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Protilatkovy konstrukt, skladajici se ze dvou monomernich
fiznich proteind, které jsou spojeny nekovalentni interakci,
kde ka?d4 monomerni jednotka se sklada z (i)
jednofetézcového Fv fragmentu, scFV, (ii) linkerového
peptidu nebo peptidu pantového regionu nebo jeho fragmentu
a (iii) amfifilniho helikilniho peptidu, obsahujiciho
leucinovou zipper sekvenci, ve ktery kazdym sedmym
aminokyselinovym zbytkem je leucinovy zbytek nebo
sekvenci, nesouci alesponi dva negativné nebo pozitivng nabité
aminokyselinové zbytky, pficemz uvedeny helikalni peptid je
schopen dimerizovat s helikalnim peptidem jiného
monomerniho fuzniho proteinu nekovalentni interakei,
pfi¢emz scFV fragment (i) je fizovan pfes peptid
linkerw/pantu (ii) s amfifilnim peptidem (iii) k jeho C-konci.
Konstrukéni kit pro selektivni p¥ipravu individualniho
protilatkového konstruktu popsaného vy3e, ktery zahrnuje
oddélené usporadané jednotlivé monomerni fizni proteiny
definované vyse.
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Protilatkovy konstrukt a konstrukéni Kit pro jeho selektivni pFipravu

Oblast techni

Vynélez se tyka protilatkového konstruktu a konstrukéniho kitu pro jeho selektivni pripravu.
Obecné se vynalez opird o novou tfidu antigen vazajicich molekul, ktera obsahuje Fv — frag-
menty protilatky, ale nepouzivd konstantni protildtkové domény. Tyto latky mohou také
dimerizovat s jinymi molekulami fragmentd protilatek nebo s molekulami neprotiltkového
fragmentu za vzniku bi- nebo multifunk&nich faznich proteind protilatkovych fragmenti
a takzvanych miniprotilatek. Nové fiizni proteiny mohou byt uZity v Siroké oblasti diagnostické
a terapeutické mediciny.

Dosavadni stav techniky

V nésledujicim textu se pouziva t&chto zkratek:

Fv nekovalentné asociované heterodimery Vy a Vy

scFv Jjednofetézcova Fv oblast

Vo variabilni doména lehkého fet&zce

Vu variabilni doména téZkého fetézce

MW molekulova hmotnost

AA aminokyselina

Cq tézky fetézec konstantniho regionu

CL lehky fetézec konstantniho regionu

ELISA enzymoveé spfaZzené imunochemické stanoveni na pevném povrchu
RIA radioimunoanalyza

Fab fragment protilatky ziskany zpracovanim papainem

F(ab)2 fragment protilatky ziskany zpracovanim pepsinem

IgG imunoglobulin G

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfonanem sodnym
OD»s0 opticka denzita pfi 280 nm

PBS roztok chloridu sodného pufrovany fosfore¢nanem

BSA hovézi sérovy albumin

Jiz n&kolik let existuje zvySeny zijem v oblasti biotechnologie o modifikaci pirozené se
vyskytujicich protilatek za ugelem ziskani specifi¢t€jsich a individudlngj$ich druhd protilatek.
Proto byla pozornost zaméfena na vyrobu (modifikovanych) fragment? protilatek.

VSechny ptirozené se vyskytujici protilatky viech t¥id maji alespoii dvé vazebna mista. To Jjim
umoZiuje vazat se k povrchu s v&t3i funkéni afinitou (takzvanou aviditou) neZ monovalentni
fragmenty, jako jsou Fab fragmenty. B&hem poslednich nékolika let byly popsany metody
(Skerra a Pliickthun, 1988, Science 240, 1038-1040, Better a spol., 1988, Science 240, 1041—
1043), kterymi mohou byt funk&ni protilatkové fragmenty produkovany v Escherichia coli. Tyto
fragmenty zahmuji Fv fragment (heterodimer, obsahujici Vi a V|) a Fab fragment (obsahujici
kompletni lehky fetézec s doménou Vy a Cy, jakoZ i prvni dvé domény tézkych Fetézci Vy a Cyy).

Fv fragment md v3ak sklon disociovat na Vi a Vi a proto je vyhodné pfipojit kovalentng dve
domény. Jednou zcest jejich pfipojeni je vytvofeni peptidového linkeru mezi nimi, bud’
v orientaci Vy-linker-V. nebo Vi -linker-Ny (Bird a spol., 1988, Science 242, 423, Huston
a spol., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879). Vysledné fragmenty jsou nazyvany jedno-
fetézcové Fv fragmenty.
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V3echny tyto fragmenty jsou viak monovalentni. Tento vynalez poskytuje metodu, jak konstruo-
vat malou dimerizaci domény na bézi peptidd, tvoficich amfipatické helixy. Tyto peptidy budou
nazyvany jako interkalagni, ale tento vyraz vyjadfuje pouze schopnost cileného spojeni a ne
omezeni, tykajiciho se jednotlivé struktury dimerizaéniho rozhrani.

I kdyz je metoda zde popsana v zasadé aplikovatelna jak na Fab, Fv nebo scFv fragmenty, jsou to
tyto posledn& uvedené, pro které je jeji pouziti nejvyhodnéjsi. V tomto pfipadé mohou byt
konstruovany bivalentni fragmenty velmi malé velikosti a miiZe byt zabranéno i disociaci na Vi
a Vy jakoZ i §patnému spojeni fragmentovych fetézei, napf. Vi - Vi.

Protilatkové fragmenty malé velikosti jsou zvlast€ vyhodné v mnoha aplikacich. V diagnos-
tickych aplikacich (napf. ELISA, RIA atd.), snizuji men$i molekuly povrchu problémy
nespecifickych interakci, které &asto jak znimo, vyvolavaji konstantni domény. TotéZ plati
o pouziti protildtkovych fragmentd jako ligandii v afinitni chromatografii. V diagnostikach nebo
terapii tumord je dilleZité, Ze vyznamny podil injikované protilatky penetruje tkani a lokalizuje se
do tumoru a toto je zavislé na rozmérech molekul (Colcher a spol., 1990, J. Natl. Cancer Inst. 82,
1191-1197). Vyt&Zky exprese a Gdinnost sekrece rekombinantnich proteini jsou také funkci
velikosti fetézce (Skerra — Pliickthun, 1991, Protein Eng. 4, 971) a ztohoto hlediska jsou
preferovany malé proteiny. Z mnoha diivodi jsou tedy vyhodné molekuly malé velikosti.

Dosud snizeni rozm&ri molekul protilatky znamena pfipravu proteolytickych fragmenti.
Nejmensi bivalentni fragmenty (Fab)’, fragmenty, jsou jesté dvojnasobkem velikosti fragmenti
podle predlozeného vynalezu. Nové fragmenty tedy kombinuji tfi rysy: a) malou velikost, b)
bivalentnost nebo bifunk&nost a c) schopnost funkéni exprese v E. coli.

V mnoha oblastech existuje velky zajem o bifunk&ni protilatky. Bifunkéni protilatky mohou byt
definovany jako majici dvé rozdilné specifity bud’ pro dva rozdilné antigeny nebo pro dva
epitopy na stejném antigenu.

V soudasnosti existuje mnoho metod pro produkci bifunkénich protilatek. Av3ak Zadna z existuji-
cich metod neposkytuje produkci bifunk&nich protilatek in vivo, ale spiSe poskytuji smés druhi
molekul, ktera vZdy vyZzaduje komplikované a ndkladné délici postupy.

Lze rozlisit tyfi zékladni metody. V prvni se pouZiva chemické zesiténi, které mize vyhodné
uzivat heterobifunk&ni zesitovadla. Pfi této metodé byly celé protilatky (Staerz — a spol., 1985,
Nature 314, 628, Perez a spol., 1985, Nature 316, 354-356), Fab fragmenty (Carter a spol., 1992,
Biotechnology 10, 163) a scFv fragmenty (Cumber a spol, 1992, J. Immunol. 149, 120)
chemicky zesitény po Cisténi.

Druh4 z uvedenych metod zahrnuje fuzi dvou hybridomi za vzniku takzvaného heterohybridomu
nebo ,,quadromu®. Pfi této metodé& se jakykoliv lehky fetézec miize parovat s jakymkoliv t€Zkym
fetézcem a dva t&2ké fetézce mohou poskytovat homodimery nebo heterodimery za vzniku velmi
komplikovanych smési produktu (Milstein — Cuello, 1983, Nature 305, 537).

Treti metoda se podob4 druhé a zahrnuje transfekci dvou expresnich plazmidi kodujicich tézky a
lehky fetézec druhé protilétky do hybridomové buitky (Lenz — Weidle, 1990, Gene 87, 213) nebo
retroviralniho vektoru (De Monte a spol., 1990, Acad. Sci. 87, 2941-2945). Avsak po zavedeni je
smés produkti identickd s druhym postupem.

Koneéné byly protilatky redukovény, miseny a reoxidovany (Staerz — Bevan, 1986, Immunology
Today 7). Opét byly ziskany velmi komplikované smési produktii vyZadujici naroné postupy
déleni a kontroly kvality.

Je tedy stile zapotiebi vyvinout postup umoziiujici pfimou izolaci vylu¢né heterodimernich
protilatek bez komplikované ptipravy vyzadované po chemickém zesiténi. Podle pfedloZeného



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 287296 B6

vynélezu je tento problém feSen (i) kovalentnim navézanim odpovidajici Vy a V. domény do
scFV fragmentu a (ii) pouzitim dimerizagnich domén umoZiiujicich pouze tvorbu heterodimer,
jako jsou uréité leucinové zippery a derivaty.

Dalsim ddleZitym ohledem, ktery byl bran v Givahu pfi tomto vynélezu, byla snaha co nejvice
sniZit molekulovou hmotnost bispecifické protilatky z diivodii podrobn& uvedenych vyse. Toho
bylo dosazeno za pouZiti scFv fragmenti.

AZ dosud bylo popsdno mnoho pouZiti bispecifickych protilitek a pi v&tsiné z nich by bylo
mozno dosdhnout uzitku z této nové technologie. Naptiklad bispecifické protilatky jsou velmi
zajimavé v terapii tumorl. Jedno raménko protilitky se miiZe vizat k tumorovému markeru,
druhé raménko k T-bunéénému epitopu, toxinu nebo radionuklid vazajicimu peptidu nebo
proteinu pro pfenos zabijecské funkce co nejblize k tumorové buiice. V diagnostice se mize
Jjedno raménko vézat k analyzované ltce, jeZ je predmétem zajmu, a druhé k zakladu, ktery muze
byt snadno kvantifikovan, napfiklad enzymu. Kone¢n& pti bun&nych aplikacich mize byt
vyhodné dosdhnout vys3i selektivity vazby, kdyz dva rozdilné epitopy nebo komplex stejného
proteinu mohou byt rozpoznany nebo kdyZ dva riizné proteiny mohou byt rozpoznény na témze
bunééném povrchu.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je protilitkovy konstrukt, skladajici se ze dvou monomernich fiiznich
protein, které jsou spojeny nekovalentni interakei, kde kazda monomerni jednotka se sklada z

i) jednotetézcového Fv fragmentu, scFV,
(ii) linkerového peptidu nebo peptidu pantového regionu (hinge region) nebo jeho fragmentu a

(iii) amfifilniho helikdlniho peptidu, obsahujiciho leucinovou zipper sekvenci, ve ktery kazdym
sedmym aminokyselinovym zbytkem je leucinovy zbytek nebo sekvenci, nesouci alespoti dva
negativné nebo pozitivné nabité aminokyselinové zbytky, pri¢emz uvedeny helikalni peptid je
schopen dimerizovat s helikalnim peptidem jiného monomemiho fiizniho proteinu nekovalentni
interaket,

pfi¢emZ scFV fragment (i) je fizovan pfes peptid linkeru/pantu (ii) s amfifilnim peptidem (iii)
k jeho C—konci.

Ve vyhodném provedeni je pfedmétem vynalezu bivalentni protilitkovy konstrukt definovany
vySe, kde scFV fragmenty (i) maji riznou antigenni specifitu.

Helikalnim peptidem (iii) je vyhodn& helixovy svazek, skladajici se z helixu, obratky a dalgiho
helixu.

V jednom provedeni vynilezu miize byt k C-konci amfifilniho peptidu (iii) fizovan druhy
protein (iv). Timto druhym proteinem (iv) je prednostné toxin, chelitorovy peptid, protein
vazajici kov nebo peptid obsahujici specifické vazebné misto enzymu, T-buiiky nebo jejich
fragmenti.

Pfedmétem vynilezu je dile také konstrukéni kit pro selektivni p¥ipravu individualniho
protilatkového konstruktu definovaného vy3e, ktery zahrnuje oddélend uspoiddané jednotlivé
monomerni fizni proteiny definované vyse.
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Vyndlez se opird o zjidténi, Ze protilatkové fragmenty flznich proteinti, obsahujicich Fv —
fragmenty, by mohly byt produkovany metodami genetického inZenyrstvi se specifickymi
a zlepdenymi vlastnostmi.

Vyraz ,nekovalentni interakce” zahrnuje kazdé za normalnich podminek existujici stabilni
spojeni, které nezahrnuje kovalentni vazbu, naptiklad spojeni Van der Waalovymi silami,
(sterickd) interdigitace amfifilnich peptidd, zejména peptidovych helixti nebo peptidi nesoucich
opac¢né ndboje aminokyselinovych zbytki. Odpovidajici u&inné peptidy jsou vyse a dile oznato-
véany nazvem interaktivni nebo interkala¢ni peptidy.

Amfifilni peptidy obsahuji az 50 aminokyselin. Vyhodn& obsahuji 10 2% 30 aminokyselin. Ve
vyhodném provedeni vynélezu je interaktivni peptid svazkem peptidovych helixii (obsahujicich
helix, obréatku a dal3i helix, viz vy3e). V dalsim provedeni je interaktivnim peptidem leucinovy
zipper, obsahujici peptid, majici n&kolik opakujicich se aminokyselin, kde kazdou sedmou
aminokyselinou je leucinovy zbytek. V jiném p¥ipad& podle vynalezu nese peptid pozitivné nebo
negativné nabité zbytky, napfiklad lysin (pozitivn& nabity) nebo kyselinu glutamovou (negativng
nabita) tak, Ze se tento peptid miZe véazat na dal3i peptid (druhé monomerni jednotky) nesouci
opalné naboje.

Fv — fragment a interkalaéni peptid jsou spojeny spolu bud’ pfimo nebo linkerovym peptidem,
vyhodné linkerovym peptidem. Ve vyhodném provedeni je linkerovym peptidem sekvence
pantového regionu protilatky.

Jak je definovano, Fv — fragment obsahuje Vi a Vy region protilatky. Fv — fragment podle
vynélezu je vyhodné jednofetézcovy fragment. Jednoretézcové fragmenty mohou byt ziskany
standardnimi technikami, vyuZivajicimi molekul standardnich linkeru.

Do rozsahu vynilezu spadaji dimerni fuzni proteiny, skladajici se ze dvou monomernich
fazovanych proteind, kde je spojeni monomernich jednotek uskuteénéno na zékladé nekovalentni
interakce identickych nebo rozdilnych peptidd, kde alespoii jednou monomerni jednotkou je fiizni
protein protilatka — Fv — fragment.

Jestlize dimer obsahuje dva Fv — fragmenty, mohou byt Fv — fragmenty stejné (identicka anti-
genova vazebna mista) nebo rozdilné (rozdilné antigenova vazebné mista). V takovych ptipadech
mohou byt ziskany mono- a bispecifické (Fv) — miniprotilatky. Podle vynalezu jsou preferovany
bispecifické miniprotilatky.

Interaktivni peptidy mohou byt stejné nebo rozdilné, vyhodné jsou identické. Interkaladni peptidy
mohou byt spojeny v paralelnim nebo v antiparalelnim uspofadani.

Do rozsahu vynélezu tedy pfedevdim spad4d dimerni fizni protein, skladajici se ze dvou Fv—
fragmentt s rozdilnou specifitou (antigenovymi vazebnymi misty) a identickych interkalagnich
helixovych peptidl, pfi€emz protilatkové fragmenty a peptidy jsou spolu spojeny sekvenci
pantového regionu.

Do rozsahu vynalezu spadé i dimer, skladajici se z monomerni jednotky obsahujici Fv — fragment
a dal$i monomerni jednotky, kde Fv — fragment je nahrazen neprotilitkovym peptidem. Neproti-
latkovym peptidem miiZe byt toxin podobny ricinu, chelatorovy nebo kov vazajici peptid nebo
enzym (napiiklad markerovy enzym) nebo peptid nesouci detegovatelné znadeni (napiiklad
radioizotop).

Neprotilatkovy peptid miZe také nést odpovidajici vazebné misto pro uvedené skupiny,
zahrnujici vazebna mista cilena k T — buiikdm nebo fragmentiim T — bunék.
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Do rozsahu vynélezu spadaji i monomery a dimery, jak jsou definovany vySe, kde interaktivni
peptid(y) je(jsou) dale fiizovan(y) na C — konci k cilenym proteinim/peptidim, jak jsou uvedeny
vyse, obsahujicich odpovidajici vazebna mista. Vysledné funkéni proteiny a miniprotilatky jsou
tak vice funkéni.

Monomerni protilatkovy fizni protein definovany vyse lze ziskat postupem, pfi némz jsou geny,
kodujici Fv— fragment, interaktivni peptid a, je-li to Zadouci, spojovaci (linkerovy) peptid
klonovany do jednoho expresniho plazmidu, hostitelska buiika je transformovana uvedenym
plazmidem a kultivovana v Zivném roztoku a monomerni fiizni protein je exprimovan v burice
nebo sekretovan do média.

Vyse definovany dimerni fuzni protein lze ziskat postupem, pfi némZz jsou geny, kodujici
kompletni monomerni fizni proteiny nebo jejich &asti, klonovany alespoii do jednoho expresniho
plazmidu, hostitelska burika je transformovana uvedenym(i) expresnim(i) plazmidem(y) a kulti-
vovana v Zivném roztoku a bud’ je kompletni dimerni fuzni protein exprimovan v buiice nebo do
média nebo jsou monomerni flizni proteiny separatné exprimovany a nekovalentni spojeni mezi
dvéma monomernimi jednotkami se uskuteCni v médiu nebo in vitro a v pfipadé, Ze byly
klonovany pouze ¢asti fiznich proteind, jsou dal$i stupné konstrukce proteini provedeny
obvyklymi standardnimi technikami.

Dimerni Fv — fragmenty, obsahujici fiizni proteiny podle vynalezu vykazuji vysokou aviditu vii¢i
odpovidajicim antigenim a dostate¢nou stabilitu. Tyto nové bivalentni nebo bifunk¢ni molekuly
mohou byt pfipraveny jako slozené a sestavené molekuly v E.coli. Tyto miniprotilatky jsou
kompatibilni s funk¢&ni expresi pti sekreci.

Oligomerizaéni domény byly vybrany jako majici malou molekulovou hmotnost a tak, aby byly
kompatibilni s transportem fizniho proteinu membranou. Jsou zaloZeny na dvou rozdilnych
typech amfifilnich helixi.

Amfifilni helixy jsou znamé zejména ale ne vylu¢né, pro spojeni ve dvou rozdilnych molekular-
nich strukturach: étythelixovych svazcich a spletenych klubkach (coiled coil). Dezén a tvorba
helixovych svazki byly studovany dfive (Eisenberg a spol., 1986, Proteins 1, 16-22, Ho
a deGrado, 1987, J. Am. Chem. Soc. 109, 6751-6758, Regan a deGrado, 1988, Science 241,
976978, Hill a spol, 1990, Science 294, 543-546). Tyto molekuly jsou také znamy z ptirodnich
proteint (Richardson, 1981, Adv. Prot. Chem. 34, 167).

Ctythelixovy svazek miize byt vytvofen bud’ &tyfmi separatnimi molekulami (kazda tvofena
jednim helixem), dvéma molekulami, obsahujicimi kazda dva helixy (spojené jako helix —
otacka — helix) nebo jednou molekulou, obsahujici motiv helix — otacka — helix — otacka — helix —
otacka — helix. Pro demerizaci nebo multimerizaci jsou vhodné pouze prvni dvé.

Tti variance tohoto posledniho tématu byly testovany. Nejprve byl pouzit jeden helix sekvence
udavané Eisenbergem a spol. (1986) (Proteins 1, 16-22). V druhém provedeni byla tato sekvence
prodlouZzena malym hydrofilnim peptidem kon&icim cysteinem. Jakmile byly helixy spojeny,
byly hydrofilni peptidy udrZzovany v dostate¢né tésném kontaktu tak, Ze mohou kolidovat a mize
byt vytvofena disulfidova vazba za oxida¢nich podminek, jako v periplazmé E.coli. Ve tieti
variaci byly pouzity dva helixy v tandemu, oddélené od kratkou oto€ku kodujiciho peptidu.

Ve druhém dezénu se pouziji peptidy, které mohou tvofit tak zvané struktury ,.coiled—coil“.
Takové peptidy se objevuji v transkripénich faktorech jako je napf. GCN4 z kvasinky a byly
nazvany leucinové zipy (,zipper) (Landschulz a spol., 1988, Science 240, 1759-1764).
Krystalova struktura téchto latek byla vyfeSena nedavno (O’Shea a spol., 1991, Science 254,
539-544) a vykazuje paralelni uspofadani helixa.
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Kovalentni spojeni helixii je moZné velmi malym prodlouzenim peptidu, obsahujicim opét
cystein. ProtoZe helixy jsou nyni paralelni, miZze byt peptidové prodlouZeni mnohem kratsi,
protoze vzdalenost je mnohem mens§i.

Rizné dimerizaéni prostfedky (interkalagni helixy) nicméné nejsou fuzovany k doméné proti-
latky ptimo. Je vyhodné zavést flexibilni peptid mezi konec scFv fragmentu a zaatek helixu.
Napriklad byla pouZita spodni pantova oblast vy$siho IgG3. Muize viak byt pouzito mnoho pant.
Neni to vyzadovéano dimerizaci jako takovou, ale poskytuje se spojeni dvou scFv domén podobné
antigennim vazebnym mistim celé protilatky. Timto zpisobem dvé vazebna mista zabiraji veétsi
vzdalenosti v prostoru a tim mohou dosahnout okolnich antigeni na pevném povrchu.

Prirozené se vyskytujici panty protilatek jsou vyhodnymi provedenimi pantd v bivalentnich
miniprotilitkach. V pfipadé bifunk&nich miniprotilitek mohou byt krat$i panty, protoZe jsou
molekuly z riiznych povrchd zesitény tak tésné, jak je to mozZné, a flexibilita dimerii neni
nezbytna. Volba pantu je fizena pozadovanym zbytkem sekvence, délkou (Argos, 1990, J. Mol.
Biol. 211, 943-958), kompatibilitou se svinutim a stabilitou amfifilnich helixii (Richardson—
Richardson, 1988, Science 240, 1648—1652), sekreci a rezistenci viiéi proteasam.

Piedlozeny vynalez pracuje s peptidy jako dimerizalnimi prostfedky, které by mély byt co
nejmensi. Jednim preferovanym provedenim je pouziti peptidd, které mohou tvofit amfipatické
helixy. Tyto helixy chrani hydrofobni povrch p¥i dimerizaci nebo i multimerizaci. Helixy tohoto
typu jsou charakterizovany tim, Ze maji hydrofobni mista na licni strané helixu a obsahuji
dostatedny podet helix — tvoficich zbytkd. Pravidla pro takové peptidy jsou popsany Eisenbergem
a spol. 1986, O’'Shea—ou a spol. 1991 (Science 254, 539-549), 1992 (Cell 68, 699-708).

Ptirodni peptidy tohoto typu byly shledany tak zvanymi leucinovymi zippery, které se vyznacuji
periodickym vyskytem leucinu (kazdy sedmy zbytek) a jinych hydrofilnich zbytki (napt. valinu)
také kazdy sedmy zbytek. Jak jsou nyni tyto principy chapany (O’Shea a spol. 1991, 1992, cit.
lit.), mize byt sekvence ménéna pro inkorporaci zbytkd, které &ini asociaci homodimeri
nezidouci, ale preferuji asociaci heterodimeri. Takovd zména sekvence napfiklad miZe
zahrnovat inkorporaci nibojovych miustkd, jako v homodimerech, stejné niboje se odpuzuji
a v heterodimeru opa¢né naboje je pfitahuji (viz déle).

Piedlozeny vynalez miZe byt také roziifen na bifunkéni miniprotilatky. V takovém pripadé
dimerizaéni prostfedky (interkalaini peptidy) se pouZivaji jen pro tvorbu heterodimert, ale ne
homodimeri. Vyhodnym provedenim této &asti vynalezu jsou dva rozdilné ,,coiled—coil* helixy,
jako jsou pfirozené se vyskytujici leucinové zippery, napf. z transkripénich faktorovych proteinti
jun a fos (O'Shea a spol., 1989, Science 245, 646—648).

V dal3im provedeni vynalezu miZze byt konstantni scFv — pant — helix prodlouZen na c—konci za
vzniku fuzniho proteinu. Napf. fiize k enzymu miZe byt provedena pouZitim takovych bivalent-
nich konstruktii v diagnostikach. Takovymi enzymy jsou napf. alkalickd fosfatasa, luciferasa
nebo kienové perixiddsa. Vyhodou takového protilatka—enzym fiizniho proteinu by mélo byt, Ze
bivalentnost protilatky by méla vést k zvyené vazbé k povrchem vazanému antigenu. Vyhodou
proti fiiznimu proteinu pfipravenému konvenéni technologii (tj. chemickou kopulaci protilatky ke
zdroji enzymu) by méla byt v&tsi konzistence vsadka-vsidka, homogenita produktu a mnohem
jednodussi zplsob pfipravy, zejména z E—coli v jediném stupni.

Stejny model lze uZit i u miniprotilatek, které mohou byt prodlouZeny na C—konci pro inkorpo-
raci toxinu. Takové imunotoxiny by mély byt bivalentni nebo i bispecifické a kombinovat tak
vyhody vy3e uvedenych protilatkovych fragmentii spojenych vySe svyhodami imunotoxind
znamych v terapii niddort. Podobn& peptid nebo protein, vazajici kov, by mél byt geneticky
spojen pro pouZiti v radioimunoterapii nebo zobrazeni nadorii. Stejné vyhody pro jakykoliv
geneticky kodovany hybridni protein plati i pro fuze protilatka — enzym.
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V dal3im provedeni vynalezu miiZe byt vytvofen konstrukt typu scFv — pant — helix k dimerizaci
s dal$im proteinem fiizovanym k dimeriza¢ni doméng, zcela analogicky jak je popsano vyse pro
tvorbu bispecifickych miniprotilatek. V takovém postupu by scFv fragment mél byt napf. spojen
s helixem fos proteinu. Takovy cizi protein, ktery by mohl byt zpracovan za vzniku heterodimert
s scFv fragmentem, zahmuje enzymy vhodné v diagnézach, toxiny, peptidy vazajici kovy nebo
proteiny vhodné v radioterapii nebo radiozobrazeni.

PouZitim principui tohoto vynalezu mohou pFitomné dimeriza¢ni domény také slouzit pro ucely
Cisténi. Rekombinantni protein jakéhokoliv typu miZe byt fizovan k dimerizatni doméné napf.
k pant — fos — zipper. Po koexpresi s scFv—pan— jun miZe byt heterodimer &istén v jednom
stupni afinitni kolonou na scFv — specifitu.

V alternativnim provedeni ,,opatny* zipper piipojeny ke kolonovému nosiéi, zachycuje protein—
pant-zipper, kdyZ prochézi kolonou jako surovy bunéény extrakt.

Eluce &istého fiizniho proteinu z kolony je mozna pouZitim nesvinujici teploty zipperu. Nasledné
oddéleni od dimeriza¢ni domény je proveditelné zavedenim proteolytického mista, napf. pro
faktor Xa srézeni krve, do pantu (Nagai Thogerson, 1987, Meth. Enzymol. 152, 461-481).

Zvlastni vyhodou miniprotilatek popsanych v tomto vynélezu, je schopnost komplexni funk&nosti
v Escherichia coli. V pfipadé homobivalentnich konstrukti se pouZije dimeriza&ni princip, ktery
umoziuje tvorbu homodimerd. Piklady, popsané vySe, zahmuji ,,coiled—coil* helix (leucinovy
zipper) kvasinkového proteinu GCN4 nebo helixy z antiparalelniho 4 — §roubovicového svazku.
V tomto pfipadé je scFv fragment exprimovén za pfitomnosti bakterialni signalni sekvence a nese
na konci genu scFv fragmentu kodomt pro pant a dimerizaéni helix nebo helix — oto&ku — helix.
Helixy jsou kompatibilni se sekreci k periplazmatickému prostoru, kde probiha svinuti proteinu,
tvorba disulfidu a komplexace. Za téchto podminek se homodimerni proteiny tvofi samy a mohou
byt pfimo izolovany v dimerni formé. '

Jsou-li poZadovany heterobivalentni konstrukty, je nutné spojit dva rozdilné scFv fragmenty nebo
jeden scFv fragment sodlinym proteinem. Ve vyhodném provedeni vynalezu jsou oba
spojované proteiny exprimovany ve stejné buiice, vyhodné stejnym plazmidem, vyhodné jako
dicistronni operon. Dezén umélych dicistronnich operont je vysvétlen napf. v praci (Skerra
aspol. 1991, Protein Eng. 4, 971). ProtoZe spojeni musi probihat v periplazmg, protoZe scFv
fragment miiZe byt svinut pouze v oxidadnim prostfedi, musi byt oba proteiny transportovany
aoba musi byt opatfeny signdlni sekvenci. Dimerizalni peptidy musi byt zvoleny tak, Ze
promotuji spojeni dvou rozdilnych proteini, ale brani spojeni pfipadnych homodimerd.

Pfiklady takovych proteinti jsou leucin zipper peptidy proteind fas a jun (viz vyse).

Jestlize nejsou exprimovény ve stejné buiice, mély by scFv — pant — zipper konstrukty byt spolu
miseny jako surovy bunéény extrakt nebo &istény protein a zpracovany zvysenou teplotou.
V nepfitomnosti opa¢ného zipperu, napf. scFv — pant — jun - zipper konstrukt je schopen tvofit
homodimery. Po kratkém zahfivani na teplotu tani kolem 40 °C, se zippery neotekavaného

homodimeru svinuji a tvof stabiln&j§i heterodimer (O'Shea a spol., 1992, Cell 68, 699-708). Bez
zvySeni teploty neni tvorba heterodimeri in vitro moZna, jak je prokézano experimentalng.

Popis obrazki na pfipojenych vykresech
Obr. 1  scFv — expresni vektor pLISC-SE, obsahujici scFv — fragment

Obr.2  dicistronni scFv — pant — zipper expresni vektor pACKxFyJ
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Obr.3  Funkéni ELISA
Koncentrace afinitné €isténych proteinil, méfeno jako OD,g (vertikalni osa), vztazeno
k molarnimu poc¢tu vazebnych mist na jamku (horizontdlni osa). ELISA plotny byly
pokryty fosfocholin — BSA a ¢isténé fosfocholin — specificka protilatka — proteiny byly
navazany a detegovany anti — McP603 antisérem.

a) Porovnani riznych protilatek
b) Porovnani protilatky scHLXc s ScFV a celym IgA.

Obr.4  Funkéni anti-lysozom ELISA,
PC — afinitn€ &ist€né vzorky koexprimované anti — PC — anti — lysozom bispecifické
miniprotilatky.
+ a — na horizontalni ose znamena: plus inhibitor (+) a bez inhibitoru (-).

Pfipojeny seznam sekvenci je ¢islovan nasledovné:

S.IN.1: Cela nukleotidova a aminokyselinové sekvence pLISC—vektoru.

S.LN.2: Genova kazeta interkalaéniho GCNL-leucin zipperu (nukleotidovd a aminofselinova
sekvence).

S.IN.3: Genova kazeta, kodujici interkalaéni antiparalelni helix—otocka—helix (nukleotidova a
aminofselinova sekvence).

S.LN.4: Genova kazeta, kodujici interkalaéni jun—zipper a [gG3—pant oblast.

S.LN.5: Genova kazeta, kodujici interkala¢ni fos—zipper a IgG3—pant oblast.

S.IN.6: Genova kazeta, kodujici interkalaéni jun—zipper a oznaceny linker.

S.IN.7: Genova kazeta, kodujici interkala¢ni fos—zipper a oznageny linker.

Piiklady provedeni vynilezu

Priklad 1 Konstrukce vektorll pro sekretované jednofetézcové fragmenty, obsahujici restrikéni
misto pro zavedeni genti pro interkalacni peptidy.

Rekombinantni DNA-techniky byly provedeny podle Sambrooka a spol. (1989, Molecular
Cloning: A laboratory manual. Druhé vydani. Cold Spring Harbor Laboratory, New York).
Funkéni exprese jednofetézcovych Fv-—fragmenti a miniprotilitek vE. coli JM83 byla
provedena s vektory podobnymi pASK-lisc (Skerra a spol., 1991, Protein Eng. 4, 971). Mistné
fizena mutageneze byla pfimo provedena v t€chto vektorech podle Kunkela a spol. (1987, Meth.
Enzymol. 154, 367-382) a Geisselsodera a spol. (1987, Biotechniques 5, 786—791) pouzitim
helper faga M13KO7 (Vieira Messing, 1987, Meth. Enzymol. 153, 3-11). Byla provedena SDS—
PAGE podle Flinga a Gregersona (1986, Anal. Biochem. 155, 83-88). Koncentrace afinitné
Cisténych proteind byly méfeny jako OD,s za pouziti vypoctenych extinkénich koeficientt (Gill
a van Hippel, 1989, Anal. Biochem. 1982, 319-326). PouzZije se vektor jako pASK 40 (Skerra
aspol., 1991, Protein Eng. 4, 971), ktery obsahuje pocatek replikace, regulujici promotor,
bakterialni signalni sekvenci nasledovanou nasobnym klonovacim mistem, transkripéni termi-
nator a pocatek pro jednofetézcové fagy. Gen pro jednoietézcovy Fv fragment je sestaven
nasledovné: nukleotidova sekvence Vy domény je pfimo nasledovdna linkerovou sekvenci
kodujici vyhodné asi 15 zbytkil, vyhodné sekvenci (Gly,Ser);, ndsledovanou pfimo sekvenci Vi
domény. Alternativné sekvence Vp domény mize byt pfimo nasledovana sekvenci linkeru,
nasledovanou sekvenci Vy domény.

Jestlize protilatka mé znamou sekvenci, miZe byt kompletni gen scFv fragmentu sestaven ze
syntetickych oligonukleotidi. Podrobné je experimentalni postup pro takovou syntézu proti-
latkového genu uveden napf. v praci Pliickthuna a spol. (1987, Cold Spring Harbor Symp. Quant.
Biol. 52, 105-112).
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Jsou-li geny Vy V. domén pfitomny v jinych vektorech, miZe byt gen pro scFv fragment
kompletovan z restrikénich fragmentd. Napfiklad restrikéni fragment kodujici vétsimu Vy
domény miiZe byt vyfiznut z jiného plazmidu a fragment, kodujici Vi doménu méze byt vy¥iznut
z plazmidu. Zbylé kusy V. a Vy a linker pro scFv fragment mohou byt poskytnuty kazetami
syntetickych oligonukleotidi, které je nutno ligovat standardni metodou (Sambrook a spol., 1989,
cit. literatura). Smés fragmenti je ligovana do vektoru pASK40 nebo podobného plazmidu,
obsahujiciho par vhodnych restrikénich mist.

Jestlize geny protilatky nebyly predem klonovany, mohou byt pfimo ziskany z hybridomové
buiiky produkujici protilatku polymerasovou fetézcovou reakei (PCR, PCR metoda je popsana
v praci McPherson a spol., 1991, PCR-A Practical Approach Oxford University Press, New
York). Primery vhodné pro amplifikaci V; a Vi, domén byly uvedeny v pracech (Orlandi a spol.,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833-3837, Huse a spol., 1989, Science 246, 1275-1281,
Larrick a spol., 1989, Bio-technology 7, 934-938). Metoda ziskani mRNA zhybridomu je
v té€chto pracech rovnéZz popsana. Separatni Vi a Vi geny mohou byt klonovany do separatnich
vektort a scFv gen sestaven podle zasad vysvétlenych dfive.

JestliZe ligované fragmenty nevedou ke spravnému &tecimu rameku scFv fragmentu, precizni
fize se signalni sekvenci kodonil umisténa na plazmidu miiZze byt generovana mistn& Fizenou
mutagenezi. Sestaveni oligonukleotidii a realizace jsou mozné pro kazdého odbornika v oboru.

Takto ziskany scFv expresni plazmid obsahuje dva kodony pro bakterialni signélni sekvenci,
pfimo nasledované prvni variabilni doménou (Vy nebo Vi), linker a druhou variabilni doménu
(VL nebo Vy) pod kontrolou fizeného promotoru.

Na 3’ konci tohoto genu, odpovidajicimu C—konci scFv proteinu, je zavedeno unikatni restrikéni
misto do expresniho plazmidu, umoZilujici inzerci kazet kodujicich interkalaéni peptidy.
Restrikéni misto je zavedeno mistné fizenou mutagenezi metodou podle Kunkela (1987, Meth.
Enzymol. 154, 367-382).

Priklad kompletni sekvence vhodného jednofetézcového Fv expresniho plazmidu pLISC-SE pro
pfijem interkalaniho peptidu je uveden na obr. 1 a sekvence id. &isla (S.LN.) 1 (viz seznam
sekvenci).

Priklad 2 Dezén a konstrukce genové kazety kodujici interkalagni peptidy leucinového zipperu.

Genova kazeta, opatfena restrikénimi misty kompatibilnimi s restrikénim mistem na 3'konci scFv
fragmentu genu, musi kodovat sekvenci pantu (pfipojeni scFv fragmentu k interkalaénimu
peptidu) a samotny interkalaéni peptid. Pantova oblast miiZe viak byt vynechana.

Jako ptiklad se horni pantova oblast mysiho IgG3 (Dangl a spol., 1988, EMBO J.7, 1989-1994),
s ndsledovanou sekvenci leucinové zipperové sekvence kvasinkového proteinu GCN4 (Oas
aspol., 1990, Biochemistry T29, 2891-2894), zpé&tné translatuje do &asto uZivanych E.Coli
kodoni (S.LN.:2). Oligonukleotidy jsou syntetizovéany a ligovany do vektoru pLISC-SE piedem
St€peného pomoci EcoRi a Hind III.

Priklad 3 Dezén a konstrukce genové kazety, kodujici interkalaéni peptidy &tyfSroubovicového
svazku.

Analogicky ptikladu 2 se sekvence horni pantové oblasti mysiho IgG3, nasledovana sekvenci
helix—otd¢ka-helix &tyiSroubovicového svazku (Eisenberg a spol., 1986, citovana literatura)
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zpétné translatuje do Casto uzivanych E.coli kodoni (S.I.N.:3). Oligonukleotidy jsou syntetizo-
vany a ligovany do vektoru pLISC—-SE pfedem $tépeného pomoci EcoRI a Hind III.

Priklad 4 Dezén a konstrukce dvou genovych kazet, kodujicich interkalaéni peptidy leucinového
zipperu a jejich ko—expresi.

Analogicky p¥ikladu 2 se sekvence horni pantové oblasti mysiho IgG3 nasledovana sekvenci
zipperové sekvence jun proteinu (O’Shea a spol., 1992, citovana literatura) zpétné translatuje do
asto pouzivanych E.coli kodoni (S.LN.:4). Syntetizuji se ollgonukleotldy a liguji do vektoru
pLISC-SE, predem §tépeného EcoRI a Hind III.

V paralelni reakci se sekvence horni pantové oblasti mysiho IgG3, nasledovana sekvenci zipper
sekvence fos proteinu (O’Shea a spol., 1992, Cell 68, 699-708) zpétn¢ translatuje do nejCastéji
uzivanych E.coli kodoni (S.I.N.:5). Oligonukleotidy se syntetizuji a liguji do vektoru pLISC-SE
pfedem $tépeného EcoRI a Hind III. Tyto dva vektory tak koduji kazdy jiny protilatkovy scFv
fragment, nasledovany pantovym peptidem a rozdilnym leucin zipperovym peptidem. Pro ko-
expresi dvou scFv fragmentt je cely scFv—pant—zipper gen fos— obsahujiciho produktu vyfiznut
z vektoru jako Xba I-Hind III fragment a ligovéan do vektoru, pLISC—SE—scFv—jun, obsahujiciho
vzdy scFv gen jiné protilatky.

Nové ziskany vektor pak exprimuje scFv,—linker,—fos—zipper a scFv,-linker,—jun—zipper
z jediného promotoru jako dicistronni operon.

Zlepsena sekvence pro pantovou oblast v kontextu fos a jun zipperti je uvedena v S.IN.:6 a 7.
Pant je krat$i a neni proto nachylny k proteolyze. V piipadech, kdy je vzdalenost mezi dv€ma
vazebnymi misty méné& dileZita, mohou byt takové kratsi panty vyhodné. V takovém pfipadé byl
,»konec* scFv fragmentu zkracen a EcoRI misto, které obdrzi geny pro interkalacni peptidy bylo
posunuto ¢tyfi zbytky proti sméru.

Ptiklad 5 Ci3téni bivalentni miniprotilatky z E.coli.

E.coli JM83 nesouci plazmid konstruovany jako v pfikladech 2 a 3 rostou na O.D. 550 rovnou
0,5 a indukuji se IPTG na kone¢nou koncentraci 1 mM. Builky se odstfedi, resuspenduji v BBS
pufru (200 mM boritan sodny, 160 mM NaCl, pH 8,0) a suspenze se necha projit French-lisem.
V tomto piikladu se pouzije fosforylcholin vézajici miniprotilatka. Miniprotilatka se C¢isti
fosforylcholin afinitni chromatografii (Chesebro a Metzger, 1972, Biochemistry 11, 766-771).

Piiklad 6 Cidténi bispecifické miniprotilatky z E.coli.

E.coli JM83 nesouci plazmid konstruovany jako v prikladech 2 a 3 a obsahujici dicistronni
strukturalni gen pro dva rizné scFv (obr. 2) rostou na O.D. 550 rovnou 0,5 a indukuji se IPTG na
kone&nou koncentraci 1 mM. Builky se odstfedi, resuspenduji v BBS pufru (200 mM boritan
sodny, 160 mM NaCl, pH 8,0) a suspenze se necha projit French lisem).

V tomto pfikladu se pouZije bispecificka protilatka, obsahujici jak specifitu pro fosforylcholin,

tak benzoylampicillin. Miniprotilatka se ¢isti pomoci fosforylcholin afinitni chromatografie jak je
popsano (Chesebro a Metzger, 1972, citovana literatura).

-10 -
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Priklad 7 Povrchové vazba bivalentni miniprotilatky.

ELISA-platny (Nunc, Macrosorp) byly potaZeny asi 400 g/ml fosfocholin-BSA v PBS pufru
(20 mM fosfat, pH 7,2, 115mM NaCl). Haptenové ¢&inidlo bylo pfipraveno z nitrofenyl-
fosfocholinu (Sigma), ktery byl redukovan a diazotovan v podstaté jak je popséno (Chesebro —
Metzger, 1972, citovana literatura) a azokopulaci byl p¥ipojen k BSA (Sigma) v pufru boritan—
salinicky roztok (52,5 mM boritan sodny, pH9, 120 mM NaCl) pii asi 4 °C po 48 hodin
s nasledujici dialyzou proti PBS. Po blokovéani nepotaZeného povrchu ploten 5 % odstiedénym
mlékem (Nestle) v PBS pufru po alespoii 2 hodiny, byl periplazmaticky extrakt nebo &istény
protein inkubovan v BBS pufru na plotné po 90 min pfi teplot& mistnosti. Po pe¢livém promyti
(3krat).byly zbyvajici funkéni protilitkové fragmenty detegovany standardnimi postupy (Harlow
a Lane, 1988, ,,Antibodies, A Laboratory Mannual“, Cold Spring Harbor Laboratory, 555-592)
pouzitim krali¢i anti-McPC603 séra a anti—krali¢iho imunoglobulinu, pfipojeného k peroxidase
(Sigma) podle Gallatiho (1979, Clin. Chem. Clin. Biochem. 17, 1-4).

Enormni zvySeni vazby a tim citlivosti je pozorovano u v3ech miniprotilatkovych konstrukti ve
srovnavani s monomernim scFv fragmentem. Toto je v souladu se souasnou vazbou dvou nebo
i vice vazebnych mist ke stejnému povrchu. Tato avidita fiizniho proteinu scHLXc je srovnatelna
s pfirozenou protildtkovou McP603, kterd by mohla byt detegovéna antigenem potaZenou
ELISA, zatimco monomerni scFv fragment by mohl byt detegovan stondsobné vy3§imi
koncentracemi (obr. 3a, b). Celkova vazba je témé&F uplné& inhibovatelna rozpustnym haptenem,
s vyjimkou monomemiho scFv fragmentu. Termodynamicka afinita pfirozené protilatky k roz-
pustnému fosfocholinu je asi 1,6 x 10° M™ a tak relativné slaba (Metzger a spol., 1971,
Proceedings of the I* Congress of Imunology, Academie Press, New York, str. 253-267), a je tak
zjevn& nevhodny pro komplex monomerni fragment-hapten k pre¢kéni opakovanych promy-
vacich stupritt funkéni ELISA (Kemeny a Challacombe, 1988, ,ELISA and other solid phase
immunoassays®, Wiley — Sons, New York).

Priklad 8 Povrchova vazba bifunk&nich miniprotilatek.

Koexprimované bifunkéni miniprotilatky rozpoznavajici fosfocholin jednim raménkem a lyso-
zym druhym raménkem byly &istény fosfocholin (PC) afinitni chromatografii a testovany na
lysozymovou specifitu. ELISA—plotna byla potaZena lysozymem a byla provedena ELISA jak je
popsano vySe v piikladu 7. Tii rizné piipravky vykazuji vazbu k antigen—povrchu, ktera je
kompletné inhibovatelna rozpustnym lysozymem. (obr. 4).
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8EQ ID NO:

ACCCGACACC
GCCCGGAAGA
TACGATGTCG
GGTGAACCAG
CGGCGATGGC
GCGGGCAAAC
GCACGCGCCG
TGGGTGCCAG
TGTAAAGCGG
CATTAACTAT
GCACTAATGT
AACAGTATTA
TCTGGTCGCA
GTTCTGTCTC
CGCAATCARAR
GTCCGGTTTT
CZGCGATGCT
ATTACCGAGT
CGCAGATACC
AACAGGATTT
CTCTCTCAGG
GGTGAAAAGA
GCGCGTTGGC
GAAAGCGGGC
AGGCACCCCA
ATTGTGAGCG
CGAATTTCTA

GCG
Ala

ATT
Ile

GCC
Ala

GAA
Glu

CCG
Pro
as
ACC
Thr

GGT
Gly

TTC
Phe
50
AAA
Lys

GGT
Gly

AAG
Lys

AAC
Asn

GCA
Ala

GTT
val

GGA
Gly

TCT
Ser

CGT

Arg
65

TAT

Tyr

b

ATCGAATGGC
GAGTCAATTC
CAGAGTATGC
GCCAGCCACG
GGAGCTGAAT
AGTCGTTGCT
TCGCAAATTG
CTGTGTGGTG
CGGTGCACAA
CCGCTGGATG
TCCGGCGTTA
TTTTCTCCCA
TTGGGTCACC
GGCGCGTCTG
TTCAGCCGAT
CAACAAACCA
GGTTGCCAAC
CCGGGCTGCG
GAAGACAGCT
TCGCCTGCTG
GCCAGGCGGT
AAAACCACCC
CGATTCATTA
AGTGAGCGCA
GGCTTTACAC
GATAACAATT
GATAACGAGG

GTG
val
10
AAA
Lys

GCA
Ala

CTG
Leu
28
CTG
Leu

TCC
Ser
40

GAC
Asp

TTC
Phe

GAG
Glu

CTC
Leu

ACC
Thr
80

ACC
Thr

CZ 287296 B6

GCAAAACCTT
AGGGTGGTGA
CGGTGTCTCT
TTTCTGCGAA
TACATTCCCA
GATTGGCGTT
TCGCGGCGAT
TCGATGGTAG
TCTTCTCGCG
ACCAGGATGC
TTTCTTGATG
TGAAGACGGT
AGCAAATCGC
CGTCTGGCTG
AGCGGAACGG
TGCAAATGCT
GATCAGATGG
CGTTGGTGCG
CATGTTATAT
GGGCAAACCA
GAAGGGCAAT
TGGCGCCCAA
ATGCAGCTGG
ACGCAATTAA
TTTATGCTTIC
TCACACAGGA

TCGCGGTATG
ATGTGAAACC
TATCAGACCG
AACGCGGGAA
ACCGCGTGGC
GCCACCTCCA
TAAATCTCGC
AACGAAGCGG
CAACGCGTCA
CATTGCTGTG
TCTCTGACCA
ACGCGACTGG
GCTGTTAGCG
GCTGGCATAA
GAAGGCGACT
GAATGAGGGC
CGCTGGGCGC
GATGTCTCGG
CCCGCCGTTA
GCGTGGACCG
CAGCTGTTGC
TACGCAAACC
CACGACAGGT
TGTGAGTTAG
CGGCTCGTAT
AACAGCTATG

GCATGATAGC
AGTAACGTTA
TTTCCCGCGT
AAAGTGGARG
ACAACAACTG
GTCTGGCCCT
GCCGATCAAC
CGTCGAAGCC
GTGGGCTGAT
GAAGCTGCCT
GACACCCATC
GCGTGGAGCA
GGCCCATTAA
ATATCTCACT
GGAGTGCCAT
ATCGTTCCCA
AATGCGCGCC
TAGTGGGATA
ACCACCATCA
CTTGCTGCAA
CCGTCTCACT
GCCTCTCCCC
TTCCCGACTG
CTCACTCATT
GTTGTGTGGA
ACCATGATTA

CTG
Leu

GTA
Val

CGT
Arg
TAC
Tyr

TGG
Trp

GAA
Glu Tyr

GCAAAAA---ATG

GCT
Ala

GAG
Glu

CTG
Leu

ATG
Met
55
ATC
Ile

TAC

Met
1
TTC
Phe
18
GGT
Gly

GGT
Gly

TCT
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys

TGG
Trp

GAG
Glu

GCT
Ala

GCA
Ala
70
AGC
Ser

GCT
Ala
8s
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AAA
Lys

GCT
Ala

GGT
Gly
30
GCT
Ala

GTA
val

AGC
Ser

TCT
Ser

ARG
Lys

ACC
Thr

GGT
Gly

ACC
Thr
45

CGT
Arg

CGT
Arg

GTT
val

ACA
Thr

GTA
vVal

CTG
Leu

TCA
Ser

CAG
Gln
60

AAC
Asn

AAA
Lys

GCT
Ala
5
GCG
Ala

GTA
Val

GGT
Gly

ccce
Pro

AAA
Lys
75

GGT
Gly

ATC
Ile

CAG
Gln
20
CAG
Gln

TTC
Phe

CcCG
Pro

GGT
Gly

CGT
Arg
S0

S0

100
150
200
250
300
350

450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
N
1150
1200
1250
1300
1345

1387

1428

1473

1513

1555

1597



ATC
Ile

TTC
Phe

ATG
Met

CAG
Gln
105

TGC
Cys

GCG
Ala

120
GGT
Gly

TGG
Trp

GTT
Val

AAT
Asn

CGT
arg

GCA
Ala

CGT
Arg
95
TTG
Leu

TCT
Ser

GCA
Ala

GAC
Asp

CGT
Arg

CZ 287296 Bé6

AGT
Ser

ACT
Thr

GAA
Glu

GCT
Ala

110

TAC
Tyr

ACC
Th:

AAC
Asn

GGT
Gly

138

TCT
Ser

GGT
Gly

GTT
Val

ATG
Met

GAA
Glu
178

AAC
Asn

CGT
Arg

TCT
Ser
190

CCT
Pro

AAG
Lsy

205
ACC
Thr

CGT
Arg

GGT
Gly

AGC
Ser

GAA
Glu
245

CCG
Pro

GAT
ASp

CTG
Leu
280

AAC
Asn

GCT
Ala

278
GCACATTGTG
GGATCCCCAC
TTACGCGCAG
TTCGCTTTCT
AGCTCTAAAT
ACCTCGACCC
TCGCCCTGAT
TAATAGTGGA
TCTATTCTTT

GGT
Gly

ACC
Thr

GTT
Val

GGT
Gly

G6e
Gly

GAA
Glu

ACC
Thr

CTG
Leu

ACC
Thr

GGT
Gly

GGT
Gly

GGT
Gly

150
CAG
Gln

TCT
Ser
185

ATG
Met

ACC
Thr

TAT
Tyr

ACC
Thr

GGT
Gly

CCG
Pro

TCT
Ser

GGC
Gly
128

GTT
val

AGC
Ser

ACC
Thr
140

GGT
Gly

TCT
Ser

AGC
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys

AAA
Lys

130

CAG
Gln

AAC
Asn

CAA
Gln

CCG
Pro

GGT
Gly

TCT
Ser
220

GAC
Asp

TTC
Phe
238

GTT
val

GCT
Ala
TTT GGC
Phe

GAA
Glu Phe *
CGACATTTIT
GCGCCCTGTA
CGTGACCGCT
TCCCTTCCTT
CGGGGCATCC
CAAAAAACTT
AGACGGTTTIT
CTCTTGTTCC
TGATTTATAA

AAA
Lys

CCG
Pro

GTT
val

ACT
Thr

TAC
TYyr
250

GCC
Gly Ala

TTC
Phe

AAC
Asn
195

AAA
Lys

CTG
Leu
210

GAC
Asp

CCG
Pro

CAA
Gln

GAC
Asp

ACT
Thr

GTT
Val

GGT
Gly
155

CTG
Leu

TCcY
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

CGT
Arg

ATC
Ile

TCG
Ser
100
Acc
Thr

GCT
Ala
115

TAC
Tyr

TCT
Ser

TGG
Trp

TCT
Ser

GGT
Gly

GGT
Gly

GTA
Val

TCT
Ser
170

TCT
Ser

CAG
Gln
185

TGG
Trp

GCG
Ala

TAC
TYyr

AcCC
Thr

ATC
Ile

T
Phe

228

CTG
Leu

ACC
Thr

TGT
Cys

ACC
Thr

TAC
Tyr

GGC
Gly
285

TTTGTCTGCC
GCGGCGCATT
ACACTTGCCA
TCTCGCCACG
CTTTAGGGTT
GATTAGGGTG
TCGCCCTTTG
AAACTGGAAC
GGGATTTTGC

-13 -

ATC
Ile

CAA
Gln

AAA
Lys

TCT
Ser

TCT
Ser
240

AAC
Asn

GAC
Asp
255

GAA
Glu

CTG
Leu

TTC-TGATAAGCTTGA CCTGTGAAGT

GTTTACCGCT
AAGCGCGGCG
GCGCCCTAGC
TTCGCCGGCT
CCGATTTAGT
ATGGTTCACG
ACGTTGGAGT
AACACTCAAC
CGATTTCGGC

TAC CTG
Tyr Leu

CTG
Leu

TAC
TYr

ATC TAC
Ile Tyr

TTC
Phe
130

GGT
Gly

GAC
Asp

GTT
val

GGT
Gly

GGT
Gly
145

GAT
Asp

TCT
Ser

ATC
Ile
180

GGT
Gly

TCT
Ser

GCA
Ala

TCT
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu

TAT
TYr
200

GGT
Gly

CAG
Gln

CAA
Gln

TCG
Ser

GCG
Ala
218

AGC
Ser

GGT
Gly

GGT
Gly
230
GCT
Ala

CAG
Gln

GTA
val

CAC
His

TCT
Ser

TAC
Tyr

cGe
Arg

CTG
Leu
270

GAAARATGGC

AAG
Lys

ACTGCGTCAC
GGTGTGGTGG
GCCCGCTCCT
TTCCCCGTCA
GCTTTACGGC
TAGTGGGCCA
CCACGTTCTT
CCTATCTCGG
CTATTGGTTA

1639

1631

1723

1765

1807

1843

1881

1933

1978

2017

2088

2101

2143

21%

2240
2290
2340
23390
2440
2430
2540
25%0
2640



ARAAATGAGC
AACGTTTACA
CTATTTGTTT
CAATAACCCT
TATTCAACAT
TTCCTGTTTT
GATCAGTTGG
TAAGATCCTT
CTTTTAAAGT
CAAGAGCAAC
GTACTCACCA
AATTATGCAG
CTTCTGACAA
CATGGGGGAT
AAGCCATACC
ACAACGTTGC
GCAACAATTA
TGCGCTCGGC
GGTGAGCGTG
GCCCTCCCGT
ATGAACGAAA
TGGTAACTGT
ACTTCATTTT
TCATGACCAA
CCCGTAGAAA
AATCTGCTGC
TGCCGGATCA
AGAGCGCAGA
CCACTTCAAG
TGTTACCAGT
GACTCAAGAC
GGGTTCGTGC
GATACCTACA
AAGGCGGACA
GAGGGAGCTT
TTCGCCACCT
CGGAGCCTAT
CTTTTGCTGG

TGATTTAACA
ATTTCAGGTG
ATTTTTCTAA
GATAAATGCT
TTCCCTGTCG
TGCTCACCCA
GTGCACGAGT
GAGAGTTTTC
TCTGCTATGT
TCGGTCGCCG
GTCACAGAAA
TGCTGCCATA
CGATCGGAGG
CATGTAACTC
ARACGACGAG
GCAAACTATT
ATAGACTGGA
CCTTCCGGCT
GGTCTCGCGG
ATCGTAGTTA
TAGACAGATC
CAGACCAAGT
TAATTTAAAA
AATCCCTTAA
AGATCAAAGG
TTGCAAACAA
AGAGCTACCA
TACCAAATAC
AACTCTGTAG
GGCTGCTGCC
GATAGTTACC
ACACAGCCCA
GCGTGAGCTA
GGTATCCGGT
CCAGGGGGAA
CTGACTTGAG
GGAAAAACGC
CCTTTTGCTC

CZ 287296 B6

AAAATTTAARC
GCACTTTTCG
ATACATTCAA
TCAATAATAT
CCCTTATTCC
GARACGCTGG
GGGTTACATC
GCCCCGAAGA
GGCGCGGTAT
CATACACTAT
AGCATCTTAC
ACCATGAGTG
ACCGAAGGAG
GCCTTGATCG
CGTGACACCA
AACTGGCGAA
TGGAGGCGGA
GGCTGGTTTA
TATCATTGCA
TCTACACGAC
GCTGAGATAG
TTACTCATAT
GGATCTAGGT
CGTGAGTTTT
ATCTTCTTGA
AAAAACCACC
ACTCTTTTTIC
TGTCCTTCTA
CACCGCCTAC
AGTGGCGATA
GGATAAGGCG
GCTTGGAGCG

‘TGAGAAAGCG

BAAGCGGCAGG
ACGCCTGGTA
CGTCGATTTT
CAGCAACGCG
ACATG

-14 -

GCGAATTTTA
GGGAAATGTG
ATATGTATCC
TGAAAAAGGA
CTTTTTTGCG
TGAAAGTAARA
GAACTGGATC
ACGTTTTCCA
TATCCCGTAT
TCTCAGAATG
GGATGGCATG
ATAACACTGC
CTAACCGCTT
TTGGGAACCG
CGATGCCTGT
CTACTTACTC
TAARAGTTGCA
TTGCTGATAA
GCACTGGGGC
GGGGAGTCAG
GTGCCTCACT
ATACTTTAGA
GAAGATCCTT
CGTTCCACTG
GATCCTTTTT
GCTACCAGCG
CGAAGGTAAC
GTGTAGCCGT
ATACCTCGCT
AGTCGTGTCT
CAGCGGTCGG
AACGACCTAC
CCACGCTTCC
GTCGGAACAG
TCTTTATAGT
TGTGATGCTC
GCCTTTTTAC

ACARAATATT
CGCGGAACCC
GCTCATGAGA
AGAGTATGAG
GCATTTTGCC
AGATGCTGAA
TCAACAGCGG
ATGATGAGCA
TGACGCCGGG
ACTTGGTTGA
ACAGTAAGAG
GGCCAACTTA
TTTTGCACAA
GAGCTGAATG
AGCAATGGCA
TAGCTTCCCG
GGACCACTTC
ATCTGGAGCC
CAGATGGTAA
GCAACTATGG
GATTAAGCAT
TTGATTTAAA
TTTGATAATC
AGCGTCAGAC
TTCTGCGCGT
GTGGTTTGTT
TGGCTTCAGC
AGTTAGGCCA
CTGCTAATCC
TACCGGGTTG
GCTGAACGGG
ACCGAACTGA
CGAAGGGAGA
GAGAGCGCAC
CCTGTCGGGT
GTCAGGGGGG
GGTTCCTGGC

2630
2740
2780
2840
2890
2940
2980
3040
3080
3140
3190
3240
3290
3340
3380
3440
3490
3540
3590
3640
3680
3740
3790
3840
3880
3940
3930

4090
4140
4180
4240
4290
4340
4380

4430
4515
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8EQ ID NO: 2

GGT GAA TTC CCC AAA CCT AGT ACT CCC CCT
Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro
1 4 s 10

S IgG3-hinge =—==—-—eeom—cceaoo <4t

AAA CAG CTG GAA GAT AAA GTT GAA GAG CTT
Lys Gln Leu Glu Asp Lys Val Glu Glu Leu
20 ' 25

AGC CGC
Ser Arg

ATG s4s
Met

- GCN4-zipper =

CAC CTC GAA AAT GAA GTT GCG CGC CTC AAA

His Leu Glu Asn Glu Val Ala Arg Leu Lys
as 0

s e i 0 B s o e U . A e e s S D A S s S B S T e T S T Y2 S S T T A Y S St . by o At o i e i

CGC TGATAAGCTT GAC

Arg
~~ktop t

8EQ ID NO: 3

GGT GAA TTC CCC AAA CCT AGC ACC CCC cCCT
Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro
1 4 5 10

GGC
Gly

AGC
Ser

AGT GGT
Ser Gly

4 L.

e - 1gG3-hinge ———-

CTG GAA GAG CTG CTT AAG CAT CTT AAA GAA
Leu Glu Glu Leu Leu Lys His Leu Lys Glu
20 25

CTT
Leu

CTG
Leu

AAG GGC
Lys Gly

------------- bundle~helix A ——-
CGC AAR GGC GAA CTC GAG GAA CTG CTG AAA
Arg Lys Gly Glu Leu Glu Glu Leu Leu Lys

35 40

~turn--<4 L bundle~helix B ===

CAT
His

CTG
Leu

AAG GAG
Lys Glu

—w—ed L

CTT AAR GGT GAA TTC TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAAAAAAT G

Leu Lys Gly Glu Phe
$ 50 ¢

-— stop
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BEQ ID NO: 4

GGT GAA TTC
Gly Glu Phe

L |
GCT CGT CTC
Ala Arg Leu

CCC AAA
Pro Lys

GAG GAA
Glu Glu
20

1gG3-hingg==———=c==s==o=

CZ 287296 B6

CCT AGT ACT CCC CCT GGC AGC AGC CGT ATC
Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Arg Ile

I

AAA GTT AAR ACC CTG AAA GCT CAG AAC TCC
Lys Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn sSer

GAA CTG GCT
Glu Leu Ala

TCC ACC
Ser Thr

CTG AAA CAG
Leu Lys Gln

6EQ XD NO: 5

GGT GAA TTC
Gly Glu Phe

LI

GAC ACC CTG
Asp Thr Leu

jun-zipper =-—==-—m=-——tmeem e ma e
GCT AAC ATG CTG CGT GAA CAG GTT GCT CAG

Ala Asn Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln

—= jun-zipper ww=--—eSSSSssseosesoonoes-
ATG AAC TAC TGATAAGCTT GACCTGTGAA G

Met Asn Tyr

CCT AGT ACT CCC CCT GGC AGC AGC CTG ACC
Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Leu Thr

10 15
I1gG3-hinge =———=w=——==cco- 4 beeeen

GAA ACC GAC CAG CTG GAA GAC AAA AAA TCC
Glu Thr Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser
25 30

_______________________ fos-zipper ——=wm~wmmem—— e e e—————— e

GCT CTG CAG
Ala Leu Gln

ATC GCT AAC CTG CTG AAA GAA AAA GAA AAA
Ile Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys
40 a5

----------------------- fos-zipper —-—— -

CTG GAA TTIT
Leu Glu Phe

GCT GCT TAC TGATAAGCTT GACCTGTGAA G
Ala Ala Tyr ¢

-==d srop

-16 -

45

80

13%

180

45

80

135

180
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8EQ ID NO: 6

GGT GAA
Gly Glu

vt

GAA AAA
Glu Lys

TTC CCG TCT GGT AAC GAA GCT CGT ATC GCT CGT CTC GAG
Phe Pro Ser Gly Asn Glu Ala Arg Ile Ala Arg Leu Glu
5 10 15

Lo—e- linker ======-m-= e TR -

GTT AAA ACC CTG AAA GCT CAG AAC TCC GAA CTG GCT TCC
Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser Glu Leu Ala Ser
20 25 0

Thr Ala

- jun-zipper -- -—- -

AAC ATG CTG CGT GAA CAG GTT GCT CAG CTG AAA CAG AAA
Asn Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln Leu Lys Gln Lys
as 40 45

________________________ jun~zipper —=——m=e——ccemca—————————

GTT ATG
Val Met

AAC TAC TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAAAAATG GCG
Asn Tyﬂ L4

8EQ ID NO: 7

GGT GAA
Gly Glu

LI ¢

GCT GAA
Ala Glu

TTC GGT CCG TCT GGT AAC GAA CTG ACC GAC ACC CTG CAG

Phe Gly Pro Ser Gly Asn Glu Leu Thr Asp Thr Leu Gln
5 10

L——- linker ==~==mme—=x 4 beeaea fos-zipper —————=—-

ACC GAC CAG CTG GAA GAC AAA AAA TCC GCT CTG CAG ACC
Thr Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr
20 25 30

45

80

138

180

45

30

GAA ATC
Glu Ile

~ fos-zipper -

GCT AAC CTG CTGC AAA GAA AAA GAA AAA CTG GAA TTT ATC

Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile
3s 40 as

CTG GCT
Leu Ala

135

———— fos-zipper —_——

GCT TAC TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAAAAATGGCG
Ala TYS 4

-== gtop

-17-

180



10

15

20

25

30

35

40

45

50
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Seznam sekvenci:

)

@)

Obecna informace:

i) prihlasovatel:
A) jméno: Merck Patent GmbH
B) ulice: Frankfurter Str. 250
C) mésto: D-6100 Darmstadt 1
E) zemé. Némecko
F) postovni kod (ZIP): 4119
G) telefon: 06151 72 7022
H) telefax: 0615172 7191

ii) nazev vynalezu: Monomerni a dimerni fragmenty protilatkovych fiznich proteinii

iii)pocet sekvenci: 14

iv) pocitaova &teci forma:
A) typ média: floppy disk
B) potita¢: IBM P kompatibilni
C) operaéni systém: PC-DOS/MS-DOS
D) Software: Patent In Release €. 1,0, Version &. 1,25 (EPO)

v) udaje o prihlasce:
¢. prihlasky: WO 93-00082

Informace o sekvenci SEQ ID NO: 1:
i) charakteristiky sekvence:

A) délka: 4515 paru bazi

B) typ: nukleova kyselina

C) fetézec: dvojity

D) topologie: cirkularni
ii) typ molekuly: DNA (genomova)
iif)hypoteticka: ne
iv) anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N-terminalni

vi) originélni zdroj:
A) organismus: synteticka, E.coli— a mysi piivod

vii) bezprostfedni zdroj:
B) klon: pLISC-SE

ix) rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1328..2158
D) jiné informace: /produkt =, jediny fetézec Fv fragmentu (protilatky)*
/pozn.=  kompletni sekvence pLISC-SE vektoru®
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x) publikaéni informace:

A) autofi: Plack Peter
Plueckthun, Andreas

B) nazev: Miniprotilatky: pouziti amfipatickych helixd k produkci funké&nich, flexibilng
spojenych dimernich Fv fragmentt s vysokou aviditou v E.coli

C) ¢asopis: Biochemistry

D) svazek: 31

E) vydani: 6

F) strany: 1579-1584
G) datum: 1992

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

ACCCGACACC ATCGAATGGC GCAAAACCTT TCGCGGTATG GCATGATAGC GCCCGGAAGA 60
GAGTCAATTC AGGGTGGTGA ATGTGAAACC AGTAACGTTA TACGATGTCG CAGAGTATSC 120
CGGTGTCTCT TATCAGACCG TTTCCCGCGT GGTGRACCAG GCCAGCCACG TTTCTGCGAA 180
ARCGCGGGAR AAAGTGGAAG CGGCGATGGC GGAGCIGAAT TACATTCCCA ACCGCGTGGC 240
ACAACAACTG GCGGGCAAAC AGTCGTTGCT GATTGGCGTT GCCACCTCCA GTCTGGCCCT 300
GCACGCGCCG TCGCARATTG TCGCGGCGAT TAAATCTCGC GCCGATCAAC TGGGTGCCAG 360
CTGTGTGGTG TCGATGGTAG AACGAAGCGG CGTCGAAGCC TGTAAAGCGG CGGTGCACAR 420
TCTTCTCGCG CAACGCGTCA GTGGGCTGAT CATTAACTAT CCGCTGGATG ACCAGGATGC 480
CATTGCTGTG GAAGCTGCCT GCACTAATGT TCCGGCGTTA TTTCTTGATG TCTCTGACCA 540
GACACCCATC AACAGTATTA TTTTCTCCCA TGARGACGGT ACGCGACTGG GUGTGGAGCA 600
TCTGGTCGCA TTGGGTCACC AGCAAATCGC GCTGTTAGCG GGCCCATTAA GTTCTIGTCTC 660
GGCGCGTCTG CGTCTGGCTG GCTGGCATAA ATATCTCACT CGCAATCAAA TTCAGCCGAT 720
AGCGGAACGG GAAGGCGACT GGAGTGCCAT GTCCGGTITT CAACAAACCA TGCAAATGCT 780
GAATGAGGGC ATCGTTCCCA CTGCGATGCT GGTIGCCAAC GATCAGATGG CGCTGGGCGC 840
AATGCGCGCC ATTACCGAGT CCGGGCTGCG CGTTGGIGCG GATGTCICGG TAGTGGGATA 900
CGCAGATACC GARGACAGCT CATGTITATAT CCCGCCGTTA ACCACCATCA AACAGGATTT 960
TCGCCTGCTG GGGCAAACCA GCGTGGACCG CTTGCTGCAA CTCTCTCAGG GCCAGGCGGT 1020
GAAGGGCAAT CAGCTGTTGC CCGTCTCACT GGTGAAAAGA AAAACCACCC TCGCGCCCAA 1080
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TACGCAAACC GCCTCTCCCC GCGCGTTGGC CGATTCATTA

TTCCCGACTG GAARGCGGGC AGTGAGCGCA ACGCARTTAA

AGGCACCCCA GGCTTTACAC TTTATGCTIC CGGCTCGTAT

GATAACAATT TCACACAGGA AACAGCTATG ACCATGATTA

GCAAARA

Phe
15

Gly

GGT
Gly

GGT
Gly

TAT
Tyr

Arg
9s

Ala

ACT
Thr

TCT
Ser

GAT
Asp

GCT
Ala

CTG
Leu

17¢
Phe

Lys

ACC
The

GAC
Asp

GAA
Glu

766
TZp

GGT
Gly

ATC
Ile
160

ATG AAR AAG

Met
1

ACC
Thr

GTA
val

acc
Thr

CGT
Arg
&5

AcCC
Thr

ACT
Thr

GAC
Asp

TAC
Tyr

GGT
Gly
145

GTT
val

Lys

GTA
Val

CAG
Gln

TTC
Phe
50

cTC
Leu

GAA
Glu

AGT
Ser

AcCC
The

TTC
Phe
130

GGT
Gly

ATG
Met

Lys

GCG
Ala

CCG
Pro
35

TCT
ser

GAG
Glu

TAC
Tyr

Gln

Ala
115

GAC
Asp

GGT
Gly

ACC
The

ACA
Thr

CAG
Gln
20

GGT
Gly

GAC
Asp

TGG
Trp

AGC
Ser

Ser
100
ATC
Ile

GTT
val

TCT
Ser

CAG
Gln

GCT
Ala
S

GCC
Ala

GGA
Gly

TTC
Phe

ATC
Ile

GCY
Ala
8%

ATC
Ile

TAC
TYyz

Trp

GGT
Gly

TCT
Ser
165

ATC
Ile

GAA
Glu

TCC
Ser

TAC
Tyr

GCA
Ala
70

TCT
Ser

Leu

TAC
Tyr

GGT
Gly

GGT
Gly
150

CCG
Prao

GCG ATT GCa
Ala Ile Ala

GIT
val

Leu

ATG
Het
55

GCT
Ala

GTT
val

TAC
Tyr

Cys

GCA
Ala
138

GGT
Gly

AGC
Ser

Lys

CGT
Arg
40

GAG
Glu

AGC
Ser

Lys

Leu

GCG
Ala
120

GGT
Gly

GGT
Gly

TCT
Ser

-20-

Leu
25

Leu

TGG
Trp

CGT
Arg

Gly

CAG
Gln
105

CGT
Arg

ACC
Thr

TCT
Ser

CTG
Leu

ATGCAGCTGG CACGACAGGT
TGTGAGTTAG CTCACTCATT
GTTGTGTGGA ATTGIGAGCG
CGAATTTCTA GATAACGAGG

GTG GCA CTG GCT GGT
Val Ala Leu Ala Gly
10

GTA GAG TCT GGT GGT
Val Glu Ser Gly Gly
30

TCT TGC GCT ACC TCA
Ser Cys Ala Thr Ser
45

GTA CGT CAG CCC CCG
val Arg Gln Pro Pro
60

AAC AAA GGT AAC ARG
Asn Lys Gly Asn Lys
75

CGT TTC ATC GTT TCT
Arg Phe Ile Val Ser
90

ATG AAT GCA TTG CGT
Met Asn Ala Leu Arg
110

ARC TAC TAT GGC AGC
Asn Tyr Tyr Gly Ser
125

ACC GTT ACC GTT TCT
Thr Val Thr Val Ser
140

GGT GGT GGT GGT TCT
Gly Gly Gly Gly Ser
155

TCT GTA TCT GCA GGT
Ser Val Ser Ala Gly
170

1140

1200

1260

1320

1369

1417

1465

1513

1561

1609

1657

170s

1753

1801

1849



GAA
Glu
175

GGT
Gly

CcCcG
Pro

(olele
Pro

ATC
Ile

GAC
Asp
255

ARG

CGT
Arg

AAC
Asn

[osle]
Pro

GAC
asp

TCT
Ser
240

CAC
His

CGC

GIT
val

CAG
Gln

Lys

CGT
Arg
235

TCT
Ser

TCT
Ser

GCT
Ala

ACC
Thr

Lys

CTG
Leu
210

TIT
Phe

GTA
val

TAC
Tyr

AAC
Asn

ATG
Met

Asn

195

CTG
Leu

ACC
Thr

CaG
Gln

cCG
Pro

GGT

TCT
Ser
180

TTC
Phe

‘ATC
Ile

GGT
Gly

GCT
Ala

CTG
Leu
260

GAA
Glu

TGC
Cys

CIG
Leu

TAC
Tyr

AGC
Ser

GAA
Glu
245

ACC
Thr

TTC
Phe

CZ 287296 B6

Lys

GCG
Ala

GGT
Gly

GGT
Gly
230

GAT
Asp

TTT
Phe

TCT
Ser

IGG
Trp

GCG
Ala
215

AGC

Ser

CTG
Leu

GGC
Gly

TCT
Ser

TAT
Tyr
200

TCG

Ser

GGT
Gly

GCT
Ala

Gece
Ala

CAG
Gln

185

CAG
Gln

ACC
Thr

ACC
Thr

GTT
Val

GGC
Gly
265

TcT
ser

CAA
Gln

CGT
Arg

GAC
Asp

TAC
Tyr
250

ACC
Thr

CTG
Leu

Lys

GAA
Glu

TTC
Phe
235

TAC
Tye

AAA
Lys

CTG
Leu

CCT
Pro

TCT
Ser
220

ACT
Thr

TGT
Cys

CTG
Leu

AAC
Asn

GGC
Gly
205

GGT
Gly

CTG
Leu

CAA
Gln

GAA
Glu

TCT
Ser
190

CAA
Gln

GTT

Val

ACC
Thr

Asn

CTG
Leu
270

TGATAAGCTT GACCIGTGAA GTGAAAAATG

Lys Arg

GCGCACATTG
ACGCGCCCTG
CTACACTTGC
CGTTCGCCGG
GTGCTTTACG
CATCGCCCTG
GACTCTTGTT
AAGGGATTTT
ACGCGAATTT
TGCGCGGAAC

GACAATAACC

Gly
275

TGCGACATIT
TAGCGGCGCA
CAGCGCCCTA
CTTTCCCCGT
GCACCTCGAC
ATAGACGGTT
CCAARACTGGA
GCCGATTICG
TAACAAAATA
CCCTATTTGT

CTGATAAATG

ATTTCCGTGT

CAGAAACGCT

CGCCCTTATT

GGTGAAAGTA

TTTTIGICTG

TTAAGCGCGG

GCGCCCGCTIC

CARGCTCTAA

CCCARAAAAC

TTTCGCCCIT

ACAACACTCA

GCCTATTIGGT

TTAACGTTTA

TTATTTTTCT

CTTCAATAAT

CCCTTTITTTG

AAAGATGCIG

CCGTTTACCG
CGGGTGTGET
CTTTCGCTTT
ATCGGGGCAT
TTGATTAGGG
TGACGTTGGA
ACCCTATCTC
TARAARATGA
CAATTTCAGG
AAATACATTC
ATTGAAARAG
CGGCATTTTG

AAGATCAGTT

-21-

CTACTGCGTC
GGTTACGCGC
CTTCCCTTCC
CCCTTTAGGG
TGATGGTTCA
GTCCACGTTC
GGTCTATTCT
GCTGATTTAA
TGGCACTTTT
AAATATGTAT
GAAGAGTATG
CCTTCCTGTT

GGGTGCACGA

ACGGATCCCC

AGCGTGACCG

TTTCTCGCCA

TTCCGATTTA

CGTAGTGGGC

TTTAATAGTG

TTTGATTTAT

CAARAATTTA

CGGGGAAATG

CCGCTCATGA

AGTATTCAAC

TTTGCTCACC

GTGGGTTACA

1857

1945

1993

2041

2089

2137

2188

2248
2308
2368
2428
2488
2548
2608
2668
2728
2788
28438
2908

2968




TCGAACTGGA
CAATGATGAG
GGCAAGAGCA
CAGTCACAGA
TAACCATGAG
AGCTAACCGC
CGGAGCTGAR
CAACAACGTT
TAATAGACTG
CTGGCTGGTT
CAGCACTGGG
AGGCAACTAT
ATTGGTAACT
TTTAATTTAA
AACGTGAGTT
GAGATCCTTT
CGGTGGTTITG
GCAGAGCGCA
AGAACTCTIGT
CCAGTGGCGA
CGCAGCGGTC
ACACCGRACT
GAAAGGCGGA
TTCCAGGGGG
AGCGTCGATT

CGGCCTTTTT

TCTCAACAGC
CACTTTTARA
ACTCGGTCGC
AAAGCATCTT
TGATAACACT
TTTTTTGCAC
TGAAGCCATA
GCGCAAACTA
GATGGAGGCG
TATTGCTGAT
GCCAGATGGT
GGATGAACGA
GTCAGACCAA
ARGGATCTAG
TTCGTTCCAC
TTTTCTGCGE
TTTGCCGGAT
GATACCAAAT
AGCACCGCCT

TAAGTCGTGT

GGGCTGAACG

GAGATACCTA

CAGGTATCCG

AAACGCCTGG

TTTGTGATIGC

ACGGTTCCTG

CZ

GGTAAGATCC

GTTCTGCTAT

CGCATACACT

ACGGATGGCA

GCGGCCAACT

AACATGGGGG

CCARACGACG

TTAACTGGCG

GATARAGTTG

AAATCTGGAG

AAGCCCTCCC

AATAGACAGA

GTTTACTICAT

GTGAAGATCC

TGAGCGTCAG

GTAATCTGCT

CAAGAGCTAC

ACTIGTCCITC

ACATACCTCG

CTTACCGGGT

GGGGGTTCGT

CAGCGTGAGC

GTAAGCGGCA

TATCTTTATA

TCGTCAGGGG

GCCTTTTGCT

(2) Informace o SEQ ID NO: 2:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 277 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
C) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

287296 B6

TTGAGAGTTT
GTGGCGCGGT
ATTCTCAGAA
TGARCAGTARG
TACTTCTGAC
ATCATGTAAC
BGCGTGACAC
AACTACTTAC
CAGGACCACT
CCGGTGAGCG
GTATCGTAGT
TCGCTGAGAT
ATATACITTA
TTTTTGATAA
ACCCCGTAGA
GCTTGCAARC
CAACTCTTTT
TAGTGTAGCC
CTICTGCTAAT
TGGACTCAAG
GCACACAGCC
TATGAGAAAG
GGGTCGGAAC
GTCCTGTCGG
GGCGGAGCCT

GGCCTTTTGC

-22-

TCGCCCCGAR
ATTATCCCGT
TGACTTGGTT
AGAATTATGC
AACGATCGGA
TCGCCTTGAT
CACGATGCCT
TCTAGCTTCC
TCTGCGCTCG
TGGGTCTCCC
TATCTACACG
AGGTGCCTCA
GATTGATTTA
TCTCATGACC
AARAGATCAAA
AAAARAACCA
TCCGAAGGTA
GTAGTTAGGC
CCTGTTACCA
ACGATAGTTA
CAGCTTGGAG
CGCCACGCTT
AGGAGAGCGC
GTTTCGCCAC
ATGGAAAAAC

TCACATG

GAACGTTTTC

ATTGACGCCG

GAGTACTCAC

AGTGCTGCCA

GGACCGAAGG

CGTTGGGAAC

GTAGCAATGG

CGGCAACAAT

GCCCTTCCGG

GGTATCATTIG

ACGGGGAGTC

CTGATTAAGC

ARACTTCATT

AAAATCCCTT

GGATCTTCTT

CCGCTACCAG

ACTGGCTTCA

CACCACTTCA

GTGGCTGCTG

CCGGATAAGG

CGAACGACCT

CCCGAAGGGA

ACGAGGGAGC

CTCTGACTTG

GCCAGCAACG

3028

3088

3148

3208
3268
3328
3388
3448
3508
3568
3628
3688
3748
3808
3868
3s28
3988
4048
4108
4168
4228
4288
4348
4408
4468

4515



xi) popis sekvence: SEQ ID NO:

Met

Thr

val

Thr

Thr

Asp

Tyr

Gly

145

val

val

Gln

Lys

Lys

val

Gln

Phe

50

Leu

Glu

Ser

Thr

Phe

130

Met

Thr

Lys

Leu
210

Lys

Ala

Pro

35

Ser

Glu

Gln

Ala
118

y Gly

Thr

Met

Asn

195

Leu

Thr
Gln

20
Gly
Asp
Trp
Ser
Ser
100
Ile
val
Ser
Gln
Ser
180
Phe

Ile

aAla

Ala

Gly

Phe

Ile

Ala

85

Ile

Tyr

Trp

Gly

Ser

165

Cys

Leu

Tyr

Ile

Glu

Ser

Tyr

ala

70

Ser

Leu

Tyr

Gly

Gly

150

Pro

Lys

Ala

Gly

CZ 287296 B6

Ala

val

Leu

Met

55

Ala

Val

Cys

Ala

135

Ser

Ser

Trp

Ala
215

Ile

Lys

Arg

40

Glu

Ser

Lys

Leu

Ala

120

Gly

y Gly

Ser

Ser

Tyr

200

Ser

Ala

Len

25

Leu

Tep

Arg

Gly

Gln
1058

Thr

Ser

Leu

Gln

185

Gln

Thr

-23-

vVal

10
val
Ser
Val
Asn
Arg

90
Met
Asn
Thr
Gly
Ser
170
Ser

Gln

Arg

Ala

Glu

Cys

Arg

Lys

75

Asn

Gly

155

val

Leu

Lys

Glu

Leu

Ser

Ala

Gln

60

Gly

Ile

Ala

Tyr

Thr

140

Gly

Ser

Leu

Ser
220

Ala

Gly

Thr

45

Pro

Asn

val

Leu

Gly

125

val

Gly

Ala

Asn

Gly

205

Gly

Gly

Gly

30

Ser

Pro

Lys

Ser

Arg

110

Ser

Ser

Ser

Gly

Ser

130

Gln

val

Phe

15
Gly
Gly
Gly
Tyr
Arg

85
Ala
Thr
Ser
Asp
Glu
178

Gly

Pro

Pro

Ala

Leu

Phe

Lys

Thr

80

asp

Glu

Trp

Gly

Ile

160

Arg

Asn

Pro

Asp
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Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser

225 230 23s

240

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

245 250 255

Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

260 265 270

Ala Asn Gly Glu Phe
275

Informace o SEQ ID NO: 3:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 151 pari bazi
B) typ: nukleova kyselina
C) fetézec: dvojity
D) topologie: lineérni

ii) typ molekuly: DNA (genomova)
iii) hypoteticka: ne

iv) anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N—terminalni

vi) originalni zdroj:
A) organismus: synteticky (dedukovan z kvasinkovych + mysich sekvenci)

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1..138
D) jina informace: /produkt=, interkalaCni peptid*
/pozn.=,genova kazeta interkala¢niho GCN4—leucinového zipperu

ix) rysy:
A) jméno/kli¢: smés.rysy
B) lokace: 10..39
D) jin4 informace: /produkt=,,imunoglobulinové spojovaci oblast®

/poznamka=,,IgGG3-pant®

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: smés.rysy
B) lokace: 40..138
D) jina informace: /produkt=, GCN4-zipper*

-24-
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ix) popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

GGT GAA TTC
Gly Glu Phe
1

CAG CTG GAA
Gln Leu Glu

GAA AAT GAA
Glu Asn Glu
35

ccc
Pro

GAT
Asp
20

GTT
val

TGATAAGCTT GAC

AAA CCT AGT ACT CCC CCT
Lys Pro Ser Thr Pro Pro
5 10

AAR GTT GAA GAG CTT CTT
Lys Val Glu Glu Leu Leu
25

GCG CGC CTC AAA AAA CTT
Ala Arg Leu Lys Lys Leu
40

(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

()

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 46 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

GGC AGC AGC CGC ATG AAA 48
Gly Ser Ser Arg Met Lys

15
TCG ARA AAC TAC CAC CTC 96

Ser Lys Asn Tyr His
30

GIT GGT GAA CGC
Val Gly Glu Arg
45

Leu

138

151

Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Arg Met Lys

1

Gln Leu Glu

Glu Asn Glu
3s

Asp Lys Val Glu Glu
20 25

Val Ala Arg Leu Lys

5

40

Informace o SEQ ID NO: 5:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 181 part bazi
B) typ: nukleova kyselina
C) fetézec: dvojity
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: DNA (genomick4)

iiiyhypoteticka: ne

iii)anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N~terminalni

vi) origindlni zdroj:
A) organismus: synteticky

-25-

10

45

15

Leu Leu Ser Lys Asn Tyr His Leu

30

Lys Leu Val Gly Glu Arg
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ix) rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace:1..150
D) jina informace: /produkt=,,interkalaéni peptid*

/pozn.=,,genova kazeta kodujici interkalaéni antiparalelni helix—otatka—helix*

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: smés-tysy
B) lokace: 10..39

D) jina informace: /produkt=,iminoglobulin spojovaci oblast“

/pozn.=, IgG3—pant*

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: smés—rysy
B) lokace: 40..87
D) jina informace: /produkt=,helix peptid*
/pozn.=,,spleteny-helix A“

ix) rysy:
A) jméno/klié: smés—rysy
B) lokace: 88..150
D) jina informace: /produkt=, helix peptid*
/pozn.=,spleteny—helix B

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

GGT GAA TTC CCC AAA CCT AGC ACC CCC CCT GGC AGC AGT GGT

Gly Glu Phe Pzro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser
1 S 10

Ser

Gly

GAA GAG CTG CTT AAG CAT CTT AARA GAA CTT CTG ARMG GGC CCC
Gly Pro

Glu Glu Leu Leu Lys His Leu Lys Glu Leu Leu Lys
20 25

GGC GAA CTC GAG GAA CTG CTG AAA CAT CTG ARG GAG
Gly Glu Lau Glu Glu Leu Leu Lys His Leu Lys Glu
35 40

GAA TTIC TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAAAAMAT G

Glu Phe
50

(2) Informace o sekvenci SEQ ID NO: 6:
i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 50 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

-26 -

CTG
Leu
45

30

cIT
Leu

GAA CIG

Glu Leu

15
CGC AAR
Arg Lys

AAA GGT
Lys Gly

48

96

144

181
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xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Glu Leu
1 S 10 15

Glu Glu Leu Leu Lys His Leu Lys Glu Leu Leu Lys Gly Pro Arg Lys

20 25 30
Gly Glu Leu Glu Glu Leu Leu Lys His Leu Lys Glu Leu Leu Lys Gly
35 40 45 :
Glu Phe
S0

(2) Informace o sekvenci SEQ ID NO: 7:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 180 pard bazi
B) typ: nukleova kyselina
C) retézec: dvojity
D) topologie: linedrni

ii) typ molekuly: DNA (genomicka)
iii) hypoteticky: ne

iii)anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N-termindlni

vi) pivodni zdroj:
A) organismus: synteticky, dedukovén z lidskych a mysich sekvenci

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1..159
D) jiné informace: /produkt=, interkala&ni peptid
/pozn.=,,genova kazeta kodujici interkala&ni jun—zipper a IgG3—pant obl...«

ix) rysy:
A) jméno/kli¢: sm&s-rysy
B) lokace: 10..39
D) jina informace: /produkt=,,imunoglobulinova spojovaci oblast
/pozn.=,JgG3-pant oblast (my3i)*“

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: smés—rysy
B) lokace: 40..159
D) jina informace: /produkt=,jun—zipper

-27.
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xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

GGT GAA TTC CCC ARA CCT AGT ACT CCC CCT GGC

Gly Glu
1

Phe

Pro Lys
S

CGT CTC GAG GAA AAA

Arg Leu

Glu

Glu Lys
20

GCT TCC ACC GCT AAC

Ala Ser

AAMA GTT
Lys Val
50

Thr
33

ATG
Met

Ala Asn

AAC TAC
Asn Tyr

ro Ser Thr Pro Pro Gly
10

GTT ARA ACC CIG AAA GCT
Val Lys Thr Leu Lys Ala
25

ATG CTG CGT GAA CAG GTT
Met Leu Arg Glu Gln Val
40

TGATAAGCTT GACCTGTIGAA G

(2) Informace o SEQ ID NO: 8:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 53 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

AGC AGC CGT ATC GCT 48
Ser Ser Arg Ile Ala

15
CAG AAC TCC GAA CIG 95

Gln Asn Ser Glu Leu

30

GCT CAG CTG ARA CRG 144
Ala Gln Leu Lys Gln

45

180

Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Arg Ile Ala
5 10

1

Arg Leu Glu Glu Lys

Rla Ser Thr Ala Asn

20

35

25

40

Lys Val Met Asn Tyr

50

(2) Informace o SEQ ID NO: 9:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 180 paru bazi
B) typ: nukleova kyselina

C) fetézec: dvojity

D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: DNA (genomova)

iii)hypoteticka: ne

-28-

15

Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser Glu Leu

Met Leu Arg Glu Gln Val Ala Gln Leu Lys Gln

45
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iii)anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N-terminalni

vi) originélni zdroj:
A) organismus: synteticky, dedukovany z lidskych a mysich sekvenci

iX) rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1..159
D) jina informace: /produkt=,,interkalaéni peptid“
/pozn.=,genova kazeta kodujici interkalani fos—zipper a IgG3—pant

ix)rysy:
A) jméno/kli€: smés—rysy
B) lokace: 10..39
D) jiné informace:/produkt=,,imunoglobulin spojovaci oblast*

/pozn.=, IgG3—pant (mysi)*

ix) rysy:
A) jméno/klig: smés—rysy
B) lokace: 40..159
D) jiné informace: /produkt=,,fos—zipper*

CZ 287296 B6

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

Gly

Acc
Thr

Gln

ATC
Ile

GAA TTC
Glu Phe

CTG CAG
Leu Gln

ACC GAA
Thr Glu
35

CTG GCT
Leu Ala
S0

cce
Pro

GCT
Ala
20

ATC
Ile

GCT
Ala

AAA CCT
Lys Pro
S

GAA ACC
Glu Thr

GCT AAC
Ala Asn

AGT
Ser

GAC
Asp

CTG
Leu

ACT
Thr

CAG
Gln

CTG
Leu
40

CCC CCT GGC
Pro Pro Gly
10

AGC
Ser

AGC
Ser

CTG

Leu

ACC
Thr
15

CTG GAA GAC AAA AAA TCC GCT

Leu Glu Asp
25

ARA GAA ARA
Lys Glu Lys

TAC TGATAAGCTT GACCIGTIGAA G

Tyr

(2) Informace o SEQ ID NO: 10:

i) charakteristiky sekvence:

A) délka: 53 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

-29.

Lys

GAA

Glu

Lys

AAD
Lys
45

Ser
30

CTG
Ley

vAla

GAR
Glu

GAC
Asp

CTG
Leu

TTT
Phe

43

96

144

180
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xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

Gly Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Leu Thr Asp

1 5 10

Thr Leu Gln Ala Glu Thr Asp Gla Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu

20 25

Gln Thr Glu Ile Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe

35 40 45

Ile Leu Ala Ala Tyr
50

Informace o SEQ ID NO: 11:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 180 pari bézi
B) typ: nukleova kyselina
C) fetézec: dvojity
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: DNA (genomicky)
iiiyhypoteticka: ne

iii)anti-sense: ne

v) typ fragmentu: N-terminalni

vi) originalni zdroj:
A) organismus: synteticky, dedukovany z lidskych sekvenci

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1..147
D) jina informace: /produkt=,,interkala¢ni peptid“
/pozn.=,,genova kazeta kodujici interkalacni jun—zipper a linker*

iX) rysy:
A) jméno/kli¢: sm&s—rysy
B) lokace: 10..27 :
D) jina informace: /produkt=,,synteticky linker*

ix) rysy:
A) jméno/kli¢: smés-rysy
B) lokace: 28..147
D) jina informace: /produkt=,jun—zipper

-30-
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xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

GGT
Gly

TAC
Tyr

GAA TTC CCG
Glu Phe Pro

GTT AAA ACC
val Lys Thr
20

= ATG CTG CGT

Mat Leu Arg
33

TCT
Ser
5

CTG

Leu

GAA
Glu

GGT AAC GAA GCT CGT ATC GCT CGT CTC
Gly Asn Glu Ala Arg Ile Ala Arg Leu

10

GAG
Glu
1s

GAA
Glu

ARA GCT CAG AAC TCC GAA CTG GCT TCC ACC GCT
Lys Ala Gln Asn Ser Glu Leu Ala Ser Thr Ala

25

30

CAG GTT GCT CAG CTG AAA CAG AMA GTT ATG
Gln Val Ala Gln Leu Lys Gln Lys Val

40

TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAMAAATG GCG

(2) Informace o SEQ ID NO: 12:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 49 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

45

Met

ARC
Asn

48

96

144

180

Gly Glu Phe Pro Ser Gly Asn Glu Ala Arg Ile Ala Arg Leu Glu Glu

1

S

10

15

Lys Val Lys Thr Leu Lys Ala Gln Asn Ser Glu Leu Ala Ser Thr Ala

Asn Me

(¢

35

Tyr

20

25

40

(2) Informace pro SEQ ID NO: 13:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 180 parid bazi
B) typ: nukleova kyselina

C) fetézec: dvojity

D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: DNA (genomicka)

iii)hypoteticka: ne

iii)anti-sense: ne

v) fragment typ: N-terminalni
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vi) originalni zdroj:
A) organismus: synteticky, dedukovany z lidskych sekvenci

5 iX) rysy:
A) jméno/kli¢: CDS
B) lokace: 1..147
D) jina informace: /produkt=,,interkalaéni peptid“

10

ix)rysy:
A) jméno/kli¢: smés-rysy
B) lokace: 10..27
D) jina informace: /produkt=,,synteticky linker*

15

ix) rysy:
A) jméno/kli¢: smés—rysy
B) lokace: 28..148
D) jin4 informace: /produkt=,,fos~zipper*

20

/pozn.=,genova kazeta kodujici interkalacni fos—zipper a linker

xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

(14

GGT GAR TTC GGT CCG TCT GGT AAC GAA CTG ACC GAC ACC CTG CAG GCT 48
Gly Glu Phe Gly Pro Ser Gly Asn Glu Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala
1 S 10 1§
GAA ACC GAC CAG CTG GAR GAC AARA AAA TCC GCT CTG CAG ACC GAA ATC 96
Glu Thr Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile
20 25 30
GCT AAC CTG CTG AAA GAA AAA GAA AMA CTG GAA TTT ATC CTG GCT GCT 144
Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala
35 40 45

TAC TGATAAGCTT GACCTGTGAA GTGAAAAATG GCG 180
Tyr

25 (2) Informace o SEQ ID NO: 14:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 49 aminokyselin
B) typ: aminokyselina
30 D) topologie: linearni

ii) typ molekuly: protein
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xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

Gly Glu Phe Gly Pro Ser Gly Asn Glu Leu Thr Asp Thr Leu Gln Ala
1 5 10 15

Glu Thr Asp Gln Leu Glu Asp Lys Lys Ser Ala Leu Gln Thr Glu Ile
20 25 30

Ala Asn Leu Leu Lys Glu Lys Glu Lys Leu Glu Phe Ile Leu Ala Ala
35 40 45

PATENTOVE NAROKY

1. Protilatkovy konstrukt, skladajici se ze dvou monomernich faznich proteind, které jsou
spojeny nekovalentni interakci, kde kazda monomerni jednotka se sklada z

(i) jednotetézcového Fv fragmentu, scFV,
(ii) linkerového peptidu nebo peptidu pantového regionu nebo jeho fragmentu a

(iii) amfifilniho helikalniho peptidu, obsahujiciho leucinovou zipper sekvenci, ve které kazdym
sedmym aminokyselinovym zbytkem je leucinovy zbytek nebo sekvenci, nesouci alespoti dva
negativné nebo pozitivné nabité aminokyselinové zbytky, pfitemz uvedeny helikélni peptid je
schopen dimerizovat s helikalnim peptidem jiného monomerniho fiizniho proteinu nekovalentni
interakci,

pficemz scFV fragment (i) je fazovén pfes peptid linkeru/pantu (ii) s amfifilnim peptidem (iii)
k jeho C—konci.

2. Protilatkovy konstrukt podle niroku 1, kde scFV fragmenty (i) maji riznou antigenni
specifitu, ktery je bivalentni.

3. Protilatkovy konstrukt podle naroku 1 nebo 2, kde helikélni peptid (iii) je helixovy svazek,
skladajici se z helixu, obratky a dal§iho helixu.

4. Protilatkovy konstrukt podle narokii 1 aZ 3, kde k C—konci amfifilniho peptidu (iii) je
fuzovéan druhy protein (iv).

S. Protilatkovy konstrukt podle naroku 4, kde druhym proteinem (iv) je toxin, chelatorovy
peptid, protein vazajici kov nebo peptid obsahujici specifické vazebné misto enzymu, T-buriky
nebo jejich fragment.

6. Konstruk¢ni kit pro selektivni pfipravu individulniho protildtkového konstruktu podle
narokii 1 aZz 5, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje oddélené uspotddané jednotlivé

monomerni fizni proteiny definované v kterémkoliv z naroki 1 az 5.

4 vykresy
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Obr. 1

-34 -

Xbal



CZ 287296 B6

pACK-xF yJ

scFvx-fos £

ompA ¥ Ny

Obr. 2
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