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Polypeptidy schopné tvorby vazebnych struktur pro antigen se
specificitou pro Rhesus D antigeny, DNA kodujici takové
polypeptidy a zpasob pro jejich p¥ipravu a pouziti

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka polypeptidl tvoficich vazebné
struktury pro antigen se specificitou pro Rhesus D antigeny
a zejména Fab molekul se specificitou pro Rhesus D antigen.
Vyndlez se také tyka jejich pouZiti pro farmakologické
a diagnostické pripravky. VySe uvedené Fab fragmenty, pokud
jsou geneticky zpracovany tak, aby byly &asti kompletnich
protilatek, jsou pouZitelné pro profylaxi hemolytické nemoci
novorozenci (HDN). Predkladany vyndlez poskytuje nové DNA

a aminokyselinové sekvence vySe uvedenych polypeptidu.

Tak mohou byt protilédtky pouZity pro ochranu Rh negativni
Zzeny pred nebo ihned po porodu Rh pozitivniho ditéte pro
zabradné&ni HDN v nasledujicich té&hotenstvich.

Vynadlez také obsahuje pouZiti uvedenych Fab molekul bud
samostatné, nebo v kombinaci s Fc konstantnimi regiony, jako
kompletnich protildtek pro 1é&bu jinych onemocnéni, u kterych
miZe byt p¥inosem pouZiti anti-Rhesus D imunoglobulinu,

napriklad pro 1é&bu idiopatické trombocytopenické purpury.

Kromé toho miZe byt Rhesus D imunoglobulin pouZit po chybné
transfuzi Rh pozitivni krve Rh negativnimu p¥ijemci, pro
zabranéni senzibilizace Rh D antigenem. Dale se vynalez tyka
pouziti té&chto Fab fragmentl a protildtek jako diagnostickych

¢inidel.



Dosavadni stav techniky

HDN je obecny ndzev pro hemolytickou anemii plodd a
novorozencl zpusobenou protildtkami matky. Tyto protilatky jsou
zam@&feny proti antigendm na povrchu fetdlnich erytrocytu. Tyto
antigeny mohou nédleZfet k Rhesus, ABO nebo jinému systému

krevnich skupin.

Rhesus systém krevnich skupin obsahuje 5 hlavnich antigeni:
D, C, ¢, E ae (Issit, P.D. Med. Lab. Sci. 45: 395, 1988). D
antigen je nejdileZit&jdi z té&chto antigenl, protoZe je vysoce
imunogenni a vyvolava tvorbu Rhesus D protilatek v prib&hu
Rhesus inkopatibilniho t&hotenstvi a po transfusi Rhesus
inkopatibilni krve. D antigen je nachdzen p¥ibliZn& u 85%
Kavkazské populace v Evrop& a o té&chto jedincich se ¥ika, Ze
jsou Rh pozitivni. Jedinci, kte¥i nemaji D antigen, se nazyvaji
Rh negativni. Exprese D antigenu miZe byt raznad z davodd nizké
hustoty antigenu, ddle znamé jako slabé D nebo D%, nebo z

davodu &astelné antigenicity, znamé jako Castefné D antigeny.

Rhesus D antigen, membrénovy protein erytrocytu, byl neddvno
klonovan a byla popsdna jeho primdrni struktura (Le Van Kim, C.
et al., PNAS 89: 10925, 1992). Modelové studie ukazaly, :Zze
Rhesus D antigen ma 12 transmembranovych domén s pouze velmi
kratkym spojovacim regionem presahujicim vné& bunéfné membrany

nebo presahujicim do cytoplasmy.

Parcidlni D fenotypy byly prvné identifikovany u 1idi
majicich D antigen na erytrocytech, ale nemajici aloanti-D v
séru (Rose, R. R. a Sanger, R., Blood groups in man, Blackwell
Scientific, Oxford, UK, 1975; Tippett, P. et al., Vox
Sanguinis, 70: 123, 1996). Toto miZe byt vysvétleno tak, Ze D

antigen je mozaikova struktura s nejméné 9 odlidnymi epitopy



(epD1 aZ epD9). Proto u nékterych 1idi s D variantou nemaji

erytrocyty &ast této mozaiky a protildtky jsou namifeny proti
chybéjicim D epitopum. Rh pozitivni jedinci, kte¥i vytvareji
protilatky proti &astelnym D antigenim byly klasifikovani do
Sesti hlavnich odlisnych kategorii (D™ aZ DV*T), kde kaZdi ma
jinou abnormalitu D antigenu. Nové&ji bylo ukdzéno, Ze tyto D
kategorie davaji rdzny charakter reakce p¥i testovani proti
panelu lidskych monoklondlnich anti-D protildtek (Tippett, P.
et al., Vox Sanguinis, 70: 123, 1996). Podle ruznych charakterl
reakce bylo identifikovano 9 epitopl a tak byly definovany
rizné parcidlni D kategorie. Polet epitopl p¥itomnych na D
antigenu se 1i81 mezi jednotlivymi parcidlnimi D kategoriemi,
kdy DY* kategorie exprivuje nejméné&, epD3, 4 a 9. DVT kategorie
je klinicky vyznamnd, protoZe DY® Zeny mohou byt imunizovany

dostatelné silné pro zpusobeni hemolytické nemoci novorozencu.

Profylakticka G¢innost anti-RhD IgG pro prevenci hemolytické
nemoci novorozenclu je dobre prokdzéna a je rutinnim postupem po
mnoho let. V disledku toho se zavaZné onemocné&ni stalo raritou.
Nicméné, z&kladni pridina onemocnéni, t.j. RhD inkompatibilita
mezi RhD negativni matkou a RhD pozitivnim ditétem, stdale
zUstdva a tak vyZaduje kontinudlni dodavani terapeutického
anti-RhD IgG.

V poslednich letech se zajisténi kontinudlniho dodavani
anti-RhD IgG stava naristajicim problémem. Zasoba dostupného
hyperimunniho séra od aloimunizovanych Rh negativnich
vicerodicek se drasticky sniZila diku aspé&chu profylaktického
podavani anti-RhD. Proto soulasné metody produkce vyZaduji
opakovanou imunizaci stdle vice neochotn&j&ich darcld pro
produkci vysokého titru antiséra (Selinger, M., Br. J. Obstet.
Gynaecol. 98: 509, 1991). Jsou zde také asociované rizikové
faktory a technické problémy, jako je pouZiti Rh pozitivnich



erytrocytl pro opakovanou imunizaci, coZ md riziko pfenosu

virovych onemocnéni jako je hepatitida B, AIDS a jiné doposud
neznamé viry (Hughes-Jones, N.C., Br. J. Haematol. 70: 263,
1988) . Pro je zadouci alternativni zpisob pro produkci anti-RhD
protilatek.

V poslednich nékolika letech byly zkouSeny razné
alternativni zdroje hyperimunniho séra, ale vSechny jsou
spojeny s nevyhodami. Transformace lymfocytu virem
Epstein-Barrové (EBV) za vzniku B lymfoblastoidnich bunédénych
1inii, které secernuji specifickou protildtku v&etné& protilatky
proti Rhesus D antigenu (Crawford et al., Lancet, 386: Feb.
19th, 1983) jsou nestabilni a vyZaduji extensivni klonovani.
Také z davodl nizké Gfinnosti transformace (1 - 3% B bunék)
miZe byt z potencidlniho repertodru ziskédn pouze omezeny rozsah
protilatkovych specificit. Dale se zda, Ze myS$i neodpovidaji na
Rhesus D antigen a proto nejsou dostupné Zadné mysi
monoklondlni protildtky, které by mohly byt pouZity pro vyrobu
chimerickych nebo humanizovanych protildtek. Doposud byla
jedinou alternativou produkce lidskych protilatek hybridomni
technikou, ktera je také omezena chybé&nim vhodného partnera pro
fizi s lidskymi myelomovymi butikami (Kozbor, D. a Roder, J.C.
Immunol Today, 4: 72, 1983).

Podstata vyndlezu

Predm&tem predkladaného vyndlezu proto jsou Fab fragmenty
majici reaktivitu proti Rhesus D antigenu, stejné jako
kompletni protilatky obsahujici Fab fragmenty, které nemaji
vySe uvedené nedostatky.

V poslednich nékolika letech technika repertodrového

klonovani a konstrukce fagovych zobrazovacich knihoven otev¥ela



nové moznosti pro produkci lidskych protildtek definované
specificity (Williamson, R.A. et al., PNAS 90: 4141, 1993).

Tyto metody byly proto pouZity pro p¥ipravu polypeptidl
schopnych tvorby vazebnych struktur pro antigen se specificitou
pro Rhesus D antigeny, zejména pro ptipravu Fab fragmenth
majicich aktivitu proti Rhesus D a ¢astednym D antigenlm.

Tvorba lidskych protildtek repertodrovym klonovanim jak byla
popsana v poslednich letech (Barbas III, C.F. a Lerner, R.A.
Companion Methods Enzymol. 2: 119, 1991) je zaloZena na izolaci
mRNA z perifernich B bunék. Tato metoda nabizi nastroje pro
izolaci prirozenych protilatek, autoprotildtek nebo protiléatek
tvofenych v pribé&hu imunitni odpovédi (Zebedee, S.L. et al.,
PNAS 89: 3175, 1992; Vogel, M. et al., Eur. J. Immunol. 24:
1200, 1994). Tato metoda spoc¢iva v konstrukci knihovny
rekombinantnich protildtek od jednotlivych darcd z mRNA
kodujici imunoglobulinové (Ig) molekuly. ProtoZe pouze
lymfocyty periferni krve (PBL) mohou byt izolovany od darce,
jsou Sance na nalezeni B bunék produkujicich specifickou
protildtku v periferii zvySeny, pokud je jedinci podéna davka
pozZadovaného antigenu tésné pred odbérem PBL (Persson, M.A.A.
et al., PNAS 88: 2432, 1991). Celkovad RNA je potom izolovana a
mMRNA Ig repertodru mize byt klonovana za pouZiti Ig
specifickych primerd v polymerasové Yetézové reakci (PCR), po
které nasleduje soulasnd exprese t&Zkych a lehkych Fetézcu Ig
molekuly na povrchu filamentosniho fagu, coZ vytvori
"organismus", ktery analogicky s B buillkami miZe vazat antigen.
V literatut¥e je tato metoda také znamd jako kombinatoridlni
pristup, jelikoZ umozZiiuje nezavislé kombinovani tézkych a
lehkych ¥et&zcl za vzniku funk&niho Fab fragmentu protilatky
pripojeného na jeden z koncovych proteind, nazyvanych pIII,
filamentosniho fagu. Fagy nesouci Fab molekuly (zde dale Phab

¢astice) jsou podrobeny selekci na poZadovanou antigenni



specificitu procesem znadmym jako biopanordmovani. Antigen miZe

byt navézan na pevny nosic¢, kdy specifickd Phab se vaZe na
antigen, zatimco nespecifické Phab jsou vyplachnuty a nakonec
jsou specifické Phab eluovany z pevného nosile. Specifické Phab
jsou potom amplifikovany v bakteriich, je provedena opakované
vazba na antigen na pevném nosi¢i a cely postup biopanoraémovani
je opakovan.

Postupné opakovani panoramovani a amplifikace vybrané Phab
v bakterii vede k obohaceni specifickych Phab, coZ je
pozorovano z vzestupu titru kolonie tvoricich jednotek (cfu)
oCkovanych na plotny po kaZdém kole panoramovani. NaSe driveéjsi
zkuSenosti a publikovand data naznaluji, Ze specificky fag miZe
byt detekovan obvykle po 4 aZ 6 kolech panorémovani (Vogel, M.
et al., Eur. J. Immunol. 24: 1200, 1994). Ve vySe uvedené
citaci nicméné neni 28dn& zminka, Ze naznalené kroky mohou byt

pouzity pro pt¥ipravu Fab fragmenti anti-RhD protiléatek.
Popis obréazkd na pfipojenych vykresech

Obrazky la aZz 16b ukazuji DNA sekvence kodujici variabilni
regiony (V regiony) anti-RhD Fab fragment a odpovidajici

polypeptidové sekvence.

Obrazek 17 ukazuje pComb3 expresni vektor pouzity podle
predkladaného vynalezu.

Obrazky 18 a 19 ukazuji odd&lenou pripravu genu pro téZky a

lehky Yetézec kompletni protilatky podle popisu v p¥ikladu 6.

Predmétem predkladaného vynadlezu jsou polypeptidy schopné
tvorby vazebnych struktur pro antigen se specificitou pro



Rhesus D antigeny podle definice v ndroku 1. Tabulka v naroku 1

se vztahuje k pfipojenym obrazkim. Je uvedeno identifikalni
¢islo pro kaZdou sekvenci. Lokalizace Rhesus D specifickych
CDR1 (komplementaritu ur&ujici region 1), CDR2 a CDR3 regionu
jsou uvedeny na obrazkach a podle Cislovani part bazi v tabulce
naroku 1. Vyhodnymi polypeptidy podle pfedkladaného vynalezu
jsou anti-Rhesus D protilatky, které obsahuji variabilni
regiony té&%kych a lehkych Fet&zcl sekvenci uvedenych na
obriazkach l1a - 16b. Obréazky la, 2a....l6a se tykaji
variabilnich regiont t&%kych Yet&zcd a obrazky 1b, 2b....16b se

tykaji variabilnich regionl lehkych Yetézcl.

Daldimi predm@ty predklddaného vyndlezu jsou DNA sekvence
kodujici antigen vazebné polypeptidy podle naroku 6. Vyhodné
DNA sekvence jsou ty, které koduji variabilni regiony Fab
fragment® anti-RhD protildtek podle obrazki la - 16b. Obrazky
la, 2a....l6a se tykaji t&fkych Freté&zclh a obrazky 1b,
2b....16b se tykaji lehkych Yeté&zcu.

Daliim predmétem pYedkladaného vynadlezu je zpusob pro

p¥ipravu rekombinantnich Fab polypeptidl podle naroku 11.

Dal¥im predm&tem predkladaného vyndlezu je zpusob pro

selekci rekombinantnich polypeptidd podle naroku 12.

Dal%im predm&tem predkléddaného vyndlezu jsou anti-RhD
protilatky podle ndroku 14, vyhodné€ anti-RhD imunoglobulinové
molekuly obsahujici variabilni regiony té&zkého a lehkého
Yet&zce podle obrézkll la aZ 16b v kombinaci se znamymi

konstantnimi regiony t&%kého a lehkého Tetézce.

Dal8im predm&tem predkladaného vynédlezu jsou farmaceutické a

diagnostické prost¥edky obsahujici polypeptidy, anti-RhD



protilatky nebo Fab fragmenty podle p¥edkladaného vynalezu.

Celkova reamplifikovand Phab populace ziskand po kazZdém
panoramovani miZe byt testovdna na specificitu za pouziti
riznych metod jako je ELISA a imunologické bodové testy. Toto
je také urleno charakterem antigenu, nap¥iklad anti-Rhesus
D Phab jsou detekovany neprimou hemaglutinaci za pouziti
kralid¢i anti-fagové protilatky nebo ekvivalentniho Coombsova
¢inidla jako zk¥iZené vazebné protilatky. Po identifikaci
celkové Phab populace jako pozitivni pro poZadovany antigen
jsou jednotlivé Phab klony izolovany a je sekvencovana DNA
kodujici poZadované Fab molekuly. Jednotlivé Fab mohou byt
potom vyrobeny za pouziti pComb3 expresniho systému, ktery je
zobrazen na obr. 16. V tomto systému je gIII gen, kodujici
koncovy protein pIII, vyst¥iZen z fagemidového vektoru pComb3.
Toto umoziniuje produkci solubilniho Fab v periplasmé& bakterie.
Takové jednotlivé Fab fragmenty mohou byt potom testovany na
antigenni specificitu.

Fagovy zobrazovaci p¥istup byl také pouzZit jako prostredek
pro ziskani monoklondlnich protiléatek z nestabilnich
hybridomnich buné&nych 1linii. Toto bylo popsédno pro anti-Rhesus
D protilatky (Siegel, D.L. a Silberstein, L.E. Blood, 83: 2334,
1994; Dziegiel, M. et al., J. Immunol. Methods, 182: 7, 1995).
Fagova zobrazovaci knihovna konstruovand od neimunizovanych
darca byla také pouZita pro selekci Fv fragmentd (t.j.
variabilnich regiont tézkého a lehkého fetézce, v, ,av)
specifickych pro antigeny lidskych krevnich skupin, které
obsahuji jeden Fv fragment reaktivni s Rhesus D antigenem
(Marks , J.D. et al., Biotechnology, 11: 1145, 1993).

Dilezitymi podminkami p¥i konstrukci kombinatoridlnich
knihoven jsou zdroje bunék pouZitych pro extrakci RNA a



charakter antigenu pouZitého pro panoramovani. Proto

predkladany vyndlez pouZivd hyperimunniho darce, kterému byla
poddna i.v. davka Rhesus D* erytrocytui. PBL dérce jsou odebrany
+5 a +18 dni po i.v. davce a jsou pouzity pro konstrukci 2
kombinatoridlnich knihoven zde dale oznalovanych jako knihovna
D1 (LD1) a knihovna D2 (LD2), v prislu$ném pofadi. Dvojita
imunofluorescen&ni analyza ziskanych PBL, za pouZiti marker®
CD20 a CD38 pro spektrum B bunék a lymfoblastoidnich bunék,

v p¥isludném poradi, ukdzala vyS885i1 neZ normalni procento
lymfoblastoidnich B bun&k, morfologie plasmatickych bunék.
Vy88i polet plasmatickych bunék nalezenych v periferni krvi je
neobvykly, protoZe v periferie je normdlné& méné nez 1%

a pravd&podobné ukazuje na to, ze darce mé&l vysSS8i procento

cirkulujicich B bunék se specificitou pro Rhesus D antigen.

Po konstrukci knihovny byla selekce Phab specifickych pro
Rhesus D antigen provedena biopanoramovanim Cerstvych celych
erytrocytl fenotypu R1R1 (CDe/CDe), t.j. referen&nich buné&k pro
Rhesus D typizaci. Toto bylo nezbytné, protoZe Rhesus D
antigen, integrdlni membranovy protein o 417 aminokyselinéch
(Le Van Kim, C. et al., PNAS 89: 10925, 1992), ztraci svou
imunogenicitu v prub&hu precisténi (Paradis, G. et al., J.
Immunol. 137: 240, 1986) a proto nemiZe byt chemicky prelisStény
D antigen navazan na pevnou fdzi pro selekci imunoreaktivnich
Phab jak je to provedeno pro jiné antigenni specificity drive
selektované v tomto systému (Vogel, M. et al., Eur. J. TImmunol.
24: 1200, 1994). Modelové studie ukédzaly, Ze pouze velmi kratky
spojovaci region Rhesus D antigenu pfesahuje vné& bunécné
membrany nebo presahuje do cytoplasmy (Chérif-Zahar, B. et al.,
PNAS 87: 6243, 1990). Proto jsou ¢asti RhD antigenu
rozpoznatelné protildtkami relativné omezené a mohou byt
konforma&nd omezené. Tento aspekt Rhesus D antigenu se stava

jedt& dileZit&j8im p¥i selekci Phab s reaktivitou proti
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¢asteénym D fenotypum, které postrddaji nékteré definované
epitopy D membranového proteinu (Mouro, I. et al., Blood. 83:
1129, 1994).

Kromé& toho, protoZe celé erytrocyty neexprivuji pouze D
antigen, musi byt provedena serie negativnich absorpci na
Rhesus D negativnich erytrocytech z toho davodu, aby se
odabsorbovaly ty Phab, které reaguji s jinymi antigennimi
proteiny na erytrocytech.

Tento panoramovaci postup provedeny na Phab z obou LD1
a LD2 knihoven vedl k izolaci 6 riznych kloni produkujicich Fab
z knihovny LD1, 8 ruznych kloni produkujicich Fab z knihovny

2 a 2 klonl produkujicich Fab ze souboru knihoven LD1 a LD2.

Nomenklatura a obrazky, kde jsou sekvence popsany, jsou

uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Knihovna v - V- Knihovna V.- v_-

LD1 sekvence sekvence LD2 sekvence sekvence

klon ¢&. obrazek obrazek klon ¢&. obrazek obrazek

LD1-40 la 1b LD2-1 6a 6b

LD1-52 2a 2b LD2-4 7a 7b

LD1-84 3a 3b LD2-5 8a 8b

LD1-110 4a 4b LD2-10 9a 9b

LD1-117 5a 5b LD2-11 10a 10b
LD2-14 11la 11b
LD2-17 12a 12b

LD2-20 13a 13b




Vy&e uvedené Fab klony vykazuji vyludnou reaktivitu s

Rhesus D antigenem, 3 a 5 DY testovanych erytrocytd a
aglutinaéni reaktivitu proti ¢&stenym D fenotyptim: Rh33, DIII,
DIVa, DIVb, DvVa, DVII.

Nicmén&, za pouZiti vy8e uvedenych R1R1 erytrocytl pro
panoramovani Phab nebyly izolovany Za&dné klony reaktivni
s Castedénym DVI fenotypem. ProtoZe bylo zné&mo, Ze sérum
pavodniho hyperimunniho darce testované v dobé tvorby
rekombinantni knihovny je reaktivni s DVI fenotypem, méla by

rekombinantni knihovna také obsahovat anti-DVI specificitu.

Pro selekci DVI reaktivity byly podminky pro panoramovani
zm&nény v tom, Ze byly pouZity jiné butiky. Specidlni darce,
jeho% erytrocyty byly typizovany a bylo znamo, Ze exprivuji
tastedny DVI fenotyp, byl pouZit jako zdroj bunék pro opakované
panoramovani LD1 a LD2 knihoven. Tato druhd serie panoramovani
byla provedena v podstaté& stejnym zplsobem jako prvni serie
s vyjimkou substituce DVI erytrocytl za R1R1l erytrocyty
a p¥idani oSet¥eni DVI erytrocytu bromelasou. DVI fenotyp
exprivuje nejmén& Rhesus D epitopl a je proto obtiZné vyrobit
proti nému protilatky. Bylo popséano, Ze pouze 15%
neselektovanych polyklondlnich anti-D a 35% selektovanych
anti-D tvorenych Rhesus D negativnimi subjektu reaguje s DVI+
burikami (Mouro, I. et al., Blood, 83: 1129, 1994). OSet¥eni
bromelasou, kterad odstrafiuje N-acetylneuraminovou kyseliny
(sialovou kyselinu) z membrany erytrocytl bylo provedeo proto,
aby byly epitopy Rhesus DVI lépe dosaZitelné v prib&hu

panoramovani s pre-absorbovanymi Phab.

Tato druhd serie panordmovani na LD1 knihovné& vedla k zisku
1 klonu produkujiciho Fab, LD1-6-17. Nomenklatura je uvedena

v tabulce 2.



Tabulka 2

Knihovna LD1 VH~sekvence VL—sekvence
obrazek obrazek
Klon ¢. LD1-6-17 14a 14b

Nicmén&, tento klon reagoval s Rhesus alelami C a E a
vykazoval faleZn& pozitivni reakci s DVI pozitivnimi
erytrocyty. Toto bylo zpisobeno také fenotypem DVI darce (Cc
DVI ee), ktery exprivoval C alelu, kterd nebyla odabsorbovana
Rhesus negativnimi erytrocyty (ccddee).

Proto byla provedena t¥eti serie panor@movani na souboru
LD1 a LD2 knihoven za pouZiti jingch erytrocytd pro absorpini
fazi. Po 6 kolech panoradmovani za pouZiti jak bromelasou
ofet¥enych, tak bromelasou neodettenych erytrocytl pro oba
absorp&ni kroky a eluci z DVI pozitivnich erytrocytua byla
ziskana celkovad populace Phab, které reagovaly vylulné
s erytrocyty fenotypu R1R1 (CCDDee) a 2 ruzni darci exprivujici
exprivujici DVI variantu.

Tato t¥eti serie panordmovani na LD1 knihovné& vedla k zisku
2 klond produkujicich Fab reagujicich s DVI+ erytrocyty.

Nomenklatura je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3
Knihovna LD1/LD2 V_ -sekvence - obr. V_-sekvence - obr.
Klon &. LD1/2-6-3 15a 15b

Klon &. LD1/2-6-33 16a 16b




Tak bylo izolovano 16 rtznych anti-Rhesus D Fab klondG. DNA z

t&chto klont byla izolovédna a sekvencovéna za pouZiti
fluorescen&niho cyklického sekvencovani na ABI 373A Sequencing
System. Nukleotidové a odpovidajici aminokyselinové sekvence
uvedenych Fab klonl tvo¥i zdklad predkladaného vynalezu.

Analyza sekvence uké&zala, Ze bylo izolovano né&kolik kloni
majicich stejny V_ genovy segment, ale jiné V_ genové segmenty.
Tak je tomu v pripad& dvou klond LD2-1 a LD2-10, dvou klonl
LD2-4 a LD2-11 a t?¥i klond LD2-14, LD1/2-6-3 a LD1/2-6-33, Vv

prisludném poradi.

Ziskané DNA sekvence a Fab fragmenty jsou pouZitelné pro
pripravu kompletnich protildtek majicich aktivitu proti Rhesus
D antigenu. Vhodnymi expresnimi systémy pro takové protilatky

jsou my3i myelomové bufiky nebo ovaridlni burky &inského k¥ecka.

Nisledujici priklady podrobné popisuji vynalez, bez

jakéhokoliv omezeni rozsahu vynalezu.

P¥iklady provedeni vyndlezu

P¥iklad 1 popisuje konstrukci 2 kombinatoriélnich knihoven;

zejména vysSe uvedenych LD1 a LD knihoven.

Priklad 2 popisuje podrobné serii panordmovani na LD1 a LD2

knihovndch za pouZiti R1R1 erytrocyti.

P¥iklad 3 popisuje serii panora&movani za pouZiti jak
bromelasou oSet¥enych, tak bromelasou neoSet¥enych erytrocyti
pro absorpci a bromelasou oSet¥enych DVI pozitivnich erytrocytd

za pouziti souboru uvedenych LD1 a LD2 knihoven.
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Pr¥iklad 4 popisuje nep¥imy hemaglutinaéni test vyuZivajici
krali¢i anti-fagovou protilatku, jako ekvivalentni Coombsovo
¢inidlo, pro sledovani obohaceni a specificity Rhesus D
specifickych Phabs po panoramovani.

PY¥iklad 5 popisuje p¥ipravu a prelilténi Fab fragmenti
protilatky pro pouZiti jako diagnostické ¢inidlo.

P¥iklad 6 popisuje pripravu kompletnich anti-Rhesus D
imunoglobulind za pouZiti sekvenci podle predkladaného
vynalezu.

P¥iklad 1 - Konstrukce rekombinantnich LD1 a LD knihoven
a) Zdroj lymfocytl

Dosp&lému muZi, ktery byl &lenem dobrovolné zdkladny
hyperimunnich Rhesus D darca, byla podéna i.v. davka 2 ml
p¥ipravenych erytrocytll od znadmého muZského darce krevni
skupiny O RhD*. PBL byly odebirany v den +5 a +18 po davce a
mononukledrni buriky byly izolovany centrifugaci s Ficollovym
gradientem (Lymphoprep, Pharmacia, Milwaukee, WI). Vysledky
analyzy darcovskych lymfocytu v den +5 jsou uvedeny v tabulce
4, MNC z dne +5 byly pouZity p¥imo pro p¥ipravu RNA za pouZiti
postupu fenol-chloroform-guanidiniumisothiokyanat (Chomczynski,
P. a Sacchi, N. Anal. Biochem. 162: 156, 1987). MNC ze dne +18
byly nejprve kultivovany po dobu 3 dnd v RPMI-1640 mediu
(Seromed, Basel) obsahujicim 10> U/ml IL-2 (Sandoz Research
Center, Vienna, Austria) a 10 pug/ml mitogenu z lic¢idla

amerického (PWM; Sigma L9379, Buchs, Switzerland) pred extrakci
RNA.



Tabulka 4 - Imunofluorescendni analyza darcovskych lymfocyti

v den +5 po i.v. davce erytrocytl

[ Q

Bun&ny povrchovy % pozitivnich Bun&ény povrchovy % pozitivnich

antigen bunék antigen bunék
CD20 15 CD8 12

CD38 20 CD25 7,6
CD20/CD38 15 CD57 12,5
CD3 47 CD14 6

CDh4 34 HLA-DR 18

b) Konstrukce knihovny

Byly konstruovany jednotlivé knihovny nazvané LD1 a LD2 (jak
je podrobné&ji uvedeno vySe) odpovidajici butikdm odebranym v den
+5 a +18 (dohromady +21 dni vetné +3 dni PWM stimulace) po
i.v. davce, v p¥isludném poradi. Celkova RNA byla potom
pripravena z t&chto bun&k za pouZiti postupu fenol-chloroform-
-guanidiniumisothiokyanat. Z této RNA bylo 10 ug pouZito pro
vyrobu cDNA za pouziti oligo(dT) primeru (400 ng) a bylo
reversné transkribovano za pouZiti M-MulLV reversni
transkriptasy podle ndvodu dodavatele (Boehringer Mannheim
Germany) . PCR amplifikace byla provedena podle postupu
popsaného v Vogel, M. et al., E.J. of Immunol. 24: 1200, 1994.
Stru&n&, 100 ul PCR reakce obsahovala Perkin-Elmer pufr s 10 mM
MgCl_, 5 pl cDNA, 150 ng kaZdého vhodného 5' a 3' primeru,
v8echny &ty¥i dNTP - 200 pM kazdy a 2 U/ml Taq polymerasy
(Perkin Elmer, NJ). PCR amplifikace t&Zkého a lehkého Fretézce
Fab molekuly byla provedena jednotliv& se sadou primerlt od
Stratacyte (podrobnosti jsou uvedeny dale). Pro t&Zky Tetézec

bvlo poufito Zest "upstream" primeru, které hybridizovaly s
Y p p p Y Y



kaZdou ze Sesti rodin V_ genli, zatimco primer pro jeden kappa

a jeden lambda Fet&zec byl pouZit pro lehky Fetézec.
"Downstream” primery byly navrZeny tak, aby odpovidaly
pantovému regionu konstantnich domén 71 a 73 pro té&Zky Feté&zec.
Pro lehky Teté&zec odpovidaly "downstream" primery 3' konci
kappa a lambda konstantnich domén. PCR produkty té&Zkého a
lehkého tet&zce byly shromdZdé&ny oddé&lené&, byly prelistény na
gelu a traveny Xhol/Spel a Sacl/Xbal restrik¢nimi enzymy
(Boehringer Mannheim), v p¥islu$ném poradi. Po travenil byly
produkty PCR extrahovany jednou fenol:chloroform:
:isoamylalkoholem a prelifté&ny gelovou excisi. Inserce
Xhol/Spel traveného Fd fragmentu a ndslednd ligace Sacl/Xbal
traveného Fretézce do pComb3 vektoru, transformace do XL1l-Blue
buné&k a produkce fagu byly provedeny podle postupu popsaného v
Barbas III, C.F. a Lerner, R.A. Companion Methods Enzymol. 2:
119, 1991).

Po transformaci XL1-Blue E. coli buné&k byly odebrany vzorky
a byly titrovany na plotndch pro uréeni velikosti knihovny.
Tyto vysledky ukazuji expresni knihovny o 5 x 10° a 7,7 x 10°
cfu (kolonie tvorici jednotky) pro LD1 a LD2, v pr¥isluSném

poradi.

c) PCR primery

VHI 5-CAC TCC CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-&

VHII  5-GTG CTG TCC CAG GTC AAC TTA CTC GAG TCT GG-3
VHIII  5-GTC CAG GTG GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-3
VHIV 5-GTC CTG TCC CAG GTG CAG CTG CTC GAG TCG GG-3
VHV  5-GTC TGT GCC GAG GTG CAG CTG CTC GAG TCT GG-3
VHVI 5-GTC CTG TCA CAG GTA CAG CTG CTC GAG TCA GG-3
CHI(gl) 5-AGC ATC ACT AGT ACAAGATTT GGG CTC-Z
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VLK) 5-GT GCG AGATGT GAG CTC GTG ATG ACC CAG TCT CCA-3'

CLk) 5-TCCTTCTAGATTACTAACACTCTCC CCT GTT GAAGCT
CTTTGT GAC GGG CGAACT C-3

VL({I) 5CTGC ACA GGG TCC TGG GCC GAG CTC GTG GTG ACT CA-3'

CL(l) 5GCATTCTAGACTATTATGAACATTC TGT AGG GGC-3'

d) Vektory a bakteridlni kmeny

pComb3 vektor pouZity pro klonovani Fd a lehkého Fetézce byl
ziské&n od Scripps Research Institute La Jolla, CA;Barbas III,
C.F. a Lerner, R.A. Companion Methods Enzymol. 2: 119, 1991).
Escherichia coli kmen XL1-Blue pouZity pro transformaci pComb3
vektoru a VCSM13 pomocny f£&g byly zakoupeny od Stratacyte (La
Jolla, CA).

Pr¥iklad 2 - Selekce Rhesus D Phab z LD1 a LD2 knihoven na
R1R1 erytrocytech

a) Absorpce a biopanoramovani

Serie tri negativnich absorpci na erytrocytech skupiny 0 Rh
negativni byly provedeny pred kaZdym kolem panoramovani p¥ed
pozitivni selekci na erytrocytech skupiny 0 Rh pozitivni
(R1R1) . Cerstvé erytrocyty byly odebrany v ACD (kyseld
citratova dextrosa) antikoagulalnim ¢inidlu a byly promyty 3
krat v 0,9% NaCl. Erytrocyty byly politédny v Hayemsov& roztoku
a jejich pocet byl upraven na 40 x 10°/ml. Absorpce: 1 ml
fagového pripravku v PBS/3%BSA byl pridan k pelet& erytrocyta
skupiny 0 Rh negativni (16 x 10° erytrocytd) ve 12 ml tubéach
(Greiner 187261, Reinach, Switzerland) a byla provedena
inkubace pfi pokojové teploté& po dobu 30 minut s jemnym
tfepanim. VSechny tuby byly pfedem blokovany v PBS/3% BSA po
dobu minima&lné 1 hodiny pri pokojové teploté&. Erytrocyty byly
peletovany centrifugaci po dobu 5 minut p¥i 300 x g p¥i 4 °C.
Vznikly fagovy supernatant byl opatrné odebran a proces byl




opakovan jedt& dvakrdt. Po kone&né absorpci byl fagovy

supernatant pridan k pelet& erytrocytd skupiny 0 Rh pozitivni
(16 x 10° erytrocytll) a znovu byla provedena inkubace pri
pokojové teploté po dobu 30 minut s mirnym t¥epanim. Potom
byly erytrocyty promyty alespoll 5-krat v 10 ml ledové chladného
PBS, byla provedena centrifugace p¥i 300 x g po dobu 5 minut
p¥i 4 °C a potom ndsledovala eluce s 200 pul 76 mM kyseliny
citronové pH 2,8 po dobu 6 minut p¥i pokojové teploté& a
neutralizace 200 pl 1 M Tris. Erytrocyty byly centrifugovany
p¥i 300 x g po dobu 5 minut p¥i 4 °C a vznikly supernatant
obsahujici eluované fagy byl peélivé odebrén a skladovan s
proteinovym nosifem (0,3% BSA) p¥i 4 °C pripraveny pro
re-amplifikaci. Pofet Rhesus D specifickych Phab kaZdého kola
panoramovani je uveden v tabulce 5.




Tabulka 5 - Selekce Rhesus D Phab z LD1 a LD2 knihoven na
R1R1 erytrocytech

podet eluovanych Rhesus D specifickych fagl

Panoramovani Knihovna D1 Knihovna D2
kolo ¢&¢.# cfu cfu

1 8 x 10°¢ 4,6 x 107
2 6 x 107 1,4 x 107
3 1 x 10°® 7,9 x 107
4 3 x 10° 1,3 x 10°
5 3 x 10° 1 x 10°®
6 nd 2,8 x 10°

=) pro ka¥dé kolo bylo 102 Phab inkubovano v tubach s
erytrocyty skupiny 0 Rh negativni (absorpni faze) a potom
niasledovala eluce z erytrocytld skupiny 0 Rh pozitivni (RI1R1).
nd = meprovedeno

cfu = kolonie tvorici jednotky

P¥iklad 3 - Selekce Rhesus D Phab ze souboru knihoven LD1

a LD2 na DVI+ erytrocytech

a) Absorpce na erytrocytech skupiny 0 Rh negativni, fenotypu
1 (r'r,Ccddee) a 2 (ryry, CCAdEE)

Serie &ty¥ negativnich absorpcil na erytrocytech skupiny 0 Rh
negativni byly provedeny pro kazdé kolo panorédmovani pred
pozitivni selekci na erytrocytech skupiny 0 Rh DVI pozitivni.
Negativni absorpce byly provedeny Vv nasledujicim pofadi: krok
1) fenotyp 1 o¥et¥eny bromelasou; krok 2) fenotyp 1 neoSetfeny




bromelasou; krok 3) fenotyp 2 ofet¥eny bromelasou; krok 4)

fenotyp 2 neofetfeny bromelasou. 7mrazené erytrocyty se nechaly
roztat ve smdsi sorbitu a fosfatem pufrovaného salinického
roztoku, nechaly se stadt v tomto roztoku po dobu minimalné 10
minut a potom se promyly 5 ar 6-krat ve fosfatem pufrovaném
salinickém roztoku a nakonec se uskladnily ve stabilizaénim
roztoku (DiaMed EC-roztok) pripravené pro pouziti. Pred
panoramovanim byly erytrocyty promyty 3-krat v 0,9% NaCl

a potom nasledovalo poditani v Hayemov& roztoku. Absorpce: 1 ml
fagového pripravku v PBS/3%BSA byl ptidan k peleté erytrocytu
(2 x 10®) stejné& jako Vv kroku 1 ve 12 ml tubach (Greiner
187261, Reinach, Switzerland) a byla provedena inkubace pfTi
pokojové teploté po dobu 30 minut s jemnym t¥epanim. VSechny
tuby byly pfedem blokovany v PBS/3% BSA poO dobu minimdlné 1
hodiny p¥i pokojové teploté&. Erytrocyty byly peletovany
centrifugaci po dobu 5 minut p¥i 300 x g p¥i 4 oc. Vznikly
fagovy supernatant byl pe&livé odebran a proces byl opakovan za
pouZiti erytrocytd jak je podrobnéji popséno vyse Vv krocich 2,
3 aé.

b) Ofet¥eni erytrocytd Rhesus D negativni r'r a ryry &
Rhesus DVI+ bromalasou

Bromelasa 30 (Baxter, Dudingen, Switzerland) byla pouzita
pro oSet¥eni erytrocytu Rhesus DVI ve stejnych pom&rech, jako
je pouzivana Vv rutinnim hemaglutina&nim testu, t.j. 10 pl
bromelasy na 2 X 10° erytrocytl. Bromelasa byla p¥idana do
pozadovaného mno¥stvi erytrocytl a byla inkubovéana pt¥i 37 °C po
dobu 30 minut a potom nasledovalo promyti 3-krat v 0,9% NaCl,
op&tovné po&iténi v Hayemové roztoku a upraveni na pozadovanou
koncentraci v PBS/3% BSA a byly pfipraveny pro Phab

panoramovani.




¢) Biopanordmovani na bromelasou oSet¥enych Rhesus DVI+

erytrocytech

Po konelné absorpci na erytrocytech ryry neoSettenych
bromelasou byl fdgovy supernatant rozd&len na dvé& stejné fasti
a byl pridén bud k enzymem ofet¥ené nebo enzymem neosSet¥ené
peleté erytrocytd skupiny 0 Rh DVI+ (40 x 10%), v p¥islus$ném
poradi, a byla znovu provedena inkubace p¥i pokojové teploté& po
dobu 30 minut s jemnym t¥epanim. Potom byly dvé populace
erytrocytd promyty alespoil 5-krat v 10 ml ledov& chladného
PBS, byla provedena centrifugace p¥i 300 x g po dobu 5 minut
pfi 4 °C a potom nasledovala eluce s 200 ul 76 mM kyseliny
citronové pH 2,8 po dobu 6 minut p¥i pokojové teploté
a neutralizace 200 gl 1 M Tris. Erytrocyty byly centrifugovany
pP¥i 300 x g po dobu 5 minut p¥i 4 °C a vznikly supernatant
obsahujici eluované fagy z bromelasou oSetf¥enych a bromelasou
neoSetfenych DVI+ erytrocytl byl pe&live& odebran a skladovan
S proteinovym nosifem (0,3% BSA) p¥i 4 °cC pripraveny pro
re-amplifikaci. V dal$ich kolech panoramovani byly eluované
fagy z bromelasou oSet¥enych a neoSet¥enych DVI+ erytrocytd
uchovavany oddélené a po kazdé nasledovaly kroky 1 aZ 4
absorpéniho protokolu. Krok eluce byl mirn& odlis$ny ve srovnani
s kolem 1 panordmovéani, protoZe fagové populace nebyly znova
rozdéleny na dvé &&asti. Pouze ty fagy, které byly eluovéany
z bromelasou ofet¥enych DVI+ erytrocytd byly také znova
eluovany z bromelasou ofettenych DVI+ erytrocytl a pouze ty
fagy, které byly eluovany z bromelasou neosett¥enych DVI+
erytrocytd byly také znova eluovany z bromelasou neos$etfenych
DVI+ erytrocytd. Pofet Rhesus D specifickych Phab kaZdého kola
panoramovani je uveden v tabulce 6.




Tabulka 6 - Selekce Rhesus D Phab ze souboru LD1 a LD2

knihoven na Rhesus DVI+ erytrocytech

PoCet eluovanych DVI+ specifickych fagu

Panor&movani - bromelasa + bromelasa
kolo ¢.= cfu cfu

1 1,9 x 10° 4,4 x 10°
2 1,6 x 10° 4 x 10°
3 2,4 x 107 4,1 x 107
4 3 x 10° 5 x 107
5 1 x 10° 1 x 10°
6 nd 3 x 10°

*> Pro ka¥dé kolo bylo 102 Phab inkubovano v tubach se 2
riznymi fenotypy erytrocytd skupiny 0 Rh negativni (absorpéni
faze) a potom nasledovala eluce z erytrocytd skupiny 0 Rh DVI+.

P¥iklad 4 - Monitorovani kol panoramovani a urdeni
specificity obohacenych Phab za pouZiti krdlidi

anti-fagové protilatky
Neprimy hemaglutinadni test

Cerstv& odebrané erytrocyty rdznych ABO a Rhesus krevnich
skupin byly promyty 3-krat v 0,9% NaCl a byly upraveny na 3 -
5% roztok (45 - 50 x 107/ml) bud v 0,9% NaCl nebo v PBS/3%BSA.
Pro kazdé testovaci podminky bylo 50 ul erytrocytd a 100 ul
testovaného vzorku (vysrdZeny a amplifikovany fag nebo
kontrolni protilatky) inkubovdno spole&né& ve sklen&nych
trubikdch pro urdovani krevnich skupin (Baxter, Dudingen,

Switzerland) po dobu 30 minut p¥i 37 °C. Erytrocyty byly




promyty 3-krat v 0,9% NaCl a potom byly inkubovdny se dvéma

kapkami Coombsova ¢inidla (Baxter, Dudingen, Switzerland) pro
pozitivni kontrolu nebo se 100 pl krali&ich anti-fagovych
protilatek (vyrobenych imunizaci kr&likd p¥ipravkem fagu
VCSM13 a potom prelisté&nim na Affi-Gel Blue kolon& a absorpci
na E. coli pro odstranéni E. coli specifickych protilétek)
fedé&nych 1/1000. Tuby byly inkubovany po dobu 20 minut pri 37
°C, centrifugovany po dobu 1 minuty p¥i 125 x g a erytrocyty
byly vySet¥ovany na aglutinaci pe&livym prottepanim a za
pouziti lupy.

PYi testovani pre&isté&nych Fab na aglutinaci byla afinitné&
pre¢iSté&nd anti-Fab protildtka (The Binding Site, Birmingham,
U.K.) pouZita misto kr&li¢i anti-fégové protiléatky.

Tabulka 7 ukazuje vysledky hemaglutinadnich test® Phab

vzorkl po rliznych kolech panoramovani na R1R1 erytrocytech.

Tabulka 8 ukazuje vysledky hemaglutina&nich testd Phab
vzorkl po riznych kolech panoramovani na Rhesus DVI+
erytrocytech.

Tabulka 9 ukazuje charakter reaktivity jednotlivych Fab
klonl z knihoven LD1 a LD s &&ste&nymi D variantami




Tabulka 7 - Monitorovani Phab z LD1 a LD knihoven nepfimou

hemaglutinaci po panordmovani na R1R1
erytrocytech

Phab vzorek Knihovna LD1 Knihovna LD2

kolo panoramovani testovadno na erytrocytech 0 Rh D+ ¢

¢. 4

neredény + +
1/4 + +
1/20 - -
¢. 5

ne¥edény ++ +
1/4 ++ +
1/20 - -
¢. 6

neredény nd +++
1/4 nd ++
1/20 nd nd

Pomocny fag *’
neredény, 1/4, 1/20 - -

a)

nep¥imd@ hemaglutinace byla provedena ve sklenénych
trubickach za pouZiti 50 ul erytrocytd (40 x 107/ml) a 100 pul
Phab s poCatkem p¥i 4 x 10**/ml. Po 30 minutdch p¥i 37 °C byly
erytrocyty promyty 3-krat a byly dale inkubovany po dobu 20
minut p¥i 37 °C s krali&i anti-fégovou protilatkou p¥i Yedéni
1/1000.

)

Aglutinace byla hodnocena vizu&lné od +++ (silna aglutinace)

do - (Za&dné aglutinace). nd = neprovedeno



Tabulka 8 - Monitorovani Phab ze souboru LD1 a LD knihoven

neprimou hemaglutinaci po panoramovani na Rhesus
DVI+ erytrocytech

Phab vzorek fenotypy erytrocyta
Kolo panoramovani

CCDDee ccddee Ccddee CCAdEE DVI(E.J.) DVI(K.S.)

Bromelasou neoSetfené

erytrocyty DVI+

Kolo ¢&. 2+t - + (+) + *
Kolo ¢&. ++ - - - - -
Bromelasou oSet¥ené

erytrocyty DVI+

Kolo ¢. 4 4+ - + - (+) +
Kolo ¢. 5 +++ - + + (++4+) ++
Kolo &. 6 4+ - - - 4+ +++
LD1-6-17

LD1/2-6-3 44+ - - - + nd
LD1/2-6-33 ++++ - - - + nd

a)

Aglutinace byla hodnocena vizualné& od +++ (silnd aglutinace)
do - (Z&dna aglutinace). nd = neprovedeno.

PovSimnéte si: Pouze ty Phab, které byly eluované z bromelasou
oSet¥enych DVI+ erytrocytl vykazovaly zndmky aglutinace proti 2
riznym DVI+ darcim.



Tabulka 9 - Klon&lni analyza reaktivity Fab anti-Rhesus D

klond z knihoven D1 a LD2 pro &astednym

D variantam

Caste&né D varianty

‘*>Fab klon &. Rh33 DIII DIVa DIVb DVa DVI DVII
LD1 - 40 - Prhay + + + - ++
- 52 - +++ - - +++ - +++
- 84 - ++ - - - - +
- 110 (+) +++ ++ + + - ++
- 117 - +++ - - - - ++
Lb2 - 1 +++ nd +++ +++ + - +++
- 4 - +++ - + - - +
- 5 . nd +++ +++ - - +4++
- 10 (-) +++ +++ +++ + - ++
- 11 - +++ - - - - ++
- 14 +++ +4++ +++ +++  +++ - +++
- 17 - +++ +++ + + - +++
- 20 - +++ +++ - + - +++
LD1/2 - 6 - 3 ++ +++ +++ ++ +4++ + ++

LD1/2 - 6 - 33

I+

+++ +++ ++ +++ + ++

a)d

solubilni Fab p¥ipravky byly vyrobeny z ka?dého klonu a

nasledovala nep¥imad hemaglutinace

¥’ Aglutinace byla hodnocena vizudlnim hodnocenim od +++
(vSechny builky aglutinovany ve shluku) do - (%adné butiky nejsou
aglutinovany)

Priklad 5 - PF¥iprava a predidt&ni Fab fragmentl protilatky
pro pouziti jako diagnosticka &inidla

Po postupech biopanoramovani podrobn& popsanych v p¥ikladech



2 a 3 byla fagova populace, kterd vykazovala specifickou

aglutinaci na Rhesus D+ erytrocytech selektovéna a byla pouZita
pro p¥ipravu fagemidové DNA. Presn&ji, Phab selektované na

R1R1 erytrocytech byly pouZity po 5. a 6. kole biopanoramovani
pro LD1 a LD knihovny, v p¥islu8ném po¥adi, a po 5. kole
biopanorédmovéni na DVI+ erytrocytech pro izolaci klonu
LD1-6-17. Pro produkci solubilniho Fab musi byt sekvence gIII

kodujici pIII koncovy protein na fagové Sastici deletovéana.

Fagemidova DNA byla pripravena za pouZiti Nucleotrap kitu
(Machery-Nagel) a gIII sekvence byla odstrandna travenim takto
izolované fagemidové DNA Nhel/Spel jak je popsano (Burton, D.R.
et al., PNAS, 1989). Po transformaci do XL-1 Blue byly
jednotlivé klony selektovany (nomenklatura je uvedena v tabulce
1) a kultivovény v LB (Luria Broth) obsahujicim 50 ug/ml
karbencilinu p¥i 37 °C do OD 0,6 p¥i 600 nm. Kultury byly
indukovany 2 mM isopropyl R-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG)
(Biofinex, Praroman, Switzerland) a byly kultivovany p¥es noc
pri 37 °C. Celd kultura byla centrifugovéna p¥i 10000 x g po
dobu 30 minut pri 4 °C pro peletovéni bakterii. Bakterialni
peleta byla oSetfena roztokem lysozym/DNAsa pro uvoln&ni Fab
fragmentd uvnit¥ buné&k. ProtoZe n&které Fab fragmenty byly
uvolnény do supernatantu kultury, byl supernatant odebran
zvlast. Tyto Fab p¥ipravky byly potom shromd¥dé&ny a vysraZeny
60% siranem amoonnym (Merck, Darmstadt, Germany) pro
koncentrovani Fab a potom nisledovala extensivni dialyza ve
fosfatem pufrovaném salinickém roztoku (PBS)

a ultracentrifugace pri 200000 x g pro peletovéani jakychkoliv
nerozpustnych komplexti. Fab pfipravky byly potom predidté&ny na
keramické hydroxyapatitové kolon& (HTP Econo cartridge, BioRad,
Glattbrugg, Switzerland) za pouZiti gradientové eluce PBS (pufr
A) a PBS + 0,5 M NaCl (pufr B). Linedrni gradient byl
programovan na rist od 0 do 100% pufru B ve 40 min. Fab byl



eluovan jako jediny pik mezi 40 - 60% pufru B. Pozitivni

frakce, jak byly identifikovédny "imunodot" testem za pouZiti
konjugatu anti-Fab peroxidasa (The Binding Site, Birmingham,
U.K.) byly shromdZdény, koncentrovany za pouZiti
polyethylenglykolu a extensivné dialyzovany proti PBS.
Pozitivni frakce z hydroxyapatitové kolony pro kaZdy klon byly
pouzity v klasickém nep¥imém hemaglutinadnim testu ve
sklenénych trubi¢kédch za pouZiti bud stadartniho Coombsova
¢inidla (Baxter Diagnostics AG Dade, anti-lidské sérum), nebo
anti-Fab (The Binding Site, Birmingham, U.K.) jako &inidla pro
zkfiZenou vazbu. Tyto Fab definované specificity k &&stednym
D variantdm jak je uk&zéna na str. 25 mohou byt pouZity pro

typizaci erytrocytl neznadmého ¢astedného D fenotypu.
Priklad 6 - Konstrukce kompletnich imunoglobulinovych gent

V gen LD2-14 pro tézky retézec (V. gen) byl amplifikovén z
anti-Rhesus D-Fab-kodujiciho plasmidu LD2-14 za pouZiti
polymerasové ret&zové reakce (PCR) se specifickymi primery.
5'-primer mé&l sekvenci:

5' -GGGTCGACGCACAGGTGAAACTGCTCGAGTCTGG-3 1,
zatimco 3'-primer m&l sekvenci:
5' -GCCGATGTGTAAGGTGACCGTGGTCCCCTTG-3 .

PCR reakce byla provedena s Deep Vent DNA polymerasou a
pufrovacim roztokem (2 mM Mg**) od New England Biolabs za
podminek doporuenych vyrobcem v&etn& 100 pmol ka¥dého primeru
a Cty¥ech deoxynukleotidd v koncentraci 250 uM kaZdy. Reakce
byla provedena p¥i 30 cyklech s nésledujicimi teplotnimi kroky:
60 s pri 94 °C (prodlouZeno o 2 minuty v prib&hu prvniho

cyklu), 60 s pri 57 °C a 60 s p¥i 72 °C (prodlouZeno o 10 minut



v prib&hu posledniho cyklu). Postamplifikadni adice 3!

A-presahujicich konclh byla provedena nidslednou inkubaci po dobu
10 minut pfi 72 °C za p¥itomnosti 1 jednotky Taqg DNA polymerasy
(Boehringer Mannheim, Germany). PCR produkt byl preditén za
pouziti QIAquick PCR purifikaniho kitu (Qiagen, Switzerland) a
byl klonovan do vektoru pCRII za pouZiti klonovaciho kitu od
Invitrogen (San Diego, USA). Po traveni vzniklého plasmidu
TAVH14 Sall a BstEII byl izolovan V_, gen za pouzZiti
preparativni agarosové gelové elektroforesy za pouZiti QIAquick
gel extraction kitu od Qiagen.

Vektor €. 50 (Sandoz Pharma, Basel), ktery obsahoval
irelevantni, ale intaktni lidsky genomovy imunoglobulinovy V.,
gen, byl traven Sall a BstEII a vektorovy fragment byl izolovan
preparativni agarosovou gelovou elektroforesou za pouZiti
QIAquick gel extraction kitu od Qiagen. Ligace vektoru a PCR
produktu byla provedena p¥i 25 °C po dobu 2 hodin v celkovém
objemu 20 ul za pouZiti rychlého DNA Ligation kitu (Boehringer
Mannheim, Germany). Po ligaci byla reakéni sm&s Yed&na 20 ul
H_ O a extrahovana 10 objemy n-butanolu pro odstran&ni soli. DNA
byla potom peletovana centrifugaci, suSena ve vakuu a
resuspendovana v 10 ul H, 0. 5 pul tohoto DNA roztoku bylo
elektroporovano (0,1 cm kyvety, 1,9 kV, 200 Q, 25 uFD) za
pouziti GenePulser (BioRad, Gaithersburg) do 40 pl pro
elektroporaci kompetentnich E. coli XL-1lblue MRF' (Stratagene,
La Jolla), bylo provedeno fedéni v SOC mediu, inkubace p¥i 37
°C po dobu 1 hodiny a bufiky byly umist&ny na LB plotny
obsahujici ampicilin (50 pg/ml). Plasmidové minip¥ipravky
(Qiagen, Basel) vzniklych kolonii byly ovétreny restrik&nimi

travenimi na pritomnost poZadovaného insertu.

P¥i tomto postupu byl irelevantni pivodni vV gen ve vektoru

poa

C. 150 nahrazen amplifikovanou anti-Rhesus D vV, sekvenci LD2-14



a byl ziskén plasmid cassVH14. Struktura vzniklého

imunoglobulinového V_ genového konstruktu byla potvrzena
sekvencovanim, byl rozstt¥iZen tré&venim EcoRI a BamHI a
prelidt&n na gelu jak je popséno vySe. Expresni vektor &. 10
(Sandoz Pharma, Basel) obsahujici lidsky genomovy
imunoglobulinovy Crl genovy segment, byl také traven EcoRI a
BamHI, izolovan preparativni agarosovou gelovou elektroforesou,
ligovadn s EcoRI / BamHI-V_ genovym segmentem predem ziskanym z
plasmidu cassVH14 a elektroporovéan do E. coli XLl-blue MRF' jak
bylo popsano vye. Toto vedlo ke vzniku genu pro kompletni
t&%ky tet&zec anti-Rhesus D imunoglobulinu v expresnim vektoru
14IgGl (obrazek a).

V gen LD2-14 pro lehky fet&zec (V_ gen) byl amplifikovan ze
stejného anti-Rhesus D-Fab plasmidu LD2-14 PCR se specifickymi

primery. 5'-primer m&l sekvenci:

5! -TACGCGTTGTGACATCGTGATGACCCAGTCTCCAT-3 ",

zatimco 3'-primer m&l sekvenci:
5' -AGTCGCTCAGTTCGTTTGATTTCAAGCTTGGTCC-3" .

PCR reakce, predisté&ni produktu a ndsledujici kroky klonovani
byly analogické s kroky popsanymi pro V_gen s tou vyjimkou, Ze
byly pouZity vhodné vektory pro lehky Feté&zec. Strulné&, V_ PCR
produkt byl klonovén do pCRII vektoru za vzniku plasmidu TAVL14,
byl z né&j excidovan za pouZiti Mlul a HindIII a byl izolovan
gelovou extrakci. V_ gen byl potom klonovan do Mlul a HindIII
mist vektoru &. 151 (Sandoz Pharma, Basel) a tak nahradil
irelevantni pGvodni V_ gen amplifikovanou anti-Rhesus D V_
sekvenci LD2-14. Po potvrzeni sekvence vzniklého plasmidu
cassVL-14 byl EcoRI/Xbal fragment obsahujici V_ gen potom
subklonovan do restrik&nich mist EcoRI a Xbal vektoru &. 98

(Sandoz Pharma, Basel), ktery obsahuje lidsky genomovy genovy



segment pro imunoglobulin C_. Tento postup nahrazuije irelevantni
gm g9 x p P ]

puvodni V_ gen v plasmidu &. 98 a je ziskdn expresni vektor 14
kappa, ktery obsahuje gen pro kompletni lehky Fet&zec
anti-Rhesus D imunoglobulinu.

MySi myelomovd bun&®nd linie SP2/0-Ag 17 (ATCC CRL 1581) byla
soucasn& transfektovdna expresnimi vektory 14IgGl a 14 kappa
pfedem linearizovanych v jedinednych EcoRI a NotI restrik&nich
mistech, v p¥isludném poradi. Elektroporace byla provedena
nasledujicim zplsobem: exponencidlné& rostouci bunky byly
dvakrat promyty a suspendovany ve fosfatem pufrované sacharose
(272 mM sacharosy, 1 mM MgCl,, 7 mM NaH_PO_, pH 7,4) v hustotd& 2
x 107 bun€k na ml. 0,8 ml bun& bylo pt¥idéano do 0,4 cm kyvety,
smiseno s 15 ug linearizovanych plasmidd 14IgGl a 14 kappa,
ponechano na ledu po dobu 15 minut, elektroporovadno za s 290 V,
200 @, 25 pFD, umisténo zpét na led na dobu 15 minut, p¥eneseno
do buné¢né kultivaéni naddoby T75 s 20 ml chladného RPMI 1640
media (10% teplem inaktivované fetdlni hov&zi sérum, 50 uM
beta-merkaptoethanolu), ponechdno po dobu 2 hodin p¥i pokojové
teploté a potom inkubovano po dobu 60 hodin p¥i 37 °C. Po této
dobé byly buliky pfeneseny do 50 ml media obsahujiciho 1 mg/ml
G418 pro selekci. Stabilni transfektanty byly potom selektovany
za p¥itomnosti zvySujicich se koncentraci metotrexatu pro
amplifikaci integrované DNA a tak zvySeni exprese odpovidajici
protilatky rD2-14.

Exprese rD2-14 v supernatantu kultury (SrD2-14) byla sledovéana
enzymoveé véazanym imunosorbentnim testem (ELISA) specifickym pro
lidské 71 a kappa Feté&zce. Kvantifikace Rhesus D specifickych
imunoglobulind v anti-D testu podle Ph. Eur. uk&zala mezi 1,1 az
11,4 pg/ml aglutinalni protilatky v takovych supernatantech. Byly
testovany jako aglutinace negativni pro Rhesus negativni

erytrocyty a vykazovaly stejny aglutinalni potencidl proti



¢asteCnym D variantam jako Fab LD2-14 exprivované v E. coli. Data
jsou ukazana v tabulce 10.

Tabulka 10 - Srovnavaci analyza reaktivity Fab anti-Rhesus D

klonu LD2-14 a protilatky rD2-14 proti &astelnym

D variantam

Castedné D varianty

R1R1 rr Rh33 DIII DIVa DIVb DVva DVI DVII
LD2-14 +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - +++
SrD2-14 +++ - +++ +++ +++ +++ +++ - +++

TCB - -

Aglutinace byla hodnocena vizudlnim hodnocenim od +++ (v8echny

bunky aglutinovany ve shluku) do -

aglutinovany) .

(2&dné buriky nejsou

LD2-14: Fab fragment p¥ipraveny jak je popsano v prikladu §5;
SrD2-14: supernatant buné&né kultury obsahujici protildtku

rD2-14;

TCB: supernatant buné¢né kultury netransfektovanych bunék.



1. Polypeptidy schopné tvorby vazebnych struktur pro antigen

se specificitou pro Rhesus D antigeny, které obsahuji Rhesus

D-specifické CDR1, CDR2 a CDR3 regiony parl aminokyselinovych

sekvenci V_a V_ se stejnymi nebo odliSnymi identifikadnimi &isly

podle obrdzkl uvedenych v tabulce uvedené dale:

v v
H I.

Identi- |Obr. CDR1 CDR2 CDR3 Obr. CDR1 CDR2 CDR3

fikac¢ni pary pary pary pary pary pary

¢islo bazi &. bazi ¢. bazi &. bazi &. bazi &. bazi &
LD1-40 Obr.la 91-105 148-198 295-342 |Obr.1b 64-96 142-162 259-288
LD1-52 Obr.2a 91-105 148-198 295-342 |Obr.2b 64-96 142-162 259-288
LD1-84 Obr.3a 91-105 148-198 295-342 |Obr.3b 64-96 142-162 259-285
ILD1-110 |[Obr.4a 91-105 148-198 295-342 |Obr.4b 64-96 142-162 259-285
ID1-117 |[Obr.5a 91-105 148-198 295-345 |Obr.5b 64-96 142-162 259-288
LD2-1 Obr.6a 91-105 148-198 295-342 |Obr.6b 64-99 142-165 262-294
LD2-4 Obr.7a 91-105 148-198 295-342 |Obr.7b 64-96 142-162 259-282
LD2-5 Obr.8a 91-105 148-198 295-342 |Obr.8b 64-96 142-162 259-288
LD2-10 Obr.%a 91-105 148-198 298-345 |Obr.9b 61-102 148-168 265-294
ILD2-11 Obr.10a 91-105 148-198 295-342 |Obr.10b 64-96 142-162 259-285
LD2-14 Obr.1la 91-105 148-198 295-342 |Obr.11b 64-96 142-162 259-285
LD2-17 Obr.12a 91-105 148-198 295-342 |Obr.12b 64-96 142-162 259-285
LD2-20 Obr.13a 91-105 148-198 295-342 |Obr.13b 64-96 142-162 259-285
LD1-6-17|0Obr.14a 91-105 148-198 295-351 |Obr.14b 64-96 142-162 259-285
LD1/2- Obr.15a 91-105 148-198 295-342 |Obr.15b 64-96 142-162 259-285

-6-3
LD1/2- Obr.l6a 91-105 148-198 295-342 |Obr.16b 64-96 142-162 259-285
-6-33

2. Polypeptidy podle

D-specifické CDR1,

CDR2

naroku 1, které

obsahuji Rhesus

a CDR3 regiony pard aminokyselinovych

sekvenci V_a V_ se stejnymi identifika¢nimi &¢isly podle obrazku

uvedenych v tabulce podle naroku 1.

3. Polypeptidy podle naroku 1, které obsahuji regiony s

aminokyselinovymi sekvencemi V,a V amaji identifikaéni &isla

podle obrazku uvedenych v tabulce podle naroku 1.



4. Polypeptidy podle naroku 1,

5. Polypeptidy podle naroku 1,

z W -

fragmenty vazici antigen.

2 nebo 3, které jsou Fab

2 nebo 3 obsahujici t&Zké a

lehké imunoglobulinové Yeté&zce schopné tvorby kompletnich

anti-Rhesus D protiléatek.

6. DNA sekvence kodujici polypeptidy schopné tvorby vazebnych

struktur pro antigen se specificitou pro Rhesus D antigeny, které

obsahuji regiony s Rhesus D-specifickymi CDR1, CDR2 a CDR3

segmenty pard DNA sekvenci V_ a V. se stejnymi nebo odlignymi
Yy - . jnym ym

identifikaénimi ¢isly podle obréazkd uvedenych v tabulce uvedené

dale a jejich funk&ni ekvivalenty:

v \Y
H I

Identi- |Obr. CDR1 CDR2 CDR3 Obr. CDR1 CDR2 CDR3

fika¢ni pary pary pary pary pary pary

¢islo bazi &. bazi ¢. bazi &. bazi ¢&¢. bazi &. bazi &
LD1-40 Obr.la 91-105 148-198 295-342 {Obr.1b 64-96 142-162 259-288
LD1-52 Obr.2a 91-105 148-198 295-342 {Obr.2b 64-96 142-162 259-288
ILD1-84 Obr.3a 91-105 148-198 295-342 |Obr.3b 64-96 142-162 259-285
LD1-110 [Obr.4a 91-105 148-198 295-342 |[Obr.4b 64-96 142-162 259-285
LD1-117 |Obr.5a 91-105 148-198 295-345 |Obr.5b 64-96 142-162 259-288
LD2-1 Obr.6a 91-105 148-198 295-342 |[Obr.6b 64-99 142-165 262-294
LD2-4 Obr.7a 91-105 148-198 295-342 [Obr.7b 64-96 142-162 259-282
1LD2-5 Obr.8a 91-105 148-198 295-342 |Obr.8b 64-96 142-162 259-288
LD2-10 Obr.9a 91-105 148-198 298-345 [Obr.9b 61-102 148-168 265-294
LD2-11 Obr.10a 91-105 148-198 295-342 |[Obr.10b 64-96 142-162 259-285
LD2-14 Obr.l1la 91-105 148-198 295-342 |[Obr.11b 64-96 142-162 259-285
Lpb2-17 Obr.12a 91-105 148-198 295-342 |Obr.12b 64-96 142-162 259-285
LD2-20 Obr.13a 91-105 148-198 295-342 {Obr.13b 64-96 142-162 259-285
ID1-6-17|0Obr.14a 91-105 148-198 295-351 |Obr.14b 64-96 142-162 259-285
LD1/2- Obr.15a 91-105 148-198 295-342 |[Obr.15b 64-96 142-162 259-285

-6-3
LD1/2- Obr.16a 91-105 148-198 295-342 |Obr.16b 64-96 142-162 259-285
-6-33

7. DNA sekvence podle naroku 6 kodujici polypeptidy schopné

tvorby vazebnych struktur pro antigen se specificitou pro Rhesus



D antigeny, které obsahuji regiony s Rhesus D-specifickymi CDR1,

CDR2 a CDR3 segmenty pdrt DNA sekvenci V_a V_ se stejnymi
identifikadénimi &¢isly podle obrazkl uvedenych v naroku 6 a jejich
funkéni ekvivalenty.

8. DNA sekvence podle naroku 6 nebo 7, které obsahuji regiony
s DNA sekvencemi V_a V_ s identifikacnimi Cisly podle obrazkl

uvedenych v naroku 6.

9. DNA sekvence podle naroku 6, 7 nebo 8 kodujici polypeptidy
schopné tvorby Fab fragmentl vazicich antigen.

10. DNA sekvence podle ndroku 6, 7 nebo 8 kodujici polypeptidy
schopné tvorby kompletnich anti-Rhesus D protilétek.

11. Zpusob pfipravy rekombinantnich polypeptidd schopnych
tvorby vazebnych struktur pro antigen, napriklad Fab fragmentuy,
se specificitou pro Rhesus D antigeny vy zna ¢ ujici se

t 1 m, Ze obsahuje nasledujici kroky v postupném pofadi:

a) podani davky Rhesus D pozitivnich erytrocytl jedinci

schopnému tvorby anti-Rhesus D protilétek,
b) izolaci mononukleadrnich bunék od jedince,
¢c) 1zolaci celkové RNA z mononukledrnich bunék,

d) p¥ipravu cDNA za pouZiti oligo(dT)primeru a reversni
transkripci mRNA s M-MuLV reversni transkriptasou a amplifikaci
cDNA repertoaru polymerasovou fret&zovou reakci za pouZiti
specifickych primer pro imunoglobulinovou genovou rodinu,

z

e) vytvoreni fagové zobrazovaci knihovny inserci DNA kodujici




t&¥ky a lehky Yet&zec Fab polypeptidu do fagemidového vektoru;

kdy DNA pro t&%ky Yret&zec je insertovana v rameCku s genem
kodujicim fagovy protein pIII, ktery umoZfiuje expresi Fab pIII

fisniho proteinu na povrchu fagu,

f) transformaci bakterialnich bunék ziskanymi rekombinantnimi
plasmidy, kultivaci transformovanych bakteridlnich bunék a
soudasnou expresi t&%kého a lehkého Fet&zce Fab na Casticich

filamentosniho fagu,

g) amplifikaci f&gu nesouciho Fab v bakterii,

h) selekci jednotlivych fédgovych klont v nékolika kolech

panoramovani na Rhesus pozitivnich erytrocytech,

i) izolaci plasmidové DNA ze selektovanych klonh a vystfiZeni

giII genu,

j) transformaci bakteridlnich bunék ziskanym plasmidem,
kultivaci transformovanych bakteridlnich bunék exprivujicich Fab

a izolaci Fab fragmentil.

12. Zpuisob pro selekci rekombinantnich polypeptidl schopnych
tvorby vazebnych struktur pro antigen se specificitou pro Rhesus
D antigeny a zejména vykazujicich reaktivitu s &&stefnymi Rhesus
DVI variantami a bez znadmek reaktivity s erytrocyty Rhesus
negativniho fenotypu, zejména bez reaktivity proti Rhesus alelam
C, c, Eae, vyznad¢ujici se t im, Ze obsahuje

nadsledujici kroky v postupném poradi:

a) provedeni n&kolika negativnich absorpci na nésledujicich
erytrocytech: fenotyp 1 (r'r, Ccddee) oSetfeny bromelasou,
fenotyp 1 neoSet¥eny bromelasou, fenotyp 2 (ryry, CCAdEE)



oSet¥eny bromelasou a fenotyp 2 neoSetfeny bromelasou,

b) provedeni pozitivni absorpce na DVI+ erytrocytech s nebo

bez oSet¥eni bromelasou,
c) uréeni titru fagu vaziciho se na DVI+ erytrocyty,

d) opakovéani krokd a), b) a c), dokud titr fagu vaziciho se na
DVI+ erytrocyty nedosédhne uspokojivé hladiny.

13. Zplsob podle ndroku 12 vy znad¢u jici se tinmnm,
¥e rekombinantni polypeptidy schopné tvorby vazebnych struktur
pro antigen jsou Fab fragmenty.

14. Anti-Rhesus D protilatky majici variabilni regiony té&Zkého
a lehkého Yetdzce obsahujici Rhesus D-specifické CDR1, CDR2
a CDR3 sekvence par aminokyselinovych sekvenci V_ a V_majici

stejna nebo odlignad identifikaéni &isla podle tabulky uvedené
dale:



v v
H I

Identi- |[Obr. CDR1 CDR2 CDR3 Obr. CDR1 CDR2 CDR3

fikacéni pary pary pary pary pary pary

¢islo bazi ¢. bazi &. bazi &. bazi ¢. bazi &. bazi &
LD1-40 Obr.la 91-105 148-198 295-342 |Obr.1lb 64-96 142-162 259-288
LD1-52 Obr.2a 91-105 148-198 295-342 |Obr.2b 64-96 142-162 259-288
LD1-84 Obr.3a 91-105 148-198 295-342 |Obr.3b 64-96 142-162 259-285
LD1-110 |Obr.4a 91-105 148-198 295-342 |Obr.4b 64-96 142-162 259-285
LD1-117 |Obr.5a 91-105 148-198 295-345 |Obr.5b 64-96 142-162 259-288
LD2-1 Obr.6a 91-105 148-198 295-342 |Obr.6b 64-99 142-165 262-294
LD2-4 Obr.7a 91-105 148-198 295-342 |Obr.7b 64-96 142-162 259-282
LD2-5 Obr.8a 91-105 148-198 295-342 |Obr.8b 64-96 142-162 259-288
LD2-10 Obr.%a 91-105 148-198 298-345 |Obr.9b 61-102 148-168 265-294
ILD2-11 Obr.10a 91-105 148-198 295-342 |Obr.10b 64-96 142-162 259-285
ILD2-14 Obr.1la 91-105 148-198 295-342 |Obr.11b 64-96 142-162 259-285
LD2-17 Obr.12a 91-105 148-198 295-342 |Obr.12b 64-96 142-162 259-285
LD2-20 Obr.13a 91-105 148-198 295-342 |Obr.13b 64-96 142-162 259-285
LD1-6-17|0Obr.14a 91-105 148-198 295-351 |Obr.14b 64-96 142-162 259-285
LD1/2- Obr.15a 91-105 148-198 295-342 |Obr.15b 64-96 142-162 259-285

-6-3
LD1/2- Obr.l6a 91-105 148-198 295-342 |Obr.16b 64-96 142-162 259-285
-6-33

15. Anti-Rhesus D protildtky majici variabilni

regiony téZkého

a lehkého feté&zce obsahujici Rhesus D-specifické CDR1, CDR2
a CDR3 sekvence parQ aminokyselinovych sekvenci V,aV_majici

stejna identifikadni ¢isla podle tabulky uvedené v naroku 14.

16. Anti-Rhesus D protildtky podle ndroku 14 nebo 15, které
obsahuji pary aminokyselinovych sekvenci V,aV_ majici
identifika¢ni €isla podle obrazkd, jak jsou uvedeny v tabulce v
naroku 14.

17. Anti-Rhesus D protildtky podle ndroku 14, 15 nebo 16, kde
jsou imunoglobulinové konstantni regiony alesponl jeden z
definovanych izotypd IgGl, IgG2, IgG3 nebo IgG4.

18. Zpusob pro p¥ipravu kompletnich anti-Rhesus D protilatek



podle jakéhokoliv z narokd 14 a¥ 17 vy zn a & u jici se

t 1 m, Ze obsahuje postupn& kroky:

a) oddélenou amplifikaci &lend paru V genového segmentu
téZkého reté&zce a V genového segmentu lehkého ret&zce obsahujici
Rhesus D-specifické CDR1, CDR2 a CDR3 regiony jak jsou znazornény
na obr. la - 16a a 1b - 16b, v p¥islu¥ném poradi, z anti-Rhesus
D-Fab-kodujiciho plasmidu pomoci polymerasové Yet&zové reakce se
specifickymi primery,

b) odd€lenou pfipravu genl pro kompletni t&%ky reté&zec
anti-Rhesus D imunoglobulinu a pro kompletni lehky ¥etd&zec
anti-Rhesus D imunoglobulinu ve vhodnych plasmidech obsahujicich
genové segmenty pro konstantni region imunoglobulinu kodujici
jeden z lidskych 71, 72, 73 a 74 t&¥kych tetdzcl a pro lidsky
kappa nebo lambda lehky ¥et&zec a transformaci ziskanych plasmidd
jednotliv& ve vhodnych bakteriich E. coli, a

c) soulasnou transfekci ziskanych plasmidd do vhodnych
eukaryotickych hostitelskych bun&k, kultivaci bunék, separaci
netransformovanych buné€k, klonovani kultur, selekci nejlépe
produkujiciho klonu, jeho pouZiti jako produkéni kultury a
izolaci kompletnich protilédtek ze supernatantu bun&&né kultury.

19. Farmaceuticky prost¥fedek vy zna ¢ u jici se t im,
Ze obsahuje alespoll jeden polypeptid podle ndroku 1, 2 nebo 3
nebo alespon jednu anti-Rhesus D protildtku podle jakéhokoliv
z naroki 14 a% 17, pro profylaxi hemolytické choroby novorozenci,
pro 1éCbu idiopatické trombocytopenické purpury a chybné
transfuze Rhesus inkopatibilni krve.

20. Diagnosticky prostY¥edek pro Rhesus D typizaci

vyznac¢ujici se tim Ze obsahuje Fab fragmenty



podle ndroku 4 nebo anti-Rhesus D protildtky podle jakéhokoliv z

ndroka 14 az 17.




Seznam sekvenci

(1) Obecné informace:

(2)

(1) Prihlasovatel:
(A) Jméno: Rotkreuzstiftung Zentrallaboratorium
Blutspendedienst
(B) Ulice: Wankdorfstrasse 10
(C) Mésto: Bern 22
(E) stat: Svycarsko
(F) Postovni kod (ZIP): CH-3000

(ii) Nazev vyndlezu: Polypeptldy schopné tvorby vazebnych
struktur pro antigen se specificitou pro Rhesus
D antigeny, DNA kodujici takové polypeptidy a zplsob
pro jejich pripravu a pouZiti

(iii) Polet sekvenci: 64
(iv) Politadova &teci forma:
(A) Typ media: Floppy disk
(B) Poc¢ital: IBM PC kompatibilni
(C) Operacni system: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30 (EPO)

(v) Uda]e o soulasné prihléasce:
(a) Cislo prihlasky: PCT/EP97/03253

(vi) Predchozi data p¥ihl&asky:
(A) Cislo prihlasky: EP 96810421.6
(B) Datum podéani: 24.6.1996
Informace pro SEQ ID NO: 1:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne
(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:



CAG
Gln

TCC
Ser

GCcC
Ala

GCA
Ala

AAG
Lys
65

CTG
Leu

Organismus: Homo sapiens

Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
Vyvojovy stav: Dospély

Haplotyp: Diploidni

Typ burlky: Periferni B lymfocyt

(&)
(C)
(D)
(E)
(G)

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD1
(B) Klon: 1LD1-40

(viii) Umisténi v genomu:

(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: &¢islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid¢: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&¢: CDS
(B) Umisténi: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 1:

GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG
Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly
5 10 15

CTG AGA CTC TCC TGT ATA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGG AAT
Leu Arg Leu Ser Cys Ile Ala Ser Gly Phe Thr Leu Arg Asn
20 25 30

ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

GGT ATA TGG TTT GAT GGA AGT AAC AAA AAC TAT GCA GAC TCC
Gly Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Lys Asn Tyr Ala Asp Ser
50 55 60

GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTG
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
70 75

CAA CTG AAC AGC CTG AGA GAC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAT
Gln Leu Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

AGG
Arg

TAT
Tyr

GTG
vVal

GTG
Val

TAT

Tyr
80

TGT
Cys

48

96

144

192

240

288



GCG AGA GAG CGA GCA GCA CGT GGT ATT
Ala Arg Glu Arg Ala Ala Arg Gly Ile
100 105

GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC
Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Vval
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ile Ala Ser
20 25

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Gly Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu Gln Leu Asn Ser Leu Arg Asp Glu
85

Ala Arg Glu Arg Ala Ala Arg Gly Ile
100 105

Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 318 parut basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy

TCT
Ser

ACC
Thr

Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Ser

Thr

AGG
Arg

GTC
val

Val

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Val

TTC
Phe

TCC
Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Ser

TAT TAC TAC ATG

Tyr

cca
Pro
125

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Tyr

Pro
125

Tyr
110

Pro
Arg

30
Glu

Asp

Thr

Tyr
110

Tyr Met

Gly Arg
15

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

Tyr Met

336

375



(D) Topologie: line&rni
(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypotetick&a: Ne
(iv) Antisense: Ne
(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dosp&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butikky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-40

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pill
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klié: CDS
(B) Umisténi: 1...318
(D) Jiné informace: /produkt = "Tmunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisté&ni: Hranice (64...96, 142...162, 259...288)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 3:

GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGC GAC AGA 48
Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
1 5 10 15
GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGG AGC CAT TTG AAT 96
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Arg Ser His Leu Asn
20 25 30

TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG TTG CTG ATC TAT GGT 144
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Gly
35 40 45



GCG
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

TTC
Phe

Val

vVal

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Phe

TCC
Ser
50

GGG
Gly

GCA
Ala

GGC
Gly

Informace pro SEQ ID NO: 4:

ACT
Thr

GCa
Ala

ACT
Thr

CAA
Gln

TTG
Leu

GTT
Val

TAC
Tyr

GGG
Gly
100

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC

Tyr
85

ACA
Thr

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CGA
Arg

GGC
Gly
55

CTC

Leu

CAA
Gln

CTG
Leu

GTC
Val

ACC
Thr

GAG
Glu

GAG
Glu

cca
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

ACT
Thr
105

(1) Charakteristiky sekvence:

106 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
Topologie: linedrni

(A)

(D)

Délka:

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)

Popis sekvence:

SEQ ID

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

Thr
Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Gly

Ile

Gln

35

Thr

Ala

Thr

Gln

Thr

20
Gln
Leu
Val

Tyr

Gly
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Thr

Arg
Pro
Ser
Thr

70

Cys

Arg

Ala
Gly
Gly

55
Leu

Gln

Leu

Ser

Lys

40

Val

Thr

Glu

Glu

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Ser

Thr
105

TCA
Ser

GCC
Ala

TAC
Tyr
90

AAA
Lys

Ser

10
Ser
Pro
Ser
Ala
Tyr

90

Lys

AGG
Arg

AGT
Ser
75

AGT
Ser

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Ser

TTC
Phe
60

CTA

Leu

AAT
Asn

Ser

Arg

Leu

Phe

60

Leu

Asn

AGT
Ser

CAA
Gln

CCT
Pro

Val

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Pro

GGC
Gly

CCT
Pro

CTA
Leu

Gly
His

30
Ile
Gly

Pro

Leu

AGT
Ser

GAA
Glu

ATC
Ile
95

Asp

15
Leu
Tyr
Ser

Glu

Ile
95

GGC
Gly

GAT
Asp
80

ACC
Thr

Arg

Asn

Gly

Gly

Asp

80

Thr

192

240

288

318



Informace pro SEQ ID NO: 5:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 para basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetick&: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprosttedni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-52

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v map&: g32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisté&ni: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

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

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48
Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val val Gln Pro Gly Gly

5 10 15

TCC CTG AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT GGA TTC GCC CTC AGA AGT TCT 96
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Ala Leu Arg Ser Ser

20 25 30




cre
Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

Gln

Ser

Ala

Lys
65

CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC
Gln Met Arg Ser Leu Ser Ala Asp
85

AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT
Arg Asp Lys Ala Val Arg Gly Ile
100 105

GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC
Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Vval
115 120

Informace pro SEQ ID NO: 6:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser
20 25

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Leu Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ile
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70

GAC
Asp
90

AGC
Ser

ACC
Thr

Gly

10
Gly
Gly

Arg

Thr

ACG
Thr

AGG
Arg

GTC
Val

Val

Phe

Lys

Ser

Ser
75

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

Val

Ala

Tyr
60

Lys

GTG
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

TAT
Tyr

TAT

Tyr
110

Pro
Arg

30
Glu

Glu

Thr

TAC
Tyr
95

TAC
Tyr

Gly

15
Ser
Trp

Ser

Leu

TGT
Cys

ATG
Met

Ser

vVal

val

Tyx
80

288

336

375




Leu Gln Met Arg Ser Leu Ser Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90

Ala Arg Asp Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Met

100 105 110

Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 7-:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 318 p&ra basi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(1ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetickéa: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Phvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens

(D) Vyvojovy stav: Dospé&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostfedni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-52

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé&: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klidé: CDS
(B) Umist&ni: 1...318

(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1lid: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisté&ni: Hranice (64...96, 142...162, 259...288)




GTG
Val

GTC
val

TGG
Trp

GCG
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

TTC
Phe

(2)

Val

vVal

Trp

(xi) Popis sekvence:

ATG ACC
Met Thr

ACC ATC
Thr Ile

TAT CAG
Tyr Gln
35

TCC ACT
Ser Thr
50

GGG ACA
Gly Thr

GCA ACT
Ala Thr

GGC CCT
Gly Pro

Informace pro SEQ ID NO: 8:

CAG
Gln

ACT
Thr
20

CAG
Gln

TTG
Leu

GAT
Asp

TAC
Tyr

GGG
Gly
100

TCT
Ser
5

TGC
Cys

AAG
Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC

Tyr
85

ACC
Thr

cca
Pro

CGG
Arg

CCA
Pro

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

AAA
Lys

SEQ ID NO:

TCC TCC
Ser Ser

GCA AGT
Ala Ser

GGG AAA
Gly Lys
40

GGG GTC
Gly Val
55

CTC ACC
Leu Thr

CAA CAG
Gln Gln

GTG GAG
Val Glu

CTG
Leu

CAG
Gln
25

GCcC
Ala

CcCa
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

ATC
Ile
105

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:

106 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

5

NO:

Leu

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln

20

Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

35

40

25

Ala

TCT
Ser

10
AAC
Asn

CCT
Pro

TCA
Ser

AGT
Ser

TAC

Tyr
90

Lys

Ser
10

Asn

Pro

GCa
Ala

ATT
Ile

AGG
Arg

AGG
Arg

AGT
Ser
75

CGT
Arg

TCT
Ser

ATC
Ile

CTC
Leu

TTC
Phe
60

CTG
Leu

ACC
Thr

GTA
Val

CGC
Arg

CTG
Leu
45

AGT

Ser

CAA
Gln

CCT
Pro

Ala Ser Vval

GGA
Gly

TAT
Tyr

30
ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

cca
Pro

Gly

Ile Ile Arg Tyr

Arg Leu Leu

45

30

Ile

GAC
Asp
15

TTA

Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

TTC
Phe
95

Asp
15

Leu

Tyr

AGA
Arg

AAT
Asn

GGT
Gly

GGA
Gly

GAT
Asp
80

ACT
Thr

Arg

Asn

Gly

48

96

144

192

240

288

318




Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp

65

Phe

Phe

(2)

70 75 80

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Arg Thr Pro Pro Phe Thr
85 90 95

Gly Pro Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

Informace pro SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 para basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetickéa: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Phvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izol&t: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospdly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-84

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prou¥ku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klié&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klié: CDS




(B) Umisté&ni: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt =

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:

9:

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

TCC CTG AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser
20 25

GGC ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCT
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

GCA CTT ATA TGG TTT GAT GGA AGT ATC
Ala Leu Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ile
50 55

ARG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC
Leu Gln Met Arg Ser Leu Ser Ala Asp
85

GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT
Ala Arg Asp Lys Ala Val Arg Gly Ile
100 105

GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC
Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

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

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

AGA
Arg

ACT
Thr

GAC
Asp
90

AGC
Ser

ACC
Thr

10:

"Imunoglobulin,

GTG
Val

TTC
Phe

AAG
Lys

TCG
Ser

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGG
Arg

GTC
Val

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly

TAT
Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

CAG
Gln

CTC
Leu

CTG
Leu
45

GCa
Ala

AAC
Asn

GTG
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

CCG
Pro

AGA
Arg
30

GAG
Glu

GAA
Glu

ACC
Thr

TAT
Tyr

TAT

Tyr
110

Fab"

GGG
Gly
15

AGT
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

CTA
Leu

TAC
Tyr
95

TAC
Tyr

GGG
Gly

TCT
Ser

GTG
vVal

GTG
Val

TAT
Tyr
80

TGT
Cys

ATG
Met

Gly Val Val Gln Pro Gly Gly

10

15

48

96

144

192

240

288

336

375




Leu

Ser

Met

Ala Leu

50

Lys
65

Gly
Leu Gln
Ala Arg
Asp Val

(2)

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp
115

Leu

20
Trp
Trp
Phe
Arg
Lys
100

Gly

Ser

vVal

Phe

Thr

Ser

85

Ala

Lys

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Gly

Informace pro SEQ ID NO:

Glu Ala

Gln Ala

40
Gly Ser
55

Ser Arg

Ser Ala

Arg Gly

Thr Thr

120

Ser
25

Pro

Ile

Asp

Asp

Ile

105

Val

11:

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 315 paru basi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
Topologie:

(D)

line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense:

Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
Organismus: Homo sapiens
Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D d&rce
Vyvojovy stav: Dospély

(A)
(C)
(D)
(E)
(G)

Haplotyp: Diploidni
Typ bunlkky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna:
(B) Klon: LD1-84

cDNA knihovna,

(viii) Umisténi v genomu:

(A) Chromosom/segment: Chromosom 2

Gly Phe

Gly Lys

Arg Ser

Thr Ser

75

Asp Thr

90

Ser Arg

Thr Val

D1

Thr

Tyr

60
Lys
Ala

Tyxr

Ser

Leu

Leu

45

Ala

Asn

val

Asn

Ser
125

Arg Ser Ser

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Val

Val

Tyr
80

Cys

Met




(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/klic¢: CDS
(B) Umisténi: 1...315
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin,

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kl1i&: CDR1,
Hranice

(B) Umisténi:

GTG ATG ACC CAG
Val Met Thr Gln

GTC ACC ATC ACC
Val Thr Ile Thr
20

TGG TAT CAG CAC
Trp Tyr Gln His
35

GCA TCG AAT TTG
Ala Ser Asn Leu
50

TCT GGG ACA GAT
Ser Gly Thr Asp
65

TTC GCA ACT TAC
Phe Ala Thr Tyr

GGC CGG GGG ACC
Gly Arg Gly Thr
100

TCT
Ser
5

TGC
Cys

AAA
Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC
Tyr
85

AGC
Ser

(xi) Popis sekvence:

CCA
Pro

CGG
Arg

cCa
Pro

ACT
Thr

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CTG
Leu

SEQ

TCC
Ser

GCA
Ala

GGA
Gly

GGG
Gly
55

CTC
Leu

CAA
Gln

GAC
Asp

ID NO:

TCC CTG
Ser Leu

AGT CAG
Ser Gln
25

AAA GCC
Lys Ala
40

GTC CCa
Val Pro

ACC ATC
Thr Ile

CAG AGT
Gln Ser

ATC AAA
Ile Lys
105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 12:

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

105 aminokyselin

(ii) Typ molekuly: protein

CDR2,
(64...96,

CDR3

11:

TCT
Ser
10

AGT
Ser

CCT
Pro

TCC
Ser

AGT
Ser

TAC
Tyr
90

142..

GCA
Ala

ATC
Ile

ARA
Lys

AGG
Arg

GAC
Asp
75

AGT
Ser

TCT
Ser

ATC
Ile

CTC
Leu

TTC
Phe
60

CTG
Leu

AGG
Arg

.162,

ATA
Ile

AGG
Arg

CTC
Leu
45

AGT

Ser

CAG
Gln

CCG
Pro

259.

GGA
Gly

TAT
Tyr
30

ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

TTC
Phe

Fab"

..285)

GAC
Asp
15

TTG
Leu

TTT
Phe

AGT
Ser

GAG
Glu

ACT
Thr
95

AGA
Arg

AAT
Asn

GCT
Ala

GGA
Gly

GAT
Asp
80

TTT
Phe

48

96

144

192

240

288

315




Val

Val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Gly

(2)

(x1i)

Popis sekvence: SEQ ID NO: 1

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu S

Thr
Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Arg

Ile
Gln

35
Asn
Thr

Thr

Gly

5

Thr Cys Arg Ala Ser Gln S
20 25

His Lys Pro Gly Lys Ala P
40

Leu Gln Thr Gly Val Pro S
55

2:
er Ala
10
er Ile

ro Lys

er Arg

Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asp

70

75

Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser

85

Thr Ser Leu Asp Ile Lys
100 105

Informace pro SEQ ID NO: 13:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 parh basi

(B)
(C)
(D)

Typ: nukleova kyselina
Retézec: jednoduchy
Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypotetickd: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:

(A)
(C)
(D)
(E)
(G)

Organismus: Homo sapiens

90

Ser
Ile
Leu
Phe

60

Leu

Arg

Ile
Arg
Leu

45
Ser

Gln

Pro

Tyr

30
Ile
Gly

Pro

Phe

Asp

15
Leu
Phe
Ser

Glu

Thr
95

Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D dirce

Vyvojovy stav: Dosp&ly
Haplotyp: Diploidni

Typ buinky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:

(A)
(B)

Knihovna: c¢DNA knihovna,
Klon: LD1-110

LD1

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

80

Phe




CAG
Gln

TCC
Ser

GCC
Ala

GCa
Ala

Lys
65

CTG
Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé&: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid:

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klié:

(x1i)

(B) Umisténi:

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(B) Umisténi:

Popis sekvence:

GTG AAA CTG CTC

Val

CTG
Leu

ATG
Met

GGT
Gly
50

GGC
Gly

CAC
His

AGA
Arg

GTC
Val

Lys

Leu

Leu
5

AGA CTC TCC

Arg

CAC
His
35

ATA
Ile

CGA
Arg

ATG
Met

GAG
Glu

TGG
Trp
115

Leu
20

TGG
Trp

TGG
Trp

TTC
Phe

AAC
Asn

AGG
Arg
100

GGC
Gly

Ser

GTC
Val

TTT
Phe

ACC
Thr

AGC
Ser
85

GCG
Ala

AAG
Lys

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp

ATC
Ile
70

CTG

Leu

ATT
Ile

GGG
Gly

CDS
1...3

Hrani
SEQ

TCT
Ser

ATA
Ile

CAG
Gln

GGA
Gly
55

TCC
Ser

AGA
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr

75

CDR1,

ce

CDR2

(91...105,

ID NO:

GGG
Gly

GCG
Ala

GCT
Ala
40

AGC
Ser

AGA
Arg

Gce
Ala

GGA
Gly

ACG
Thr
120

GGA
Gly

TCT
Ser
25

cca
Pro

AAC
Asn

GAC
Asp

GAG
Glu

ATC
Ile
105

GTC
Val

, CDR3

13:

GGC
Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

AAA
Lys

AAC
Asn

GAC
Asp
90

AGT
Ser

ACC
Thr

GTG
Val

TTC
Phe

Lys

AAC
Asn

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

148.

GTC
vVal

ACC
Thr

Gly

TAT

Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

.198,

CAG
Gln

CTC
Leu

CTG
Leu
45

GCA
Ala

AAC
Asn

ACA
Thr

AAT
Asn

TCA
Ser
125

295...348)

CcCcT
Pro

AGG
Arg
30

GAG
Glu

GAC
Asp

ACT
Thr

TAT
Tyr

TAC

Tyr
110

Gly
15

Asn

TGG
Trp

TCC
Ser

CTG
Leu

TAC
Tyr
95

TAC
Tyr

AGG
Arg

TAT
Tyr

GTG
Val

GTG
Val

TTT
Phe
80

TGT
Cys

ATG
Met

48

96

144

192

240

288

336

375




(2)

Gln

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

(2)

Informace pro SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:

Val Lys Leu Leu Glu

Leu Arg

Met His
35

Gly Ile
50

Gly Arg

His Met

Arg Glu

Val Trp
115

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Arg

100

Gly

5

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

85

Ala

Lys

Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

Ile

Gly

SEQ ID NO:

Ser Gly Gly

Ile

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Thr

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Thr
120

Ser
25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

105

Val

Informace pro SEQ ID NO: 15:

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 315 p&rud basi
Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie:

(B)

(ii) Typ molekuly:

(1ii) Hypoteticka:

(iv) Antisense:

Ne

Ne

linedrni

CDNA k mRNA

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

14:
Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Ser

Thr

Val

Phe

Lys

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Asn

Ser
125

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Asn
Trp
Ser
Leu
Tyr

95

Tyr

Arg

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

Met




GTG
Val

GTC
Val

TGG
Trp

GCa
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospely
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ burky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-110

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll

(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&: CDS
(B) Umisténi: 1...315

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin,

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisténi: Hranice (64...96, 142..

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 15:

ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA
Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
5 10

ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT
Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile
20 25

TAT CAG CAG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAA
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
35 40

TCC AGT TTG CAA AGT GGG GTC CCA TCC AGG
Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg
50 55

GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
70 75

GCG ACT TAT TAT TGT CAA CAG AGT TCC AGT
Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Ser
85 90

TCT
Ser

CGA
Arg

GTC
Val

TTC
Phe
60

CTG
Leu

TCC
Ser

.162,

GTA
Val

AGC
Ser

CTG
Leu
45

AGT
Ser

CAG
Gln

TCG
Ser

259.

GGA
Gly

TCT
Ser
30

ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

TGG
Trp

Fab"

..285)

GAC
Asp
15

TTA
Leu

TAT
Tyr

AGA
Arg

GAA
Glu

ACG
Thr
95

AGA
Arg

AAT
Asn

GCT
Ala

GGA
Gly

GAT
Asp
80

TTC
Phe

48

96

144

192

240

288




GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA
Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 16:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

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

Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5

Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln
20 25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40

Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro
50 55

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser
85

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 17:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 378 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetickéa: Ne

(iv) Antisense: Ne

16:

Ser

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser
90

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Ser

Ser

Arg

Val

Phe

60

Leu

Ser

Val

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Ser

Gly Asp Arg
15

Ser Leu Asn
30

Ile Tyr Ala

Gly Arg Gly

Pro Glu Asp
80

Trp Thr Phe
95

315




CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

GCa
Ala

AAG
Lys
65

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buifikky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-117

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé&: g32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&: CDS
(B) Umisténi: 1...378
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...345)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 17:

GTG AAA CTG CTC GAG TCA GGA GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG AAG 48
Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Lys
5 10 15
CTG AGA CTT TCC TGT GCA GCG TCT GGA TTC AGT TTC AAT AGC CAT 96
Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Asn Ser His
20 25 30
ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG 144
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
TTT ATA TGG TTT GAT GGC AGT AAT AAA TAC TAT GCA GAC TCC GTG 192
Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
GGC CGA TTC ACC ATC ACC AGA GAC AAC TCC AAG AAC ACG CTG TAT 240

Gly Arg Phe Thr Ile Thr Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 75 80




CTG
Leu

GCG
Ala

ATG
Met

(2)

Ala
Lys

65
Leu

Ala

Met

(2)

CAA
Gln

ATG
Met

AGA
Arg

GAG
Glu

GAC
Asp

GTC
Val
115

Informace pro SEQ ID NO:

AAC
Asn

ACC
Thr
100

TGG
Trp

AGC
Ser
85

TCA

Ser

GGC
Gly

CTG
Leu

GTA
Val

AAA
Lys

AGA
Arg

AGG
Arg

GGG
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

CTA
Leu

GGG
Gly
105

ACC
Thr
120

ACG
Thr

18:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 126 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii)

(x1)

Val Lys Leu Leu

Leu Arg

His
35

Met

Phe
50

Ile
Gly Arg
Gln Met
Arg Glu

Val
115

Asp

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Thr

100

Trp

5

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

85

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Popis sekvence: SEQ ID

Ser
Ala
Gln
Gly

55
Thr

Arg

Arg

Gly Lys Gly

Typ molekuly: protein

NO:

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Ser Asn

Arg Asp

Ala Glu

Leu Gly

105

Thr Thr
120

Informace pro SEQ ID NO: 19:

(1) Charakteristiky sekvence:

GAC
Asp

90
TAT
Tyr

GTC
Val

18:
Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Tyr

Val

ACG
Thr

AGC
Ser

ACC
Thr

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ser

Thr

GCT
Ala

CGC
Arg

ATC
Ile

Val

Ser

Gly

Tyx

60

Lys

Ala

Arg

Ile

GTC
val

TAC
Tyr

TCG
Ser
125

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Ser
125

TAT
Tyr

AAT
Asn
110

TCA
Ser

Pro
Asn

30
Glu
Asp
Thr
Tyr
Asn

110

Ser

TAC
Tyr
95

TAC
Tyr

Gly

15
Ser
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

TGT
Cys

TAC
Tyr

Lys

His

val

vVal

Tyr

80

Cys

Tyr

288

336

378




(A) Délka: 318 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetick&: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ bumiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostredni zdroj:
(A) Knihovna: c¢cDNA knihovna, LD1
(B) Klon: LD1-117

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé&: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...318
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1id: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (64...96, 142...162, 259...288)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 19:

GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA
Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
1 5 10 15

GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGG AGC CAT TTG AAT
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Arg Ser His Leu Asn
20 25 30

48

96




TGG
Trp

GCA
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

TTC
Phe

(2)

Val

val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

TAT
Tyr

TCC
Ser
50

GGG
Gly

GCA
Ala

GGC
Gly

CAG
Gln
35

AGT
Ser

ACA
Thr

ACT
Thr

CAA
Gln

CAG
Gln

TTG
Leu

GAT
Asp

TAT
Tyr

GGG
Gly
100

Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC
Tyr
85

ACC
Thr

CcCa
Pro

GGT
Gly

ACT
Thr
70

TGT
Cys

AAG
Lys

GGG
Gly

GGG
Gly
55

CTC

Leu

CAA
Gln

GTG
vVal

AAA
Lys
40

GTC
Val

ACC
Thr

CAG
Gln

GAA
Glu

GCcC
Ala

CCA
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

ATC
Ile
105

Informace pro SEQ ID NO: 20:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 106 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(x1)

Popis sekvence:

Met Thr Gln Ser

Thr
Tyr
Ser

50

Gly

Ala

Ile

Gln

35

Ser

Thr

Thr

Thr

20
Gln
Leu

Asp

Tyr

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Pro

Arg

Pro

Gly

Thr

70

Cys

SEQ ID

Ser
Ala
Gly
Gly

55

Leu

Gln

Ser

Ser

Lys

40

Val

Thr

Gln

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Ser

CCT
Pro

TCA
Ser

AGC
Ser

TAC

Tyr
90

Lys

20:

Ser

10
Ser
Pro
Ser

Ser

Tyr
90

Lys

AGG
Arg

AGT
Ser
75

AGG
Arg

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Arg

CTC
Leu

TTC
Phe
60

CTG

Leu

GCC
Ala

Ser

Arg

Leu

Phe

60

Leu

Ala

CTG
Leu
45

AGT

Ser

CAA
Gln

CCT
Pro

vVal

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Pro

ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

CAG
Gln

Gly
His

30
Ile
Gly

Pro

Gln

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

TGG
Trp
95

Asp
15

Leu

Tyr

Ser

Glu

Trp
95

GCT
Ala

GGA
Gly

GAT
Asp
80

ACG
Thr

Arg

Asn

Ala

Asp
80

Thr

144

192

240

288

318




Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 21:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 pard basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izol&t: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospé&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ bunky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-1

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: q32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: CDS
(B) Umisténi: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kl1ié&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 21:
CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15




TCC
Ser

GGC
Gly

GCT
Ala

ARG
Lys
65

CTG

Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

Gln

Ser

Gly

Ala

CTG AGA CTC TCC TGT GTA GCG TCT
Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser
20 25

ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

TTT ATA TGG TTT GAT GGA AGT AAT
Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn
50 55

GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA GAC
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70

CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAT
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp
85

AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA ATC
Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly Ile
100 105

GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG GTC
Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
115 120
Informace pro SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser
20 25

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn
50 55

GGA
Gly

GGC
Gly

Lys

AAT
Asn

GAC
Asp

90
AGC
Ser

ACC
Thr

22:
Gly

10
Gly

Gly

Lys

TTC
Phe

AAG
Lys

GGA
Gly

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

Val

Phe

Lys

Gly

ACC
Thr

GGC
Gly

TAT

Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

val

Thr

Gly

Tyr
60

CTC
Leu

CTG
Leu

45
GTA
Val

AAC
Asn

GTA
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

Gln

Leu

Leu

45

vVal

AGG
Arg

30
GAG
Glu

GAC
Asp

ATG
Met

TAT
Tyr

TAT
Tyr
110

Pro
Arg
30

Glu

Asp

AGT
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

GTC
Val

TAT
Tyr
95

TAC
Tyr

Gly
15
Ser

Trp

Ser

TAT
Tyr

GTG
val

GTG
val

TAT
Tyr
80

TGT
Cys

CTG
Leu

Gly

Tyr

Val

vVal

96

144

192

240

288

336

375



Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Met Val Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Leu
100 105 110

Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 23:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 333 parl basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ bunky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-1

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 22
(B) Pozice v mapé: gll
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1lié: CDS
(B) Umisténi: 1...333
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:



(A) Jméno/k1i&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (61...99, 145...165, 262...294)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 23:

GTG GTG ACT CAG CCA CCC TCA GCG TCT GGG ACC CCC GGA CAG AGG GTC 48
Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln Arg Val
1 5 10 15
ACC ATC TCT TGT TCT GGA AGC AAC TCC ATC CTT GGA AGT AAG TAT GTA 96
Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn Ser Ile Leu Gly Ser Lys Tyr Val
20 25 30

TAC TGG TAC CAG AAA CTC CCA GGA ACG GCC CCC ARA CTC CTC ATC TAT 144
Tyr Trp Tyr Gln Lys Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

AAG AAT GAT CAG CGG CCC TCA GGG GTC TCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC 192
Lys Asn Asp Gln Arg Pro Ser Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

AAG TCT GGC ACC TCG GCC TCC CTG GCC ATC AGT GGG CTC CGG TCC GAG 240
Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg Ser Glu

65 70 75 80
GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT GCA CCA TGG GAT GCC AAC CTG GGT GGC 288
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Pro Trp Asp Ala Asn Leu Gly Gly
85 90 95
CCG GTG TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA AGT CAG CCC 333
Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Gln Pro
100 105 110

(2) Informace pro SEQ ID NO: 24:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 111 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24:

Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln Arg Val
1 5 10 15

Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Asn Ser Ile Leu Gly Ser Lys Tyr Val
20 25 30




Tyr Trp Tyr Gln Lys Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

Lys Asn Asp Gln Arg Pro Ser Gly Val Ser Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Arg Ser Glu
65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Pro Trp Asp Ala Asn Leu Gly Gly
85 90 95

Pro Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Ser Gln Pro
100 105 110

(2) Informace pro SEQ ID NO: 25:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 pard basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dosp&€ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-4

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé€: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(p) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...375



CAG
Glin

TCC
Ser

GGC
Gly

GCA
Ala

AAG
Lys
65

CTC
Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli&: CDR1,
Umisténi:

(B)

(xi) Popis sekvence:

GTG AAA CTG CTC
Val Lys Leu Leu

CTG AGA
Leu Arg

ATG CAC
Met His
35

CTT ATA
Leu Ile
50

GGC CGA
Gly Arg

CAA ATG
Gln Met

AGA GAC
Arg Asp

GTC TGG
vVal Trp
115

Informace pro SEQ ID NO:

CTC
Leu
20

TGG
Trp

TGG
Trp

TTC
Phe

CGC
Arg

AAG
Lys
100

GGC
Gly

5

TCC
Ser

GTC
Val

TTT
Phe

ACC
Thr

AGT
Ser
85

GCG
Ala

ARA
Lys

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp

ATC
Ile
70

CTG

Leu

GTT
Val

GGG
Gly

Hranice

SEQ

TCG
Ser

GAA
Glu

CAG
Gln

GGA
Gly
55

TCC
Ser

AGT
Ser

CGG
Arg

ACC
Thr

CDR2,
(91...105,

ID NO:

25:

GGG GGA GGC

Gly

GCG
Ala

GCT
Ala
40

AGT
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

GGA
Gly

ACG
Thr
120

Gly

TCT
Ser
25

CCT
Pro

ATC
Ile

GAC
Asp

GAC
Asp

ATT
Ile
105

GTC
Val

26:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: protein

Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

AGA
Arg

ACT
Thr

GAC
Asp
90

AGC
Ser

ACC
Thr

CDR3

GTG
Val

TTC
Phe

AAG
Lys

TCG
Ser

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGG
Arg

GTC
val

148..

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly

TAT

Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

.198,

CAG
Gln

CcTC
Leu

CTG
Leu
45

GCA
Ala

AAC
Asn

GTG
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

295...342)

CCG
Pro

AGA
Arg
30

GAG
Glu

GAA
Glu

ACC
Thr

TAT
Tyr

TAT

Tyr
110

Gly
15

AGT
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

CTA
Leu

TAC

Tyr
95

TAC
Tyr

Gly

TCT
Ser

GTG
Val

GTG
Val

TAT

Tyr
80

TGT
Cys

ATG
Met

48

96

144

192

240

288

336

375



Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

(2)

(x1)

Popis sekvence:

Val Lys Leu

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Arg

Val

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Trp
115

Leu

20
Trp
Trp
Phe
Arg
Lys
100

Gly

Leu
5
Ser
Val
Phe
Thr
Ser
85

Ala

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Gly

Ser

Glu

Gln

Gly

55

Ser

Ser

Arg

Thr

SEQ ID

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Thr
120

NO:

Gly
Ser

25
Pro
Ile
Asp
Asp
Ile

105

Val

Informace pro SEQ ID NO: 27:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 312 paru basi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie:

(ii) Typ molekuly:

(iii) Hypoteticka:

(iv) Antisense: Ne

linedarni

cDNA k mRNA

Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi)

pavodni zdroj:
Organismus: Homo sapiens
Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D dérce

(A
(C
(D
(E
(G

)
)
)
)
)

Vyvojovy stav: Dosp€ly

Haplotyp: Diploidni
Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:

26:

Gly

10

Gly

Arg

Thr

Asp

90

Ser

Thr

vVal

Phe

Lys

Ser

Ser

75

Thr

Arg

Val

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Leu

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asn

Ser
125

Pro

Arg

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr

95

Tyr

Gly

Ser

Val

Val

Tyr
80

Cys

Met



70 I

(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-4

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapeé: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...312
(D) Jiné informace: /produkt = " Tmunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
() Jméno/k1i¢: CDR1l, CDRZ, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (64...96, 142...162, 259...282)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 27:

GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA 48
val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg
1 5 10 15
GTC ACC ATC ACT TGC CGG ACA AGT CAG ACC ATT AGC AGA AAT TTA AAT 96
val Thr Ile Thr Cys Arg Thr Ser cln Thr Ile Ser Arg Asn Leu Asn
20 25 30

TGG TAT CAG CAG ARA CCA GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT GCT 144
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala
35 40 45

ACA TCC AGT TTG CAA AGT GGG GTC CCA TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA 192
Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50 55 60

TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AAT AGT CTA CAA CCT GAA GAT 240
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu Asp

65 70 75 80
TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC ACT ACC CCT TCG TTC GGC 288
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Ser Phe Gly
85 90 95
CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA 312
Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100

(2) Informace pro SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristiky sekvence:




Val
1
Val
Trp
Thr
Ser
65
Phe

Gln

(2)

71

(A) Délka: 104 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: protein

NO:

(xi) Popis sekvence:

Met Thr Gln Ser

Thr Ile

Tyr Gln
35

Ser Ser
50
Gly Thr

Ala Thr

Gly Thr

Thr

20

Gln

Leu

Asp

Tyr

Lys
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Val

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

70

Cys

Glu

SEQ 1D

Ser Ser
Thr Ser
Gly Lys

40

Gly Val
55

Leu Thr

Gln Gln

Ile Lys

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Ser

Informace pro SEQ ID NO: 29:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy

(D) Topologie:
(ii) Typ molekuly:
(iii) Hypoteticka:

(iv) Antisense: Ne

linedrni

c¢cDNA k mRNA

Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi)

pavodni zdroj:

28:

Ser

10

Thr

Pro

Ser

Asn

TyT
90

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Thxy

Ser

Ser

Leu

Phe

60

Leu

Thr

val

Arg

Leu

45

Ser

Gln

Pro

Gly
Asn

30
Ile
Gly

Pro

Ser

Asp

15
Leu
Tyxr
Ser

Glu

Phe
95

(R)
(C)
(D)
(E)

Organismus: Homo sapiens
Jednotlivy izolat: Hyper
vyvojovy stav: Dospély
Haplotyp: Diploidni

jmunni Rhesus D darce

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

80

Gly




72 .

(G) Typ builky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: CDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-4

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé&: pll

(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 1...375

(D) Jiné informace: /produkt = vImunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1i&¢: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148..

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 29:

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC
Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val
1 5 10

TCC CTG AGA CTC TCC TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr
20 25

GGC ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGC
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
35 40

GCT TTT ATA TGG TTT GAT GGA AGT AAT AAA GGA TAT
Ala Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Lys Gly Tyr
50 55 60

AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA GAC AAT TCC ARG
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 70 75

CTG CAA ATG AAT AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
85 90

GCG AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA ATC AGT AGA TAC
Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly Ile Ser Arg Tyr
100 105

.198,

CAG
Gln

TTC
Phe

CTG
Leu
45

GTA
val

AAC
Asn

GTA
Val

AAC
Asn

295...342)

CCG
Pro

AGG
Arg
30

GAG
Glu

GAC
Asp

ATG
Met

TAT
TyT

TAT

Tyr
110

Gly
15

AGT
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

CTC
Leu

TAT

Tyr
95

TAC
Tyr

GGG
Gly

TAT
Tyr

GTG
Val

GTG
val

TAT
Tyr
80

TGT
Cys

CTG
Leu

48

96

144

192

240

288

336
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GAC GTC TGG GGC ARG GGG GCC ACG GTC
Asp Val Trp Gly Lys Gly Ala Thr Val
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 30:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: line&rni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser
20 25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85

Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly Ile
100 - 105

Asp Val Trp Gly Lys Gly Ala Thr Val
115 120

(2) Informace pro SEQ ID NO: 31:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 318 parl basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypoteticka: Ne

ACC GTC TCC TCA
Thr Val Ser Ser

30:

Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Ser

Thr

Leu

Phe

Lys

Gly

Ser

75

Thr

Arg

val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

125

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Asn

Ser
125

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Ser
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Gly

Tyr

Vval

Val

Tyr
80

Cys

Leu

375




GTG
Val

GTC
Val

TGG
Trp

GCG
Ala

TCT
Ser
65

L d

74 S
L d
L]

(iv) Antisense: Ne
(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Homo sapiens

(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) V§vojovy stav: Dosp&ly

(E) Haplotyp: Diploidni

(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna,
(B) Klon: LD2-5

LD2

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

Vlastnosti:

(a) Jméno/kl1li&: CDS

(B) Umisténi: 1...318

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin,

(ix)

vVlastnosti:
() Jméno/k1i&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (64...96,

(ix)

142...162, 259.

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 31:

ATG
Met

ACC
Thr

CAG
Gln

TCT CCA TCC TCC CTG TCT
Ser Pro Ser Ser Leu Ser
5 10

GCA
Ala

TCT
Ser

ATA
Ile

GGC
Gly

ACC
Thr

ATC
Ile

ACT
Thr
20

TGC
Cys

CGG
Arg

GCA
Ala

AGT
Ser

CAG
Gln
25

AGC
Ser

GTT
Val

ACC
Thr

AGG
Arg

TCT
Ser
30

TAT
Tyr

CAG
Gln
35

CAG
Gln

AAA
Lys

cca
Pro

GGG
Gly

AAA
Lys
40

GCC
Ala

CCT
Pro

AGG
Arg

CTC
Leu

CTA
Leu
45

ATC
Ile

TCC
Ser
50

ACT
Thr

TTG
Leu

CAA
Gln

AGT
Ser

GTC
Val

CCA
Pro

TCA
Ser

AGG
Arg

TTC
Phe
60

AGT
Ser

GGC
Gly Gly

55

GGG
Gly

ACA
Thr

GAT
Asp

TTC
Phe

ACC
Thr
70

CcTC
Leu

ACC
Thr

ATC
Ile

AGC
Ser

AGT
Ser
75

CTG
Leu

CAA
Gln

CCT
Pro

GAC
Asp
15

TTA
Leu

TTT
Phe

AGT
Ser

GAG
Glu

Fab"

..288)

AGA
Arg

AAT
Asn

GCT
Ala

GGA
Gly

GAT
Asp
80

48

96

144

192

240




TTT
Phe

TTC
Phe

(2)

Val

Val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Phe

(2)

75

GGA ACT TAC TAC
Gly Thr Tyr Tyr
85

GGC CAA GGG ACC
Gly Gln Gly Thr
100

TGT CAA CAG AAT
Cys Gln Gln Asn

AAG GTA GAA ATC
Lys Val Glu Ile
105

Informace pro SEQ ID NO: 32:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 106 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Met Thr Gln Ser Pro

Ser Ser

Thr
Tyr
Ser

50
Gly

Gly

Gly

Ile

Gln

35

Thr

Thr

Thr

Gln

Thr

20

Gln

Leu

Asp

Tyr

Gly
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Thr

Arg
Pro
Ser
Thr

70

Cys

Lys

Ala
Gly
Gly

55
Leu

Gln

Val

Ser

Lys

40

val

Thr

Gln

Glu

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Asn

Ile
105

Informace pro SEQ ID NO: 33:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 378 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

TAC

Tyr
90

Lys

32:

Ser

10
Ser
Pro

Ser

Ser

Tyr
90

Lys

AGG ACC CCT CAG TGG
Arg Thr Pro Gln Trp
95

Ala

Val

Arg

Arg

Ser

75

Arg

Ser

Thr

Leu

Phe

60

Leu

Thr

Ile

Arg

Leu

45

Ser

Gln

Pro

Gly
Ser

30
Ile
Gly

Pro

Gln

Asp

15
Leu
Phe
Ser

Glu

Trp
95

ACG
Thr

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

80

Thr

288

318
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(iii) Hypoteticka: Ne
(iv) Antisense: Ne
(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ burnky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostfedni zdroj:
(A) Knihovna: CDNA knihovna,
(B) Klon: 1L.D2-10

LD2

(viii) Umisté&ni v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v map&: g32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouzku

Vliastnosti:

(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 1...378
(D)

(ix)

(ix) vVlastnosti:
(A) Jméno/klié: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198,

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 33:

Jiné informace: /produkt = " Imunoglobulin, Fab"

CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

GCT
Ala

GTG
Val

CTG
Leu

ATG
Met

TTT
Phe
50

BAAA CTG
Lys Leu

AGA
Arg

cacC
His
35

ATA
Ile

cTC
Leu
20

TGG
Trp

TGG
Trp

CTC
Leu
5

TCC

Ser

GTC
Val

TTT
Phe

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp

TCT
Ser

GTA
val

CAG
Gln

Gly
55

GGG
Gly

GCG
Ala

GCT
Ala
40

AGT
Ser

GGA
Gly

TCT
Ser
25

CCA

Pro

AAT
Asn

GGC
Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

AAA
Lys

GTG
vVal

TTC
Phe

Lys

GGA
Gly

GTC
Val

ACC
Thr

GGC
Gly

TAT

Tyr
60

CAG
Gln

CTC
Leu

CTG
Leu
45

GTA
Val

CCG
Pro

AGG
Arg
30

GAG
Glu

GAC
Asp

GGG
Gly
15

AGT

Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

295, ..345)

Gly

TAT
Tyr

GTG
val

GTG
Val

48

96

144

192



ARG
Lys

CTG
Leu

TGT
Cys

CTG
Leu

(2)

Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Cys

77

GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA GAC
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
175

CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAT
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp
85

GCG AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA
Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly
100 105

GAC GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG
Asp Val Trp Gly LyS Gly Thr Thr
115 120
Informace pro SEQ ID NO: 34:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 126 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser
20 25

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Phe Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Asp
85

Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly
100 105

AAT
Asn
180
GAC
Asp

90
ATC
Ile

GTC
val

34:

Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Ile

TCC
Ser

ACG
Thr

AGC
Ser

ACC
Thr

Val

Phe

Lys

Gly

Ser

75

Thr

Ser

ARG
Lys

GCT
Ala

AGA
Arg

GTC
Val

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

ARC
Asn

GTA
Val

TAC
Tyr

TCC
Ser
125

Gln

Leu

Leu

45

val

Asn

Val

Tyr

ATG
Met

TAT
TyT

AAC
Asn
110

TCA
Ser

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Met

Tyr

Asn
110

GTC
val
185
TAT
Tyr

95

TAT
Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Val

TyT
95

Tyr

TAT
Tyr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

Gly

Tyr

Val

vVal

Tyr
80

TyT

Tyr

240

288

336

378
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Leu Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 35:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 333 paru basi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) POvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) V§vojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(@) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-10

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 22
(B) Pozice v mapé: qll
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
() Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...333
(D) Jiné informace: /produkt = " Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (61...102, 148...168, 265...294)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 35:
GTG GTG ACT CAG GAG CCC TCA CTG ACT GTG TCC CCA GGA GGG ACA GTC

val Val Thr Gln Glu Pro Ser Leu Thr Val Ser Pro Gly Gly Thr Val
1 5 10 15

48




ACT
Thr

CcCa
Pro

TAT
Tyr

TCC
Ser
65

GAA
Glu

CTC
Leu

(2)

Val

Thr

Pro

Tyr

Ser
65

CTC
Leu

AAC
Asn

AGT
Ser
50

CTC

Leu

GAC
Asp

GTA
Val

ACC
Thr

Trp
35

ACA
Thr

CTT
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

TGT
Cys
20

TTC
Phe

AAC
Asn

GGG
Gly

GCT
Ala

GGC
Gly
100

GCT
Ala

CAG
Gln

AAA
Lys

GGC
Gly

GAA
Glu
85

GGA
Gly

TCC
Ser

CAG
Gln

AAA
Lys

AAA
Lys
70

TAT
Tyr

GGG
Gly

AGC
Ser

AAG
Lys

CAC
His

55
GCT
Ala

TAC
Tyr

ACC
Thr

79

ACT
Thr

CCT
Pro
40

TCC

Ser

GCC
Ala

TGC
Cys

BAG
Lys

Gly
25

GGA
Gly

TGG
Trp

CTG
Leu

CTG
Leu

CTG
Leu
105

Informace pro SEQ ID NO: 36:

(1)

Charakteristiky sekvence:

(p) Délka: 111 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ 1D

Val Thr Gln Glu Pro

Leu

Asn

Ser

50

Leu

Thr
Trp
35

Thr

Leu

Cys
20
Phe

Asn

Gly

5

Ala

Gln

Lys

Gly

Ser

Gln

Lys

Lys
70

Ser

Ser

Lys

His

55

Ala

Leu

Thr

Pro

40

Ser

Ala

NO:

Thr
Gly

25
Gly

Trp

Leu

GCA
Ala

CAA
Gln

ACC
Thr

ACA
Thr

CcTC
Leu
90

ACC
Thr

36:
vVal

10

Ala

Gln

Thr

Thr

GTC
Val

GCA
Ala

CCT
Pro

CTG
Leu
75

TAC
Tyr

GTC
Vval

Ser

val

Ala

Pro

Leu
75

ACC
Thr

ccC
Pro

GCC
Ala
60

TCA
Ser

TAT
Tyr

CTA
Leu

Pro

Thr

Pro

Ala
60

Ser

AGG
Arg

AGG
Arg

45
CGG
Arg

GGT
Gly

GGT
Gly

CGT
Arg

Gly
Arg
Arg

45

Arg

Gly

GGT
Gly

30
GCA
Ala

TTC
Phe

GTG
Val

GGT
Gly

CAG
Gln
110

Gly
Gly

30
Ala

Phe

Val

TAC
Tyr

CTG
Leu

TCA
Ser

CAG
Gln

GCT
Ala
95

CccC
Pro

Thr
15

Tyr

Leu

Ser

Gln

TAT
Tyr

ATT
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro
80

CAA
Gln

Val

Tyx

Ile

Gly

Pro
80

96

144

192

240

288

333
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Glu Asp Glu Ala Glu Tyr Tyr Cys Leu Leu Tyr Tyr Gly Gly Ala Gln

85 90 95
Leu Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Arg Gln Pro
100 105 110
(2) Informace pro SEQ ID NO: 37:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypotetickéa: Ne
{(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens

(C)
(D)
(E)
(G)

Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
Vyvojovy stav: Dosp&ly

Haplotyp: Diploidni

Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostt¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna,
(B) Klon: LD2-11

LD2

(viii) Umisté&ni v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prou¥ku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&: CDS
(B) Umisténi: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1i&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148..

.198, 295...342)




81 ¢

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 37:

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCG GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48
Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
TCC CTG AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGA AGT TCT 96
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Leu Arg Ser Ser

20 25 30

GGC ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCT GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG 144
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

GCA CTT ATA TGG TTT GAT GGA AGT ATC AGA TCG TAT GCA GAA TCC GTG 192
Ala Leu Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ile Arg Ser Tyr Ala Glu Ser Val
50 55 60

AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC ACT TCC AAG AAC ACC CTA TAT 240
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT 288
Leu Gln Met Arg Ser Leu Ser Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGC AGG TAC AAC TAT TAC ATG 336
Ala Arg Asp Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Met
100 105 110

GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 375
Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115 120 125
(2) Informace pro SEQ ID NO: 38:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 125 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 38:

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15




Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

(2)

82 .

Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Leu Arg Ser
20 25 30

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Leu Ile Trp Phe Asp Gly Ser Ile Arg Ser Tyr Ala Glu Ser
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Thr Leu
70 75

Gln Met Arg Ser Leu Ser Ala Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
85 90 95

Arg Asp Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr
100 105 110

Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

Informace pro SEQ ID NO: 39:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetickd: Ne
(iv) Antisense: Ne
(v) Typ fragmentu: N-koncovy
(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospé&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ burniky: Periferni B lymfocyt
(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-11

(viii) Umisténi v genomu:

Ser

Val

Val

Tyr
80

Cys

Met
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(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: CDS
(B) Umisténi: 1...315
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1id&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (64...96, 142...162, 259...285)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 39:

GTG TTG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT ATA CGA GAC AGA 48
Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Ile Arg Asp Arg
1 5 10 15
GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AAC ATT GGC AGT TAT TTA AAT 96
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Gly Ser Tyr Leu Asn
20 25 30

TGG TAT CAG CAC AAA CCA GGG ACA GCC CCT AAA CTC CTG ATC TAT GCT 144
Trp Tyr Gln His Lys Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala
35 40 45

GTA TCC GCT TTG CAA AGT GGG GTC CCA TCG AGG TTC AGT GGC AGT AGA 192
Val Ser Ala Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg
50 55 60

TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT CTG CAA CCT GAA GAT 240
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp

65 70 75 80
TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC AGT CCC CCG TAC ACT TTC 288
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Pro Pro Tyr Thr Phe
85 90 95
GGC CAG GGG ACC AAC CTG CAG ATC AAA 315
Gly Gln Gly Thr Asn Leu Gln Ile Lys
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 40:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina




Val

Val

Trp

Val

Ser

65

Phe

Gly

(2)

84 y

(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 40:

Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Ile Arg Asp
5 10 15

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Gly Ser Tyr Leu
20 25 30

Tyr Gln His Lys Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

Ser Ala Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu
70 75

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Pro Pro Tyr Thr
' 85 90 95

Gln Gly Thr Asn Leu Gln Ile Lys
100 105

Informace pro SEQ ID NO: 41:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 para basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospé&ly

(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buriky: Periferni B lymfocyt

Arg

Asn

Ala

Arg

Asp

80

Phe




CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

GCT
Ala

AAG
Lys
65

CTG
Leu

GCG
Ala

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-14

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé&: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1i&: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 41:

GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48
Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15
CTG AGA GTC GCC TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG AAT TTT 96
Leu Arg Val Ala Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asn Phe
20 25 30
ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG 144
Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
TTT ATT TGG TTT GAT GCA AGT AAT AAA GGA TAT GGA GAC TCC GTT 192
Phe Ile Trp Phe Asp Ala Ser Asn Lys Gly Tyr Gly Asp Ser Val
50 55 60

GGC CGA TTC ACC GTC TCC AGA GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTC TAT 240
Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

70 75 A 80

CAA ATG AAC GGC CTG AGA GCC GAA GAC ACG GCT GTA TAT TAT TGT 288
Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
AGA GAG AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGT AGA TAC AAC TAC TAC ATG 336

Arg Glu Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Met
100 105 110




|

(X ] e (X ] (X (X )

86 o: . .

GAC GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 375
Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 42:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 42:

Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Val Ala Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asn Phe
20 25 30

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Phe Ile Trp Phe Asp Ala Ser Asn Lys Gly Tyr Gly Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Met
100 105 110

Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 43:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 para basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA




GTG
Val

GTC
Val

TGG
Trp

GCA
Ala

(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

87

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PaGvodni zdroj:

(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izol&at: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni

(G) Typ burlkky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:

(A) Knihovna: cDNA knihovna,

(B) Klon: LD2-14

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2

(B) Pozice v mapé: pill
(C) Jednotky: &¢islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/k1li&¢: CDS

(B) Umisté&ni: 1...315
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin,

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid:

(B) Umisténi: Hranice (64...96,
(xi) Popis sekvence:SEQ

ATG ACC CAG TCT CCA TCC
Met Thr Gln Ser Pro Ser

5

ACC ATC ACT TGC CGG GCA
Thr Ile Thr Cys Arg Ala

20

TAT CAG CAG AAA CCA GGC
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

35

TCC AGT TTG CAA AGT GGG
Ser Ser Leu Gln Ser Gly

50

CDR1,

55

CDR2

ID NO:

TCC
Ser

AGT
Ser

AAA
Lys
40

GTC
Val

CTG
Leu

CAG
Gln
25

GCC
Ala

CCT
Pro

LD2

, CDR3

43

TCT
Ser
10

AGC
Ser

cCT
Pro

TCA
Ser

142..

GCa
Ala

ATT
Ile

GAA
Glu

AGG
Arg

TCT
Ser

ATC
Ile

CcTC
Leu

TTC
Phe
60

.162,

GTG
Val

AAC
Asn

CTG
Leu
45

CGT
Arg

259.

GGA
Gly

AAT
Asn
30

ATC
Ile

GGC
Gly

Fab"

..285)

GAC AGA
Asp Arg
15

TTA AAT
Leu Asn

TAT GCT
Tyr Ala

AGT GGA
Ser Gly

48

96

144

192




TCT
Ser
65

TTT
Phe

GGC
Gly

(2)

Val

Val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Gly

(2)

GGG
Gly

GCA
Ala

CAA
Gln

AGA
Arg

ACT
Thr

GGG
Gly

GAT
Asp

TAC
Tyr

ACC
Thr
100

TTC
Phe

TAC
Tyr
85

AAG
Lys

ACT
Thr
70

TGT
Cys

GTG
Val

CcTC
Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

ACC
Thr

CAG
Gln

ATC
Ile

88

GTC
Val

AGT
Ser

AAA
Lys
105

Informace pro SEQ ID NO: 44:

(1)

Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:

Met Thr Gln Ser Pro

Thr
Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Gln

Ile
Gln

35
Ser
Arg

Thr

Gly

Thr

20

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr

85

Lys

Arg

Pro

Ser

Thr

70

Cys

Val

SEQ ID

Ser
Ala
Gly
Gly

55
Leu

Gln

Glu

Ser

Ser

Lys

40

Val

Thr

Gln

Ile

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Val

Ser

Lys
105

Informace pro SEQ ID NO: 45:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 pard basi

ACC
Thr

TAC

Tyr
90

44 .

Ser

10

Ser

Pro

Ser

Thr

Tyr
90

AGT
Ser
75

AGT
Ser

Ala

Ile

Glu

Arg

Ser

75

Ser

CTG
Leu

ACC
Thr

Ser

Ile

Leu

Phe

60

Leu

Thr

CAA
Gln

CTG
Leu

Val

Asn

Leu

45

Arg

Gln

Leu

CCT
Pro

TGG
Trp

Gly
Asn

30
Ile
Gly

Pro

Trp

GAA
Glu

ACG
Thr
95

Asp

15

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
95

GAT
Asp
80

TTC
Phe

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

80

Phe

240

288

315




CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

89 s

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dosp&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna
(B) Klon: LD2-17

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé&: g32.43
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&¢: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 45:

GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48
Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly
5 10 15
CTG AGA CTC TCC TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG AGT TAT 96
Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr
20 25 30
ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGC CTG GAG TGG GTG 144

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45




GCT
Ala

Lys
65

CTG

Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

Gln

Ser

Gly

Ala

Lys
65

TTT
Phe
50

GGC
Gly

CAA
Gln

AGA
Arg

GTC
Val

ATA
Ile

CGA
Arg

ATG
Met

GAG
Glu

TGG
Trp
115

TGG
Trp

TTC
Phe

AAG
Lys

AAG
Lys
100

GGC
Gly

TTT
Phe

ACC
Thr

AGC
Ser
85

GCG
Ala

AAG
Lys

GAT
Asp

ATC
Ile
70

CTG

Leu

CTT
Leu

GGG
Gly

GGA
Gly
55

TCC

Ser

AGA
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr

AGT
Ser

CGA
Arg

GCC
Ala

GGA
Gly

ACG
Thr
120

Informace pro SEQ ID NO: 4

90

AAT
Asn

GAC
Asp

GAG
Glu

ATC
Ile
105

GTC
Val

6:

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

(ii) Typ molekuly: protein

(x1i)

Popis sekvence:

Val Lys Leu Leu Glu

Leu

Met

Phe
50

Gly

Arg
His
35

Ile

Arg

Leu
20
Trp

Trp

Phe

5

Ser

Val

Phe

Thr

Cys

Arg

Asp

Ile
70

SEQ ID

Ser

Val

Gln

Gly
55

Ser

Gly
Ala
Ala

40

Ser

Arg

125 aminokyselin

NO:
Gly
Ser

25

Pro

Asn

Asp

Lys

Asn

GAC
Asp

90
AGT
Ser

ACC
Thr

45:
Gly

10
Gly

Gly

Lys

Asn

GGA
Gly

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

Val

Phe

Lys

Gly

Ser
75

TAT
Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

val

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

GTA
val

Asn

GTA
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

Gln

Phe

Leu

45

Vval

Asn

GAC
Asp

ACG
Thr

TAT
Tyr

TAT
Tyr
110

Pro
Arg
30

Glu

Asp

Thr

TCC
Ser

CTC
Leu

TAT
Tyr
95

TAC
Tyr

Gly
15
Ser

Trp

Ser

Leu

GTG
Val

TAT
Tyr
80

TGT
Cys

CTG
Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80

192

240

288

336

375




Leu Gln Met Lys Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Glu Lys Ala Leu Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Leu
100 105 110

Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

(2) Informace pro SEQ ID NO: 47:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 para basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostredni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Kion: LD2-17

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: €islo chromosomového prouZku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klidé: CDS
(B) Umisténi: 1...315
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: CDR1, CDR2, CDR3
(B) Umisté&ni: Hranice (64...96, 142...162, 259...285)




GTG
Val

GTC
Val

TGG
Trp

GCA
Ala

TCT
Ser
65

1 TTT
| Phe

GGC
Gly

(2)

(xi) Popis sekvence:

SEQ

ATG ACC CAG TCT CCA TTC

Met

ACC
Thr

TAT
Tyr

TCC
Ser
50

GGG
Gly

GCG
Ala

CAA
Gln

Thr

ATC
Ile

CAG
Gln
35

AGG
Arg

ACA
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

Gln

ACT
Thr
20

CAG
Gln

TTG
Leu

GAT
Asp

TAC
Tyr

ACC
Thr
100

Ser
5

TGC
Cys

AAA
Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC
Tyr
85

AAG
Lys

Pro

CGG
Arg

CCa
Pro

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CTG
Leu

Phe

GCA
Ala

GGG
Gly

GGG
Gly
55

CTC

Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

92

ID NO: 47:

TCC
Ser

AGT
Ser

ACA
Thr
40

GTC
Val

ACC
Thr

CAG
Gln

ATC
Ile

CTG
Leu

CAG
Gln
25

GCC
Ala

cCa
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

AAA
Lys
105

Informace pro SEQ ID NO: 48:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Val Met Thr Gln Ser Pro Phe Ser

1

5

NO:

Leu

TCT
Ser
10

AAC
Asn

CCT
Pro

TCA
Ser

AGC
Ser

TAC
Tyr
90

48 :

GCa
Ala

ATT
Ile

AAG
Lys

AGG
Arg

ACT
Thr
75

AGT
Ser

TCT
Ser

AGG
Arg

CTC
Leu

TTC
Phe
60

CTG
Leu

GCC
Ala

GTA
Val

AGT
Ser

CTG
Leu
45

AGT

Ser

CAA
Gln

CCT
Pro

Ser Ala Ser Val

10

GGA
Gly

TTT
Phe
30

ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

TGG
Trp

Gly

Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Arg Ser Phe

20

25

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Thr Ala

35

40

Pro

Lys Leu Leu

45

30

Ile

GAC
Asp
15

TTA

Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

ACG
Thr
95

Asp
15

Leu

Tyr

AGA
Arg

AGT
Ser

GCT
Ala

GGG
Gly

GAT
Asp
80

TTC
Phe

Arg

Ser

Ala

48

96

144

192

240

288

315




93 *

Ala Ser Arg Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly
50 55 60 :

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Thr Leu Gln Pro Glu Asp
65 70 75 80

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ala Pro Trp Thr Phe
85 90 95

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

(2) Informace pro SEQ ID NO: 49:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Plvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dosp&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprosttfedni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-20

(viii) Umisté&ni v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé&: g32.3
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umist&ni: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"




CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

GCT
Ala
65

Lys

CTG
Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kl1li&: CDR1,

(B) Umisténi: Hranice (91...105,

(xi) Popis sekvence:

GTG AAA CTG
Val Lys Leu

CTG AGA CTC
Leu Arg Leu
20

ATG CAC TGG
Met His Trp
50

TTT ATA TGG
Phe Ile Trp

GGC CGA TTC
Gly Arg Phe

CAA ATG AAG
Gln Met Lys
100

AGA GAG AAG
Arg Glu Lys
205

GTC TGG GGC
Val Trp Gly
115

CTC
Leu
5

TCC
Ser

GTC
Val

TTT
Phe

ACC
Thr
85

AGC

Ser

GCG
Ala

AAG
Lys

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp
70

ATC
Ile

CTG
Leu

CTT
Leu

GGG
Gly

SEQ ID NO:

TCT GGG
Ser Gly

GTA GCG
Val Ala

CAG GCT
Gln Ala
55

GGA AGT
Gly Ser

TCC CGA
Ser Arg

AGA GCC
Arg Ala

CGG GGA
Arg Gly

ACC ACG
Thr Thr
120

Informace pro SEQ ID NO: 5

94

CDR2Z,

GGA
Gly

TCT
Ser
25

CCA
Pro

AAT
Asn

GAC
Asp

GAG
Glu
105

ATC
Ile
210
GTC
Val

0:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka:
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie:

linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

125 aminokyselin

CDR3

49 :

GGC
Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

Lys

AAT
Asn
90

GAC
Asp

AGT
Ser

ACC
Thr

GTG
Val

TTC
Phe

AAG
Lys

GGA
Gly
75

TCC

Ser

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

148..

GTC
Val

ACC
Thr

GGC
Gly
60

TAT
Tyxr

ARG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser
125

.198,

CAG
Gln

TCC
Ser

CTG
Leu

GTA
Val

ARC
Asn

GTA
vVal

AAC
Asn

TCA
Ser

295...342)

CCG
Pro

AGG
Arg
30

GAG
Glu

GAC
Asp

ACG
Thr

TAT

Tyr
110

TAT
Tyr
215

GGG
Gly
15

AGT
Ser

TGG
Trp

TCC
Ser

CTC
Leu
95

TAT
Tyr

TAC
Tyr

Gly

TAT
Tyr

GTG
Val

GTG
Val
80

TAT
Tyr

TGT
Cys

CTG
Leu

48

96

144

192

240

288

336

375



Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

(2)

(xi) Popis sekvence:

Val

Leu

Met

Phe

50

Gly

Gln

Arg

Val

Lys Leu Leu

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Glu

Trp
115

Leu

20
Trp
Trp
Phe
Lys
Lys

100

Gly

5

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

85

Ala

Lys

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Gly

9

SEQ ID

Ser

Val

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Arg

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Gly

Thr
120

5

NO:
Gly
Ser

25
Pro
Asn
Asp
Glu
Ile

105

Val

Informace pro SEQ ID NO: 51:

(i) Charakteristiky sekvence:
Délka: 315 parua basi
Typ: nukleova kyselina
Ret&zec: jednoduchy
Topologie: linedrni

(A)
(B)
(C)
(D)

(1ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense:

Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
Organismus: Homo sapiens
Jednotlivy izolat: Hyperimunni Rhesus D darce
Vyvojovy stav: Dospé&ly
Haplotyp: Diploidni
Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(A)
()
(D)
(E)
(G)

50:

Gly

10

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Ser

Thr

vVal

Phe

Lys

Gly

Ser

75

Thr

Arg

Val

Val

Thr

Tyr

60
Lys
Ala

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

45

Val

Asn

Val

Asn

Ser
125

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Ser
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Tyr

Val

Val

Tyr
80

Cys

Leu



(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD2
(B) Klon: LD2-20

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 1...315
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin,

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisté&ni: Hranice (64...96, 142...162, 259.

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 51:

GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGA
Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10

GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGC AGC TAT
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

TGG TAT CAG CAG AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

GCA TCC AGT TTG CAA AGT GGG GTC CCA TCA AGG TTC AGT GGC
Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT CTG CAA CCT
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75

TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC AGT ACC CGA TTC
Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Arg Phe
85 90

GGC CCT GGG ACC AAA GTG GAT ATC AAA
Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys
100 105

Fab"

..285)

GAC
Asp
15

TTA
Leu

TAT
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

ACT
Thr
95

AGA
Arg

AAT
Asn

GCT
Ala

GGA
Gly

GAT
Asp
80

TTC
Phe

48

96

144

192

240

288

315



(2)

Val

val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Gly

(2)

Informace pro SEQ ID NO:

(1)

97

52:

Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(x1)

Popis sekvence: SEQ ID

Met Thr Gin Ser

Thr

Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Pro

Ile
Gln

35
Ser
Thr

Thr

Gly

Thr

20

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

70

Cys

Val

Ser
Ala
Gly
Gly

55
Leu

Gln

Asp

Ser

Ser

Lys

40

Val

Thr

Gln

Ile

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Ser

Lys
105

Informace pro SEQ ID NO: 53:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 384 paru basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly:

(iii) Hypotetickad: Ne

(iv)

Antisense:

Ne

cDNA k mRNA

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens

52:

Ser

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr
90

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Leu

Phe

60

Leu

Thr

Val

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Arg

Gly
Tyr

30
Ile
Gly

Pro

Phe

Asp
15

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
95

Arg

Asn

Ala

Gly

Asp

80

Phe



(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély

(E) Haplotyp: Diploidni

(G) Typ buiiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprostfedni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LDl
(B) Klon: LD1-6-17

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1id¢: CDS
(B) Umisténi: 1...384

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1lid¢: CDR1, CDR2, CDR3

(B) Umisté&ni: Hranice (91...105, 148...198, 295...351)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 53:

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCT
Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro
1 5 10

TCC CTG AGA CTT TCC TGT GCA GCG TCT GGA TTT ACC TTC AGT
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30

GGC ATG CAC TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45

GCA GAT ATA TGG TTT GAT GGA GGT AAT AAA CAT TAT GCA GAC
Ala Asp Ile Trp Phe Asp Gly Gly Asn Lys His Tyr Ala Asp
50 55 60

AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AAG AAC ACG
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
65 70 75

CTA CAA ATG AAC AGC CTG AGA GTC GAG GAC ACG GCT GTG TAT
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Val Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90

GGG
Gly
15

AGC
Ser

TGG
Trp

TTC
Phe

GTG
Val

TAC

Tyr
95

AGG
Arg

TAT
Tyr

GTG
Val

GTG
vVal

TAT
Tyr
80

TGT
Cys

48

96

144

192

240

288



GCG
Ala

TAC
Tyr

(2)

Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Tyxr

(2)

99

AGG GAT TAC TAT AGC GTT ACT AAG
Arg Asp Tyr Tyr Ser Val Thr Lys
100 105

TAC ATG GAC GTC TGG GGC AAA GGG
Tyr Met Asp Val Trp Gly Lys Gly
220 225

Informace pro SEQ ID NO: 54:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 128 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Asp Ile Trp Phe Asp Gly Gly Asn
50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
70

Gln Met Asn Ser Leu Arg Val Glu
85

Arg Asp Tyr Tyr Ser Val Thr Lys
100 105

Tyr Met Asp Val Trp Gly Lys Gly
115 120

Informace pro SEQ ID NO: 55:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy

Lys

ACC
Thr

54:
Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Lys

Thr

CTC
Leu

ACG
Thr

val

Phe

Lys

His

Ser

75

Thr

Leu

Thr

AGA
Arg

GTC
Val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

val

CTC
Leu

ACC
Thr
230

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Thr
125

CAC
His
110

GTC
val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

His

110

val

TAC
Tyr

TCC
Ser

Gly

15
Ser
Trp

Phe

Val

Tyr
95

Tyr

Ser

TAC
Tyr

TCA
Ser

Arg

Tyr

Val

val

Tyr
80
Cys

Tyr

Ser

336

384



100 R

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Homo sapiens

(C) Jednotlivy izoléat: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély

(E) Haplotyp: Diploidni

(G) Typ buriky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna,
(B) Klon: LD1-6-17

LD1

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: ¢islo chromosomového prouzku

Vlastnosti:

(A) Jméno/k1li¢: CDS

(B) Umisténi: 1...315

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix)

(ix) Vlastnosti:
(3) Jméno/klid¢: CDR1,
(B) Umisténi: Hranice

CDR2, CDR3

(64...96, 142...162,

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 55:

GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT

Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10

GCA TCT
Ala Ser

GTA
Val

GTC ACC ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG GGC
Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly
20 25

ATT AGA AAT
Ile Arg Asn

TGG TAT CAG CAA AAA CCA GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45

259...285)

GGA GAC
Gly Asp
15

GAT TTA
Asp Leu
30

ATC TAT
Ile Tyr

AGA
Arg

ACC
Thr

GCT
Ala

48

96

144



GCA
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

GGC
Gly

(2)

Val

vVal

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Gly

TCC
Ser
50

GGC
Gly

GCA
Ala

CAG
Gln

AAT
Asn

ACA
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

TTA
Leu

GAT
Asp

TAT
Tyr

ACC
Thr
100

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC

Tyr
85

AAG
Lys

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CTG
Leu

GGG GTC
Gly Val
55

CTC ACC
Leu Thr

CTA CAA
Leu Gln

GAG ATC
Glu Ile

CCA
Pro

ATC
Ile

GAT
Asp

AAR
Lys
105

Informace pro SEQ ID NO: 56:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Met Thr Gln

Thr

Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Gln

Ile
Gln

35
Asn
Thr

Thr

Gly

Thr

20

Gln

Leu

Asp

Tyr

Thr
100

Ser
5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyr
85

Lys

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

70

Cys

Leu

Ser Ser
Ala Ser
Gly Lys

40

Gly Val
55

Leu Thr

Leu Gln

Glu Ile

NO:

Leu

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Asp

Lys
105

TCA
Ser

AGC
Ser

AAC
Asn
90

56:

Ser

10
Gly
Pro
Ser

Ser

Asn
90

AGG
Arg

AGC
Ser
75

Asn

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Asn

TTC
Phe
60

CTG
Leu

TTC
Phe

Ser

Arg

Leu

Phe

60

Leu

Phe

AGC
Ser

CAG
Gln

CCG
Pro

Val

Asn

Leu

45

Ser

Gln

Pro

GGC
Gly

CcCcT
Pro

TAC
Tyr

Gly
Asp

30
Ile
Gly

Pro

Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

ACT
Thr
95

Asp
15

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr
95

GGA
Gly

GAT
Asp
80

TTT
Phe

Arg

Thr

Ala

Gly

Asp

80

Phe

192

240

288

315



(2) Informace pro SEQ ID NO: 57:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1 a LD2
(B) Klon: LD1/2-6-3

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umist&ni: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li¢: CDR1, CDR2Z, CDR3
(B) Umisténi: Hranice (91...105, 148...198, 295...342)

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 57:

CAG GTG ARA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG 48
Gln Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Gly

1 5 10 15
TCC CTG AGA GTC GCC TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG AAT TTT 96

Ser Leu Arg Val Ala Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asn Phe
20 25 30



GCT
Ala

Lys
65

CTG

Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

Gln

Ser

Gly

Ala

Lys
65

35 40

TTT ATT TGG TTT GAT GCA AGT AAT
Phe Ile Trp Phe Asp Ala Ser Asn
50 55

GGC CGA TTC ACC GTC TCC AGA GAC
Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp
70

CAA ATG AAC GGC CTG AGA GCC GAA
Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu
85

AGA GAG AAG GCG GTT CGG GGA ATT
Arg Glu Lys Ala Val Arg Gly Ile
100 105

GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG GTC
Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val
115 120
Informace pro SEQ ID NO: 58:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

Val Lys Leu Leu Glu Ser Gly Gly
5

Leu Arg Val Ala Cys Val Ala Ser
20 25

Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Phe Ile Trp Phe Asp Ala Ser Asn
50 55

Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp
70

Lys

Asn

GAC
Asp

90
AGT
Ser

ACC
Thr

58:
Gly

10
Gly
Gly

Lys

Asn

GGA
Gly

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

Val

Phe

Lys

Gly

Ser
75

TAT

Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

Val
Thr
Gly
Tyr

60

Lys

45

GGA
Gly

AAC
Asn

GTA
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

Gln
Phe
Leu

45

Gly

Asn

GAC
Asp

ACG
Thr

TAT
Tyr

TAC

Tyr
110

Pro
Arg

30
Glu

Asp

Thr

TCC
Ser

cTC
Leu

TAT
Tyr
95

TAC
Tyr

Gly

15
Asn
Trp

Ser

Leu

GTT
vVal

TAT

Tyr
80

TGT
Cys

ATG
Met

Gly

Phe

val

Val

Tyr
80

192

240

288

336

375



104

Leu Gln Met Asn Gly Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala Arg Glu Lys Ala Val Arg Gly Ile Ser Arg Tyr Asn Tyr Tyr Met

100 105 110
Asp Val Trp Gly Lys Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
(2) Informace pro SEQ ID NO: 59:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(1iii) Hypotetickad: Ne
(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens

(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce

(D) Vyvojovy stav: Dospély
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buiiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: c¢DNA knihovna, LD1 a LD2
(B) Klon: LD1/2-6-3

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé: pll
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid&¢: CDS
(B) Umisténi: 1...315

(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDR1l, CDR2, CDR3

(B) Umisté&ni: Hranice (64...96, 142...162, 259...285)



GTG
Val

GTC
vVal

TGG
Trp

GCA
Ala

TCT
Ser
65

TTT
Phe

GGC
Gly

vVal

Val

Trp

(xi)

ATG
Met

ACC
Thr

TAT
Tyr

TCC
Ser
50

GGG
Gly

GCA
Ala

CAG
Gln

Informace pro SEQ ID NO:

Popis sekvence:

ACC
Thr

ATC
Ile

CAG
Gln
35

AGT
Ser

ACA
Thr

ACT
Thr

GGG
Gly

CAG
Gln

ACT
Thr
20

CAC
His

TTG
Leu

GAT
Asp

TAC
Tyr

ACC
Thr
100

TCT
Ser
5

TGC
Cys

AAA
Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC

Tyr
85

AAG
Lys

CcCa
Pro

CGG
Arg

CCA
Pro

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CTG
Leu

SEQ

TCC
Ser

GCA
Ala

GGG
Gly

GGG
Gly
55

CTC
Leu

CAA
Gln

CAG
Gln

ID NO:

TCC
Ser

AGT
Ser

AAA
Lys
40

GTC
vVal

ACC
Thr

CAG
Gln

ATC
Ile

CTG
Leu

CAG
Gln
25

GCC
Ala

CCG
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

AAA
Lys
105

60:

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:

SEQ ID

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

5

Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser

20

Tyr Gln His Lys Pro Gly Lys

35

40

NO:

Leu

Gln
25

Ala

59:

TCT
Ser

10
AGC
Ser

CCT
Pro

TCA
Ser

AGC
Ser

TAC

Tyr
90

60:

Ser
10

Ser

Pro

GCA
Ala

ATT
Ile

AAG
Lys

AGG
Arg

AGT
Ser
75

ACT
Thr

Ala

Ile

Lys

TCT GTA GGA
Ser Val Gly

ATC AGA TAT
Ile Arg Tyr
30

CTC CTG ATC
Leu Leu Ile
45

TTC AGT GGC

Phe Ser Gly
60

CTG CAA CCT

Leu Gln Pro

ACC CCG TAC
Thr Pro Tyr

Ser Val Gly
Ile Arg Tyr
30

Leu Leu Ile
45

GAC
Asp
15

TTA

Leu

CAT
His

AGT
Ser

GAA
Glu

ACT
Thr
95

Asp
15

Leu

His

AGA
Arg

AAT
Asn

ACT
Thr

GTA
val

GAT
Asp
80

TTT
Phe

Arg

Asn

Thr

48

96

144

192

240

288

315



Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Val
50 55 60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp

65

70 75 80

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Thr Thr Pro Tyr Thr Phe

85 90 95

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Gln Ile Lys

(2)

100 105
Informace pro SEQ ID NO: 61:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 375 pard basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypoteticka: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Homo sapiens
(C) Jednotlivy izoldt: Hyperimunni Rhesus D darce
(D) Vyvojovy stav: Dospé&ly
(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ butiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:
(A) Knihovna: cDNA knihovna, LD1 a LD2
(B) Klon: LD1/2-2-33

(viii) Umisténi v genomu:
(A) Chromosom/segment: Chromosom 14
(B) Pozice v mapé: g32.3
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/k1li&: CDS
(B) Umisté&ni: 1...375
(D) Jiné informace: /produkt = "Imunoglobulin, Fab"

(ix) Vlastnosti:



CAG
Gln

TCC
Ser

GGC
Gly

GCT
Ala

Lys
65

CTG
Leu

GCG
Ala

GAC
Asp

(2)

(x1i) Popis sekvence:

GTG
Val

CTG
Leu

ATG
Met

TTT
Phe
50

GGC
Gly

CAA
Gln

AGA
Arg

GTC
Val

(A) Jméno/k1i¢: CDR1,
(B) Umist&ni: Hranice (91...105,

AAA
Lys

AGA
Arg

CAC
His
35

ATT
Ile

CGA
Arg

ATG
Met

GAG
Glu

TGG
Trp
115

CTG
Leu

GTC
Val
20

TGG
Trp

TGG
Trp

TTC
Phe

AAC
Asn

ADG
Lys
100

GGC
Gly

CTC
Leu
5

GCC
Ala

GTC
Val

TTT
Phe

ACC
Thr

GGC
Gly
85

GCG
Ala

AAG
Lys

GAG
Glu

TGT
Cys

CGC
Arg

GAT
Asp

GTC
val
70

CTG

Leu

GTT
Val

GGG
Gly

SEQ

TCT
Ser

GTA
Val

CAG
Gln

GCA
Ala
55

TCC
Ser

AGA
Arg

CGG
Arg

ACC
Thr

CDR2,

ID NO:

GGG
Gly

GCG
Ala

GCT
Ala
40

AGT
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

GGA
Gly

ACG
Thr
120

GGA
Gly

TCT
Ser
25

CCA
Pro

Asn

GAC
Asp

GAA
Glu

ATT
Ile
105

GTC
Val

Informace pro SEQ ID NO: 62:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 125 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

61:

GGC
Gly
10

GGA
Gly

GGC
Gly

Lys

AAT
Asn

GAC
Asp
90

AGT
Ser

ACC
Thr

CDR3

GTG
Val

TTC
Phe

AMG
Lys

GGA
Gly

TCC
Ser
75

ACG
Thr

AGA
Arg

GTC
Val

148..

GTC
Val

ACC
Thr

Gly

TAT

Tyr
60

AAG
Lys

GCT
Ala

TAC
Tyr

TCC
Ser

.198,

CAG
Gln

TTC
Phe

CTG
Leu
45

GGA
Gly

AAC
Asn

GTA
Val

AAC
Asn

TCA
Ser
125

295

CCG
Pro

AGG
Arg
30

GAG
Glu

GAC
Asp

ACG
Thr

TAT
Tyr

TAC

Tyr
110

...342)

GGG
Gly
15

Asn

TGG
Trp

TCC
Ser

cTC
Leu

TAT

Tyr
95

TAC
Tyr

GGG
Gly

TTT
Phe

GTG
Val

GTT
Val

TAT
Tyxr
80

TGT
Cys

ATG
Met

48

96

144

192

240

288

336

375



Gln

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

(2)

(xi) Popis sekvence:

val Lys Leu Leu Glu

Leu Arg Val
20

Met His Trp
35

Phe Ile Trp
50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Arg Glu Lys
100

Val Trp Gly
115

5

Ala

vVal

Phe

Thr

Gly

85

Ala

Lys

Cys

Arg

Asp

val

70

Leu

val

Gly

SEQ ID NO:
Ser Gly Gly
Val Ala Ser

25

Gln Ala Pro
40

Ala Ser Asn
55

Ser Arg Asp

Arg Ala Glu

Arg Gly Ile
105

Thr Thr Val
120

Informace pro SEQ ID NO: 63:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypotetickad: Ne

(iv) Antisense: Ne

(v) Typ fragmentu: N-koncovy

(vi) PGvodni zdroj:

(A) Organismus:
(C) Jednotlivy izolat:
(D) V§vojovy stav: Dospé€ly

62:
Gly

10
Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Ser

Thr

Homo sapiens

(E) Haplotyp: Diploidni
(G) Typ buiiky: Periferni B lymfocyt

(vii) Bezprost¥edni zdroj:

Val

Phe

Lys

Gly

Ser

75

Thr

Arg

val

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Ser

Gln

Phe

Leu

45

Gly

Asn

Val

Asn

Ser
125

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly

15
Asn
Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Hyperimunni Rhesus D darce

Gly

Phe

Val

Val

Tyr

80

Cys

Met



(TG
yal

gTC
val

TGG
Trp

GCA
Ala

TCT
Ser
65

“TTT
Phe

3GC
Gly

ATG
Met

ACC
Thr

TAT
Tyr

TCC
Ser
50

GGG
Gly

GCA
Ala

CAG
Gln

ACC
Thr

ATC
Ile

CAG
Gln
35

AGT
Ser

ACA
Thx

ACT
Thr

GGG
Gly

(vii) Bezprost¥edni zdroj:

(A) Knihovna:
(B) Klon:

cDNA knihovna,
LD1/2-6-33

(viii) Umisténi v genomu:

(ix) Vlastnosti:
(p) Jméno/kli&: CDS

(B) Umist&ni: 1...375
(D) Jiné informace:

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli&: CDRI1, CDR2,
(64.

(B) Umist&ni: Hranice

pll

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 63:

CAG
Gln

ACT
Thr
20

CAC
His

TTG
Leu

GAT
Asp

TAC
TyxY

ACC
Thr
100

TCT
sSer

TGC
Cys

Lys

CAA
Gln

TTC
Phe

TAC
Tyx
85

AAG
Lys

CCA
Pro

CGG
Arg

CCA
Pro

AGT
Ser

ACT
Thr
70

TGT
Cys

CTG
Leu

TCC
Ser

GCA
Ala

GGG
Gly

GGG
Gly
55

CTC

Leu

CAA
Gln

CAG
Gln

TTC
Phe

AGT
Ser

Lys
40

GTC
Val

ACC
Thr

CAG
Gln

ATC
Ile

CTG
Leu

CAG
Gln
25

GCC
Ala

CcCG
Pro

ATC
Ile

AGT
Ser

Lys
105

TCT
Ser
10

AGC
Ser

CCT
Pro

TCA
Ser

AGC
Ser

TAC
TYyr
90

GCA
Ala

ATT
Ile

AAG
Lys

AGG
Arg

AGT
Ser
75

ACT
Thr

TCT
Ser

ATC
Ile

CTC
Leu

TTC
Phe
60

CTG

Leu

ACC
Thr

CDR3

.96, 142..162,

GTA
val

AGA
Arg

CTG
Leu
45

AGT
Ser

CAA
Gln

CcCG
Pro

(A) Chromosom/segment: Chromosom 2
(B) Pozice v mapé:
(C) Jednotky: &islo chromosomového prouzku

GGA
Gly

TAT
Tyr
30

ATC
Ile

GGC
Gly

CCT
Pro

TAC
TYyTr

LD1 a LD2

GAC
Asp
15

TTA
Leu

CAT
His

AGT
Ser

GAA
Glu

ACT
Thr
95

/produkt = "Imunoglobulin, Fab"

259..285)

AGA
Arg

Asn

GCT
Ala

GTA
val

GAT
Asp
80

TTT
Phe

48

96

144

192

240

288

315



(2)

Val

Val

Trp

Ala

Ser

65

Phe

Gly

110

Informace pro SEQ ID NO: 64:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 105 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(x1)

Popis sekvence:

Met Thr Gln Ser Pro

Thr

Tyr
Ser

50
Gly

Ala

Gln

Ile
Gln

35
Ser
Thr

Thr

Gly

Thr

20
His
Leu
Asp

Tyr

Thr
100

5

Cys

Lys

Gln

Phe

Tyxr
85

Lys

Arg
Pro
Ser
Thr

70

Cys

Leu

SEQ

Ser

Ala

Gly
55
Leu

Gln

Gln

ID NO:

64 :

Phe Leu Ser

Ser

Lys

40

Val

Thr

Gln

Ile

Gln

25

Ala

Pro

Ile

Ser

Lys
105

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr
90

Ala

Ile

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Ser

Ile

Leu

Phe

60

Leu

Thr

Val

Arg

Leu

45

Ser

Gln

Pro

Gly
Tyr

30
Ile
Gly

Pro

Tyr

Asp

15
Leu
His
Ser

Glu

Thr
95

Arg

Asn

Ala

Val

Asp

80

Phe



9 18 27 36

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC
Q A\ K L L E S G G G A Vv
63 72 81 90

AGA CTC TCC TGT ATA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGG
R L S C I A S G F T L R
117 126 135 144

GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG
\Y R Q A P G K G L E w \%
171 180 189 198

GGA AGT AAC AAA ARC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC
G S N K N Y A D S \' K G

CDR2 —>

225 234 243 252

GAC AAT TCC AAG AARC ACG -CTG TAT CTG CAA CTG AAC
D N S K N T L Y L Q L N
279 288 297 306

ACG GCT GTG TAT TAT TGT GCG AGA GAG CGA GCA GCA
T A \"4 Y Y C A R E R A A
333 342 351 360

TAT TAC TAC ATG GAC GTC TGG
Y Y Y M D \2 W G K G T T
CDR3 ——mMmM ™

Obr.
Sekvence LD1-40 ~-VH

la

45
CAG CCT GGG AGG TCC

Q P G R S

99
AAT TAT GCC ATG CAC

N Y A M H
¢———— CDRl —>
153
GCA GGT ATA TGG TTT

A G I W F

———— CDR2
207

ccaA TTC ACC ATC TCC

R 13 T I S

261
AGC CTG AGA GAC GAG

CDR3 —m

369

108
TGG

162
GAT

216
AGA

GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC CCA 3!

\Y T \'A S P




LN

Obr.

Sekvence LD1-40-VL

1b

9 18
ACC CAG TCT CCA TCC TCC
T Q S P S S
63 72
TGC CGG GCA AGT CAG AGC
C R A S Q S
117 126
GGG AAA GCC CCT AAG TTG
G K A P K L
171 180
CCA TCA AGG TTC AGT GGC
P S R F S G
225 234
AGT CTA CAA CCT GAA GAT
S L Q P E D
279 288
CCT CTA ATC ACC TTC GGC
P L I T F G
-

36
TCT GCA TCT GTA GGC
S A N v G
50
AGG AGC CAT TTG AAT
R S H L N
144
ATC TAT GGT GCG TCC
I Y G A S
(______—___
198
GGC TCT GGG GCA GTT
G S G A \
252
GCA ACT TAC TAC TGT
A T Y Y C
306
GGG ACA CGA CTG GAG
G T R L E

L L] L L L
L] L ] .
L] L] L] L XX ] 00
L] * L d L]
L X LA X R J LR L2 J
45 54
GAC AGA GTC ACC
D R \% T
99 108
TGG TAT CAG CAG
W Y Q Q
153 162
ACT TTG CAA AGT
T L Q S
CDR2 ——>
207 216
TTC ACT CTC ACC
F T L T
261 270
CAA GAG AGT TAC
Q E S Y
315
ACT ARAA 3'
T K




L ] [ X ] LN ) L X ] e LN ]
[ N ] [ ] L] L] * e * [N ] L]
T ') . . . . * e .
L ] [ ] [ ] L ] [ ] * L] [ X N ] o0
* L ] L] L ] L] L] L ]
000 G000 L X ] [ A N X ] .o .
Obr. 2a
Sekvence LD1-52-VH
9 18 27 36 45 54
5* CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG
QO Vv K L L E S G G G VvV V Q p G G S L
63 72 81 90 99 108
AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT GGA TTC GCC CTC AGA AGT TCT GGC ATG CAC TGG
R L S C E A s G F A L R s S G M H W
¢—— CDRl ———>
117 126 135 144 153 ©162
GTC CGC CAG GCT CCT GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA CTT ATA TGG TTT GAT
vV R Q A P G K G L E W VvV A L I W F D
«——— CDR2
171 180 189 198 207 216
GGA AGT ATC AGA TCG TAT GCA GAA TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA
G S I R S Y A E s vV K G R F T I S R
CDR2 >
225 234 243 252 261 270
GAC ACT TCC AAG AAC ACC CTA TAT CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC GAC
D T S K N T L Y L, 9 M R S L s A D D
279 288 297 306 315 324
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGC AGG TAC
T A V Y Y cC A R D K A V R G I S R Y
“« CDR3
333 342 351 360 369
AAC TAT TAC ATG GAC GTC TGG GGC ARA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3
N Y Y M D V W G K 6 T T v ‘T Vv S s




ATC

CCA

4/34
[ oe [ X} LN ] .0 .o
ee L ] . L] L) L] [ 3 ) L]
L] * L] L] . * LN ] *
L ] [ ] L N [] o L] [ X N [ XX )
L ] L ] L d L ] L ] L] L]
e 0 00O . [ XN X ] L X ] e
Obr. 2b
Sekvence LD1-52-VL
18 27 36 45 54
CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
Q S P S S L S A s v G D R v T
72 81 90 99 108
CGG GCA AGT CAG AAC ATT ATC CGC TAT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
R A S Q N I I R Y L N W Y 0 0
< CDR1 >
126 135 144 153 162
AAA GCC CCT AGG CTC CTG ATC TAT GGT GCG TCC ACT TTG CAA AGT
K A P R L L I Y G A S T L Q S
< CDR2 —mM8™>
180 189 198 207 216
TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
S R F S G S G S G T D F T L T
234 243 252 261 270
CTG CAA CCT GAA GAT TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
L Q P E D F A T Y Y C Q Q S Y
288 297 306 315
CCA TTC ACT TTC GGC CCT GGG ACC AAA GTG GAG ATC ARA 3!
P F T F G P G T K \Y% E I K




5/34
Obr. 3a
Sekvence LD1-84-VH
9 18 217 36 45 54

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG

Q \" K L L E S G G G % \ Q P G G S L

AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGA AGT TCT GGC ATG CAC TGG
R L s ¢ E A s G F T L R S5 5 G M H W
—— CDRl ——>

117 126 135 144 153 162

GTC CGC CAG GCT CCT GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA CTT ATA TGG TTT GAT
v R o A P G K G L E ®w VvV A L I W F D

¢—— CDR2 ——

171 180 189 198 207 216

GGA AGT ATC AGA TCG TAT GCA GAAR TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA

GAC ACT TCC AAG AAC ACC CTA TAT CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC GAC

279 288 297 306 315 324
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGC AGG TAC

T A v Y Y C A R D K A \' R G I S R Y
< CDR3

AAC TAT TAC ATG GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCca 3




9

5' GTG ATG ACC
\% M T

63

ATC ACC TGC
I T Cc
117

AARD CCA GGA
K P G

171

GGG GTC CCA
G \"4 P
225

ATC AGT GAC
I S D
279

AGT AGG CCG
S R P

* e LX) e [ 2] .o
LX) [ ] [ ] [ ] oo L] L[ ] [N ) *
L] L] * L] L [ ] LN} *
L] L] o ® [ ] * L] [ X X ] LN ]
. L] * o . .
290 G000 o0 000 [ X ] LR ]
Obr. 3b
Sekvence LD1-84-VL
18 27 36 45 54
CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT ATA GGA GAC AGA GTC ACC
Q S p S S L S A S I G D R V T
72 81 90 99 108
CGG GCA AGT CAG AGT ATC ATC AGG TAT TTG AAT TGG TAT CAG CAC
R A S 0 S I I R Y L N W Y 0 H
< CDR1 —>
126 135 144 153 , 162
AAA GCC CCT AAA CTC CTC ATC TTT GCT GCA TCG AAT TTG CAA ACT
K A p K L L I F A A S N L 0 T
- CDR2 ——
180 189 198 207 216
TCC AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
5 R F S G [ G s G T D F T L T
234 243 252 261 270
CTG CAG CCT GAG GAT TTC GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
L Q p E D F A T Y Y cC 9 9 S Y
288 297 306 315
TTC ACT TTT GGC CGG GGG ACC AGC CTG GAC ATC AAA 3
F T F G R G T S L D I K
—_—




9
CAG GTG AAA CTG CTC
Q Vv K L L
63
AGA CTC TCC TGT ATA
R L S Cc I
117
GTC CGC CAG GCT CCA
\Y R Q A P
171
GGA AGC AAC AAA AAC
G S N K N
225
GAC AAC TCC AAG AAC
D N S K N
279
ACG GCT ACA TAT TAC
T A T Y Y
333
AAT TAC TAC ATG GAC
N Y Y M D

[ ] *oe LN ) e L X ) o0
.8 . [ ] L] * o L] [ ] [ N ) *
* * L] L] [ ] L] * e L ]
L ] L ] [ ] L ] L ] . [ ] oee LE N ]
* ® L] L] L] o L ]
900 S0 L X ] L E N X .e o0
'—\
Obr. 4a
Sekvence LD1-110-VH
18 27 36 45 54
GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG AGG TCC CTG
E S G G G \Y A% Q P G R S L
12 81 a0 99 108
GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGG AAT TAT GCC ATG CAC TGG
A S G F T L R N Y A M H W
+——— CDR1 ——>
126 135 144 153 162
GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA GGT ATA TGG TTT GAT
G K G L E W v A G I W F D
«——— CDR2
180 189 198 207 216
TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA
Y A D S v K G R F T I S R
CDR2 —>
234 243 252 261 270
ACT CTG TTT CTG CAC ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC
T L F L H M N S L R A E D
288 297 306 315 324
TGT GCG AGA GAG AGG GCG ATT CGG GGA ATC AGT AGA TAC
C A R E R A I R G I S R Y
“«— CDR3
342 351 360 369
GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG GTC ACC GTC TcC TCA 3'
v W G K G T T v T v S S




CCA

Obr. 4b
Sekvence
18 21
CAG TCT CCA TCC TCC CTG
0 S P 5 S L
72 81
CGG GCA AGT CAG AGC ATT
R A S 0 S I
— CDR1
126 135
AAA GCC CCT AAA GTC CTG
K A P K Vv L
180 189
PCC AGG TTC AGT GGC AGA
s R F s G R
234 243
CTG CAG CCT GAA GAT TTT
L OQ P E D F
288 297
TGG ACG TTC GGC CAA GGG
W T F G Q G

L] o0 o0 LR ] e 8{?4
L X ] L] Ll L] e e L] L] [ 3N ) L]
L] L] L] L ] L * L BN *
L] L] LI ® * » o0 e LA N )
* L] * L ] * L]
900 S0 L X ] LA XX ) (X ] .0
LD1-110-VL ;
36 45 54
TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
S A S \2 G D R Vv T
90 99 108
CGA -AGC TCT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
R S S L N W Y Q Q
144 153 162
ATC TAT GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT
I Y A A S S L Q S
«— CDR2 >
198 207 216
GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
G S G T D F T L T
252 261 270
GCG ACT TAT TAT TGT CAA CAG AGT TCC
A T Y Y C Q 0 S S
306 315
ACC AAG GTG GAA ATC AAA 3'
T K \4 E I K




Obr.

5a
Sekvence LD1-117-VH

9 18 27 36 45 54

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCA GGA GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG ARG TCC CTG
Q Vv K L L E S G G G Vv Y% Q P G K S L
63 72 81 90 99 108

AGA CTT TCC TGT GCA GCG TCT GGA TTC AGT TTC AAT AGC CAT GGC ATG CAC TGG
R L S C A A S G F S F N S H G M H W

¢————— CDRl ——>

117 126 135 144 153 162

GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA TTT ATA TGG TTT GAT
Vv R Q A P G K G L E W \% A F I w F D

¢———— CDR2

171 180 189 198 207 216

GGC AGT AAT AAA TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC ACC AGA
G S N K Y Y A D S Vv K G R F T I T R

CDR2 —>

225 234 243 252 261 270

GAC AAC TCC AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC
D N S K N T L Y L Q M N S L R A E D
279 288 297 306 315 324

ACG GCT GTC TAT TAC TGT GCG AGA GAG ACC TCA GTA AGG CTA GGG TAT AGC CGC
T A A\ Y Y C A R E T S Vv R L G Y S R

< CDR3

333 342 351 360 369 378

TAC AAT TAC TAC ATG GAC GTC TGG GGC ARA GGG ACC ACG GTC ACC ATC TCG TCA
Y N Y Y M D A\ W G K G T T Vv T I S S




GTG ATG

Obr.
Sekvence LD1-117-VL

5b

9 18 27
ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT
T Q S P S S L S
63 12 81
TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGG
C R A S Q S I R
< CDR1
117 126 135
GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC
G K A P K L L I
171 180 189
CCA TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA
P S R F S G S G
225 234 243
AGT CTG CAA CCT GAA GAT TTT GCA
S L Q P E D F A
279 288 297
CCT CAG TGG ACG TTC GGC CAA GGG
P Q W T F G Q G

36 45 54
GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
A S A\ G D R A\ T
90 99 108
AGC CAT TTG AAT TGG TAT CAG CAG
S H L N W Y Q Q
—>
144 153 . 162
TAT GCT GCA TCC AGT TTG CAA GGT
Y A A S S L Q G
¢————— CDR2 ——m— >
198 207 216
TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
S G T D F T L T
252 261 270
ACT TAT TAC TGT CAA CAG AGT TAC
T Y Y C Q Q S Y
306 315
ACC AAG GTG GAA ATC AAA 3
T K \Y% E I K



5' CAG GTG AAA

GGA AGT AAT

Obr. 6a
Sekvence LD2-1-VH

18 27 36 45 54
CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG-TCC CTG

72 81 90 99 108
TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGG AGT TAT GGC ATG CAC TGG

C \' A S G F T L R S Y G M H W
——— CDRl ——>

126 135 144 153 ‘ 162

GCT CCA GGC AAG GGC CTG GAG TGG GTG GCT TTT ATA TGG TTT GAT

A P G K G L E w v A F I W F D

¢——— CDR2 ——
180 189 198 207 216
AAA GGA TAT GTA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA

K G Y Vv D S v K G R F T I S R
CDR2 —>

333
AAC TAT TAC

234 243 252 261 270
AAG AAC ATG GTC TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAT GAC

K N M \Y Y L Q M N S L R A D D

288 297 306 315 324
TAT TAT TGT GCG AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA ATC AGC AGA TAC

Y Y C A R E K A L R G I S R Y

342 351 360 369
CTG GAC GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3




Obr.

6b
gekvence LD2-1 -VL

9 18 27 36 45 S4
GTG GTG ACT CAG CCA ccc TCA GCG TCT GGG ACC CCC GGA CAG AGG GTC ACC ATC
Vv \Y T Q P P S A S G T P G Q R A\ T I
63 72 81 90 99 108
TCT TGT TCT GGA AGC AAC TCC ATC CTT GGA AGT AAG TAT GTA TAC TGG TAC CAG
5 C S G S N S I L G S K Y \' Y W Y Q
“« ¢cprl ——mMm8 8 ™ ———————————
117 126 135 144 153 162
AAA CTC CCA GGA ACG GCC CCC AAA CTC CTC ATC TAT AAG AAT GAT CAG CGG CCC
K L P G T A P K L L I Y K N D Q R P
¢———— CDR2
171 180 189 198 207 216
TCA GGG GTC TCT GAC CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC ACC TCG GCC TCC CTG
S G \' S D R F S G S K S G T S A S L
>
225 234 243 252 261 270
GCC ATC AGT GGG CTC CGG TCC GAG GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT GCA CCA TGG
A 1 S G L R S E D E A D Y Y C A P W
e
279 288 297 306 315 324
GAT GCC AAC CTG GGT GGC CCG GTG TTC GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA
D A N L G G P " F G G G T K L T \' L
CDR3 —>
333
AGT CAG ccc 3
S Q P



9
CAG GTG AAA CTG CTC
Q \' K L L
63
AGA CTC TCC TGT GAA
R L S C E
117
GTC CGC CAG GCT CCT
v R Q A P
171
GGA AGT ATC AGA TCG
G S I R S
225
GAC ACT TCC AAG AAC
D T S K N
279
ACG GCT GTG TAT TAC
T A \Y Y Y
333
AAC TAT TAC ATG GAC
N Y Y M D

Obr.
Sekvence LD2-4-VH

7a

v

18 21 36 45 54
GAG TCG GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG
E S G G G Vv \Y Q P G G S L
72 81 90 99 108
GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGA AGT TCT GGC ATG CAC TGG
A S G F T L R S S G M H w

¢&——— CDRl ——>
126 135 144 153 162
GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA CTT ATA TGG TTT GAT
G K G L E W v A L I W F D
«——— CDR2
180 189 198 207 216
TAT GCA GAA TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA
Y A E S v K G R F T I S R
CDR2 —>
234 243 252 261 270
ACC CTA TAT CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC GAC
T L Y L Q M R S L S A D D
288 297 306 315 324
TGT GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGC AGG TAC
C A R D K A A\ R G I S R Y
CDR3
342 351 360 369
GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3'
\Y W G K G T T \Y T \' S S



GGG GTC

ACC

225
AGT

Obr.
Sekvence LD2-4-VL

7b

18 27
CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT
Q S P S S L S
12 81
CGG ACA AGT CAG ACC ATT AGC
R T S Q T I S
— CDR1
126 135
AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC
K A P K L L I
180 189
TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA
S R F S G S G
234 243
CTA CAA CCT GAA GAT TTT GCA
L Q P E D F A
288 297
TCG TTC GGC CAA GGG ACC ARG
S F G Q G T K

o
36 45 54
GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
A S VvV G D R V T
90 99 108
AGA AAT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
R N L N W Y Q 0
144 153 162
TAT GCT ACA TCC AGT TTG CAA AGT
Yy A T s S L 9 s
< CDR2 ————————>
198 207 216
TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC. ACC
s 6 T D F T L T
252 261 270
ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
T Y Y C©c @ 9 s Y
—
306 315
GTG GAA ATC AAA 3’
v E I K



9 18
CAG GTG AAA CTG CTC GAG
Q VvV K L L E

63 72

AGA CTC TCC TGT GTA GCG
R L S C V A
117 126

GTC CGC CAG GCT CCA GGC
vV R Q A P G
171 180

GGA AGT AAT AAA GGA TAT
G s N K G Y
CDR2

225 234

GAC AAT TCC AAG AAC ATG
D N S K N M
279 288

ACG GCT GTA TAT TAT TGT
T A V Y Y C
333 342

AAC TAT TAC CTG GAC GTC
N Y Y L D V

Obr.
Sekvence LD2-5-VH

8a

21 36 45 54
TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG
S G G G L v Q P G G S L
81 90 99 108
TCT GGA TTC ACC TTC AGG AGT TAT GGC ATG CAC TGG
S G 13 T F R S Y G M H w
+-—— CDRl ——>
135 144 153 ' 162
AAG GGC CTG GAG TGG GTG GCT TTT ATA TGG TTT GAT
K G L E W A\ A F I W F D
< CDR2
189 198 207 216
GTA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA
\Y D S \Y K G R F T I S R
243 252 261 270
CTC TAT CTG CAA ATG AAT AGC CTG AGA GCC GAG GAC
L Y L Q M N S L R A E D
297 306 315 324
GCG AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA ATC AGT AGA TAC
A R E K A L R G I S R Y
< CDR3
351 360 369
TGG GGC AAG GGG GCC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3!
W G K G A T \Y T v S S



GGG GTC

Obr. 8b
Sekvence LD2-5-VL

18
TCT CCA TCC TCC

9
ACC CAG
T Q
63
TGC CGG
cC R
117
GGG AAA
G K
171
CCA TCA
P S
225
AGT CTG
s L
2179
CCT CAG
P Q

e
36 45 54
TCT GCA TCT ATA GGC GAC AGA GTC ACC
s A S I G D R V T
90 99 108
ACC AGG TCT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
T R S L N W Y QO Q
144 153 ' 162
ATC TTT GCT GCG TCC ACT TTG CAA AGT
I F A A S T L © S
¢ CDR2 —m
198 207 v 216
GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACC CTC ACC
¢ s 6 T D F T L T
252 261 270
GGA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AAT TAC
¢ T Y Y € O © N Y
306 315
GGG ACC AAG GTA GAA ATC AARA 3’
¢ T K V E I K



9
CAG GTG AAA CTG CTC
O VvV K L L
63
AGA CTC TCC TGT GTA
R L S C V
117
GTC CGC CAG GCT CCA
vV R O A P
171
GGA AGT AAT AAA GGA
G S N K G
225
GAC AAT TCC AAG AAC
D N S K N
279 .

ACG GCT GTA TAT TAT
T A V Y Y
333
TAC AAC TAT TAC CTG
Y N Y Y L

Obr.
Sekvence LD2-10-VH

9a

45 54
CCG GGG GGG TCC CTG

p G G S L

99 108
TAT GGC ATG CAC TGG

Y G M H W

+———— CDR1 —— >

18 27 36

GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG
E S G G G v v Q
72 81 90

GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGG AGT
A S G F T L R S
i26 135 144

GGC AAG GGC CTG GAG TGG GTG GCT
G K G L E W v A
180 189 198

TAT GTA GAC TCC GTG AAG GGC CGA
Y Y D S v K G R
CDR2 —>
234 243 252

ATG GTC TAT CTG CAA ATG AAC AGC
M \% Y L Q M N S

288 291 306

TAT TGT GCG AGA GAG AAG GCG CTT
Y c A R E K A L
342 351 360

GAC GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG
D v W G K G T T

153 162
TTT ATA TGG TTT GAT

F 1 W F D

4———— CDR2 ————
207 216
TTC ACC ATC TCC CGA

F T I S R

261 270
CTG AGA GCC GAT GAC

315 324

CDR3
369 378
GTC ACC GTC TCC TCA




Obr.

Sekvence LD2-10-VL

9b

9 18 27 36 45 54
GTG GTG ACT CAG GAG CCC TCA CTG ACT GTG TCC CCA GGA GGG ACA GTC ACT CTC
Vv v T Q E P S L T Vv S P G G T v T L
63 72 81 90 99 108
ACC TGT GCT TCC AGC ACT GGG GCA GTC ACC AGG GGT TAC TAT CCA AAC TGG TTC
T C A S S T G A v T R G Y Y P N \ F
— CDR1 >
117 126 135 144 153 162
CAG CAG AAG CCT GGA CAA GCA CCC AGG GCA CTG ATT TAT AGT ACA AAC AAA AAA
Q Q K P G Q A P R A L I Y S T N K K
<——— CDR2
171 180 189 198 207 216
CAC TCC TGG ACC CCT GCC CGG TTC TCA GGC TCC .CTC CTT GGG GGC AAA GCT GCC
H S W T P A R F S G S L L G G K A A
—_—
225 234 243 252 261 270
CTG ACA CTG TCA GGT GTG CAG CCT GAA GAC GAG GCT GAA TAT TAC TGC CTG CTC
L T L S G Vv Q P E D E A E Y Y C L L
(______.—
279 288 297 306 315 324
TAC TAT GGT GGT GCT CAA CTC GTA TTC GGC GGA GGG ACC ARG CTG ACC GTC CTA
Y Y G G A Q L AV F G G G T K L T Vv L
CDR3 >
333
CGT CAG CCC 3
R Q P




Obr.

10a
gekvence 1.D2-11-VH

g 18 21 36 45 S4
CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCG GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG
Q v K L L E S G G G \"% \4 Q P G G S L
63 72 81 90 99 108
AGA CTC TCC TGT GAA GCG TCT GGA TTC ACC CTC AGA AGT TCT GGC ATG CAC TGG
R L S C E A S G F T L R S S G M H W
4—~——— CDR1l ———™>
117 126 135 144 153 162
GTC CGC CAG GCT CCT GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA CTT ATA TGG TTT GAT
v R Q A P G K G L E 1) v A L I W F D
< CDR2
171 180 189 198 207 216
GGA AGT ATC AGA TCG TAT GCA GAA TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA
G S I R S Y A E S Vv K G R F T I S R
CDR2 —>
225 234 243 252 261 270
GAC ACT TCC AAG AAC ACC CTA TAT CTC CAA ATG CGC AGT CTG AGT GCC GAC GAC
D T S K N T L Y L Q M R S L S A D D
279 288 297 306 315 324
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA GAC AAG GCG GTT CGG GGA ATT AGC AGG TAC
T A \Y% Y Y C A R D K A A\ R G I S R Y
«— CDR3
333 342 351 360 369
AAC TAT TAC ATG GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3°
N Y Y M D \' W G K G T T A% T \ S S



Obr.

10b
Sekvence 1D2-11-VL

18

CCA TCC TCC
P S S
72

AGT CAG AAC
s Q N
126

CCT AAA CTC
P K L
180

TTC AGT GGC
F S G
234

CCT GAA GAT
P E D
288

TTC GGC CAG
F G 0

90 99 108
TAT TTA AAT TGG TAT CAG CAC

¢—————— CDR2 ———>
198 207 216
GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC

271
CTG TCT GCA
L S A
81
ATT GGC AGT
I G S
CDR1 >
135
CTG ATC TAT
L I Y
189
AGT AGA TCT
S R S
243
TTT GCA ACT
3 A T
297 306 315



9
5' CAG GTG AAA CTG CTC
o V K L L
63
AGA GTC GCC TGT GTA
R V A C V
117
GTC CGC CAG GCT CCA
v R Q A P
171
GCA AGT AAT AAA GGA
A S N K G
225
GAC AAT TCC AAG AAC
D N S K N
279
ACG GCT GTA TAT TAT
T A V Y Y
333
AAC TAC TAC ATG GAC
N Y Y ™M D

Obr. 1la

Sekvence LD2-14-VH

18 27 36
GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC
E S G G G v \
12 81 90
GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG
A S G F T F R
126 135 144
GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG
G K G L E W A\
180 189 198
TAT GGA GAC TCC GTT AAG GGC
Y G D S v K G
CDR2 —>
234 243 252
ACG CTC TAT CTG CAA ATG AAC
T L Y L Q M N
288 297 306
TGT GCG AGA GAG AAG GCG GTT
C A R E K A A\
342 351 360
GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG
\' W G K G T T

45 54
CAG CCG GGG GGG TCC CTG
O P G G S L

99 108
AAT TTT GGC ATG CAC TGG
N F G M H W
¢——— CDRl ——>
153 162
GCT TTT ATT TGG TTT GAT
A F I W F D
¢————— CDR2
207 216
CGA TTC ACC GTC TCC AGA
R F T V S R
261 270
GGC CTG AGA GCC GRA GAC
6 L R A E D
315 324
CGG GGA ATT AGT AGA TAC
R 6 I S R Y
CDR3
369
GTC ACC GTC TCC TCA 3'
v T VvV s S



9

5' GTG ATG ACC
v M T

63

ATC ACT TGC
I T C

117

AAA CCA GGC
K P G

171

GGG GTC CCT
G Vv P

225

GTC ACC AGT
\Y% T S

279

AGT ACC CTG
S T L

Obr.

Sekvence LD2-14-VL

11b

18
CAG TCT CCA TCC TCC
Q S P S S
72
CGG GCA AGT CAG AGC
R A S Q S
126
AAA GCC CCT GAA CTC
K A P E L
180
TCA AGG TTC CGT GGC
S R ¥ R G
234
CTG CAA CCT GAA GAT
L Q p E D
288
TGG ACG TTC GGC CAA
W T F G 0

21 36 45 54
CTG TCT GCA TCT GTG GGA GAC AGA GTC ACC
L S A S \' G D R v T
81 90 99 108
ATT ATC AAC AAT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
I I N N L N W Y Q Q

CDR1 —>
135 144 153 162
CTG ATC TAT GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT
L I Y A A S S L Q S
+<——————— CDR2 —
189 198 207 216
AGT GGA TCT GGG AGA GAT TTC ACT CTC ACC
S G S G R D F T L T
243 252 261 270
TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
F A T Y Y C Q Q S Y
%
297 306 315
GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA 3’
G T K v E I K



12a
Sekvence LD2-17-VH

CAG GTG CTG CTC
Q \ L L
AGA CTC TGT GTA
R L C v
GTC CGC GCT CCA
A\ R A P
GGA AGT AAA GGA
G S K G
GAC AAT AAG AAC
D N K N
ACG GCT TAT TAT
T A Y Y
AAC TAT CTG GAC
N Y L D

243
CTG

AAG

CDR3

CAG CCG GGG GGG

AGT TAT GGC ATG

4———— CDRl ——

153
GCT TTT ATA TGG

A 13 I W

«———— CDR2
207
CGA TTC ACC ATC

R F T I

AGC CTG AGA GCC

270
GAC

GGG

ACG GTC ACC GTC TCC

A\ T v S



27

CTG TCT
L S
81

ATT AGG
1 R
CDR1

135

CTG ATC
L I

188

AGT GGG
S G

243

TTT GCG
F A

297

GGG ACC

G T

Sekvence LD2-17-VL

36 45 54
GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
A S \% G D R A\ T
90 99 108
AGT TTT TTA AGT TGG TAT CAG CAG
S F L S W Y Q Q
144 153 162
TAT GCT GCA TCC AGG TTG CAA AGT
Y A A S R L Q S
+——————— CDR2 ——m
198 207 216
TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
S G T D F T L T
252 261 270
ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
T Y Y o} Q Q S Y
306 315
AAG CTG GAA ATC AAA 3'



9
5'  CAG GTG AAA CTG CTC
Q V K L L
63
AGA CTC TCC TGT GTA
R L S C V
117
GTC CGC CAG GCT CCA
v R Q A P
171
GGA AGT AAT AAA GGA
G S N K G
225
GAC AAT TCC AAG AAC
D N S K N
279
ACG GCT GTA TAT TAT
T A V Y Y
333
AAC TAT TAC CTG GAC
N Y Y L D

Obr. 13a
Sekvence 1L.D2-20-VH
18 27 36 45 54
GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCG GGG GGG TCC CTG
E S G ¢ 6 V V Q P G G S L
72 81 90 99 108
GCG TCT GGA TTC ACC TCC AGG AGT TAT GGC ATG CAC TGG
A S G F T 5 R S Y G M H W
4—— CDRl ———>
126 135 144 153 162
GGC AAG GGC CTG GAG TGG GTG GCT TTT ATA TGG TTT GAT
G K G L E W V A F I 17 F D
¢——— CDR2
180 189 198 207 216
TAT GTA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC CGA
Y V D S v K G R F T I S R
CDR2 —>
234 243 252 261 270
ACG CTC TAT CTG CAA ATG AAG AGC CTG AGA GCC GAG GAC
T L Y L. Q@ M K s L R A E D
288 297 306 315 324
TGT GCG AGA GAG AAG GCG CTT CGG GGA ATC AGT AGA TAC
cC A R E K A L R G I S R Y
« CDR3
342 351 360 369
GTC TGG GGC ARG GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA 3'
v W G K G T T v T V S s



9

5' GTG ATG ACC
\Y% M T

63

ATC ACT TGC
I T C
117

AAA CCA GGG
K P G
171

GGG GTC CCA
G v P
225

ATC AGC AGT
I S S

279

AGT ACC CGA
S T R

Obr.
Sekvence LD2-20-VL

13b

18 27 36 45 54
CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA GGA GAC AGA GTC ACC
Q S P S S L S A S \ G D R Vv T
72 81 30 39 108
CGG GCA AGT CAG AGC ATT AGC AGC TAT TTA AAT TGG TAT CAG CAG
R A S Q S I S S Y L N W Y Q Q
< CDR1 —
126 135 144 153 162
AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT
K A P K L L I Y A A N S L Q S
- CDR2 ——>
180 189 198 207 216
TCA AGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC
S R F S G S G S G T D ¥ T L T
234 243 252 261 270
CTG CAA CCT GAA GAT TTT GCA ACT TAC TAC TGT CAA CAG AGT TAC
L Q P E D F A T Y Y C Q Q S Y
288 297 306 315
TTC ACT TTC GGC CCT GGG ACC AAA GTG GAT ATC ARAA 3'
F T F G P G T K v D I K
—



Sl

Obr.

Sekvence

l4a

LD1-6-17-VH

o
Ly
9 18 27 36 45 54
CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG AGG TCC CTG
Q Vv K L L E S G G G Vv A\ Q P G R S L
63 72 81 30 99 108
AGA CTT TCC TGT GCA GCG TCT GGA TTT ACC TTC AGT AGC TAT GGC ATG CAC TGG
R L S C A A S G F T F S S Y G M H W
4——— CDR1l ———>
117 126 135 144 153 162
GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA GAT ATA TGG TTT GAT
\' R Q A P G K G L E W \Y4 A D I w F D
+—— CDR1
171 180 189 198 207 216
GGA GGT AAT AAA CAT TAT GCA GAC TTC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA
G G N K H Y A D F Vv K G R F T I S R
CDR2 >
225 234 243 252 261 270
GAC AAT TCC AAG AAC ACG GTG TAT CTA CAA ATG AAC AGC CTG AGA GTC GAG GAC
D N S K N T v Y L Q M N S L R v E D
279 288 297 306 315 324
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGG GAT TAC TAT AGC GTT ACT AAG AAA CTC AGA
T A Vv Y Y C A R D Y Y S v T K K L R
<« CDR3
333 342 351 360 369 378
CTC CAC TAC TAC TAC TAC ATG GAC GTC TGG GGC AAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC
L H Y Y Y Y M D \"4 w G K G T T Vv T \2
CDR3 —>
TCC TCA 3°

S



9

GTG ATG ACC
\% M T

63

ATC ACT TGC
I T c
117

AAA CCA GGG
K P G
171

GGG GTC CCA
G v P
225

ATC AGC AGC
I S S
279

AAT TTC CCG
N F P

LD1-6-17-VL

Obr. 14Db
Sekvence
18
CAG TCT CCA TCC TCC
o) S P S S
72
CGG GCA AGT CAG GGC
R A S o] G
126
AAA GCC CCT AAG CTC
K A p K L
180
TCA AGG TTC AGC GGC
S R F S G
234
CTG CAG CCT GAA GAT
L Q P E D
288
TAC ACT TTT GGC CAG
Y T F G 0
_—

217
CTG

36
TCT GCA TCT GTA GGA
S A S \Y G
90
AGA AAT GAT TTA ACC
R N D L T
144
ATC TAT GCT GCA TCC
I Y A A S
(‘_’___—-————-
198
GGA TCT GGC ACA GAT
G S G T b
252
GCA ACT TAT TAC TGT
A T Y Y C
306
ACC AAG CTG GAG ATC
T K L E I

45 54
GAC AGA GTC ACC
D R V T
99 108
TGG TAT CAG CAA
W oY 9 Q
153 162
AAT TTA CAA AGT
N L Q S
CDR2 —————>
207 216
TTC ACT CTC ACC
F T L T
261 270
CTA CRA GAT AAC
L Q@ D N

315
ARA 3’
K




9
CAG GTG AAA CTG CTC
Q v K L L
63
AGA GTC GCC TGT GTA
R v A C v
117 .
GTC CGC CAG GCT CCA
v R Q A P
171
GCA AGT AAT AAA GGA
A S N K G
225
GAC AAT TCC AAG AAC
D N S K N
279
ACG GCT GTA TAT TAT
T A v Y Y
333
AAC TAC TAC ATG GAC
N Y Y M D

Obr.
Sekvence LD1/2-6-3-VH

15a

18 27 36
GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC
E S 6 G G V V
72 81 90
GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG
A S G F T F R
126 135 144
GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG
¢ K 6 L E W V
180 189 198
TAT GGA GAC TCC GTT AAG GGC
Y ¢ D S V K G
CDR2 —>
234 243 252
ACG CTC TAT CTG CAA ATG AAC
T L Y L @ M N
288 297 306
TGT GCG AGA GAG AAG GCG GTT
c A R E K A V
(..*

342 351 360
GTC TGG GGC ARG GGG ACC ACG
vV W 66 X G T T

45 54
CAG CCG GGG GGG TCC CTG
Q P G G S L
99 108
AAT TTT GGC ATG CAC TGG
N F G M H W
—— CDR1l ——>
153 162
GCT TTT ATT TGG TTT GAT
A F I W 13 D
+——— CDR2
207 216
CGA TTC ACC GTC TCC AGA
R F T \Y S R
261 270
GGC CTG AGA GCC GAA GAC
G L R A E D
315 324
CGG GGA ATT AGT AGA TAC
R G I S R Y
CDR3
369
GTC ACC GTC TCC TCA 3°'
\' T \Y S S



ACT

225
AGT

Obr.
Sekvence LD1/2-6-3-VL

15b

TAT

18 27
CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA
Q S P S S L S A
72 81
CGG GCA AGT CAG AGC ATT ATC AGA
R A S Q S 1 I R
“— CDR1
126 135
AMA GCC CCT AAG CTC CTG ATC CAT
K A P K L L I H
180 189
TCA AGG TTC AGT GGC AGT GTA TCT
S R F S G S v S
234 243
CTG CAA CCT GAA GAT TIT GCA ACT
L Q P E D F A T
288 297
TAC ACT TTT GGC CAG GGG ACC AAG
Y T F G Q G T K
—_—

44— CDRZ ——— >
198 207 216
TTC ACT “ACC

G T D F T L T

261
CAA CAG

%
306 315
CTG CAG ATC AAA 3'



Obr. 16a

Sekvence LD1/2-6-33-VH'

45 54
CAG CCG GGG GGG TCC CTG

Q P G G S L

99 108
AAT TTT GGC ATG CAC TGG

+——— CDRl ———>
153 ' 162
GCT TTT ATT TGG TTT GAT

GGC CTG AGA GCC GAA GAC

G L R A E D

CGG GGA ATT AGT AGA TAC

R G I S R Y
CDR3

9 18 27 36

CAG GTG AAA CTG CTC GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC
Q v K L L E S G G G \Y v
63 72 81 90

AGA GTC GCC TGT GTA GCG TCT GGA TTC ACC TTC AGG
R \Y A C \% A S G F T F R
117 126 135 144

GTC CGC CAG GCT CCA GGC ARG GGG CTG GAG TGG GTG
\Y R Q A P G K G L E \4 \%
171 180 189 198

GCA AGT AAT BAA GGA TAT GGA GAC TCC GTT AAG GGC
A S N K G Y G D S \Y% K G
CDR2 —>

225 234 243 252

GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTC TAT CTG CAA ATG AAC
D N S K N T L Y L Q M N

279 288 291 306

ACG GCT GTA TAT TAT TGT GCG AGA GAG AAG GCG GTT
T A v Y Y C A R E K A v

333 342 351 360

AAC TAC TAC ATG GAC GTC TGG GGC AAG GGG ACC ACG
N Y Y M- D \Y \ G K G T T

CDR3 ——m——

GTC ACC GTC TCC TCA 3'

v T \ S S



Obr. 16b
Sekvence LD1/2-6-33-VL

5'  GTG ATG ACC CAG TCT CCA TCC

GGG GTC CCG TCA AGG TTC AGT

ATC AGC AGT CTG CAA CCT GAA

9 18 27
TTC CTG TCT
F L S
63 72 81
AGC ATT ATC
S I I
< CDR1
117 126 135
CTC CTG ATC
L L I
171 180 189
GGC AGT GTA
G S v
225 234 243
GAT TTT GCA
D F A
279 288 297
CAG GGG ACC
Q G T

GCT GCA TCC AGT TTG CAA AGT

A A S S L Q S
+—————— CDR2 — >
198 207 216
GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC

G T D F T L T




pCOMb3 Expresni systém

N
i

CH1 &

Protein il

f1

Amp R



T ¥

} 1 .
Sal | BStE Il Miu i Hind 1l
VHPCR- produkt VL PCR-produkt
Bgl 1,469 L460,Bgl | Eco RI,701
Hind 11i,689 Xho 1,710
5160,Bqt | EcoRI, 701 Sac 1,720
Amp Amp
Bluescript VH-cass BluesszgzthL-cass
5964 bps ps
, 3055,Sac !
3755,Sac ! 3044 Bst Xl
3744 Bst XI 3037,Nor |

Sal 1,2900

3250,Bsttli

Eco RI1
BamHl,10

Xba 1,15

|

3
HCenh &y
/Amp Ctin, ®

CH2
CH3

Vektor 10
12000 bps

9300, Hind 1li

Neo

. M1'
a®

6200,Xho |

Obr. 18

Hind 11,720

g 61

Mlu 1,2600

2900 Hind ill |

Amp
VL

Vektor 98
9600 bps
dhfr

5250,EcoRV

Xba 1,3500
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