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Protildtky proti lidskym CD40

Dosavadni stav techniky

Imunni/zédnétlivé odpovédi jsou zprostiedkovany
komplexni sérii interakci. Jeden par receptoru/ligandu,
ktery se ukdzal jako dlileZity v téchto procesech, je
CD40/gp39. Interakce gp39/CD40 zprostredkuje radu dilezitych
signalnich uddlosti mezi aktivovanymi T-butikami a jinymi
efektorovymi burikami imunniho systému, které vedou
k amplifikaci imunni/z&nétlivé odpovédi. Odpovédi na
signalizaci prostrfednictvim CD40 zahrnuji pomoc T-bunék
B-bunkam v humordlni imunni odpovédi, indukci cytokina
monocyty a expresi adheze molekul endotelidlnimi burikami.

CD40 je typ I receptoru na bunééném povrchu a pat¥i do
skupiny supergeni receptort faktoru nekrézy tumoru (TNFR).
Ackoli byl puivodné identifikovén jako antigen B-bunék, dnes
se ma za to, Ze jeho exprese je zplsobovana vsemi
antigen-presentujicimi burikami (APC), v&etné dendritovych
bunék, keratinocytd a monocytl. Exprese CD40 je rovnéz
zpusobena bunéénymi typy, které za urditych podminek mohou
plisobit jako APC, jako napriklad vaskuldrnimi endotelidlnimi
bunkami nebo burikami, uU¢astnicimi se pfimych interakci
s T-bunkami nebo prekursory T-bunék, jako napriklad
epitelidlnimi burnkami thymu. Neddvno se rovnéz ukazalo, ze
exprese CD40 miZe byt zpusobena fibroblasty, eosinofily
a aktivovanymi T-burikami. Exprese CD40 byla také pozorovana
v rakovinnych burikdch. Didkazy pro to jsou primdrné odvozeny
od identifikace nékterych bunéénych linii odvozenych od
karcinomi a melanomi, které jsou CcD40". (Clark a Ledbetter,
Proc. Natl. Acad. Sci. 83, 4494 - 4498 (1986); Schriever
a kol., J. Exp. Med. 169, 2043 - 2058 (1989); Caux a kol.,
J. Exp. Med. 180, 1263 - 1272 (1994); Alderson a kol., J.
Exp. Med. 178, 669 - 674 (1993); Young a kol., Int. J.
Cancer 43, 786 - 794 (1989); Paulie a kol., Cancer Immunol.
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Cancer 43, 786 - 794 (1989); Paulie a kol., Cancer Immunol.
Immunother. 20, 23 - 28 (1985); Denfeld a kol, Eur. J.
Immunol. 26, 2329 - 2334 (1996); Gaspari a kol., Eur. J.
Immunol. 26, 1371 - 1377 (1996); Peguet-Navarro a kol., J.
Immunol. 158, 144 - 152 (1997); Hollenbaugh a kol., J. Exp.
Med. 182, 33 - 40 (1995); Galy a Spits, J. Immunol. 149,
775 - 782 (1992);

T-buiiky. Gp39 je rovné&Z zndm jako CD40L, TRAP, T-BAM a nyni
ma oficidlni ozna&eni CD z workshopu o leukocytech CD154. Ve
zkouskdch in vitro se objevuije gp39 na T-bunkach priblizZné
2 az 4 hodiny po aktivaci T-bunék a nejvyssich hladin
dosahuje po 6 aZ 8 hodindch. Hladina proteinu poté rychle
klesd a 24 hodin po stimulaci jiZ neni detekovatelna.
Exprese gp39 byla rovnéZ detekovana na eosinofilech

a mastocytech (Noelle a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. 89,
6550 - 6554 (1992); Hollenbaugh a kol., EMBO J. 11, 4313

- 4321 (1992); Spriggs a kol., J. Exp. Med. 176, 1543

- 1550 (1992); Graf a kol., Eur. J. Immunol. 22, 3191

- 3194 (1992); Covey a kol., Mol. Immunol. 31, 471 — 484
(1994); Castle a kol., J. Immunol. 151, 1777 - 1788 (1993);
Roy a kol., J. Immuncl. 151, 2497 - 2510 (1993); Gauchat

a kol., Nature 365, 340 - 343 (1993); Gauchat a kol., Eur.
J. Immunol. 25, 863 - 865 (1995); Koshy a kol., J. Clin.
Invest. 98, 826 - 837 (1996); Desai-Mehta a kol., J. Clin.
Invest. 97, 2063 - 2073 (1996).

CD40 je silny signdlni receptor, poskytujici
mechanismus pro aktivované T-builky k regulaci Sirokého
okruhu imunnich a z&nétlivych odpovédi. Studie in vitro a in
vivo s rekombinantnimi formami ligandd gp39 a s anti-CD40
monoklondlnimi protilatkami ukazaly, Ze signalizace
prostfednictvim téchto receptorli vede k bunécéné odpovedi
u v8ech znamych cp40t bunék a tento vysledek se 1li&i nejen
u typu bunék, ale je rovnéZ modulovan soubéznymi signdlnimi
udalostmi zprostfedkovanymi ostatnimi receptory.




V B-burikdch napriklad signalizace CD40 ve spojeni se
signalizaci IL-4 receptory vede k proliferaci B-bunék

a tvorbé protildtek isotypu IgE, zatimco signalizace CD40 ve
spojeni se signaly z IL~-10 receptoru vede k proliferaci
B-bunék a tvorbé protildtek isotypu IgG (Gordon a kol., Eur.
J. Immunol. 17, 1535 - 1538 (1987); Rouset a kol., J. Exp.
Med. 173, 705 - 710 (1991); Jabara a kol., J. Exp. Med.

172, 1861 - 1864 (1990); Gascan a kol., J. Immunol. 147, 8

- 13 (1991). Signalizace CD40 zprostredkovand gp39 miZe hrat
roli v bunéé¢né imunité prostr¥ednictvim indukce CD80 a CDS86,
dilezitych kostimulac¢nich molekul T-bunék, které vazi CD28

a CTLA4 (Goldstein a kol., Mol. Immunol. 33, 541 - 552
(19296).

Systém receptor/ligand CD40/gp39 je jednim z mnoha
systémli, zapojenych do produktivni interakce mezi
aktivovanymi T-butikami a jinymi bunkami imunitniho systému.
Nicméné rada poznatkia ukazuje, Ze tato interakce je
jedine¢nd a Ustr¥edni v regulaci humordlni imunni odpovédi
u lidi. Zejména defekty v expresi nebo strukture gp39 se
ukdzaly jako pric¢ina lidské imunodeficience zndmé jako hyper
IgM syndrom (HIM), vAzany na X-chromozom. Tato
imunodeficience je charakterizovana neschopnosti postiZenych
jedinclh vytvaret jiné protilatky neZ daného IgM izotypu, coz
indikuje, Ze produktivni interakce mezi gp39 a CD40 je nutna
pro Gé¢innou humordlni odpovéd (Allen a kol., Science 259,
990 - 993 (1993); Aruffo a kol., Cell 72, 291 - 300 (1993); Di
Santo a kol., Nature 361, 541 - 543 (1993); Fuleihan a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 90(6), 2170 - 2173 (1993); Korthauer
a kol., Nature 361, 539 - 541 (1993); Notarangelo a kol.,
Imnmunodef. Rev. 3, 101 - 122 (1992). Podobné posledni tudaje
indikuji, Ze HIM syndrom, ktery neni vadzan na X-chromozom
u 1idi je zplsoben defekty v molekule CD40. PouzZitim
technologie, vedouci ke knockoutu genu (vyrazeni genu
z ¢innosti), byly pfipraveny mysi, kterym chybi CD40 nebo
gp39. Tyto mysi projevuji fenotyp, ktery m& stejné
charakteristiky jako HIM syndrom, z CehoZ lze predpokladat,
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Ze myS$ miZe slouZit jako vhodny model, na némZ lze zkousSet
in vivo uU¢inky léc¢by bud anti-CD40 nebo anti-gp-39
monoklonalnich protildtek, které blokuji interakci mezi

CD40 a gp392 (Kawabe a kol., Immunity 1, 167 - 178 (1994); Xu
a kol., Immunity 1, 423 - 431 (1994); Renshaw a kol., J. Exp.
Med. 180, 1889 - 1900 (1994); Castigli a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci USA 91, 12135 - 12139 (1994).

U¢inky in vivo inhibice interakce CD40/gp39 se
intenzivné studovaly na normdlnich my$ich a my&ich modelech
nemoci za pouziti kreccéi monoklondlni protilatky proti mysi
gp39 (MR1). Imunosupresivni kapacita protilatky se odrazi
v jeji schopnosti kompletné inhibovat humordlni imunni
odpovéd na T-bunky dependentni antigeny (Foy a kol., J. Exp.
Med. 178, 1567 - 1575 (1993). Na nékolika myS$ich modelech
nemoci imunity se rovnéZ ukdzalo, Ze tyto nemoci byly
inhibovany léc¢bou protilatkou, véetné téch nemoci,
zprostredkovanych bunéénymi imunnimi odpovédmi. Uk&zalo se,
Ze modely nemoci byly inhibovany lé&bou anti-gp39, vdetné
arthritidy indukované kolagenem, experimentdlni alergické
encefalomyelitidy, lupus nefritis, rejekce transplantata
a reakce Stépu proti hostiteli (Durine a kol., Science
261, 1328 - 1330 (1993); Berry a kol., nevydané; Gerritse
a kol., Proc. Natl. Acad. Sci USA 93, 2499 - 2504 (1295);
Mohan a kol., J. Immunol. 154, 1470 - 1480 (1995); Larsen
a kol., Transplantation 61, 4 - 9 (1996); Hancock a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA 93, 13967 - 13972 (1996); Parker
a kol., Proc. Natl. Acad. Sci USA 92, 9560 - 9564 (1995);
Durie a kol., J. Clin. Invest. 94, 1333 - 1338 (1994); Wallace
a kol., nevydano). Uloha CD40/gp39 v amplifikaci bun&&né
imunni odpovédi miZe byt prim&, prostrednictvim stimulace
subpopulace aktivovanych T-bunék, které jsou schopny exprese
CD40, nebo neprimo prostfednictvim indukce cytokinu
a expresi dllezitych ko-stimulacénich molekul bunééného
povrchu, jako CD 80 a Cd86, které vaZou k T-burikdm receptory
CD28 a CTLA-4. Protizanétlivé Uc¢inky inhibitort byly ukazany
studiemi na my$im modelu poskozeni plic indukovaném
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kyslikem. U&inky na z&nét in vivo se predpoklédaji na
zdkladé vysledkl in vitro, které ukazuji stimulaci CD40 na
bunikkdch cévniho endotelu a monocytech, jejiz vysledkem je
exprese molekul bunec¢né adheze, oxidu dusnatého (NO),
metaloproteinazy matrix a prozédnétlivych cytokinti (Kiener

a kol., J. Immunol. 155, 4917 - 4925 (1995); Malik a kol., J.
Immunol. 156, 3952 - 3960 (1995); Hollenbaugh a kol., J. Exp.
Med. 182, 33 - 40 (1995).

Studie s monoklondlnimi protildtkami proti lidskym
gp39 na opicich ukézaly, Ze biologické latky, které inhibuji
interakci mezi gp39 a CD40 in vivo jsou Géinnymi
imunosupresivnimi latkami u primdtd. Anti-gp39 monoklondlni
protilatky se ukdzaly Gc¢innymi v inhibici protilatkovych
odpovédi na antigeny dependentni na T-bunkdch a p¥i ochrané
alografnich stépl pred rejekci. Tyto vysledky jsou
analogické jako u hlodavci.

Souhrnné ukazaly studie uvedené vyse, Ze 1latky, které
prerusuji interakci mezi gp39 a CD40, budou silnymi
imunosupresivnimi a protizanétlivymi latkami. Proto je
zapotrebi G¢inny zplUsob blokovéni interakce CD40/gp39, aby
poskytl imunosupresivni a protizénétlivy Géinek. Cilem
predloZeného vyndlezu je poskytnout protildtku, ktera
blokuje interakci mezi gp39 a CD40.

Dalsim cilem predloZeného vyndlezu je poskytnout
chimerni protilatku dc¢innou p#i blokovani interakce mezi
CD40 a gp39.

Doplnkovym cilem predloZeného vyndlezu je poskytnout
humanizovanou protildtku uUc¢innou pr¥i blokovadni interakce
mezi CD40 a gp39.

Dalsim cilem predloZeného vyndlezu je zplUsob modulace
imunni odpovédi podavanim protilatky, chimerni protiléatky
nebo humanizované protildtky poskytnutého vyndlezu. Zptsob
miZe byt G¢inny v 1lécbé rady autoimunnich chorocb, stejné
jako transplantace kizZe a jinych organt.

Podstata vynalezu




Poskytnuty vynalez zahrnuje novou protilatku,
vyhodnéji chimerizovanou monoklondlni protilatku proti
lidskym CD40, kterd blokuje interakci mezi gp39 a CD40.

V jednom zté&lesnéni poskytnutého vyndlezu je zvlasté vyhodna
chimerizovand monoklondlni protildtka proti lidskym CD40
nazyvana "chi220". Chi220 je chimerni protilatka obsahujici
rozliéné mysSi a lidské kappa a gama 1 konstantni oblasti
Chi220 se, jako jeji materskd mysi m-protildtka, vaZe na
CD40 a vysledkem je 1U¢inné blokovani humordlni imunni
odpovédi na antigeny dependentni na T-burnkdch v rezZimu
zdvislém na davkéach.

V ramci poskytnutého vyndlezu jsou rovnéz humanizované
protildtky proti CD40, které blokuji interakci mezi gp39
a CD40. V jednom ztélesnéni poskytnutého vyndlezu
humanizovand protilatka je oznacena jako F4; v jiném
ztélesnéni humanizovand protilatka je oznadena jako L3.17.
Vyhodné humanizované protildtky poskytnutého vyndlezu
zahrnuji lidské proménlivé té&Zké a proménlivé lehké oblasti
s my$imi nastépovanymi CDRs.

Protilatky proti CD40 poskytnutého vynalezu, vyhodné
chimerni a humanizované protildtky zde popsané jsou uéinné
v modulaci humoralni imunni odpovédi proti antigentm
dependentnim na T-burikdch, arthritidé indukované kolagenem
a rejekci transplantdtd. Protildtky proti CD40 poskytnutého
vynalezu, vyhodné chimerni a humanizované protilatky zde
popsané jsou rovnéZ uZitec¢né pro své protizanétlivé
vlastnosti (které jsou stejné jako vlastnosti pozorované
u anti-gp39).

Protildtky poskytnutého vyndlezu, vyhodné anti-CD40
chimerni a humanizované protildtky chi220 a anti-CD40
a humanizované protildtky F4 a L3.17 maji Siroké lécebné
uplatnéni, zahrnujici autoimunni nemoci, z&nétlivé nemoci
a transplantace. Diky expresi CD40 pozorované v malignich
bunkach nékolika histologickych typld je evidentni -
potencidlni uplatnéni protildtek proti CD40 v onkologii,
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zejména chimernich a humanizovanych protilatek poskytnutého
- vynalezu.

Ndsledujici zkratky jsou pouzZivadny v poskytnuté
prihld&ce a jsou zndmy odbornikim v oboru: APC (antigen
presenting cell - burika prezentujici antigen), CDR
(complementarity-determining region - oblast, urcujici
komplementaritu), CHO (chinese hamster ovary - vajecénik
&inského k*edka), CIA (collagen-~induced arthritis
- arthritida indukovand kolagenem), Chax (maximdlni
koncentrace v séru), COS (linie bunécénych fibroblastl
africké zelené opice), DMARD (disease modifying
anti-rheumatic drugs - antirevmatika modifikuijici prabéh
choroby), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay
- enzymova imunoanalyza), EPT (end point titers - konecné
titry), EU (endotoxin units - jednotky endotoxinu), FAB
(antigen binding fragment - fragment vazZici antigen), FITC
(fluoroisothiokyandt), Hu humanizovany, hl06-2 humanizovana
monoklondlni protildtka proti gp39, HAMA (human‘anti—mouse
antibodies - lidské protimy$i protilatky), im
(intramuskuldrni), KLH (keyhole limpet hemocyanin -), mAb
monoklonalni protildtka, MTX (metotrexat), OVA (ovalbumin),
PBS (phosphate buffered saline - roztok soli pufrovany
fosforednanem), PCR (polymerase chain reaction
- polymerdzova retézova reakce), PE (phycoeritherin), sc
(subkutdnni - podkozni), SDS-PAGE (elektoforéza na gelu
polyakrylamidu siranu dodecylsodného), SEC (size exclusion
chromatography - vylucovaci chromatografie), SRBC (sheep red
blood cells - ov&i Gervené krvinky), STR (stirred tank
reactor - reakéni nadobka s michdnim), TNF (tumor necrosis
factor - faktor nekrézy tumoru), VL (proménnd oblast lehkého
retézce protildtky), VH (proménnd oblast té&Zkého retézce
protilatky).

Nukleovd kyselina kédujici vyhodny lehky retézec
chimerni protildtky poskytnutého vyndlezu (chimerni
protildtky 2.220) byla uloZena v Americké sbirce typl kultur
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a bylo ji pridéleno vstupni ¢islo ATCC ;___. Nukleova
kyselina kédujici vyhodny tézZky retézec chimerni protilatky
poskytnutého vyndlezu (chimerni protilatky 2.220) byla
uloZena v Americké sbirce typa kultur a bylo ji pridéleno
vstupni ¢&islo ATCC __ .

Nukleovd kyselina kédujici vyhodny lehky retézec
humanizované protildtky poskytnutého vyndlezu (humanizované
protildtky F4) byla uloZena v Americké sbirce typl kultur
a bylo ji pridéleno vstupni ¢éislo ATCC ___ . Nukleova
kyselina kédujici doplnujici vyhodny lehky retézec
humanizované protildtky poskytnutého vyndlezu humanizované
protilatky L3.17) byla uloZena v Americké sbirce typd kultur
a bylo ji pridéleno vstupni ¢islo ATCC __ . Nukleova
kyselina kédujici vyhodny tézky retézec humanizované
protildtky poskytnutého vyndlezu (F4 a L3.17) byla uloZena
v Americké sbirce typl kultur a bylo ji pridéleno vstupni
¢islo ATCC .

Tyto zminéné uUschovy budou udrZovidny za podminek
Budapestské Umluvy o mezindrodnim uzndvani Uschov
mikroorganismd pro ucely patentové procedury. Tyto uUschovy
jsou poskytovany pouze jako vyhoda (potfeba) pro odborniky
v oboru a nejsou priznanim, Ze uschova je poZadovédna podle
§ 112 U.S.C.35. Sekvence polynukleotidl obsaZend
v uschovanych latkach, stejné jako sekvence aminokyselin
polypeptidd jimi kdédovanych jsou zde zahrnuty v odkazech
a jsou kontrolnimi v pripadé jakéhokoli konfliktu
s jakymkoli popisem sekvenci, zde podanym. Pro p¥ipravu,
uziti nebo prodej uschovanych latek je mozZno poZadovat
licenci a Zadnd tato licence zde neni udélena.

Véechny odkazy citované v této prihlasce, jak vyse tak

niZe, jsou zde zahrnuty v jejich celku.

Prehled obriazka na vvkresech

Obrézek 1 ukazuje inhibici navadzani sgp39 na Rajiho
buniky protildtkami proti lidskému CD40.
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Obrédzek 2 je schematickym nac¢rtem protokolu studie
u primdtd. Dny lédby jsou vyznadeny kosodtverci. Imunizace
SRBC a KLH jsou oznaceny obdélniky a trojudhelniky. Zvirata
lécend 2.36 nebyla zahrnuta ve studii po fazi I a zvirata
lécend 1.106 nebyla zahrnuta ve studii po fézi IT.

Obrézek 3 ukazuje protildtkovou odpovéd anti-SRBC
u primdth. Obrézek 3a ukazuje vysledky analyzy IgM
protildtek proti SRBC. Obréazek 3b ukazuje vysledky analyzy
IgG protilatek proti SRBC.

Obrézek 4a ukazuje sekvenci proménné oblasti lehkého
fetézce chi220 zvyraznéné (SEQ ID NO:1) a obrazek 4b ukazuje
sekvenci proménné oblasti tézZkého retézce chi220 zvyraznéné
(SEQ ID NO:2). PodtrZené sekvence na obrdzku 4a a 4b jsou
vlozZené signdlni sekvence lidské protilatky s nejblizsi
homologii, které se pouzZily jako templdt pro humanizaci.

Obréazek 5 ukazuje vysledky zkousek in vitro
testujicich chimerni a humanizované protilatky poskytnutého
vyndlezu. Obrizek 5a ukazuje navadzdni chi220 a h220v3 na
hCD40-mG2b ve zkousSce zaloZené na metodé ELISA. Obrazek 5b
ukazuje inhibici kostimulace lidskych B-bunék s protildtkami
proti lidskym CD40 zprostredkované sgp39.

Obrazek 6 ukazuje IgM anti-SRBC protilatkovou odpovéd.
Obrdzek 6a ukazuje vysledky na opicich ziskané davkami 10,
40 nebo 100 mg/kg chi220. Obrézek 6b ukazuje vysledky na
opicich ziskané davkami 0,1 nebo 1 mg/kg chi220.

Obrédzek 7 ukazuje IgG anti-SRBC protilatkovou odpovéd.
Obrézek 7a ukazuje vysledky na opicich ziskané davkami 10,
40 nebo 100 mg/kg chi220. Obrazek 6b ukazuje vysledky na
opicich ziskané déavkami 0,1 nebo 1 mg/kg chi220.

Obrazek 8 ukazuje anti-OVA protildtkovou odpoveéd
u primdtl. Obrézek 8a ukazuje vysledky analyzy IgM
protildtek anti-OVA. Obrazek 8b ukazuje vysledky analyzy IgG
protildtek anti-OVA.

Obrazek 9 ukazuje anti-KLH protilatkovou odpovéd
u primdtd. Obrazek 9a ukazuje vysledky analyzy IgM
protildtek anti-KLH. Obréazek 9b ukazuje vysledky analyzy IgG
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protilatek anti-KLH.

Obrazek 10 ukazuje srovnadni schopnosti protiléatky
7E1-Gl a 7E1-G2b snizit IgG protilatkové odpovédi na SRBC.

Obrazek 11 ukazuje zavislost inhibice protildtkové
odpovédi na SRBC pomoci 7E1-G2b na davce.

Obrézek 12 ukazuje expresi vektorovych map oblasti
té&2kého retézce a oblasti lehkého retézce chimerni
protildtky poskytnutého vynalezu.

Obradzek 13 poskytuje sekvenci nukleovych kyselin (SEQ
ID NO:5) pro expresi vektoru schopnou zpusobit expresi
tézkého Fetézce chimerni protildtky poskytnutého vynalezu.
Iniciad&ni kodén ATG (nukleotidy 1000 - 1002), kdédujici
startujici Met vlozZené signdlni sekvence lidské protilatky
jsou zvyraznény. Nukleotidy 1057 aZ 1422 (SEQ ID NO:13),
které jsou podtrZené, poskytuji vyhodnou sekvenci nukleovych
kyselin kédujici proménny tézky retézec protilatky
poskytnutého vynalezu.

Obrazek 14 poskytuje sekvenci nukleovych kyselin (SEQ
ID NO:6) pro expresi vektoru schopnou zplsobit expresi
lehkého Fretézce chimerni protilatky poskytnutého vyndalezu.
Iniciaéni koddédn ATG (nukleotidy 1005 - 1007), kdédujici
startujici Met vloZené signdlni sekvence lidské protilatky
jsou zvyraznény. Nukleotidy 1065 aZ 1388 (SEQ ID NO:14),
které jsou podtrZené, poskytuji vyhodnou sekvenci nukleovych
kyselin kédujici proménny lehky retézec protilatky
poskytnutého vynalezu.

Obrizek 15 ukazuje razeni proménnych oblasti reteézcu
my$i anti-CD40 a sekvence lidského templatu. Sekvence
aminokyselin proménnych oblasti H a L retézclh mysSi
anti-CD40 se pouZily k identifikaci homolognich lidskych
sekvenci zarodeé&nych linii. Cislovani zbytkG a definice CDRs
(podtrzeno) jsou zaloZeny na Kabat a kol. (Kabat E.A.

a kol., Seguences of proteins of immunological interst
5.vydani (1991). Washington DC: United States department of
Health and Human Services; Kabat E.A. a kol., J. Biol.
Chem. 252, 6609 - 6616 (1977). Rozdily v sekvenci jsou




urcovany vertikdlnimi liniemi a rdmcové pozice
charakterizované v kombinatorické knihovné exprese jsou
oznaceny hvézdidkou.

Obrazek 16 ukazuje vysledky titrace humanizovanych
anti-CD40 variant na imobilizovaném antigenu. Byly
charakterizovdny bakteridlné expresovany chimerni anti-cD40
FAB a zvolené varianty 2z kaZdé z knihoven. Chimerni (plna
kolec¢ka), Hu I-19Cl1 (prazdnd koledka), Hu II-CW43 (prdazdné
Ctverec¢ky) , Hu III-2B8 (plné trojthelniky) a nevyznamné
(plné <&tveredky) FAB se uvolnily z periplasmatického
prostoru 15 ml bakteridlni kultury a jednotlivd po sobé
jdouci zredéni se inkubovaly s antigenem CD40-Ig
imobilizovanym na mikrotitra&nich destid&kéch. Vazba
protilatek byla kvantifikovéna zplsobem popsanym niZe.

Obrazek 18 ukazuje, jak afinita protilitek koreluje
s inhibici vazby rozpustné gp39 na CD40-Ig. Ligand pro
receptor CD40, gp39 se zachytil na mikrotitracéni desticce.
Ndsledné se ko-inkubovala rfiznd mnoZstvi chimerni (plna
kolecka), Hu II-CW43 (prézdné &tveredky), Hu III-2BS (plné
trojudhlelniky), Hu II/III-2B12 (prazdné trojihelniky)

a nevyznamné (plné &tverecky) FAB se 2ug/ml CD40-Ig na
mikrotitraéni desticéce. Vazba CD40-Ig na gp39 byla
kvantifikovéna zplsobem popsanym nize.

Obrazek 18 ukazuje kvantifikaci mysich ramcovych
zbytkl v aktivnich variantech. Proménné oblasti
nejaktivnéjsich variant anti-CD40 z knihovny ramcové
optimizace Hu I (A) a knihovny ramcové optimizace HCDR3 se
sekvenovaly, aby se identifikovaly aminokyseliny na pozicich
pracovni knihovny &tecich rémci. KaZdd jednotliva varianta
se kategorizovala na zakladé celkového podtu mysSich zbytki,
ktere se udrZely na 8 pozicich pracovni knihovny &tecich
ramch. Sekvencovalo se tficet jedna klond z knihovny Hu
I a ¢trnact klonG z knihovny Hu II, coZ vedlo k identifikaci
24 a 10 jednotlivych variant. Pevna linie indikuje rozdéleni
sekvenci, jaké se ocekdva od stejného podtu nahodné
zvolenych variant.
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Podrobny popis vynalezu

PGvodci poskytli chimerni a humanizované protilatky
proti lidskym CD40 s imunosupresivnimi vlastnostmi. Takové
protildatky proti lidskym CD40 maji z¥ejmé vyuziti jako
léc¢iva. PAvodci rovnéZ poskytli Gzce spojené monoklondlni
protimysi protildtky proti CD40 (Gzce spojené
s monoklondlnimi protildtkami proti lidskym CD40), které
jsou vyuZitelné pro studium G¢inkd monoklondlnich protilédtek
proti CD40 v radé mySich modeld imunnich a zanétlivych
onemocnéni. Vyvoj protildtek proti CD40 komplikuje
skuteénost, Ze CD40 je silnd signdlni molekula. Protiléatky,
které se vadzZou na tento antigen, lze kategorizovat na
zdkladeé schopnosti stimulovat signalizaci CD40 stejné jako
schopnosti blokovat interakci CD40/gp39.

Monoklondlni protildtka proti lidskym CD40, predloZend
prihlagovateli patentu, kterd blokuje interakci CD40/gp39,
byla zvolena z rozsdhlého seznamu anti-CD40 monoklondlnich
protilatek. Protilatka, znac¢ena 2.220, byla chimerizovéna
a humanizovéna. "Chimerni" protildtky zahrnuji lehky retézec
a tézky retézec: lehky Fretézec zahrnuje proménnou oblast
lehkého retézce a stdlou oblast lehkého retézce; tézky
retézec zahrnuje proménnou oblast tézkého fetézce a stdlou
oblast téZkého Fretézce. Chimerni protildtky zahrnuji
proménné oblasti jednoho druhu a stdlé oblasti jiného druhu
(napfiklad mysi proménné oblasti spojené s lidskymi stalymi
oblastmi). (Viz napriklad U.S. patenty 4816397 a 4816567).
Kazdad z proménnych oblasti lehkého retézce (VL) a proménnych
oblasti tézkého retézce (VH) se skadad z "rdmcovych" oblasti
prerudenych tremi hyperproménnymi oblastmi nazyvanymi
"oblasti urc¢ujici komplementaritu" nebo
"CDRs"."Humanizované" protildtky obsahuji protilatky
s lidskymi proménnymi oblastmi kombinované s CDRs
z darcovského mysiho nebo krysiho imunoglobulinu. (Viz
napriklad U.S. patent 5530101). Humanizované protilatky
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obsahujici CDRs odvozené z my&ich proménnych retézcu
popsanych zde jsou rovnézZ zahrnuty v ramci poskytnutého
vynédlezu.

Nejzfejméjsi pristupovd cesta k humanizaci protilédtky
se sklada z naStépovdni CDRs od darcovské monoklondlni
protilatky na lidsky rémec (Jone P.T. a kol., Nature 321,
522 - 525 (1986). Nicméné jisté zbytky ramch podporuji
strukturu CDR a kontaktni antigen $tépujici my&i CDRs na
lidské ramcové templaty mohou sniZit vazebnou aktivitu
vysledné humanizované monoklondlni protilatky (Foote J.

a kol., J. Mol. Biol. 224, 487 - 499 (1992). Hodnoceni
mozného prispévku zbytkd specifického ramce na afinitu
protilatky prindsi dva problémy. Zaprvé je obtizné
predvidat, které zbytky rdmce hraji klidovou roli pri
udrzeni afinity a specificity u jednotlivé monoklonadlni
protilatky. Zadruhé je pro ramcové pozice, které se 1isi
mezi matefskou monoklondlni protildtkou a lidskym templaten,
obtiZné predvidat, zda aminokyselina odvozena z mySiho
rodic¢e nebo lidského templdtu pfinese aktivnéjsi
monoklonalni protildtku. Vysledné proto nejsou vidy Uspésné
zpusoby humanizace protildtek, spoléhajici vyhradné na
predikcich struktury.

Soucasné znalosti oboru obsahuji popis strategie
vSeobecného inZenyrstvi protildtek, ktera odpovida obtizim
pri zachovani aktivity védzat protilatky po humanizaci (Rosok
M. J. a kol., J. Biol. Chem. 271, 22611 - 22618 (1996).
Potencialné vyznamné zbytky ramcd které se 1idi mezi
materskou monoklonalni protildtkou a lidskym templatem, jsou
charakterizovany v jediném stupni syntézou a expresi
knihovny kombinatornich protildtek, ktera obsahuje viechny
mozné kombinace materskych a lidskych aminokyselin templatu
v ramci zkoumané pozice. Varianty ukazujici optimdlni
strukturu ramce jsou identifikovany vyhledavanim
(screeningem) a nédsledné je (jsou) optimdlni ramcova
struktura (ramcové struktury) urdeny sekvenovadnim DNA.
Typicky odhali sekvencujici vicenasobné klony rozhodujici
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rdmcové pozice, nutné pro expresi prislusné aminokyseliny.
Obracené, exprese myéi nebo lidské aminokyseliny v pozici
pracovni knihovny &tecich ramch ve stejné frekvenci

v aktivnich klonech je v souladu s méné daleZitou funkci
této jednotlivé ramcové pozice. Takto je humanizovana verse
protildtky, kterd zabezpeduje vazebnou aktivitu materské
monoklondlni protilédtky rychle identifikovdna na zakladé
funkéni vazby.

Proces humanizace protildtky a vyzrani (maturace)
afinity se casto provadi v Setrnych stupnich (Rosok, (1996),
viz vysSe; Yelton D. E. a kol., J. Immunol. 155, 1994
- 2004 (1995); Wu H. a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95,
6037 - 6042 (1998); Baca M. a kol., J. Biol. Chem. 272,
10678 - 10684 (1997); Marks J. D. a kol., J. Biol. Chen.
267, 16007 — 16010 (1992). Za pouziti modifikované strategie
popsané niZe byly pripraveny vicendsobné humanizace verse
myS$ich monoklondlnich protildtek 2.220 vykazujici afinitu
shodnou nebo lep$i nez chimerni FAB.

Chimerni protildtka anti-CD40, poskytnutéa
predkladateli vyndlezu, je zde oznacovana jako "chi220".
Uzce spojend protimy&i monoklondlni protilatka proti CD40,
poskytnutd predkladateli vynadlezu, je zde oznacovana jako
"7E1". Humanizované protilatky anti-CD40, poskytnuté
predkladateli vyndlezu, jsou zde oznacovany jako "F4"

a "L3.17".

Byly pripraveny dvé varianty izotypu 7El1. Tyto dve
varianty 7El jsou vyuZitelné pri zkoumdni dlohy podilu Fc
molekuly p¥i 1léc¢bé monoklondlni protildtkou proti CD40
v preklinickych modelech imunnich a za&nétlivych onemocnéni.
P¥iprava monoklondlni protilatky proti mysSim CD40, Kkriteria
pro volbu té, kterd je vlastnostmi vhodnd k chi220, priprava
izotypovych variant monoklondlnich protildtek a jejich
aktivita in vivo na mysich modelech imunnich nemoci jsou zde
rovnéz poskytnuty. Studie jak s chi220 tak s jejich
materskou my$i monoklondlni protildtkou 2.220 na opicich,
stejné jako studie s 7E1l na mysich ukdzaly, Ze tyto
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‘anti-CD40 monoklonédlni protilatky jsou G¢inné
imunosupresivni 1latky a jejich vysledky budou detailnéji
dikutovdny ddle. Studie zde popsané byly provadény za
pouZiti standardni techniky zndmé odbornikovi v oboru.

Shrnuto, ukazalo se, Ze protilatky, poskytnuté
predkladateli vyndlezu snizuji humordlni imunni odpovéd
u opic. Stejné tak vykdzaly dvé izotypové varianty tdzce
spojenych monoklondlnich protildtek proti mys$im CD40, 7E1
imunosupresivni aktivitu v radé preklinickych modell studii
lidskych nemoci. Shrnuto, tyto vysledky ukazuji, Ze chi220,
F4 a L3.17 jsou uziteéné pro jejich klinické wvyuzZiti pri
1é¢bé autoimunnich nemoci a transplantaci.

Ndsledujici p¥iklady slouZi pouze ilustrativnim dcellm
a neomezuji rozsah vyndlezu, ktery je urcen pouze
patentovymi naroky.

Priklad 1

A. Izolace a charakterizace in vitro
Panel monoklondlnich protildtek se pripravil proti

lidskym CD40 za pouZiti standardni technologie hybridomd

s lidskym proteinem fuze CD40 jako imunogenem. Protildtky se
vyhledaly pro vazbu na CD40 pomoci jak bunéé¢né linie CD40+,
tak proteiny fuze. Zkousky gp39 vaZici se na CD40 a funkéni
zkoudky stimulace prostrednictvim CD40 se pouZily

k charakterizaci klonovanych protilatek. Zvolené protilatky
se poté charakterizovaly pro jejich zkriZenou reaktivitu

s bunkami primdtd, aby se zjistila vhodnost protilatek pro
uziti v preklinickych modelech u primata.

1. Imunizace a fuze

Provedly se dvé fuze ke generovani hybridomi
vytvarejicich monoklondlnich protilatek proti lidskym CD40.
Imunizace pro vznik imunnich lymfocytd se provedly na 6 az
8 tydna starych samickdch my$i BALB/c za pouZiti jako
imunogenti rekombinantnich proteind fuze sloZenych
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z extraceluldrni domény lidské CD40 fuzované k zavéseni,
CH2 a CH3 domény mysi protildtky IgG2b (hCD40-mG2b).

Pro fuzi 40-1 se myS zpocd¢dtku imunizovala subkuténné
na 3 aZ 4 mistech emulzi (celkové 200 pl) 30 ug hCD40-mG2b
v kompletnim Freundové adjuvans. 2Zvire se 21. den stejnym
zplisobem podplirné injikovalo hCD40-mG2b v nekompletnim
Freundové adjuvans a poté se mu 37.den aplikovala findlni
pre-fuzovd imunizace intravenosni injekci 30 ug hCD40-mG2b
v PBS. Imunizace pro fuzi 40-2 se provedla stejnym zplsobemn
s vyjimkou toho, Ze adjuvans Ribi (R-730) nahradil Freundovo
adjuvans. Podpirné imunizace se provedly v 21. a 42. dnu
s findlni pre-fuzovou injekci 58. den.

Tri dny po findlnich podplrnych injekcich se ziskaly
leukocyty ze sleziny a lymfatickych uzlin a fuzovaly se
v poméru 3:1 s X63-Ag8.653 mySimi myelomovymi burkami za
pouziti standardnich metod (Kearney a kol., J. Immunol.
123, 1548 - 1550 (1979); Lane, J. Immunol. 81, 223 - 228
(1985). Suspenze bunék z kazdé fuze se nadékovala do deseti
ploten pro kultivaci, obsahujicich kaZzda 96 jamek pri
destidkové denzité pribliZné 170000 celkovych bunék (pred
fuzi) na jamku.

2. Screening (vyhleddvani) a klonovani

Pouzily se dva formaty zkousek pro identifikaci
monokolondlnich protildtek u pfirodni humanizované CD40.
Supernatanty bunécéné kultury ze vsech jamek se zpocatku
podrobily vyhledavani (screeningu) k urceni jejich
schopnosti vézat CD40-pozitivni EBV-transformované linie
lidskych B-bunék (1A2—ZC) ve formatu zaloZeném na metodé
ELISA. Kazdy supernatant se potom testoval ve formatu
zaloZeném na metodé ELISA na reaktivitu s purifikovanym
rekombinantnim fuzovanym proteinem, skladajicim se
7z extraceluldrnich domén lidské CD40 fuzované k zavéseni,
CH2 a CH3 domén lidské IgGl protildtky, hCD40-Ig a stejnym
zplsobem vytvorenym nevyznamnym lidskym Ig fuzovanym
proteinem, Leu8-Ig (Hollenbaugh a kol., EMBO J. 11, 4313
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- 4321 (1992). Reaktivita s drive uvedenym fuzovanym
proteinem a nikoli s posledné uvedenym z nich, ve spojeni

S udaji o bunééné vazbé, ukdzala na pritomnost protildtky
specifické pro prirodni CD40 u p¥iblizné 200 hlavnich jamek.

Klic¢ovou funkéni vlastnosti pro poZadovanou anti-CD40
monoklondlni protildtku byla kapacita dplné blokovat
interakci CD40 a jejiho ligandu gp39. Takto se jako dalsi
krok ve vybéru protildtky vsSechny supernatanty ze
specifickych hlavnich jamek CD40 hodnotily s ohledem na
jejich schopnost inhibovat vazbu rozpustného rekombinantni
mys$i CD8-1lidsky gp39 fuzni protein, sgp39, na imobilizovany
hCD40~Ig ve formdtu zaloZeném na metodé ELISA. Ty, které
kompletné inhibovaly tuto interakci, se nésledné titrovaly
ve stejném formatu, aby se urcdilo, které jamky obsahovaly
nejvyssi titr inhibujici protildtky. Deset nejsilnéji
inhibujicich hlavnich jamek z této analyzy bylo vybrano ke
klonovani. ,

Klonovani vhodnych bunék vyluéujicich protilatku se
provedla v procesu sestavajicim ze dvou kroki. Buniky z kazdé
hlavni jamky se nejprve "miniklonovaly" p¥i hustoté odkovani
10 bunék na jamku, po kterém se CD40-specificky "miniklon"

s nejvyssim titrem formalné klonoval pomoci metody limitniho

vyredovani.

3. Dalsi charakterizace

Pro charakterizaci protildtek se pouZilo Sest formatn
zkousek. Byly to inhibice vazby gp39 na lidské B-bunky,
inhibice proliferace B-bunék indukované sgp39 spolu
s anti-IgM, inhibice syntézy protilatky in vitro B-bunkami
indukovanymi aktivovanymi T-bunkami, p¥imd kostimulace
B-bunék pomoci anti-IgM, kostimulace B-bunék pomoci
anti-IgM za pritomnosti lehkého retézce anti-kappa
protildtky imobilizovaného pomoci cross-linking
a kostimulace B-bunék pomoci anti-IgM v pritomnosti druhé
anti-CD40 monoklonadlni protildtky, G28-5. Tato monoklonalni

protildtka je znadma svoji kostimulaéni aktivitou a tim, Ze




kompletné blokuje interakci CD40/gp39. Pro Gdely srovnani
byla tato protilatka zahrnuta v mnoha zkoudkéch.

Tyto analyzy vedly k vybéru ¢ty¥ monoklondalnich
protilatek: 1.66 (IgG2b), 2.36 (IgG2a), 2.174 (IgGl)

a 2.220 (IgG2a). Provadely se testy k charakterizaci
monoklondlnich protil&tek. V jednom experimentu se
inkubovaly buriky z lidské B-bunécéné linie Raji s 2 nebo
20pug/ml riznych anti-CD40 monoklondlnich protildtek, po této
inkubaci nasledovala druhd inkubace v nezredéném
supernatantu COS bunék obsahujicim protein fuze mCD8-gp39
(sgp39). VAzany sgp39 se detekoval dalsi inkubaci bunék

s anti-mCD8 monoklondlni protilatkou, znad&enou FITC

a analyzou bunék na FACScanu. Procento inhibice bylo
spoc¢itano délenim stredni fluorescence vzorku inkubovanych

s protilatkou stredni fluorescenci vzorkl bez protilatky pri
prvni inkubaci (Obrézek 1).

Jak je uk&zano na obrazku 1, kaZda z téch d&tyr
monoklondlnich protilatek byla schopna kompletné inhibovat
vazbu proteinu fuze sgp39 na linie lidskych B-bunék
vykazujicich'vysoké hladiny CD40, ackoli v pripadé 2.174
byla ke kompletnimu blokovani nutnd relativné vysoka
koncentrace. Podobné udaje byly ziskdny za pouzZiti lidskych
tonsildrnich B-bunék. Zadruhé, kaZdd z nich vyznamné
inhibovala tvorbu IgG a IgM ve zkouSce in vitro syntézy
protildtky B-bunék dependentnich na T-bunkéch.

Tri z téchto ¢&tyr protilatek vykdzaly omezenou
schopnost kostimulace proliferace B-bunék za pritomnosti
anti-IgM. Monoklondlni protildtka 2.220 byla stdlejsi ve své
schopnosti vyvolat slabou kostimulaéni aktivitu. Za pr¥idéni
anti-kappa lehkého retézce protildtky, pouzZité pro
cross-1link imobilizaci anti-CD40 monoklondlnich protiléatek,
ziskala 2.36 vyznamnou kostimulaéni aktivitu, zatimco
aktivita ostatnich t#i protildtek nebyla ovlivnéna. Uké&zalo
se, Ze kostimulaéni schopnost G28-5 byla odlisné modulovéana,
kdyZz byla sparovédna v kombinaci s kazZdou ze ¢&ty¥ novych
anti-CD40 monoklondlnich protildtek. Monoklondlni protilétky
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1.66 a zvlasté 2.174 zvysovaly kostimulaci G28-5, zatimco
2.220 a 2.36 ji sniZovaly. Po selekci zaloZené na hodnoceni
v lidskych systémech in vitro byly &tyfi anti-cD40
monoklondlni protilatky dale zkousSeny pro jejich vhodnost
pro hodnoceni in vivo ve studiich na primitech jinych ne:z
lidech. Dva kli¢ové prvky analyzy byly relativni potence
kazdé z nich vazat B-bunky primdtd a supresi syntézy
protilatky B-bunék dependentnich na T-butikdch za podminek in
vitro. Zjistilo se, Ze kaZda ze &ty? monoklonalnich
protilatek reagovala zkriZené s B-burkami Cynomolgus macagque
(Macaca fascicularis). 2.36 a 2.220 vadzaly s vétsi aviditou
nez 2.174 a 1.66. Niz$i z¥ejm& vaznost moncklondlnich
protilatek 2.174 a 1.66 nebyla zpisobena jejich jednotlivymi
isotypy, protoZe jiné isotypové spojené anti-CD40
monoklondlni prbtilétky vykazaly vazebné hladiny srovnatelné
S 2.36 a 2.220 (napf. G28-5 a 2.118). Tyto vysledky byly

v kontrastu s vysledky pozorovaanymi na lidskych B-burikach,
kde kaZda z monoklondlnich protildtek vykézala srovnatelnou
vaznost. Schopnost C¢tyr monoklondlnich protildtek sniZovat
syntézu protildtek opic¢imi B-bunikami se ukizala byt ve shodé
se schopnosti vazby.

B. Charakterizace in vivo
Provedly se dvé studie na primdtech jinych neZ &lovék

za pouziti ﬁyéich monoklonalnich protildtek proti lidskym
CD40 ke zhodnoceni vhodnosti anti-Cd40 jako imunosupresivni
latky a ke zvoleni vhodné protildtky k dal&imu vyvoji.
Zaprvé se porovnala clearance a akutni toxicita in vivo ctyr
zvolenych anti-CD40 monoklondlnich protilatek.. Tyto
vysledky se pouZily k volbé dvou protildtek, 2.36 a 2.220,
které byly pak testovdny ve druhé studii pripravené pxro
hodnoceni u¢innosti inhibice protilatkové odpovédi na
T-dependentni antigen a akutni toxicity.

Studie U¢innosti 2.36 a 2.220 na primatech
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Na zdkladé predchozich zjisténi se hodnotily
monoklondlni protilatky 2.36 a 2.220 z hlediska jejich
schopnosti sniZovat T-dependentni protildtkovou odpovéd po
intravenéznim podédni opicim Cynomolgus. Tato studie byla
rozdélena na t¥i faze (obrazek 2). Ve fazi I byla kazdi ze
¢ty¥ skupin sloZenych z jednoho nebo dvou samecki a jedné
nebo dvou samic¢ek opic Cynomolgus imunizovana intravendzné
ve dni 1 ovéimi ¢ervenymi krvinkami (SRBCs) a pak léé&ena
monoklondlni protildtkou 2.36, 2.220, 1.106 (IgGl mys&i
protildtky proti lidské gp39 - pozitivni kontrola) nebo L6
(IgG2a myS$i protilatky protihlidskému tumorovému antigenu
- negativni kontrola) v dédvce 20 mg/kg v 1., 3. a 5. dni.
Urcily se titr IgM a IgG na imunogen SRBC, sérové hladiny
testovanych a kontrolnich latek, pritomnost protildtek proti
testovanym a kontrolnim 1latk&m, hladiny sérovych
imunoglobulint, pocet leukocytll v periferni krvi a frekvence
riznych subpopulaci lymfocytl v periferni krvi. Ve fézi II,
poté co se zvirata zbavila testovanych a kontrolnich latek,
byla imunizovéna SRBC a druhym antigenem, KLH (keyhole
limpet hemocyanin), aby se zhodnotila indukce imunologické
tolerance a reversibilita pozorované imunosuprese. Ve fazi
ITI se zvolend zvirata reimunizovala, aby se zjistilo, zda
ptivodné sniZend protildtkovd anti-SRBC odpovéd se opét
vratila do plGvodniho stavu po doplnkovém testu SRBC
a zhodnotila se sekundarni protildtkova odpovéd na KLH.

Provedl se experiment, aby se ukdzalo, Ze monoklonalni
protildtka 2.220 vyznamné sniZovala primdrni protildtkovou
odpovéd na SRBCs (obrdzek 3). Opice se 1léc¢ily bud
monoklondlni protildtkou 1.106, L6, 2.36 nebo 2.220 v 1.,

3. a 5. dni fdze I davkou 20mg/kg. Opice se imunizovaly SRBC
v 1. dni fdze I, II a III. Obrézek 3a ukazuje vysledky
vzorka séra, které byly analyzovany na IgM protildtky proti
SRBC. Obréazek 3b ukazuje vysledky vzorkl séra, které byly
analyzovdny na IgG protilatky proti SRBC. Data jsou
vyjadfena v geometrikém pruméru titru anti-SRBC pro kazZdou
skupinu (n=3 nebo 4).
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Vrcholova primdrni odpovéd byla inhibovéna 85 % pro
IgM a 98 % IgG. Poté, co clearance monoklonilni protilatky
2.220 v seru se dostala pod uroven detekovatelnosti,
vrcholova sekunddrni odpovéd na SRBCs byla stdle inhibovana
79 % pro IgM a 56 % IgG ve srovndni s kontrolni odpovedi ve
fazi I. To bylo v protikladu k pozitivni kontrole,
monoklonalni protildtka 1.106, kde byla pozorovdna silna
sekunddrni protilatkova odpoVéd na SRBC. Tercidrni odpoveéd
na SRBC nebyla inhibovéna, coZ ukazuje, Ze monoklonilni
protilatka 2.220 indukuje prolongovanou imunosupresi, ale
nikoli imunologickou toleranci. Viechna zvifata imunizovand
KLH meéla primdrni a sekundarni anti-KLH odpovéd, coz
ukazuje, Ze imunosuprese je reversibilni. Zvirata lécena
2.36 se nezahrnula do féze II, protoZe ve fazi I studie
nebyla pozorovédna vyznamnd inhibice.

Primérné vrcholové sérové koncentrace, které se
objevily ihned po posledni davce, byly 744 Mg/ml pro
monoklonalni protildtku 2.220 a 405 pg/ml pro 2.36. Zatimco
sérum se oCistilo od monoklondlni protilatky 2.36 pod turoven
detekovatelnosti za 15 dnfi, u monoklonalni protilatky 2.220
se neocCistilo aZ do 29. dne. 0Obé& monoklonalni protilatky
2.36 a 2,220 byly imunogenni.

Nebyla Zadna klinicka pozorovani spojena s lé¢ivy, ani
zmény télesné hmotnosti, spotreby potravy nebo zmény
hematologické nebo hladin sérovych Ig u Za&dného zvitete.
Jedinym pozorovanym zjisténim, spojenym s lecivy, byly
brechodné poklesy v procentudlnim zastoupeni perifernich
B-bunék o 70 % u monoklonalni protilatky 2.36 a 43 %

u monoklondlni protilatky 2.220. Navrat B-bunék na normilni
hladinu se projevil béhem 2 aZ 3 tydni po 1é&b&.

Shrnuto, monoklonalni protildtka 2.220 vyznamné
snizila protildtkovou odpovéd na SRBCs, zatimco 2.36 nikoli.
ACkoli monoklondlni protildtka 2.220 indukovala
prolongovanou na antigen specifickou imunosupresi, byla tato
imunosuprese reversibilni. Na zdkladé té&chto zjisténi byla
zvolena monoklonalni protildtka 2.220 k dal&imu vyvoji.
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Priklad 2

Priprava chimerni protildtky chi220

K ovlivnéni imunogenicity my$i monoklondlni protilédtky
protilidské 2.220, pripravily se rekombinantni formy, ve
kterych se proménné oblasti fuzovaly k lidskym stalym
oblastem a srovnavala se jejich G¢innost in vitro. Dva
pouzité pristupy byly priprava chimerni protilatky,
obsahujici nezménéné mys$i proménné oblasti a humanizované
formy, ve kterych se myS$i hyperproménné oblasti (CDRs)
nastépovaly na lidské ramcové sekvence v ramci proménnych
oblasti. Chimerni protildtky si udrZuji vlastnosti vazici
antigen, jako maji jejich materské protilatky, ale je u nich
vétsi pravdépodobnost, Ze budou imunogenni. Je méné
pravdépodobné, Ze humanizované protildtky budou imunogenni,
ale mutace zavedené p¥i humanizaci mohou ovlivnit vaznost
antigenu.
A. Vytvoreni a charakterizace in vitro chimernich
a humanizovanych protildtek

Oblasti VL a VH anti~-CD40 monoklondlni protildtky
2.220 se ziskaly PCR. CDNA se pripravila z RNA izolované
z hybridomi expresujicich 2.220 monoklonadlni protildtku za
pouziti IgGl-specifického nebo Cg-specifického anti-sense
primeru (primeru protismyslové orientace), aby se ziskaly
oblasti VH nebo VL. Poly-G konec se pridal k témto
jednoduchym Sroubovicim DNA. Proménné oblasti se poté
amplifikovaly PCR za pouZiti jako sense primeru (primeru
smyslové orientace) oligonukleotidu obsahujiciho sekvenci
poly-C komplementdrni k poly-G konci a hnizda antisense
primerd (primerl protismyslové orientace). Produkt ziskany
PCR se potom vloZil do bakteridlniho vektoru za pouZiti
restrikénich mist zahrnutych v primerech. Vicenasobné klony
se potom sekvenovaly dideoxynukleotidovym sekvenovanim.
Provedly se dva nezavislé pokusy, které zacd¢inaly ve fazi RNA
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a ziskané sekvence byly stejné.

Pro pripravu chimerni formy protilatky se proménné
oblasti amplifikovaly PCR za pouZiti primerti, které zavedly
sekvenci, kédujici signdlni sekvenci lidské protilatky,
kterd byla zjisténa jako néjblize spojena se sekvenci
2.220, jak ukazuje obrazek 4. PodtrZené podily sekvence
proménného lehkého retézce (obrazek 4a) a sekvence
proménného tézkého retézce (obrazek 4b) oznaduji vlozené
signalni sekvence lidské protildtky s nejbliZz&i homologii
k mysi 2.220. Tyto produkty PCR se vloZily do vektoru
obsahujiciho sekvence kédujici stdlé oblasti lidské kappa
nebo lidské 11, aby vznikl kompletni lehky nebo tézky
retézec. Vektory rovnéZ obsahovaly vhodné geny rezistence na
lé¢iva pro pripravu a amplifikaci stdlych linii
expresujicich protein. Protein k inicidlni charakterizaci se
vytvoril pfechodnou expresi z buné&k COS, po které
nasledovalo ¢isténi proteinu A.

Pro priklad, linie bunék vytvarejicich chimerni
protilatku se vytvorily transfekci bunék CHO DG44
s oddelenymi vektory exprese pro lehké a tézké retézce
chimerni protildtky a vysokokopiova elektroporacni metoda se
pouzila k podpofe kointegrace. (Viz U.S. Patent 4956288).
Tézké a lehké retézce chi220 se klonovaly do vektort pD17
a pDl16 v tomto poradi. Oba vektory jsou odvozeny od In Vitro
plasmidu pcDNA3 a obsahuji ndsledujici &lanky (viz obréazek
12): (1) gen rezistence na neomycin z pcDNA3 se nahradil
genem mysSi reduktdzy dihydrofolatu (DHFR) za kontroly
promotoru SV40 bez enhanceru (rovnéz oznadovaném jako
"oslabeny DHFR"; stoji za povSimnuti, Ze pouze promotor byl
oslaben, nikoli enzym DHFR - promotor bez enhanceru stale
obsahuje SV40 plvod replikace, a tak tyto vektory lze pouzit
pti prechodnych COS transfekcich); (2) gen, o ktery ijde, je
expresovan z CMV promotoru a signdl pro polyadenylaci je
z genu hovéziho rustového hormonu; (3) kazeta exprese pro
gen, o ktery jde, je obklopena sekvencemi pro ukondeni
transkripce (napriklad 5' do promotoru a 3' do mista poly
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A); (4) vektory obsahujici dva odlisgné polylinkery
s restrikénimi misty, jeden 3' k promotoru pro klonovani
genu, o ktery jde, a jeden 5' k promotoru pro linearizaci
vektoru pred transfekci; (5) gen rezistence na ampicilin
a ColEl pUvod pro plasmidovou propagaci v E. coli.

Pouzité geny tézZkého a lehkého retézce byly genoﬁové
produkty s nasledujicimi modifikacemi: (1) kédujici sekvence
pro signalni peptid tézkého retézce, proménna oblast a CH1
doména byly prilehlé (neobsahovaly %adné introny) a (2)
kédujici sekvence pro signdlni peptid lehkého Fetdzce
a proménna oblast byly prilehlé.

Jiné vektory exprese, znamé odbornikovi v oboru, které
Jsou schopné exprese chimerni protildtky, jsou predvidany
v poskytnutém vyndlezu. Sekvence nukleovych kyselin
pouzitelnd ve vektoru exprese, schopném exprese tézkého
Yeteézce chimerni protildtky poskytnutého vynalezu je ukazéana
na obrazku 13; sekvence nukleovych kyselin pouZitelna ve
vektoru exprese, schopném exprese lehkého Fetézce chimerni
protilatky poskytnutého vyndlezu je ukazana na obrézku 14.

Kompletni sekvence aminokyselin té&Zkého a lehkého
fetézce chimerni protildtky ("chi220"), zahrnujici proménné
a stdlé oblasti, je uvedena niZe (zvyraznéné aminokyseliny
oznacuji proménny téZky a promé&nny lehky fetézec):

Sekvence tézkého retézce (SEQ ID NO:3)

QIQLVQSGPE
INTHSGVPKY
NGNYDLAYFA

VKDYFPEPVT
QTYICNVNHK
KPKDTLMISR
YNSTYRVVSV
PQVYTLPPSR
PVLDSDGSFF
GK

LKKPGETVRI
VEDFKGRFAF
YWGQGTLVTV
VSWNSGALTS
PSNTKVDKKV
TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLN
DELTKNQVSL
LYSKLTVDKS

SCKASGYAFT
SLETSANTAY
SAASTKGPSV

GVHTFPAVLQ
EPKSCDKTHT
VSHEDPEVKF
GKEYKCKVSN
TCLVKGFYPS
RWQQGNVFSC

TTGMQWVQEM
LQISNLKNED -
FPLAPSSKST

SSGLYSLSSV
CPPCPAPELL
NWYVDGVEVH
KALPAPIEKT
DIAVEWESNG
SVMHEALHNH

PGKGLKWIGW
TATYFCVRSG
SGGTAALGCL

VIVPSSSLGT
GGPSVFLFPP
NAKTKPREEQ
ISKAKGQPRE
QPENNYKTTP
YTQKSLSLSP

50

100
150
200
250
300
350
400
450
452




Sekvence lehkého retézce (SEQ ID NO:4)

DIVLTQSPAT LSVIPGDRVS LSCRASQSIS DYLHWYQQKS HESPRLLIKY 50
ASHSISGIPS RFSGSGSGSD FTLSINSVEP EDVGIYYCQH GHSFPWTFGG 100
GTKLEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV 150

DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEV
LSSPVTKSFN RGEC s ggg

Bylo pfipraveno nékolik humanizovanych forem 220.
Tento proces zahrnuje identifikaci mySich a lidskych
sekvenci zarodec¢nych linii s nejblizsi homologii k VH a VL
doménam. MySi sekvence zérodeénych linii se pouZily
k identifikaci pravdépodobnych lokaci somatickych mutaci,
které vznikly béhem procesu vyzravani afinity. Lidské
sekvence se potom pouZily jako templaty a ty oblasti
sekvence, u nichZz je znamo nebo se predpoklada, ze jsou
duleZité ve vazebné specificité&, se nahradily v lidskych
sekvencich jak VH, tak VL. Struktury téchto sekvenci se
potom modelovaly za pouZiti jako templatu proteinu
s nejbliZsi homologii, pro ktery se rozpustila krystalicka
struktura. Plasmidy kédujici humanizované formy se
pripravily za pouZiti PCR fizemé mutageneze a pouZily se
k pripravé protilatky prechodnou expresi z COS bunék.
Zkousky in vitro se provedly s chimernimi a humanizovanymi
protilatkami poskytnutého vyndlezu a jejich vysledky ukazuje
obrazek 5. Obrdzek 5a ukazuje vysledky vazebné zkousky
testujici vazbu chi220 a h220v3 na hCD40-mG2b ve zkousce
zaloZené na metodé ELISA. Jamky desticek Immulon-2 se
potahly hCD40-mG2b v koncentraci 10 ng/ml v PBS po dobu 2
hodin. Jamky byly blokovany vzorkovym rozpoustédlem (Genetic
systems) a pridaly se protildtky v oznadenych koncentracich.
Nédsledovala inkubace po dobu 1 hodiny, jamky se promyly,
detekovala se pritomnost protildtky za pouziti IgG kozi
protilidské protilatky znacené peroxiddzou. H220v3 je
humanizovana forma monoklondlni protildtky 2.220. Hodnoty
jsou prumérem ze dvojitych jamek a sloupce chyb predstavuji
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Obrazek 5b ukazuje vysledky zkousky testujici inhibici
kostimulace, zprostredkované sgp-39, 1lidskych B-bunék
s monoklondlnimi protildatkami proti lidskym CD40. Lidské
tonsilarni B-buniky v klidové fazi (50000 na jamku) se
inkubovaly s proteinem'fuze sgp392, 20 pg/ml imunokulidkami
(immunobeads) potaZenymi krali&im protilidskym IgM
a oznacenymi koncentracemi monoklonalnimi protilatkami proti
CD40 nebo pouze mediem ke kontrole na destickach s 96
Jamkami. 72 hodin po iniciaci kultur se vSechny jamky
oznacdily [3H]thymidinem na hodnotu 1 uCi na jamku a bunky se
kultivovaly po dobu dalsich 18 hodin. Bunky se potom
sklidily a zac¢lenény [3H]thymidin se méril na pocitadi
scintilace.

Na zakladé vysledk zkougek in vitro (obrazky 5a
a 5b, které ukazuji, Ze jak chimerni, tak humanizovana
protilatka U¢inné vdzala CD40 a inhibovala stimulaci
B-bunék) byla pro dalsi studii zvolena chimerni protilatka.

Priklad 3
U&innost chi220

A. Chimerni monoklondlni protildtka 2.220: Studie u¢innosti
Vv jedné davce na primidtech jinych ne# lidech.

Chi220 se hodnotila na opicich Cynomolgus z hlediska
jeji schopnosti sniZovat primdrni a sekundarni humordlni
imunni odpovédi na antigeny dependentni na T-butikdch.

V jedné studii se skupiny &tyr opic imunizovaly ov&imi
erythrocyty (SRBCs) a dostaly ovalbumin (OVA) k sekunddrni
imunizaci tésné pred podanim jedné intravendzni bolusové
davky bud chi220 v davce 10, 40 nebo 100 mg/kg nebo
sterilniho roztoku soli pufrované fosfored&nanem (PBS) jako
kontroly. Bylo pozorovano vyznamné sniZeni primdrni
humordlni imunni odpovédi na SRBCs ve v&ech tfech davkach,
coZ demonstruje Uéinnost chi220 u primatd. Byla pozorovana
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prechodna, na davce zavisla deplece perifernich B-bunék

u véech opic, lé&enych chi220 a doba, po kterou se B-bunky
dostaly zpét na puvodni hladinu, rovnéZ zavisela na davce.
Ve dvou nejvyssich ddvkach byly pozorovadny prechodné mirné
poklesy prumérného absolutniho podétu perifernich T-bunék.
Byly také pozorovany pFechodné minimdlni poklesy hladin IgM
v séru, ale Zadné zmény hladin IgG nebo IgA v séru, spojené
s podavanim léciva.

Pro hodnoceni indukce imunni tolerance a reversibility
imunosupresivni G¢innosti se vSechny opice imunizovaly OVA,
SRBCs a neoantigenem, keyhole limpet hemocyanin (KLH) ve
149. dnu, kdyZ sérové hladiny chi220 ve skupiné s davkou
100 mg/kg byly jiZ pod hladinami, o nichZ se pfedpoklada, ZzZe
jsou imunosupresivni (p¥ibliZné 10 pg/ml) a pocty periferich
B-bunédk se vratily na hladiny pred podénim davky. Anti-SRBC
odpovéd pri nejniz&i davce byla vSeobecné srovnatelna
s primdrni anti-SRBC protilatkovou odpovédi u kontrolnich
opic. Protilatkova odpovéd na SRBC byla nicméné stdle
dédstedné nebo vyznamné sniZena u opic 1lé¢enych dvéma vySSimi
davkami.

K dalsimu prozkoumani zavislosti imunosuprese
a deplece B-bunék na davce se provedla druha studie, ve
které se dalsi opice (&tyfi na skupinu) imunizovaly SRBCs
a poté se jim dala chi220 v jedné dévce 0,1 nebo 1,0 mg/kg
nebo PBS. Suboptimdlni imunosuprese protilatkové odpoveédi na
SRBCs byla pozorovéna u obou divek. Mirnad deplece
perifernich B-bunék byla evidentni u opic, které dostaly
davku 1,0 mg/kg chi220 k 8. dni a vratila se na puvodni
hladinu k 29. dni. P¥i davce 0,1 mg/kg byl pozorovan pokles
prumérného po&tu a procentudlniho zastoupeni perifernich
B-bunék, ale hodnoty nebyly mimo normdlni rozmezi
procentudlniho zastoupeni B-bunék. Pro absolutni pocty
perifernich B-bunék nebyly dosud stanoveny limity. U opic,
které dostaly davku 1 mg/kg chi220, byly pozorovany
pfechodné minimélni poklesy po¢tu perifernich T-bunék
a mirné poklesy v proliferaci T-bunék ex vivo. A konecné




nebyla prokdzadna aktivace komplementu ani zmény v sérovych
hladindch IL-6 nebo TNFa, spojené s poddvanim léciva.
Aktivace T-bunék ex vivo, aktivace komplementu a hladiny
cytokind v séru se nehodnotily u opic, které dostaly davku
10, 40 nebo 100 mg/kg chi220.

V obou studiich se zkousely vzorky séra po podani
chi220 na hladiny testované latky v obéhu a na hodnoceni
tvorby protildtky proti ni. Farmakokinetickd analyza
ukdzala, Ze prumérnd maximdlni koncentrace v séru (Cp.,)
chi220 nerostla proporciondlné v zavislosti na davce a Ze
biologicky polocas chi220 se prodlouZil pri zvySeni podané
davky. Bylo zjisténo, Ze chi220 je imunogenni pr¥i podéani
v davkach 0,1, 1 nebo 10 mg/kg. P¥i koncentracich v obéhu
nad 10 pg/ml se zdd, Ze chi220 miZe sniZit protiléatkovou

odpovéd zamérenou proti ni.
1. Protokol experimentu

V zahajovaci studii, kterd byla zminéna vysSe, se
prid&lily opice Cynomolgus do &tyf skupin, sklddajicich se
ze dvou samcl a dvou samic. VSechny opice se 28 dni pred
poddnim chi220 nebo kontroly imunizovaly OVA (5 mg/kg
intramuskuldrné a 10 mg/kg subkuténné). 1. den se vSechny
opice imunizovaly SRBCs (1,7 ml/kg 10% suspenze
intravenézné) a druhou imunizaci OVA dostaly (5 mg/kg
intramuskuldrné a 10 mg/kg subkutédnné) tésné pred podanim
jedné intravenézni bolusové davky bud chi220 v davkach 10,
40 nebo 100 mg/kg nebo sterilniho PBS jako kontroly. Ve
149. dnu, poté co hladiny chi220 v séru poklesly pod domnéle
imunosupresivni hladiny (priblizZné 10 ug/ml) a hodnoty
perifernich B-bunék se navratily na hladiny pfed podanim
davky ve vsech skupinadch, se opice imunizovaly OVA, SRBCs
a KLH (10 mg/zvife intramuskuldrné). Cilem imunizace KLH
bylo ukédzat, Ze opice jsou schopny zahdjit imunni odpovéd na
neoantigen poté, co byly léceny chi220.

S cilem demonstrovat lep&i zavislost odpovédi na davce
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u imunosuprese a deplece perifernich B-bunék, dalsi
opice se v druhé studii (dvé jednoho pohlavi na skupinu)
imunizovaly SRBCs a poté dostaly jednu davku bud chi220
v davce 0,1 nebo 1,0 mg/kg nebo PBS jako kontrola v 1. dni.
Monitorovaly se hematologické parametry a subpopulace h
lymfocytl periferni krve ve zvolenych &asech bé&hem obou
studii. Monitorovaly se sérové chemické parametry u opic,
ktere dostaly davky chi220 10, 40, nebo 100 mg/kg, ale tyto
parametry se nemonitorovaly u opic, které dostaly davky 0,1
nebo 1,0 mg/kg, protoZe ve vysSSich davkdch nebyla zjisténa
Zadna pozorovani se vztahem k 1lé¢ivu. Kromé& toho se mérily
hladiny IgM, IgG a IgA a chi220 v séru. Pro hodnoceni
u¢innosti se zjistovala tvorba specifickych IgM a IgG
protilatek proti SRBC a OVA imunogenim ve vhodnych vzorcich
séra ziskanych tésné pred aplikaci imunogenu a po tydnech
poté. Tvorba specifickych IgM a IgG protildtek proti
testované latce u opic, kterym byla aplikovadna chi220, se
mérila pred podédnim testované latky v 1. dni a po tydnech
poté. Pri porovnavani protildtkové odpovédi skupinami se
pouZily geometrické pruméry titrovanych hodnot. Kromé& toho
se merily celkovad hemolytick& aktivita komplementu (CH5O)

a hodnoty C4d fragmentu a hodnoty TNF-a a IL-6 se urc&ovaly
u opic, které dostaly davky 0,1 nebo 1 mg/kg chi220 ve
zvolenych casech po podédni chi220. Aktivace ex vivo T-bunék
periferni krve se rovnéZ hodnotila po stimulaci
konkanavalinem A u opic, které dostaly davky 0,1 nebo 1
mg/kg chi220 v 17. a 31. dni, aby se hodnotily u&inky
chi220 na odpovéd T-bunék na mitogen. Kone&né byly vSechny
opice pozorovany z hlediska klinickych znamek toxicity,
télesnd hmotnost se zaznamenavala tydné a spotfeba potravy
denné.

Opice se imunizovaly SRBC pred poddnim noside nebo
chi220 v davce 10, 40 nebo 100 mg/kg (obrizek 6a) nebo
chi220 v déavce 0,1 nebo 1 mg/kg (obrdzek 6b) v 1. dni.
Vzorky séra se analyzovaly na IgM protilatky proti SRBC

pomoci ELISA. Data jsou vyjadr¥ena jako geometricky primér
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kone¢ného titru (end-point titer - EPT) anti-SRBC protilatky
pro kazZdou skupinu (n=2 [100 mg/kg po 15 dnech] nebo 4), kde
EPT je ekvivalentni reciproé¢ni hodnoté nejvyssiho zredéni
séra s absorbanci vétsi neZz dvojndsobek priaméru pozadi
destic¢ky.

2. Vysledky
a. Protilatkova odpovéd proti SRBC

Pri podani opicim v davkach 10, 40 nebo 100 mg/kg byla
chi220 G¢innd k vyznamnému sniZeni primdrni protilatkové
odpovédi proti SRBCs. Ve dni s nejvys$si hladinou primarni
protildtkové IgM odpovédi proti SRBC (8. den), priumérna
primdrni protilidtkovd IgM odpovéd proti SRBC se sniZila
priblizné o 92 aZz 924 % u opic, lécenych chi220 v davkach
10, 40 nebo 100 mg/kg ve srovnani s kontrolou (obrizek 6a).
Prumérnd protildtkovad IgM odpovéd proti SRBC ve skupiné se
nestala pozitivni v prabéhu 85. dne p¥i davkéch 10, 40 nebo
100 mg/kg. Ve dni s nejvyss$i hladinou primdrni protildtkové
IgG odpovédi proti SRBC (15. den), prumérnd primdrni
- protildtkovad IgG odpovéd proti SRBC se snizila o 98 aZ 99
a 85 % u opic, lécCenych chi220 v davkach 10, 40 nebo 100
ng/kg v tomto poradi ve srovnani s kontrolou (obrazek 7a).
Vyssi celkové titry protilatky proti SRBC pred poddnim davky
mohly zpusobit zjevnou absenci zadvislosti imunosuprese na
davce. Celkové, u opic lééenych chi220 v davce 10 nebo 100
mg/kg se nezvySovala primdrni protildtkovd IgG odpovéd proti
SRBC aZ do 85. dne. Nicméneé dvé opice lécené chi220 v davce
40 mg/kg mé&ly opozZdénou primdrni protildtkovou IgG odpoveéd
proti SRBC (srovnatelnou s velikosti kontrolni odpovédi),
ktera se stala pozitivni k 31. dni a méla vrchol v 51. dni.

149. den, poté, co hladiny chi220 poklesly pod udajné
imunosupresivni hodnoty (pfibliZné 10 pg/ml) a hladiny
B-bunék v periferni krvi se ve vsSech skupinach vratily na
pivodni uroven, se opice podruhé imunizovaly SRBCs. Jak se
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predpoklddalo, u kontrolnich opic se zvysila silna
sekunddrni protildtkova IgG odpovéd proti SRBCs.
Opice 1lé&ené chi220 v davce 10 mg/kg vykazovaly primarni IgM
a IgG protildtkové odpovédi na SRBCs vSeobecné srovnatelné
s primdrni odpovédi u kontrolnich opic. Protilatkova odpoveéd
na SRBCs byla nicméné stdle ¢astec¢né sniZena pri davce 40
mg/kg a vyznamné sniZena pr¥i dévce 100 mg/kg. Ackoli se
u dvou opic lé&enych chi220 v davce 40 mg/kg, které predtim
vykédzaly slabé primarni protilatkové odpoveédi na SRBC,
vytvorily titry IgM a IgG protildtek proti SRBC
charakteristické pro sekundarni protilatkovou odpovéd,
protildtkové odpovédi proti SRBC u ostatnich dvou opic této
skupiny a u zbylych opic lé&enych chi220 v davce 100 mg/kg
byly stdle sniZeny pribliZné o 90 % ve srovnani s prumérem
primdrni protildtkové odpovédi proti SRBC u kontrolnich
opic.

Suboptimdlni imunosuprese protildtkové odpovédi na
SRBC byla pozorovana po podéni 0,1 nebo 1,0 mg/kg chi220
(obrazky 6b a 7b). Zatimco vSechny opice lécené chi220
vykdzaly pozitivni IgM protilatkovou odpovéd a SRBC antigen,
celkovy prumérny vrchol IgM protildtkové odpovédi proti SRBC
se snizil p¥ibliZné o 56 % u opic lécenych chi220 v davce
1 mg/kg ve srovnani s prumérnym vrcholem kontrolni odpovédi.
U opic lé&enych chi220 v davce 0,1 mg/kg nebylo pozorovano
24dné sniZeni protildtkové odpovédi na SRBC. Prumérna IgM
protilatkovd odpovéd na SRBC dosadhla vrcholu 15. den
u kontrolnich opic a 8. den u opic, které dostaly 0,1 a 1,0
mg/kg chi220. Celkové se primérny vrchol IgG protilatkove
odpovédi proti SRBC sniZil p¥ibliZné o 56 % a 42 % u opic
1é&enych chi220 v davce 0,1 a 1,0 mg/kg v daném poradi.
Pramérnd IgG protildtkova odpovéd na SRBC dosdhla vrcholu
15. den u kontrolnich opic a u opic, 1lé&enych 1 mg/Kg
chi220 a 8. den u opic, které dostaly 0,1 mg/kg chi220.

b. Protilatkové odpovéd proti OVA
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Opicim se 1. den podala intravenézni davka 10, 40 nebo
100 mg/kg chi220. Navic se vSechny opice imunizovaly OVA
28., 1. a 149. den. Vzorky séra se analyzovaly na IgM
(obrédzek 8a) nebo IgG (obrazek 8b) protilatky proti OVA.
Udaje jsou vyjadreny jako geometricky prumér konedénych titrt
(EPT) protildtek proti OVA pro kaZdou skupinu (n=2 [100
mg/kg po 15 dnech] nebo 4), kde EPT jsou ekvivalentni
reciproéni hodnoté nejvyssiho zredéni séra s absorbanci
vétsi neZ dvojnasobek pruméru pozadi desticky. \

Tvorba specifickych IgM a IgG protildtek proti OVA se
monitorovala tydné béhem studie u opic, které dostaly
chi220 v davkach 10, 40 nebo 100 mg/kg. Primarni
a sekunddrni protiladtkové odpovédi proti OVA byly velmi
proménlivé a u vSech opic vSeobecné slabé. (obrazek 8).
Opice, kterym se podala chi220 1. den, mély vétsSi titry
protilatky proti OVA neZ opice v kontrolni skupiné.

149. den dostaly opice tercidrni imunizaci OVA.
VSechny opice vykazaly pozitivni IgG protildtkové odpovédi
na OVA béhem 7 dnd po imunizaci. Kontrolni opice a opice
léc¢ené chi220 v davce 10 mg/kg mély titry protilatek
charakteristické pro tercidrni protildtkovou odpoveéd,
zatimco opice lé&ené chi220 v d&vce 40 nebo 100 mg/kg mély
titry protildtek vice charakteristické pro sekunddrni
protilatkovou odpovéd.

c. Protilatkova odpovéd proti KLH

Opicim se 1. den podala intravenézni davka 10, 40 nebo
100 mg/kg chi220. Navic se vSechny opice imunizovaly KLH
149. den. Vzorky séra se analyzovaly na IgM (obrézek 9a)
nebo IgG (obrazek 9b) protildtky proti KLH. Udaje jsou
vyjadreny jako geometricky primér koneénych titrd (EPT)
protilatek proti KLH pro kaZdou skupinu (n=2 [100 mg/kg po
15 dnech] nebo 4), kde EPT jsou ekvivalentni recipro&ni
hodnoté nejvyssSiho zredéni séra s absorbanci vétsi nez
dvojnédsobek pruméru pozadi desticdky.
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Ve 149..dnu, poté co hladiny chi220 v séru poklesly
pod domnéle imunosupresivni hladihy (pribliZné 10 pg/ml)
a hodnoty perifernich B-bunék se navratily na hladiny pred
podanim davky ve vSech skupinadch, se opice imunizovaly KLH
(10 mg/zvire intramuskuldrné). VSechny opice vykazaly
pozitivni IgM a IgG protildtkové odpovédi na KLH, coZ
ukazuje, Ze schopnost imunni odpovédi na novy antigen pote
nebyla oslabena.

d. Sérové hladiny testovaci latky a protilatkove
odpovédi proti testovaci latce

vVzorky séra se zkousSely po podani chi220, aby se
uré¢ily hladiny cirkulujici testovaci 1latky a hodnotila
tvorba protilatky proti ni. Maximdlni koncentrace chi220

v séru (C ) se objevila t¥i minuty po podéni davky 10 nebo

max
40 mg/kg a Sest hodin po podédni davky 100 mg/kg. Hodnoty
Cpax ©hi220 byly 329, 2429 a 2343 ug/ml u opic lécenych
davkami 10, 40 nebo 100 mg/kg. Vyznamnad variabilita se
nicméné objevila u jednotlivych opic ve skupindch lécenych
davkami 40 a 100 mg/kg. Prumérny poloc¢as chi220 v séru byl
odhadnut p¥ibliZné na 114, 173 a 315 hodin u opic 1lécenych
davkami 10, 40 nebo 100 mg/kg.

Prumérné hodnoty Cp.. tri minuty po podani chi220 byly
1,77 a 33 pg/ml pro davky 0,1 a 1 mg/kg v tomto poradi.
Nebyly pozorovany Zadné rozdily sérovych hladin chi220
v zavislosti na pohlavi pri Z&dné dévce. Prumérné hodnoty
AUC; ¢ byly 15,5 a 847 ug.h/ml pro davky 0,1 a 1 mg/kg
v tomto poradi. Shrnuto, vysledky studii ukazuji, ze polocas
chi220 se prodluZuje se zvySujici se davkou. Navic se zda,
Ze Cpax chi220 roste nerovnomérné s rostouci davkou.

Aékoli IgM odpovéd na testovaci latku u opic, kterym
se podala dévka 10, 40 nebo 100 mg/kg chi220, byla minimdlni
nebo chybéla vibec, byla pozorovdna vyznamna IgG odpovéd na
testovaci 1latku u opic, kterym se podala davka 10 mg/kg

chi220. Prumérnad IgG odpovéd na testovaci latku u opic,
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kterym se podala davka 10 mg/kg chi220, byla pozitivni 29.
den, pribliZné 1 tyden poté, co prumérnd koncentrace chi220
v séru poklesla pod hodnotu 10 pg/ml a dosdhla vrcholu ve
36. a 43. dnu pri titru o geometrickém priméru 12,627.
Vyskyt IgG protildtek proti testovaci latce u opic, kterym
se podala davka 10 mg/kg chi220 se rovnéZ shodoval s prvnim
detekovatelnym narastem poc¢tu B-bunék nédsledujicim po
depleci. AZ do posledniho dne mé¥eni (149. dne) opice,
kterym se podala davka 40 nebo 100 mg/kg chi220, stéle
nevykdzaly pozitvni protildtkovou odpovéd proti chi220,
ackoli primérné sérové hladiny chi220 byly niZsi nez 10
pg/ml do 57. dne (u skupiny, kterd dostala 40 mg/kg) nebo do
92. dne (u skupiny, kterd dostala 100 mg/kg).

Chi220 byla imunogenni p¥i podani v davce 0,1 nebo 1
mg/kg. T¥i ze &ty¥ opic, kterym se podala davka 0,1 nebo 1
mg/kg chi220, mély do 15. dne studie slabé pozitivni IgM
protilatkovou odpovéd proti testovaci latce. T¥i ze &tyr
opic, kterym se podala davka 1 mg/kg chi220, mély do 22. dne
studie vyznamnou IgG protildtkovou odpovéd proti testovaci
latce, kterd dosdhla vrcholu pri titru o vysledném
geometrickém pruméru 16,618. Celkové vzato, geometricky
pramér IgG protildtkové odpovédi na testovaci 1latku nebyl
pozitivni u opic, kterym se podala davka 0,1 mg/kg chi220
a pouze jedna opice které se podala davka 0,1 mg/kg chi220,
méla slabé pozitivni IgG protildtkovou odpovéd na testovaci
latku, kterd dosahla vrcholu 22. den pf¥i kone¢ném titru
2430. Shrnuto, tyto Udaje naznacéuji, Ze chi220 je schopna
imunosuprese protilatkové odpovedi proti ni pri hladinéach
v séru vétsich neZ pfibliZné 10 pg/ml.

Priklad 4
Priprava humanizovanych protilatek F4 a L3.17 proti CD40

Pro humanizaci monoklondlnich protildtek se pouZila
tfada zplsobl znadmych v oboru. Pristupy zaloZené na strukture
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se ukdazaly jako uZiteCné, ale komplexnost, kterd vychézi

z vysokého pocétu ramcovych zbytku potencidlné se ddastnicich
vazebné aktivity sniZuje miru dspésSnosti. SpisSe neZ
predvidani optimdlniho ramce zaloZeného na modelovani
umoZnuje identifikaci aktivnich konformaci ramce zaloZené na
skreeningu poc¢etnych kombinaci pristup knihovny protilétek,
ktery je popsén niZe. Pristupy mutagenetické spojené do
zpisobl vyb&ru umoZfiuji analyzu mnoha variant a mimiky

v procesu maturace in vivo (shrnutych v Marks J. D. a kol.,
J. Biol. Chem. 267, 16007 - 16010 (1992). Mutageneze
zaloZend na kodonu umoZnuje vytvoreni knihoven které
charakterizuji prispévék specifickych zbytkt a takto je
U¢innéjsi neZ pristupy ndhodné mutageneze. Napriklad
vysokokontrolovand PCR nemiiZe byt pou#ita k syntéze knihoven
kombinatornich rédmcl, popsané niZe. Kromé& toho nadhodna
mutageneze vytvari véts$i a rozmanitéj&i knihovny

a nanestésti vétsSina mutaci nezvysuje vazebnou aktivitu
monoklondlni protildtky. V disledku toho musi projit
screeningem veétsi pocCet klond, aby se identifikovaly aktivni
varianty.

Strategie nazvand "rizeny vybér" se pouZila k izolaci
lidské monoklonalni protilatky z fégové knihovny v procesu,
sestdvajicim ze dvou krokl, ktery poufivid hlodavéi
monoklondlni protilatku jako templdt (Jespers L. S. a kol.,
Bio/Technology 12, 899 - 903 (1994). Neddvno byla popséana
variace rizeného vybéru pouZivajici technologie vyuzivajici
fagovych knihoven, ve které se pouZil chimerni Fd fragment
k vybéru L retézce z knihovny obsahujici lidské L Fetézce
s nastépovanym my$im CDR3 (Rader C. a kol., Proc Natl. Acad.
Sci. USA 95, 8910 - 8915 (1998). Nésledné se pouZil
nejaktivnéjsi L retézec k vybéru H retézce z knihovny
lidskych H ¥etézcl obsahujici mySi HCDR3. Monoklondlni
protilatky izolované témito p¥istupy jsou vyhradné lidské
(Jespers, viz vysSe) nebo vétsSinou lidské (Rader, viz vyse),
ale znac¢nad rozmanitost protilatek, kterd vznikd v kazZdém

kroku procesu, zplUsobuje nutnost pouZiti zpusobl zvysujicich




afinitu.

Vyuzily se nasleduji materidly a postupy k pripravé
humanizovanych protilétek poskytnutého vynalezu F4 a L3.17
proti CD40:

1. Priprava chimerni protildtky proti CD40

Pripravily se a purifikovaly prekryvajici
oligonukleotidy kédujici VH a VL (69 - 75 bazi na délku) na
zdkladé sekvence mys$i monoklondlni protilatky 2.220 proti
CD40. Proménné H a L domény se syntetizovaly oddélené
kombinovanim 25 pmol kazdého z prekryvajicich se
oligonukleotidd s Pfu DNA polymerdzou (Stratagene) v 50 pl
PCR reakci sklddajici se z 5 cykld: denaturace pri teploté
94°C po dobu 20 sekund, chlazeni pfi teploté 50°C po dobu
30 sekund, dosaZeni teploty 72°C béhem 1 minuty a udrZovani
pri teploté 72°C po dobu 30 sekund. Nasledné se chladici
teplota zvysila na 55 Oc v 25 cyklech. Reversni primer
a biotinem znadeny forward primer se pouzily , aby se dale
amplifikoval 1 pl fuzniho produktu v 100 pul PCR reakci za
pouziti stejného postupu. Produkty se Cistily elektroforézou
na agarozovém gelu, podrobily se elektroeluci a fosforylaci
pomoci T4 polynukleotidové kindzy (Boehringer Mannheim)

a poté se inkubovaly s streptavidinovymi magnetickymi
kulickami (Boehringer Mannheim) v 5 mM Tris-Cl o pH 7,5,

0,5 mM EDTA, 1 M NaCl a 0,05% Tweenem 20 pri teploté 25°C po
dobu 15 minut. Kuli¢ky se promyly a minusova vlakna DNA
neznadend biotinem se vymyla inkubaci s 0,15 M NaOH pri
teploté 25°C po dobu 10 minut. Chimerni anti-CD40 FAB se
syntetizovala v modifikovaném M13IX104 vektoru (Kristensson
K. a kol., Vaccines 95, 39 - 43 Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, (1995), pojmenovaném
M13IX104CS, cestou hybridizaéni mutageneze (Rosok M. J.

a kol., J. Biol. Chem. 271, 22611 - 22618 (1996); Kunkel T.
A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488 - 492 (1985) za
pouziti VH a VL oligonukleotidl ve trojndsobném molarnim
nadbytku uridinylatovanych vektorovych templatd. Vektor
M13IX104 se modifikoval vyménou cysteinovych zbytkd na konci




kappa a 71 stalych oblasti za serin. Reakce byla
elektroporovidna do DH10B bunék a titrovana na buiikdch of
XL-1 Blue.

2. Priprava kombinatorniho ramce a knihoven rémec/CDR3

Knihovna kombinatornich rémch (Hu I) se syntetizovala
stejnym zplUsobem, pouzZitym k pripravé chimerni anti-CD40
s modifikacemi. Syntetizovaly se prekryvajici se
oligonukleotidy kédujici ramcové oblasti H a L proménnych
domén lidského templdtu a mySich anti-CD40 CDRs jak je
definoval Kabat a kol. (Kabat E.A. a kol., Sequences of
proteins of immunological interst 5.vydani, (1991).
Washington DC: United States department of Health and Human
Services; Kabat E.A. a kol., J. Biol. Chem. 252, 6609
- 6616 (1977). Pripravily se degenerované oligonukleotidy
kédujici jak mySi tak lidské aminokyseliny na sedmi VH
a jedné VK ramcové pozici (obrazek 15, zbytky oznadeny
hvézdic¢kou).

Knihovny ramec/HCDR3 (Hu II) a rdmec/HCDR3/LCDR3 (Hu
III) se syntetizovaly stejnym zplsobem jako knihovna
kombinatornich ramcd s modifikacemi. Zbytky CDR vybrané pro
102 ¢ HeDR3 a 61n82-Thr®7 v LcDR3
(obradzek 15, podtrieno). Oligonukleotidy kédujici HCDR3

mutagenezi byly: SergS—Tyr

a LCDR3 se oznaclily pro preménu jednoduchého CDR zbytku
a syntetizovaly se zavedenim NN(G/T) v kazdé pozici, jak je
v oboru popséano (Glaser S. M. a kol., J. Immunol. 149, 3903

3913 (1992). Prekryvajici se oligonukleotidy kédujici mysi
CDRs 2z knihovny rémcli a ty, které nejsou z knihovny réamct se
zkombinovaly s 25 pmol oligonukleotidd kédujicich mutované
HCDR3 nebo s 25 pmol kaZdého z oligonukleotiddt kédujicich
mutované HCDR3 a LCDR3. '

3. Screening fédgovych expresnich knihoven

Hu II a Hu III se nejprve vyhledaly modifikovanym



plakovym pfistupem znadmym v oboru, pojmenovanym capture lift
(Watkins J. D. a kol., Anal. Biochem. 256, 169 - 177

(1998). Ve strucénosti, nitrocelulézové filtry (82-mm) se
potahly kozi protilidskou kappa, obsadily 1% BSA a nasadily
na agarovou destic¢ku obsahujici fagy infikované bakteridlni
bunky. V zahajovacim screeningu se fagy vysazovaly pri
hustoté 10° fdgui na 100mm desticku. Po zachyceni fagy
expresovanych anti-CD40 variant FAB se filtry inkubovaly po
dobu 3 hodin p¥i teploté 25 °C s 5 ng/ml anti-CD40-Ig v PBS
obsahujicim 1 % BSA. Filtry se promyly &tyrikrat PBS,
obsahujicim 0,1 % Tweenu 20 a inkubovaly se kozim protimy&im
IgG,p,—alkalickym fosfatazovym konjugdtem (Southern
Biotechnology) z¥edé&nym 3000-krat v PBS obsahujicim 1 % BSA
po dobu 1 hodiny prfi teploté 25 ©C. Filtry se &tyfikrat
promyly PBS obsahujicim 0,1 % Tweenu 20 a vyvolaly postupem
popsanym Watkinsem (1998), viz vySe. K izolaci
individudlnich klon®, se pozitivni plaky ze zahajovaciho
screeningu vybraly a vysadily s nizs$i hustotou (103 fagl na
100mm desticdku) a vyhleddvaly se stejnym zpusobem.

Hu I kombinatorni knihovna se nejprve prozkoumavala
metodou ELISA, kterd umozZnuje rychlé zhodnoceni relativnich
afinit variant (Watkins J. D. a kol., Anal Biochem. 253,

37 - 45 (1997). Kromé toho se ELISA pouzZila k charakterizaci
klonl, identifikovanych screeningem metodou capture lift. Ve
strué¢nosti, mikrotitraéni desticky se potahly 5 pug/ml kozi
protilidské kappa (Southern Biotechnology) a blokovaly 3%
BSA v PBS. Dale se 50 ul FAB ze supernatantu kultury
Escherichia coli nebo z bunééného lyzadtu inkubovala na
destidce po dobu 1 hodiny pri teploté 25 °C, destidka se
promyla t¥ikrat PBS obsahujicim 0,1 % Tweenu 20 a 0,1 pg/ml
CD40-Ig v PBS obsahujicim 1 % BSA po dobu 2 hodin pri
teploté 25 °C. Destidka se promyla t¥ikrat PBS, obsahujicim
0,1 % Tweenu 20 a pridal se kozi protimy$i IgG,y,-alkalicky
fosfatazovy konjugat zredény 3000-krat v PBS obsahujicim 1

% BSA po dobu 1 hodiny pri teploté 25 °C. Destidka se
trikrat promyla PBS obsahujicim 0,1 % Tweenu 20 a vyvolala

|
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postupem popsanym Watkinsem (1997), viz vyse.
4. Sekvenovani DNA

Jednoduchad Sroubovice DNA se izolovala a geny
proménnych oblasti H a L feté&zcl humanizovanych protilatek
poskytnutého vyndlezu se sekvenovaly metodou fluorescendéni
dideoxynukleotidové terminace (Perkin - Elmer, Foster City,
ca).

Sekvence nukleovych kyselin (SEQ ID NO:7)

a aminokyselin (SEQ ID NO:8) proménného lehkého reteézce

humanizované protildtky F4 je nasledujici: )
GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT 42
B I v L T Q S P A T L S L S 14

CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAG AGT 84
p G B R A T L S c R A S Q S 28

ATT AGC GAT TAC TTA CAT TGG TAC CAA CAG AAA CCT GGC CAG 126
I S D Y L H W Y Q Q K P G Q 42

GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT TAC GCA TCC CAC TCC ATC TCT 168
A P R L L I Y Y A S H s I s 56

GGC ATC CCA GCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC 210
G I P A R F S G S G S G T D 70

TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCA 252
F T L T I S S L E P E D F A 84

GTT TAT TAC TGT CAG CAT GGC CAC TCT TTT CCT TGG ACC TTC 294
\% Y Y c Q H G H S F P W T F S8

GGA GGG GGG ACC AAG GTG GAA ATT AAA 321
G G G T K v E I K 107

Sekvence nukleovych kyselin (SEQ ID NO:9)
a aminokyselin (SEQ ID NO:10) proménného tézkého retézce
humanizovanych protildtek F4 a 13.17 je nadsledujici:

CAG GTG CAG CTG GTG CAA TCT GGG TCT GAG TTG AAG AAG CCT 42
Q Vv Q L v Q S G S E L K K P 14

GGG GCC TCA GTG AAG GTT TCC TGC AAG GCT TCT GGA TAC GCC 84
G A 5] v K v S C K A s. G Y A 28




TTC ACT ACC ACT GGC ATG CAG TGG GTG CGA CAG GCC CCT GGA

Q W \Y R Q A P G

CAA GGG CTT GAG TGG ATG GGA TGG ATC AAC ACC CAC AGC GGG

Q G L E W M G W I N T H S G

GTC CCA AAG TAT GTC GAG GAC TTC AAA GGA CGG TTT GTC TTC

v P K Y A E D F K G R F v F

TCC TTG GAC ACC TCT GTC AGC ACG GCA TAT CTG CAG ATC AGC

S L D T S \ S T A Y L Q I S

AGC CTA AAG GCT GAG GAC ACT GCC GTG TAT TAC TGT GCG AGA

S L XK A B D T A v Y Y C A R

TCT GGC AAT GGG AAC TAT GAC CTG GCA TAC TTT AAG TAT TGG

S G N G N Y D L A Y F K Y W

GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTIC TCC TCA
G Q G T L A% T ' S S

Sekvence nukleovych kyselin (SEQ ID NO:11)

126
42
168
56

210
70

252
84

294
98

336
112

366
122

a aminokyselin (SEQ ID NO:12) proménného lehkého Ffetézce

humanizované protilatky L3.17 je nasledujici:

GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT
E I \4 L T Q S P A T L S L S

CCA GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAG AGT
P G E R A T L S cC R A S Q S

ATT AGC GAT TAC TTA CAT TGG TAC CAA CAG AAA CCT GGC CAG
I S D Y L H W Y Q Q K P G Q

GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT TAC GCA TCC CAC TCC ATC TCT
A P R L L I Y Y A S H S I S

GGC ATC CCA GCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC
G I p A R F S G S G S G T D

TTC ACT CTC ACC ACT AGC AGC CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCA
F T L T I S S L E P E D F A

GTT TAT TAC TGT CAG CAT GGC CAC TCT TAT CCT TGG ACC TTC
v Y Y c Q H G H S Y P W T F

GGA GGG GGG ACC AAG GTG GAA ATT AAA
G G G T K v E I K

42
14

84
28
126

42

168
56

210
70

252
84

294
o8

321
107




5. Exprese a ¢isténi FAB

Nékteré FAB se klonovaly do vektoru exprese pod
kontrolou arabinosou-regulovaného BAD promotoru. Kromé& toho
se smycka Sesti histidind fuzovala ke karboxylovému konci
H retézce, aby se umoZnilo &isténi nikl-cheldtujicimi
pryskyticemi. ¢isténd FAB se kvantifikovala, jak je popséano
Watkinsem (1997), viz vyse.

6. Charakterizaéni zkousky

Mikrotitraéni destic¢ky Immulon II se potahly 0,1
hg/ml CD40-Ig v PBS obsahujicim 1 % BSA po dobu 16 hodin p¥i
teploté 4 °C a blokovaly se 3% BSA v PBS. Destidky se
promyly tfikrat PBS, obsahujicim 0,1 % Tweenu 20 a FAB
uvolnénd z periplasmatického prostoru se zredila seriové
trojnasobné v PBS, obsahuijicim 1 % BSA a inkubovala
s destidkou po dobu 2 hodin pri teploté 25 ©C. Potom se
destic¢ka promyla &tyrikrédt PBS, obsahujicim 0,1 % Tweenu 20
a navidzani protildtky se detekovalo inkubaci s kozim
protimysim IgG,,-alkalickym fosfatazovym konjugdtem zFedénym
2000-krat v PBS obsahujicim 1 % BSA po dobu 1 hodiny pri
teploté 25 °C. Destidka se &tyrikrat promyla PBS obsahujicim
0,1 % Tweenu 20 a vyvolala kolorimetricky (Watkins (1997),
viz vyse).

Pro testovani variant na inhibici navdzani ligandu se
mikrotitraéni desticky Immulon II potdhly 2 pg/ml protimysi
CD8 k zachyceni proteinu fuze sgp39, ktery expresuje CD8
doménu. Desticky se propléchly jednou PBS obsahujicim 0,05
% Tweenu 20 a blokovaly 3 % BSA v PBS. Destid¢ka se jednou
promyla PBS obsahujicim 0,05 % Tweenu 20 a inkubovala mediem
buné¢né kultury obsahujicim nasycené hladiny sgp39 po dobu
2 hodin pri teploté 25 °C. Nenavazany sgp39 se ods&l
a desticka se dvakrat promyla PBS obsahujicim 0,05 % Tweenu
20. Potom se pridalo 25 pl ¢isténé varianty FAB ztedéné
seiové 3-krat v PBS a potom 25 pl roztoku 4 ug/ml
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cp40-lidsky Ig v PBS. Desticky se inkubovaly po dobu 2 hodin
pri teploté 25 Oc a potom trikrat promyly PBS obsahujicim
0,05 % Tweenu 20. Navazany CD40-Ig se detekoval po
1-hodinové inkubaci p¥i 25 °C s kozim F(ab'), protilidskym
IgG Fcr-specifickym k¥enovym peroxiddzovym konjugatem
(Jackson) ztedénym 10000-krat v PBS. Destidka se ¢tyrikrat
promyla PBS obsahujicim 0,05 % Tweenu 20 a vazba se
kvantifikovala kolorimetricky inkubaci s roztokem 1 mg/ml
orto—fenylendiamindihydrochloridu a 0,003% peroxidem vodiku
v 50 mM kyseliny citronové, 100 mM hydrogenfosforecnanu
sodného o pH 5. Reakce se ukoncila pridédnim kyseliny sirové
do koned&né koncentrace 0,36 M a urcila se absorbance pri
490 nm.

7. Analyza BIAcore

Konstanty kinetiky interakce mezi CD40 a anti-CD40
variantami se uréily pomoci resonance plasmonového povrchu
(BIAcore). Fuzni protein CD40-Ig se imobilizoval na
hydrdchlorid (1-ethyl-3—[3-dimethylaminopropyl]-karbo-
diimidu a N-hydroxysukcinimidem aktivovany snimaci ¢&ip CM5
injikovanim 8 ul roztoku 10 pug/ml CD40-Ig v 10 mM octanu
sodného, pH 4. Cd40-Ig se imobilizoval pri nizké denzite
(pribliZné 150 RU), aby se zabranilo zhovunavazani FAB béhem
disociaéni faze. Aby se ziskaly asociadni konstanty (kon) /
uréil se vazebny pomér pfi Sesti rtznych koncentracich FAB
v rozmezi 25 aZ 600 nM v PBS pri prutokové rychlosti 20
pl/min. Disociaéni konstanty (kogg) se uréily jako prumér
Sesti méreni ziskanych analyzou disociadéni faze. Sensogramy
se analyzovaly pomoci 3.0 programu BIA hodnoceni. K4 se
poc¢itala z Kg = Kofs/Xon* Zbytkova FAB se odstranila po
kazdém mé&feni prolongovanou disociaci.

vysledky analyzy kinetiky humanizovanych protilatek
F4 a L3.17 porovnané s chimerni FAB ukazuje tabulka 1:
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Tabulka 1:

I | 1 | | 1
| ID klon|  kqp | Koeg | Ky | Poznémka |
= I i l I i
|chimerni| 8,43%10° | 2,65%1073| 3,14 nM | Pfipravena Stepenim |
| FAB ] | | | chimerniho 2.220 IgG|
I | l | | papainem |
| | ] | 1 |
[ ] | | | 1
| Fa | 2,00%10° | 4,77*107%| 0,24 nM | Humanizovana l
- I { i I i
|L3.17 | 3,17%10% | 3,28%107%| 0,10 nM | Humanizovana ]

I i I ] |

8. Vysledky humanizace

Jak je uvedeno vysSe, ramcové sekvence proménné oblasti
my$i monoklondlni protildtky anti-CD40 se pouZily
k identifikaci nejvice homolognich lidskych zarodeénych
sekvenci. Zbytky rédmce H retézce byly ze 74 % identické
lidskym zArodeénym sekvencim VH7 (7 - 4,1) a JH4, zatimco
L retézec byl ze 75 % identicky prislusnym lidskym
zdrodednym sekvencim VKIII (L6) a JK4. Razeni proménnych
sekvenci H a L retézcl ukazuje obrazek 15. Zbytky CDR, jak
je definoval Kabat a kol. (Kabat E.A. a kol., Sequences of
proteins of immunological interst, 5.vydéani, 1991.
Washington DC: United States department of Health and Human
Servicesg; Kabat E.A. a kol., J. Biol. Chem., 252, 6609
- 6616, 1977).jsou podtrZeny a byly vyloudeny z analyzy
homologie. Zbytky ramcl, kde byly odliSnosti mezi mys&imi
monoklondlnimi protilatkami a lidskymi templaty, se
hodnotily jednotlivé.

Na zakladé strukturni a sekvenéni analyzy lze ¥ici, Ze
protildtkové CDRs s vyjimkou HCDR3 vykazuji omezeny pocet
hlavnich konformaci retézce, pojmenovanych kanonické
struktury (Chothia C. a kol., J. Mol. Biol. 196, 901
~ 917 (1987); Chothia C. a kol., Nature 342, 877 - 883
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(1989). Navic se identifikovaly uréité zbytky rozhodujici pro
urc¢eni konformace hlavniho retézce loopti CDR (Chothia

(1987), viz vyse, Chothia (1989), viz vyse). Kanonické
ramcové zbytky myS$i anti-CD40 se proto identifikovaly

a zjistilo se, Ze aminokyseliny ve vsSech rozhodujicich
kanonickych pozicich v rdmci ramch H a L Fetézcl lidskych
templath jsou identické s prislusnymi mys$imi zbytky.

My$i povrchové aminokyseliny, které se normdlné
nenachdzeji v lidskych protildtkach, pravdépodobné
prispivaji k imunogenicité humanizované monoklonalni
protilatky (Padlan E. A., Mol. Immunol. 28, 489 - 498
(1991). Proto se analyzovaly zbytky rdmch, v nichZ jsou
odlisnosti mezi myS$i anti-CD40 a lidskymi templaty a na
zdkladé expozice rozpoustédla se predikovalo, zda jsou
skryty nebo lokalizovany na povrchu (Padlan (1991), viz
vyse). U rezidui ramcd vystavenych rozpoustédlu distéalnich
na CDRs se nepredpokladalo, Ze by vyznamné prispivaly
k vazbé antigenu a proto s vyjimkou dvou zbytkd H Fetézch se
vSechny zménily na prislusSnou lidskou aminokyselinu, aby se
snizila potencidlni imunogenicita. Bylo predikovéno, 2Ze
zbytky 28 a 46 H retézce byly vystaveny rozpoustédlu.
Nicméné H28 je umistén uvnitf¥ oblasti HCDR1l, jak ji
definoval Chothia a kol., viz vyse a potencidlné interaguje
s antigenem. Navic lysin v H46 v my&i monoklondlni
protildtce je néco neobvyklého a vyznamné se 1lisi od
kyseliny glutamové lidského templdtu. Proto se mysi a lidské
zbytky na H28 a H46 expresovaly v kombinatorické knihovné
(obrazek 15, hvézdicky).

Zbyvajici odlisné zbytky ramct, u vsSech z nich bylo
predikovano, Ze jsou vétsSinou skryty uvnit¥ protildtky, se
hodnotily z hlediska:

(1) blizkosti k CDRs; (2) zplUsobilosti kontaktovat doménu na
opac¢ném v1akné VK - VH interface; (3) pribuznosti odlisnych
aminokyselin; (4) pf¥edpoklddaného vyznamu v modulaci
aktivity CDR, jak ho definoval Studnicka (Studnicka G. M.

a kol., Protein Eng. 7, 805 - 814 (1994). Vét&ina rozdilu




ve skrytych zbytcich rédmce L retézce se tykala aminokyselin
v pozicich, které se nepovazuji za pravdépodobné primo
zapojené do konformace CDR. Nicméné L49 je umisténa do
sousedstvi s LCDR2, potencid&lné kontaktuje VH doménu, neni
ve vztahu k lidskému zbytku a miZe byt zahrnuta do urdéeni
konformace LCDR2. Z téchto davodd byly jak my$i tak lidské
aminokyseliny v L49 expresovany v Kombinatorické knihowvné
ramcld (obrazek 15, hvézdidky).

Analyza sekvence mySiho H Yetézce a lidského templatu
byla komplexnéjs$i. Zbytek H9 je prolin v my$i monoklonalni
protilatce, zatimco lidsky templat obsahuje nesouvisejici
serinovy zbytek. Pozice H9 miZe rovnéZ hrit roli pfi
modulaci konformace CDR a proto byla zvolena jako misto
kombinatorni knihovny (obrazek 15, hvézdicky). Zbyvajici
skryté zbytky ramce, které se 1lisily mezi mys$i anti-CD40
a templatem H Yetézce byly v radmcovych pozicich 38, 39, 48
a 91. Mysi monoklondlni protildtka proti CD40 obsahovala
glutamin a kyselinu glutamovou v pozicich H38 a H39 v tomto
poradi, zatimco lidsky templat obsahoval arginin a glutamin.
Zbytek H38 je v blizkosti HCDRi, zaména glutamin--arginin
neni zpétné proveditelnd a exprese glutaminu na tomto misté
u mysSich protildtek je néco neobvyklého. Podobné, zaména
glutamové kyseliny za glutamin je nekonzervativnim rozdilem
pro skryté aminokyseliny, H39 je potencidlni VK kontaktni
zbytek a kyselina glutamovd je néco neobvyklého u mysSich
monoklondlnich protildtek. Zbytek H48 je ve znadéné blizkosti
k HCDR2 a o H91 se predpokladad, Ze je mistem velmi rizikovym
(studnicka (1994), viz vysSe, Harris L. a kol., Prot. Sci.

4, 306 - 310 (1995), které potencidlné kontaktuje VK doménu.
Jak mys$i tak lidské zbytky se tedy expresovaly v pozicich
H38, 39, 48 a 91 (obrazek 15, hvézdicky).

Shrnuto, knihovna ramcl se sklddala z mys$ich CDRs
nagtépovanych do lidskych templatt. Navic jeden zbytek ramce
na L retézci a sedm zbytkd rdmce na H Fetézci se povazuje za
potencidlné dileZité pro udrZeni aktivity monoklondlni
protildtky. VSechna tato mista se charakterizovala syntézou
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kombinatorni knihovny, kterd expresovala vSechny mozZné
kombinace my&ich a lidskych aminokyselin, nalezenych

v téchto zbytcich. CelkovA diversita této knihovny, nazvané
HU I, byla 28 nebo 256 variant (tabulka 2, nizZe).

Tabulka 2: Souhrn knihoven fagové expresovanych anti-CD40 protilatek

|

[ 1 I 1
| RKnihovna | Pozice knihovny | Velikost® | Screenovéno™ |
| ! I ! 1
|Hu I |  ramec | 256 | 2,4 x 103 |
| | | { |
i | 1 1 1
|Hu II |  ramec, HCDR3 | 1,1 x 102 | 2,0 x 10° |
| ] i 1 I
|Hu III |  rémec, HCDR3, LCDR3 | 3,1 x 107 | 5,5 x 10° |

| | ] J

* Mnozstvi jedineénych klonl zaloZené na sekvenci DNA.
Tricet dva kodény se pouZily ke kdédovani vSech 20

aminokyselin na kazdé pozici CDR.

* Knihovna Hu I byla screenovéna metodou ELISA za pouziti
protildtek expresovanych v bakterialnich kuturach v malém
méritku (Watkins (1997), viz vysSe). Knihovny Hu II a Hu IIT
se nasadily na XL-1 Blue buiky na agaru pri hustoté 10°
plakd na 100mm misku a screenovaly se metodou capture lift
(Watkins (1998), viz vyse).

Knihovna Hu I se expresovala v bakteridlnich kulturach
v malém méfitku (< 1 ml), stejnd mnoiZstvi FAB uvolnéné |
z periplasmatického prostoru se zachycovala na mikrotitrac¢ni
destidce a vazebnd aktivita protildtek se porovnavala primo
metodou ELISA (Watkins (1997), viz vyse). Ackoli byly
identifikovény varianty, které vazZi cilovy antigen
s afinitami srovnatelnymi nebo leps$imi neZ chimerni FAB,
vét&ina screenovanych klon z Hu I byla méné aktivni nez
chimerni anti-CD40 FAB. Priblizné 6 % ndhodné vybranych

variant Hu I vykadzalo vazebné aktivity srovnatelné
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s chimerni FAB (data nejsou uvedena). Identifikace
viceCetnych variant Hu I s aktivitou srovnatelnou s chimerni
CD40 je v souladu s vykladem, Ze nejvice rozhodujici zbytky
réamcl byly obsareny v kombinatorni knihovné.

Aktivni klony se dédle charakterizovaly titraci na
imobilizovany antigen, potvrzujici identifikaci vice&etnych
variant se zvySenou afinitou. Napriklad klon 19C1l1 v&zZe
receptor pro CD40 s vétsi afinitou neZ chimerni FAB, jak
ukazuje zména titradniho profilu (obréazek 16, prazdna
koledka versus plnd koledka). Sekvencovani DNA 34
nejaktivnéjsich klont vedlo k identifikaci 24 jedineé&nych
kombinaci ramcl, z nichZ kaZda obsahuje 2 aZ 6 mysich zbytka
ramce (data nejsou uvedena).

LCDR3 a HCDR3 kontaktuji antigen p¥imo, interaguji
s jinymi CDRs a Casto vyznamné ovliviuji afinitu
a specificitu protildtek (Wilson I. A. a kol, Curr. Opin.
Struct. Biol. 3, 113 - 118 (1993), Padlan E. A., Mol.
Immunol. 31, 169 - 217 (1994). Navic jsou konformace LCDR3
a HCDR3 urceny Céstedné uréitymi zbytky ramcu.

K identifikaci nejaktivnéjs$i protildtky se pouZila
mutageneze zaloZend na kodonu (Glaser S. M. a kol., J.
Immunol. 149, 3903 - 3913 (1992), aby se syntetizovaly
oligonukleotidy, které zavedou mutace do kaZdé pozice

v HCDR3, vZdy pouze jednu, vznikajici pfi expresi v&ech 20
aminokyselin v kaZdém zbytku CDR. Zadny oligonukleotid
nekédoval vice neZ jednu zménu aminokyseliny. Z&soba
oligonukleotidld kdédujicich knihovnu HCDR3 se smichala

s prekryvajicimi se oligonukleotidy, kédujicimi kombinatorni
ramec a jinymi CDRs, aby se vytvorila knihovna réamec/HCDR3.
Diverzita této knihovny, pojmenované Hu II byla 1,1 x 10°
(tabulka 2, viz vySe). Knihovna pro LCDR3 se syntetizovala
stejnym zpisobem. Oligonukleotidy kédujici LCDR3, HCDR3

a kombinatorni rédmec se pouZily pro vytvofeni knihovny
ramec/HCDR3/LCDR3 pojmenované Hu III. Velké mnoZstvi
kombinaci rédmec/CDR3 vzniklo v knihovné s komplexitou 3,1
x 107 (tabulka 2, viz vyse).
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Kombinovdnim mutaci v LCDR3 a/nebo HCDR3 s knihovnou
rdmcl vzrostla potencidlni diverzita humanizovanych variant
anti-CD40 z 256 na vice neZ 107. Aby se i tyto knihovny
screenovaly efektivnéji, pouzZila se modifikovand plakova
zkouska, nazvand capture lift (Watkins (1998), viz vyse). Ve
struénosti, fagy infikované bakterie se nasadily na agarové
destic¢ky a nésledné se pokryly nitrocelulézovymi filtry,
které byly potazZeny reagenciem specifickym na FAB. Po
zachyceni témér stejnych mnozZstvi fagové expresované FAB se
filtry zkousSely 5 ng/ml CD40-Ig fuzniho proteinu. Protoze
filtry byly zkouSeny antigenem o koncentraci vyznamné nizsgi
nez je K4 FAB, byly detekovatelné jen varianty se zvysdenou
afinitou. Vicecetné klony vykazujici vyssi afinity se
identifikovaly po screeningu vice nez 10° variant z knihovny
Hu II a vice nez 10° variant z knihovny Hu III za pouziti
82mm filtrd obsahujicich p¥ibliZné 10° variant na filtr.

Z divodu vysoké denzity fagl na filtrech se pozitivni
plaky sesbiraly a znovu nasadily p¥i nizZ&i denzité a opét
screenovaly. Nadsledné se charakterizovaly metodou ELISA
varianty vytvarejici nejintenzivnéjsi kolorimetricky signdl
ve zkousce capture lift. Jak se océekdvalo, vétsina klonu
identifikovanych screeningem capture lift vdzala CD40 lépe
neZ chimerni FAB. Titrace variant na imobilizovany CD40-Ig
identifikovala vicecetné klony vykazujici afinitu vétsi nez
chimerni a humanizované FAB (obrazek 16, porovnej prazdné
&tveredky a plné trojuihelniky s kolecky). '

Mutace ramec/CDR, které propajcuji zvySenou afinitu,
se identifikovaly sekvenovanim DNA. Sekvence jedineénych
proménnych oblasti se identifikovaly v 10/13 Hu II
variantidch a 3/4 Hu III variantdch. Jak varianty Hu II tak
Hu III obsahovaly 1 aZ 5 mySich zbytkl ramcl a 0 aZ 2 mutace
CDR3, jak nize shrnuje tabulka 3.
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Tabulka 3. Simultédnni optimizace zbytka ramce a CDR
identifikuje varianty s vys&si afinitou

LCDR3, I0R—sy

|

| Knihovna Klon Zbytky mysiho ramce™ CDR mutace

I

| chimerni (43) 0

| Hu I 19C11 (2) H28, 48 0

| Hu II CW43 (3) H9, 28, 91 HCDR3, 10la—gr
[ 2B12 (5) H9, 28, 38, 46, 48 HCDR3, 10la—k
| Bu III 2B12 (5) H9, 28, 38, 46, 48 HCDR3, 101la—k
| 2B8 (1) H28 HCDR3, 101la—k
I

I
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* podet zbytkd mySich rdmcl, které se 1isi od nejvice
homolognich lidskych zadrode¢nych sekvenci zaloZenych na
definici CDRs, podané Kabatem a kol., viz vysSe. Pocet zbytkl
my$ich ramcd liSicich se od lidského templétu je oznacen

v zavorkach. Vsechny rozdily rdmcd mezi my$i monoklondlni
protildtkou humanizovanymi versemi jsou umistény na

H fetézci (H) v oznacenych pozicich za pouziti systému
&islovdni, pouZitého Kabatem a kol.

Afinity bakteridlné expresovanych chimernich FAB
a zvolenych variant z kaZzdé z knihoven se charakterizovaly
dikladnéji za pouziti méreni povrchové plasmonové rezonance,
aby se urc¢ily asociac¢ni a disociac¢ni konstanty c¢isténé FAB
s imobilizovanym CD40-Ig. Chimerni anti-CD40 méla disociac¢ni
konstantu K3 = 3,14 nM a v souladu s vysledky screeningu
mnoho variant vykazalo vys$si afinity. Dva z nejlepsich
kloni, F4 a L3.17 mé&ly Ky 0,24 nM a 0,10 nM (v daném poradi)
(tabulka 1). ZlepSené afinity variant anti-CD40 byly
prevazné vysledkem pomalejs$ich disociac¢nich konstant,
protoZe asociaéni konstanty byly velmi podobné u vsSech
variant (v rozmezi 0,9 az 3,2 x 10° m~1g71),

Kone&né se varianty, vykazujici zvysSenou afinitu
testovaly na jejich zpusobilost blokovat vazbu ligandu gp39



na receptor CD40. VSechny varianty inhibovaly vazbu
rozpustného proteinu fuze CD40-Ig na imobilizovany antigen
gp39 v zavislosti na davce, ktera korelovala s afinitou FAB
(obréazek 17). Napriklad nejsilnéjsSim inhibitorem vazby
ligandu na protein fuze CD40-Ig byla varianta 2B8, coZ byla
rovnéZ varianta s nejvys$s$i afinitou k CD40 (obrazek 17).
Varianta 2B8 vykdzala priblizZné 17-krat vyssi afinitu

k CD40 neZ chimerni FAB a inhibovala vazbu ligandu pribliZné
7-krat uc¢innéji.

Priklad 5

Systém mysiho modelu

Poskytovatelé patentu rovnéZ vyvinuli a testovali in
vivo krysi protimys$i monoklondlni protilatku oznacenou
7E1-G2b a jejiho predchldce, 7E1-Gl. Priprava této
protildtky se provedla, aby se prozkoumaly moZnosti 1lécby
anti-CcD40 u my$ich modeld autoimunni, z&nétlivé
a posttransplantaéni nemoci. Primdrnim cilem systému mysSiho
modelu bylo pr¥ipravit protimysi modelovy systém, ktery
napodoboval kompletni silnou blokadu interakce gp39/CD40,
jako ma 2.220, zatimco by mél slabou kostimulaéni aktivitu
a testovat ji in vivo na standardnich modelech nemoci.

A. Izolace a charakterizace protimysich CD40 monoklondlnich
protilatek 7E1-Gl a 7E1-G2b

1. Imunizace, fuze a charakterizace

Rekombinantni my&i protein fuze CD40 a imunoglobulinu
sklddajici se z extraceluldrni oblasti mysi Cd40 fuzovany
k zavéSeni, CH2 a CH3 domény mysSi IgG2a protilatky
(mCD40-mIg) se pouZily pro imunizaci 8 tydnl starych samicek
krys Lewis cestou inokulace do tlapky. Tfi dny po posledni
imunizaci se fuzovaly leukocyty z odtékajicich miznich uzlin
s X63-Ag8.653 burikami my&iho myelomu, aby se vytvorily
heterohybridomy krysa x my$. Jamky obsahujici protilatku
specifickou pro pfirodni my$i CD40 se identifikovaly pro
reaktivitu s pavodnim mCD40-mIg imunogenem metodou ELISA
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a pro reaktivitu s CD40 pozitivnimi mySimi B-burikami
lymfomové bunédné linie (WEHI-231, ATCC CRL-1702).
Supernatanty se pak testovaly na zplsobilost inhibovat
navdzani mCD40-mIg na rozpustny rekombinantni protein fuze
ncD8-my&i gp39, mgp39, mysi ekvivalent sgp39. PriblizZné
dvandct z puvodnich jamek s nejsilnéjsimi inhibitory se
klonovaly pomoci metody limitniho vyredovani.

Po klonovadni se provedly funkéni zkousky se
supernatanty kultur a ¢isténou protilatkou, aby se presnéji
ohodnotila zplsobilost anti-CD40 monoklondlni protilatky
inhibovat interakci my$i gp39 s CD40 a urc¢it jejich
stimulacéni vlastnosti. Inhibicéni vlastnosti se mér¥ily
schopnosti inhibovat vazbu mgp39 na WEHI-231 za pouziti
standardnich postupd, zndmych v oboru. Stimulac¢ni vlastnosti
se mérily indukci pevné homotypové adheze WEHI-231 bunek
a proliferaci slezinnych B-bunék za pritomnosti protilatky
a anti-IgM za pouZiti postupl, znamych v oboru.

7 téchto vysledkl se urcily tri monoklondlni protilatky
(5A3, 7E1-Gl1 a 8El), které jsou nejvice podobné protilidské
CD40 monoklonalni protilédtce 2.220 s ohledem na blokadu
gp39/CD40 a na udrovei kostimulaéni aktivity.

2. Vybér 7E1 jako prednostné pouiitelné protimysi
CD40 monoklondlni protiléatky

Studie in vivo na mysSich byly zaméfeny na
identifikaci, ktera z blokujicich/nestimulujicich anti-CD40
monoklonalnich protildtek nejsilnéji sniZuje specifické
protilatkové odpovédi na T-dependentni antigen. Studovalo se
snizeni IgG protilatkové odpovédi na SRBC u mys$i pomoci
protimy$i CD40 monoklondlni protilatky. Skupiny péti mySi
BALB/c se imunizovaly IV (intravenézné) 1 x 108 srBCs
a soubdznéd se 1lé&ily ip (intraperitonedlné) 1 mg protimySimi
CD40 monoklonalnimi protildtkami 5A3, 7E1-Gl nebo 8El. Jako
kontroly se skupiny stejné imunizovanych my$i lécily MR1
(kteddi protimy&i gp39, pozitivni kontrola, 250 ug), 6E9
(krysi protilidsky gp39, negativni kontrola, 1 mg) nebo PBS.
My$i se hodnotily na titry IgG anti-SRBC metodou ELISA 7.,
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14., 21. a 35. den. Vysledky ukazuji, Ze pri poddni jedné
davky v dobé expozice antigenem SRBCs se projevuje
monoklondlni protildtka 7E1-Gl jako uc¢innéjsi supresor IgG
odpovédi na SRBC ve srovndni s monoklondlnimi protildtkami
5A3 nebo 8El, a proto byla vybrana jako prednostné
pouZitelnd anti-CD40 monoklondlni protildtka pro studie na
nysSich. ,

3. Izotypovad zaména variant monoklondlni protildtky 7E1-Gl

7E1-G1l nemél charakteristiky efektorové funkce
srovnatelné s charakteristikami chimerni 2.220 protilidské
CD40 monoklondlni protildtky (napriklad krysi IgGl neni tak
Géinny jako lidsky IgGl pri fixaci komplementu a Fc
receptorové interakci) a profil suprese specifické
protildtky in vivo neni u 7E1-G1 tak kompletni jako byl
pozorovan u monoklondlni protildatky 2.220 u primdti. Hledala
se tedy protilatka, majici specificitu 7El1l, ale s krysim
izotypem podobnéjsim lidské IgGl ve svych efektorovych
schopnostech. K tomu se pripravila prirodni izotypova
zaAménnd varianta 7E1 z IgGl na IgG2b pomoci metody
sib-selekce (Hae a kol., J. Immunol. Methods 103(1), 59
- 67 (1987). Strucéné, anti-CD40 monoklondlni protilatka
izotypu IgG2b se identifikovala metodou ELISA mezi
supernatanty z destic¢ky s 96 jamkami, ktera byla nasazena
bunkami pfi 1000 bunikdch/jamku s pUvodnim 7E1 hybridomem.
Nadsledné serie nasazeni a identifikace IgG2b pozitivnich
jamek pri nasazovaci hustoté 200 a poté 20 bunék na jamku
nasledovanych dvéma seriemi klonovani pomoci metody
limitniho vyredovani vedly k izolaci clonal IgG2b zaménnych
variant 7El, 7El1-G2b.

7E1-G2b je vSeobecné uznavand zaménnad varianta IgGl
jak bylo ukdzano na trech skupinach ddajlt. Zaprvé,
sekvenovani N-konce tézZkého Ffetézce ukazalo, Ze obé verze
byly shodné ve zbytcich prvnich 35 aminokyselin. Zadruhé,
analyza PCR pouZivajici primery specifické pro proménny
tézky retézec CDRs 7E1-Gl ziskala spojeni vhodné velikosti
z cDNA, ziskané bud z 7E1-Gl nebo z 7E1-G2b a nikoli dvou
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dalsich nesouvisejicich protilatek. Konec¢né hodnoceni
vazebné aktivity ¢isténych podild téchto dvou verzi na
imobilizovany mCD40-hIg metodou ELISA za pouZiti anti-kappa
zbytkového reagencia podalo zasadné stejné titraéni k#ivky.

B. Studie in vivo

1. Srovndni in vivo 7E1-Gl a 7E1-G2b v modelu
protilatkové odpovédi

7E1-G1 se srovnavala s 7E1-G2b na u¢innost in vivo za
pouziti SRBCs jako antigenu dependentniho na T-burikdch.
Skupiny t¥i aZ péti zvifat se imunizovaly iv (intravendzné)
SRBC a soubézZné léc¢ily ip (intraperitonedlné) protilitkami
7E1~G1l nebo 7E1-G2b v davkach 1, 0,25 nebo 0,1 mg latky
v 0. dni, jak ukazuje obrazek 10. Protimysi gp39
monoklondlni protildtka MR1 slouzZila jako pozitivni kontrola
na imunosupresivni uc¢inek. Monoklondlni protildtky 6E9 a PBS
slouzily v daném poradi jako kontroly irelevantni
monoklondlni protildtkou a Z&dnou monoklondlni protilatkou.
Mys$i se hodnotily na titry anti-SRBC metodou ELISA 7., 14.
a 21. den. Titry predstavovaly spoctené zredéni séra, aby se
ziskala hodnota OD = 0,3 v testu ELISA. Jak ukazuje obrazek
10, 7E1-G2b sniZil IgG protildtkovou odpovéd na SRBCs
v davkach, v nichZ ji nesnizil 7El1-Gl.

2. Zavislost odpovédi na davce 7E1-G2b v mysSim modelu
T-dependentniho antigenu

7E1-G2b se zkouSel na modelu primdrni imunni odpovédi
dependentni na T-burikdch za pouZiti SRBC jako antigenu.
7E1-G2b se testoval v ruznych davkéch, aby se urc¢ila
nejnizéi G¢innd davka. Mysi BALB/c (n=5) se intravendzné
injikovaly 1 x 108 SRrBCs a lé¢ily se jednou injekci 7E1-G2b
v indikovanych davkach nebo MR1 (protimysi gp39) nebo PBS
podanou ve stejny ¢as jako antigen v 1. dni. Obrézek 11
ukazuje IgG odpovéd proti SRBC v 7., 16. a 28. dni. Uvadéné
hodnoty jsou hodnoty absorbance pri méfeni metodou ELISA pri
zredéni séra 1/50. Sloupce chyb predstavuji standartni
odchylku.




Jak ukazuje obrazek 11, jednoddvkova lédba 7E1-G2b
v davce 25 pg/mys (1,25 mg/kg) sniZila IgG imunni odpovéd
o 87 % 16. den a Uplnad suprese se dosdhla davkami 50 nebo
100 pg 16. den. Ve 28. dni davka 50 pg/my$ snizila IgG
odpovéd o 89 % a davka 100 pug/mys$ zpiusobila Uplnou supresi.
Stoji za pov8imnuti, Ze MR1 se pouZila jako pozitivni
kontrola pro imunosupresi v suboptimdlni ddvce 100 ug/mys.

3. 7E1-G2b v preventivnim mysim modelu kolagenem
indukované arthritidy (CIA) |

Standardni experimentdlni mys$i model pro revmatoidni
arthritidu, model kolagenem indukované arthritidy (CIA) se
pouZil pro urc¢eni G¢inku 7E1-G2b na prevenci arthritidy.
Samclim myS$i DBA/1J o sta¥i 6 aZ 8 tydnl se injikovalo 200
kg kufeciho kolagenu typu II (CII) v kompletnim Freundové
adjuvans intradermalné 0. den. Lécba 7E1-G2b v ddvce 250 ug
na jednu davku se podala intraperitonedlné kazdé 4 dny,
poC¢inaje 7. dnem. Kontrolni skupina se 1lé¢ila PBS ve stejném
davkovacim schematu. VSem mySim se podal CII v nekompletnim
Freundové adjuvans 21. den. U myS$i byla denné pozorovana
velikost otoku tlapky a subjektivné skérovdna na stupnici
0 az 3, kde 3 se rovnalo maximdlnimu otoku a erythemu.
Tlapky se rovnéZ denné mérily posuvnym mé¥itkem. Udavané
klinické skére bylo odvozeno od souctu skére kazdé tlapky
v okamZiku vykrvaceni a déleno celkovym podtem zvirat
v kaZdé skupiné. Uvadéné hodnoty jsou primérnym rozmezim
skupin.

Rozvoj arthritidy a tim zplsobeny z&nét kloubld u mysi
byl Uplné inhibovan lé¢bou 7E1-G2b, jak ukazuje tabulka 4
niZe. MyS$i lécené 7E1-G2b byly v pribéhu 90 dnt Uplné& bez

nemoci.
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Tabulka 4. Lécba kolagenem indukované arthritidy

I

1
|skup. T, Incidence Median (rozmezi) Median (roz.) Medién (roz.) |
| arthritidy den néastupu klin. skore rozmér tlapky |
, 1'
| 7E1-G1 0/5 0 0 0,075 |
| 7TE1-G2b 0/5 0 0 0,075 |
| kontrola PBS 4/4 30 (27-32) 3,5 (3-4) 0,114 (0,110-0,117)|

|

Jak bylo ukédzédno vyse, protildtky poskytnutého
vynalezu jsou silnymi imunomoduldtory s lécebnym vyuZitim
u rady nemoci.

Poskytnuty vyndlez zahrnuje chimerni a humanizované
protilatky jak byly popsény vySe s dopliujicimi
konzervativnimi substitucemi aminokyselin, které nemaji
zaddny podstatny efekt na navadzadni CD40. Konzervativni
substituce typicky zahrnuje substituci jedné aminokyseliny
za jinou se stejnymi charakteristikami, tedy substituce
v ramci téchto skupin: valin, glycin; glycin, alanin; valin,
izoleucin, leucin; kyselina asparagova, Kkyselina glutamovi;
asparagin, glutamin; serin, threonin; lysin, arginin;

a fenylalanin, tyrosin.

V jednom ohledu je poskytnuty vyndlez zaméfen na
produkci chimernich a/nebo humanizovanych protilatek, jak je
popséno vyse, expresi rekombinantnich segmentd DNA
kédujicich mys$i lehky proménny retézec a mysi tézZky promé&nny
retézec (nebo jejich ¢asti), pripojené k segmentim DNA
kédujicim lidské stdlé oblasti. P¥ikladmé sekvence DNA
oznac¢ené v souladu s poskytnutym vyndlezem kéduji
polypeptidové retézce zahrnujici veskerou oblast lehkého
proménného retézce nebo jeji ¢ast jak ukazuje SEQ ID NO:1
nebo jeji depozitni ATCC klon a/nebo vegkerou oblast té&zZkého
proménného fetézce nebo jeji ¢dst jak ukazuje SEQ ID NO:2
nebo jeji depozitni ATCC klon.
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V réamci poskytnutého vyndlezu jsou rovnéz zahrnuty
odhalené oblasti lehkého a té&Zkého proménného Fetézce
a jejich aktivni nebo funkéni ¢asti. Imunologicky
kompetentni nebo funkéni formy proteinu nebo jejich &&sti se
zde rovnéz nazyvaji jako "oblast lehkého/té&ikého promé&nného
Fet&zce nebo jejich biologicky aktivni &ast". vV tomto
pripadé jejich biologicky aktivni &a&st zahrnuje &ast
zminéného lehkého nebo téikého Fetézce, kterd, pokud je
zaClenéna do protilatky, stdle umoZiiuje, aby protilatka
vazala lidsky CD40.

Zvlasté jsou v radmci poskytnutého vyndlezu zahrnuty
sekvence nukleovych kyselin kédujici promé&nny lehky retézec
a proménny tézky retézec protilatky poskytnutého vynalezu.
Napriklad nukleotidy 1057 aZ 1422 (SEQ ID NO:5) na obréazku
13 poskytuji vyhodnou sekvenci nukleovych kyselin kédujici
proménny tézky retézec protildtky poskytnutého vyndlezu;
nukleotidy 1065 aZ 1388 (SEQ ID NO:6) na obrazku 14
poskytuji vyhodnou sekvenci nukleovych kyselin kédujici
proménny lehky retézec protildtky poskytnutého vyndlezu. SEQ
ID NO:7 a SEQ ID NO:11 ukazuji vyhodnou sekvenci nukleovych
kyselin kédujici proménny lehky Fetézec humanizovanych
protilatek poskytnutého vyndlezu; SEQ ID NO:9 ukazuje
vyhodnou sekvenci nukleovych kyselin kédujici proménny tézky
fetézec humanizované protilatky poskytnutého vynalezu.
Plasmidy zahrnujici polynukleotidy, které ukazuji SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:9 a SEQ ID NO:11 byly deponovdny s ATCC.

Chimerni a/nebo humanizované protildtky, které se vazi
na lidsky CD40 a které zahrnuji polypeptidy, které jsou
znacné homologni nebo vykazuji znadnou shodnost sekvence se
sekvencemi proménného lehkého a tézZkého retézce odhalenymi
zde, jsou rovnéZ uvazovany v poskytnutém vyndlezu. Napriklad
chimerni protildtky zahrnujici oblast lehkého Fetézce,
vykazujici shodnost nejméné v asi 85 % sekvence, vyhodnéji
nejméné v asi 90 % sekvence a jesté vyhodnéji nejméné v asi
95 % sekvence a nejvvhodnéji nejméné v asi 98 % sekvence
s oblasti lehkého Fetézce, jak ji ukazuje SEQ ID NO:4 jsou
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zahrnuty do rémce poskytnutého vyndlezu. Zv1asté jsou rovnész
zahrnuty do rémce poskytnutého vyndlezu chimerni protilatky
zahrnujici proménnou oblast lehkého fetézce, vykazujici
shodnost nejméné v asi 85 % sekvence, vyhodnéji nejméné
v asi 90 % sekvence a jeété vyhodnéji nejméné v asi 95 %
sekvence a nejvyhodnéji nejméné v asi 98 % sekvence
s proménnou oblasti lehkého fetézce, jak ji ukazuje SEQ ID
NO:1. Rovnéz jsou zahrnuty do rémce poskytnutého vynalezu
humanizované protildtky zahrnujici oblast lehkého retézce,
vykazujici shodnost nejméné v asi 85 % sekvence, vyhodnéji
nejméné v asi 90 % sekvence a jed3té vyhodnéji nejméné v asi
95 % sekvence a nejvyhodnéji nejméné v asi 98 % sekvence
s oblasti lehkého retézce, jak ji ukazuji SEQ ID NO:8
a/nebo SEQ ID NO:12. Dopliikové jsou zahrnuty do ramce
poskytnutého vyndlezu chimerni protildtky zahrnujici oblast
tézkého retézce, vykazujici shodnost nejméné v asi 85 %
sekvence, vyhodnéji nejméné v asi 90 % sekvence a jesté
vyhodnéji nejméné v asi 95 % sekvence a nejvyhodnéji nejméneé
v asi 98 % sekvence s oblasti tézkého retézce, jak ji
ukazuje SEQ ID NO:3. Zv1asté jsou rovnéZ zahrnuty do ramce
poskytnutého vyndlezu chimerni protilatky zahrnujici
proménnou oblast tézZkého retézce, vykazujici shodnost
nejméné v asi 85 % sekvence, vyhodnéji nejméné v asi 90 %
sekvence a jesté vyhodnéji nejméné v asi 95 % sekvence
a nejvyhodnéji nejméné v asi 98 % sekvence s proménnou
oblasti téZkého retézce, jak ji ukazuje SEQ ID NO:2.
Dopliikové jsou zahrnuty do ramce poskytnutého vynalezu
humanizované protildtky zahrnujici oblast téZkého retézce,
vykazujici shodnost nejméné v asi 85 % sekvence, vyhodnéji
nejméné v asi 90 % sekvence a jesté vyhodnéji nejméné v asi
95 % sekvence a nejvyhodnéji nejméné v asi 98 % sekvence
s oblasti té&Zkého retézce, jak ji ukazuje SEQ ID NO:10.
Segmenty DNA typicky ddle zahrnuji sekvence kontroly
exprese DNA operativné spojené se sekvencemi kédujicimi
chimerni nebo humanizovanou protilatku, obsahujici p¥irozené

asociované nebo heterologni oblasti promotoru. Vyhodné




sekvence kontroly exprese budou eukaryotické promotorové
systémy ve vektorech schopnych transformace nebo transfekce
eukaryotickych hostitelskych bunék, ale rovnéZ lze pouZit
kontrolni sekvence pro prokaryotické hostitele. KdyZ se
vektor zac¢lenil do vhodné buriky, udrZuje se hostitel za
podminek vhodnych pro vysokou droven exprese sekvence
nukleotidld a, je-li to Zadouci, miZe ndsledovat sbér

a ¢isténi proménného lehkého Fetézce, téZkého retézce,
dimerd lehkého/téZkého retézce nebo nedotéené protilatky,
vazicich se fragmentl nebo jinych forem imunoglobulinu. (Viz
Beychok S., Cells of Immunoglobulin Synthesis, Academic
Press, N. Y. (1979)). Protildtky s jednoduchym fetézcem lze
rovnéz produkovat spojenim sekvenci nukleovych kyselin,
kédujicich oblasti VL. a VH zde odhalenych s DNA kédujici
polypeptidovy linker.

Prokaryotic¢ti hostitelé, jako je E. coli a jiné
mikroby, jako kvasinky, lze pouZit k expresi protilatky
poskytnutého vyndlezu. Navic k mikroorganismim lze rovnéj
pouzit bunéénou kulturu savéich tkéni k expresi a produkci
protilatky poskytnutého vyndlezu. Eukaryotické burky lze
preferovat, protoZe v oboru bylo vyvinuto mnoho vhodnych
linii hostitelskych bunék, schopnych sekrece nedotdenych
imunoglobulinti, do nichZ lze zahrnout CHO bunééné linie,
rizné COS bunéc¢né linie, HeLa buriky, myelomové bunéd&né linie
a hybridomy. Exprese vektord pro tyto buniky miZe zahrnovat
sekvence kontroly exprese, jako je promotor nebo enhancer
a mista nezbytnd pro zpracovani informace, jako jsou mista
vdZzici ribozomy, mista spojeni RNA, mista polyadenylace
a transkripéni termindtorové sekvence, vSechny znamé
v oboru.

Vektory obsahujici segmenty DNA, které jsou predmétem
zdjmu (tedy sekvence kédujici tézky a/nebo lehky feté&zec
a sekvence kontroly exprese) lze prenést do hostitelské
buniky dobre znamymi zplisoby, které se 1lisi v zavislosti na
typu bunécéného hostitele. Napr¥iklad transfekce chloridem

vApenatym se bézné pouzivad u prokaryotickych bunék, zatimco
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ptisobeni fosforeénanem vApenatym nebo elektroporaci lze
pouzit u jinych buné&&nych hostiteld. (iz napriklad Maniatis
a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Press (1982)).

KdyZz jsou expresovany, mohou se celé protildtky,
jejich dimery, jednotlivé lehké a téZké retézce nebo jiné
formy imunoglobulinl poskytnutého vyndlezu &istit podle
standardnich postupd v oboru, zahrnujicich precipitaci
siranem amonnym, metodu sloupcové afinity, sloupcovou
chromatografii, elektoforézu na gelu a podobné. Vyhodné jsou
vyznamné c¢isté imunoglobuliny s nejméné 90 az 95%
homogenitou a nejvyhodnéjsi jsou ty s 98 aZ 99% homogenitou
pro farmaceutické pouziti.

Protilatky poskytnutého vyndlezu najdou typicky své
uplatnéni v 1léc¢bé nemoci zprostfedkovanych protilatkové
a/nebo zprostredkovanych T-bunkami. Typické stavy nemoci
vhodné pro lécbu zahrnuji reakci stépu proti hostiteli
a rejekci transplantdtu, autoimunni nemoci jako diabetes I.
typu, lupénka, roztrousend sklerdza, revmatoidni arthritida,
systémovy lupus erythematosus a myastenia gravis.

Protildtky a farmaceutické pripravky poskytnutého
vyndlezu jsou zejména uzZitec¢né pri parenterdlnim podéani,
napriklad subkutanné, intramuskuldrné nebo intravenézné.
Farmaceutické p¥ipravky pro parenteralni podéani budou
obvykle zahrnovat roztok protiladtky rozpusténé ve vhodném
nosic¢i, vyhodné ve vodném nosic¢i. Lze pouzZit radu vodnych
nosida, dob¥e znamych v oboru, nap¥iklad vodu, pufrovanou
vodu, roztok chloridu sodného, glycinu a podobné. Tyto
roztoky jsou sterilni a celkové bez obsahu ¢astic. Tyto
farmaceutické pripravky lze sterilizovat konvencénimi dobre
znamymi postupy. Tyto pripravky mohou obsahovat
farmaceuticky vhodné pomocné latky jsou-1li nutné proto, aby
se priblizily fyziologickym podminkam, jako jsou pH
adjustujici a pufrovaci 1l&tky, toxicitu adjustujici 1latky
a podobné, napriklad octan sodny, chlorid sodny, chlorid
draselny, chlorid véapenaty, mléénan sodny, lidsky albumin




atd.

Pripravky obsahujici protilatky poskytnutého vynalezu
lze podat pro profylaktické nebo 1lédebné udely. PFi lédebném
podani se pripravky poddvaji pacientovi, ktery jiz trpi
nemoci v mnoZstvi dostatecném pro 1lé¢bu nebo prinejmensim
pro Castedéné zpomalehi nemoci a jejich komplikaci. MnoZstvi
dostateéné, aby tohoto dosdhlo, se definuje jako
"terapeuticky Géinnad davka". MnoZstvi Géinnad pro toto
pouZziti budou zé&viset na tom, jak tézZky je stav nemoci
a celkovy stav pacientova vlastniho imunnitniho systému
a miZe je urcéit odbornik v oboru.

P¥i profylaktickém podéni se pripravky podavaji
pacientovi, ktery jesSté netrpi nemoci, aby se zvysila
pacientova odolnost (sniZila imunni odpovéd). Takové
mnoZstvi dostateéné, aby tohoto dosdhlo, se definuje jako
"profylakticky G&inna davka". Presnd mnozZstvi pro toto
pouziti budou opét zaviset na stavu pacientova zdravi
a celkové Urovni jeho imunity. Vyhodné profylaktické pouziti
je k prevenci rejekce transplantdtu, napriklad rejekci
transplantované ledviny.

Ackoli byl poskytnuty vyndlez popsdn v nékterych
podrobnostech cestou ilustraci a p¥ikladd kvali jasnosti
a porozuméni, bude zrejmé, Ze urc¢ité zmény a modifikace lze
uskutedénit v ramci pripojenych patentovych naroki.
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PATENTOVE NAROKY

1. Proménnd oblast lehkého fetézce; kterd zahrnuje celou
sekvenci aminokyselin nebo jeji biologicky aktivni
je ukazdna v SEQ ID NO:1 (obrazek 4a).

Q¢
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st, jak

2. Proménna oblast tézZkého retézce, kterd zahrnuje celou
sekvenci aminokyselin nebo jeji biologicky aktivni ¢ast, jak
je ukazdna v SEQ ID NO:2 (obréazek 4b).

3. Chimerni protildtka, ktera vaze lidsky CD40 a zahrnuje
lehky Tetézec a téZky retézec, kde zminény lehky retézec

zahrnuje proménnou oblast lehkého Yetézce podle naroku 1.

4. Chimerni protildtka, kterd vazZe lidsky CD40 a zahrnuje
lehky retézec a tézky retézec, kde zminény tézZky retézec
zahrnuje proménnou oblast tézkého retézce podle naroku 2.

5. Chimerni protildtka podle ndroku 3, kde zminény téiZky
retézec zahrnuje proménnou oblast téZkého retézce podle

naroku 2.

6. Chimerni protildtka, ktera vaze lidsky CD40 a zahrnuje
lehky Fetézec a téZky retézec, vysSe zminény lehky retézec
zahrnuje celou sekvenci aminokyselin nebo jeji biologicky
aktivni &ast, jak je ukazdna v SEQ ID NO:4 a vySe zminény
tézky retézec zahrnuje celou sekvenci aminokyselin nebo jeji
biologicky aktivni c¢ast, jak je ukazéna v SEQ ID NO:3

7. Molekula nukleové kyseliny, ktera zahrnuje sekvenci
nukleotidl kédujici proménnou oblast lehkého retézce podle
naroku 1.

8. Molekula nukleové kyseliny, kterd zahrnuje sekvenci
nukleotidd kédujici proménnou oblast téZkého retézce podle
naroku 2.




9. Vektor exprese, ktery zahrnuje sekvenci nukleovych
kyselin podle naroku 7.

10. Vektor exprese, ktery zahrnuje sekvenci nukleovych
kyselin podle naroku 8.

11. Humanizovana protilédtka, kterd zahrnuje C¢dst proménné
oblasti lehkého ¥etézce podle naroku 1.

12. Humanizovand protilatka, kterd zahrnuje &ast proménné

oblasti tézZkého retézce podle naroku 2.

13. PFarmaceuticky pfipravek, vy zna dujici s e
t i m, Ze obsahuje chimerni protildtku podle naroku 5.

14. Farmaceuticky pr¥ipravek, vy zna du jici s e
t i m, Ze obsahuje chimerni protildtku podle naroku 6.

15. Chimerni protilédtka, kterd vdZe lidsky CD40 a zahrnuje
proménnou oblast lehkého retézce a proménnou oblast té&zkého
retézce, ve které vysSe zminénd proménni oblast lehkého
retézce zahrnuje sekvenci aminokyselin majici nejméné 90%
shodnost sekvence s proménnou oblasti lehkého Fetézce podle
naroku 1.

16. Chimerni protilatka, kterd vazZe lidsky CD40 a zahrnuje
proménnou oblast lehkého retézce a proménnou oblast té&Zkého
retézce, ve které vyse zminénad proménnd oblast tézkého
retézce zahrnuje sekvenci aminokyselin majici nejméné 90%
shodnost sekvence s proménnou oblasti téZkého Fetézce podle
naroku 2.

17. Zplsob léc¢eni pacienta trpiciho poruchou
zprostredkovanou T-buikami, vy znac¢ujici s e

t i m, Ze zahrnuje podavani terapeuticky uc¢inné davky




farmaceutického pfipravku podle naroku 14 zminénému

‘pacientovi.

18. Molekula nukleové kyseliny podle nadroku 7, ktera
zahrnuje sekvenci nukleotidd, jak je ukdzana v SEQ ID NO:6.

19. Molekula nukleové kyseliny podle ndroku 8, kterd
zahrnuje sekvenci nukleotidd, Jjak je ukdzdna v SEQ ID NO:5.

20. Chimerni protilatka podle naroku 6, kterd zahrnuje
sekvenci aminokyselin lehkého fetézce, jak je ukdzdna v SEQ
ID NO:4 a sekvenci aminokyselin tézZkého retézce, jak Jje
ukdzédna v SEQ ID NO:3.

21. Humanizovana protilatka podle naroku 11, kterd zahrnuje
proménnou oblast lehkého retézce, jak je ukdzana v SEQ ID
NO:8.

22. Humanizovand protilatka podle naroku 11, ktera zahrnuje
proménnou oblast téZkého Fetézce, jak je ukdzdna v SEQ ID
NO:10.

23. Humanizovana protildtka podle naroku 12, které zahrnuje
proménnou oblast lehkého retézce, jak je ukdzéna v SEQ ID
NO:8.

24 . Humanizovanad protildtka podle naroku 12, kterd zahrnuje
proménnou oblast téZkého retézce, jak je ukdzédna v SEQ ID
NO:10.

25. Humanizovanad protildtka podle néroku 11, kterad zahrnuje
proménnou oblast lehkého rfetézce, jak Je ukadzana v SEQ ID
NO:8 a proménnou oblast téZkého retézce, jak je ukadzana

v SEQ ID NO:10.

26. Humanizovand protildtka podle naroku 11, kterda zahrnuje
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proménnou oblast lehkého Fetézce, jak je ukézana v SEQ ID
NO:12.

27. Humanizovand protildtka podle naroku 26, ktera zahrnuje
proménnou oblast té&Zkého Fetézce, jak je ukdzéna v SEQ ID
NO:10.

27. Humanizovand protildtka podle ndroku 11, ktera zahrnuje
proménnou oblast lehkého Fetézce, jak je ukdzadna v SEQ ID
NO:12 a proménnou oblast téZkého retézce, jak je ukazéana

v SEQ ID NO:10.

28. Farmaceuticky pfipravek, vy znadujici se
t 1 m, Ze obsahuje humanizovanou protilatku podle naroku 25.

29. Farmaceuticky pfipravek, vy znaédujici s e
t 1 m, Ze obsahuje humanizovanou protildtku podle naroku 28.
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Asp Glu
185

Tyxr

Leu Ser Ser

aggecgcgecg
tttgagatgg
gctctgatge
agtagtgegce
agaatctgct
gttgacattg

[ X ]

sees

[ XX XJ
L X X ]

soe (A4

45

Arg Phe

Asn Ser Vval

His Ser Phe

Thr Val

110

Arg

Gln Leu

125

Lys

Tyr Pro

140

Arg

Ser Gly Asn

Thr Tyr Ser

Lys His Lys

190

Val
205

Pro Thr

gcttcgaata
agtttggcegce
cgcatagtta
gagcaaaatt

tagggttagg
attattgact

[ X2 2J
L]

.
[ XX A
'YX 2]
(XY XX R J

Ser

Glu Pro

80

Pro
95

Trp
Ala Ala
Ser Gly
Glu

Ala

Gln
160 -

Ser

Leu Ser

"175

Val Tyr

Lys Ser

gccagagtaa
cgatctceceg
agccagtatc
taagctacaa
cgttttgege
agttattaat

120
180
240
300
360



agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccceat
aatgtcgtaa
tctatataag
ttaatacgac
ctcttcttgg
cctgagectga
ttcacaacta
ggctggataa
gccttetett
gaggacacgg
tttgcttace
tcggtettee
tgcctggtcea
accagcggceg
agcgtggtga
cacaagccca
agggtgtctg
cccagtceccag
cccactcatg
gctaggtgcce
caagagccat
tccacteect
ctctgcagag
agecccaggcec
gggacaggcc
tcetgggagg
cceggacccee
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cggcteggee
cagccccgag
caggtcagcc
gagagcaatg
ggctcecttct
gtcttctcat
tceetgtete
ggtcgcacga
aaataaagca
tcaggcegag

tacggggtca
tggccegect
tcecatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggeag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgece
cagagctctc
tcactatagg
tggcagcagce
agaagcctgg
ctggaatgca
acacccactc
tggaaaccte
ctacgtattt
ggggccaagg
cecetggcace
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgeccte
gcaacaccaa
ctggaagcca
ggcagcaagg
ctcagggaga
cctaacccag
atccgggagg
cagctcggac
cccaaatctt
tcgeecteca
ccagceecgggt
accgtcagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
caccctetge
aaccacaggt
tgacctgecet
ggcagccgga
tectctacag
gctecgtgat
cgggtaaatg
ggatgcrrgg
cccagegcetg
tctgaggeet

ttagttcata
ggctgaccgce
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcceg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagrttgt
ccattgacgc
tggctraacta
gagacccaag
aacaggtgcce
agagacagte
gtgggtgcaa
tggagtgcca
tgccaacact
ctgtgtgaga
gacactggtc
ctcctccaag
cceccgaaccg
ceceggetgte
cagcagcttg
ggtggacaag
ggctcagege
caggcceegt
gggtcttetg
gcectgeaca
accctgeccec
accttetcte
gtgacaaaac
gctcaaggeg
gctgacacgt
ttcctettee
tgcgtggtgg
ggcgtagagg
cgrgtggtca
tgcaaggtct
ggtgggaccce
cctgagagrg
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcacc
gcatgaggct
agtgcgacgg
cacgtaccce
ccetgggecee
gagtggcatg

gcccatatat
Ccaacgaccce
ggactttcca
atcaagtgta
cctggeatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggegg
gagaacccac
cttggtacca
cactcccaga
aggatctcct
gagatgccag
aaatatgtag
gcatatttac
tcegggaatg
actgtctctg
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttggtg
tectgectgg
ctgcctcette
gcttttteece
caaaggggca
tgacctaagce
ctcccagatt
tcacacatgc
ggacaggtgce
ccacctecat
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatgc
gcgtectcac
Ccaacaaagc
gtggggtgcg
accgetgtac
ccceeatccee
ttctatccea
aagaccacge
gtggacaaga
ctgcacaacc
ccggcaagec
ctgtacatac
ctchagact
agggaggcag

ggagttccge
ccgcecattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacce
ctcacgggga
aaatczaacgg
taggcgtgta
tgcttactgg
tggactggac
tccagttggt
gcaaggcttc
gaaagggttt
aagacttcaa
agataagcaa
gtaactatga
cagctagcac
ggggcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacatctg
agaggccagce
acgcatcccg
acccggagge
caggcIctgg
ggtgctggge
ccaccccaaa
ccagtaactc
ccaccgtgee
cctagagtag
ctecttoctea
caaggacacc
ccacgzagac
caagacaaag
cgtcetgeac
cctcccagece
agggccacat
caaccIctgt
gggatgagct
gcgacatege
ctccegtget
gcaggtggca
actacacgca
ccecgectecee
ttcecegggeg
gtgataogtte
agcgggtecce

gttacataac
acgtcaataa
tgggtggact
agtacgccece
atgaccttat
atggtgatge
tttccaagte
gactttccaa
cggtgggagyg
cttatcgaaa
ctggagaatc
gcaatctgga
tgggtatgcee
gaagtggatt
gggacggttt
cctcaaaaat
cctggcectac
caagggccca
ggcecetggge
aggcgecctg
ctececectceage
caacgtgaat
acagggaggg
gctatgcage
ctctgecege
gcaggcacag
tcagacctgce
ggccaaactc
ccaatcttcet
caggtaagcc
cctgcatecca
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagg
caggactgge
cccatcgaga
ggacagaggc
ccctacaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactccgac
gcaggggaac
gaagagceccte
gggctctege
cccagcatgg
tttcecacggg
actgtcccca

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240




cactggccca
gccecteoggea
gctgggecac
ggagactgtc
atgcctagtce
acccctgget
tgcactcteg
cccgttcaac
cacgcctcecac
tcectegeaca
aggcccacga
tcetetcaca
acgtcecetgg
gactgtgect
cctggaaggt
tctgagtagg
ttgggaagac
aagaaccagce
ggcgggtgtg
tcettteget
aaaaagcatg
gccectaact
ttatgcagag
ttttggaggc
aacttgacgg
tcgaccattg
cctaccectgg
ttcagtggaa
tgagaagaat
accaccacga
acaaccggaa
ccaggaagcce
atttgaaagt
atacccaggce
ctacgagaag
atgcattttt
tacttctgtg
aatataaaat
 tagattccaa
aacctgtttt
cattctacte
ttgctaagtt
tacaccacaa
acctttataa
aggcatagag
atttgtaaag
cagccatacc
gaacctgaaa

ggctgtgcag
gggtggggga

gggaagcccrt.

ctgttctgtg
catgtgcgta
gcectgeccea
ggecectgtgg
aaaccccgcea
acacggagcc
cgtgaacact
gcctetegge
agggtgccce
ccetggecca
tctagttgec
gccactccca
tgtcattcta
aatagcaggce
tggggctcra
gtggttacge

ttcttccctt

catctcaatt
ccgeecagtt
gcegaggecg
ctaggctttt
caatcctage
aactgcatcg
cctecegetcea
ggtaaacaga
cgacctttaa
ggagctcatt
ttggcaagta
atgaatcaac
gacacgtttt
gtcctetetg
aaagactaac
ataagaccat
gtgtgacata
ttttaagtgt
cctatggaac
gctcagaaga
ctccaaaaaa
ttttgagteca
aggaaaaagc
gtaggcataa
tgtctgcrat
gggttaataa
acatttgtag
cataaaatga

gtgtgcctgg
tttgccageg
aggagcccect
agcgccectg
gggacaggcce
gcctcgeace
agggactggt
ctgaggttgg
tcacccggge
ccteggacac
agcttctecca
tgcagceegece
cttcceagtg
agccatctgt
ctgtecettte
ttctgggggyg
atgctgggga
gggggtatcc
gcagcgtgac
cctttctege
agtcagcaac
ccgeccatte
ccteggecte
gcaaaaagct
gtgaaggctg
tcgeegrgte
ggaacgagtt
atctggtgat
aggacagaat
ttcttgecaa
gagtagacat
caggccacct
tccecagaaat
aggtccagga
aggaagatgc
gggacttttg
attggacaaa
ataatgtgtt
tgatgaatgg
aatgccatct
gaagagaaag
tgctgtgttt
tgcactgceta
cagttataat
taataactat
ggaatatttg
aggttttact
atgcaattgt

v

gccecectagg
tggccctece
ggggacagac
tccteecgac
ctcectceacce
cgcatgggga
gcagatgccc
ccggcecacac
gaactgcaca
aggcceccac
catgctgacce
acacacacac
ccgeecttee
tgtttgcece
ctaataaaat
tggggtgggg
tgcggtggge
ccacgcgeece
cgctacactt
cacgttegec
catagtcccg
tcegeeceat
tgagctattc
tggacagcetce
gtaggatttt
Ccaaaatatg
caagtacttc
tatgggtagg
taatatagtt
aagtttggat
ggtttggata
tagactctpt
tgatttgggg
ggaaaaaggc
tttcaagttc
ctggctttag
ctacctacag
aaactactga
gagcagtggt
agtgatgatg
gtagaagacc
agtaatagaa
tacaagaaaa
cataacatac
gctcaaaaat
atgtatagtg
tgctttaaaa
tgttgttaac

28

[ X] e

%
(1]

ohs

*
L

sowe
(XX X4

[ 1)

gtggggctca
tccagcagea

acacagcccce
ctccatgccee
catctacccc
cacaaccgac
acacacacac
ggccaccaca
gcacccagac
gagccccacg
tgctcagaca
aggggatcac
ctgcaggacg
tceeecgtge
gaggaaattg
caggacagca
tctatggett
tgtagcggeg
gccagcgcece
gggcctctcea
ccectaactce
ggctgactaa
cagaagtagt
agggctgcga
atccecegetg
gggattggca
caaagaatga
aaaacctggt
ctcagtagag
gatgccttaa
gtcggaggea
gtgacaagga
aaatataaac
atcaagtata
tectgeteeee
atctectttgt
agatttaaag
ttctaattgt
ggaatgcctt
aggctactgc
ccaaggactt
ctcttgettyg
ttatggaaaa
tgttttttct
tgtgtacctt
ccttgactag
aacctcccac
ttgtttattg

L 14

onst
]

[ ]
sesw
eosase

®

e

gccaggggcet
cctgcectgg

tgcetetgta
actcggggge
cacggcacta
tccggggaca
tcageccaga
cacacacgrg
cagégcaagg
cggcacctca
aacccagcecec
acaccacgtc
gatcagccetc
cttececttgac
catcgcattg
agggggagga
ctgaggecgga
cattaagcge
tagcgccege
aaaaagggaa
cgceccatccee
ttttttttat

‘'gaggaggctt

tttcgegeca
ccatcatggt
agaacggaga
ccacaacc:tc
tctecattee
aactcaaaga
gacttattga
gttctgttta
tcatgcagga
ttctceccaga
agtttgaagr
tcctaaagcet
gaaggaacct
ctctaaggrta
ttgtgtattt
taatgaggaa
tgactctcaa
tcettecagaa
ctttgctact
atattctgra
tactccacac
tagcttttta
agatcataat
acctccecct
cagcttataa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400 .
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120




tggttacaaa
ttetagttgt
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat
accgtcgacce
ttgttatceg
‘gggtgcctaa
gtcgggaaac
tttgegtatt
gctgcggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttctcect
ggtgtaggtce
ctgcgecectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaarctgt
tgttgeccatt
ctceggttee
tagctectte
ggttatggca
gactggtgag
ttgecceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttcrgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

<210> 6
<211> 8858
<212> DNA

<213>. Lidsk4 a mysi

taaagcaata
ggtttgtcca
cgcggggatce
ggttacaaat
tctagttgtg
tctagctaga
Ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtcgtgee
gggegetcett

gcggtatcag

dgaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggce
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttegetcca
tccggtaact
gccactggta
tggtggcecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga

attttggtca

agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcectceega
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcgg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

gcatcacaaa
aactcatcaa
tcatgectgga
aaagcaatag
gtttgtccaa
gcttggcgta
cacacaacat
aactcacatt
agctgcatta
ccgcttecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctcectgttece
tggcgecttte
agctgggetg
atcgtcttga
acaggéttag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttetac
tgagattatce
caatctaaag
cacctatctc
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteetttt
tatttgaatg
tgccacctga

tttcacaaat
tgtatcttat
gttcttegee
catcacaaat
actcatcaat
atcatggtca
acgagccgga
aattgcgttg
atgaatcggce
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgeeecect
aggactataa
gaccctgecg
tcaatgctceca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatce
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcectgeaact
tagttcgeeca
acgctegteg
atgatcccecce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcageca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtce

aaagcatttt
catgtctgga
caccccaact
ttcacaaata
gtatcttatc
tagectgttte
agcataaagt
cgctcactge
caacgcgegg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccececgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgateceg
attacgcgcea
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgecet
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gccgcagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

.
-
.

tttcactgca
tcggetggat
tgtttattge
aagcattttt
atgtctgtat
ctgtgtgaaa
gtaaagcctg
ccgctttcecea
ggagaggcgg
cggtcgttceg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececce
acctgtcececge
atctcagttc
agcccgacceyg
acttatcgcece
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tcettttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttetgt
cgagttgcte
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagegt
gggcegacacg
atcagggtta
taggggttce

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280

8340

8400
8460
8520
8580
8614




<400> 6

gacggatcgg
agtaaccttt
tcecgatceece
gtatctgcte
tacaacaagg
tgcgetgett
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggactattta
gcceectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
Cgaaattaat
agcttctett
agtctccage
gccagagtat
ttctcatcaa
gatcagggtc
attactgtca
tcaaacgtaa
aactctgagg
ggtcagaaaa
gaactttatt
acgcrtettg
ctaacatgcce
atcctgtttyg
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagcteg
ccacctgcetce
cacaggggac
ctecttgget
acctgtggtt
aatttctett
atcatccttc
caagccttet
cceetectea
cctttgattce
ataaagagaa
taaacaaaca
tgccttattt

gagatctgct
ttttttaatt
ctatggrcga
cctgettgtyg
caaggcttga
cgcgatgtac
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccceca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttectactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
acgactcact
cctectgeta
caccctgtet
tagcgactac
atatgcttcee
agatttcact
acatggtcac
gtctcgagte
gggtcggatg
gcatgcaaag
aaggaatagg
gtctcertge
cttatccgea
cttctttect
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtceacaa
ctcagttcca
ctaccccertat
ttaattatge
tctetettre
ataagggact
attctatttt
gtcctcacag
gcaagcccte
aattccctga
tcattcattg
atagggaaat
acatttttaa

agccegggtyg
ttattttatt
ctctcagrac
tgttggagat
ccgacaattg
gggccagata
ggtcattage
cgcctggerg
tagtaacgece
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggeg
tcaatgggag
ccgcceccatt
ctctctgger
atagggagac
ctctggecree
gtgactccag
ttacactggt
cattccatct
ctcagtatca
agcttteegt
tctagataac
acgtggccat
ccctcagaat
gggaagctag
tataattatc
aacaacacac
éaggaactgt
ctggaactgc
agtggaaggrt
acagcaagga
agaaacacaa
agagcttcaa
gcctgacccee
tgcggtecte
taatgrtgga
ctcatttaat
aaatatgtag
accctatcat
tcecectgage
atagtccttt
gaatcaacca
caacatgata
gtttaagtte
acaggtactg

acctgaggcg
ttatttttga
aatctgctct
cgctgagtag
catgaagaat
tacgcgttga
tcatagccca
accgeccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcecegectgg
ctacgtatta
tggatagegg
tttgttttgg
gacgcaaatg
aactagagaa
ccaagcttgg
cagataccac
gagatagagt
atcaacaaaa
ctgggatccq

acagtgtgga

ggacgttcgg
cggtcaatcg
tctttgecta
ggctgcaaag
gaagaaactc
tgggataagc
ccaagggcag
ggctgcacca
ctctgttgto
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgce
caggggagag
ctcececatect
cagctcatct
ggagaatgaa
aattattatc
tcatcctaag
cctctgceaag
catggtagga
ttaagggtga
aagcaaattt
taaaataaca
atcatggtac
agggactcct

cgccggette
yatggagttt
gatgccgeat
tgcgcgagea
ctgcttaggg
cattgattat
tatatggagt
gaccccegcec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgcce
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
cccactgett
taccatggaa
cggagacatt
ctcetetttece
atcacatgag
ctcecaggtte
acctgaagat
tggaggcace
gtcaatcgat
aagcattgag
agctccaaca
aaaacatcaa
atgctgtttt
aactttgtta
tctgtettea
tgcectgetga
ctccaatcegy
agcctcagca
tgcgaagtca
tgttagaggg
ttggcctetg
ttcacctcac
taaataaagt
tgttgtttta
gcacgtaacc
acagtectcce
gagacttgct
caggtcttac
ttcaaaagaa
acacaataaa
ttagacttaa
gtctgccaag

gaatagccag
ggcgcegate
agttaagcca
aaatttaagce
ttaggcgttt
tgactagtta
tcegegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
actggcttat
gcececagetce
gttctgacte
tgcagggcca
tctecaagge
agtggcagtg
gttggaattt
aagctggaaa
tggaattcta
tttactgcaa
aaacaattta
gattttaaat
ctgtctgtcc
cttaaacacc
tctteccgee
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg
agaagtgcce
acccttttte
ccecectecte
gaatctttge
ccaactactc
atttataaaa
ctcaaaccca
tcettgtttt
agtcatatat
gaaacctgct
agcaattaaa
tggaatgtca
ggccgtattg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820




agtactttce
aatgttgcaa
cttctagatg
tttatttaca

taaactgrgg-

atacctactc
aaagatatgt
agaaatttgg
caagaagggg
tgatctgrge
cttataccca
taagtggggg
gagtctgect
atctgtgece
ttcagcaagg
acactcacat
tggggcacte
cctcectecretg
aaatgactga
ggggaaggac
aatgttgatg
aatgtcectt
aaaggcaggce
tccaaccgeg
cctcgactgt
tgacccztgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagzac
gcgeggcggyg
ccgctcecettt
ggaaaaaszag
tccegeeccet
ttatttatgce
gcttttozgg
gccaaacttyg
tggttcgace
gagacctacc
cctcettcagt
ttcectgagaa
aagaaccacc
ttgaacaacc
tttaccagga
aggaatttga
cagaataccc
aagtctacga
agctatgcat
accttacttc

acaacctaat
aggttctata
actgagtrgte
aaagccaaaa
tatgtttata
acacagatga
tctgtatgtt
atggaaatta
cttectggggt
actgttctgt
gttaatagat
cctgggatca
tccagggete
tgtttggcta
ggacagagga
gtttgggaag
tggcccectgece
Cctacacrtct
caatcccttt
agtcatggag
agtatcaaat
ccaatgacat
ataatccagt
gaagggeccect
geettectagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctgggge
tgtggtggtt
cgcttteztce
catgcatctc
aactccgcecce
agaggccgag
aggcctagge

ctggcctecg
ggaaggtzaa
gaatcgacct
acgaggagct
ggaattggca
agccatgaat
aagtgacacg
aggcgtecte
gaagaaagac
Tittataaga
tgtggtgtga

ttaatccaca
aagctgagag
cccacccace
attggaaata
cattagaata
atctcataaa
ttcatccata
ctcttagetg
cttggtaatg
atacacatta
agaagaggaa
aatagctacc
aaggtgctca
gctaggagcea
cagaattaac
ggggaagggce
cctctcaget
gaaggggttc
gtcctgettt
aaactacata
ctttcaaact
gaacttgctc
tatgaattet
attctatagt
tgccagecat
cccactgtec
tctattcetgg
aggcatgcetg
tctagggggt
acgecgcageg
certeettte
aattagtcag
agttcegecee
gececgeetegg
ttttgcaaaa
tagcgrgaag
atcgrcgeeg
ctcaggaacg
cagaatctgg
ttaaaggaca
cattttcttg
agtasagtag
caaccaggcec
TTtttccecag
tctgaggtee
taacaggaag
ccatgggact
cataattgga

ctatactgtg
acaaatatat
aaaaaactat
gcccgattgt
cccaatgaég
aataatgtta
taaagttcaa
g999tgggcg
ttctgttect
tgcttcaaaa
taagtaatag
tgcctaatce
acaaaacaac
cacatacata
cttgcccaga
acatgtaaat
actcatccat
aggagtaacet
gtttttcttt
aggaagcacc
ttggaggttt
actcatccct
tgcggeeget
gtcacctaaa
ctgttgtttg
tttcctaata
ggggtggggt
gggatgcggr
atccccacge
tgaccgetac
tcgecacgrt
caaccatagzt
attctececgee
cctcetgaget
agcttggaca
gctggtagga
tgtcccaaaa
agttcaagta
tgartatggg
gaattaatat
CCaaaagttt
acatggtttg
accttagacst
aaattgattt
aggaggaaaa
atgctttcaa
tttgctgget
caaactacct

[ XX X1

(XX 2]
-

XX X}

agattaaaaa
tctataactce
gcaagaatgt
ccaacaatag
agaattaaca
cataagagaa
aaccaggtaa
agttagtgec
cgtgtggggt
taacttcaca
gtcaagacca
tgecewettg
aggcctgceta
gaaattaaat
cactggaaac
gaggactctt
Ccaacacacc
aacacagcat
ccagtcagta
ttgceettet
gagtaggggt
gggggccaaa
tgctagctte
tgctagaget
cececteecee
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gcecergtage
acttgccage
cgeccgggect
ccegeececta
ccatggctga
attccagaag
gctcagggcet
ttttatccece
tatggggatt
cttccaaaga
taggaaaacc
agttctcagr
ggatgatgcce
gatagtcgga
ctttgtgaca
ggggaaatat
aggcatcaag
gttctctget
ttagatctct
acagagattt

o0
Socoes

cattcattaa
agcaatccca
tcaaagcage
aatgagttat
agctacaact
actcaatgca
aaataaagtt
tgggagaaga
tgtgcagtta
taaagaacat
acgcagctgg
agccctgaat
ttttectgge
gaaacagacc
ccatgtatga
cctcattcta
tttctaagta
cectteecte
ctgggaaagt
gcetettgag
gagactcagt
ttgaacaatc
acgtgttgga
cgctgatcag
gtgecttect
attgcatcge
agcaaggggg
gcttetgagg
ggcgcattaa
gccctagege
ctcaaaaaag
actcecgeccea
Ctaatttttt
tagtgaggag
gcgatttcge
gctgecatca
ggcaagaacg
atgaccacaa
tggttctcceca
agagaactca
ttaagactta
ggcagttctg
aggatcatgc
aaacttctcc
tataagtttg
ccectectaa
ttgtgaagga
aaagctctaa

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700



ggtaaatata
attttagatt
ggaaaacctg
'tcaacattct
agaattgcecta
tatttacace
Ttgtaaccttt
acacaggcecat
tttaatttgt
taatcagceca
ccctgaaccet
ataatggtta
tgcattctag
ggatgatcct
ttgcagctta
tttttteact
gtataccgtce
Jaaattgtta
cctggggtge
tccagteggg
geggtttgeg
ttcggetgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctce
ccectggaag
ccgectttet
gttcggtgta
accgetgege
cgccactgge
cagagttctt
jegetctget
aaaccaccgce
aaggatctca
actcacgtta
Taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecctg
ccagtgcectge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagcteccgg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgeec
tcatcattgg

aaatttttaa
ccaacctatg
ttttgctcag
actcctccaa
agttttttga
acaaaggaaa
ataagtaggc
agagtgtctg
aaaggggtta
taccacattt
gaaacataaa
caaataaagc
ttgtggtttg
ccagegeggg
taatggttac
gcattctagt
gacctctage
tcecgctcaca
ctaatgagtg
aaacctgtcg
tattgggege
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegrg
ccctteggga
ggtcgttcege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actceccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgecgg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtecet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttrct

gtgtataartg
gaactgatga
dagaaatgcc
aaaagaagag
gtcatgetgt
aagctgcacet
ataacagtta
Ctattaataa
ataaggaata
gtagaggttt
atgaatgcaa
aatagcatca
tccaaactca
gatctcatge
aaataaagca
tgtggtttger
tagagcttgg
attccacaca
agctaactca
tgccagetge
tcttecgett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacce
cgctctectyg
agcgtggege
tccaagectgy
aactatcgte
ggtaacagga
GCtaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatectttt
gtcatgagat
aaatcaatcet
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgrgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattcte
accaagtcat
Ccgggataata

tcggggcgaa

tgttaaacta
atgggagcag
atctagtgat
aaaggtagaa
gtttagtaat
gctatacaag
taatcataac
ctatgctcaa
tttgatgtat
tacttgettt
ttgttgttgt
caaatttcac
tcaatgtate
tggagttectt
atagcatcac
Ccaaactcat
cgtaatcatg
acatacgagc
cattaattgce
attaatgaat
cctegeteac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctccgeee
cgacaggact
ttecgaceet
tttctcaatg
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
Ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagcgat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtecctge
taagtagrtc
tgtcacgcte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegcecaca
aactctcaag

ctgattctaa
tggtggaatg
gatgaggcta
gaccccaagg
agaactcttg
aaaattatgg
atacrtgtttt
aaattgtgta
agtgccttga
aaaaaacctc
taacttgttt
aaataaagca
ttatcatgte
cgcccaccee
aaatttcaca
caatgtatct
gtcatagcetg
Cggaagcata
gttgcgctca
cggccaacgce
tgactcgetg
aatacggtta
gcaaaaggcce
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettace
Cctcacgctgt
Cgaaccceece
cccggraaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctettga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcace
tgagraaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatec
gccagttaat
gtegtttggt
cceccatgttg
gttggecgea
gccatcegta
gtgtatgegg
tagcagaact
gatcttaceg

ttgtttgtgt
Cctttaatga
ctgctgacte
actttecctte
cttgctttge
aaaaatattc
ttcttactce
cctttagett
ctagagatca
ccacacctcece
attgcagcett
tttttttcac
tggatcgget
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
tttcctgtgt
aagtgtaaag
ctgccegett
gcggggagag
cgcteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgactrtat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggeaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggece
Tcagcaateaa
gcctccatce
agtttgcgea
atggctrtecat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgce
ctgttgagat

5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580




o099
*
[ XX X}
[ X X2
-
oosses

ccagttcgat gtaacccact cgtgcaccca actgatctte agcatctttt actttcacca 8640
gegtttetgg gtgagcaaaa acaggaaggc aaaatgcecge aaaaaaggga ataagggcga 8700
cacggaaétg ttgaatactc atactcttec tttttcaata ttattgaagc atttatcagg 8760
gttattgtct catgagcgga tacatatttg aatgtattta gaaaaataaa caaatagggg 8820
ttcegegeac atttceocega aaagtgccac ctgacgtce 8858

<210> 7
<211> 321
<212> DNA

<213>. 1idské a mysi

<400> 7

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccace ctgtctttgt ctccagggga aagagccace 60
ctctectgca gggeccagtca gagtattage gattacttac attggtacca acagaaacct 120
ggccaggctc ccaggctcect catctattac gcatcccact ccatctectgg catcccagec 180
aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct 240
gaagattttg cagtttatta ctgtcagcat ggccactctt ttecttggac ctteggaggg 300
gggaccaagg tggaaattaa a 321

<210> 8

<211> 107 . -
<212> PRT

<213> Lidsk& a mysi

<400> 8
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asp Tyr
20 25 30
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 ' 40 45

Tyr Tyr Ala Ser His Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ala Arg 'Phe Ser Gly
50 55 60

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

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Gly His Ser Phe Pro Trp
85 50 95

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

<210> 8



e [ XXX ]
. LN
(X X .
W .::Q C.l:
<211> 366
<212> DNA
<213> Lidskd a nysi
<400> 9
caggtgcagc tggtgcaatc tgggtctgag ttgaagaagc
tcectgeaagg cttctggata cgecttcact accactggcea
cctggacaag ggcttgagtg gatgggatgg atcaacaccc
gtcgaggact tcaaaggacg gtttgtettce tecttggaca
Ctgcagatca gcagcctaaa ggctgaggac actgccgtgt
aatgggaact atgacctggce atactttaag tattggggee
teectea
<210> 10
<211> 122
<212> PRT
<213> Lidské a mysi
<400> 10
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ser Glu Leu
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Gly Met Gln Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Gly Trp Ile Asn Thr His Ser Gly Val Pro Lys
50 55
Lys Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser
65 70 75
Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Ser Gly Asn Gly Asn Tyr Asp Leu Ala
100 105
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 11
<211> 321
<212> DNA
<213>. 1idska a mysi

o (X LX) L]
L]

"o

(XX X ]
o0
L]

o9 eSS

ctggggccte
tgcagtgggt
acagcggggt
cctctgteag
attactgtgce
agggaaccct

Lys Lys Pro

Ala Phe Thr

30
Leu Glu
45

Gly

Tyr Val Glu

60

Val Ser Thr

Ala Val Tyr

Tyr Phe Lys

110

L

*

LA X ]
L AR X N}

agtgaaggtt
gcgacaggee
Cccaaagtat
cacggcatat
gagatctgge
ggtcaccgtc

Gly Ala

15

Thr Thr

Trp Met

Asp Phe

Ala Tvyr

80

Tyr
95

Cys

Trp

Tyr

60

120
180
240
300
360
366



. L]
*8 0000

ctccagggga aagagccacce
attggtacca acagaaacct
ccatctetgg catcccagec
ccactagcag cctagagcct
atccttggac ctteggaggg

Pro
15

Ser Leu Ser Gly

Ser
30

Ser Ile Asp Tyr

Pro Arg Leu Ile

45

Leu

Ala
60

Arg Phe 'Ser Gly

Glu Pro

80

Ser Ser Leu

Pro
95

His Ser Tyr Trp

<400> 11 .

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccace ctgtctttgt

Ctctectgea gggccagtea gagtattagc gattacttac

ggccaggctc ccaggctect catctattac gcatcccact

aggttcagtg gcagtgggtce tgggacagac ttcactctca

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcat ggccactctt

gggaccaagg tggaaattaa a

<210> 12

<211> 107

<212> PRT

<213> ,LidSké a myéi

<400> 12

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu
1 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln

20 25
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala
35 40
Tyr Tyr Ala Ser His Ser Ile Ser Gly Ile Pro
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Gly

85 g0
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 13

<211> 366

<212> DNA

<213> Lidsk4 a mysi

<400> 13

cagatccagt tggtgcaartc tggacctgag ctgaagaagce

tcectgecaagg cttctgggta tgccttcaca actactggaa
ccaggaaagg gtttgaagtg gattggctgg ataaacaccc
gtagaagact tcaagggacg gtttgectte tctttggaaa
ttacagataa gcaacctcaa aaatgaggac acggctacgt

ctggagagac
tgcagtgggt
actctggagt
cctctgecaa
atttctgtgt

agtcaggatc
gcaagagatg
gccaaaatat
cactgcatat

gagatceggg

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300



tctgea

<210>.14
<211> 324
<212> DNa

<213> 1idskd a mysi

<400> 14

gacattgttce
ctttcctgea
catgagtcte
aggttcagtg
gaagatgttg
ggcaccaagce

tgactcagtc
gggccagceca
caaggcttct
gcagtggatc
gaatttatta
tggaaatcaa

tccagecace ctgtctgtga
gagtattagc gactacttac
catcaaatat gcttcccatt
agggtcagat ttcactctca
ctgtcaacat ggtcacagcet
acgt

ctccaggaga tagagtctcet
actggtatca acaaaaatca
ccatctctgg gatccectce
gtatcaacag tgtggaacct
ttcegtggac gttcggtgga

60

120
180
240
300
324
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7E1-G2b 100ug



lAscl

Q VH (mysq)

linearizace

b CH1 (lidsky)

pD17-cM1.H1

8614 bp napojeni
J cha
spojeni/polya 'y .
\ P CH3

SV40pr bez

bGH polyA Obrazek 12a

Lehkyvfetézec chi22p
mista linearizace
ﬁscl

IgK INTRON J-C

pD16-cM1.L1 2 huC KAPPA
8858 bp
Spojeni/polya
S740Pr beg C KAPPA &'

bGH polyA Obrazek 12p




61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
lsel
1821
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
- 2701
2761
2821
2881
2941
3001

GACGGATCGG
CCTTTTTTTT
ATCCCCTATG
TGCTCCCTGC
CAAGGCAAGG
TGCTTCGCGA
AGTAATCAAT
TTACGGTAAA
TGACGTATGT
ATTTACGGTA
CTATTGACGT
GGGACTTTCC
GGTTTTGGCA
TCCACCCCAT
AATGTCGTAA
TCTATATAAG
TTAATACGAC
CTCTTCITGG

TCGGTCTTCC
TGCCTGGTCA
ACCAGCGGCG
AGCGTGGTGA
CACAAGCCCA
AGGGTGTCTG
CCCAGTCCAG
CCCACTCATG
GCTAGGTGCC
CAAGAGCCAT
TCCACTCCCT
CTCTGCAGAG
AGCCCAGGCC
GGGACAGGCC
TCCTGGGGGG
CCCGGACCCC
AGTTCAACTG
AGCAGTACAA
TGAATGGCAA
AAACCATCTC
CGGCTCGGCC
CAGCCCCGAG
CAGGTCAGCC
GAGAGCAATG
GGCTCCTTCT
GTCTTCTCAT
TCCCTGTCTC

GAGATCTGCT
TAATTTTATT
GTCGACTCTC
TTGTGTGTTG
CTTGACCGAC
TGTACGGGCC
TACGGGGTCA
TGGCCcGeeT
TCCCATAGTA
AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC
CAGAGCTCTC
TCACTATAGG
TGGCAGCAGC

CCCTGGCACC
AGGACTACTT
TGCACACCTT
CCGTGCCCeTC
GCAACACCAA
CTGGAAGCCA
GGCAGCAAGG
CTCAGGGAGA
CCTAACCCAG
ATCCGGGAGG
CAGCTCGGAC
CCCAAATCTT
TCGCCCTCCA
CCAGCCGGGT
ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGAGTACAAG
CAAAGCCAAA
CACCCTCTGC
AACCACAGGT
TGACCTGCCT
GGCAGCCGGA
TCCTCTACAG
GCTCCGTGAT
CGGGTAAATG

AGGTGACCTG
TTATTTTATT
AGTACAATCT
GAGGTCGCTG
AATTGCATGA
AGATATACGC
TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG
TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCATTGACGC
TGGCTAACTA
GAGACCCAAG
AACAGGTGCC

CTCCTCCAAG
CCCCGAACCS
CCCGGCTGTC
CAGCAGCTTG
GGTGGACAAG
GGCTCAGCGC
CAGGCCCCGT

GGGTCTTCTG

GCCCTGCACA
ACCCTGCCCC
ACCTTCTCTC
GTGACARAAC
GCTCAAGGCG
GCTGACACGT
TTCCTCTTCC
TGCGTGGTGG
GGCGTGGAGG
CGTGTGGTCA
TGCAAGGTCT
GGTGGGACCC
CCTGAGAGTG
GTACACCCTG
GGTCAAAGGC
GAACAACTAC
CAAGCTCACC
GCATGAGGCT
AGTGCGACGG

AGGCGCGCeE
TTTGAGATGG
GCTCTGATGC
AGTAGTGCGCE
AGAATCTGCT
GTTGACATTG
GCCCATATAT
Ccaaceacee
GGACTTTCCA
ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGA
TTTGGCACCA
AAATGGGCGG
GAGAACCCAC

AGCACCTCTG
GTGACGGTGT
CTACAGTCCT
GGCACCCAGA
AAAGTTGGTG
TCCTGCCTGG
CTGCCTCTTC
GCTTTTTCCC
CAAAGGGGCA
TGACCTAAGC
CTCCCAGATT
TCACACATGC
GGACAGGTGC
CCACCTCCAT
CCCCAARACC
TGGACGTGAG
TGCATAATGC
GCGTCCTCAC
CCAACAAAGC
GTGGGGTGCG
ACCGCTGTAC
cececeeareee
TTCTATCCCA
AAGACCACGC
GTGGACAAGA
CTGCACAACC
CCGGCAAGCC

Obrdzek 13a

(XN}

GCTTCGAATA
AGTTTGGCGC
CGCATAGTTA
GAGCAAAATT
TAGGGTTAGG
ATTATTGACT
GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG
TTGACGTCAA
TCATATGCCA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGG
TAGGCGTGTA
TGCTTACTGG
TGGACTGGAC

[ GC

GGGGCACAGC
CGTGGAACTC
CAGGACTCTA
CCTACATCTG
AGAGGCCAGC
ACGCATCCCG
ACCCGGAGGT
CAGGCTCTGG
GGTGCTGGGC
CCACCCCAAA
CCAGTAACTC
CCACCGTGCC
CCTAGAGTAG
CTCTTCCTCA
CAAGGACACC
CCACGAAGAC
CAAGACAAAG
CGTCCTGCAC
CCTCCCAGCC
AGGGCCACAT
CAACCTCTGT
GGGATGAGCT
GCGACATCGC
CTCCCGTGCT
GCAGGTGGCA
ACTACACGCA
ceeeeTecee

CAGCTAGCAC

GCCAGAGTAA
CGATCTCCCG
AGCCAGTATC
TAAGCTACAA
CGTTTTGCGC
AGTTATTAAT
GTTACATAAC
ACGTCAATAA
TGGGTGGACT
AGTACGCCCC
ATGACCTTAT
ATGGTGATGC
TTTCCAAGTC
GACTTTCCAA
CGGTGGGAGG
CTTATCGAAA
CTGGAGAATC

CAAGGGCCCA
GGCCCTGGGE
AGGCGCCCTG
CTCCCTCAGC
CAACGTGAAT
ACAGGGAGGG
GCTATGCAGC
CTCTGCCCGC
GCAGGCACAG
TCAGACCTGC
GGCCRAACTC
CCAATCTTCT
CAGGTAAGCC
CCTGCATCCA
GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA
GGACAGAGGC
CCCTACAGGG
GACCAAGAAC
CGTGGAGTGG .
GGACTCCGAC
GCAGGGGAAC
GAAGAGCCTC
GGGCTCTCGC




3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

GGTCGCACGA
AAATAAAGCA
TCAGGCCGAG
CACTGGCCCA
GCCCTCGGCA
GCTGGGLCAC
GGAGACTGTC
ATGCCTAGTC
ACCCCTGGCT
TGCACTCTCG
CCCGTTCAAC
CACGCCTCAC
TCCTCGCACA
AGGCCCACGA
TCCTCTCACA
ACGTCCCTGG
GACTGTGCCT
CCTGGAAGGT
TCTGAGTAGG
TTGGGAAGAC
AAGAACCAGC
GGCGGGTGTG
TCCTTTCGCT
AAAAAGCATG
GCCCCTAACT
TTATGCAGAG
TTTTGGAGGC
AACTTGACGG
TCGACCATTG
CCTACCCTGG
TTCAGTGGAA
TGAGAAGAAT
ACCACCACGA
ACAACCGG2AA
CCAGGAAGCC
ATTTGAAAGT
ATACCCAGGC
CTACGAGAAG
ATGCATTTTT
TACTTCTGTG
AATATAAAAT
TAGATTCCAA
AACCTGTTTT
CATTCTACTC
TTGCTAAGTT
TACACCACAA
ACCTITTATAA
AGGCATAGAG
ATTTGTAAAG
CAGCCATACC
GAACCTGAAA

GGATGCTTGG
CCCAGCGCTG
TCTGAGGCCT
GGCTGTGCAG
GGGTGGGGGA
GGGAAGCCCT
CTGTTCTGTG
CATGTGCGTA
GCCCTGCCCA
GGCCCTGTGG
AAACCCCGCA
ACACGGAGCC
CGTGAACACT
GCCTCTCGGC
AGGGTGCCCe
CCCTGGCCCA
TCTAGTTGCC
GCCACTCCCA
TGTCATTCTA
AATAGCAGGC
TGGGGCTCTA
GTGGTTACGC
TTCTTCCCTT
CATCTCAATT
CCGCCCAGTT
GCCGAGGCCG
CTAGGCTTTT
CAATCCTAGC
AACTGCATCG
CCTCCGCTCA
GGTAAACAGA
CGACCTTTAA
GGAGCTCATT
TTGGCAAGTA
ATGAATCAAC
GACACGTTTT
GTCCTCTCTG
AAAGACTAAC
ATAAGACCAT
GTGTGACATA
TTTTAAGTGT
CCTATGGAAC
GCTCAGAAGA
CTCCAAARAA
TTTTGAGTCA
AGGAAAAAGC
GTAGGCATAA
TGTCTGCTAT
GGGTTAATAA
ACATTTGTAG
CATAAAATGA

CACGTACCCC
CCCTGGGCee
GAGTGGCATG
GTGTGCCTGG
TTTGCCAGCG
AGGAGCCCCT
AGCGCCCCTG
GGGACAGGCC
GCCTCGCACC
AGGGACTGGT
CTGAGGTTGG
TCACCCGGGC
CCTCGGACAC
AGCTTCTCCA
TGCAGCCGCC
CTTCCCAGTG
AGCCATCTGT
CTGTCCTTTC
TTCTGGGGGG
ATGCTGGGGA
GGGGGTATCC
GCAGCGTGAT
CCTTTCTCGC
AGTCAGCAAC
CCGCCCATTC
CCTCGGCCTC
GCAAAAAGCT
GTGAAGGCTG
TCGCCGTGTC
GGAACGAGTT
ATCTGGTGAT
AGGACAGAAT
TTCTTGCCAA
AAGTAGACAT
CAGGCCACCT
TCCCAGAAAT
AGGTCCAGGA
AGGAAGATGC
GGGACTTTTG
ATTGGACARA
ATAATGTGTT
TGATGAATGG
AATGCCATCT
GAAGAGARAG
TGCTGTGTTT
TGCACTGCTA
CAGTTATAAT
TAATAACTAT
GGAATATTTG
AGGTTTTACT
ATGCAATTGT

CTGTACATAC
CTGCGAGACT
AGGGAGGCAG
GCCCCCTAGG
TGGCCCTCCC
GGGGACAGAC
TCCTCCCGAC
CTCCCTCACC
CGCATGGGGA
GCAGATGCCC
cceGgreacac
GAACTGCACA
AGGCecceeac
CATGCTGACC
ACACACACAC
cceeeerree
TGTTTGCCCC
CTAATAAAAT
TGGGGTGGGG
TGCGGTGGGLT
CCACGCGCCe
CGCTACACTT

CACGTTCGCC

CATAGTCCCG
TCCGCCCCAT
TGAGCTATTC
TGGACAGCTC
GTAGGATTTT
CCAAAATATG
CAAGTACTTC
TATGGGTAGG
TAATATAGTT
AAGTTTGGAT
GGTTTGGATA
TAGACTCTTT
TGATTTGGGG
GGAARAAGGC
TTTCAAGTTC
CTGGCTTTAG
CTACCTACAG
AAACTACTGA
GAGCAGTGGT
AGTGATGATG
GTAGAAGACC
AGTAATAGAA
TACAAGAAAA
CATAACATAC
GCTCAAAAAT
ATGTATAGTG
TGCTTTAAAA
TGTTGTTAAC

Obrézek 13b

TTCCCGGGLCG
GTGATGGTTC
AGCGGGTCCC
GTGGGGCTCA
TCCAGCAGCA
ACACAGCCCC
CTCCATGCCC
CATCTACCCC
CACAACCGAC

ACACACACAC

GGCCACCACA
GCACCCAGAC
GAGCCCCACG
TGCTCAGACA
AGGGGATCAC
CTGCAGGACG
TCCCCCGTGC
GAGGAAATTG
CAGGACAGCA
TCTATGGCTT
TGTAGCGGCG
GCCAGCGCCC
GGGCCTCTCA
CCCCTAACTC
GGCTGACTAA
CAGAAGTAGT
AGGGCTGCGA
ATCCCCGCTG
GGGATTGGCA
CAAAGAATGA
AAAACCTGGT
CTCAGTAGAG
GATGCCTTAA
GTCGGAGGCA
GTGACAAGGA
AAATATAAAC
ATCAAGTATA
TCTGCTCCCC
ATCTCTTTGT
AGATTTAAAG
TTCTAATTGT
GGAATGCCTT
AGGCTACTGC
CCAAGGACTT
CTCTTGCTTG
TTATGGAAAA
TGTTITTTTCT
TGTGTACCTT
CCTTGACTAG
AACCTCCCAC
TTGTTTATTG

CCCAGCATGG
TTTCCACGGG
ACTGTCCCCA
GCCAGGGGCT
CCTGCCCTGG
TGCCTCTGTA
ACTCGGGGGC
CACGGCACTA
TCCGGGGACA -
TCAGCCCAGA.
CACACACGTG
CAGAGCAAGG
CGGCACCTCA
AACCCAGCCC
ACACCACGTC
GATCAGCCTC
CTTCCTTGAC
CATCGCATTG
AGGGGGAGGA
CTGAGGCGGA
CATTAAGCGC
TAGCGCCCGC
AAAAAGGGAA
CGCCCATCCC
TTTTTTTTAT
GAGGAGGCTT
TTTCGCGCCA
CCATCATGGT
AGAACGGAGA
CCACAACCTC
TCTCCATTCC
AACTCAAAGA
GACTTATTGA
GTTCTGTTTA
TCATGCAGGA
TTCTCCCAGA
AGTTTGAAGT
TCCTAAAGCT
GAAGGAACCT
CTCTAAGGTA
TTGTGTATTT
TAATGAGGAA
TGACTCTCAA
TCCTTCAGAA
CTTTGCTATT
ATATTCTGTA
TACTCCACAC
TAGCTTTTTA
AGATCATAAT
ACCTCCCCCT
CAGCTTATAA




6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6501
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581

TGGTTACAAA
TTCTAGTTGT
GATCCTCCAG
AGCTTATAAT
TTCACTGCAT
ACCGTCGACC
TTGTTATCCG
GGGTGCCTAA
GTCGGGAAAC
TTTGCGTATT
GCTGCGGCGA
GGATAACGCA
GGCCGCGTTG
ACGCTCAAGT
TGGAAGCTCC
CTTTCTCCCT
GGTGTAGGTC
CTGCGCCTTA
ACTGGCAGCA
GTTCTITGAAG
TCTGCTGAAG
CACCGCTGGT
ATCTCAAGAA
ACGTTAAGGG
TTAAAAATGA
CCAATGCTTA
TGCCTGACTC
TGCTGCAATG
GCCAGCCGGA
TATTAATTGT
TGTTGCCATT
CTCCGGTTCC
TAGCTCCTTC
GGTTATGGCA
GACTGGTIGAG
TTGCCCGGCG
CATTGGAAAA
TTCGATGTAA
TTCTGGGTGA
GAAATGTTGA
TTGTCTCATG
GCGCACATTT

TAAAGCAATA
GGTTTGTCCA
CGCGGGGATC
GGTTACAAAT
TCTAGTTGTG
TCTAGCTAGA
CTCACAATTC
TGAGTGAGCT
CTGTCGTGCC
GGGCGCTCTT
GCGGTATCAG
GGAAAGAACA
CTGGCGTTTT
CAGAGGTGGC
CTCGTGCGCT
TCGGGAAGCG
GTTCGCTCCA
TCCGGTAACT
GCCACTGGTA
TGGTGGCCTA
CCAGTTACCT
AGCGGTGGTT
GATCCTTTGA
ATTTTGGTCA
AGTTTTAAAT
ATCAGTGAGG
CCCGTCGTGT
ATACCGCGAG
AGGGCCGAGC

TGCCGGGAAG

GCTACAGGCA
CAACGATCAA
GGTCCTCCGA
GCACTGCATA
TACTCAACCA
TCAATACGGG
CGTTCTTCGG
CCCACTCGTG
GCAAAAACAG
ATACTCATAC
AGCGGATACA
CCCCGAAAAG

GCATCACAAA
AACTCATCAA
TCATGCTGGA
AAAGCAATAG
GTTTGTCCAA
GCTTGGCGTA
CACACAACAT
AACTCACATT
AGCTGCATTA
CCGCTTCCTC
CTCACTCARA
TGTGAGCAAA
TCCATAGGCT
GAAACCCGAC
CTCCTGTTCC
TGGCGCTTTC
AGCTGGGCTG
ATCGTCTTGA
ACAGGATTAG
ACTACGGCTA
TCGGAAAAAG
TTTTTGTTTG
TCTTTTCTAC
TGAGATTATC
CAATCTAAAG
CACCTATCTC
AGATAACTAC
ACCCACGCTC
GCAGAAGTGG
CTAGAGTAAG
TCGTGGTGTC
GGCGAGTTAC
TCGTTGTCAG
ATTCTCTTAC
AGTCATTCTG
ATAATACCGC
GGCGAAAACT
CACCCAACTG
GAAGGCAAAA
TCTTCCTTTT
TATTTGAATG
TGCCACCTGA

TTTCACAAAT

-TGTATCTTAT

GTTCTTCGCC
CATCACAAAT
ACTCATCAAT
ATCATGGTCA
ACGAGCCGGA
AATTGCGTTG
ATGAATCGGC
GCTCACTGAC
GGCGGTAATA
AGGCCAGCAA
ccGececeeT
AGGACTATAA
GACCCTGCCG
TCAATGCTCA
TGTGCACGAA
GTCCAACCCG
CAGAGCGAGG
CACTAGAAGG
AGTTGGTAGC
CAAGCAGCAG
GGGGTCTGAC
AAAAAGGATC
TATATATGAG
AGCGATCTGT
GATACGGGAG
ACCGGCTCCA
TCCTGCAACT
TAGTTCGCCA
ACGCTCGTCG
ATGATCCCCC
AAGTAAGTTG
TGTCATGCCA
AGAATAGTGT
GCCACATAGC
CTCAAGGATC
ATCTTCAGCA
TGCCGCAAAA
TCAATATTAT
TATTTAGAAA
CGTC

Obrazek 13c¢

L X2 X3

AAAGCATTTT
CATGTCTGGA
CACCCCaACT
TTCACAAATA
GTATCTTATC
TAGCTGTTTC
AGCATAAAGT
CGCTCACTGC
CAACGCGCGG
TCGCTGCGCT
CGGTTATCCA
AAGGCCAGGA
GACGAGCATC
AGATACCAGG
CTTACCGGAT
CGCTGTAGGT
CCCCCCGTTC
GTAAGACACG
TATGTAGGCG
ACAGTATTTG
TCTTGATCCG
ATTACGCGCA
GCTCAGTGGA
TTCACCTAGA
TAAACTTGGT
CTATTTCGTT
GGCTTACCAT
GATTTATCAG
TTATCCGCCT
GTTAATAGTT
TTTGGTATGG
ATGTTGTGCA
GCCGCAGTGT
TCCGTAAGAT
ATGCGGCGAC
AGAACTTTAA
TTACCGCTGT
TCTTTTACTT
AMAGGGAATAA
TGAAGCATTIT
AATAAACARA

.
*o0e N

TTTCACTGCA
TCGGCTGGAT
TGTTTATTGC
AAGCATTTTT
ATGTCTGTAT
CTGTGTGAAA
GTAAAGCCTG
CCGCTTTCCA
GGAGAGGCGG
CGGTCGTTCG
CAGAATCAGG
ACCGTAAAAA
ACAAAAATCG
CGTTTCCCCC
ACCTGTCCGC
ATCTCAGTTC
AGCCCGACCG
ACTTATCGCC
GTGCTACAGA
GTATCTGCGC
GCAAACAAAC
GAARAAAAGG
ACGARAACTC
TCCTTTTAAA
CTGACAGTTA
CATCCATAGT
CTGGCCCCAG
CAATAAACCA
CCATCCAGTC
TGCGCAACGT
CTTCATTCAG
AARAAGCGGT
TATCACTCAT
GCTTTTCTGT
CGAGTTGCTC
AAGTGCTCAT
TGAGATCCAG
TCACCAGCGT
GGGCGACACG
ATCAGGGTTA
TAGGGGTTCC



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

GACGGATCGG
AGTAACCTTT
TCCCGATCCC
GTATCTGCTC
TACAACAAGG
TGCGCTGCTT
TTAATAGTAA
ATAACTTACG
AATAATGACG
GGACTATTTA
GCCCCCTATT
CTTATGGGAC
GATGCGGTTT
AAGTCTCCAC
TCCAAAATGT
GGAGGTCTAT
CGAAATTAAT
AGCTTCTCTT

ICAAACGTAA
AACTCTGAGG
GGTCAGAAAA
GAACTTTATT
ACGCTTCTTG
CTAACATGCC
ATCCTGTTTG
ATCTGATGAG
TCCCAGAGAG
GGAGAGTGTC
GCTGAGCAAA
CCTGAGCTCG
CCACCTGCTC
CACAGGGGAC
CTCCTTGGCT
ACCTGTGGTT
AATTTCTCTT
ATCATCCTTC
CAAGCCTTCT
CCCCTCCTCA
CCTTTGATTC
ATAAAGAGAA
TAAACAAACA
TGCCTTATTT
AGTACTTTCC
AATGTTGCAA
CTTCTAGATG
TTTATTTACA

GAGATCTGCT
TTTTTTAATT
CTATGGTCGA
CCTGCTTGTG
CAAGGCTTGA
CGCGATGTAC
TCAATTACGG
GTARATGGCC
TATGTTCCCA
CGGTAAACTG
GACGTCAATG
TTTCCTACTT
TGGCAGTACA
CCCATTGACG
CGTAACAACT
ATAAGCAGAG
ACGACTCACT

GTCTCGAGTC
GGGTCGGATG
GCATGCAAAG
AAGGAATAGG
GTCTCCTTGC
CTTATCCGCA
CTTCTTTCCT
CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
GCAGACTACG
CCCGTCACAA
CTCAGTTCCA
CTACCCCTAT
TTAATTATGC
TCTCTCTTTC
ATAAGGGACT
ATTCTATTTT
GTCCTCACAG
GCAAGCCCTC
AATTCCCTGA
TCATTCATTG
ATAGGGAAAT
ACATTTTTAA
ACAACCTAAT
AGGTTCTATA
ACTGAGTGTC
AAAGCCAAAA

AGCCCGGGTG
TTATTTTATT
CTCTCAGTAC
TGTTGGAGGT
CCGACAATTG
GGGCCAGATA
GGTCATTAGT
CGCCTGGCTE
TAGTAACGCC
CCCACTTGGC
ACGGTAAATG
GGCAGTACAT
TCAATGGGCG
TCAATGGGAG
CCGCCCCATT
CTCTCTGGCT
ATAGGGAGAC
CTCTGGCTCC

TCTAGATAAC
ACGTGGCCAT
CCCTCAGAAT
GGGAAGCTAG
TATAATTATC
AACAACACAC
CAGGAACTGT
CTGGAACTGC
AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA
GCCTGACCCC
TGCGGTCCTC
TAATGTTGGA
CTCATTTAAT
AAATATGTAG
ACCCTATCAT
TCCCCTGGGE
ATAGTCCTTT
GAATCAACCA
CAACATGATA
GTTTAAGTTC
ACAGGTACTG
TTAATCCACA
AAGCTGAGAG
CCCACCCACe
ATTGGAAATA

ACCTGAGGCG
TTATTTTTGA
AATCTGCTCT
CGCTGAGTAG
CATGAAGAAT
TACGCGTTGA
TCATAGCCCA
ACCGecccaac
AATAGGGACT
AGTACATCAA
GCCCGCCTGE
CTACGTATTA
TGGATAGCGG
TTTGTTTTGG
GACGCAAATG
AACTAGAGAA
CCAAGCTTGG
CAGATACCAC

_GAGATAGAGT CT

CGGTCAATCG
TCTTTGCCTA
GGCTGCAAAG
GAAGAAACTC
TGGGATAAGC
CCAAGGGCAG
GGCTGCACCA
CTCTGTTGTG
GGATAACGCC
CAGCACCTAC
AGTCTACGCC
CAGGGGAGAG
CTCCCATCCT
CAGCTCATCT
GGAGAATGAA
AATTATTATC
TCATCCTAAG
CCTCTGCAAG
CATGGTAGGA
TTAAGGGTGA
AAGCAAATTT
TAAAATAACA
ATCATGGTAC
AGGGACTCCT
CTATACTGTG
ACAAATATAT
AAAAAACTAT
GCCCGATTGT

Obrazek 14a

CGCCGGCTTC
GATGGAGTTT
GATGCCGCAT
TGCGCGAGCA
CTGCTTAGGG
CATTGATTAT
TATATGGAGT
GACCCCCGCC
TTCCATTGAC
GTGTATCATA
CATTATGCCC
GTCATCGCTA
TTTGACTCAC
CACCAAAATC
GGCGGTAGGC
CCCACTGCTT
TACCATGGAA

AAGCATTGAG
AGCTCCAACA
AAAACATCAA
ATGCTGTTTT
AACTTTGTTA
TCTGTCTTCA
TGCCTGCTGA
CTCCAATCGG
AGCCTCAGCA
TGCGAAGTCA
TGTTAGAGGG
TTGGCCTCTG
TTCACCTCAC
TAAATAAAGT
TGTTGTTTTA
GCACGTAACC
ACAGTCCTCC
GAGACTTGCT
CAGGTCTTAC
TTCAAAAGAA
ACACAATAAA
TTAGACTTAA
GTCTGCCAAG
AGATTAAAAA
TCTATAACTC
GCAAGAATGT
CCAACAATAG

GTCAATCGAT

GAATAGCCAG
GGCGCCGATC
AGTTAAGCCA
AAATTTAAGC
TTAGGCGTTT
TGACTAGTTA
TCCGCGTTAC
CATTGACGTC
GTCAATGGGT
TGCCAAGTAC
AGTACATGAC
TTACCATGGT
GGGGATTTCC
AACGGGACTT
GTGTACGGTG
ACTGGCTTAT
GCCCCAGCTC

CTTAAACACC
TCTTCCCGCC
ATAACTTCTA
GTAACTCCCA
GCACCCTGAC
CCCATCAGGG
AGAAGTGCCC
ACCCTTTTTC
cccecTrecTe
GAATCTTTGC
CCAACTACTC
ATTTATAAAA
CTCAAACCCA
TCCTTGTTTIT
AGTCATATAT
GAAACCTGCT
AGCAATTARA
TGGAATGTCA
GGCCGTATTG
CATTCATTAA
AGCAATCCCA
TCAAAGCAGC
AATGAGTTAT



3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061

TAAACTGTGG
ATACCTACTC
AAAGATATGT
AGAAATTTGG
CAAGAAGGGG
TGATCTGTGC
CTTATACCCA
TAAGTGGGGG
GAGTCTGCCT
ATCTGTGCCC
TTCAGCAAGG
ACACTCACAT
TGGGGCACTC
CCTCTCTCTG
AAATGACTGA
GGGGAAGGAC
AATGTTGATG
AATGTCCCTT
AAAGGCAGGC
TCCAACCGCG
CCTCGACTGT
TGACCCTGGA
ATTGTCTGAG
AGGATTGGGA
CGGAAAGAAC
GCGCGGCGGGE
CCGCTCCTTT
GGAAAAAAAG
TCCcCGCceeT
TTATTTATGC
GCTTTTTTGG
GCCAAACTTG
TGGTTCGACC
GAGACCTACC
CCTCTTCAGT
TTCCTGAGAA
AAGAACCACC
TTGAACAACC
TTTACCAGGA
AGGAATTTGA
CAGAATACCC
AAGTCTACGA
AGCTATGCAT
ACCTTACTTC
GGTAAATATA
ATTTTAGATT
GGARAACCTG
TCAACATTCT
AGAATTGCTA
TATTTACACC
TGTAACCTTT

TATGTTTATA
ACACAGATGA
TCTGTATGTT
ATGGAAATTA
CTTCTGGGGT
ACTGTTCTGT
GTTAATAGAT
CCTGGGATCA
TCCAGGGCTC
TGTTTGGCTA
GGACAGAGGA
GTTTGGGAAG
TGGCCCTGCC
CCTACACTCT
CAATCCCTTT
AGTCATGGAG
AGTATCAAAT
CCAATGACAT
ATAATCCAGT
GAAGGGCCCT
GCCTTCTAGT
AGGTGCCACT
TAGGTGTCAT
AGACAATAGC
CAGCTGGGGC
TGTGGTGGTT
CGCTTTCTTC
CATGCATCTC
AACTCCGCCC
AGAGGCCGAG
AGGCCTAGGC
ACGGCAATCC
ATTGAACTGC

CTGGCCTCCG

GGAAGGTAAA
GAATCGACCT
ACGAGGAGCT
GGAATTGGCA
AGCCATGAAT
AAGTGACACG
AGGCGTCCTC
GAAGAAAGAC
TTTTATAAGA
TGTGGTGTGA
AAATTTTTAA
CCAACCTATG
TTTTGCTCAG
ACTCCTCCAA
AGTTTTTTGA
ACAAAGGAAA
ATAAGTAGGC

CATTAGAATA
ATCTCATAAA
TTCATCCATA
CTCTTAGCTG
CTTGGTAATG
ATACACATTA
AGAAGAGGAA
AATAGCTACC
AAGGTGCTCA
GCTAGGAGCA
CAGAATTAAC
GGGGAAGGGC
CCTCTCAGCT
GAAGGGGTTC
GTCCTGCTTT
AAACTACATA
CTTTCAAACT
GAACTTGCTC
TATGAATTCT
ATTCTATAGT
TGCCAGCCAT
CCCACTGTCC
TCTATTCTGG
AGGCATGCTG
TCTAGGGGGT
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
AATTAGTCAG
AGTTCCGCCC
GCCGCCTCGG
TTTTGCAAAA
TAGCGTGAAG
ATCGTCGCCG
CTCAGGAACG
CAGAATCTGG
TTAAAGGACA
CATTTTCTTG

"AGTAAAGTAG

CAACCAGGCC
TTTTTCCCAG
TCTGAGGTCC
TAACAGGAAG
CCATGGGACT
CATAATTGGA
GTGTATAATG
GAACTGATGA
AAGAAATGCC
AAAAGAAGAG
GTCATGCTGT
AAGCTGCACT
ATAACAGTTA

CCCAATGAGG
AATAATGTTA
TAAAGTTCAA
GGGGTGGGCG
TTCTGTTCCT
TGCTTCAAAA
TAAGTAATAG
TGCCTAATCC
ACAAAACAAC
CACATACATA
CTTGCCCAGA
ACATGTAAAT
ACTCATCCAT
AGGAGTAACT
GTTTTTCTTT
AGGAAGCACC
TTGGAGGTTT
ACTCATCCCT
TGCGGCCGCT
GTCACCTAAA
CTIGTTGTTTG
TTTCCTAATA
GGGGTGGGGT
GGGATGCGGT
ATCCCCACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
CAACCATAGT
ATTCTCCGCC
CCTCTGAGCT
AGCTTGGACA
GCTGGTAGGA
TGTCCCAAAA
AGTTCAAGTA
TGATTATGGG
GAATTAATAT
CCAAAAGTTT
ACATGGTTTG
ACCTTAGACT
AAATTGATTT
AGGAGGAAAA
ATGCTTTCAA
TTTGCTGGCT
CAAACTACCT
TGTTAAACTA
ATGGGAGCAG
ATCTAGTGAT
AAAGGTAGAA
GTTTAGTAAT
GCTATACAAG
TAATCATAAC
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AGAATTAACA
CATAAGAGAA
AACCAGGTAA
AGTTAGTGCC
CGTGTGGGGT
TAACTTCACA
GTCAAGACCA
TGCCCWCTTG
AGGCCTGCTA
GAAATTAAAT
CACTGGAAAC
GAGGACTCTT
CCAACACACC
AACACAGCAT
CCAGTCAGTA
TTGCCCTTCT
GAGTAGGGGT
GGGGGCCcaaA
TGCTAGCTTC
TGCTAGAGCT
ccecerececee
AAATGAGGAA
GGGGCAGGAC
GGGCTCTATG
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGGCCT
ccceeeecTa
CCATGGCTGA
ATTCCAGAAG
GCTCAGGGCT
TTTTATCCCC
TATGGGGATT
CTTCCARAGA
TAGGAAAACC
AGTTCTCAGT
GGATGATGCC
GATAGTCGGA
CTTTGTGACA
GGGGAAATAT
AGGCATCAAG
GTTCTCTGCT
TTAGATCTCT
ACAGAGATTT
CTGATTCTAA
TGGTGGAATG
GATGAGGCTA
GACCCCAAGG
AGAACTCTTG
AAAATTATGG
ATACTGTTTT

AGCTACAACT
ACTCAATGCA
AAATRAAAGTT
TGGGAGAAGA
TGTGCAGTTA
TAAAGAACAT
ACGCAGCTGG
AGCCCTGAAT
TTITTCCTGGC
GAAACAGACC
CCATGTATGA
CCTCATTCTA
TTTCTAAGTA
CCCTTCCCTC
CTGGGAAAGT
GCCTCTTGAG
GAGACTCAGT
TTGAACAATC
ACGTGTTGGA
CGCTGATCAG
GTGCCTTCCT
ATTGCATCGC
AGCAAGGGGG
GCTTCTGAGG
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CTCAAAAAAG

ACTCCGCCCA

CTAATTTTTT
TAGTGAGGAG
GCGATTTCGC
GCTGCCATCA
GGCAAGAACG
ATGACCACAA
TGGTTCTCCA
AGAGAACTCA
TTAAGACTTA
GGCAGTTCTG
AGGATCATGC
AAACTTCTCC
TATAAGTTTG
CCCCTCCTAA
TIGTGAAGGA
AAAGCTCTAA
TTGTTTGTGT
CCTTTAATGA
CTGCTGACTC
ACTTTCCTTC
CTTGCTTTGC
AAAAATATTC
TTICTTACTCC



6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821

ACACAGGCAT

ATAATGGTTA
TGCATTCTAG
GGATGATCCT
TTGCAGCTTA
TTTTTTCACT
GTATACCGTC
GAAATTGTTA
CCTGGGGTGC
TCCAGTCGGG
GCGGTTTGCG
TTCGGCTGCG
CAGGGGATAA
AAAAGGCCGC
ATCGACGCTC
CCCCTGGAAG
CCGCCTTTCT
GTTCCGTGTA
ACCGCTGCGC
CGCCACTGGC
CAGAGTTCTT
GCGCTCTGCT
AAACCACCGC
AAGGATCTCA
ACTCACGTTA
TAAATTAAAA
GTTACCAATG
TAGTTGCCTG
CCAGTGCTGC
ACCAGCCAGC
AGTCTATTAA
ACGTTGTTGC
TCAGCTCCGG
CGGTTAGCTC
TCATGGTTAT
CTGTGACTGG
GCTCTTGCCC
TCATCATTGG
CCAGTTCGAT
GCGTTTCTGG
CACGGAAATG
GTTATTGTCT
TTCCGCGCAC

AGAGTGTCTG
AAAGGGGTTA

TACCACATTT

GAAACATAAA
CAAATAAAGC
TTGTGGTTTG
CCAGCGCGGG
TAATGGTTAC
GCATTCTAGT
GACCTCTAGC
TCCGCTCACA
CTAATGAGTG

AAACCTGTCG.

TATTGGGCGC
GCGAGCGGTA
CGCAGGAAAG
GTTGCTGGCG
AAGTCAGAGG
CTCCCTCGTG
CCCTTCGGGA
GGTCGTTCGC
CTTATCCGGT
AGCAGCCACT
GAAGTGGTGG
GAAGCCAGTT
TGGTAGCGGT
AGAAGATCCT
AGGGATTTTG
ATGAAGTTTT
CTTAATCAGT
ACTCCCCGTC
AATGATACCG
CGGAAGGGCC
TTGTTGCCGG
CATTGCTACA
TTCCCAACGA
CTTCGGTCCT
GGCAGCACTG
TGAGTACTCA
GGCGTCAATA
AAAACGTTCT
GTAACCCACT
GTGAGCAAXZ
TTGAATACTC
CATGAGCGGA
ATTTCCCCGA

CTATTAATAA
ATAAGGAATA
GTAGAGGTTT
ATGAATGC2AA
AATAGCATCA
TCCAAACTCA
GATCTCATGC
AAATAAAGCA
TGTGGTTTCT
TAGAGCTTGG
ATTCCACACA
AGCTAACTCA
TGCCAGCTGC
TCTTCCGCTT
TCAGCTCACT
AACATGTGAG
TTTTTCCATA
TGGCGAAACC
CGCTCTCCTG
AGCGTGGCGC
TCCAAGCTGG
AACTATCGTC
GGTAACAGGA
CCTAACTACG

-ACCTTCGGAA

GGTTTTTTTG
TTGATCTTTT
GTCATGAGAT
AAATCAATCT
GAGGCACCTA
GTGTAGATAA
CGAGACCCAC
GAGCGCAGaA
GAAGCTAGAG
GGCATCGTGG
TCAAGGCGAG
CCGATCGTTG
CATAATTCTC
ACCAAGTCAT
CGGGATAATA
TCGGGGCGAA
CGTGCACCCA
ACAGGAAGGC
ATACTCTTCC
TACATATTTG
AAAGTGCCAC

CTATGCTCAA
TTTGATGTAT
TACTTGCTTT
TTGTTGTTGT
CAAATTTCAC
TCAATGTATC
TGGAGTTCTT
ATAGCATCAC
CCAAACTCAT
CGTAATCATG
ACATACGAGC
CATTAATTGC
ATTAATGAAT
CCTCGCTCAC
CAAAGGCGGT
CAAAAGGCCA
GGCTCCGeee
CGACAGGACT
TTCCGACCCT
TTTCTCAATG
GCTGTGTGCA
TTGAGTCCAA
TTAGCAGAGC
GCTACACTAG
AAAGAGTTGG
TTTGCAAGCA
CTACGGGGTC
TATCAAAAAG
AAAGTATATA
TCTCAGCGAT
CTACGATACG
GCTCACCGGC
GTGGTCCTGC
TAAGTAGTTC
TGTCACGCTC
TTACATGATC
TCAGAAGTAA
TTACTGTCAT
TCTGAGAATA
CCGCGCcaca
AACTCTCAAG
ACTGATCTTC
AAAATGCCGC
TTTTTCAATA
AATGTATTTA
CTGACGTC
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AAATTGTGTA
AGTGCCTTGA

-AAAAARCCTC

TAACTTGTTT
AAATAAAGCA
TTATCATGTC
cGceecacecee
AAATTTCACA
CAATGTATCT
GTCATAGCTG
CGGAAGCATA
GTTGCGCTCA
CGGCCAACGC
TGACTCGCTG
AATACGGTTA
GCAAAAGGCC
CCCTGACGAG
ATAAAGATAC
GCCGCTTACC
CTCACGCTGT
cGaacceeeec
CCCGGTAAGA
GAGGTATGTA
AAGGACAGTA
TAGCTCTTGA
GCAGATTACG
TGACGCTCAG
GATCTTCACC
TGAGTAAACT
CTIGTCTATTT
GGAGGGCTTA
TCCAGATTTA
AACTTTATCC
GCCAGTTAAT
GTCGTTTGGT
CCCCATGTTG
GTTGGCCGCA
GCCATCCGTA
GTGTATGCGG
TAGCAGAACT
GATCTTACCG
AGCATCTTTT
AAAAAAGGGA
TTATTGAAGC
GAAAAATARAA

[
L AT XX}

CCTTTAGCTT
CTAGAGATCA
CCACACCTCC
ATTGCAGCTT
TTTTTTTCAC
TGGATCGGCT
AACTTGTTTA
AATAAAGCAT |
TATCATGTCT

TTTCCTGTGT
AAGTGTAAAG
CTGCCCGCTT
GCGGGGAGAG
CGCTCGGTCG
TCCACAGAAT
AGGAACCGTA
CATCACAAAA
CAGGCGTTTC
GGATACCTGT
AGGTATCTCA
GTTCAGCCCE
CACGACTTAT
GGCGGTGCTA
TTTGGTATCT
TCCGGCAAAC
CGCAGAAAAA
TGGAACGAAA
TAGATCCTTT
TGGTCTGACA
CGTTCATCCA
CCATCTGGCC
TCAGCAATAA
GCCTCCATCC
AGTTTGCGCA
ATGGCTTCAT
TGCAAAAAAG
GTGTTATCAC
AGATGCTTTT
CGACCGAGTT
TTAAAAGTGC
CTGTTGAGAT
ACTTTCACCA
ATAAGGGCGA
ATTTATCAGG
CAAATAGGGG
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