézec, majici variabilni doménu,
obsahujici pievazné zbytky ramecku akceptoru protilatky
t&3kého retézce a antigen-vazajici zbytky protilatky donor
t&3kého tretézce, kde uvedena donor protilatka ma afinitu pro
lidsky IL-5, pficemz uvedeny kompozitni tézky retézec
obsahuje donor zbytky alespon v polohach 31 az 35, 50 az 65

a 95 az 102 (podle Kabatova ¢islovaciho systému) .

3. Protilatkova molekula podle naroku 2, kde aminokyselinové
zbytky 24, 27 az 30 37, 49, 73, 76 a 78 v uvedeném

b4
kompozitnim t&Zkém Fretézci jsou navic donor zbytky.

4. Protildtkova molekula podle naroku 2, kde aminokyselinové
zbytky 23, 24, 27 az 30, 37, 49, 73 a 76 az 78 v uvedeném

»
kompozitnim tézkém retézci jsou navic donor zbytky.

5. Anti-IL-5 protilatkova molekula podle naroku 1, obsahujici
kompozitni lehky retézec a koplementarni tézky retézec, kde
uvedeny kompozitni lehky retézec ma variabilni doménu,
obsahujici pfevazné zbytky ramecku lehkého retézce protilatky

a antigen-vazajici zbytky lehkého fetézce donor protilatky,

nahradni list




kde uvedend donor protilatka ma afinitu pro lidsky IL-5,
pri¢emz uvedeny kompozitni lehky fetézec obsahuje donor

zbytky alesport v polohach 24 az 34, 50 az 56 a 89 az 97 (podle
Kabatova ¢islovaciho systému) a kde uvedena anti-IL-5
protilatkova molekula ma vazebnou afinitu podobnou afinité

donor protilatky.

6. Protilatkova molekula podle niroku 5, kde aminokyselinové
zbytky 68 a 71 v uvedeném kompozitnim lehkém retézci jsou

navic donor zbytky.

7 Protilatkova molekula podle naroku 5, kde aminokyselinové
zbytky 22, 68 a 71 v uvedeném kompozitnim lehkém retézci jsou

navic donor zbytky.

8. Anti-IL-S protilatkova molekula, majici afinitu pro lidsky
I1L-5, obsahujici kompozitni tézky fetézec podle kteréhokoliv z

narokad 5 az 7.

9. Protilatkova molekula podle kteréhokoliv z narokit 2 az 8,
obsahujici prevazné lidské akceptorové zbytky a ne-lidské

donor zbytky.

10. Protilatkovéa molekula podle kteréhokoliv z narokd 2 az 9,
kde akceptorové zbytky pro kompozitni tézké a lehké retézce
jsou zbytky tézkého rfeteézce lidské skupiny ITT a lehkého
retézce lidské skupiny I a donor zbytky pro kompozitni teézké a
lehké retézce jsou zbytky krysiho 39D10 té&zkého a lehkého

retézce.
11. DNA sekvence, ktera koduje kompozitni tézky retézec nebo

kompozitni lehky fetézec protilatky podle kteréhokoliv z

narokl 2 az 10.
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12. Klonovaci nebo expresni vektor, obsahujici DNA sekvenci

podle naroku 11.

13. Hostitelska burika transformovana DNA sekvenci podle naroku

11.

14. ZpGsob produkce anti-1L-5 protilatky, zahrnujici expresi
alesponn jedné DNA sekvence podle naroku 11 ve transformované

hostitelské bunce.

15. Zptsob produkce anti-I1L-5 protilatkové molekuly,
zahrnujici:

(a) produkci operonu Vv expresnim vektoru, majiciho DNA
sekvenci, ktera koduje kompozitni tézky retézec podle
kteréhokoliv z narokt 2 az 4;

(b) popfipadé produkci operonu Vv expresnim vektoru, majiciho
DNA sekvenci, ktera koduje komplementarni lehky retézec, kterym
mize byt kompozitni lehky retézec podle kteréhokoliv z narokl
5 az 7;

(c) transfekci hostitelske butiky s vektorem nebo kazdym
vektorem a

(d) kultivaci transfektované buné&céné linie pro produkci

protilatkového produktu.

16. Zptsob produkce anti-IL-5 protilatkové molekuly podle
naroku 15, kde DNA sekvence koduje kompozitni lehky retézec a

v v

komplementarni tézky retézec.

17. Terapeutickda nebo diagnosticka kompozice, obsahujici
protilatkovou molekulu podle kteréhokoliv z naroku 1 az 10 v
kombinaci s farmaceuticky prijatelnym nosic¢em, redidlem nebo

prisadou.
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18. Zptsob terapie nebo diagnozy, zahrnujici podani u¢inného
mnoZzstvi protilatkové molekuly podle kteréhokoliv z naroku 1

az 10 lidskému nebo zvirfecimu subjektu.
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