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Nazev vynalezu:

Hlodav¢i neutraliza¢ni monoklonalni
protilatka, zpisob pro jeji produkcei, kompozice
s jejim obsahem a poutziti, hybridom a jim
produkovana protilatka, fab fragment,
komplementaritu uréujici region, molekula
nukleové kyseliny a jeji sekvence, plasmid a

hostitelska buiika

Anotace:

Je poskytnuta hlodavei neutralizaéni monoklondlni protilatka
specificka pro lidsky interleukin 5, hybridom, neutralizacni
fab fragment nebo jeho f(ab'), fragment, pozménéna protilatka
obsahujici t&Zky Fetézec a lehky Fetézec, komplementaritu
urdujici region t€7kého a lehkého fetézee, molekula nukleové
kyseliny kddujici takovy region, chiméricka protilatka
obsahujici téZky fetézec a lehky fetézec, farmaceuticka
kompozice s obsahem pozménéné protilatky, a pouZiti této
protilatky pro vyrobu lé€iva pro 1é€bu stavli asociovanych s
excesivni produkei eosinofild, izolovana sekvence nukleové
kyseliny, rekombinantni plasmid obsahujici sekvenci
nukleovych kyselin, hostitelska buiika transfekovana
rekombinantnim plasmidem, zplisob pro produkci
pozménénych protilatek a monoklonalni protilatka
produkovana hybridomem.
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Hlodavéi neutralizaéni monoklonalni protilatka, zpiusob pro jeji produkci, kompozice
s jejim obsahem a pouziti, hybridom a jim produkovana protilatka, fab fragment,
komplementaritu urcujici region, molekula nukleové kyseliny a jeji sekvence, plasmid a
hostitelska buiika

Oblast techniky

Tento vynalez se obecné tyka protilatek a pozménénych protilatek, které jsou pouzitelné v 1€¢bé a
diagnostice stavu zprostiedkovanych IL-5 a excesivni produkci eosinofilii. Vynalez se tyka mAb,
Fab, chimérickych a humanizovanych protilatek. Tento vynalez se konkrétné tyka hlodavéi
neutraliza¢ni monoklonalni protilatky specifické pro lidsky interleukin 5, hybridomu, neutrali-
za¢niho fab fragmentu nebo jeho f(ab’), fragmentu, pozménéné protilatky obsahujici té€zky feté-
zec a lehky fetézec, komplementaritu urcujiciho regionu tézkého a lehkého fetézce, molekuly
nukleové kyseliny kodujici takovy region, chimérické protilatky obsahujici tézky fetézec a lehky
fetézec, farmaceutické kompozice s obsahem pozménéné protilatky, a pouziti této protilatky pro
vyrobu lé¢iva pro Iécbu stavii asociovanych s excesivni produkci eosinofili, izolované sekvence
nukleové kyseliny, rekombinantniho plasmidu obsahujiciho sekvenci nukleovych kyselin, hosti-
telské bunky transfekované rekombinantnim plasmidem, zptisobu pro produkci pozménénych
protilatek a monoklonalni protilatky produkované hybridomem.

Dosavadni stav techniky

Eosinofily jsou predpokladany v patogenesi mnoha zanétlivych chorobnych stavii véetné alergic-
kych poruch asociovanych s hypersensitivni reakci v plicni tkani (Butterfield et al., Immuno-
pharmacology of Eosinofils, H. Smith and R. Cook, Eds., str. 151 — 192, Academics Press, Lon-
don (1993)). Vhodnym piikladem je astma, choroba charakterizovana reversibilni obstrukci
dychacich cest vedouci k nespecifické bronchidlni precitlivélosti. Tento nasledek je zavisly na
generovani chronické zanétlivé reakce na Grovni bronchialni mukosy a charakteristickou infiltraci
makrofagy, lymfocyty a eosinofily. Eosinofily pravdépodobné hraji centralni alohu v iniciaci
poskozeni mukosy typickém pro tuto chorobu (Corrigan et al., Immunol. Today, 13: 501 — 507
(1992)). Zvyseny pocet aktivovanych eosinofilii byl popsan v cirkulaci, bronchidlni sekreci a
v parenchymu plic pacientl s chronickym astmatem, a zavaznost choroby, jak je méfena velkou
Skalou testd plicnich funkci, koreluje s poctem eosinofilii v krvi (Griffen et al., J. Aller. Clin.
Immunol., 67: 548 — 558 (1991)). Zvyseny pocet eosinofilii, ¢asto v procesu degranulace, byl
také ziskan v tekutiné broncheoalveolarni lavaze (BAL) od pacientd, u kterych prob&hla pozdni
astmatické reakce, a redukce poctu eosinofilii, obvykle jako nasledek terapie steroidy, je asocio-
vana se zlepSenim klinickych symptomu (Bousquet et al., N. Eng. J. Med., 323: 1033 — 1039
(1990)).

Interleukin 5 (IL-5) je homodimerni glykoprotein produkovany predominantné aktivovanymi
CD4+ T lymfocyty. U lidi je IL-5 Siroce odpovédny za kontrolu ristu a diferenciace eosinofila.
ZvySené hladiny IL-5 jsou detekovany ve vyplaSich bronchoalveolarni lavaze od astmatikii
(Motojima et al., Allergy 48: 98 — (1994). Mysi, které jsou transgenni pro IL-5 vykazuji zna¢nou
eosinofilii v periferni krvi a tkanich za absence antigenni stimulace (Dent et al., J. Exp. Med.,
172: 1425 (1990)) a u anti mySich IL-5 monoklonalnich protilatek byl ukdzan G¢inek v redukci
eosinofilie vkrvi a tkanich mysi (Hitoshi et al., Int. Immunol. 3: 135 (1995) stejné jako
eosinofilie asociované s parasitarni infekci a expozici alergenu u experimentalnich zvifat
(Coffman et al., Science 4: 308 — 310 (1998) Sher et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 83: 61 — 65
(1990), Chand et al., Eur. J. Pharmacol., 211: 121 — 123 (1992).

Ackoliv kortikosteroidy jsou extrémné U¢inné v supresi poctu eosinofild a jinych slozek zanétu u
astma, jsou zvaZovany vzhledem ke svym vedlej$im G¢inkiim jak u tézkych astmatikd, tak v pos-

-----
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terapie — kromoglykaty (kromolyn sodny a nedocromil) — je vyznamné méné u¢inna neZ kortiko-
steroidy a jeji pfesny mechanismus G¢inku ziistdva neznamy.

Nedavné vyzkumy se zaméFily na nové inhalagni steroidy, bronchodilatancia s del$im aCinkem a
agens ué¢inkujici na novych biochemickych a farmakologickych cilech (napt. aktivatory drasliko-
vych kanal{, antagonisté leukotrien(, inhibitory 5-lipooxygenasy atd.). Idealnim lé¢ivem by bylo
to, které by kombinovalo G&innost steroidii s bezpe€nosti spojenou s pouzitim kromolynu sod-
ného, a jesté by mélo zvySenou selektivitu a rychlejsi nastup uéinku. IL-5 neutralizujici proti-
latky mohou byt potencialné uZite&né v 16€bé s eosinofilii spojenych ptiznakii u lidi.

Proto v oboru existuje potieba pro vysoce afinitni antagonisty IL-5, jako jsou neutralizacni

monoklonalni protilatky proti lidskému interleukinu 5, které budou redukovat diferenciaci a pro-
liferaci eosinofili (tj. akumulaci eosinofil(i) a tak eosinofilni zanétlivou reakci.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu je hlodav&i neutralizaéni monoklondlni protilatka specifickd pro
lidsky interleukin 5 a majici vazebnou afinitu charakterizovanou disocia¢ni konstantou rovnou
nebo mensi nez 3,5 x 10! M, kde aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 té€zkého
fetézce jsou uvedeny v SEQ ID NO: 7, 8, 9 nebo 7, 8, 14 a aminokyselinové sekvence CDRI,
CDR2 a CDR3 lehkého fetézce jsou uvedeny v SEQ ID NO: 10, 11, 12 nebo 10, 11, 13, stejné
jako 47, 48.

Piedmétem tohoto vynalezu je také hybridom majici identifikujici charakteristiky bunécné linie
SK119-2B6.206.75(1), ulozeny pod ATCC ptistupovym ¢islem HB 11783, SK119-2E3.39.40.2,
uloZeny pod ATCC pfistupovym &islem HB 11782, SK119-2F2.37.80.12, ulozeny pod ATCC
pfistupovym &islem HB 11781 nebo 4A6(1)G1F7, ulozeny pod ATCC pfistupovym ¢&islem
HB 11943, jakoz i hybridom majici identifikujici charakteristiky bun&Cné linie SK119-
24G9.8.20.5, ulozené pod ATCC pristupovym Cislem HB 11870, nebo 5SD3(1)F5D6, ulozené pod
ATCC pristupovym Cislem HB 11942.

Pfedmétem tohoto vynalezu je dale neutraliza¢ni Fab fragment nebo jeho Fb(ab'), fragment pro-
dukovany deleci Fc regionu u monoklonalni protilatky popsané vyse, jakoz i produkovany pie-
skupenim fetézci, kde je Fd tézky fetézec monoklonalni protilatky popsané vySe exprimovén
s my$im lehkym fetézcem ve filamentosni fagové Fab zobrazujici knihovné nebo kde je lehky
fetézec monoklonalni protilatky popsané vyse exprimovan s mySim téZkym fetézcem ve fila-
mentosni fagové Fab zobrazujici knihovné.

Pfedmétem tohoto vynalezu je téZ pozménéna protilatka obsahujici tézky fetézec a lehky fetézec,
kde jsou useky zakladni struktury (frameshift region) uvedeného té€Zkého a lehkého fetézce
z alesponi jedné vybrané protilatky a aminokyselinové sekvence komplementaritu uréujicich
regioni kazdého uvedeného fetézce jsou z monoklonalni protilatky popsané vyse.

Predmétem vynélezu je dale komplementaritu urCujici region (CDR) tézkého nebo lehkého
fetézce imunoglobulinu.

Predmétem tohoto vynalezu je taktéz molekula nukleové kyseliny kdédujici komplementaritu
urCujici region (CDR) imunoglobulinu.

Predmétem tohoto vynalezu je také chiméricka protilatka obsahujici tézky retézec a lehky feté-
zec, kde uvedena protilatka je charakterizovana disocia¢ni konstantou rovnou nebo mensi nez 3,5
x 10" M pro lidsky interleukin 5, kde jsou konstantni regiony uvedeného lehkého a tézkého
fetézce z alespoil jedné vybrané protilatky a aminokyselinové sekvence variabilnich regionii kaz-
dého uvedeného fetézce jsou z monoklonalni protilatky popsané vyse.
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Predmétem tohoto vynalezu je rovnéz farmaceuticka kompozice, jejiz podstata spoCiva v tom, Ze
obsahuje pozmé&nénou protilatku popsanou vyse a farmaceuticky akceptovatelny.

Ptedmétem tohoto vynalezu je dale pouZiti pozménéné protilatky popsané vyse pro vyrobu léCiva
pro 1é¢bu stavi asociovanych s excesivni produkei eosinofili.

Pfedmétem tohoto vynélezu je také izolovana sekvence nukleové kyseliny.

Piedmétem tohoto vynalezu je rovnéz rekombinantni plasmid obsahujici sekvenci nukleovych
kyselin vymezenou vySe, jakoZz i hostitelska buiika transfekovana takovym rekombinantnim
plasmidem.

Pfedmétem tohoto vynalezu je dale zpuisob pro produkci pozménénych protilatek podle naroku 1,
specifickych pro lidsky interleukin 5, jehoZ podstata spodiva vtom, Ze zahrnuje kultivaci
buné&&né linie transfekované rekombinantnim plasmidem uvedenym svrchu pod kontrolou vybra-
nych regulaénich sekvenci schopnych fizeni jeho exprese v uvedenych buiikach.

Pfedmétem tohoto vynalezu je kone&né monoklonalni protilaitka produkovana hybridomem
popsanym vyse.

Dale se uvadéji rizné aspekty tohoto vynalezu a jejich podrobné;jsi objasnéni.

V prvnim aspektu piedkladany vynalez poskytuje hlodavéi (napf. krysi nebo mysi) neutralizaéni
monoklondlni protilatky specifické pro lidsky interleukin 5 a majici vazebnou afinitu charakteri-
zovanou disociatni konstantou rovnou nebo mensi 3,5 x 10”"' M jak je popsana v podrobném
popisu. Pfikladem takovych monoklonalnich protilatek jsou mysi monoklonalni protilatky 2B6,
2E6 a 2F2 a krysi monoklonalni protilatka jako je 4A6. Jinym aspektem vynalezu jsou hybri-
domy jako je SK119-2B6.206.75 (1), SK119-2E3.39.40.2, SK119-2F2.37.80.12, 4A6(1)G1F7 a
SD3(1)F5Dé.

V pfibuzném aspektu piedkladany vynalez poskytuje jejich neutralizaéni Fab fragmenty nebo
F(ab)', fragmenty specifické pro lidsky interleukin 5 produkované deletovanim Fc regionu hlo-
dav¢ich neutralizaénich monoklonalnich protilatek podle predkladaného vynalezu.

V jesté dalsim piibuzném aspektu predkladany vynélez poskytuje jejich neutralizacni Fab frag-
menty nebo F(ab)'’, fragmenty specifické pro lidsky interleukin 5 produkované technikou presuni
fetézci, kde je t€zky (nebo lehky) imunoglobulinovy fetézec, izolovany z hlodav¢ich neutrali-
za¢nich monoklonalnich protilatek podle vynalezu exprivovan s lehkym (nebo t€Zkym) fetézcem
imunoglobulinové knihovny izolovanym z interleukinem 5 imunizovanych hlodavct, ve fila-
mentosnim fagu Fab zobrazené knihovné.

V jesté dalsim piibuzném aspektu pfedkladany vynalez poskytuje zménénou protilatku specific-
kou pro lidsky interleukin 5, ktera obsahuje komplementaritu urcujici regiony (CDR) odvozené
od non-lidské neutralizaéni monoklonalni protilatky (mAb) charakterizované disocia¢ni kon-
stantou rovnou nebo mensi 3,5 x 107! pro lidsky interleukin 5 a molekulou nukleové kyseliny
kodujici stejné. Pokud je pozménénou protilatkou humanizovana protilatka, pak sekvence, ktera
koduje komplementaritu uréujici regiony (CDR) z non-lidského imunoglobulinu jsou inserto-
vany do prvniho imunoglobulinového partnera, ve kterém alespoii jeden, a preferované vsechny
komplementaritu urCujici regiony (CDR) prvniho imunoglobulinového partnera jsou nahrazeny
CDR z non-lidské monoklonalni protilatky. Preferovan¢ je prvni imunoglobulinovy partner ope-
rativné navazan na druhy imunoglobulinovy partner, ktery obsahuje vSechny nebo ¢ast konstant-
niho fetézce imunoglobulin.
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V piibuzném aspektu predkladany vynalez poskytuje CDR odvozené od non-lidskych neutrali-
za&nich monoklonalnich protilatek (mAb) charakterizovanych disociaéni konstantou rovnou nebo
mensi 3,5 x 107" pro lidsky interleukin 5 a molekulou nukleové kyseliny kodujici takové CDR.

V jesté dal$im aspektu je zde poskytnuta chiméricka protilatka obsahujici konstantni regiony
lidskych téZkych a lehkych fetézcii a variabilni regiony tézkych a lehkych fetézci odvozenych od
non-lidskych neutralizaénich monoklonalnich protilatek charakterizovanych disocia¢ni konstan-
tou rovnou nebo mensi 3,5 x 10™"" pro lidsky interleukin 5.

V jesté dalsim aspektu predkladany vynalez poskytuje farmaceutickou kompozici, ktera obsahuje
jeden (nebo vice) vySe popsanych pozménénych protilatek a farmaceuticky akceptovatelny nosic.

V dalsim aspektu pfedkladany vynalez poskytuje zplsob pro 1écbu stavii u lidi asociovanych
s excesivni produkei eosinofili podanim u¢inného mnozstvi farmaceutické kompozice podle
vynélezu uvedenym lidem.

V jesté dalsim aspektu predkladany vynalez poskytuje zptisob pro, a sloZky uZite¢né v, rekombi-
nantni produkci pozménénych protilatek (napt. zpracovanych protilatek, CDR, Fab nebo F(ab)’,
fragmentl, nebo jejich analog), které jsou odvozené od non-lidskych neutralizaCnich mono-
klonalnich protilatek (mAb) charakterizovanych disocia¢ni konstantou rovnou nebo mensi 3,5 x
107" pro lidsky IL-5. Tyto slozky zahrnuji izolované sekvence nukleovych kyselin kédujicich
tento, rekombinantni plasmidy obsahujici sekvence nukleovych kyselin pod kontrolou vybrané
regulaénich sekvenci, které jsou schopné fizeni jejich exprese v hostitelskych burkach (prefero-
vané sav¢ich) transfektovanych rekombinantnimi plasmidy. Metoda produkce vyzaduje kultivo-
vani transfektované hostitelské linie podle pfedkladaného vynalezu za takovych podminek, ze
alterovana protilatka, preferované humanizovana protilatka, je exprivovana v uvedenych burtkach
a izolovani exprivovaného produktu z téchto bunék.

Jesté dalsim aspektem vynalezu je zpiisob pro diagnostiku stavii asociovanych s excesivni pro-
dukei eosinofilii u lidi, ktery zahrnuje ziskani vzorku biologické tekutiny od pacienta a umoznéni
kontaktu protilatek a pozménénych protilatek podle vynalezu s takovym vzorkem za takovych
podminek, Ze je tvofen komplex IL—5/(monoklonalni nebo pozménénd) protilatka a detekovani
pritomnosti nebo absence uvedeného komplexu IL—5/protilatka.

Jiné aspekty a vyhody piedkladaného vynalezu jsou popsany dale v podrobném popisu a v jeho
preferovanych provedenich.

Popis obrazki na pfipojenych vykresech

Obr.1 (SEQ ID NO: 1 az 15) ilustruje variabilni region tézkého fetézce pro mysi protilatku
2B6, a mysi/lidskou 2B6 chimérickou protilatku. Orameckované oblasti zna¢i CDR.

Obr.2 (SEQ ID NO: 2 a 16) ilustruje variabilni region lehkého fetézce pro mysi protilatku
2B6, a mysi/lidskou 2B6 chimérickou protilatku. Orameckované oblasti zna¢i CDR.

Obr.3  (SEQ ID NO: 3) ilustruje variabilni region tézkého fetézce pro mysi protilatku 2F2.
Orameckované oblasti zna¢i CDR.

Obr.4 (SEQ ID NO: 4) ilustruje variabilni region lehkého fet€zce pro mysi protilatku 2F2.
Orameckované oblasti znaci CDR.

Obr.5 (SEQ ID NO: 5) ilustruje variabilni region té€zkého fetézce pro mysi protilatku 2E3.
Orameckované oblasti zna¢i CDR.

Obr. 6 (SEQ ID NO: 6) ilustruje variabilni region lehkého fetézce pro mysi protilatku 2E3.
Orameckované oblasti znaci CDR.
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Obr.7 (SEQID NO: 7-14) ilustruje t&zké a lehké fetézce CDR z mysich protilatek 2B6, 2F2 a
2E3.

Obr.8 (SEQ ID NO: 18, 19) ilustruje variabilni region tézkého fetézce pro humanizovanou
protilatku 2B6. Orameckované oblasti znaci CDR.

Obr.9 (SEQ ID NO: 20, 21) ilustruje variabilni region lehkého fetézce pro humanizovanou
protilatku 2B6. Orameckované oblasti zna¢i CDR.

Obr. 10 je schematicka kresba plasmidu pCDILSHZHC1.0 vyuZit¢ho pro expresi genu
humanizovaného tézkého Fetézce v savéich buiikach. Plasmid obsahuje beta laktama-
sovy gen (BETA LAC), SV—40 zdroj replikace (SV40), cytomegalovirovou promotoro-
vou sekvenci (CMV), signalni sekvenci, humanizovany tézky fetézec, poly A signal
z hovéziho ristového hormonu (BGH), betaglobinovy promotor (beta glopro), gen
dihydrofolat reduktasy (DHFR) a jiny poly A signal BGH sekvence na pUC19 pozadi.

Obr. 11 je schematickd kresba plasmidu pCNILSHZLC1.0 vyuzitého pro expresi genu
humanizovaného lehkého fetézce v savéich buiikach.

Obr. 12 (SEQ ID NO: 61, 62) ilustruje variabilni region NewM tézkého fetézce pro humani-
zovanou protilatku 2B6. Orameckované oblasti znac¢i CDR.

Obr. 13 (SEQ ID NO: 69, 70) ilustruje variabilni region REI lehkého fetézce pro humanizova-
nou protilatku 2B6. Orameckované oblasti znac¢i CDR.

Podstata vyndlezu

Predkladany vynalez poskytuje Skalu protilatek, pozménénych protilatek a jejich fragmenti, které
jsou charakterizovany vazebnou specifitou pro lidsky IL-5, neutraliza¢ni aktivitou a vysokou
afinitou pro lidsky IL-5 jak je doloZeno na ptikladu mysi monoklonalni protilatky 2B6. Proti-
latky podle ptedkladaného vynalezu byly pfipraveny konvenénimi technikami hybridomu, fago-
vymi kombinatorialnimi knihovnami, preskupovani imunoglobulinovych fetézcti, a humanizac-
nimi technikami pro generovani novych neutraliza¢nich protilatek. Tyto produkty jsou pouzitelné
v terapeutickych a farmaceutickych kompozicich pro 1é¢bu IL-5 zprosttedkovanych chorob,
napf. astmatu. Tyto produkty jsou také vyuzitelné v diagnostice IL-5 zprostfedkovanych stavi
méfenim (napf. enzymem vazanou imunosorbentni zkouSkou (ELISA)) endogenni hladiny IL—5
u lidi nebo IL—5 uvoliiované ex vivo z aktivovanych bungk.

1. Definice

,»Pozménéna protilatka“ oznacuje protein kddovany pozménénym imunoglobulin kodujicim regi-
onem, ktery miize byt ziskan expresi ve vybraném hostiteli. Takové pozménéné protilatky jsou
zpracované protilatky (napf. chimérické nebo humanizované protilatky) nebo fragmenty proti-
latky postradajici cely nebo ¢ast konstantniho regionu imunoglobulinu, napf. Fv, Fab, nebo
F(ab), a podobn¢.

»Pozménény imunoglobulin kédujici region” oznacuje sekvenci nukleovych kyselin kodujici
pozménénou protilatku podle vynalezu. Pokud je pozménénou protilatkou CDR-roubovana nebo
humanizovana protilatka, pak jsou sekvence kodujici komplementaritu urCujici regiony (CDR)
z non-lidského imunoglobulinu insertovany do prvniho imunoglobulinového partnera obsahuji-
ciho sekvence lidskych variabilnich usekii zakladni struktury. Voliteln¢ je prvni imunoglobuli-
novy partner operativné navazan na druhy imunoglobulinovy partner.

»Prvni imunoglobulinovy partner oznaduje sekvenci nukleové kyseliny kodujici lidsky usek
zakladni struktury nebo variabilni region lidského imunoglobulinu, ve kterém jsou nativni (nebo
pfirozené se vyskytujici) CDR kodujici regiony nahrazeny CDR koédujici regiony donorové pro-
tilatky. Lidsky variabilni region miize byt tézky fetézec imunoglobulinu, lehky fetézec, (nebo oba
fetézce), nebo jejich analoga nebo funkéni fragmenty. Takové CDR regiony umisténé uvnitf
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variabilniho regionu protilatek (imunoglobulinii) mohou byt ur¢eny metodami v oboru znamymi.
Napiiklad Kabat et al., (Sequences of Proteins of Immunological Interes, 4. vydani,
U.S. Department of Health and Human Services, National Institutes of Health (1987)) popisuje
pravidla pro zaméfeni CDR. Kromé& toho jsou znamé pocitacové programy, které jsou uzite¢né
pro identifikaci CDR regiont/struktur.

,Neutralizaéni“ oznaCuje protilatku, ktera inhibuje aktivitu IL-5 zabranénim vazby lidského IL-5
na jeho specificky receptor nebo inhibici signalizace IL-5 prostfednictvim tohoto receptoru,
pokud vazba prob&hla. mAb je neutralizacni, jestlize je 90% ucinna, lépe 95% Gcinna a nejlépe
100% 1¢&inna v inhibici IL-5 aktivity, jak je méfena v biotestu B13 bun€k (IL-5 neutralizacni
test, viz priklad 2C).

Termin ,,vysoce afinitni* oznaCuje protilatku majici vazebnou afinitu charakterizovanou K4 rov-
nou nebo mensi nez 3,5 x 10" M pro lidsky IL-5, jak je uréeno optickymi biosenzorickymi
analyzami (viz ptiklad 2D).

,»Vazebnou specifitou pro lidsky IL—5% je minéna vysoka afinita pro lidsky, nikoliv pro mysi, IL—
5.

,Druhy imunoglobulinovy partner oznac¢uje jinou nukleotidovou sekvenci kodujici protein nebo
peptid, na ktery je prvni imunoglobulinovy partner fuzovan v ramecku nebo prostrednictvim
volitelné konvenéni linkerové sekvence (napf. operativné navazan). Preferované to je imuno-
globulinovy gen. Druhy imunoglobulinovy partner miize obsahovat sekvenci nukleové kyseliny
kédujici cely konstantni region pro stejné (tj. homologni — prvni a druhd pozménéna protilatka
jsou odvozeny od stejného zdroje) nebo adiéni (tj. heterologni) pozadované protilatky. MiZe to
byt t&€Zky nebo lehky fetézec imunoglobulinu (nebo oba fetézce jako ¢ast jednoho polypeptidu).
Druhy imunoglobulinovy partner neni omezen na uréitou tfidu nebo izotyp imunoglobulini.
Kromé toho, druhy imunoglobulinovy partner mize obsahovat ¢ast konstantniho regionu imuno-
globulinu, jak je nachazeno ve Fab nebo F(ab), (tj. diskrétni ¢ast vhodného lidského konstantniho
regionu nebo useku zakladni struktury). Takovy druhy imunoglobulinovy partner mize také
obsahovat sekvenci kodujici integralni membranovy protein pfitomny na zevnim povrchu hosti-
telské buiky, napf. jako ¢ast fagové knihovny, nebo sekvenci kodujici protein pro analytickou
nebo diagnostickou detekcei, napf. kienovou peroxidasu, B—galaktosidasu, atd.

Terminy Fv, Fc, Fd, Fab nebo F(ab), jsou pouzité v jejich standardnim vyznamu (viz napf.
Harlow et al., Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, (1988)).

Jak je zde pouzito popisuje ,,zpracovana protilatka“ typ pozménéné protilatky, tj. kompletné
syntetickou protilatku (napt. chimérickou nebo humanizovanou protilatku v protikladu k frag-
mentu protilatky), ve které je ¢ast variabilnich domén lehkého a/nebo téZkého fetézce vybrané
akceptorové protilatky nahrazena analogickymi ¢astmi z jedné nebo vice donorovych protilatek,
které jsou specifické pro vybrany epitop. Napiiklad mohou takové molekuly zahrnovat protilatky
charakterizované humanizovanym tézkym fetézcem asociovanym s nemodifikovanym lehkym
fetézcem (nebo chimérickym lehkym fetézcem) nebo vice versa. Zpracované protilatky mohou
také byt charakterizovany alteraci sekvence nukleové kyseliny kodujicich uUseky zakladni
struktury variabilni domény lehkého a/nebo tézkého fetézce akceptorové protilatky tak, aby zis-
kala vazebnou specificitu donorové protilatky. Tyto protilatky mohou obsahovat nahrazeni jedné
nebo vice CDR (preferované vSech) z akceptorové protilatky s CDR z donorové protilatky, jak je
zde popsano.

,»Chiméricka protilatka“ oznacuje typ zpracované protilatky, kterd obsahuje pfirozen€ se vysky-
tujici variabilni region (lehky a tézky fetézec) odvozeny od donorové protilatky v asociaci s kons-
tantnimi regiony lehkych a té€zkych fetézci odvozenych od akceptorové protilatky.
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,,Humanizovana protilatka* oznaGuje typ zpracované protilatky, kterda ma CDR odvozené od non—
lidského donorového imunoglobulinu, a zbyvajici z imunoglobulinu odvozené &asti molekuly
odvozené od jednoho (nebo vice) lidskych imunoglobulini. Kromé toho mohou byt zbytky usekii
zékladni struktury pozmé&nény tak, aby se zachovala vazebna afinita (viz napi. Queen et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 8: 10029 — 10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Termin ,,donorova protilatka“ oznaluje protilatku (monoklonalni nebo rekombinantni), ktera
prispiva sekvenci nukleové kyseliny svych variabilnich regioni, CDR, nebo jinych funk&nich
fragmentd nebo jejich analog prvnimu imunoglobulinovému partneru, takZe poskytuje pozmé-
nény imunoglobulinovy koédujici region a vyslednou exprimovanou pozménénou protilatku
s antigenni specifitou nebo neutralizaCni aktivitou charakteristickou pro donorovou protilatku.
Jednou donorovou protilatkou vhodnou pro pouziti v tomto vynalezu je non—lidskéa neutralizaCni
monoklonalni protilatka (tj. my$i) oznacena jako 2B6. Protilatka 2B6 je definovana jako vysoce
afinitni, lidsky IL-5 specificka (tj. nerozpoznavajici mysi IL—-5) neutralizaCni protilatka izotypu
IgG; majici DNA variabilniho lehkého fetézce s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a 15,
v pfislu$ném pofadi, na vhodném mys$im IgG konstantnim regionu.

Termin ,,akceptorova protilatka“ oznaCuje protilatku (monoklonalni nebo rekombinantni) hete-
rologni k donorové protilatce, ktera pfispiva viemi (nebo jakoukoliv &asti, ale preferované vSemi)
sekvencemi nukleovych kyselin kodujicimi své tseky zakladni struktury tézkého a/nebo lehkého
fetézce a/nebo své konstantni fetézce tézkého a/nebo lehkého fetézce k prvnimu imunoglobulino-
vému partneru. Preferované je lidska protilatka akceptorovou protilatkou.

,»CDR je definovana jako aminokyselinova sekvence komplementaritu urCujiciho regionu proti-
latky, kterymi jsou hypervariabilni regiony lehkych a tézkych fetézch imunoglobulini. Viz napf.
Kabat et al., (Sequences of Proteins of Immunological Interes, 4. vydani, U.S. Department of
Health and Human Services, National Institutes of Health (1987). Existuji tfi CDR t&zkého
fetézce a tii CDR lehkého fetézce (nebo CDR regiony) ve variabilni ¢asti imunoglobulinu. Tak
,,LCDR* jak je zde pouzito oznaCuje viechny tfi CDR tézkého fetézce nebo viechny tii CDR leh-
kého fetézce (nebo jak CDR tézkého, tak CDR lehkého fetézce, je-li to vhodné).

CDR poskytuje vétinu kontaktnich zbytka pro vazbu protilatky na antigen nebo epitop. Zadouci
CDR pro tento vynélez jsou odvozeny od variabilnich sekvenci tézkého a lehkého fetézce dono-
rové protilatky, a zahrnujici analoga pfirozené se vyskytujicich CDR, kterazto analoga se také
podileji na nebo si uchovavaji stejnou vazebnou specifitu pro antigen a/nebo neutralizaéni schop-
nost jako donorova protilatka, ze které byly odvozeny.

»Podilenim se na vazebné specifité pro antigen nebo na neutralizacni schopnosti je minéno
naptiklad to, ze akoliv mAb 2B6 miize byt charakterizovana jistym stupném afinity pro antigen,
miize mit CDR kdédovany sekvenci nukleovych kyselin 2B6 za vhodnych strukturalnich podmi-
nek niz§i nebo vyssi afinitu. Je ofekavano, ze CDR 2B6 za takovych podminek nebudou nikdy
rozpoznavat stejny epitop jako 2B6. Piikladné tézké fetézce CDR 2B6 zahrnuji SEQ ID NO:7;
SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; a ptikladné lehké tetézce CDR 2B6 zahrnuji SEQ ID NO: 10;
SEQ ID NO: 11; a SEQ ID NO: 12.

,Funkéni fragment“ je CasteCna variabilni sekvence tézkého nebo lehkého fetézce (napi. malé
delece v amino nebo karboxy konci variabilniho regionu imunoglobulinu), kterd si uchovava
stejnou vazebnou specificitu pro antigen a/nebo neutralizani schopnost jako ma protilatka, ze
které byl fragment odvozen.

»Analog®“ je aminokyselinova sekvence modifikovana alespofi jednou aminokyselinou, kde uve-
dena modifikace miiZze byt chemicka nebo substituce nebo preskupeni nékolika aminokyselin (tj.
ne vice nez 10), kde tato modifikace umoziiuje, aby si aminokyselinova sekvence uchovala bio-
logické charakteristiky, napf. vazebnou specifitu pro antigen a vysokou afinitu, nemodifikované
sekvence. Napiiklad, mohou byt konstruovany (silentni) mutace, cestou substituce, kde jsou
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vytvofena jistd restrikéni mista pro endonukleasy uvniti nebo v sousedstvi CDR—koédujicich
regiond.

Analoga mohou také vzniknout jako alelicka variace. ,,Alelické variace nebo modifikace® jsou
alterace sekvence nukleovych kyselin kédujicich aminokyselinovou nebo peptidovou sekvenci
podle vynalezu. Takové variace nebo modifikace mohou byt provedeny prostfednictvim degene-
race genetického kodu nebo mohou byt zamérné vytvofeny pro poskytnuti Zadoucich charakte-
ristik. Tyto variace nebo modifikace mohou nebo nemusi vést k jakékoliv alteraci v kédované
aminokyselinové sekvenci.

Termin ,,efektorové agens* oznaduje neproteinovou molekulu nosice, se kterou miize byt pozmé-
néna protilatka a/nebo pfirozeny nebo synteticky lehky nebo t&ézky retézec donorové protilatky
nebo jiny fragment donorové protilatky asociovan s konven¢nimi prostiedky. Takové neprotei-
nové nosi¢e zahrnuji konvenéni nosite pouzivané na poli diagnostiky, napiiklad polystyrenové
nebo jiné plastikové koralky, polysacharidy, napt. jak jsou pouzity v BIAcore (Pharmacia) sys-
tému, nebo jiné neproteinové substance pouzitelné v mediciné a bezpecné pfi podani ¢lovéku a
zvifatim. Jin4 efektorova agens mohou zahrnovat makrocyklus, pro chelaci atomu tézkého kovu,
nebo radioizotopy. Takova efektorovd agens mohou byt také uzite¢nd pro zvySeni poloCasu
pozménéné protilatky, napf. polyethylen glykol.

II. Vysoce afinitni IL-5 monoklonalni protilatky

Pro pouziti v konstrukci protilatek, pozménénych protilatek a fragmenti podle vynalezu mohou
byt pouzity ne-lidské druhy (napf. hovézi dobytek, ovce, opice, kufata, hlodavci (napt. krysy
nebo mysi) atd.) pro generovani pozadovaného imunoglobulinu za prezentace nativniho lidského
IL-5 nebo jeho peptidového epitopu. Konvenéni hybridomové techniky jsou vyuZity pro poskyt-
nuti hybridomovych bunéénych linii secernujicich non-lidské mAb proti IL-5. Takové hybri-
domy jsou potom vysetfovany na vazbu za pouZiti [L-5 navazaného na 96—jamkové plotny, jak
je popsano v ptikladech, nebo alternativné za pouziti biotinylovaného IL-5 navézaného na strep-
tavidinem potaZenou plotnu.

Jednou ptikladnou vysoce afinitni, neutralizaéni mAb podle pfedkladaného vynalezu je mAb
2B6, mysi protilatka, kterd miZe byt pouZita pro vyvoj chimérické nebo humanizované proti-
latky, popsané piesnéji v prikladu 1 nize. 2B6 mAb je charakterizovdna antigenovou vazebnou
specificitou pro lidsky IL-5, s K4 mensi nez 3,5 x 10™"" M (okolo 2,2 x 10" M) pro IL-5. K4 pro
IL-5 pro Fab fragment z 2B6 (viz priklad 3H) je okolo 9 x 107" M, jak bylo uréeno optickym
biosenzorem. MAb 2B6 se jevi jako blokujici vazebnou interakci mezilidskym IL-5 a a—fetéz-
cem lidského IL—5 receptoru.

Jinou Zadouci donorovou protilatkou je my$i mAb 2E3. Tato mAb je charakterizovana izotypem
IgG»,, a mé disociaéni konstantu pro hIL—5 mensi neZ 3,5 x 107" M (okolo 2,0 x 107! M).

Jesté jinou Zadouci donorovou protilatkou je krysi mAb 4A6. Tato mAb je charakterizovana tim,
ze ma disociacni konstantu pro hIL-5 mensi nez 3,5 x 10"'"M (okolo 1,8 x 107'"M). Kromé toho
se mAb 4A6 zda byt blokujici vazebnou interakci mezi lidskym IL-5 a f—etézcem lidského IL-5
receptoru.

Tento vynélez neni omezen na pouZziti 2B6 mAb, 2E3 mAb nebo jejich hypervariabilnich (tj.
CDR) sekvenci. Jakékoliv jiné vhodné vysoce afinitni IL-5 protilatky charakterizovany tim, ze
maji disociaéni konstantu mensi nez 3,5 x 10™"'M pro lidsky 1L-5 a korespondujici anti IL-5
CDR mohou byt za né zaménény. Kdekoliv je v nasledujicim popisu donorova protilatka identi-
fikovana jako 2B3 nebo 2E3, je toto provedeno pouze pro ilustraci a zjednoduSeni popisu.
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III. Fragmenty protilatky

Piedkladany vynalez také zahrnuje pouziti Fab fragmentt nebo F(ab'), fragmentii odvozenych od
mAb namifené proti lidskému IL-5. Tyto fragmenty jsou pouzitelné jako agens protektivni in
vivo proti IL-5 a eosinofily zprostfedkovanym stavim nebo in vitro jako ¢ast IL-5 diagnostiky.
Fab fragment obsahuje cely lehky Fetézec a aminoterminalni ¢ast tézkého fetézce; a F(ab'), frag-
ment je fragment tvofeny dvéma Fab fragmenty navazanymi disulfidovou vazbou. MAb 2B6,
2E3 a jiné podobné vysoce afinitni, [L—-5 vazici protilatky poskytuji zdroj Fab fragmentl a
F(ab'), fragmentd, které mohou byt ziskany konvenénimi prostfedky, napf. Stépenim mAb vhod-
nymi proteolytickymi enzymy, papainem a/nebo pepsinem, nebo rekombinantnimi metodami.
Tyto Fab a F(ab’), fragmenty jsou pouZzitelné sami o sobé jako terapeutickd, profylakticka nebo
diagnosticka agens, a jako donory sekvenci obsahujici variabilni regiony a CDR sekvence vyu-
zitelné v tvorbé rekombinantnich nebo humanizovanych protilatek, jak jsou zde popsany.

Fab a F(ab’), fragmenty mohou byt konstruovany cestou kombinatorni fagové knihovny (viz
Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433 — 455 (1994)) nebo metodou miseni imunoglobulino-
vych fetézct (viz napf. Marks et al., Bio/Technology, 10: 779 — 783 (1992), oboje je zde uvedeno
jako odkaz), kde Fd nebo vy imunoglobulinu z vybrané protilatky (napt. 2B6) je umoznéno aso-
ciovat s repertoarem lehkych fetézeli imunoglobulini, v, (nebo vi) za tvorby novych Fab. Nao-
pak, lehkému fetézci z vybran€¢ho imunoglobulinu mize byt umoZnéna asociace s repertoarem
tézkych fetézcl imunoglobulind, vy (nebo Fd), za tvorby novych Fab. Neutralizujici IL-5 Fab
byly ziskany tehdy, pokud Fd mAb 2B6 byla umoznéna asociace s repertoarem lehkych fetézcii
imunoglobulint, jak je podrobnéji popsano v prikladech. Proto je mozné ziskat neutralizaCni Fab
s jedinecnymi sekvencemi (nukleotidovymi a aminokyselinovymi) technikou preskupovani retéz-
cil.

IV. PoZadované anti—IL-5 aminokyselinové a nukleotidové sekvence

mAD 2B6 nebo jiné protilatky popsané vyse mohou piispivat sekvencemi, jako jsou peptidové
sekvence variabilniho té€zkého a/nebo lehkého fetézce, sekvence useku zakladni struktury CDR
sekvence, funkéni fragmenty a jejich analoga, a jejich kddujici sekvence nukleovych kyselin,
které jsou pouzitelné v projektovani a ziskavani riznych pozménénych protilatek, které jsou
charakterizovany vazebnou specifitou pro antigen donor protilatky.

Jako jeden ptiklad poskytuje ptedkladany vynalez sekvence lehkého fetézce a variabilniho t€z-
kého fetézce z IL-5 mysi protilatky 2B6 a sekvence od nich odvozené. Variabilni region tézkého
fetézce 2B6 je ilustrovan na obrazku 1. CDR kddujici regiony jsou ukézany orameckovanymi
poli¢ky a jsou poskytnuty v SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; a SEQ ID NO: 9. Variabilni region
lehkého fetézce klonu 2B6 je ilustrovan na obrazku 2. CDR kédujici regiony jsou poskytnuty
SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; a SEQ ID NO: 12.

Variabilni region humanizovaného tézkého fetézce je ilustrovan na obrazku 8 (SEQ ID NO: 18 a
19). Signalni sekvence je také poskytnuta v SEQ ID NO: 17. Jiné vhodné signalni sekvence,
odbornikiim znamé, mohou byt zaménény za zde ukazané signalni sekvence. CDR aminokyseli-
nové sekvence tohoto konstruktu jsou identické s nativnim my$im a chimérickym té€zkym fetéz-
cem CDR a jsou poskytnuty SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; a SEQ ID NO: 9. Ptikladna (synte-
tickd) variabilni sekvence humanizovaného lehkého fetézce je ilustrovana na obrazku 9 (SEQ ID
NO: 20 a2l).

Sekvence nukleovych kyselin podle vynalezu, nebo jeji fragmenty, kddujici peptidové sekvence
variabilniho lehkého a t€zkého fetézce jsou také pouzitelné pro mutagenni zavedeni specifickych
zmeén do sekvence nukleovych kyselin kodujicich CDR nebo regiony usekd zakladni struktury, a
pro inkorporaci vzniklych modifikovanych nebo fuznich sekvenci nukleovych kyselin do plas-
midd pro expresi. Napfiklad, substituce v nukleotidové sekvenci pracovnich a CDR kédujicich
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regionii byly pouZity pro vytvofeni mist pro restrikéni enzymy, které usnadiiuji inzerci mutova-
nych CDR (a/nebo pracovnich) regionii. Tyto CDR kédujici regiony byly pouzity pro konstrukci
humanizovanych protilatek podle vynalezu.

Pokud je brana do Gvahy degenerace genetického kodu, pak mohou byt konstruovany rizné
kodujici sekvence, které koéduji aminokyselinové sekvence variabilniho lehkého a t€zkého
fetézce, a CDR sekvence podle vynalezu, stejné jako jejich funkéni fragmenty a analoga, které si
zachovavaji vazebnou specifitou pro antigen donorové protilatky. Izolované sekvence nukleo-
vych kyselin podle vynalezu, nebo jejich fragmenty, kodujici peptidové sekvence variabilniho
fetézce nebo CDR mohou byt pouzity pro produkci pozménénych protilatek, napi. chimérickych
nebo humanizovanych protilatek, nebo jinych upravenych protilatek podle vynalezu, pokud jsou
operativné kombinovany s druhym imunoglobulinovym partnerem.

Mélo by byt zminéno, ze kromé izolovanych sekvenci nukleovych kyselin kodujicich &asti
pozménéné protilatky a protilatek zde popsanych jsou v piedkladaném vynalezu obsazeny také
jiné sekvence nukleovych kyselin, jako naptiklad ty, které jsou komplementarni k nativnim CDR
kodujicim sekvencim nebo jsou komplementarni k modifikovanym lidskym usekiim zakladni
struktury sousedicim s CDR kddujici regiony. Pouzitelné DNA sekvence zahrnuji ty sekvence,
které hybridizuji za podminek pfisné hybridizace (viz T. Maniatis et al., Molecular Cloning
(A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory (982), str. 387 az 389) na DNA sek-
vence. Prikladem takovych podminek ptisné hybridizace je hybridizace pii 4XSSC pti 65 °C, po
¢emz néasleduje promyti v 0,1XSSC pfi 65 °C po 1 hodinu. Alternativnim pfikladem podminek
piisné hybridizace je 50% formamid, 4XSSC pti 42 °C. Preferované jsou tyto hybridizujici DNA
sekvence délky alespon 18 nukleotidd, tj. okolo velikosti CDR.

V. Pozménéné imunoglobulinové molekuly a pozménéné protilatky

Pozménéné imunoglobulinové molekuly mohou kodovat pozménéné protilatky, které zahrnuji
upravené protilatky jako jsou chimérické protilatky a humanizované protilatky. Pozadovany
pozménény imunoglobulin kdodujici region obsahuje CDR kédujici region, ktery kéduje peptid
majici antigenni specifitu IL-5 protilatky, preferované vysoce afinitni protilatky jak je ta, ktera je
poskytnuta pfedkladanym vynalezem, insertovany do prvniho imunoglobulinového partnera
(lidského pracovniho regionu nebo variabilniho regionu lidského imunoglobulinu).

Preferované je prvni imunoglobulinovy partner operativn€ navdzan na druhy imunoglobulinovy
partner. Druhy imunoglobulinovy partner je definovan vySe a miize obsahovat sekvenci kodujici
druhy region pozadované protilatky, napfiklad Fc region. Druhy imunoglobulinovy partner mize
také obsahovat sekvence kodujici jiny imunoglobulin, na ktery je fuzovan konstantni region leh-
kého nebo tézkého fetézce v ramecku nebo prostiednictvim linker sekvence. Upravené protilatky
namifené proti funkénim fragmentim nebo analogim IL—5 mohou byt projektovany tak, aby
vznikla zvySena vazba se stejnou protilatkou.

Druhy imunoglobulinovy partner mtize byt také asociovan s efektorovym agens jak je definovano
vyse, véetné neproteinové molekuly nosiée, na ktery miZe byt druhy imunoglobulinovy partner
operativn€ navazan konvenénimi prostiedky.

Flze nebo vazba mezi druhymi imunoglobulinovymi partnery, napt. sekvencemi protilatky, a
efektorovym agens miize byt provedena s jakymikoliv vhodnymi prostfedky, napf. béznymi
kovalentnimi nebo iontovymi vazbami, proteinovou fuzi, nebo hetero—bifunkénimi cross—linkery,
napf. karbodiimidem, glutaraldehydem a podobng. Takové techniky jsou v oboru zndmé a jsou
popsany v béznych chemickych a biochemickych textech.

Navic, konvencni linkerové sekvence, které jednoduse poskytuji poZadované mnoZstvi prostoru
mezi druhym imunoglobulinovym partnerem a efektorovym agens, mohou byt také konstruovany
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v pozménéném imunoglobulin kodujicim regionu. Charakter takovych linkeri je odbornikim
dobfe znam.

Kromé toho, signélni sekvence pro molekuly podle vynalezu mohou byt modifikovany pro zvy-
Senou expresi. Pfikladem je 2B6 humanizovana protilatka majici signalni sekvenci a CDR odvo-
zenou od sekvence mysiho t&€Zkého fetézce, ma pivodni signalni peptid nahrazen jinou signalni
sekvenci (SEQ ID NO: 17).

Ptikladna pozménéna protilatka obsahuje peptidové nebo proteinové sekvence variabilniho t&€z-
kého a/nebo lehkého fetézce majici antigenni specifitu mAb 2B6, napt., Vi a Vi, fetézce. Jeste
jina pozadovand pozménéna protilatka podle vynalezu je charakterizovana aminokyselinovou
sekvenci obsahujici alesporti jeden, a preferované vSechny, CDR variabilniho regionu tézkého
a/nebo lehkého fetézce molekuly mysi protilatky 2B6 se zbyvajici sekvenci odvozenou z lidského
zdroje, nebo jeho funk&niho fragmentu nebo analoga. Viz napf. humanizované Vy a V| regiony
(obrazek 8 a 9).

V jesté dal$im provedeni miZe byt upravena protilatka podle vynalezu pfipojena na dalsi agens.
Naptiklad mize byt pouzito postupu rekombinantni DNA technologie pro produkci upravené
protilatky podle vynalezu, jejiz Fc fragment nebo CH2 CH3 doména uplné molekuly protilatky
byla nahrazena enzymem nebo jinou detekovatelnou molekulou (tj. polypeptidovym efektorem
nebo reporterovou molekulou).

Druhy imunoglobulinovy partner mize také byt operativné navazén na neimunoglobulinovy pep-
tid, protein nebo jeho fragment heterologni k CDR obsahujici sekvenci majici antigenni specifitu
my$i 2B6. Vysledny protein mize vykazovat jak antigenni specifitu pro IL-5, tak charakteristiky
neimunoglobulinu pii expresi. Takovou charakteristikou fuzniho partnera miZze byt napt. funk&ni
charakteristika jako je jina vazebna nebo receptorova doména, nebo terapeuticka charakteristika,
pokud je fizni partner sam o sobé terapeuticky protein, nebo jiné antigenni charakteristiky.

Jiny pozadovany protein podle tohoto vynalezu miZze obsahovat Gplnou molekulu protilatky
majici kompletni lehky a t€zky fetézec, nebo jakykoliv jeji diskrétni fragment, jako je Fab nebo
F(ab'), fragment, dimer tézkych fetézcl nebo jakékoliv jejich minimélni rekombinantni frag-
menty jako je Fy nebo jednofetézcova protilatka (SCA) nebo jakoukoliv jinou molekulu se stej-
nou specifitou jako vybrana donorova protilatka, napt. mAb 2B6 nebo 2E3. Takovy protein muze
byt pouzit pro tvorbu pozménéné protilatky nebo miize byt pouzit ve své neflizované forme.

Kdekoliv je druhy imunoglobulinovy partner odvozen od protilatky jiné nez je donorova proti-
latka, napt. od Useku zakladni struktury nebo konstantniho regionu jakéhokoliv izotypu nebo
tfidy imunoglobulinu, vznika upravena protilatka. Upravené protilaitky mohou obsahovat imuno-
globulinové (Ig) konstantni regiony a variabilni useky zakladni struktury z jednoho zdroje, napf.
akceptorové protilatky a jeden nebo vice (preferované vsechny) CDR z donorové protilatky, napf.
anti-IL-5 protilatky zde popsané. Kromé toho, alterace, napt. delece, substituce nebo adice na
trovni nukleovych kyselin nebo aminokyselin useki zakladni struktury lehkych a/nebo tézkych
variabilnich domén, akceptorovy mAb, nebo donorovych CDR regionl, mohou byt provedeny
tak, aby se zachovala vazebna specificita donorové protilatky pro antigen.

Takové upravené protilatky jsou projektovany tak, aby vyuzily jeden (nebo oba) variabilni tézké
a/nebo lehké retézce IL-5 mAb (volitelné modifikované jak je popsano) nebo jeden nebo vice
dale identifikovanych tézkych nebo lehkych fetézci CDR (viz také obrazek 7). Upravené proti-
latky podle vynalezu jsou neutralizaéni, tj. pozadovanym zplsobem blokuji vazbu IL-5 proteinu
na receptor a také blokuji nebo brani proliferaci IL-5 dependentnich bunék.

Takové upravené protilatky mohou zahrnovat humanizované protilatky obsahujici aseky zakladni

struktury vybraného lidského imunoglobulinu nebo subtypu, nebo chimérické protilatky obsahu-
Jici konstantni regiony lidského lehkého a tézkého fetézce fuzované s fragmenty IL—-5 protilatky.
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Vhodna lidska (nebo jina zvifeci) akceptorova protilatka mize byt vybrana z konvencni databaze,
a napf. KABAT® databaze, Los Alamos databaze a Swiss Protein databaze, podle homologie
nukleotidové a aminokyselinové sekvence donorové protilatky. Lidska protilatka charakterizo-
vana homologii k Gsekim zékladni struktury donorové protilatky (na aminokyselinovém zaklad¢)
miize byt vhodna pro poskytnuti konstantniho regionu tézkého fetézce a/nebo usekii zdkladni
struktury variabilniho regionu téZkého fetézce pro inzerci donorovych CDR. Vhodna akceptorova
protilatka schopna poskytnout konstantni nebo variabilni useky zakladni struktury lehkého
fetézce miiZze byt vybrana stejnym zplsobem. Mélo by byt uvedeno, Zze neni poZadovano, aby
tézké a lehké fetézce akceptorové protilatky pochazely ze stejného akceptorové protilatky.

Vyhodné jsou heterologni Gseky zakladni struktury a konstantni regiony vybrany ze tfid a izotypl
lidskych protilatek, jako je IgG (subtypy 1 az 4), IgM, IgA a IgE. Nicméné akceptorova proti-
latka nemusi obsahovat pouze proteinové sekvence lidského imunoglobulinu. Napfiklad mize
byt konstruovan gen, ve kterém je DNA sekvence kodujici ¢ast fetézee lidského imunoglobulinu
fuzovana na DNA sekvenci kodujici neimunoglobulinovou aminokyselinovou sekvenci, jako je
polypeptidova efektorova nebo reporterova molekula.

Jeden piiklad uréité pozadované humanizované protilatky obsahuje CDR z 2B6 insertované do
Gseku zakladni struktury vybrané sekvence lidské protilatky. Pro neutraliza¢ni humanizované
protilatky jsou jeden, dva nebo preferované tfi CDR z variabilnich regiont tézkého fetézce
a/nebo lehkého fetézce IL-5 protilatky insertovany do usekii zakladni struktury vybrané sekvence
lidské protilatky za nahrady nativnich CDR této dalsi protilatky.

Preferované, v humanizované protilatce byly variabilni domény lidskych lehkych a té€zkych
fetézcli upraveny jednou nebo vice CDR zaménami. Je mozné pouzit vSech Sest CDR, nebo riizné
kombinace méné neZ Sesti CDR. Preferované je nahrazeno vsech Sest CDR. Je mozné nahradit
CDR pouze v lidském tézkém fetézci, za pouziti jako lehkého fetézce nemodifikovaného lehkého
fetézce z lidské akceptorové protilatky. Jesté alternativné miize byt kompatibilni lehky fetézec
vybran zjiné lidské protilatky pomoci bézné databaze protilatek. Zbytek upravené protilatky
muZe byt odvozen od jakéhokoliv vhodného lidského akceptorového imunoglobulinu.

Upravena humanizovana protilatka tak ma strukturu piirozené lidské protilatky nebo jejiho frag-
mentu, a ma kombinaci vlastnosti poZadovanych pro G¢inné terapeutické pouziti, napt. 1é¢bu IL—
5 zprosttedkovanych zanétlivych onemocnéni u lidi, nebo pro diagnostické pouziti.

Jako jiny priklad miZe upravena protilatka obsahovat tfi CDR variabilniho regionu lehkého
fetézce 2E3 (SEQ ID NO: 0, a 13) a tfi CDR variabilniho regionu tézkého fetézce 2B6
(SEQIDNO: 7, 8 a 9). Vznikla humanizovana protilatka by méla byt charakterizovana stejnou
vazebnou specifitou pro antigen a vysokou afinitou jako 2B6.

Odbornik pochopi, Ze upravené protilatky mohou byt dale modifikovany zménami v aminokyse-
linach variabilni domény bez nutného ovlivnéni specificity a vysoké afinity donorové protilatky
(tj. analoga). Je predkladano, Zze aminokyseliny lehkého a t€zkého fetézce mohou byt substituo-
vany jinymi aminokyselinami jak ve variabilni doméné Gsek zakladni struktury, tak v CDR nebo
v obojim.

Kromé¢ toho miize byt konstantni region pozménén pro zvySeni nebo sniZeni selektivnich vlast-
nosti molekul podle predkladaného vynalezu. Napfiklad dimerizaci, navazanim na Fc receptory
nebo schopnosti vazat a aktivovat komplement (viz napt. Angal et al., Mol. Immunol. 30: 105 —
108 (1993), Xu et al., J. Biol. Chem. 269: 3469 — 3474 (1994), Winter et al., EP 307,434-B).

Pozménéna protilatka, ktera je chimérickou protilatkou se odliSuje od humanizovanych proti-
latek, jak jsou popsany vyse tim, Ze poskytuje kompletni variabilni regiony lehkého a tézkého
fetézce non-lidské donorové protilatky, véetné Gseki zakladni struktury, v asociaci s konstant-
nimi regiony lidského imunoglobulinu pro oba fetézce. Je predpokladano, ze chimérické proti-
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latky, které si uchovavaji dalsi ne—lidské sekvence pfibuzné humanizovanym protilatkdm podle
vynalezu, mohou vyvolat signifikantni imunitni odpovéd’ u lidi.

Takové protilatky jsou uZite¢né v zabranéni a 16¢b& IL-5 zprostfedkovanych onemocnéni, jak je
uvedeno déle.

VI. Produkce pozménénych protilatek a upravenych protilatek.

Preferované jsou v konstrukei protilatek, preferované humanizovanych protilatek podle vynalezu,
pouzity variabilni sekvence lehkého a té€zkého fetézce a CDR mAb 2B6 nebo jinych vhodnych
donorovych mAb (napf. 2E3, 2F2, 4A6 atd.) a jejich kodujici sekvence nukleovych kyselin,
v nasledujicim procesu. Stejné nebo podobné techniky mohou byt také pouZity pro generovani
jinych provedeni vynalezu.

Hybridom produkujici vybranou donorové mAb, napf. mysi protilatku 2B6, je konventné klono-
van a DNA jejich variabilnich regionii lehkého a tézkého fetézce je ziskana technikami v oboru
znamymi, napf. technikou popsanou v Sambrook et al., (Molecular Cloning (A Laboratory
Manual), 2. vydani, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)). Tyto variabilni lehké a t&zké
regiony 2B6 obsahujici alespoiit CDR kodujici regiony a ty ¢asti tisekt zakladni struktury lehkych
a tézkych variabilnich regioni akceptorové mAb, které jsou pozadovany pro zachovani vazebné
specifity donorové mAb, stejné jako zbyvajici od imunoglobulinu odvozené Casti protilatkového
fetézce odvozeného od lidského imunoglobulinu jsou ziskdny za pouziti polynukleotidovych
primer( a reversni transkriptdzy. CDR kddujici regiony jsou identifikovany za pouziti zndmé
databaze a srovnanim s jinym protilatkami.

Mysi/lidska chiméricka protilatka mize potom byt pfipravena a testovana na vazebnou schop-
nost. Takova chiméricka protilatka obsahuje celé Vy a V|, regiony ne—lidské donorové protilatky
v asociaci s konstantnimi regiony lidského Ig pro oba fetézce.

Homologni tseky zakladni struktury variabilniho regionu tézkého fetézce byly identifikovany za
pouZiti potitatové databaze, napi. KABAT®, a lidské protilatky majici homologii k 2B6 byly
vybrany jako akceptorové protilatky. Sekvence syntetickych variabilnich regioni tézkého fetézce
obsahujici 2B6 CDR-kédujici regiony uvnitt useki zakladni struktury lidské protilatky byly
projektovany s volitelnou nukleotidovou nahradou v dsecich zékladni struktury pro inkorporo-
vani restrikénich mist. Tato projektovana sekvence byla potom syntetizovana za pouziti dlouhych
syntetickych oligomerti. Alternativné miZe byt projektovana sekvence syntetizovana piesahuji-
cimi oligonukleotidy, amplifikovanymi polymerasovou fetézovou reakci (PCR) a s opravou chyb.

Vhodné variabilni pracovni regiony lehkého fetézce byly projektovany podobnym zptisobem.

Humanizované protilatky mohou byt odvozeny od chimérické protilatky, nebo preferované
mohou byt vyrobeny synteticky inzerci CDR kddujicich regionti z lehkého a té€zkého fetézce
donorovych mAb vhodnym zpisobem do vybranych usekii zakladni struktury lehkého a tézkého
fetézce. Alternativné mize byt humanizovana protilatka podle vynalezu pripravena standardni
technikou mutagenese. Tak obsahuje vznikla humanizovana protilatka lidské Gseky zakladni
struktury a donorové mAb CDR, kédujici regiony. Nasledna manipulace residui useku zakladni
struktury mozna. Vznikla humanizovana protilatka mize byt exprimovana v rekombinantnich
buiikach, napt. COS, CHO nebo myelomovych buiikach. Jiné humanizované protilatky mohou
byt pfipraveny za pouziti této techniky na jiné vhodné IL-5 specifické, neutralizani, vysoce
afinitni ne-lidské protilatky.

Konvenéni expresni vektor nebo rekombinantni plasmid je produkovan umisténim téchto koduji-
cich sekvenci pro pozménénou protilatku v operativni asociaci s béznymi regula¢nimi kontrol-
nimi sekvencemi schopnymi kontroly replikace a exprese v, a/nebo sekrece z, hostitelské buriky.
Regulaéni sekvence zahrnuji promotorové sekvence, napt. CMV promotor a signalni sekvence,
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které mohou byt odvozeny od jinych zndmych protilatek. Obdobn¢ miize byt produkovéan druhy
expresni vektor majici DNA sekvenci kédujici komplementarni lehky a tézZky fetézec protilatky.
Preferované je tento druhy expresni vektor identicky s prvnim kromé toho, Ze je uvazovana
kodujici sekvence a selektovatelné markery pro co mozna nejlepsi zajisténi toho, aby kazdy
polypeptidovy fetézec byl funkéné exprimovan. Alternativné, kodujici sekvence lehkého a t&z-
kého fetézce pro pozménénou protilatku mohou byt umistény na jednom vektoru.

Vybrana hostitelska burika je kotransfektovana b&znymi technikami jak prvnim, tak druhym
vektorem (nebo jednoduse transfektovana jednim vektorem) pro vytvoreni transfektované hosti-
telské buriky podle vynalezu obsahujici rekombinantni nebo syntetické lehké a tézké fetézce.
Transfektovana burika je potom kultivovana béZnymi technikami za produkce upravené proti-
latky podie vynalezu. Humanizované protilatka, ktera obsahuje asociaci obou rekombinantnich
tézkého a/nebo lehkého fetézce, je v kultufe vySetfovana vhodnym testem, jako je ELISA nebo
RIA. Podobné b&ézné techniky mohou byt vyuzity pro konstrukei jinych pozménénych protilatek
a molekul podle vynalezu.

Vhodné vektory pro kroky klonovani a subklonovéni pouzité v metodach a konstrukci kompozic
podle tohoto vynalezu mohou byt vybrany odbornikem v oboru. Napiiklad konvenéni pUC série
klonovanych vektorli mohou byt pouzity. Jednim pouzitym vektorem je pUCI9, ktery je
komer¢né dostupny od zasobovacich firem, jako je Amersham (Buckinghamshire, United
Kingdom) nebo Pharmacia (Uppsala, Sweden). Kromé toho, jakykoliv vektor, ktery je schopen
snadné replikace, ma hojnost klonovacich mist a selektovatelnych genid (napf. pro antibiotickou
resistenci), a je snadno manipulovatelny muZe byt pouZit pro klonovani. Tak neni selekce klono-
vaciho vektoru limitujicim faktorem tohoto vynalezu.

Podobn& mohou byt vektory pouzité pro expresi upravenych protilatek podle vynalezu vybrany
odbornikem z jakychkoliv béznych vektori. Vektory také obsahuji selektovatelné regulaéni sek-
vence (jako jsou CMV promotory), které fidi replikaci a expresi heterolognich DNA sekvenci ve
vybranych hostitelskych bunkach. Tyto vektory obsahuji vySe popsané DNA sekvence, které
kéduji upravenou protilatku nebo pozménény imunoglobulin kédujici region. Kromé toho mohou
vektory inkorporovat vybrané imunoglobulinové sekvence modifikované inzerci pozadovanych
restrikénich mist pro snadnou manipulaci.

Expresni vektory mohou také byt charakterizovany geny vhodnymi pro amplifikaéni expresi
heterolognich DNA sekvenci, napt. sav¢iho genu pro dihydrofolat reduktasu (DHRF). Jiné prefe-
rované vektorové sekvence obsahuji poly A signalni sekvence, jako jsou ty z hovéziho ristového
hormonu (BGH) a betaglobinové promotorové sekvence (betaglopro). Zde pouzitelné expresni
vektory mohou byt syntetizovany technikami, které jsou odbornikiim dobfe znamé.

Slozky takovych vektori, napt. replikony, selekéni geny, enhancery, promotory, signalni sekven-
ce a podobné, mohou byt ziskany z komer¢nich nebo pfirozenych zdrojti nebo mohou byt synteti-
zovany znamymi postupy pro pouZiti v fizeni exprese a/nebo sekrece produktu rekombinantni
DNA ve vybraném hostiteli. Pro tento u€el mohou byt vybrany jiné vhodné expresni vektory,
které jsou v oboru znamé pro sav¢i, bakterialni, hmyzi, kvasinkovou a houbovou expresi.

Predkladany vynalez také obsahuje bun&né linie transfektované rekombinantnim plasmidem
obsahujicim kodujici sekvence upravenych protilatek nebo jejich pozménénych imunoglobulino-
vych molekul. Hostitelské buiiky pouzitelné pro klonovani a jiné manipulace s témito klonujicimi
v konstrukci pozménénych protilatek podle tohoto vynalezu pouZity buiiky z riznych kmeni E.
coli.

Vhodnymi hostitelskymi buiikami nebo bunéénymi liniemi pro expresi upravenych protilatek

podle vynédlezu jsou preferované savéi buriky jako je CHO, COS, fibroblastové buriky (napf.
3T3), a myeloidni buriky, a nejlépe CHO nebo myeloidni buiiky. Lidské buiiky mohou byt pou-
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Zity, coZ umoziiuje modifikaci molekuly lidskymi glykosyla¢nimi vzorky. Alternativné mohou
byt pouZity jiné eukaryotické bun&iné linie. Selekce vhodnych sav&ich hostitelskych bunék a
metod pro transformaci, kultivaci, amplifikaci, vySetfeni a produkci produktu a purifikaci jsou
v oboru znamé. Viz Sambrook et al., citovan vyse.

Bakterialni buriky se mohou ukazat jako uZite¢né pro expresi rekombinantnich Fab podle pred-
kladaného vynalezu (viz napf. Pluckthun, A., Immunol. Rev. 130: 151 — 188 (1992)). Nicméné,
vzhledem k tendenci proteini exprimovanych v bakteridlnich burikdch byt v nesklddané nebo
nevhodné skladané formé nebo v neglykosylované formé& mél by byt jakykoliv Fab produkovany
v bakterialni butice vySetfovan na zachovani vazebné schopnosti pro antigen. Pokud bude mole-
kula exprimovana bakterialni buitkou produkovana ve spravné sloZzené formé, pak bude bakte-
rialni buiika vhodnym hostitelem. Naptiklad, rizné kmeny E. coli pouzité pro expresi jsou
v oblasti biotechnologie dobie zndmé jako hostitelské buiiky. Rizné kmeny B. subtilis, Strepto-
myces, jiné Bacilli a podobn€ mohou byt také pouzity v této metodé.

Pokud je to zadouci, jsou rizné kmeny kvasinek odbornikii znamé také dostupné jako hostitelské
buriky, stejné jako hmyzi buriky, napt. Drosophila a Lepidoptera a virové expresni systémy. Viz
napf. Miller et al., Genetic Engineering, 8: 277 — 298, Plenum Press (1986) a odkazy zde cito-
vane.

Obecné metody, podle kterych mohou byt vektory podle vynalezu konstruovany, metody trans-
fekce vyzadované pro produkci hostitelskych bunék podle vynalezu a kultivaéni metody
nezbytné pro produkci pozménénych protilatek podle vynalezu z takovych hostitelskych bunék
jsou vse bézné techniky. Obdobné, jednou produkovanid pozménéna protilatka podle vynalezu
mize byt purifikovana z obsahu kultury podle v oboru standardnich postupi, véetné precipitace
siranem amonnym, afinitnich kolon, kolonové chromatografie, gelové elektroforesy a podobné.
Takové techniky jsou v oboru zndimé a neomezuji tento vynalez.

Jesté jina metoda exprese humanizovanych protilatek miize vyuzZivat expresi v transgennich zvi-
fatech, jak je popsdna v U.S. patentu 4873316. Ten se tyka expresnich systémi vyuZzivajicich
zviteciho kaseinového promotoru, ktery, pokud je transgenné inkorporovan do savce, umoZiiuje
samicim produkovat poZadovany rekombinantni protein v jejich mléce.

Po expresi pozadovanou metodou je upravena protilatka vySetfovana na in vitro aktivitu pouzitim
vhodného testu. Pro hodnoceni kvalitativni a kvantitativni vazby upravené protilatky na IL—5
jsou pouzity bézné nynéjsi ELISA test formaty. Navic mohou byt pouzity jiné in vitro testy pro
verifikaci neutralizacni a¢innosti pred naslednymi lidskymi klinickymi studiemi provedenymi
pro hodnoceni persistence upravené protilatky v téle vzhledem k obvyklému mechanizmu
clearens.

Podle postupii popsanych pro humanizované protilatky pfipravené z 2B6 miize odbornik také
konstruovat humanizované protilatky z jinych donorovych IL-5 protilatek, sekvenci variabilniho
regionu a CDR peptidd zde popsanych. Upravené protilatky mohou byt produkovany s aseky
zékladni struktury variabilnich regioni potencialné rozpoznanych jako ,,vlastni“ pfijemci upra-
vené protilatky. Mirné modifikace variabilnich isekil zakladni struktury mohou byt nastrojem pro
znalné zvySeni vazby antigenu bez zjevné zvySené imunogenicity pro piijemce. Takové upravené
protilatky mohou u¢inné Ié€it [L-5 zprostfedkované chorobné stavy u lidi.

VII. Terapeutické/profylaktické pouziti
Tento vynalez se také tyka metod pro 1écbu lidi trpicich s eosinofilii spojenymi symptomy, jako

je astma, kde tato metoda obsahuje podani u¢inné davky protilatek obsahujicich jednu nebo vice
upravenych protilatek nebo pozménénych protilatek zde popsanych, nebo jejich fragment.
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Terapeutickd odpovéd’ indukovana za pouziti molekul podle tohoto vynalezu je produkovéana
vazbou na lidsky IL-5 a tak naslednym blokem eosinofilni stimulace. Tak molekuly podle pred-
kladaného vynalezu, pokud jsou v pfipravcich a formulacich vhodnych pro terapeutické pouziti,
jsou vysoce zadouci pro tyto osoby trpici alergickou a/nebo atopickou odpovédi, nebo odpovédi
asociovanou s eosinofilii, jako napiiklad je alergicka rhinitis, astma, chronicka eosinofilni pneu-
monie, alergicka bronchopulmonarni aspergilosa, coeliakie, eosinofilni gastroenteritis, Churg—
Straussiv syndrom (periarteritis nodosa plus atopie), eosinofilni myalgicky syndrom,
hypereosinofilni syndrom, edematosni reakce véetné episodarniho angioedemu, infekce helmity,
kde eosinofilii mohou hrat protektivni roli, onchocercalni dermatitis a atopicka dermatitis.

Pozménéné protilatky, protilatky a jejich fragmenty podle tohoto vynalezu mohou byt pouzity
v konjunkci s jinymi protilatkami, zejména s lidskymi mAb reaktivnimi s jinymi markery (epi-
topy) odpovédnymi za stavy, proti kterym je upravena protilatka podle vynalezu namifena.

Terapeuticka agens podle vynalezu jsou povazovana za zadouci pro 1é¢bu alergickych stavil od
asi 2 dni do asi 3 tydnd, nebo podle potfeby. Dalsi 1é¢ba miize napfiklad byt Zaddouci pokud se
jedna o 1é€bu sezénni rhinitidy a podobné. Toto reprezentuje znatelny pokrok oproti nyni uziva-
nému infusnimu protokolu pfedchozi 1é¢by IL-5 zprostfedkovanych onemocnéni. Davka a trvani
lécby je ve vztahu k relativnim pfetrvavani molekul podle predkladaného vynalezu v lidské cir-
kulaci, a miize byt odbornikem upraveno na lé¢eném stavu a celkovém stavu pacienta.

Zptsob podani terapeutického agens podle vynalezu miize byt jakoukoliv vhodnou cestou, kterou
se dostane agens do hostitele. Pozménéné protilatky, upravené protilatky a jejich fragmenty a
farmaceutické kompozice podle vynalezu jsou zejména pouzitelné pro parenterdlni podani, tj.
subkutanng, intramuskularné, intravenosné nebo intranasalné.

Terapeuticka agens podle vynalezu mohou byt pfipravena jako farmaceutické kompozice obsa-
hujici u¢inné mnozstvi upravené (napt. humanizované) protilatky podle vynalezu jako aktivni
prisadu ve farmaceuticky akceptovatelném nosi¢i. V profylaktickém agens podle vynalezu je
preferovana vodna suspenze nebo roztok obsahujici upravenou protilatku, preferované pufrovany
na fyziologickou hodnotu pH, s vyhodou ve formé& ptipravené pro injekci. Kompozice pro
parenteralni podavani bude obecné obsahovat roztok upravené protilatky podle tohoto vynalezu
nebo smés téchto protilatek rozpusténou ve farmaceuticky akceptovatelném nosic¢i. Mohou se
pouzit riizné vodné nosice, napt. 0,4 % fyziologicky roztok, 0,3 % roztok glycerinu a podobné.
Tyto roztoky jsou sterilizovany a obecné zbaveny materialu ve formé ¢astic. Tyto roztoky mohou
byt sterilizovany béznymi, dobfe znamymi technikami sterilizace (napf. filtraci). Kompozice
mohou obsahovat farmaceuticky akceptovatelné pomocné substance jak jsou pozadovany pro
pfiblizeni fyziologickym podminkam jako je pH upravujici a pufrovaci agens, atd. Koncentrace
protilatky podle vynalezu se muze v takovych farmaceutickych formulacich velmi lisit, tj. od
méné nez asi 0,5%, obvykle alespoil okolo 1% do vice nez 15 nebo 20% hmotnosti a bude pri-
marné vybrana na podkladé objemu kapaliny, viskozité atd., podle vybraného zpisobu podani.

Tak mohou byt ptipraveny farmaceutické kompozice podle vynalezu pro intramuskularni podani,
které obsahuji 1 ml sterilni pufrované vody a okolo 1 ng az do 100 mg, napft. okolo 50 ng az asi
30 mg a Iépe okolo 5 az 25 mg upravené protilatky podle vynalezu. Obdobné mohou byt vyro-
beny farmaceutické kompozice podle vynalezu, které obsahuji asi 250 ml sterilniho Ringerova
roztoku a asi 1 az asi 30 a preferované 5 az 25 mg upravené protilatky podle vynalezu. Aktualni
metody pro pfipravu parenteralné podatelnych kompozic jsou dobfe znamé a jasné odbornikiim a
jsou podrobné&ji popsany, naptiklad, v Remington’s Pharmaceutical Science, 15. vydani, Mack
Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Je preferovéno, aby terapeuticka agens podle vynalezu, pokud je ve farmaceutickém ptipravku,
bylo ve formé jednotkové davky. Vhodna terapeuticky a¢innd davka muize byt snadno uréena
odbornikiim. Pro u¢innou 1é¢bu zanétlivych onemocnéni u lidi nebo jinych zvitat by méla byt
jedna davka od ptiblizné 0,1 az pfiblizné 20 mg na 70 kg t€lesné hmotnosti proteinu nebo proti-
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latky podle vynalezu podana parenteralng, preferované i.v. nebo i.m. (intramuskularng). Takova
davka miiZe byt, pokud to je nutné, opakované podana ve vhodnych ¢asovych intervalech vybra-
nych Iékafem v prubéhu zanétlivé odpovédi.

Pozménéné protilatky nebo upravené protilatky podle tohoto vynalezu mohou také byt pouZity
pro diagnostické G&ely, jako pro urleni IL-5 zprostfedkovanych onemocnéni nebo sledovani
postupu [é&by takovych onemocnéni. Jako diagnosticka reagens mohou byt tyto pozménéné pro-
tilatky konvenéné znaleny pro pouziti v ELISA a jinych konvencnich testech pro méfeni IL-5
hladiny v séru, plasmé nebo jiné vhodné tkéni, nebo jeho uvoliiovani lidskymi butikami v kultufe.
Vlastnosti testu, ve kterém jsou pozménéné protilatky pouZzity jsou b&Zné a neomezuji tento
objev.

Tak se v jednom provedeni pfedkladany vynalez tykd metody pro diagnostiku alergii a jinych
stavil asociovanych s excesivni produkcei eosinofilii u pacienti, kde tato metoda obsahuje kroky
uréeni mnozstvi lidského IL-5 ve vzorku (plasmé nebo tkani) ziskaného od uvedeného pacienta a
srovnani uvedeného uréeného mnoZzstvi s primérnym mnozstvim lidského IL-5 v normalni
populaci, kde ptitomnost signifikantné zvy$eného mnozstvi IL-5 ve vzorku od pacienta je zndm-
kou alergii a jinych stavi asociovanych s excesem produkce eosinofild.

Protilatky, pozménéné protilatky nebo jejich fragmenty zde popsané mohou byt lyofilizovany pro
skladovani a rekonstituovany ve vhodném nosiéi pted pouZitim. Tato technika byla ukazana jako
uéinna pro bézné imunoglobuliny a mohou byt vyuzity v oboru znamé lyofiliza¢ni a rekonstitucni
techniky.

Nasledujici priklady ilustruji rizné aspekty vynalezu véetné konstrukce ptikladnych upravenych
protilatek a jejich exprese ve vhodnych vektorech a hostitelskych buiikach, a nejsou konstruo-
vany jako omezeni rozsahu tohoto vynalezu. V3echny aminokyseliny jsou identifikovany b&Znym
tiipismennym nebo jednopismennym kodem. V3echny nezbytné restrikéni enzymy, plasmidy a
jina reagens a materialy byly ziskany z komer¢nich zdroji, pokud neni jinak uvedeno. VSechny
obecné klonovaci ligace a jiné rekombinantni DNA metody byly provedeny podle T. Maniatis et
al., citovany vySe, nebo jeho druhé edice (1989), vyd. Sambrook et al., stejnym vydavatelem
(,,Sambrook et al.).

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1 — Produkce mAb k hIL-5

Lidsky IL-5 byl exprimovan v Drosophila Schneider 2 (S,) buiikach a purifikovan do homoge-
nity. Mysi IL-5 byl exprivovan v Baculovirus za pouziti Spodoptera frugiperda 21 (Sf21) bun¢k
a purifikovan do homogenity. Monoklonalni protilatka TRFK—5 (neutraliza¢ni krysi anti-mysi
protilatka) byla ziskdna od Genzyme Corp. (Cambridge, MA).

A. Imunizacni postup

Rekombinantni lidsky IL—5 (IL-5) byl pouzit jako imunogen pro panel sedmi CAF,; samic mysi
(Charles River, Wilmington, MA). Zvifata obdrzela tfi subkutanni injekce IL—5 ve fosfatem puf-
rovaném salinickém roztoku (PBS) emulsifikovaném v poméru jedna ku jedné s TiterMAX
(CytoRx Corp., Norcross, GA) v prib¢hu ¢ty mésicl, pocatetni davka antigenu byla 50 pg
(mikrogramii) a dosycovaci davka byla 25 a 10 pg (mikrogramt). Po dosyceni byly odebrany
vzorky séra a byly testovany na vazbu na IL-5 a neutraliza¢ni aktivitu prostfednictvim recepto-
rového vazebného inhibi¢niho testu a B13 proliferaéniho testu (nebo IL—5 neutraliza¢niho testu
(ptiklad 2C)). Vsechny mysi produkovaly vzorky séra, které vazaly IL-5. Zvifata vybrana jako
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darci sleziny byly dosycena intravenosné 10 pg (mikrogramy) rekombinantniho lidského IL-5
pfed eutanasii.

B. Vyvoj hybridomi

Postup fiize, prvné popsany Kohlerem et al., (Nature, 256: 495 (1975)), byl pouzit s modifika-
cemi k provedeni techniky za pouZiti monovrstvy bun¢k (Kennet et al., Vyd., ,Hybridomas: A
new dimension in biological analysis®, str. 368 — 377, Plenum Press, New York). Buriky sleziny
ze dvou déarcovskych mys$i byly shromazdény a fuze byla provedena za pouZiti poméru
50 milion buné&k sleziny ku 10 milionim SP2/0/Agl4 myelomovych bunék. Jamky obsahujici
butiky produkujici protilatku k IL-5 byly expandovany a supernatant byl vySetfovan v IL-5
receptor vazebném inhibi¢nim testu, a B13 (neutralizaénim) proliferaénim testu (popsaném niZe).

Bylo izolovano Sestnact hybridomd, které secernovaly mAb reaktivni s IL-5. Supernatanty hyb-
ridomii byly smiseny s jodinovanym [L-5, pfidany k membranovému extraktu pfipravenému
z Drosophila bunék exprimujicich o—fetézec IL-5 receptoru (IL-5R) a byly testovany na inhibici
vazby na receptor. Jedenact supernatanti hybridomd inhibovalo z vice nez 60% vazbu jodova-
ného IL-5 na a—fetézec [L-5 receptoru. Tii mAb, 2B6, 2E3 a 2F2 také inhibovali z vice nez 70%
proliferaci mys$ich B13 buné&k v odpovédi na lidsky, ale ne na mysi IL-5. Pét z hybridomd,
z nichz &tyfi blokovaly vazbu a/nebo proliferaci (1C6, 2B6, 2e3 A 2f2) a 1, ktery nebyl neutrali-
zujici (24G9), bylo opakované subklonovano na jemném agaru pro generovani stabilnich klonal-
nich buné&nych linii. Supernatanty z klonovanych linii byly vySetfovany na zkiiZzenou reaktivitu
ELISA a nevazaly lidsky IL-5a, IL-5p, IL—4, IL-8, M—CSF ani TGFa. mAb byly purifikovany
a vazebna afinita byla hodnocena za pouziti analyzy optickym biosensorem (BIAcore) v rozsahu
10 az 100 pM. Supernatanty z t&chto linii byly izotypovany za pouziti mySich izotypovacich rea-
gens (PharMingen, San Diego, CA). Souhrn afinit a ICsy pro neutraliza¢ni aktivity mAb je pre-
zentovan v tabulce 1 (ptfiklad 2).

Podobnou metodou byly odvozeny krysi hybridomy z imunizovanych krys, za pouZiti srovnatel-
ného protokolu imunizace a krysich myelomu jak bylo popsano pro mysi. Dva krysi hybridomy,
které produkovaly mAb vazici IL-5, 4A6 a 5D3, byly identifikovany. Podobné jako u mAb 2B6,
2E3 a 2F2 bylo u mAb 4A6 a 5D3 shledano, Ze jsou neutralizujici v B13 testu popsaném niZze.

C. Ulozeni hybridomut

Hybridomova buné&na linie SK119-2B6.206.75 (1) produkujici monoklonalni protilatku 2B6
byla uloZzena v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfiriistko-
vym &islem HB 11783, a byla akceptovana jako depositum pro Gcely patentovéani v souladu
s Budapest'skou smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganismi za i¢elem patentovacich
postupt.

Hybridomova bunéna linie SK119-2E3.39.40.2 produkujici monoklonalni protilatku 2E3 byla
ulozena v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfirtstkovym
¢islem HB 11782, a byla akceptovana jako depositum pro Ucely patentovani v souladu
s Budapest'skou smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganismi za i€elem patentovacich
postupti.

Hybridomova bunéna linie SK119-2F2.37.80.12 produkujici monoklonalni protilatku 2F2 byla
uloZena v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfiriistkovym
Cislem HB 11781, a byla akceptovana jako depositum pro ucely patentovani v souladu
s Budapest'skou smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganismi za t¢elem patentovacich
postupti.

Hybridomova bunééna linie SK119-24G9.8.20.5 produkujici monoklonalni protilatku 24G9 byla
ulozena v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfiristkovym
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Cislem HB 11780, a byla akceptovana jako depositum pro ucely patentovani v souladu
s Budapest'skou smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganismu za G¢elem patentovacich
postupti.

Hybridomova buné¢na linie 4A6(1)G1F7 produkujici monoklonalni protilatku 4A6 byla ulozena
v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfiristkovym ¢islem
HB 11943, a byla akceptovana jako depositum pro Gcely patentovani v souladu s Budapest'skou
smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganizmii za i¢elem patentovacich postupt.

Hybridomova bunééna linie 5D3(1)F5D6 produkujici monoklonalni protilatku 5D3 byla uloZena
v American Type Culture Collection (ATCC) Rockville, MD, USA, pod pfiristkovym &islem
HB 11942, a byla akceptovana jako depositum pro icely patentovani v souladu s Budapest'skou
smlouvou 1977 upravujici uskladnéni mikroorganizmi za ucelem patentovacich postuptl.

Ptiklad 2 — Testy
A. ELISA

Jednotlivé jamky MaxiSorb™ imunoploten (Nunc, Naperville, IL) byly potazeny 0,2 pg IL-5 v
0,05 uhli¢itanovém pufru pH 9,6. Po inkubaci ptes noc pii 4 °C byly plotny vyplachnuty PBS
obsahujicim 0,025% Tween®20 a blokovany 1% BSA v PBS s 0,025% Tween®20 po dvé& hodiny
pfi pokojové teploté. Nafedény supernatant hybridomi byl pfidan do IL-5 potazenych jamek a
byl inkubovan po dvé hodiny pfi pokojové teploté. Po vyplachnuti ploten byl pfidan anti-mysi
IgG a IgM (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) v 1/7500 fedéni v PBS obsahujicim
1% BSA a 0,025% Tween®20. O dvé& hodiny pozdé&ji byly plotny znovu promyty a bylo pfidano
0,2 ml 0,1 M citratového pufru pH 4,75 obsahujiciho 0,1% peroxid mocoviny a 1 mg/ml ortho-
fenylenediamin. Po 15 minutach byly plotny &teny pti 450 nm na VMax ' &teéce mikroploten
(Molecular Devices, Menlo Park, CA).

B. Test inhibice vazby receptoru

Membranovy extrakt Drosophila S2 bunék exprimujicich a—fetézec lidského IL-5 receptoru (IL—
5R) byl pouzit k méfeni u€inku protilatky na IL-5 vazbu na receptor. Pro pfipravu membran bylo
10° bunék peletovano pii 1000 x g p¥i 4 °C po 10 minut. Bun&né pelety byly zmrazeny v lazni
suchy led/ethanol po 15 minut. Pelety byly rozmrazeny, resuspendovany v 10 ml PBS pfi 4 °C a
peletovany pii 1000 x g po 10 minut. Pelety bunék byly potom promyty 2X v PBS a resuspendo-
vany v 13,5 ml hypotonického pufru (10 mM Tris pH 7,5, 3 mM MgCl,, 1 mM dithiothreitol,
1 mM fenylmethylsulfonylfluorid, 1 uM leupeptin, 1 uM pepstatin A) a inkubovany na ledu po
5 minut. Buné¢nd suspenze byla homogenizovana v 15 ml Dounce homogenizéru a prevedena do
koneéné koncentrace 0,25 M sukrosy roztokem 2,5 M sukrosy. Byla odstranéna bun&éna drt’
15 minutovou centrifugaci pii 1000 x g. Buné¢né membrany byly peletovany pti 100 000 x g pti
4 °C po 90 minut a resuspendovany v 50 ml 10 mM Tris pH 7,5, 3 mM MgCl,, 250 mM sukrosy
a uskladnény pii -70 °C.

Testy s Drosophila membranami obsahujicimi receptor byly provedeny na MultiscreenGV"™" plot-
nach (Millipore Corp., Bedford, MA) za pouziti kultivaéniho média M3 Drosophila tkani
(Lindquist et al., Drosophila Inf. Serv., 58: 163 (1982)) obsahujicim 25 mM HEPES pufru pH 7,2
a 0,1% BSA (vazebny pufr). Jamky byly pfedem blokovany 0,1 ml vazebného pufru. 50 pl testo-
vaného vzorku, v trojim provedeni, bylo ptidano do jamek po ¢emz nasledovalo 25 pul jodova-
ného (**’I) IL-5. Po 20 minutové inkubaci pfi pokojové teplotd bylo do jamek pfidano 25 pl
membranového extraktu Drosophila S2 bunék exprivujicich a—fetézec lidského IL-SR. Po jedné
hodin¢ dal$i inkubace byly membrany shromazdény vakuovou filtraci a promyty; 3X vazebnym
pufrem. Filtry byly suSeny a hodnoceny.
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C. IL-5 neutralizaéni test

Mysi IL-5/IL-5 dependentni bunééna linie LyH7.B13 (B13) byla ziskdna diky laskavosti
R. Palacios, Basel Institute of Immunology, Switzerland. Buriky byly subkultivovany dvakrat
tydné v RPMI 1640 médiu (GibcoBRL, Renfrewshire, UK) doplnéném L—glutaminem, neesen-
cialnimi aminokyselinami, pyruvatem sodnym, penicilin—streptomycinem (vSe GibcoBRL), plus
2-merkaptoethanolem (5 x 10 M, Sigma), 10% fetdlnim hovézim sérem (Globefarm, Surrey,
UK) a 1 — 10 jednotkami mys$iho IL-5. Pro testy byly buiiky trojnasobné kultivovany po 48 hodin
(5000 bunék/jamku) na 96 jamkovych plotnach s kulatym dnem za ptitomnosti vhodnych fedéni
testovanych vzorkii a pulsovany uCi *H-thymidinem (Amersham, Bucks, UK) po kone¢né 4
hodiny. Byly upraveny pro scintilaéni hodnoceni v 1205 Betaplate (LKB Wallac, Beds, UK).

D. Opticky biosensor

Kineticka a ekvilibraéni vazebné vlastnosti s imobilizovanym hIL-5 a protilatkami byly mefeny
za pouziti BIAcore optického biosensoru (Pharmacia Biosensor, Uppsala, Sweden). Kineticka
data byla hodnocena za pouziti vztahii popsanych diive (Karlsson et al., J. Inmunol. Meth., 145:
229 — 240 (1991)) a jsou zde uvedena ve své Uplnosti jako odkaz.

Tfi neutralizani protilatky, jmenovité 2B6, 2E3 a 2F2, mély velmi podobny potencial inhibice
'I_IL-5 vazby na membranovy receptor a neutralizace proliferace B-bundk a také velmi
podobné afinity pro IL-5 (viz tabulka 1). Byly uréeny nukleotidové sekvence Vy a V|, z téchto tii
mADb 2 IgG; a 1 1gG,,, v ptislusném potadi. Ziskané sekvence byly velmi podobné, s odliSnostmi
pouze v nékolika reziduich.

Tabulka 1

Afinita a neutralizaCni aktivita mAb reaktivnich s lidskym IL-5

W e e M e o g T A M A O e W e e W S e e e Ae e W Mo e S e R e me G M TP A e e e

mAb K4 (pM)* neutralizace
vazebna proliferace 100% inhibice®
Ic, (mm)®  IC_ _°

2B6 22 1 70 200
2E3 20 1 90 600
2F2 13 1 150 340
1Cé6 86 43 12200 ND
24GS_ND 2133 2100000 ND
476 18 >88 28 100
5D3 ND ND 100 10000

urceno analyzou optickym biosensorem (BlAcore) (25 °C)

inhibice '*’I-IL—5 vazby na IL-5R (o—fetézec) z Drosophila membran
inhibice proliferace (v pM) B13 bunék v odpovédi na 8 pM lidského IL-5
ND - zadna data

C
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Pfiklad 3 — Izolace a charakterizace IL-5 Fab z kombinatorialni knihovny
A. PCR a konstrukce kombinatorni knihovny

RNA purifikovana ze slezin tfi mysi byla reversné transkribovana ¢cDNA kitem (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN) za pouziti bud’ primeru (dT)15 dodaného s kitem nebo 3’ Fd (IgGl,
IgG2a a IgG3) a primery kappa lehkého fetézce jak je popisuje Huse et al., (Science, 246: 1275
(1983)) a Kang, S. A. (Methods: Companion Methods Enzymol., 2: 111 (1991)), coZ je zde uve-
deno jako odkaz. Imunoglobulinové cDNA byly amplifikovany PCR za pouziti primerd a podmi-
nek tepelnych cykld, jak je popisuje Huse et al., vySe. Pro vSechny reakce byla pouzita Hot Start
technika za pouziti AmpliWax~ PCR Gem 100 (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) koralkii a
protokolu vyrobce. PCR produkty byly purifikovany na gelu, traveny a ligovany do
pMKFabGene3 vektoru (Ames et al., J. Immunol. 152: 4572 (1994)). Titr knihovny po ligaci s Fd
cDNA byl 5,1 x 10" CFU a po ligaci skappa cDNA byl 1,5x 10° CFU. XLI-Blue buiiky
(Stratagene, La Jolla, CA) transformované fagemidovou knihovnou byly infikovany pomocnym
fagem VCSMI13 (Stratagene) a fag byl pripraven jak popisuje Barbas a Lerner (Methods:
Companion Methods Enzymol., 2: 119 (1991)).

B. Biopanning

Ctyti mikrotitraéni jamky (Immulon II Removawell Strips, Dynatech Laboratories Inc.,
Chantilly, VA) byly potazeny pres noc pii 4 °C 1I-5 (1 pg/jamku) v 0,1 M bikarbonatu, pH 8,6.
Jamky byly promyty vodou a blokovany PBS obsahujicim 3% BSA pti 37 °C po 1 hodinu. Blo-
kujici roztok byl odstranén a knihovna byla ptidana do mikrotitra¢nich jamek (50 pl/jamku) a
inkubovana pti 37 °C po 2 hodiny. Jamky byly promyty 10 krat TBP/Tween® (50 mM Tris—HClI,
pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% Tween® 20) a jednou H,O pred eluci adherentniho fagu s 0,1 M
HCI, upraveného na pH 2,2 glycinem, obsahujicim 1 mg/ml BSA.

C. Odbér kolonii

Odber kolonii z klonti izolovanych ze tietiho a ¢tvrtého kola biopanningu byly zpracovany jak je
popsano (Barbas a Lerner, vyse). Filtry byly inkubovany po 1 hodinu pfi pokojové teploté s 0,5 —

1,0 uCi '”’I-IL-5, ktery byl jodinovan za pouziti Bolton—Hunterova reagens (NEN, Billerica,
MA) podle vyrobcem doporuceného postupu, v PBS obsahujicim 1% BSA, byly promyty PBS
0,25% Tween a exponovany na Kodak XAR filmu. Kolonie exprimujici [L-5-reaktivni Fab byly
detekovany autoradiografii.

D. Ptiprava solubilnich Fab

Fagemidové DNA byly traveny Nhel a Spel pro odstranéni genu III a smoligovany. XL1-Blue
burniky byly transformovany, a izolované klony byly kultivovany pfes noc pfi 37 °C v 5,0 ml
super bujonu (SB) média (30 g trypton, 20 g kvasinkovy extrakt, 10 g 3—(N-morfolino)propan-
sulfonova kyselina, MOPS spH upravenym na 7) obsahujicim 1% glukosu a 50 pg/ml
karbencilinu. Bunky z 1 ml této kultury byly peletovany pfi 3500 rpm po 10 minut na Beckman
GS-6R centrifuse a byly pouzity pro inokulaci 5 ml SB obsahujiciho 50 pg/ml karbencilinu.
Kultury byly tfepany po 1 hodinu pti 37 °C, byl ptidan izopropyl-b—D-thiogalaktopyranosi
(IPTG; 1 mM) a kultury byly pteneseny do 28 °C pies noc. Solubilni Fab byl pfipraven
z periplasmatickych extraktii Iyzou bunéénych pelet po 20 minut pfi 4 °C ve 20% sukrose sus-
pendované ve 30 mM Tris pH 8,0, po ¢emz nasledovala centrifugace na Mikrofuge po 10 minut.
Fab koncentrace byla hodnocena western blotem za srovnani vzorkd obsahujicich znama mnoz-
stvi mysi Fab. Riizné bakterialni periplasmatické extrakty obsahovaly podobné koncentrace Fab,
v rozsahu 1 az 20 pg/ml, jak bylo zhodnoceno western blot analyzou.
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E. Purifikace Fab

Cheladni peptid byl zapracovan do karboxy-terminalniho konce t&zkého fetézce pomoc pii
proteinové purifikaci. Po odstranéni M13 gen III kodujiciho regionu, prostfednictvim traveni
Nhel a Spel, byl par ptesahujicich oligonukleotidi.

(SEQ ID NO: 43) 5°- CTAGCCACCACCACCACCACCACTAA-3";
(SEQ ID NO: 44) 57 - GGTGCTGGETGCTEETGECTGATTGATC-5"

kodujici Sest histidinovych residui subklonovan do Fab expresniho vektoru. Indukce Fab exprese
byla provedena jak je popséano vyse. Po indukci pfes noc pii 28 °C byl pfipraven periplasmaticky
lysat bunééné pelety 30 minutovou inkubaci pii 4 °C ve 20% sukrose, 30 mM TRIS pH 8,0.
Mocovina a Brij—35 detergenty byly pfidany do ¢irého supernatantu do kone¢né koncentrace 2M
a 1%, respektive. Po promichani pti pokojové teploté po 1 hodinu byl oSetfeny a iry supernatant
zaveden pfi 0,5 ml/ml pfimo na 5 ml Nickel-NTA kovovou chelaéni kolonu (1,5 x 3 cm) ekvilib-
rovanou pufrem A (100 mM Na—fosfat. 10 mM Tris, 0,3 M NaCl, 2 M Urea, pH 8,0). Po promyti
4 objemy kolony (20 ml) byl navazany material eluovan 6 objemy kolony (30 ml) reversnim pH
gradientem pd pH 8 do pH 4 ve stejném pufru jako je uvedeno vyse. Purifikované Fab eluovaly
z kolony v ostrém symetrickém piku pii pH 5,5. Byly vice nez z 90% Cisté a prosté DNA.

F. Fab ELISA

Immulon II plotny (Dynatech) byly potaZeny pfes noc pii 4 °C proteinem suspendovanym
(1 mg/ml; 50 ml na jamku) v 0,1 M bikarbonatového pufru, pH 8,6. Redéni a promyti bylo pro-
vedeno v PBS obsahujicim 0,05% Tween  20. Plotny byly promyty a blokovany po 1 hodinu
PBS obsahujicim 1% BSA pfi pokojové teploté. Ruzna fedéni bakteridlnich supernatantli obsa-
hujicich solubilni Fab, nebo purifikované Fab, byla pfidana do ploten. Po jednohodinové inku-
baci byly plotny promyty a byla pfidana biotinilovana kozi anti-mySi kappa (Southern
Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL) (1:2000 fedéni; 50 pg/jamku) po jednu
hodinu. Plotny byly promyty a byla pfidana streptavidinem znacena kienova peroxidasa (1:2000
fedéni; 50 pg/jamku) po jednu hodinu. Plotny byly promyty, byl pfidan ABTS peroxidasa sub-
strat (100 pg/jamku; Kirjegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) a opticka densita pfi
405 nm byla &tena na UVmax™ (Molecular Devices) éteee mikroploten.

G. Izolace a charakterizace Fab z kombinatorialni knihovny

Fag nesouci Fab k IL-5 byl vybran z knihovny opakovanymi koly biopanordmovani proti mikro-
titrovym jamkam potazenym IL-5. Po 4 kolech selekce byly IL-5 reaktivni Fab identifikovany
testem sbéru kolonii za pouziti '*I-IL-5. Bylo identifikovéano ticet &tyfi kolonii ze tfetiho kola a
Ctyfi kolonie ze ¢tvrtého kola, které vazaly znaCeny IL-5. Vazba IL-5 byla potvrzena piimou
vazbou ELISA za pouZiti supernatantd kultury exprimujici Fab—genlll fizni protein. DNA byla
izolovana z téchto kolonii a po odstranéni kodujiciho regionu M13 genu III byla indukovana
exprese solubilniho Fab. Byla pfipravena periplasmaticka frakce a byla testovana ELISA na
vazbu IL-5. Fab se vazaly specificky na IL-5 s Zddnou demonstrovatelnou vazbou na jiny pro-
tein, rC5a.

Neredéné periplasmatické extrakty (obsahujici 1 az 20 pg/ml Fab) byly testovany v testu inhibice
IL-5R vazby (Ptiklad 2). Zadny z Fab neinhiboval vazbu jodovaného IL-5 na IL-5Ra z vice nez
35%.

H. Konverse neutralizaéni mAb na Fab

Fd a kappa cDNA mAb (2B6) byly izolovany PCR za pouziti podminek popsanych vyse. Frag-
menty purifikované na gelu byly subklonovany do pMKFFabGene3 vektoru, ktery byl modifiko-
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van tak, aby obsahoval hexa—His sekvenci 3’ genu Il ¢cDNA, coz vedlo ke vzniku plasmidu
pMKFabGene3H. Funkéni, IL-5 vazici Fab klon obsahujici 2B6 tézky a lehky fetézec byl identi-
fikovan testem sbéru kolonii. Za odstranéni genu III cestou Nhel/Spel traveni a samoligace t€z-
kého fetézce byl fizovan do ramecku s hexa-His, coz umoznilo purifikaci jak je popsana vySe.
Tento Fab inhiboval vazbu na receptor na davce zavislym zpisobem s ICs, pfiblizné 7,5 pg/mi,
podobné jako rodiCovska protilatka 2B6.

I. Konstrukce a vysetiovani knihovny s preskupenymi fetézci

c¢DNA kodujici Fd neutralizaéni mAb 2B6 byla subklonovana jako Xhol/Spel fragment do
pMKFabGene3H, ktery obsahoval Sstl/Xbal fragment misto cDNA lehkého fetézce. Tento fage-
mid byl traven Sstl a Xbal a ligovan do Sstl/Xbal traveného lehkého fetézce PCR produktu
odvozeného od IL—5 imunizované my3i (popsano vyse). Titr knihovny byl po ligaci 4 x 10° CFU.
Biopanoramovani a test sbéru kolonii byly provedeny stejné jako je popsano vyse pro kombina-
torni knihovnu.

Knihovna byla konstruovana parovanim cDNA kddujici Fd neutraliza¢ni mAb 2B6 se stejnym
repertoarem lehkych fetézcli, odebranych z L5 imunizované mysi, pouZité ke generovani kom-
binatorni knihovny. Tato knihovna s preskupenymi fetézci byla podrobena 4 kolim biopano-
ramovani s imobilizovanym IL-5 a vysledné kolonie byly testovany na IL-5 reaktivitu za pouZziti
testu sbéru kolonii. Pozitivni kolonie, které vazaly jodinovany IL-S5, byly déle testovany ELISA a
testem IL-5Ra vazby. Dva z Fab, 2 a 15, ziskanych z knihovny s pfeskupenymi fetézci bloko-
valy vazbu IL-5 na IL-5Ra a inhibovaly IL-5 dependentni proliferaci v B13 testu. Sekvence
téchto dvou Vks byly podobné sekvencim 2B6 Vk, piivodnimu partneru lehkého fetézce pro 2B6
V. Sekvence lehkého fetézce pro Fab 2 a 15 jsou SEQ ID NO: 45 a 46, v ptislusném poradi. Pro
Fab 2 jsou CDR 1-3 SEQ ID NO: 10, 11 a 47, v pfislusném potadi. Pro Fab 15 jsou CDR 1-3
SEQ ID NO: 10, 11 a 48, v ptislusném poradi.

Vsechny aminokyselinové sekvence protilatky uvedené dale v ptikladech 4 a 5 pouzivaji Cislo-
vani podle KABAT, které umoziuje variabilitu v délce CDR a pracovnich regionti. To znamena,
ze klicové aminokyseliny jsou vzdy oznaéeny stejnym &islem bez ohledu na mnoZstvi amino-
kyselin, které jim predchazeji. Naptiklad, cystein pfedchazejici CDR1 vsech lehkych fetézcu je
vzdy v pozici 23 podle KABAT a tryptofan po CDR1 je vzdy v pozici 35 podle KABAT, ackoliv
muize CDR1 obsahovat vice nez 17 aminokyselin.

Priklad 4 — Humanizovana protilatka

Jedna humanizovana protilatka byla projektovana tak, aby obsahovala my$i CDR v pracovnim
regionu lidské protilatky. Tato humanizovana verze IL-5 specifické mysi protilatky 2B6 byla
pfipravena za pouzZiti nasledujicich manipulaci.

A. Klonovani genu

mRNA byla izolovéana z pfislusnych 2B6, 2F2 a 2E3 hybridomovych bunéénych linii (viz pfi-
klad 3) za pouziti kitu ziskaného od Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN) a byla reversng
transkribovana za pouziti primeru (dT);s dodaného s cDNA kitem (Boehringer Mannheim) za
vytvofeni cDNA. PCR primery specifické pro mysi imunoglobulin byly pouzity pro amplifikaci
cDNA kédujici domény v rozsahu od aminokyseliny #9 (KABAT ¢islovani) variabilniho regionu
tézkého retézce po pantovy region a od aminokyseliny #9 (KABAT ¢islovani) variabilniho
regionu lehkého fetézce po konec konstantniho regionu. Nezavislymi PCR reakcemi bylo ziskano
né&kolik klont kazdého tetézce protilatky.
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Primer pouzity pro my$i gamma 1 pantovy region je (SEQ ID NO: 22):
5' ~-GTACATATGCAAGGCTTACAACCACAATC-3'
Primer pouzity pro myS$i gamma 2a pantovy region je (SEQ ID NO: 23):

5! ~-GGACAGGGCTTACTAGTGGGCCCTCTGGGCTC-3!
Primer pouzity pro mysi variabilni region tézkého fetézce je (SEQ ID NO: 24):

5'-AGGT(C nebo G) (C nebo A)A(G nebo A)CT(G nebo T)TCTCGAGTC(T nebo A)GG-3'
Primer pouzity pro mysi kappa fetézec konstantniho regionu je (SEQ ID NO: 25):
51 -CTAACACTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGACAATGGG-3"'

Primer pouZity pro mysi variabilni region lehkého fetézce je (SEQ ID NO: 26):
5 -CCAGATGTGAGCTCGTGATGACCCAGACTCCA-3"

PCR fragmenty byly klonovany do plasmidi pGEM7f+ (Promega), které byly potom transfor-
movany do E. coli DHa (Bethesda Research Labs.).

B. DNA sekvencovani

T&zké a lehké fetézce mySich cDNA kloni z asti A vySe byly potom sekvencovany. Vysledky
sekvencovani variabilnich regionli téchto klond jsou ukazany v SEQ ID NO: 1 — 6 (Obr. 1 — 6).
Kazdy klon obsahoval aminokyseliny, o kterych je znamo, Ze jsou konzervovany ve variabilnich
regionech mysich tézkych fetézcli nebo ve variabilnich regionech lehkych fetézci. Aminokyseli-
nové sekvence CDR jsou uvedeny nize.

CDR regiony pro tézky fetézec 2B6 jsou SEQ ID NO: 7, 8 a 9. Viz obr. 7. Tyto sekvence jsou
kédovany SEQ ID NO: 1. CDR regiony pro lehky fetézec jsou SEQ ID NO: 10, 11 a 12. Viz
obr. 7. Tyto sekvence jsou kddovany SEQ ID NO: 2.

CDR regiony pro tézky fetézec 2F2 jsou SEQ ID NO: 7, 8 a 9. Viz obr. 7. Tyto sekvence jsou
kédovany SEQ ID NO: 3. CDR regiony pro lehky fetézec jsou SEQ ID NO: 10, 11 a 13. Viz
obr. 7. Tyto sekvence jsou kddovany SEQ ID NO: 4.

CDR regiony pro tézky fetézec 2E3 jsou SEQ ID NO: 7, 8 a 14. Viz obr. 7. Tyto sekvence jsou
kédovany SEQ ID NO: 5. CDR regiony pro lehky fetézec jsou SEQ ID NO: 10, 11 a 13. Viz
obr. 7. Tyto sekvence jsou kédovany SEQ ID NO: 6.

C. Vybeér lidskych useki zakladni struktury

Po klonovani 2B6 byly aminokyselinové sekvence variabilnich regionii téZkych a lehkych
fetézcu (obr. 1 a 2) (SEQ ID NO: 15 a 16, v pfislusném potadi) srovnavany se znamymi sekven-
cemi mySiho imunoglobulinu v KABAT a SWISS-PROT (Nuc. Acids Res., 20: 2019 —2022
(1992)) databazich proteinovych sekvenci kvili oznaCeni aminokyselin k N—terminalnim
residuim. Dedukované aminokyselinové sekvence variabilniho regionu té€Zkého a lehkého
fetézce 2B6 byly potom srovnany s databazi proteinové sekvence lidského imunoglobulinu tak,
aby se identifikoval lidsky pracovni region pro téZky a lehky fetézec, ktery by co nejtésnéji
odpovidal mysi sekvenci. Kromé toho, téZky a lehky fetézec byly hodnoceny za pouZiti poziéni
databaze generované ze strukturdlniho modelu Fab domén pro zhodnoceni potencialnich kon-
flikti zptsobenych aminokyselinami, které mohou mit vliv na CDR prezentaci. Konflikty byly
vyfeSeny béhem syntesy useki zdkladni struktury humanizovaného variabilniho regionu substi-
tuci korespondujicich mysich aminokyselin v této lokalizaci.
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Useky zakladni struktury t&Zkého fetézce protilatky ziskané z lidského myelomového imuno-
globulinu (COR) byly pouzZity (E. M. Press a N. M. Hogg, Biochem. J., 117: 641 — 660 (1970)).
Aminokyselinova sekvence seku zakladni struktury regionu lidského té€Zkého fetézce byla shle-
dana z pfiblizné 66 % homologni k pracovnimu regionu 2B6.

Pro vhodné useky zakladni struktury variabilniho regionu lehkého fetézce byla pouzita sekvence
Giseku zakladni struktury regionu lehkého fetézce Bence—Jonesova proteinu, (LEN) (Schneider et
al., Hoppe—Seyler's Z. Physiol. Chem., 356: 507 — 557 (1975)). Lidské tseky zakladni struktury
lehkého fetézce byly pfiblizné z 82 % homologni k Gsekim zakladni struktury lehkého fetézce
mysi 2B6, na urovni aminokyselin.

Vybrané lidské pracovni regiony byly zpétné translatovany za poskytnuti DNA sekvence.
D. Konstrukce gent humanizovanych mAb

Za pouziti danych CDR tézkého tetézce 2B6 (obr. 7 a SEQ ID NO: 1 — 2) a sekvence tseki
zakladni struktury lidskych protilatek byl vyroben synteticky variabilni region t€zkého fetézce
(SEQ ID NO. 18). Toto bylo provedeno za pouZiti &tyf syntetickych oligonukleotidi (SEQ
ID NO: 27 a 28) (SEQ ID NO: 29 a 30) které, pii spojeni, kodovaly aminokyseliny #21 — #106
(KABAT ¢islovani). Oligonukleotidy byly potom ligovany do Hpal-Kpnl restrikénich mist plas-
tidu zaloZeném na pUC18 obsahujiciho sekvence odvozené od jiného humanizovaného t€zkého
fetézce zalozeného na COR pracovnim regionu (vyse). Tento plasmid poskytoval signalni sek-
venci (SEQ ID NO: 17) a zbyvajici sekvenci variabilniho regionu. Jakékoliv chyby v mapované
sekvenci byly opraveny PCR s mutagennimi primery nebo pfidanim syntetickych linkert do
existujicich restrikénich mist.

Signalni sekvence humanizovanych variabilnich regioni tézkého fetézce byly excisovany
z plastidu zalozeném na pUC jako EcoRI-Apal fragment a byly ligovany do expresniho vektoru
pCD, ktery obsahoval konstantni region lidského IgG,. Syntetické nukleotidy a aminokyselinové
sekvence variabilniho regionu tézkého fetézce jsou poskytnuty na obr. 8§ (SEQ ID NO: 18 a 19).
Residua useku zakladni struktury jsou aminokyseliny 1 — 30, 36 — 49, 66 — 97 a 109119
SEQ ID NO: 19. Aminokyselinové sekvence CDR jsou shodné s CDR mySi 2B6. Vznikly
expresni vektor, pPCDILSHZHC1.0, je ukazan na obr. 10.

Za pouziti danych CDR lehkého fetézce 2B6 (obr. 7 a SEQ ID NO: 10, 11 a 12) a sekvence
usekd zakladni struktury lidské protilatky byl vyroben synteticky variabilni region lehkého
fetézce (SEQ ID NO: 20). Ctyfi syntetické oligonukleotidy kédujici aminokyseliny #27 — #58
(KABAT ¢islovani) (SEQ ID NO: 31 a 32) a aminokyseliny #80 —#109 (SEQ ID NO: 33 a 34)
humanizovaného Vi, s Sacl-Kpnl a Pstl-HindlIl konci v pfislusném potadi byly insertovany do
na pUC18 zaloZeném plasmidu obsahujiciho sekvence odvozené od jiného Gseku zakladni struk-
tury lehkého fetézce (B17) (Marsh et al., Nuc. Acids Res., 13: 6531 — 6544 (1985)), ktery vyka-
zuje vysoky stupenn homologie s LEN dsekem zékladni struktury. Tento plastid poskytoval zby-
vajici sekvenci variabilniho regionu. Jakékoliv chyby v mapované sekvenci a jednotlivé rozdily
v aminokyselinach mezi LEN a B17 pracovnimi regiony byly opraveny PCR s mutagennimi pri-
mery nebo pfidanim syntetickych linkert do existujicich restrikénich mist.

Variabilni region humanizovaného lehkého fetézce byl izolovan z pUC plasmidu jako EcoRV—
Narl fragment a byl ligovan do expresniho vektoru pCN, ktery obsahoval signalni sekvenci
(SEQ ID NO: 17) spolu s kappa lidskym konstantnim regionem. Syntetické nukleotidy a amino-
kyselinové sekvence variabilniho regionu lehkého fetézce jsou poskytnuty na obr. 9
(SEQ ID NO: 20 a 21). Residua lidského useku zakladni struktury jsou aminokyseliny 1 — 23,
41— 55, 64 ~ 94 a 104 — 113 SEQ ID NO: 21. Aminokyselinové sekvence CDR jsou shodné
s CDR mysi 2B6. Nicméné, kédujici sekvence pro tyto CDR se lisi od kodujicich sekvenci mysi
2B6 tak, aby bylo moZzné vytvorit mista pro restrikéni enzym. Jeden vznikly expresni vektor,
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pCNILSHZLC1.0, je uk4zan na obr. 11. Tyto syntetické variabilni sekvence lehkého a/nebo t&z-
kého fetézce jsou vyuzity pro konstrukci humanizované protilatky.

E. Exprese humanizované mAB

Humanizovany té7ky fetézec, odvozeny od IgG, izotypu, vyuziva synteticky variabilni region
t&Zkého fetézce, jak je poskytnut SEQ ID NO: 19. Tento synteticky Vi obsahujici CDR tézkého
fetézce 2B6 byl projektovan a syntetizovan, jak je popsano vyse.

Humanizovany lehky fetézec, lidsky kappa fetézec, vyuziva synteticky variabilni region lehkého
fetézce, jak je poskytnut SEQ ID NO: 21. Tento synteticky Vi, obsahujici CDR tézkého fetézce
2B6 byl projektovan a syntetizovan, jak je popsano vyse. DNA fragmenty kodujici humanizo-
vané variabilni regiony byly insertovany do na pUC19 zalozeného expresniho plasmidu pro sav¢i
buriky, ktery vyuziva signalni sekvenci a obsahuje CMV promotory a konstantni regiony lid-
ského t&zkého fetézce a lidského lehkého fetézce chiméry produkované v ptikladu 5 niZe za pou-
7iti béznych metod (Maniatis et al., citovan vySe), za vzniku plasmidu pCDILSHZHC1.0 (t€zky
fetézec) (SEQ ID NO: 49, viz téZ obr. 10) a pCNILSHZLC1.0 (lehky fetézec) (SEQ ID NO: 50,
viz téz obr. 11). Plasmidy byly kotransfektovany do COS bunék a supernatanty byly testovany po
tiech a péti dnech, v ptislusném potadi, na pfitomnost lidské protilatky.

Vyse uvedeny piiklad popisuje ptipravu ptikladné upravené protilatky. Obdobné postupy mohou
byt provedeny pro vyvoj jinych upravenych protilatek, za pouziti jinych anti-IL-5 protilatek
(napt. 2F2, 2E3, 4A6, 5D3, 24G9 atd.) vyvinutych béznymi prostiedky.

F. Purifikace

Purifikace CHO exprimované chimérické a humanizované 2B6 miize byt provedena b&znou pro-
tein A (nebo G) afinitni chromatografii nasledovanou iontovou vyménou a molekularni sitovou
chromatografii. Obdobny postup miize byt pouzit pro purifikaci do vice nez 95% Cistoty pro jiné
mAb (napf. k respiraéné syncycialnimu viru, interleukinu — 4, antigenim cirkumsporozoitu
malarie).

G. Dalsi humanizované protilatky a expresni plasmidy

Za pouziti plasmidu pCDILSHZHC1.0 (SEQ ID NO: 49) byl vyroben expresni plasmid
pCDIL5SHZHCI.1, ktery substituuje asparagin za threonin v pozici 73 tseku zakladni struktury.
Toto bylo provedeno ligaci syntetického linkeru s EcoRV a Xhol konci (SEQ ID NO: 51 a
SEQIDNO: 52) do identicky traveného pCDILSHZHCI1.0. Obdobné, expresni plasmid
pCDILSHZHC1.2 substituuje izoleucin za valin v pozici 37 pracovniho regionu. Toto bylo pro-
vedeno ligaci syntetického linkeru s Hpal a Xbal konci (SEQ ID NO: 53 a SEQ ID NO: 54) do
identicky traveného pCDILSHZHC1.0. Expresni plasmid pCDILSHZHCI1.3 byl také vytvoren
ligaci syntetického linkeru s Hpal a Xbal konci (SEQ ID NO: 53 a SEQ ID NO: 54) do identicky
traveného pCDILSHZHC1.0.

Za pouziti daného na pUC18 zalozeného plasmidu popsaného dfive, ktery obsahuje DNA sek-
vence Ctyf syntetickych oligonukleotidd (SEQ ID NO: 31, 32, 33 a 34) byl vyroben humanizo-
vany variabilni region lehkého fetézce, kde je zménéna pozice #15 pracovniho regionu z leucinu
na alanin. Tento plasmid byl traven Nhel a Sacl restrikénimi endonukleasami a byl insertovan
synteticky linker (SEQ ID NO: 55 a 56). EcoRV-Narl fragment byl potom izolovan a ligovan do
identicky trdveného expresniho vektoru pCNILSHZLC1.0 za vytvofeni pCNILSHZLC1.1.

Synteticky variabilni region byl vyroben za pouziti usekd zakladni struktury tézkého fetézce zis-
kanych z imunoglobulinu (NEW) (Saul et al., J. Biol. Chem. 253: 585 — 597 (1978)) a CDR t&z-
kého tetézce 2B6 (obr. 7 a SEQ ID NO: 1 — 2). Aminokyseliny Gseku zakladni struktury, které
mohou ovliviiovat CDR prezentaci byly identifikovany a byla provedena substituce, jak je
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popsano vyse. Byly generovany &tyii presahujici syntetické oligonukleotidy (SEQ ID NO: 57, 58,
59 a 60) které, po tepelném zpracovani a extensi, koduji aminokyseliny reprezentujici signalni
sekvenci (SEQ ID NO: 17) a variabilni region t&€zkého fetézce. Tento synteticky gen byl potom
amplifikovan za pouziti PCR primerd (SEQ ID NO: 63 a 64) a ligovan jako BstXI-HindIII
restrikéni fragment do na pUCI8 zaloZeného plasmidu obsahujiciho sekvence odvozené od
jiného humanizovaného t&zkého fetézce zalozeného na COR pracovnim regionu. Byla provedena
substituce fenylalanin za tyrosin v pracovnim regionu v aminokyselinové pozici 91 (Kabat ¢islo-
véani) (ekvivalentni pozici 94 na obrazku 12) inzerci syntetického oligonukleotidového linkeru
(SEQ ID NO: 75 a 76) do Sacll a Kpnl restrikénich mist. Vznikly variabilni region tézkého
fetézce je oznaCen jako NEWM humanizovany t&€zZky tetézec.

Jakékoliv chyby v mapované sekvenci byly opraveny PCR s mutagennimi primery nebo pfidanim
syntetickych linkeri do existujicich restrikénich mist. Signalni sekvence variabilniho regionu
humanizovaného té€zkého Fetézce byla excisovana z plastidu zalozeném na pUC jako EcoRI-
Apal fragment a byla ligovana do expresniho vektoru pCD, ktery obsahoval konstantni region
lidského IgG; za vytvofeni plasmidu pCDILSNEWM. Aminokyselinové sekvence CDR jsou
shodné s CDR tézkého fetézce mysi 2B6.

Synteticky variabilni region byl vyroben za pouziti usekti zakladni struktury lehkého fetézce zis-
kanych z imunoglobulinu (REI) (Palm et al., Hoppe—Seyler's Z. Physiol. Chem. 356: 167 — 191
(1975)) a CDR lehkého fetézce 2B6 (obr. 7 a SEQ ID NO: 10, 11 a 12). Aminokyseliny tGseku
zékladni struktury, které mohou ovlivitovat CDR prezentaci, byly identifikovany a byla prove-
dena substituce, jak je popsano vyse. Byly generovany &tyii presahujici syntetické oligonukleo-
tidy (SEQ ID NO: 65, 66, 67 a 68) které, po tepelném zpracovani a extensi, koduji aminokyseliny
reprezentujici variabilni region lehkého fetézce (Obr. 13 a SEQ ID NO: 69, 70) oznaCenou jako
REI humanizovany lehky fetézec. Tento synteticky gen byl potom amplifikovan za pouziti PCR
primerti (SEQ ID NO: 71 a 72) a ligovan jako EcoRI-HindIll restrikéni fragment do pGEM-
7Zf(+) (Promega Corporation, Madison, WI).

Jakékoliv chyby v mapované sekvenci byly opraveny PCR s mutagennimi primery nebo pfidanim
syntetickych linkerti do existujicich restrikénich mist. Variabilni region humanizovaného lehkého
ietézce byl excisovan z na pGEM-7Zf(+) zaloZzeném plasmidu jako EcoRV—Narl fragment a byl
ligovana do expresniho vektoru pCN, ktery obsahoval signalni sekvenci (SEQ ID NO: 17) spolu
s kappa lidskym konstantnim regionem za vytvofeni plasmidu pCNILSHREI. Aminokyselinové
sekvence CDR jsou shodné s CDR lehkého fetézce mysi 2B6. Nicméné, kédujici sekvence pro
tyto CDR se li8i od kodujicich sekvenci mysi 2B6 tak, aby bylo mozné vytvofit mista pro
restrikéni enzym. Tyto syntetické variabilni sekvence lehkého a/nebo té€zkého fetézce jsou vyu-
zity pro konstrukci humanizované protilatky.

Za pouziti na pGEM-7Zf(+) zaloZeném plasmidu popsaném vySe miize byt vyroben variabilni
region humanizovaného lehkého fetézce, kde je pozice #15 useku zikladni struktury zménéna
z valinu na alanin. Tento plasmid mize byt traven Nhel a Sacl restrikénimi endonukleasami a je
insertovan synteticky linker (SEQ ID NO: 73 a 74). Potom miZe byt izolovan EcoRV—Narl
fragment a muze byt ligovan do shodné traveného expresniho vektoru pCNILSHZREI za vytvo-
feni plasmidu pCNILSREIv15A

Ptiklad 5 — Konstrukce chimérické protilatky

DNA kodujici aminokyseliny #9-#104 (KABAT ¢&islovani) variabilniho regionu tézkého fetézce
myS$i mAb 2B6 byla izolovana jako Avall-Styl restrikéni fragment z pGEM-7Zf(+) zaloZeného
na PCR klonu cDNA generované z 2B6 hybridomni bunééné linie (viz pfiklad 4). Sousedici sek-
vence variabilniho regionu t&€zkého fetézce a signalni sekvence (SEQ ID NO: 17) byly poskyt-
nuty kombinovanim tohoto fragmentu se ¢tyfmi malymi syntetickymi oligomernimi linkery (SEQ
ID NO: 35 a 36) (SEQ ID NO: 37 a 38) do na pUC18 zaloZzeném plasmidu traveného BstX1—
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HindIIl. Konsensus N-terminalnich aminokyselin, dedukovanych zt&sné pfibuznych mysich
té€zkych fetézcii, byl stanoven pro prvnich osm Vy rezidui, které jsou kddovany SEQ ID NO: 35 a
36. Dedukovana aminokyselinova sekvence tézkého fetézce byla verifikovana sekvencovanim
prvnich 15 N-terminalnich aminokyselin tézkého Fetézce 2B6.

EcoRI-Apal fragment obsahujici sekvence pro signalni a Vi regiony byl izolovéan a ligovéan do
plasmidu pCD, ktery jiz kdduje konstantni region lidského IgG;.

DNA kodujici aminokyseliny #12—#99 (KABAT ¢islovani) variabilniho regionu lehkého fetézce
mySi mAB 2B6 byla izolovana jako Ddel-Aval restrikéni fragment z pGEM-7Zf(+) zaloZenim
na PCR klonu ¢cDNA generované z 2B6 hybridomové bunééné linie (viz pfiklad 4). Sousedici
sekvence variabilniho regionu lehkého fetézce byly poskytnuty kombinovanim tohoto fragmentu
se ¢tyfmi malymi syntetickymi oligomernimi linkery (SEQ ID NO: 39 a 40) (SEQ ID NO: 41 a
42) do na pUCI18 zalozeném plasmidu traveného EcoRV-HindIIl. Konsensus N—terminalnich
aminokyselin, dedukovany z té€sné piibuznych mysich lehkych fetézcd, byl stanoven pro prvnich
osm Vy residui, které jsou kodovany SEQ ID NO: 39 a 40. Dedukovana aminokyselinova sek-
vence lehkého fetézce byla verifikovana sekvencovanim prvnich 15 N—terminalnich aminokyse-
lin lehkého fetézce 2B6. Tento variabilni region byl potom izolovan jako AcoRV—Narl fragment
a ligovéan do expresniho vektoru pCN, ktery jiz obsahuje lidsky kappa region a signalni sekvenci.

Exprese chimérické protilatky byla provedena kontransfekci na pCD a pCN zaloZenych plasmidi
do COS bunék. Supernatanty kultur byly shroméazdény o t¥i a pét dni pozdéji a testovany na imu-
noglobulinovou expresi ELISA nasledovné. Kazdy krok kromé posledniho je nasledovan promy-
tim PBS. Mikrotitracni plotny byly potaZeny pfes noc 100 ng/50pl/jamku kozi protilatkou speci-
fickou pro Fc region lidské protilatky. Byly pfidany supernatanty kultur a inkubovéany po 1
hodinu. Potom byla ptidana s kfenovou peroxidasou konjugovana kozi anti-lidska IgG protilatka
a byla inkubovana po 1 hodinu. Toto bylo nasledovano p¥idanim ABTS peroxidasového substratu
(Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD). Po 1 hodinové inkubaci byla ¢tena
absorbance na ¢tecce mikroploten (Molecular Devices Corporation, Menlo Park, CA). Byla dete-
kovana exprese chimérické protilatky. V obdobné ELISA byl supernatant COS bunék, obsahujici
chimérickou protilatku, specificky navazan na mikrotitraéni jamky potazené lidskym IL-5 pro-
teinem. Tento vysledek potvrdil, ze byly syntetizovany geny kodujici protilatku k IL-5 a Ze tyto
geny byly exprimovany.

Vyse uvedeny ptiklad popisuje pfipravu prikladné upravené protilatky. Obdobné postupy mohou
byt provedeny pro vyvoj jinych upravenych protilatek, za pouziti jinych anti—IL-5 donorovych
protilatek (napt. 2F2, 2E3, 4A6, 5D3, 24G9 atd.) vyvinutych b&znymi prostiedky.

Seznam sekvenci
(1) Obecné informace:

(i) PrihlaSovatel: Ames, Robert S.
Appelbaum, Edward R.
Chaiken, Irwin M.

Cook, Richard M.
Gross, Mitchell S.
Holmes, Stephen D.
McMillan, Lynette J.
Theisen, Timothy W.

(ii) Nazev vynalezu: Rekombinantni IL5 antagonisté pro lé¢bu IL5 zprostred
kovanych onemocnéni
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(ii1) Pocet sekvenci: 76

(iv) Adresa pro korespondenci
(A) Adresa: SmithKline Beecham Corp./Corporate
(B) Ulice: P.O. Box 1539-UW2220
(C) Mésto: King of Prussia
(D) Stat: Pennsylvania
(E) Zem¢: USA
(F) ZIP: 194060939

(v) Pocitacova cteci forma:
(A) Typ média: Floppy disk
(B) Pocitac: IBM PC kompatibilni
(C) Operacni systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30

(vi) Udaje o soudasné piihlasce:
(A) Cislo ptihlasky:
(B) Datum podani:
(C) Klasifikace:

(vii) Pfedchozi data prihlasky:
(A) Cislo prihlasky: US 08/470110
(B) Datum podani: 6.6.1995

(viii) Pfedchozi data pfihlasky:
(A) Cislo prihlasky: US 08/467420
(B) Datum podani: 6.6.1995

(viii) Pfedchozi data ptihlasky:
(A) Cislo prihlasky: US 08/363131
(B) Datum podani: 6.6.1995

(viii) Zastupce/agent informace
(A) Jméno: Sutton, Jeffrey A.
(B) Registraéni ¢islo: 34028
(C) Reference/¢islo rejstiiku: P50282-2

(ix) Telekomunikaéni informace:
(A) Telefon: 610-270-5024
(B) Fax: 610-270-5090

(2) Informace pro SEQ ID NO: 1:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 334 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(if) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢: misc_charakter
(B) Umisteéni: 1...334
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(D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 24 podle

Kabat*

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

ACCTGGCCTG GTGGCGCCCT CACAGAGCCT GTCCATCACT TGCACTGTCT CTGEGTTTTC

ATTAACCAGC TATAGTGTAC ACTGGGTTCG CCAGCCTCCA GGAAAGGGTC TGGAGTGGCT

GGGAGTAATA TGGGCTAGTG GAGGCACAGA TTATAATTCG GCTCTCATGT CCAGACTGAG

CATCAGCAAA GACAACTCCA AGAGCCAAGT TTTCTTAAAA CTGAACAGTC TGCAAACTGA

TGACACAGCC ATGTACTACT GTGCCAGAGA TCCCCCTTCT TCCTTACTAC GGCTTGACTA

CTGGGGCCAA GGCACCACTC TCACAGTCTC CTCA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢: misc_charakter
(B) Umisténi: 1...315

€0

120

180

24¢

300

334

(D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 25 podle

Kabat*
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

TCCTCCCTGA GTGTGTCAGC AGGAGAGAAG GTCACTATGA GCTGCAAGTC CAGTCAGAGT

CTGTTAAACA GTGGAAATCA AAAGRACTAC TIGGCCTGGT ACCAGCAGAA ACCAGGGCAG

CCTCCTAAAC TTTTGATCTA CGGGGCATCC ACTAGGGAAT CTGGGGTCCC TGATCGCTTC

ACAGGCRGTG GATCTGGAAC CGATTTCACT CTTTCCATCA GCAGTGTGCA CGCTGAAGAC

CTGGCAGTTT ATTACTGTCA GAATGTTCAT AGTTTTCCAT TCACGTTCGG CTCGGGGACA

GAGTTGGAAA TAAAA

-30 -
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 334 parua bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢: misc_charakter
(B) Umisteni: 1...334

(D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 24 podle

Kabat*

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:
ACCTGGCCTG GIGECGCCCT CACAGAGCCT GTCCATCACT TGCACTGTCT CTSGGTTITC

ATTAACCAGT TATAGTGTAC ACTGGGTTCG CCAGCCTCCA GGAAAGGGTC TGGAGTGGLT

GGGAGTAATA TGGGCTAGTG GAGGCACAGA TTATAATTCG GCTCTCATGT CCAGACTGAG
CATCAGCAAA GACAACTCCA AGAGCCRAGT TTTCTTAAAA CTGAACAGTC TGCGAACTGA
TGACACAGCC ATGTACTACT GTGCCAGAGA TCCCCCTTCT TCCTTACTAC GGCTTGACTA

CTGGGGCCAA GGCACCACTC TCACAGTCTC CTCA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 4:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 315 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢: misc_charakter
(B) Umisténi: 1...315

60

120

180

24¢

300

334

(D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 25 podle

Kabat*
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

TCCTCCCTGA GTGTGTCAGC AGGAGAGAAG GTCACTATGA GUTGCAAGTC CAGTCAGACT

CTATTAAACA GTGGAAATCA AAAGAACTAC TTGGCCTGGT ACCAACAGAA ACCAGGGTAG

CCTCCTAAAC TTTTGATCTA CGGGGCATCC ACTAGGGAAT CTGGGEGTCCC TGATCGCTTC

ACAGGCAGTG GATCTGGAAC CGATTTCACT CTTACCATCA GCAGTGTGCA GGCTGAAGAC

CTGGCAGTTT ATTACTGTCA GAATGATCAT AGTTTTCCAT TCACGTTCGG CTCGGGGACA

GAGTTGGAAA TARAA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 5:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 334 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(if) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢: misc charakter
(B) Umisténi: 1...334

240

300

315

(D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 24 podle

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

ACCTGGCCTG GTGGCGCCCT CACAGAGCCT GTCCATCACT TGCACTGTCT

ATTAACCAGC TATAGTGTAC ACTGGGTTCG CCAGCCTCCA GGAAAGGGTC

GGGAGTAATC TGGGCTAGTG GAGGCACAGA TTATAATTCG GCTCTCATGET

CATCAGCAAA GACAACTCCA AGAGCCAAGT TTTCTTAAAA CTGAACAGTC

TGACGCAGCC ATGTACTACT GTGCCAGAGA TCCCCCTTTT TCCTTACTAC

CTGGGGCCAA GGCACCACTC TCACAGTCTC CTCA

-32-
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 6:

(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 315 parti bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

10 (ii) Typ molekuly: DNA (genomova)
(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: misc_charakter

(B) Umisténi: 1...315
15 (D) Jiné informace: /upozornéni= ,,prvni baze koresponduje pozici 25 podle

Kabat“
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

TCCTCTCTGA GTGTGTCAGC AGCGAGAGAAG GTCACTATGA GCTGCAAGTC CAGTCAGAGT

(22}
<

CTGTTAAACA GTGGAAATCA ARAAAACTAC TTGGCCTGGT ACCAGCAGAA ACCAGGGCAG 220
CCTCCTAAAC TTTTGATCTA CGGGGCATCC ACTAGGGAAT CTGGGGTCCC TGATCGCTTC 18¢C
ACAGGCAGTG GATCTGGAAC CGATTTCACT CTTACCATCA GCAGTGTGCA GGCTGAAGAC 24GC
CTGGCAGTTT ATTACTGTCA GAATGATCAT AGITTITTCCAT TCACGTTCGG CTCGGGGACA 300

GAGTTGGAAA TAAAA

Lad
, N
e

20
(2) Informace pro SEQ ID NO: 7:

(1) Charakteristiky sekvence:
25 (A) Délka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

30 (ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:
Ser Tyr Ser Val His
1 5

=33 -
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 8:

(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

10 (i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:
Val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Trp Asp Tyr Asn Ser Ala Leu
1 5 10

Met Ser
15

(2) Informace pro SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin
20 (B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein
25
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

Asp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg Leu Asp Tyr
1 5 10

30 (2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
35 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: protein
40 (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn
1 5 10

Tyr Leu Ala

15
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(2) Informace pro SEQ IDNO: 11:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

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

Gly Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

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

Gln Asn Val His Ser Phe Pro Phe Thr
1 s

(2) Informace pro SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

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

Gln Asn Asp His Ser Phe Pro Phe Thr
1 5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 14:
() Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

-35-
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

Asp Pro Pro Phe Ser Leu Leu Arg Leu Asp Phe

1 5

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

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro
kN 5

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser
20 25

Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pxro
35 40

Gly Val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala

50 55

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val

65 70

Lys Leu Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tvyr

85

Arg AsSp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg Leu Asp Tyr Trp Gly

100 105

Thr Thr Leu Thr val Ser Ser
115

(2) Informace pro SEQ ID NO: 16:
(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 113 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

-36 -
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Gly Leu Val Ala Pro
10

Gly Phe Ser Leu Thr
30

Gly Lys Gly Leu Glu

45

60
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90
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Ser Gln

-
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Tro Ley

Leu Met

Phe Leu
80

Cys Ala
95

Gln Gly
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

Lys Val

Asn Gin
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg

Ile

Ser Ser

val

His Ser

Lys

20

Lys

Leu

val

Phe
100

5

Met Ser Cys

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Thr Gly Ser

70

Gln Ala Glu

85

Pro Phe Thr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 17;

Ile Vval Met Thr Gln Ser

55

Pro Ser Ser

10

Lys Ser Ser
25

aAla Trp Tyr
40

Gly Ala Sser

Gly Ser Gly

Asp Leu Ala
90

Phe Gly Ser
108

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 60 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

ATGGTGTTGC AGACCCAGGT CTTCATTTCT CTGTTGCTCT GGATCTCTGG
TGCCTACGGG

60

-37 -

Leu Ser Val

Gln Ser Leu

Gln Gln Lys

43

Thr Arg Glu

60

Thr Asp Phe

75

val Tyr Tyr

Gly Thr Glu

Ser

Leu

30

bPro

Ser

Cys

Leu

Ala
15

Asn

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

v Gln

Val

Ser
80

Asn

Ile
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 18:
(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 357 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
10 (i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

CAGGTTACCC TGCGTGAATC CGGTCCGGCR CTAGTTAAAC CGACCCAGAC CCTGACGTTA
ACCTGCACCG TCTCCGGTTT CTCCCTGACG AGCTATAGTG TACACTGGET CCGTCAGLCG
CCGGGTAAAG GTCTAGAATG GCTGGGTGTA ATATGGGCTA GTGGAGGCAC AGATTATAAT
TCGGCTCTCA TGTCCCGTCT GTCGATATCC AAAGACACCT CCCGTAACCA GGTTGTTCTG
ACCATGACTA ACATGGACCC GGTTGACACC GCTACCTACT ACTGCGCTCG AGATCCCCCT

TCTTCCTTAC TACGGCTTGA CTACTGGGGT CGTGGTACCC CAGTTACCGT GAGCTCA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 19:

() Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 119 aminokyselin
20 (B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

25
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

-38-
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Gln Val Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala Leu Val Lys Pro Thr Gln

1 5 10 18

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30
Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
33 40 45

Gly val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Met
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln Val Val Leu
65 70 75 80

Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
8% 80 95

Arg Asp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg lLeu Asp Tvyr Tr§ Gly Arg Gly
100 105 11¢

Thx Pro Val Thr Val Ser Ser
118

(2) Informace pro SEQ ID NO: 20:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 339 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20:

-39.
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GATATCGTGA TGACCTAGTC TCCAGACTCG CTAGCTGTGT CTCTGGGCGA GAGGGCCACC

ATCAARCTGCA AGAGCTCTCA GAGTCTGTTA AACAGTGGAA ATCARAAGAA CTACTTGGECC

TGETATCAGC AGAAACCCGG GCAGCCTCCT AAGTTGCTCA TTTACGGGGC GTCGACTAGG
GRATCTGGGG TACCTGACCG ATTCAGTGGC AGCGGGTCTG GGACAGATTT CACTCTCACC
ATCAGCAGCC TGCAGGCTGA AGATGTGGCA GTATACTACT GTCAGAATGT TCATAGTTTT?

CCATTCACGT TCGGCGGAGG GACCAAGTTG GAGATCAAA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 113 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21:

- 40 -

&0

120
180

240

300

338



15

20

25

Asp Ile

Glu aArg

Gly Asn

Pro Asp
85
Ile Ser

val His

Lys

(2) Informace pro SEQ ID NO: 22:

Val Met

Ala Thr

20

Gln Lys
35

Lys Leu

Arg Phe

Ser Leu

Ser Phe
100

Thr Gln

Ile Asn

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

70
Gln Ala

85

Pro Phe

CZ 297045 B6

Sexr Pro

Cys Lys

Leu Ala
40

Tyr Gly
55

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 29 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

Asp Ser Leu Ala Val Ser
10

Ser Ser Gln Ser Leu Leu
25 30

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
45

Ala Ser Thr Arg Glu Ser
60

Ser Gly Thr Asp Phe Thr

75
val Ala Val Tyr Tyr Cys

80

Gly Gly Gly Thr Lys Leu
105 110

(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22:

GTACATATGC AAGGCTTACA ACCACAATC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 23:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

-41 -
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23:
GGACAGGGCT TACTAGTGGG CCCTCTGGGC TC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 24:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 23 part bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24:
AGGTSMARCT KTCTCGAGTC WGG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 25:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 36 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 25:

CTAACACTCA TTCCTGTTGA AGCTCTTGAC AATGGG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 26:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 26:
CCAGATGTGA GCTCGTGATG ACCCAGACTC CA
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 27:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 140 parua bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

AACCTGCACC GTCTCCGGTT TCTCCCTGAC GAGCTATAGT GTACACTGGG TCCGTCAGCC
GCCGGGTAAA GGTCTAGAAT GGCTGGGTGT AATATGGGCT AGTGGAGGCA CAGATTATAA

TTCGGCTCTC ATGTCCCGTC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 28:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 149 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 28:

ATATCGACAG ACGGGACATG AGAGCCGAAT TATAATCTGT GCCTCCACTA GCCCATATTA
CACCCAGCCA TTCTAGACCT TTACCUGGIG GCTGACGGAC CCAGTGTACA CTATAGCTCG

TCAGGGAGAA ACCGGAGACG GTGCAGGTT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 29:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 139 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 29:
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TGTCGATATC CAAAGACACC TCCCGTAACC AGGTTGTTCT GACCATGACT AACATGGACC
CGGTTGACAC CGCTACCTAC TACTGCGCTC GAGATCCCCC TTCTTCCTTA CTACGGLTTG

ACTACTGGGG TCGTGGTAC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 30:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 126 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 30:

CACGACCCCA GTAGTCAAGC CGTAGTAAGG AAGAAGGGGG ATCTCGAGCG CAGTAGTAGS

TAGCGGTGTC AACCGGGTCC ATGTTAGTCA TGGTCAGAAC AACCTGGTTA CGGGAGGTGT

CTTTGG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 31:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 117 parti bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 31:

CTCAGAGTCT GTTAAACAGT GGAAATCAAA AGAACTACTT GGCCTGGTAT CAGCAGAAAC

CCGGGCAGCC TCCTAAGITG CTCATTTACG GGGCGTCGAC TAGGGAATCT GGGGTAC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 32:
(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 117 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 32:

ICCAGATTCC CTAGTCGACG CCCCGTAAAT GAGCAACTTA GGAGGCTGCC CGGGTTTCTG

CTGATACCAG GCCAAGTAGT TCTTTTGATT TCCACTGTTT AACAGACTCT GAGAGCT

10 (2) Informace pro SEQ ID NO: 33:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 102 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
15 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)
20 (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 33:

GCTGAAGATG TGGCAGTATA CTACTGTCAG AATGTTCATA GTTTTCCATT CACGTTCEEC

GGAGGGACCA AGTTGGAGAT CAAACGTACT GTGGCGGCGC Ca

(2) Informace pro SEQ ID NO: 34:
25
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 111 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
30 (D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 34:

AGCTTGGCGC CGCCACAGTA CGTTTGATCT CCAACTTGGT CCCTCCGCCG AACGTGAATG

3 GAARACTATG AACATTCTGA CAGTAGTATA CTGCCACATC TTCAGCCTGC A

(2) Informace pro SEQ ID NO: 35:
40 (i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 82 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

-45-
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 35:

ATGGTGTTGC AGACCCAGGT CTTCATTTCT CTGTTGCTCT GGATCTCTGG TGCCTACGGG

CAGGTTCAAC TGAAAGAGTC AG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 36:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 89 parii bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 36:

GTCCTGACTC TTTCAGTTGA ACCTGCCCGET AGGCACCAGA GATCTAGAGT AACAGAGAAA

TGAAGACCTG GGTCTGCAAC ACCATGTTG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 37:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 45 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: DNA (genomové)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 37:

CAAGGCACCA CTCTCACAGT CTCCTCAGCT AGTACGAAGG GCCCA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 38:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 43 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
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(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 38:

AGCTTGGGCC CTTCGTACTA GCTGAGGAGA CTGTGAGTGG TGC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 39:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 28 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomové)

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

" ATCGTGATGA CCCAGTCTCC ATCCTCCC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 40:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 31 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 40:
TCAGGGAGGA TGGAGACTGG GTCATCACGA T

(2) Informace pro SEQ ID NO: 41:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 43 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 41:

TCGGGGGACA GAGTTGGAAA TAAAACGTAC TGTGGCGGCG CCA
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 42:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 42 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 42:
AGCTTGGCGC CGCCACAGTA CGTTTTATIT CCAACTCTIGT CC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 43:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 43:
CTAGCCACCA CCACCACCAC CACTAA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 44:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 26 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 44:
CTAGTTAGTG GTGGTGGTGG TGGTGG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 45:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 113 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

- 48 -
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(xi) Popis sekvence:

Glu Leu Val Met Thr

1

Glu Lys Val

Gly asn Gln

35

Pro Pro Lys
20

Pro Asp Arg
63

Ile Ser Ser

Asp His Ser

20

Lys

Leu

Phe

val

5

Met

Leu

Thr

Gln
85

Pro

(2) Informace pro SEQ ID NO: 46:

CZ 297045 B6

SEQ ID NO: 45:

Gln Ser Pro

Ser Cys Lys

Tyr Leu Ala
40

Ile Tyr Gly
55

Gly Ser Gly
70

Ala Glu Asp

Phe Thr Phe

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 113 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 46:

-49 .

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
108

Ser

10

Ser

Ser

Gly

Ala
90

Ser

neu

Gln

Gln

Thr

Gly

Ser Vval

Ser Leu

Gln Lys
45

Arg Glu
60

Asp Phe

Thr Lys

Ser

Leu

30

Ser

Thr

Leu

110

Ala Gly
15

Asn Ser

Gly Gln

Gly Vvai

Leu Thr
80

Gln Asn
95

Glu Ile
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20

Glu

Leu

Glu Lys

Gly Asn

Asp

Lys

Pro

50

Asp

Ser

val Met

val Thr

20

Gln
35

Lys

Lys

Leu

Phe

Arg

Ser Vval

Ser Tyr
100

CZ

Thr Gln Ser
5

Pro

Met Ser Cys

Lys

Ala
40

Asn Tyr Leu

Leu Tle Tyx
55

Gly

Thr Gly Ser
70

Gly

Gln Ala Glu
85

Asp

Pra Phe Thr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 47:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

Sex

Ser
25

Trp

Ala

Ser

Leu

Gly
105

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 47:
3al Asn Asp His Ser Tyr Pro bPhe Thr

1

5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 48:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin
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Serx

10

Ser

Ser

Gly

Ala

90

Ser

Leu

Gln

Glin

Thr

Thr

75

val

Gly

Ser Val Ser

Leu Leu

30

Sexr

Gln Lys Pro

45

Glu Ser

Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu
110

Ala

Asn

Gly

Leu

Gln

io
(¥,

Glu

Gly

Ser

Gln

val

Thr

80

Asn
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CZ 297045 B6

(B) Typ: aminokyselina
(C) Retezec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 48:

Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Phe Thr
1 5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 49:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 6285 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reteézec: dvojity
(D) Topologie: cirkularni
(iii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 49:

-51-



—

GACGTCGTGG

AGGCCGAGEC

GGAGRATGGG

ATGGTTGCTG

GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

GGATCGATCC

CATAGCCCAT

CCGCTCAACG

ATAGGGACT?T

GTACATCAAG

CCCICCTGGEL

-
LN

5

C

3
+3

TAG

G)

CZ 297045 B6

CCGCTCTAGG CCTCCAAAAA

GGCCTCGRCC TCTGCATAAA

CGGAACTGGG CCRAGTTAGG

ACTAATTGAG ATGCATGCTT

ACCTGETTGC TGACTAATIG

GGGACTTTCC ACACCCTAAC

GTCGACGTAC GACTAGTTAT

ATATGGAGTT CCGIGTTACA

ACCCCCGTCC ATTGACGTCA

TCCATTGACG TCAATGGGTG

TGTATCATAT GCCAAGTACG

ATTATGCCCA GTACATGACC

™ YR

AGCCTCCTCA

TAAAARBART

GGLGGGATGG

TGCATACTTC

AGATGCATGC

TGACACACAT

TARTAGTAAT

TAACTTACGG

ATAATGACGT

GACTATTTAC

CCCCCTATTG

TTATGGGACT

TCATCGCTAT TACCATGETG

ATGCGGETTTT

-52-

CTACTTCTGG

TAGTCAGCCA

GCGGAGTTAG

TGCCTGLETEE

TTTGCATACT

TCCACAGAAT

CAATTACGGG

TAAATGGTCC

ATGTTCCCAT

GETAAACTGC

ACGTCAATGA

TTCCTACTTG

AATAGCTCAG

TGCATGGGGT

GGAGCCTGGG

TCTGCCTGCT

TARTTCCCGG

GTCATTAGTT

GCCTGGCTGA

AGTAACGCCA

CCACTTGGCA

CGGTAAATGG

GCAGTACATC

GGCAGTACAT CRATGGGCGET

fen
(3%
[}

180

240

300

360

480

540

€00

680

720

780



GGATAGCGGT

TTGTTTTGEC

ACGCAAATGG

TTGACTCACG

ACCAAAATCA

CEGTAGGCG

AACCGTCAGA

GACCCAGETC

GCGTGAATCC

CTCCGGTTTC

TCTAGAATGG

GTCCCGTCTG

CATGGACCCG

ACGGCTTGAC

CCCATCGGTC

GGGCTGCCTG

CCTGACTAGC

CAGCAGCGTG

GAATCACAAG

AACTCACACA

CTTCCCCCCA

GGTGGTGGAC

TCGCCTGGAG

TTCATTTCTC

GGTCCGGCAC

TCCCTGACGA

CTGGETGTAA

TCGATATCCA

GTTGACACCG

TACTGGGGTC

TTCCCCCTGG

GTCAAGGACT

GGCGTGCACA

GTGACCGTGC

CCAGCAACA

TGCCCACCGT

AAACCCAAGG

GTGAGCCACG

CZ 297045 B6

GGGATTTCCA

ACGGGACTTT

TGTACGGTGG

ACGCCATCGA

TCTTGCTCTG

TAGTTAAACC

GCTATAGTGT

TATGGGCTAG

AAGACACCTC

CTACCTACTA

GTGGTACCCC

CACCCTCCTC

ACTTCCCCGA

CCPTCTCGGC

CCTCCAGTAG

CCAAGGTGGA

GTCCAGCACC

ACACCCTCAT

AAGACCCTGA

AGTCTCCACT

CCAAAATGTC

GAGGTCTATA

ATTCGAGGAC

GATCTCTGGET

GACCCAGACC

ACACTGGGTC

TGGAGGCACA

CCGTAACCAG

CTGCGCTCGA

AGTTACCGTG

CAAGAGCACC

ACCGGTGACG

TGTCCTACAG

CTTGGGCACC

CAAGAGAGTT

TGAACTCCTG

GATCTCCCGG

GGTCAAGTTC

-53-

CCATTGACGT

GTAACAACTC

TARAGCAGAGT

GCCAGCAACA

CTACGGGC

CTGACGTTAA

CGTCAGCCEC

GATTATAATT

GTTGTTCTIGA

GATCCCCCTT

AGCTCAGCTA

TCTGGGGECA

GTGTCGTGGA

TCCTCAGGAC

CAGACCTACA

GACCCCARAT

GGEGGACCGT

ACCCTTGAGG

AACTGGTACS

CAATGGGAGT

CGCCCTATTG

TGGGTACGTG

TGETGTTGCA

0
n

AGGTTAC

oy
H

CCTGCACCGT

CGGGTAAAGG

CGGCTCTCAT

CCATGACTAA

TTCCTTACT

GTACCAAGGG

CAGCGGCCCT

ACTCAGGCGET

TCTACTCCCT

TCTGCAACGT

CTTGTGACAA

CAGTCTTCCT

TCACATGCGT

TGGACGECGT

1140

1200

1440

1560

162¢C

184QC

1860

1920



GGAGSTEOAT

GGTCAGIGT

GGTCTCCAAC

GCCCCGAGAA

GGTCAGECTG

GAGCRATGGEG

CTCCTTCTTC

CTTCTCATGC

CCTGTCTCLG

TCTAGTTGCC

GCCACTCCCA

TGTCATTCTA

AATAGCAGGC

TGGATCTCCC

GCTTTAGAGA

GAGCTGAGAC

CACCGAAGCC

AATGCCAAGA

CTCACCGTCC

AAAGCCCTCC

CCACAGGTGT

ACCTGCCTGG

CAGCCGGAGA

CTCTATAGCA

TCCGTGATGC

GGTAAGTGAG

CZ 297045 B6

CAGCTCCTCaAT

ACACTTTGCT

. PN
A VPP

TCAAL

ACARACTACAA

AGCTCACCGT

ATGAGGCTCT

TGTAGTCTAG

AGCCATCTGT

CTGTCCTTTC

CTGGGGEG

ATGCTGGGGA

GATCCCCAGC

TTTAACACCA

CAGTGTTCTC

TCCTAAGCCA

TGATTCCGTA

PAC Ly rlasaiael

CTAATARAAT

TGGGETGGEG

TERGETGGEGET

TTTGCTTCTC

ATTCAGTAGT

TGCACAGATA

GTGAGTGGCA

GAGCCACACC

GGAGGAGCAG

CTGGCTGAAT

CGAGAARACC

CCCATCCCGG

CTATCCCAGC

TACAACAGCA

GGCAAGGAGT

ATCTCCAARG

GAGGAGATGA

GACATCGCCG

GACCACGCCT

GGACAAGAGC

GCACAACCAC

ATCTACGTAT

TCCCCCGTGT

GAGGAAATTG

CAGGACAGCA

TCTATGGAAC

AATTTCTTAT

TGATTGAGCA

AGGACAAACA

CAGCATTCTA

TTGGTAAGGG

-54 -

CLOLLLGllins

AGGTGGCAGT

TACACGCAGA

GATCAGCCTC

CTTCCTTGAC

CATCGCATTG

CGTACCGTGT

ACAAGTGCAA

CCAAAGGGCA

CCAAGAACCA

TGGAGTGGGA

ACTCCGACGG

AGGGGAACGT

AGAGCCTCTC

GACTGTGCCT

CCTGGAA

TCTGAGTAGG

AGGGGGAGGA

CAGCTGGGGC

AATGCGTTGC

TTATTCAGAG

GGGAGAAATA

CCAATCTGCT

TTGGGAAGAC

TCGACAGCGC

AGAAAAAANG

CAAAMAGGAT

GGAGTACCCA

TGCTTGTCAT

CACACAGGAT

2040

2280

2340

2400

2380

2640

2700

[ 3%}
~)
(23]
[}

282C

2880

29490

3000



AGAGAGGGCA

TTTGCTTCTG

TTCGCGCTAA

CATCATGGTT

GAACGGAGAC

CACAACCTCT

CTCCATTCCT

ACTCAAAGAA

ACTTATTGAA

TICTGTTTAC

CATGCAGGAA

TCTCCCAGAA

GTTTGAAGTC

GGAGCCAGEG

ACATAGTTGT

ACTTGACGGT

CGACCATTGA

CTACCCTGGC

TCAGTGGAAG

GAGAAGAATC

CCACCACGAG

CAACCGGAAT

CAGGAAGCCA

TTTGAAAGTG

TACCCAGGCG

TACGAGAAGA

CCTAAAGCTA

CTGTGCCTTC

TGGAAGGTGC

TGAGTAGGTG

GGGAAGACAA

GATCGAGTGT

TGCATTTTTA

TAGTTGCCAG

CACTCCCACT

TCATTCTATT

TAGCAGGCAT

ATGACTGCGG

CzZ

CAGAGCATAT

GTTGGGAGCT

AATCCTAGCG

297045 B6

AAGGTGAGGT

TGGATAGCTT

TGAAGGCTGG

ACTGCATCGT

CTCTGCTCAG

GTAAACAGAA

GACCTTTAAA

CGCOGTGTCT

GAACGAGTTC

TCIGGTGATT

GGACAGAATT

GAGCTCATTT

TGGCAAGTAA

TGAATCAACC

ACACGTTTTT

TCCTCTCTGA

AAGACTAACA

TAAGACCATG

CCATCTGTTG

GTCCTTTCCT

TCTTGCCARA

AGTAGACATG

AGGTCACCTT

CCCAGAAATT

GGTCCAGGAG

AGGATCAGTT

GGACAGCTCA

TAGGAT

~
- adh

CAMAATATGG

AAGTACTTCC

ATGGGTAGGA

AATATAGTTC

AGTTTGGATG

GTTTGGATA

AGACTCTTTG

GATTTGGGGA

GAARAAGGTA

GGAAGATGCT

GGACTTTTGC

TTTGCCCCTC

AATAAAATGA

(094 fue

CTGGGGATG

CCGCGATCCC

GGGTGGGGECA

CGGETGGGCTC

GTCGAGAGCT

-55-

TTCAAGTTICT

TGGCTTTAGA

CCCCGTGCCT

GGAAATTGCA

GGACAGCAAG

TATGGAACCA

GCTCCTCACA

GGGCTGCGAT

TCCCTGCTET

GGATTGGCAA

ARAGAATGAC

AAACCTGGTT

TCAGTAGAGA

ATGCCTTAAG

TCGGAGGCAG

TGACAAGGAT

AATATRAACT

TCAAGTATAA

CTGCTCCCCT

TCAGCCTCGA

TCCTTGACCC

TCGCATTGTC

GGGGAGGATT

GCTGEGGCTC

TGGCGTAATC

ATGGTCATAG

3060

3220

3.8¢0

3240

330¢C

3480

3540

3600

3660

3720

378¢

3840

3900

3960

4020

4080

4140



CTGTTTCCTG

ATAAAGTGTA

TCTGAAATTG

AAGCCTGEES

CZ 297045 B6

TTATCCGCTC

TGCCTAATGA

TCACTGCCCG

CGCGCGGGEA

CTGCGITCEG

TTATCCACAG

GCCAGGAACC

GAGCATCACA

TACCAGGCET

ACCGGATACC

TGTAGGTATC

CCCETTCAGC

AGACACGACT

GTAGGCGGTG

GTATTTGGTA

TGATCCGGCA

ACGCGCAGaA

CAGTGGAACG

CTTTCCAGTC

GAGGCGGTTT

TCGTTCGGCT

AATCAGGEEGA

GTAAAARGGC

AARATCGACG

TTCCCCCTCGE

TGTCCGLCTT

TCAGTTCGET

CCGACCGLTG

TATCGCCACT

CTACAGAGTT

TCTGCGCTCT

AACAAACCAC

AAMAAGGATC

AAAACTCACS

GEGAAACCTG
GCGTATTGSG
GCGGCGAGCG
TAACGCAGGA
CGCGTTGCTG
CTCAAGTCAG
AAGCTCCCTC
TCTCCCTTCG
GTAGGTCGTY
CGCCTTATCC
GGCAGCAGCC
CTTGAAGTGG
GCTGAAGCTA
CGCTGGTAGC
TCAAGAAGAT

TTAAGGGATT

ACAATTCCAC

GTGAGCTAAC

TCGTGCCAGC

CGCTCTTCCE

GTATCAGTTC

AAGAACATGT

ACAACATACG

TCACATTAAT

TGCATTAATG

CTTCCTCGCT

ACTCAAAGGC

GAGCAAAAGGE

GCGTTTTTCC

AGGTGGCGAA

GTGCGCTCTC

GGAAGCGTGG

CGCTCCAAGC

GGTAACTATC

ACTGGTAACA

TGGCCTAACT

GTITACCTTCG

GGTGGTTTTT

CCTTTGATCT

TTGGTCATGA

-56 -

ATAGGCTCCG

ACCCGACAGG

CTGTTCCGAC

CGCTTTCTCA

TGGECTGTCT

GTCTTGAGTC

GGATTAGCAG

ACGGCTACAC

GAAAAAGAGT

TTGTTTGCAA

TTTCTACGGG

GATTATCAAA

AGCCGGAAGC

TGCGTTGCGC

AATCGGCCan

CACTGACTCG

GGTAATACGG

CCAGTAAAAG

CCCCCTGAC

ACTATAAAGA

CCTGCCEETT

ATGCTCACGC

GCACGAACCT

CAACCCGGTA

AGCGAGGTAT

TAGAAGGACA

TGGTAGCTCT

GCAGCAGATT

GTCTGACGCT

AAGGATCTTC

420¢C

4746

4800

486¢C

498C

5100

us
ot
[4)Y
o

(V1)
[ 3]
L8]
(&)



ACCTAGATCC

ACTTGGTCTG

TTTCGTTCAT

TTACCATCTG

TTATCAGCAA

TCCGOCTCTA

AATAGTTTGC

GGTATGECTT

TTGTGCAAAA

GCAGTGTTAT

GTAAGATGCT

CGGCGACCGA

ACTTTAAAAG

CCCLTGTTGA

TTTACTTTCA

GGAATAAGGG

AGCATTTATC

AAACAARTAG

@

TTTTAAATTA

ACAGTTACCA

CCATAGTTGC

GCCCTAGTGT

TAAACCAGTC

TCCAGTCTAT

CATTCAGCTC

AAGCGGTTAG

CACTCATGGT

TTTCTGTGAC

GTTGCTCTTG

TGCTCATCAT

GATCCAGTTC

CCAGCGTTTC

CGACACGGAA

AGGGTTATTG

GGATTCCGLG

CZ 297045 B6

AARATGAAGT

ATGCTTAATC

CIGACTCCCC

TGCAATGATA

AGCCGGAAGS

TRATTGTTGC

TGCCATTGTT

CGGTTCCCAA

CTCCTTCGGT

TATGGCAGCA

TGGTGAGTAC

CCTGGCGTCA

TGGAABACGT

GATGTAACCC

TGGGTGAGCA

ATGTTGAATA

TCTCATGAGC

CACATTTCCC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 50:

TTTAAATCAA
AGTGAGGCRC
GTCGTGTAGA
CCGCGAGACC
GCCGAGCGCA
CGGGAAGCTA
ACAGGCATCG
CGATCRAGGC
CCTCCGATCG
CTGCATAATT
TCAACCAAGT
ATACGGGATA
TCTTCEGGEET
ACTCGTGCAC
AAAACAGGAA
CTCATACTCT
GGATACATAT

CGAAAAGTGC

Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 5703 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

©) Retézec:
(D) Topologie: cirkularni

dvojity

-57-

TCTAAAGTAT

CTATCTCAGT

TAACTACGAT

CACGCTCACT

GAAGTGGTCC

GAGTAAGTA

TGGTGTCALG

GAGTTACATG

TTGTCAGAAG

CTCTTACTGT

CATTCTGAGA

ATACCGCGCC

GAAAACTCTC

CCAACTGATC

GGCAARATGC

TCCTTTTTCA

TTGAATGTAT

CaCCT

ATATGAGTAA

GATCTGTCTA

ACGGGAGGEC

GCTCCAGAT

TGCAACTTTA

TTCGCCAGTT

CTCETCGTTT

ATCCCCTATG

TAAGTTGGECC

CATGICATCC

ATAGTGTATG

ACATAGCAGA

AAGGATCTT

TTCAGCATCT

CGCAAAAMAG

ATATTATTGA

TTAGAADMAAT

szs¢

3640

570C

5760

o
243
[ 8]
(o]

5888

594¢C

§00C

6060

[3)
fey
[
(&3

618¢C



GACGTCGCGE

AGGCCGAGST

GGAGAATGGG

ATGGTTGETG

GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

GGATCGATCC

CATAGCCCAT

CCGCCCAACS

ATAGGGACTT

GTACATCAAG

CCCGLTTEGT

CZ 297045 B6

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 50:

CCGCTCTAGEG CCTCCAAAAR AGCCTCCTCA

GGCCTCGGLT

CGGAACTGGG

ACTAATTGAG

ACCTGGTTGC

GGGACTTTCC

GTCGACGTAC

ATATGGAGTT

ACCCCCGCee

TCCATTGACG

TGTATCATAT

ATTATGCCCA

TCTGCATAAA

CGGAGTTAGG

ATGCATGCTT

TGACTAATTG

ACACCCTAAC

GACTAGTTAT

CCGIGTTACA

ATTGACGTCA

TCAATGGGTG

GCCAAGTACG

GTACATGACC

TAAAARAAAT

GGCGGGATGG

TGCATACTTC

AGATGCATGC

TGACACACAT

TAATAGTAAT

TAACTTACGG

ATRATGACGT

GACTATTTAC

CCCCCTATTG

Las -G ere e
= &l a NS .

-58-

CTACTTCTGG

TAGTCAGTCA

GCGGAGTTAG

TGCCTGCTGG

TTTGCATACT

TCCACAGAAT

CAATTACGSG

TAAATGGCCC

ATGTTCCCAT

GGTAAACTGC

ACGTCAATGA

TTCCTACTTG

AATAGCTCAG

TGCATGGGGET

GGGCGGGACT

GGAGCCTGGG

TCTGCCTGCT

TAATTCCCGS

GTCATTAGTT

GCCTGECTGA

AGTAACGCCA

CCACTTGGCA

CGGTARATGS

GCAGTACATC

50

240

300

360

[+
L]
[#]

-~
i



TACGTATTAG

GGATAGCGGT

TTGTTTTGGS

ACGCAAATGG

AACCGTCAGA

TGTAGACCCA

TGATGACCCA

GCAAGAGCTC

AGCAGAAACC

GGGTACCTGA

GCCTGCAGGC

CGTTCGGLGE

TCTTCCCGCC

ATAACTTCTA

GTAACTCCCA

GCACCCTGAC

CCCATCAGGG

AGATCCGTTA

GTTTGCCCCT

TCATCGCTAT

TTGACTCACG

ACTAAAATCA

GCGGTAGGELG

TCGCCTGGAG

GGTCTTCATT

GTCTCCAGAC

TCAGAGTCTG

CGGGCAGCCT

CCGATTCAGT

TGAAGATGTG

AGGGACCAAG

ATCTGATGAG

TCCCAGAGAG

GGAGAGTGTC

GCTGAGCAAA

CCTGAGCTCG

TCTACGTATS

CCCCCETECC

674

TACCATGGTG
GGGATTTCCA
ACGGGACTTT
TGTACGGTGG
ACGCCATCGA
TCTCTGTTGC
TCGCTAGCTG
TTAAACAGTG
CCTAAGTTGC
GGCAGCGGGT
GCAGTATACT
TTGGAGATCA
CAGTTGAAAT
GCCAAAGTAC
ACAGAGCAGG
GCAGACTACé
CCCETCACAR
ATCAGCCTCG

TICCTTGACC

297045 B6

ATGCGGTTTT

AGTCTCCACC

CCAAMATGTC

GAGGTCTATA

ATTCATTCGAT

TCTGGATCTC

TGTCTCTGGG

GAAATCAAAR

TCATTTACGG

CTGGGACAGA

ACTGTCAGAA

AACGTACTGT

CTGGAACTGC

AGTGGAAGGT

ACAGCAAGGA

AGAAACACAA

AGAGCTTCAA

ACTGTGCCTT

CTGGAAGGTG

-59.

GGCAGTACAT

CCATTGACGT

GTAACAACTC

TAAGCAGAGC

AGGATCCAGC

TCGTGCCTAC

CGAGAGGGCC

GAACTACTTC

GGCGTCGACT

TTTCACTCTC

TGTTCATAG?

GGCGGTGCCa

CTCTGTTGTG

GGATAACGCC

CAGCACCTAC

AGTCTACGCC

CAGGGGAGAG

CTAGTTGCCA

CCACTCCCAC

CAATGGEGCGT

CAATGGGAGT

CGCCCCATTG

TGGGTACGTG

AAGATGGTGT

GGGGATATCG

ACCATCAACT

GCCTGGTATC

AGGGAATCTG

ACCATCAGCA

TTTCCATTCA

TCTGTCTTCA

TGCCTGCTCA

CTCCAATCGG

AGCCTCAGCA

TGCGAAGTCA

TR
PAROA

TCTT.

GCCATCTGTT

TCTCCTTTCC

~1
w
[¢]

840

g0¢C

1080

114¢C

1200

1320

1380

1680

1740

1800

1860



TAATAAAATG

leles vr o~

GCGETGEEET

TCTTATTT

TTGAGCAZAT

ACAMACATTA

CATTCTAGGG

GTAAGEGCTA

GTGAGGTAGE

ATCGATCCAC

AGAGGCTATT

TCCGRCTCTC

TGAATGAACT

GCGCAGCTGT

TGCCEGGEGCA

CTGATGCAATY

CGAAACATCG

ATCTGGACGA

AGGAAATTIGC

AGGACAGCAA

CTATGGAACT

CATAATGAGA

GUGTTGCCAA

TRCAGAGGGA

AGAAATATGC

ATCTGCTCAC

ATCAGTTGCT

CATGGTTGAA

CGGCTATGAC

AGCTGLAGEEG

GCAGGACGAG

GCTCGACGTT

GGATCTCCT

GLCGLGECTG

CATCGAGCS

AGAGCATCAG

(674

ATCGTATTIGT

4 e o g e vy
GW\?UAGUA‘

AGCTGGEGEIT

ARAGGATGTT

GTACTTAGAG

TTGTCATCAC

ACAGGATAGA

CCTCACATTT

CAAGATGGAT

TGGGCACAAC

CGLCCGGTTC

GCAGCGCGGL

GTCACTGAAG

TCATCTCACC

CATACGCTTG

GCACGTACTC

GGGCTCGETGE

297045 B6

CTGAGTAGGT

TGGGAAGACA

CGACAGTTCG

AATTAATTTT

TTAGAGACAG

CTGAGACTCC

CGAAGCCTGA

GAGGGCAGGA

GCTTCTGACA

TCGCACGCAGG

AGACAATCGG

TTTTTGTCAA

TATCGTGGCT

CGGGAAGGGA

CTCCTGC

ATCCGGCTAC

GGATGGAAGC

CAGCCGAACT

-60 -

GTCATTCTAT

ATAGTAGGCA

AGCTAGCTT

AACACCAATT

TGTTCTCTGC

TRAGCCAGTG

CGTAGAG

GCCAGGGCAG

TAGTTGTGTT

TPCTCCGGCC

CTGCTCTGAT

GACCGACCTG

GGCCACGACG

CTGGCTGCTA

CGAGAAAGTA

CTGCCCATTC

CGGTCTTGTC

GTTCGCCAGS

TCTGGGEEET

TGCTGGGGAT

GCTTCTCAAT

CAGTAGTTGA

ACAGATAAGG

AGTGGCACAG

CCACACCTTG

AGCATATAAG

TGGAGCTT!

GCPTGEETGE

GCCGCCGTGT

TCCGETGICC

GGCETTCOTT

TTGGGCGAAG

TCCATCATGG

GACCACCAAG

GATCAGGATG

CTCAAGGCGC

1820

193¢0

2280

2340

240¢C

2460

z520

2580

2640

2700

2760

28290

2880

2840



GCATGCCCGA

TGGTGGAAAA

GCTATCAGGA

CTGAC

Q)
Q
0
+3
3

ATCGECTTCT

CGECGAGEAT

TGGCCGCTTT

Cz

CTCGTCGTGA

TCTGGATTCA

297045 B6

CCCATGGIGA

TCGACTCTIGG

CATAGCGTTG

CCTCGTGCTT

TGACGAGTTC

GACGCCCAAC

CTGCCATCAC

GCTACCIGTG

TACGGTATCG

TTCTGAGCGG

GAGATTTCGA

CTTCGGAATC

GGAGTTCIT

TAGCATCACA

CAAACTCATC

GCGTAATCAT

AACATACGAG

ACATTARTTG

CATTAATGAA

TCCTCCCTCA

TCARAGGCSES

GCAAAAGCCC

AGGCTCCGCT

CCGACAGGA

GUUTTCCGREG

GCCCACCCCA

AATTTCACAA

AATGTATCTT

GGTCATAGCT

CCGGAAGCAT

CGTTGCGCTC

TCGGCCAACG

CTGACTCGCIT

TAATACGGTT

AGCAMAAGEC

CCCCTGACGA

TATAARGATA

ACGCCGGRTTG

ACTTGTTTAT

ATAAAGCATT

ATCATGTCTG

ATATTGCTGA

CCGCTCCCGa

GACTCTGGGES

TTCCACCGLC

GATGATCCTC

TGCAGCTTAT

TTTTTCACTG

GATCGCGGCC

TGCCTGCTTG

CCGGCTGGGT

AGAGCTTGGC

TTCGCAGCGC

TTCGAAATGA

GCCTTCTATG

CAGCGCGGGEaE

AATGGTTACA

CATTCTAGTT

GCGATCCCGT

G IICTTETG

RAAGTGTAAR

ACTGCCCGCT

TGAAATTG™T

GCCTGGGETG

TTCCAGTCGG

CGCGGGGAGA

GCGCTCGETC

ATCCACAGAA

CAGGAACCGT

GCATCACAAA

CCAGGTGTTT

GGCGGETTTGC

GTTCGGLTGC

TCAGGGGATA

ARRMRAGGCCG

AATCGACGCT

ATCCGCTCAC

CCTAATGAGT

GAAACCTGTC

GTATTGGGCG

GGCGAGCGET

ACGCAGGAAA

CCGAATATCA
GTGGIGGACC
GGCGAATGGE
ATCGCCTTCT
CCGACCAAGT
AARGGTTGGG
ATCTCATGCT
AATAAAGCAR
GTGGTTTGETC
CGAGAGCTTG
AATTCCACAC
GAGCTAACTC
GTGCCAGCTG
CTCTTCCGCT
ATCAGCTCAC

GAACATGTGA

CGTTCCTGEGEC

CAAGTCAGAG

GTTTTTCCAT

GTGGCGAAAC

CCCCCTGGAA
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CTTTCTCRAT

GGCTGIGTGS

CITGAGTCCA

ATTAGCAGAG

GGCTACACTA

AAAAGAGTTG

GTTTGCAAGC

TCTACGGGGT

TTATCAAAAR

TAARAGTATATY

ATCTCAGCG

ACTACGATAC

CGCTCACCGG

AGTGGTCCITG

GTAAGTAGTT

GTGTCACGCT

GTTACATGAT

TGCCGCTTAC

GCTCACGLTG

ACGAACCTCC

ACCCGETARG

CGAGGTATCT

GAAGGACAGT

GTAGCTCTIG

AGCAGATTAC

CTGACGCTCA

GGATCTTCAC

ATGAGTAAAC

TCTGTCTATT

GGGAGGGCTT

CTCCAGATTT

CAACTTTATC

CGCCAGTT

CZ 297045 B6

CGGATACCTG

TAGGTATCTC

CETTCAGCCC

ACACGACTTA

AGGCGGTGCT

ATTTGETATC

ATCCGGECAAA

GCGCAGAAAA

GTGGAACGAA

CTAGATCCTT

TTGETCTGAC

TCGTTCATCC

ACCATCTGGC

ATCAGCAATA

CGCCTCCATC

TAGTT?GCGC

CGTCCTTIGE

CCCCCATGTT

TATGGCTTCA

GTGCRARAAN

TCCETCTTTC

AGTTCGETGT

GACCGLTGCG

TCGCCACTGE

jLae gpae.c o

AGGTCGTTCG

CCTTATCCGS

CAGCAGCCAC

ACAGAGTTCT

TGCGETCTGT

CAAACCACCG

AAAGGATCTC

AACTCACGTT

TTAAATT.

AGTTACCAAT

ATAGTTGCCT

CCCAGTGCTG

AACCAGCCAG

CAGTCTATTA

AACGTTGTTG

TTCAGCTCCG

TGAAGTGGTG

TGAAGCCAGT

CTGGTAGCGG

AAGAAGATCC

AAGGGATTTT

AATGAAGTTT

GCTTAATCAG

GACTCCCCGT

CAATGATACC

CCGGAAGEGC

ATTGTTGCCG

CCATTGCTAC

GTTCCCAACG

GCGGTTAGCT
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CCTTCGETCE

AAGCGETGGECC

CTCCAAGLTG

TAACTATCGT

TGGTAACAGG

GCCTAACTAC

TACCTTCGGA

......

TTTGATCTTIT

GGTCATGAGA

TAAATCAATC

TGAGGCACCT

CG

TAGATA

GCGAGACCCA

CGAGCGCAGA

GGAAGCTAGA

AGGCATCGTG

ATCAAGGCGA

TCCGATCGTT

4200

42860

4320

i
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GTCAGAAGTA

CTTACTGTCA

TTCTGAGAAT

ACCGCGCCAC

AAACTCTCAA

AACTGATCTT

CAAAATGCCG

CTTTTTCAAT

GAATGTATTT

ccT

AGTTGGCCGL

TGCCATCCGT

AGTGTATGCG

ATAGCAGAAC

GGATCTTACC

CAGCATCTTT

CAAAAMAGGE

ATTATTGAAG

AGAAAMATAA

CZ 297045 B6

AGTGTTATCA

AAGATGCTTT

GCGACCGAGT

TTTAAMAGTG

GCTGTTGAGA

TACTTTCACC

AATAAGGGCG

CATTTATCAG

ACAARTAGGG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 51:

CTCATGGTTA

TCTGTGACTG

TCCTCTTGCC

CTCATCATTG

TCCAGTTCGA

AGCGTTTCTG

ACACGGAAAT

GGTTATTGTC

GTTCCGCGCA

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 81 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

TGGCAGCACT

GTGAGTACTC

CGGCGTCAAT

GARAACGTTC

TGTAACCCAC

GGTGAGCAAA

GTTGAATACT

TCATGAGLSG

CATTTCCCLG

GCATAATTCT

AACCAAGTCA

ACGGGATAAT

TTCGGGGCGA

TCGTGCACCC

AACAGGAAGG

CATACTCTTC

ATACATATTI?T

AAMAGTGCCA

ATCCAAAGAC AACTCCCGTA ACCAGGTTGT TCTGACCATG ACTAACATGG ACCCGGTTGA

CACCGCTACC TACTACTGCG C

(2) Informace pro SEQ ID NO: 52:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 85 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni
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(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 52:

TCGAGCGCAG TAGTAGGTAG CGGTGTCAAC CGGGTCCATG TTAGTCATGG TCAGAACAAC

CTGGTTACGG GAGTTGTCTT TGGAT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 53:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 73 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

AACCTGCACC GTCTCCGGTT TCTCCOTGAC GAGCTATAGT GTACACTGGA TCCGTCAGTC

GCCGGGTAAA GGT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 54:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 77 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii)) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 54:

CTAGACCTTT ACCCGGCGGC TGACGGATCC AGTGTACACT ATAGCTCGTC AGGGAGAAAC

CGGAGACGGT GCAGGTT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 55:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 46 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

60
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(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

CTAGCTGTGT CAGCTGGCGA GAGGGCCACC ATCAACTGCA AGAGCT 46

(2) Informace pro SEQ ID NO: 56:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 38 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 56:
CTTGCAGTTG ATGGTGGCCC TCTCGCCAGC TGACACAG 38

(2) Informace pro SEQ ID NO: 57:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 140 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(if) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

TTCGAGGACG CCAGCAACAT GOTGTTGCAG ACCCAGGTCT TCATETCTCT GTTGCTCTGS 60
ATCTCTGGTG CCTACGGGCA GGTCCAACTG CAGGAGAGCS GTCCAGGTCT TGTGAGACCT 120
AGCCAGACCC TGAGCCTGAC 140

(2) Informace pro SEQ ID NO: 58:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 138 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: DNA (genomov4)
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 58:

GTGCCTCCAC TAGCCCATAT TACTCCAAGC CACTCTAGAC CTCGTCCAGS TGGCTGTCTC
ACCCAGTGTA CACTATAGCT GGTGAGGGAG AAGCCCGAGA CGGTGCAGGT CAGGCTCAGS

GTCTGGCTAG GTCTCACA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 59:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 143 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 59:

GGCTTGGAGT AATATGGGCT AGTGGAGGCA CAGATTATAR TTCGGCTCTC ATGTCCAGAC
TGAGTATACT GAAAGACAAC AGCAAGAACC AGGTCAGCCT GAGACTCAGC AGCGTGACAG

CCGCCGACAC CGCGGTCTAT TTIC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 60:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 136 parti bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 60:

CCAGTGCCAA GCTTGGGCCC TTGETGGAGG CGCTCGAGAC GETGACCGTG GTACCTTGTC
CCCAGTAGTC AAGCCGTAGT AAGGRAGAAG GGGGATCTCG AGCACAGAAA TAGACCGCGG

TGTCGGCGGC TGTCAC

- 66 -
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 61:
(i) Charakteristiky sekvence:
5 (A) Délka: 357 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: dvojity
(D) Topologie: linearni
10 (ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 61:
CAGGTCCAAC TGCAGGAGAG CGGTCCAGGT CTTGTGAGAC CTAGCCAGAC CCTGAGCCTG

ACCTGCACCG TCTCGGGCTT CTCCCTCACC AGCTATAGTG TACACTGGGT GAGACAGCCA
CCTGGACGAG GTCTAGAGTG GCTTGGAGTA ATATGGGCTA GTGGAGGCAC AGATTATAAT

TCGGCTCTCA TGTCCAGACT GAGTATACTG AAAGACAACA GCAAGAACCA GGTCAGCCTG
AGACTCAGCA GCGTGACAGC CGCCGACACC GCGGTCTATT ACTGTGCTCG GGATCCCCCT

TCTTCCTTAC TACGGCTTGA CTACTGGGGA CAAGGTACCA CGGTCACCGT CTCGAGC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 62:

(i) Charakteristiky sekvence:
20 (A) Délka: 119 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

25 (i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 62:
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Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg Pro Ser Gln
1 S 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr
20 25 30

Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45

Gly Val Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Met
50 55 60

Ser Arg Leu Ser Ile Leu Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gln Val Ser Leu
65 70 75 80

Avg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95

Arg Asp Pro Pro Ser Ser Leu Leu Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gin Gly
100 103 110

Thr Thr val Thr Val Ser Ser
15

5 (2) Informace pro SEQ ID NO: 63:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 28 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
10 (C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

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

AGGACGCCAG CAACATGGTG TTGCAGAC 28

20 (2) Informace pro SEQ ID NO: 64:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 36 paru bazi
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 64:

TGCCAAGCTT GGGCCCTTGG TGGAGCGCT CGAGAC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 65:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 121 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 65:

GACCATGATT ACGAATTCGT AGTCGGATAT CGTGATGACC CAGAGCCCAA GCAGCCTGAG

CGCTAGCGTG GGTGACAGAG TGACCATCAC CTGTAAGAGC TCTCAGAGTC TGTTAAACAG

(2) Informace pro SEQ ID NO: 66:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 116 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 66:

AGATTCCCTA GTCGATGCCC CGTAGATCAG CAGCTTTGGA GCCTTACCGE GTTTCTGCTG

ATACCAGGCC AAGTAGTTCT TTTGATTTCC ACTGTTTAAC AGACTCTGAG AGCTCT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 67:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 116 part bazi
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 67:
TCTACGGGGT ATCGACTAGG GAATCTGGGG TACCAGATAG ATTCAGCGGT AGCGGTAGCG

GAACCGACTT CACCTTCACC ATCAGCAGCC TGCAGCCAGA GGACATCGCC ACCTAC

(2) Informace pro SEQ ID NO: 68:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 117 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 68:

TCGATGCCAA GCTTGGCGCC GCCACAGTAC GTTTGATCTC CACCTIGGTC CCTTGTCCGA

ACGTGAATGG AAAACTATGA ACATTCTGGC AGTAGTAGGT GGCGATGTCC TCTGGCT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 69:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 339 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: dvojity
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 69:
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GATATCGTGA

ATCACCTGTA

TGGTATCAGC

GAATCTGGGG

ATCAGCAGTC

CCATTCACCT
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TGACCCAGAG CCCAAGCAGC CTGAGCGCTA GCéTGGGTGA
AGAGCTCTCA GAGTCTGTTA AACAGTGGAA ATCAAAAGAA
AGAAACCCGG TAAGGCTCCA AAGCTGCTGA TCTACGGGGC
TACCAGATAG ATTCAGCGGT AGCGGTAGCG GAACCGACTT
TGCAGCCAGA GGACATCGCC ACCTACTACT GCCAGAATGT

TCGGACAAGG GACCAAGGTG GAGATCAAA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 70:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 113 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Retézec: jednoduchy

(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 70:

=71 -

CAGAGTGACC

CTACTTGGCC

ATCGACTAGG

CACCTTCACC
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ASp

Gly

Ala

Pro

65

Ile

val

Lys

(2) Informace pro SEQ ID NO: 71:

(2) Informace pro SEQ ID NO: 72:

Ile val

Arg Val

asn Gln

35

Pro Lys

50

Asp Arg

Ser Ser

His Ser

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Phe
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln
85

Gln

Thr

Gly
70

Pro

Phe

Cz

Ser

cys

Leu

85

Ser

Glu

Thr

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 24 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

297045 B6

Pro

Lys

Gly

Gly

Phe

Ser

Ser

25

TP

Ala

Ser

Ile

Gly
105

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 71:
GATTACGAAT TCGTAGTCGG ATAT

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 24 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina

-72-

Ser Leu Ser

10

Ser Gln Ser

Tyr Gln Glin

Ser Thr Arg

60

Gly Thr Asp
75

Ala Thr Ty
90

Gln Gly Thr

Leu I

Lys

45

Glu

Phe

Lys

Ser

Thr

val
110

val

15

Asn

Gly

Gly

Phe

Glu

Gly

Ser

Lys
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(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 72:
TGCCAAGCTT GGCGCCGCCA CAGT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 73:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 39 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 73:

(2) Informace pro SEQ ID NO: 74:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 31 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 74:
CTTACAGGTG ATGGTCACTC GGTCACCCGC A

(2) Informace pro SEQ ID NO: 75:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 66 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 75:

24

31

GGTCTATTAC TGTGCTCGGG ATCCCCCTTC TTICCTTACTA CGGCTTGACT ACTGGGGACA 60

AGGTAC
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 76:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 64 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: DNA (genomova)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 76:

CTTGTCCCCA GTAGTCAAGC CGTAGTAAGG AAGAAGGGGG ATCCCGAGCA CAGTAATACA 60
Cceoe 64

PATENTOVE NAROKY

1. Hlodav¢i neutralizaéni monoklonalni protilatka specificka pro lidsky interleukin 5 a majici
vazebnou afinitu charakterizovanou disociaéni konstantou rovnou nebo mensi nez 3,5 x 107" M,
kde aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 té€zkého fetézce jsou uvedeny
v SEQ IDNO: 7, 8, 9 nebo 7, 8, 14 a aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 lehkého
fetézce jsou uvedeny v SEQ ID NO: 10, 11, 12 nebo 10, 11, 13, stejné jako 47 a 48.

2. Monoklonalni protilatka podle naroku 1, ktera je my$i monoklonalni protilatkou.
3. Monoklonélni protilatka podle naroku 1, ktera je krysi monoklonalni protilatkou.

4. Monoklonalni protilatka podle naroku 2, ktera obsahuje lehky fetézec aminokyselinové sek-
vence SEQ ID NO: 16 a tézky fetézec aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 15.

5. Monoklonélni protilatka podle naroku 1 majici identifikujici charakteristiky 2B6, vytvofena
hybridomem ATCC ptistupového &isla HB 11783, 2E3, vytvorena hybridomem ATCC pfistupo-
vého ¢&isla HB 11782, 2F2, vytvofena hybridomem ATCC ptistupového cisla HB 11781 nebo
4A6, vytvoiena hybridomem ATCC pristupového ¢isla HB 11943.

6. Hybridom majici identifikujici charakteristiky buné¢né linie SK119-2B6.206.75(1), uloZeny
pod ATCC pristupovym &islem HB 11783, SK119-2E3.39.40.2, ulozeny pod ATCC pfistupo-
vym &islem HB 11782, SK119-2F2.37.80.12, uloZeny pod ATCC ptistupovym Cislem HB 11781
nebo 4A6(1)G1F7, ulozeny pod ATCC ptistupovym ¢islem HB 11943.

7. Neutralizaini Fab fragment nebo jeho F(ab’), fragment produkovany deleci Fc regionu u
monoklonalni protilatky podle naroku 1.

8. Neutralizaéni Fab fragment nebo jeho F(ab’), fragment produkovany preskupenim fetézci,
kde je Fd t&zky fetézec monoklonalni protilatky podle naroku 1 exprimovan s mySim lehkym
fetézcem ve filamentosni fagové Fab zobrazujici knihovné.

9. Neutralizaéni Fab fragment nebo jeho F(ab'), fragment produkovany pfeskupenim fetézci,

kde je lehky fetézec monoklonalni protilatky podle naroku 1 exprimovan s mySim tézkym fetéz-
cem ve filamentosni fagové Fab zobrazujici knihovné.
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10. Pozménéna protilatka obsahujici tézky fetézec a lehky fetézec, kde jsou Gseky zakladni
struktury uvedeného t&€zkého a lehkého fetézce z alespon jedné vybrané protilatky a aminokyseli-
nové sekvence komplementaritu urujicich regioni kazdého uvedeného fetézce jsou z mono-
klonalni protilatky podle naroku 1.

11. Pozménéna protilatka podle naroku 10, kde uvedené aminokyselinové sekvence komple-
mentaritu uréujicich regiont tézkého retézce jsou:

(a) SEQID NO: 7, 8, 9; nebo

(b) SEQID NO: 7, 8, 14.

12. Pozménéna protilatka podle naroku 10, kde uvedené aminokyselinové sekvence komple-
mentaritu uréujicich regiont lehkého retézce jsou:

(a) SEQ ID NO: 10, 11, 12; nebo
(b) SEQID NO: 10, 11, 13.

13. Pozménéna protilatka podle naroku 10, kde uvedené useky zakladni struktury uvedeného
tézkého fetézce obsahuji: aminokyseliny 1 —30, 36 —49, 66 —97 a 109 — 119 SEQ ID NO: 19.

14. Pozménéna protilatka podle naroku 10, kde uvedené useky zakladni struktury uvedené¢ho
lehkého fetézce obsahuji: aminokyseliny 1 —23, 41 — 55, 63 —94 a 104 — 113 SEQ ID NO: 21.

15. Komplementaritu uréujici region (CDR) t&€zkého fetézce imunoglobulinu, jehoz amino-
kyselinova sekvence je vybrana ze skupiny skladajici se z:

(a) SEQID NO: 7,
(b) SEQ ID NO: 8,
(c)SEQIDNO: 9, a
(d) SEQ ID NO: 14.

16. Komplementaritu urcujici region (CDR) lehkého fetézce imunoglobulinu, jehoz amino-
kyselinova sekvence je vybrana ze skupiny skladajici se z:

(a) SEQ ID NO: 10,
(b) SEQ IDNO: 11,
(¢) SEQ ID NO: 12,
(d) SEQ ID NO: 13,
(¢) SEQIDNO: 47, a
() SEQ ID NO: 48.

17. Molekula nukleové kyseliny kodujici komplementaritu urcujici region (CDR) imunoglobu-
linu podle naroku 15.

18. Molekula nukleové kyseliny kodujici komplementaritu urcujici region (CDR) imunoglobu-
linu podle naroku 16.

19. Chiméricka protilatka obsahujici tézky fetézec a lehky fetézec, kde uvedena protilatka je
charakterizovéana disocia&ni konstantou rovnou nebo mensi nez 3,5 x 10" M pro lidsky interleu-
kin 5, kde jsou konstantni regiony uvedeného lehkého a tézkého fetézce z alespon jedné vybrané
protilatky a aminokyselinové sekvence variabilnich regioni kazdého uvedeného fetézce jsou
z monoklonalni protilatky podle naroku 1.

20. Protilatka podie naroku 19, kde jsou konstantni regiony vybrany z lidskych imunoglobulini.

=75 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297045 B6

21.Farmaceutickd kompozice, vyznacdujici se tim, Zze obsahuje pozménénou protilatku
podle naroku 10 a farmaceuticky akceptovatelny nosic.

22. Pouziti pozménéné protilatky podle naroku 10, pro vyrobu lé€iva pro 1é¢bu stavii asociova-
nych s excesivni produkci eosinofili.

23. Pouziti podle naroku 22, pro vyrobu lé¢iva pro 1écbu stavi asociovanych s excesivni pro-
dukei eosinofili, kde uvedenym stavem je astma.

24. Pouziti podle naroku 22, pro vyrobu lé¢iva pro Ié¢bu stavli asociovanych s excesivni pro-
dukci eosinofild, kde uvedenym stavem je alergicka rhinitida.

25. Pouziti podle naroku 22, pro vyrobu lé¢iva pro l1é€bu stavi asociovanych s excesivni pro-
dukci eosinofild, kde uvedenym stavem je atopicka dermatitida.

26. lzolovana sekvence nukleové kyseliny, ktera je vybrana ze skupiny skladajici se z:
(a) sekvence nukleové kyseliny kodujici pozménénou protilatku podle naroku 10;
(b) sekvence nukleové kyseliny komplementarni k (a);

(c) fragmentu nebo analogu (a) nebo (b), ktery koduje protein charakterizovany specifitou pro
lidsky interleukin 5;

kde uvedena sekvence popfipad€ obsahuje restrikéni misto.

27. lzolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 26, kde sekvence koduje variabilni
region humanizovaného tézkého fetézce, ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny
SEQ ID NO: 18.

28. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 26, kde sekvence koduje variabilni

region humanizovaného tézkého fetézce, ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny
SEQ ID NO: 61.

29. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 26, kde sekvence koduje variabilni

region humanizovaného lehkého fetézce, ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny
SEQ ID NO: 20.

30. Izolovana sekvence nukleové kyseliny podle naroku 26, kde sekvence koduje variabilni
region humanizovaného lehkého fetézce, ktery obsahuje sekvenci nukleové kyseliny
SEQ ID NO: 69.

31. Rekombinantni plasmid obsahujici sekvenci nukleovych kyselin podle naroku 26.

32. Hostitelska burika transfekovana rekombinantnim plasmidem podle naroku 31.

33. Zpusob pro produkci pozménénych protilatek podle naroku 1, specifickych pro lidsky inter-
leukin 5, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje kultivaci bunécné linie transfekované
rekombinantnim plasmidem podle naroku 31 pod kontrolou vybranych regula¢nich sekvenci
schopnych fizeni jeho exprese v uvedenych burikach.

34. Hybridom majici identifikujici charakteristiky bunééné linie SK119-24G9.8.20.5, ulozené
pod ATCC pristupovym Cislem HB 11780, nebo SD3(1)F5D6, uloZzené pod ATCC pfistupovym
¢islem HB 11942.

35. Monoklonalni protilatka produkovana hybridomem podle naroku 34,

13 vykrest
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Obrazek !

206 DNA sekvence variabilniho regionu t&Zkého fetézce

1 CCT 6GC 30
Gin Val Gin Leu Lys Giu Ser Gly Pro Gly

31 CTG GTG GCG CCC TCR CRG AGC CTG TCC ATC 68
Leu Ual Rig Pro Ser Gln Ser Leu Ser [le

61 ACT. T6C ACT GTC TCT GGG TTT TCA TTA ACC 90
Thr Cys The Ual Ser Gly Phe Ser Leu Thr

91 JAGC TAT AGT GTA CAC|TGG GTT CGC CAG CCT 120
Ser Tur Ser Ual His|Trp Ugl Arg Giln Pro

121 CCR GGR RAG GGT CTG GAG TGG CTG GGR[GTA| 150
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu GlyjlUal

18Q
Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn

181 [TCG GCT CTC ATG ch'a"sa"‘c_re'—aoc""'arc AGC 210
Ser filg Leu Het Ser|Arg Leu Ser Ile Ser

211 AAA GAC RAC TCC ARG AGC CAR GTT TTC TTR 240
Lys Asp Asn Ser Lys Ser Giln Ual Phe Leu

241 ARAR CTG ARC AGT CTG CAR ACT GAT GRC ACR 270
Lys Leu Asn Ser Leu Gin Thr Asp Asp Thr

271 GCC RTG TRC TRC TGBT GCC AGR{GAT CCC CCT] 309
fila Net Ty Tyr Cys Rlo ArglRsp Pro Pro

301 [TCT TCC T7A CTA CGG CTT GAC TAC|{TGG GGC 33
Ser Leu Leu Rrg Leu Asp Tyr|Trp Gly

33! CARA GGC RCC RCT CTC RCA GTC.TCC TCR 337
Gin Gly Thr Thr Leu Thr Ual Ser Ser
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Obrazek 2

286 DNA sekvence variabilniho regionu lehkého Feté&zce

1 TCC TCC 30
fisp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser

31 CTG AGT BTG TCA GCA GGR GAG ARG GTC ACT 60
Leu Ser Ual Ser Ala Gly Glu Lys Val Thr

61 RTG AGC TGC|{RRG TCC AGT CAG AGT CTG TTA| o0
fet Ser CysiLys Ser Ser Gin Ser Leu Leu

91 [RRC AGT GGR AART CRA RAG AAC TAC TTG GCC| 120
Asn Ser Gly Asn Gin Lys Asn Tyr Leu Ala

121 TGG TRC CRG CAG ARR CCR GGG CRG CCT CCT 1S58
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gin Pro Pro

151 ARA CTT TTG ATC TRC[GGG GCA TCC RCT AG 1680
Lys Leu Leu Ile Tyr|Gly Rla Ser Thr Arg

181 GRR TCT}GGG GTC CCT GAT CGC TTC ACA GGC 210
Giu Gly Val Pro Asp Rrg Phe Thr Gly

211 AGT GGAR TCT GGA RCC GAT TTC ARCT CTT TCC 24@
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Ser

241 ATC RGC RGT GTG CARG 6CT GAR GAC CTG GCR 272
Ile Ser Ser Ual Gin RAta Gilu Asp Leu Atg

271 GTT TAT TAC rs‘rl’"“"f"‘?“?“?‘?‘"casm GIT CAT AGT 11T 300
Val Tyr Tyr Cys{Gin Asn Ual His Ser Phe

301 C RCG{TTC GGC TCG GGG ACA GRG TTG 330
Pro Phe Thri{Phe Gly Ser Gly Thr Glu Leu

331 GAR ATR ARA 339
Glu Ile Lys

-78 -



2F2 1

31

61

91

121

1St

181

211

241

2?21

CZ 297045 B6

Obréazek 3

DNA sekvence variabilniho regionu t&Zkého fetézce

CCT GGC CTG GTG GCG CCC ICR
Pro Gly Leu Ual Alac Pro Ser

TCC ATC ACT TGC ACT GTC TCT
Ser Ile Thr Cys Thr Uat Ser

TTR ACC
Leu Thr

AGT TRT AGT GTR CAC
Ser- Tyr Ser Val His

CAG CCT CCA GGR ARG GGT CTG
Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu

CRG RGC €16
Gln Ser Leu

GGG TIT TCR
Gly Phe Ser

TGG GTT CGC
Trp Val RArg

GAG TGG CTG
Glu Trp Leu

6GR
Gly

GIR ATA 106 GCT AGT GOA
Val Ile Trp Ala Ser Gly

GGC RCR GAT
Gly Thr Asp

TRAT ARt TCG GCT CTC /TG TCC
Tyr fisn Ser Ala Leu Met Ser

ATC AGC ARA GRC RAC TCC ARG
Ile Ser Lys Asp fisn Ser Lys

TIC TTR AAR CTC AAC AGT CTG
Phe Leu Lys Leu fisn Ser Leu

GRC RCA GCC RTG TRC TRC TGT
fisp Thr Alc Met Tyr Tyr Cus

AGR CTG RGC
frg Leu Ser

AGC
Ser

CAR CTT
Gin Val

CGAR
firg

ACT GAT
The Rsp

GeC
Rla

RGA
Arg

GAY
fsp

CCC CCT TCT TCC TTAR CTR CGG
Pro Pro Ser Ser Leu Leu frg

1T
Leu

GAC TAC
Asp Tyr

T6G GGC CRAR GGC RCC ACT CTC
Trp Gly Gin Gly Thre Thr Leu

TR 3]

‘' Ser
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Obrizek 4

2F2 DNA sekvence variabilniho regionu lehkého fetdzce

©oten MG LIV MU Liw tIUH ULUH GGR GAG ARG 20
Ser Ser Leu Ser Ual Ser fAla Gly Glu Lys

31 GTC ACT ATG AGC TGCAAG TCC AGT CAG AGT 60
Ual Thr Het Ser Cys|Lys Ser Ser Gln Ser

61 | CTR TTR AAC AGT GGA ART CAR ARG RRC TAC| 90
Leu Leu fisn Ser Giy Asn Gln Lys Asn Tyr

91 | TTG GCC [TGG TRC CARA CAG RRR CCA GGG CAG 120
Leu Rto |Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gin

121 CCT CCT ARA CTT TTG ATC TAC{GGG oCR TCC 150
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr{Gly Alc Ser

15! ACT AGG GRA TCT |GGG GTC CCT GAT CGC TTC 180
Thr Arg Glu Ser |Gly Val Pro Asp Arg Phe

181 ACR GGC AGT GGA TCT GGA ACC GAT TTC ACT 210
Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

211 CTT ACC ATC RGC AGT GTG CAG GCT GRR GAC 240
Leu Thr Ile Ser Ser Ual Gin Atg Glu Rgp

241 CTG GCA GTT TAT TAC TGT|CRG RRT GAT CAT 270
Leu Ale Val Tyr Tyr Cys|Gin fAsn Bsp His

271 AGT TTT CCR TTC ACG{TTC GGC TCG GGG RCA  30@
Ser Phe Pro Phe Thr(Phe Gly Ser Giy Thr

301 GAG TTG GRR RTA ARRR  31S
Glu Leu Giu Tle Lus
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Obrazek 5

2L3 DNA sekvence variabilniho regionu t&%kého fetdzce

t  CCT GOC CTG GTG GCG CCC TCR CAG AGC CTG 30
Pro Gly Leu Ual Rla Pro Ser Gln Ser Leu

21 TCC ATC ACY TGC RCT GTC TCT GGG 7T TCR 60
Ser Ile Thr Cys Thr VUal Ser Giy Phe Ser

61 TTA ACCIAGC TAT AGT GTA CRC|TGG GTT CGC 99
Leu ThrlSer Tyr Ser Uagl His|Trp Ual RArg

91 CAG CCT CCA GGAR RAAG GGT CTG GAG TGG CTG 120
Gin Pro Pro Gly Lys Gty Leu Glu Trp Leu

121 GGA|GTR RTC TGG GCT AGT GGA GGC ACA GAT| (5@
Gly{Val Ile Trp Ata Ser Gty Gly Thr Asp

151 | YRT ART TCG GCT CTC ATG TCCIAGAR CIG AGC 180
Tyr Asn Ser Ala Leu Net Ser{Arg Leu Ser

181 ATC AGC ARA GRC ARC TCC ARG AGC CRA GTT 210
Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gin vat

21t TTC TTR ARAR CTG AAC AGT CTG CAR ACT GAT 240
Phe Leu Lys Leu Asn Ser Leu Gin Thr Rsp

241 GAC GCA GCC ATG TAC TRC TGT GCC AGR{GRT| 270
Asp Ala Ata Nel Tyr Tyr Cys Rla Arg{Asp

271 JCCC CCT T77 TCC TTR CTA CGG CTT GARC TTC] 300
Pro Pro Phe Ser Leu Leu Arg Leu fisp Phe

201 706 GGC CAR GGC RCC RCT CTC ACA GTC TCC 330
Trp Gly Gin Gly Thr Thr Leu The Ual Ser

o)
.t
0
b
W
%1
0

-81-



CZ 297045 B6

Obrazek 6

2E3 DNA sekvence variabilniho regionu lehké&ho Fetdzce

1 TCC TCT CTG AGT GTG TCR GCR GGR GRG RAG 20
Ser Ser Leu Ser Ual Ser Rla Gly Glu Lys

31 GTC ACT ATG AGC TGC|ARG TCC RGT CAG AGT| 60
Ul Thr NMet Ser Cys|Lys Ser Ser Gin Ser

61 {CTG TTA RAC AGT GGA AAT CRA ARA RARC TRC| 90
Leu Leu Asn Ser Gly Asn Gin Lys Asn Tyr

§1 |TTG GCC|TGG TRC CAG CAG ARA CCR GGG CAG 128
Leu Alo|Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gin

121 CCT CCT AAA CTT TTG ATC TAC|GGG GCA TCC  1SO
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr|Gly Alg Ser

151 RCT AGG GRA TCT |GGG GTC CCT GAT CGC TTC 180
Thr Arg Glu Ser |Gly Vol Pro Asp Rrg Phe

181 ACA GGC AGT GGA TCT GGR RCC GAT TTC ACT 210
Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

211 CTT ACC ATC AGC AGT GTG CAG GCT GRA GRAC 246
Leu Thr Ile Ser Ser Uat Gln Ala Glu Asp

241 (TG GCR GTT TAT TRC TGT|CRG ART GAT T 20
Lteu Ala Val Tyr Tyr Cys|Gin Asn Asp His

271 RAGT TTT CCA TTC RCG{ TTC GGC TCG GGG ACR 300
Ser Phe Pro Phe Thr|Phe Gly Ser Gly Thr

381 GRGC TTG GAR ATA ARR 315
Glu Leu Glu Ile Lys
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Obrazek 7

2B6 CDRs
TEZKY fetézecl:
T&Zky Feté&zec 2.
T&%ky Fet&zec >

fet&zecC |-

fet&zec %
J.

fetézec

Lehky
Lehky
Lehky

2F2 CDRs
T&¥ky
T&%k§
T&%ky

fetézec -
fetézec 2:
fet&zec 3:

Lehky fetézec -
Lehky Feté&zec ;.
Lehky Fet&zec 3

2E3 CDRs
T&Zky Ffetd&zec 1:
T&Zky retdzec 2:
T&%ky Fetézec -

Lehky Fet&zec
Lehky Fetdzec
Lehky Fet&zec

WI\!'—.‘

Sysvii
VIWASGCTDYNSALMS
DPPSSLLRLDY

KSSQSLLNSGNQKNYLA
GASTRES
QNVHSFPFT

SYSVH
VIWASGGTDYNSALMS
DPPSSLLRLDY

KSSQSLLNSGNQKNYLA
GASTRES
QNDHSFPFT

SYSVH
VIWASGGTDYNSALMS
DPPESLLRLDF

KSSQSLLNSGNQKNYLA
GASTRES
QNDHSFPFT
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Obréizek 8§

IL5 variabilni region humanizovaného t&Zkého retézce

1 CRG GTT ACC CTG CGT GAR TCC GGT CCG GCR 39
Gin Ual Thr Leu Arg Glu Ser Gly Pro Ala

31 CTR GTT ARA CCG ACC CAG RCC CTG ACG TTR 69
Leu Ual Lys Pro The Gin Thr Leu Thr Leu

61 ACC TGC ACC TTC TCC GGT TTC TCC CTG ARCG 99
Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Thr

91 |AGC TAT AGT GTR CAC{TGG ATC CGT CAG CCG 120
Ser Tyr Ser Ual His{Trp Ile Arg Gin Pro

121 CCG GGT AAR GGT CTG GAG TGG CTG GGT|GTA| 150
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu GlyjVal

131 |ATR TGG GCT AGT GGA GGC ACA GAT TAT AAT 180
Ile Trp fAila Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn

181 }TCG GCT CTC ATG TCC{CGT CTG RCG ATR TCC 210
Ser Ala Leu lMet Serlfrg Leu Thr Ile Ser

211 AAR GRC ACC TCC CGT AARC CAG GTT GTT CTG 240
Lys Asp Thr Ser Rrg Rsn Gin Val Ual Leu

241 ACC RTG ACY ARC ATG GAC CCG GTIT GRC ACC 270
Thr Met Thr fAsn Met Asp Pro Ual Asp Thr

2?1 GCT ACC TRC TRC TGC GCT CGRIGAT [CCC CCT 308
Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg|Rsp {Pro Pro

301 |{TCT TCC TTR CTR CGG CTT GAC TRC|TGG GGT 330
Ser Ser Leu Leu RArg Leu Rsp Tyr|Trp Gly

331 CGT GGT RCC CCR GTT ACC GTG AGC TCR 357
firg Gly Thr Pro Ual Thr Yal Ser Ser
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Obrazek 9

Variabilni region humanizovaného lehkého reté&zce

1 GAT ATC GTG RTG ACC CAG TCT CCR GRC TCG 30
fisp Ile Val Het Thr Gin Ser Pro Asp Ser

31 CTA GCT GTG TCT CTG GGC GAG RAGG GCC ACC 60
Leu Ala Ual Ser Leu Gly Glu Rrg Ala Thr

6L ATC ARC TGC{AARG RGC TCT CAG AGT CTG TTR| 99
Ile Asn Cysilys Ser Ser Gln Ser Leu Leu

91 |RRC AGT GGA ART CAR ARG ARC TRC TTG GCC| 120
Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Tyr Leu fAla

121 TGG TAT CAG CAG ARA CCC GGG CRG CCT CCT 150
Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gin Pro Pro

I1S1 ARAG TTG CTC ATT TAC|GGG GCG TCG ACT AGG 180
Lys Leu Leu Ile Tyr|Gly Ala Ser Thr Arg

181 GAA TCT|GGG GTR CCT GRC CGR TIC RGT GGC 210
Glu Ser|Gly Ual Pro fisp Arg Phe Ser Gly

——

211 RGC GGG TCT GGG RCR GRT TTC RCT CTC ARCC 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

241 8TC RGC AGC CIG CRG GCT GAR GRT GTG GCR  2M
[le Ser Ser Leu Gln Ala Glu Rsp Val Ala

27?1 GTR TRC TRC TGT{CAG RAT GIT CAT AGT TTT 300
Ual Tyr Tyr Cysi{Gln fisn Ual His Ser Phe

M—n
381 CCR TTC.ACG|TTC GGC GGR GGG ACC RAG TIG 338
Pro Phe Thr|Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

331 GRAG ATC RRR 338
6lu Ile Lys
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Obrazek 12

IL5 NEWM variabilni region humanizovaného t&%kého Fetdzce

1 CAG GTC CAR CTG CAG GRG AGC GGT CCR GGT 30
Gin Ual Gin Leu Gln Giu Ser Gly Pro Gly

31 CTT GTG AGAR CCT AGC CAG RCC CTG AGC CTG 60
Leu Ual Arg Pro Ser Gin Thr Leu Ser Leu

61 RCC TGC ACC GYC TCG GGC TTC TCC CTC ACC 90
Thr Cys Thr Ual Ser Gly Phe Ser Leu Thr

91 |AGC TAT AGT GTA CRCI{TGG GTG RGA CAG CCA 120
Ser Tyr Ser Ual His|Trp Ugl Rrg Gin Pro

121 CCT GGR CGA GGT CTA GRG TGG CTT GGA[GTA] 150
Pro Gily firg Gly Leu Glu Trp Leu Gly|Val

151 |ATA TGG GCT AGT GGA GGC ACA GAT TAT RAT| 180
Ile Trp Ala Ser Gly Gly Thr Asp Tyr Asn

181 |TCG GCT CTC ATG TCC|AGR CTG TCR ATR CTG 210
Ser Ala Leu Met Serifirg Leu Ser Ile Leu

211 RAA GAC AAC AGC RAG AAC CRG GTC AGC CTG 248
Lys Asp Asn Ser Lys Asn Gin Vgl Ser Leu

241 AGR CTC AGC AGC GTG ACA GCC GCC GAC RACC 270
frg Leu Ser Ser Ual Thr Ala Ata Asp Thr

271 GCG GTC TRT TAC TGT GCT CGG|GRT CCC CCT| 300
RAta Yal Tyr Tyr Cys Ala ArgiAsp Pro Pro

301 JTCT TCC TTA CTA CGG CTT GAC TRC{TGG GGR 4330
Ser Ser Leu Leu Arg Leu ARsp Tyr |Trp Gly

331 CRA GGT RCC ACG GTC ACC GTC TCG AGC 357
Gin Gly Thr Thr Ual Thr Ugl Ser Ser
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Obrazek 13

ILS REI variabilni region humanizovaného lehkého Fetézce

1 GRT RTC GTG ATG ACC CRG RAGC CCA AGC AGC
fizp Ile Val Het Thr Gln Ser Pro Ser Ser

(U
(]

21 CTG AGC GCT AGC GTG GGT GAC RAGR GTG ACC 60
Leu Ser Ala Ser Ual Gly Asp Arg Val Thr

61 ATC RCC TGT|ARG AGC TCT CAG AGT CTG TTR| 90
Ile Thr Cys|Lys Ser Ser Gin Ser Leu Leu

91 |AAC RGT GGR RRT CAR ARG ARC TAC TTG GCC| 120
fsn Ser Gily Asn Gin Lus RAsn Tyr Leu Rla

121 TGG TRT CAG CRG ARR CCC GGT ARG GCT CCA 150
Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gily Lys Rle Pro

{31 ARG CTG CTG ATC TAC|GGG GCR TCG RCT AGG 180
Lys Leu Leu Ile Tyr|Gly Ala Ser Thr Arg

181 GRA TCT| GGG GTA CCA GRT AGR TTC AGC GGT 210
Glu SeriGly VUal Pro Asp Arg Phe Ser Gly

211 AGC GGT AGC GGAR ACC GRC TTC ACC TTC ACC 240
Ser Gly Ser Gily Thr Fsp Phe Thr Phe Thr

241 ATC AGC AGC CTG CAG CCA GAG GAC RTC GCC 279
{ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ria

271 ACC TRC TAC TGC{CAG AAT GTT CAT AGT TTT  30@
Thr Tyr Tur Cyus|Gln Asn Ual His Ser Phe

381 CCR TIC ACG|TTC GGR CRR GGG ACC AAG GTG
Pro Phe Thr{Phe Gly Gin Gly The Lys Ual

231 ORG ATC RAAR 339
Glu Ide Lys

Konec dokumentu
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