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Javitott termelhetéségii FAPa-specifikus antitest

A talalmany targya antitest-fehérje, amely specifikusan képes
kétni fibroblaszt-aktivacidés alfa-fehérjét (FAPa-t), amely egy
sejtfelszini, membranksététt fehérje, az F19-epitbépot hordozza,
és tumoros stroma-fibroblasztokon expresszaldédik. A talalmany
szerinti antitest-fehérjék F19-jeld, egéreredetli monoklonalis
antitestbdl szarmazd, komplementaritdst meghatdrozd régidkkal és
olyan vazrégié-médositasokkal rendelkeznek, amely javitott ter-
melhet8séget eredményez gazdasejtekben olyan kiméra antitestek-
hez viszonyitva, amelyek F19-bdl szarmazé variabilis reégidkkal
és idegen konstans régidkkal rendelkeznek.

A talalmany targya az antitest-fehérjét és gyodgyaszatilag el-
fogadhat6é hordozdét tartalmazd gydgyszerkészitmény tumorok keze-
lésére vagy leképezésére szolgadld alkalmazasra, amely tumorok
aktivalt, stroma-fibroblasztokkal tarsultak. A taladlmany szerin-
ti eljarads lehetdvé teszi aktivalt, stroma-fibroblasztok jelen-
létének detektalasat és leképezését sebgydgyulasban, gyulladas-
ban vagy tumorban, humdn paciensekben.

Tovabba eldadllitottak rekombindns FAP-fehérjét expresszalod
sejtvonalakat és ezeknek megfeleld, FAP-nélkili kontrollokat
anti-FAP monoklonalis antitestek jellemzésére.
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A talalmany olyan antitest-fehérjékre vonatkozik, amelyek
specifikusan képesek kotni fibroblaszt-aktivaciés alfa-fehérjeét
(FAPat) . Szintén a talalmany targyat képezi az antitestek alkal-
mazasa diagnosztikai és terdpias célokra, valamint eljarasok az
antitestek eldallitasara.

Epitél rakbetegségek invazids ndvekedése szamos, jellegzetes
cellularis és molekularis valtozassal tarsult a téamasztast biz-
tositd kotdszoveti vazban (stromaban). Sok epitél rékbetegség-
tipus reaktiv stromajanak nagymértékben konzisztens molekularis
jellege indukalja a- fibroblaszt aktivacids alfa-fehérijét (mos-
tantd6l fogva FAP-nak jeloljiik), amely reaktiv kdt8szoveti fibro-
blasztokbdl szarmazd sejtfelszini molekula, melyet eredetileg az
F19-jeld monoklonalis antitesttel azonositottak [ Garin-Chesa P.
at al., (1990)] . Reaktiv kotdszoveti fibroblasztok sejtfelszini

glikoproteinje potenciéalis antitest-célpont humén epitél rakbe-

- tegségekben [ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 7235] . Mivel az FAP-

antigén szelektiven expresszaldédik egy sor epitél karcindma
strémajaban, filiggetlenil a helytél és hisztoldgiai tipustdl, az
FAP-t célzé koncepcidét epitél rakbetegségek és bizonyos mas al-
lapotok leképezésére, diagndzisara és kezelésére fejlesztették
ki. EbbSl a célbdl termeltették az F19-jeld monoklonalis anti-
testet, amely specifikusan képes koétddni FAP-hez, és amelyet le-
irtak az USP 5.059.523. és WO 93/05804. szami szabadalmi iratok-
ban, melyeket teljes egészikben a kitanitas részének tekintink.

Az egyik sGlyos probléma, ami nem-human eredetli antitestek



emberekben valdé in vivo alkalmazasakor felmeril, hogy gyorsan
kifejlédik huméan anti-nem-human valasz, amely csokkenti az anti-
test hatékonysagat paciensekben és hatranyosan befolyasolja a
folyamatos adagolast. Nem-human antitestek humanizalasa &altala-
ban kétféleképpen érhetd el: (1) nem-human/human kiméra antites-
tek elBallitasaval, amelyekben a nem-humdn varidbilis régidk hu-
man konstans régiokhoz vannak kapcsolva [ Boulianne, G. L. et al,
Nature 312, 643 (1984)], vagy (2) nem-huma&n varidbilis régidkbdl
4tiiltetiink komplementaritast meghatdrozd régidkat (CDR) human
varidbilis régidkba, és azutan ezeket az ,atalakitott human” va-
riabilis régidkat hozzakapcsoljuk human konstans régidkhoz
[ Riechmann, L. et al, Nature 332, 323 (1988)] . A kiméra antites-
tek, bar szignifikansan jobbak, mint az egérb&él szarmazbd anti-
testek, még képesek anti-egér valaszt kivaltani emberekben
[ LoBuglio, A.F. et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 4220
(1989)] . CDR-atiiltetett vagy atalakitott human antitestek nem
tartalmaznak, vagy kevés olyan fehérjeszekvenciat tartalmaznak,
amelyet egéreredet(i antitestb8l szarmazdénak lehet azonositani.
BAr CDR-atililtetéssel humanizalt antitest még képes némi immunre-
akciét, példaul anti-allotipusu vagy anti-idiotipusu valaszt ki-
valtani, amint az természetes human antitestek esetén lathatd, a
CDR-A4tlltetett antitest szignifikénsan kisebb immunogenitassal
rendelkezik, mint az egérb&l szarmazd antitest, ezaltal lehetdvé
teszi paciensek hosszabb kezelését.

Antitestek diagnosztikara, leképezésre és terapiara valod
nagybani alkalmazasat tovabba sulyosan korlatozza nagy mennyisé-

gekben vald termelhet8ségiik. Sok esetben nativ, kiméra és/vagy
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CDR-4tiiltetett antitestek rekombinans expresszidjanak meértéke
sejttenyészet-rendszerekben alacsony. A gyenge termelhet&séghez
hozzajaruld faktor lehet a vezet&szekvencia kivalasztésa, és a
termelésre kivalasztott gazdasejt kivalasztasa, valamint a konfor-
macié nem megfeleld kialakuldsa és csOkkent mértékd szekrécibd. A
konformacié nem megfeleld kialakuladsa a nehéz és kdnnyld lancok toO-
kéletlen szervezddéséhez, vagy transzportéladsra nem megfeleld kon-
formacid kialakulasdhoz vezethet, amely akadalyozza az egyik vagy
mindkét 1lanc szekrécidéjat. Altaldban elfogadott tény, hogy az
L-lanc biztositja a szervezdddtt fehérje szekrécidra vald képessé-
gét. Bizonyos esetekben tobb, sét akdr egyetlen szubsztitucid is
eredményezheti antitestek fokozott termelhetdségét.

Diagnosztikai és terépids célokbdl, betegségekkel specifiku-
san tarsult antigének specifikus immunolégiai eszk&zdkkel, embe-
rekbe vald célba juttatasanak klinikai jelent&sége miatt novekvd
igény wvan olyan antitestekre, amelyekben kombin&ldédik az
antigénspecifitas, az alacsony immunogenitas és a nagymértéki
termelhetdség.

Ezért a talalmany szerinti megoldas alapjaul az a probléma
szolgalt, hogy eld lehet-e allitani olyan antitest-fehérjéket,
amelyekben kombinalédik FAP specifikus kotésének tulajdonsaga,
alacsony immunogenitéds emberekben és nagymértekd termelhetdség
rekombinans rendszerekben.

A technikai probléma a taldlmany szabadalmi igénypontjaiban
jellemzett, eldényds megvaldsitasi mébdja szerint oldhatd meg.

A talalmany targyat képezik 0j antitest-fehérjek, amelyek az

F19-jelld monoklonadlis antitest (ATCC nyilvantartdsi szama: HB
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8269) komplementaritast meghatdrozé régidival rendelkeznek, amely
1j antitest-fehérjék specifikusan képesek kotddni fibroblaszt ak-
tivalé fehérjéhez (FAP), az antitest vazrégidé-moédositasokkal ren-
delkezik, amely Jjavitott termelhetdséget eredményez gazdasej-
tekben, olyan kiméra antitesthez viszonyitva, amely F19 varidbilis
régiokkal és idegen konstans régidkkal rendelkezik.

A leirasban az ,antitest-fehérje” kifejezésen monoklonalis
antitest antigénkotd specifitaséaval rendelkezd fehérjét értiink.

,Monoklonalis antitest komplementaritast meghatarozd régid”
kifejezésen a leirasban olyan aminosav-szekvencidkat értink,
amelyek specifikus antigénkotésben jatszanak szerepet Kabat sze-
rint [ Kabat et al., “Sequences of Proteins of Immunological In-
terest” (5. kiadas, NIH Publication No. 91-3242., US Department
of Health and Human Services, Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD], Chothia és Lesk dltal leir-
takkal &sszhangban [ J. Mol. Biol. 196, 901-917 (1987)] .

A leirasban a ,vazrégio-moédositasok” kifejezésen egy vagy
tébb aminosav cseréjét, delécidjat vagy addicidjat ertjik az
egyedi komplementaritast meghatarozé régidkat koriilvevé variabi-
lis régiékban. A vazrégidé-médositésok hatassal lehetnek az anti-
test-fehérje immunogenitdasara, termelhet&ségére vagy kotbspeci-
fitésara.

,Fibroblaszt aktivaciods fehérje (FAP)” kifejezés fibroblaszt
aktivacios alfa-fehérjét (FAPa) is Jjelent, amely a szerin-pro-
tedz-géncsaladhoz tartozd, membrankstott glikoprotein (WO 97/34927
szamu szabadalmi irat). Kibocsatott vagy szekretalt formaja nem

ismeretes az FAP-nek. Az FAP-t az F19-jeld monoklonalis anti-
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testhez vald kotédésével lehet jellemezni, amelyet a HB 8269.
nyilvéantartasi szémon, az ATCC-nél deponalt hibridéma-
sejtvonalbdél lehet kinyerni.

Egy antitest-fehérje ,fibroblaszt aktivacids fehérjére speci-
fikus kotddése” kifejezést a leirasban ugy definialjuk, hogy mi-
lyen mértékben képes specifikusan felismerni és kotni FAP-t
expresszalé human sejteket. A talalmany szerinti fehérjék kotési
specifitasat standard médszerekkel lehet meghatarozni a kotési
specifitas elemzése céljaboél, példaul a 6., 8. és 12. példaban
leirt mddon.

A ,kiméra antitest” kifejezés olyan antitest-fehérjére utal,
amely a 17. és 18. abrakon bemutatott konnyd és nehéz lancbol
szarmazd varidbilis régidkkal, és idegen konstans régidkkal ren-—
delkezik. Az ,idegen konstans régidk” kifejezésen olyan konstans
régidékat értink, amelyek eltérnek az F19 konstans régidéitdl. A
taldlmany szerinti antitest-fehérje és kiméra antitestek Ossze-
hasonlitasahoz tudnunk kell, hogy ilyen kiméra antitestnek
ugyanolyan konstans régidkat kell tartalmaznia, mint az anti-
test-fehérjének. Bemutatas és Osszehasonlitas céljara kizardlag
a 19-22. abrakon bemutatott, human konstans nehéz és konnyld lan-
cokat hasznaljuk fel példaként.

A taldlmany szerinti antitest-fehérjék el&allitasa céljabol
meghataroztuk az F19-jeld, egérbdl szarmazé antitest nehéz és
kénnyd lancat ko6dolé gének nukleinsavszekvenciait, F19 hibri-
déma-sejtekbd8l (ATCC nyilvantartédsi szama: HB 8269) extrahdlt
RNS-bd&1.

A talalmany egy eldnydés megvaldsitasi mddja szerint, a talal-
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many targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek F19-jeld
(ATCC nyilvantartisi szama: HB 8269) monoklonalis antitestbdél
szarmazd, komplementaritast meghatdrozé régiodkkal rendelkeznek,
amely Uj antitest-fehérjék specifikusan képesek fibroblaszt ak-
tivaciés fehérjét (FAP) kotni, és olyan vazrégibdé-médositasokkal
rendelkeznek, amely Jjavitott termelhetéséget eredményez gazda-
sejtekben olyan kiméra antitestekhez viszonyitva, amelyek F19-
b&l szarmazd varidbilis régidkkal és idegen konstans régidkkal
rendelkeznek, amely antitest-fehérje F19-jeld, egérbdl szarmazd
antitestbdl szarmazik (ATCC nyilvantartdsi széma: HB 8269).

Humanizalt FAP-specifikus antitest-fehérjék eldallitasa cél-
jaboél létrehoztunk egy olyan kiméra-antitestet, amely F19 konnyd
és nehéz lancanak varidbilis régidit és human koénnyd és nehéz
lancbél szarmazd, konstans régidkat tartalmazott, megfeleld sor-
rendben. Kiméra egér/human antitestek eldallitasa és termelteté-
se j6l ismert [ Boulianne et al., (1984), mint fent], melyet
szemléltetd médon bemutatunk az 1. és 2. példaban.

A talalmany szerinti antitest-fehérjék varidbilis régidi ti-
pikusan immunoglobulin konstans régidjanak (F.) legaldbb egy
részletéhez vannak kapcsolva, tipikusan human immunoglobulin
konstans régidéjahoz. Human konstans régiot kbédold DNS-
szekvenciakat jél ismert eljarasok szerint lehet izolalni sokfé-
le human sejtbdl, de eldnydsen immortalizalt B-sejtekbdl [ lasd
Kabat et al., mint fent, és WO 87/02671. szamu szabadalmi ira-
tot] . Ennélfogva a taldlmany szerinti antitest-fehérjék tartal-
mazhatjak a teljes konstans régidt vagy annak egy részletét,

amig az FAP-antigénhez specifikus k&tédést képesek mutatni. A
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konstans régi6é tipusanak és terjedelmének kivalasztésa attol
figg, hogy effektor funkcidk, példaul komplement-kotés vagy an-
titest-figgé celluldris toxicitéds kivanatos-e, valamint az anti-
test-fehérje kivant farmakoldgiai tulajdonsagaitél. A talalmany
szerinti antitest-fehérje tipikusan két koénnyd lanc/nehéz lanc-—
parb6él 4ll16 tetramer, de lehet dimer 1is, azaz egy koénnyd
lanc/nehéz lanc parbél &ll, példaul az Fab- vagy Fv-fragmens.

Ennélfogva, a taladlmany eldényés megvalésitasi mdédja szerint,
a talalmény targyat képezik a talalmany szerinti antitest-
fehérjék, amelyek kénnyl lanc varidbilis régidjat és nehéz lanc
variabilis régiéjat tartalmazzak, mindketté humén konstans régi-
6hoz kapcsolva. A kénnyd lanc varidbilis régidéja human kappa
konstans régidhoz kapcsolédik, és a nehéz lanc variabilis régib-
ja human gamma-1 konstans régidhoz kapcsoldédik. Szakember szama-
ra mas human konstans régidk is rendelkezésre allnak konnyld és
nehéz lancok humanizalésara.

Tehat a talalmany masik eldényds megvaldsitasi mddja szerint,
a talalmany szerinti antitest-fehérjék human kappa konstans ré-
giét tartalmaznak.

A talalmany masik eldnyés megvaldésitasi médja szerint, a ta-
lalmény szerinti antitest-fehérjék human gamma-1 konstans régiot
tartalmaznak.

Egy adott ,kiméra Fl9-antitest”-fehérje (cF19) a 17-22. abra-
kon bemutatott konnyd és nehéz lanc varidbilis és konstans régi-
6ibd1 4ll. A cF19 specifikusan és nagy aviditassal képes kotddni
a FAP-antigénhez. A 2. példadban bemutatottak szerint, cF19

expresszidéjanak mértéke COS-sejtekben (afrikai z4ld majom vesé-
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jéb8él szarmazd sejtek) alacsony, kdrilbeliil 10-60 ng/ml tarto-
manyban van, amely legaldbb 10-szer alacsonyabb, mint a legtdbb
mas antitest.

A CcFl9-expresszié mértékének fokozasa céljabdél az F19 V.-
régié vezetdszekvenciajdban egy cserét végeztink, prolint cse-
réltiink leucinra a 9. helyzetben. A a vezetdszekvenciaban vegre-
hajtott, egyetlen aminosav-csere legalabb megduplazta a COS-sej-
tekben termelddétt kiméra antitest mennyiségét. Ezen konkrét ki-
méra antitest COS-sejtekben vald expresszalasara a koénnyd lanc

alabbi mutans vezetSszekvencidjat: MDSQAQVLMLLLLWVSGTCG, és a

nehéz lanc alabbi vezetdszekvencidjat alkalmaztuk:
MGWSWVFLFLLSGTAGVLS.
A  taldlmanyi leirasban alkalmazott, gazdasejtben vald

»javitott termelhetéség” kifejezésen az expresszié mértékének
és/vagy a tisztitott antitest hozamdnak 1lényegi javulasat ért-
jik, ha a fentebb definialt, vazrégidé-médositadsok nélkili, kimé-
ra antitest-expresszid mértékéhez és/vagy antitest-hozamahoz ha-
sonlitjuk. Két konkrét példdban bemutatjuk a javitott termelhe-
téséget, COS-sejteket alkalmazd expresszids rendszerben (2. és
5. példaban) és CHO-sejteket alkalmazd expresszids rendszerben
(10. és 11. példadban) szemléltetve.

Mig a vezet8szekvencia mutidciéja a kiméra FlO9-antitest
expresszibés hozamanak csak duplazddasahoz vezet, a leirasban 1é-
nyegi javulason azt értjik, ha az expresszié mértéke és/vagy a
tisztitads hozama legaldbb 10-es faktorral javul.

A taldlmany elényds megvaldsitdsi médja szerint, a talalmany

targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek azzal jellemez-

71.217/BE



het6k, hogy expresszi6juk mértéke nyers tapkozegbll vett mintak-
ban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisztitott antitest hozamuk
meghaladja vazrégibé-médositasok nélkili kiméra antitestek
expresszi6éjanak mértékét és/vagy tisztitasi hozamukat, legalabb
10-szeres faktorral.

A taldlmany eldnydsebb megvalésitasi médja szerint, a talal-
many targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek azzal jel-
lemezhet8k, hogy expressziéjuk mértéke nyers tapkdzegbdl vett
mintakban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisztitott antitest
hozamuk meghaladja vazrégidé-médositasok nélkiili kiméra antites-
tek expresszidjanak mértékét és/vagy tisztitasi hozamukat, leg-
alabb 20-szoros faktorral.

A talalmany legelénydsebb megvaldsitasi mddja szerint, a ta-
lalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek azzal
jellemezhet8k, hogy expresszidjuk mértéke nyers tapkdzegbdl vett
mintakban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisztitott antitest
hozamuk meghaladja vazrégié-médositasok nélkiili kiméra antites-
tek expressziéjanak mértékét és/vagy tisztitasi hozamukat, leg-
aldbb 100-szoros faktorral.

A taldlmany szerinti, rekombinans antitest-fehérje javitott
termelhetéségét altaldban ugy lehet kimutatni eukaridta sejtek-
re, ahogyan COS és CHO (kinai horcsdég petefészkébdl szarmazd
sejtek) eukaridta sejtekre kimutatjuk (5. és 11. példéak) . A ta-
lalmany egy tovabbi eldnyds megvaldsitasi mdédja szerint, a ta-
l4lmany targya rekombindns antitest-fehérje, amelyet javitott
termelhetéség jellemez eukaridta sejtekben.

A talalmany egy elényds megvaldsitdsi moédja szerint, a talal-
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many targyat antitest-fehérjék képezik, amelyekkel kapcsolatban
az eukariéta sejtek kinai hércség petefészkébdl szarmazd sejtek
(CHO-sejtek) .

Varatlanul azt talaltuk, hogy a koénnyd lanc varidbilis régid-
nak bizonyos vazrégidé-mdédositdsai javitott termelhetdséget haté-
roznak meg a taldlmény szerinti antitestekre. Eldallitottuk a
kénnyld lanc &talakitott, varidbilis régidinak harom verzidjat,
amelyek jeldlése: A, B és C, melyeket az 1-6. abrakon mutatunk be.

A kénnyd lanc varidbilis régidéjanak A, B és C verzidi lényegi
javuladst mutattak CHO-sejtekben (lasd 11. példat) vald termelhe-
t&ségben. Mig a kénnyd lanc variadbilis régidjanak A és C verzidi
csak két altalanosan eld&fordulé aminosavban kiilénbdznek a kénnyd
lanc variabilis régidjanak B-verzidjatdl, tovabbi lényegi javu-
last mutatnak a termelhet8ségben. Legaldbb tovabbi 10-szeres ki-
16nbség van az antitest-szekrécié mértékében a human, Aatalaki-
tott F19 kénnyd lanc B-verzidja és az A- vagy C-verzid kozétt. A
human, &atalakitott F19 kénnyd lanc A és C verzidi az aminosav-
szekvencidjukban csak két aminosavban kildnbdznek, a 36. (Tyr
mutacioja Phe-re) és 87. helyzetben (Tyr mutacidéja Asp-ra)
(Kabat szerinti ndémenklatura). A kénnyld lanc varidbilis régidja-
nak B-verzidjat tartalmazé antitestek szekrécids kapacitasara
kifejtett negativ hatads kozvetett lehet, mivel ha a Tyr-Asp és
Tyr-Phe mutacidkat egyedileg vagy egyitt vizsgaljuk, aligha
okozhatjak a fehérje nem megfeleld konformacidjat. Azért nem va-
16szind, hogy ez az eset 4ll fenn, mivel az antigénkotést vizs-
gald eljarasok azt mutatjak, hogy az F19 kénnyd lanc B-verzidjat

tartalmazé immunoglobulinok hasonldé aviditassal rendelkeznek
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azokkal, amelyek F19 kénnyd lanc A vagy C verzidjat tartalmaz-
zak, ami alapjan feltételezziik, hogy a konformacid kialakuléasa
nagyjabdél hibatlan.

Ugy tinik, hogy az atalakitott human F19 konnyd lanc B-ver-
zibja kiillénésen felelds a szekrécid mértékének csOkkenéséért, az
A és C verzidhoz viszonyitva.

A taldlmany egy eldényds megvaldsitdsi médja szerint, a talal-
many targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyekben a kony-
nyd lanc régié a 87. Kabat-helyzetében 1lév8 aminosav aszparagin-
tdl eltérd.

A taldlmany egy elénydsebb megvaldsitasi mddja szerint, a ta-
lalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyekben a
kénnyd lanc régidé 87. Kabat-helyzetében 1lévé aminosav aromas
vagy aliféds aminosav.

A taldlmany legeldnydsebb megvaldsitasi médja szerint, a ta-
l4lmany targyat olyan antitest-fehérjék keépezik, amelyekben a
kénnyd lanc régidé a 87. Kabat-helyzetében 1lévS aminosav tirozin
vagy fenilalanin.

A taldlmany egy tovabbi elényds megvaldsitasi mdédja szerint,
a talalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyekben
a koénnyd lanc régi6é a 36. Kabat-helyzetében 1lévé aminosav aromas
aminosav.

A taldlmany egy kiilénésen eldnyds megvaldsitasi mdédja sze-
rint, a taldlmany targyat specifikus antitest-fehérjék képezik,
amelyeket egyedileg kozolt, atalakitott, konnyd és nehéz lancok
varidbilis régidibdél allitunk el6d.

A kénnyd lanc varidbilis régidinak A és C verzidi kildndsen
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j61 megfelelnek a talalmany szerinti megoldasban, kivételesen
nagymértékd termelhetdségik miatt, mikdzben teljes mértékben
megérzik FAP-k6tS specifitéasukat és alacsony immunogenitéassal
rendelkeznek. Ez kiilondsen akkor helytalld, ha F19 variabilis
régidvjaval és ugyanolyan konstans régidval rendelkezd kiméra an-
titestekhez hasonlitjuk azokat, de akkor is, ha koénnyd 1lanc
B-verzidéjahoz hasonlitjuk.

Ennélfogva, a talalmany egy elényds megvalodsitasi mbédja sze-
rint, a taldlmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, ame-
lyek a konnyd lanc varidbilis régidjaban a 2. szadmi szekvenciat
tartalmazzak.

A taldlmany egy tovabbi eldnyds megvaldsitasi mddja szerint,
a talalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyekben
a kénnyd lanc variabilis régiéjat az 1. szami nukleotidszek-
vencia kédolja.

A taladlmany egy eldényds megvaldsitasi médja szerint, a talal-
many targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek a konnyd
lanc variabilis régiéjaban a 6. szami szekvenciat tartalmazzak.

A taldlmany egy tovabbi eldnyds megvalésitasi mdédja szerint,
a taldlmaény targyat olyan antitest—fehérjék képezik, amelyekben
a konnyd lanc varidbilis régidjat az 5. szadmu nukleotid-szek-
vencia kédolja.

Szintén a taldlmany targyat képezi a nehéz lanc szamos kulon-
béz4 variabilis régidja, amely javitott termelhetdség tekintete-
ben kiiléndsen jo6l mikoédik a kénnyd lanc A és C verzidinak varia-
bilis régidival.

A talalmany egy elényds megvaldsitési médja szerint, a talal-
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many targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyek a nehéz
lanc variabilis régiéjaban a 8., 10., 12. vagy 14. szamu szek-
vencia (SEQ ID NO: 8, 10, 12 vagy 14) barmelyikét tartalmazzak.

A taldlmany egy masik eldényts megvaldsitasi mdbdja szerint, a
talalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik, amelyekben a
nehéz lanc varidbilis régidéjat a 7., 9., 11. vagy 13. szami
nukleotid-szekvencia barmelyike koédolja.

A taldlmany egy nagyon jelentdsen eldényds megvaldsitasi médja
szerint, a taladlmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik,
amelyek a kénnyd lanc varidbilis régidjaban a 2. szami szekven-
ciidt tartalmazzak, és a nehéz lanc variabilis régidjaban a 12.
szamu szekvenciat tartalmazzdk. A legeldnydsebben az antitest-
fehérje tovabba a kénnyld lanc konstans régiéjadban a 20. szamu
szekvenciat tartalmazza, és a nehéz lanc konstans régidjaban a
22. szAma szekvencidt tartalmazza.

Tehat a talalmany targya egy tovabbi vonatkozasaban olyan an-
titest-fehérje, amely 2. szami aminosav-szekvenciat tartalmaz.
Ilyen antitest-fehérje el&nybsebben 12. szadmi aminosav-szekven-
ciat tartalmaz. Az antitest-fehérije eldénydsebben tovabba 20.
szamt aminosav-szekvenciat és 22. szamd aminosav-szekvenciat
tartalmaz. A taldlmany targya egy tovabbi vonatkozasaban ebben a
bekezdésben leirtak szerinti antitest-fehérje, amely radioaktiv
izotéphoz, elénydsen '*I-hoz, '*I-hoz, '**Re-hoz, '""Re-hoz vagy
%y_hoz van konjugdlva. A taldlmany tdrgya egy tovabbi vonatkoza-
saban olyan DNS-molekula, amely ebben a bekezdésben, fentebb le-
irt antitest-fehérjét koédol. A taldlmany targya egy tovabbi vo-

natkozasadban ilyen DNS-molekuldt hordozé gazdasejt. Ennek meg-
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felelden, a talalmany targya egy tovabbi vonatkozasaban eljaras
ebben a bekezdésben leirtak szerinti antitest-fehérje eldallita-
sara, amelyben ilyen gazdasejteket tenyésztunk olyan korilmények
kb6z6tt, amelyben a gazdasejt expresszalja az antitest-fehérjét,
és izolaljuk a fehérjét. A taldlmany targya egy tovabbi vonatko-
zasaban gyogyaszati készitmény, amely talalmany szerinti anti-
test-fehérjét és gyégyaszatilag elfogadhatd hordozdét tartalmaz.
A talalmany egy tovabbi kiilénésen elényds megvaldsitasi médja
szerint, a taladlmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik,
amelyekben a kénnyd lanc varidbilis régidjat az 1. szamu nukleo-
tid-szekvencia kbédolja, és a nehéz lanc varidbilis régidjat a
11. szami nukleotid-szekvencia koédolja.

A taldlmany egy tovabbi kiiléndsen elényds megvaldsitasi moddja
szerint, a talalmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik,
amelyek a konnyld lanc variabilis régidjaban a 2. szamu szekven-
ciat tartalmazzak, és a nehéz lanc varidbilis régidéjaban a 8.
szamu szekvenciat tartalmazzak.

A talalméany egy tovabbi kiildnésen elényds megvaldsitasi modja
szerint, a taladlmany targyat olyan antitest-fehérjék képezik,
amelyekben a konnyd lanc varidbilis régidjat az 1. szama nuk-
leotid-szekvencia kédolja, és a nehéz lanc variabilis régidjat a
7. szamu nukleotid-szekvencia koédolja.

Ragcsalébol szarmazd antitest variabilis régidéjanak humanizéa-
l4sat szakember &altal ismert eljarasok alkalmazasaval lehet el-
érni. Az EP 0239400. szamu szabadalmi iratban leirjak ragcsalod-
eredet variabilis régié CDR-jeinek Aatultetését human variabilis

régié vazrégidéjaba. A WO 90/07861. szami szabadalmi iratban le-
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irjak CDR-atlltetett varidbilis régid adtalakitasat ugy, hogy be-
visznek tovabbi vazrégié-médositasokat. A WO 92/11018. szami
szabadalmi iratban leirnak humanizalt Ig eldallitasara szolgald
eljarast, amelyben donor CDR-eket kombindlnak olyan akceptor
vazrégiéval, amely nagymértékd homolégiat mutat a donor vazrégi-
6val. A WO 92/05274. szami szabadalmi iratban leirnak vazrégid-
ban mutans antitestek el&allitadsara szolgdld eljarast, ragcsalo-
eredeti antitestb&l kiindulva. Ragcsaldébdl szarmazd monoklonalis
antitestek humanizaldsa képezi az aldbbi szabadalmi iratokban
leirt talalmanyok targyat: EP 0368684; EP 0438310; WO 92/07075
vagy WO 92/22653. Szakember képes a talalmany szerinti antites-
teket el&allitani nyilvanosan rendelkezésre 4allo, Fl9-jelq,
monoklonalis antitestbdl kiindulva, szakember altal ismert elja-
rasok alkalmazasaval, példaul a WO 92/05274. szamG szabadalmi
iratban leirtak szerint. A taldlmany szerinti antitest-fehér-
jéket kédold DNS-molekulakhoz természetesen szakember altal is-
mert szintetikus eljarasok alkalmazdsadval is hozzajuthatunk,
példaul a megfeleld oligonukleotidok kémiai szintézisével, azt
kévetden azok ligalasaval és amplifikdcids eljarasok alkalmaza-
saval [ lasd Frank et al., Methods Enzymol. 154, 221-249 (1987)] .

A talalmany targyat képezik egy tovébbi vonatkozasaban olyan
nukleinsavmolekuldk, amelyek a fentebb leirt, taldlmény szerinti
antitest-fehérjék koédolasara vonatkozéd informacidkat tartalmaz-
nak. A taladlmany szerinti nukleinsavmolekula eldnyésen olyan
nukleinsavmolekula, amely az 1., 3., 5., 7., 9., 11., 13. vagy
15. szamu nukleotidszekvenciaval rendelkezik.

A talalmany té&rgyat képezi egy tovabbi vonatkozasaban
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rekombinans DNS-vektor, amely a fentebb emlitett nukleinsavak
barmelyikének nukleotidszekvencidjat tartalmazza, kidlondsen ugy,
hogy a nukleotid-szekvencia mikddéképesen kapcsoldédik expresz-—
szibés szabalyzé szekvencidhoz, ugymint expresszids vektorokban.
Olyan rekombinans DNS-t részesitilink elényben, amely expresszids
vektor.

A talalmany targya egy tovabbi vonatkozasaban olyan gazda-
sejt, amely fentebb leirt vektort, kildéndsen expresszids vektort
tartalmaz. Ilyen gazdasejt lehet prokaridta sejt vagy eukaridta
sejt. Ilyen gazdasejt eldénydsen eukaridta sejt, élesztésejt vagy
eml8s sejt. A gazdasejt eldnydsebben CHO- (kinai horcsdgbdl pe-
tefészkébdl szarmazd) sejt vagy COS-sejt.

Ennek megfeleléen, a taldlmany targya még egy tovabbi vonat-
kozasaban eljards a taldlmany szerinti antitest-fehérje eldalli-
tasara. Ebben az eljaréasban:

(a) a fentebb leirt gazdasejtet olyan kérulmények kozdtt te-
nyésztjik, amelyben a gazdasejt az antitest-fehérjét expresz-
szalja, és

(b) izoladljuk az antitest-fehérjét.

Emlés gazdasejteket, eldnydsen CHO- vagy COS-sejteket része-
sitiink eldnyben. A talalminy szerinti antitest-fehérjék termel-
tetésére szolgald gazdasejteket transzfektdalhatjuk egyetlen vek-
torral, amely mindkét, a koénnyd és nehéz lancnak megfeleld
expresszibés egységet tartalmazza (lasd példaul WO 94/11523. sza-
ma szabadalmi iratot). A taldlmany egy elényds megvaldsitasi
médja szerint, a taldlmany szerinti antitest-fehérjék termelte-

tésére szolgadldé gazdasejtet két olyan plazmiddal kotransz-
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fektaljuk, amelyek k&énnyld és nehéz lancoknak megfeleld expresz-
szids egységeket tartalmaznak, kiiloén-kilon (lasd példaul
EP 0481790. szama szabadalmi iratot).

A talalmany szerinti antitest-fehérjék nagymértékben specifi-
kus eszkdzt biztositanak terapias agensek FAP-antigénhez vald
célba juttatéasdra. Ezért a taldlmany targyat képezik egy tovabbi
vonatkozasaban a taldlmany szerinti olyan antitest-fehérjék,
amelyek terdpids &agenshez vannak konjugalva. Szakember altal is-
mert, sok terapias &agens koziil eldnyésen alkalmazhatdk radioak-
tiv izotoépok, toxinok, toxoidok, gyulladast okozd agensek, enzi-
mek, antiszensz molekulak, peptidek, citokinek és kemoterapias
dgensek. Radioaktiv izotdépként gamma, béta és alfa-emittald ra-
dioaktiv izotoépokat alkalmazhatunk terdpids agensként. Terapias
radiokativ izotdépként PB-emittdld radioaktiv izotdpotokat része-
sitjik eldnyben. '**Rénium, '**rénium, ’'jod és ®jittrium bizonyult
kiildnésen hasznos P-emittald izotodpként, amelyek alkalmazasaval
elérhetd lokalizalt besugarzas és malignus tumorsejtek elpuszti-
tasa. Ezért radioaktiv izotdpként kildndésen eldnyds 1%¢rénium,
88 yranium, *'j6d vagy Yittrium alkalmazdsa terdpids agensként, me-
lyet a taldlmany szerinti antitest-fehérjékhez konjugadlunk. Pél-
daul, a talalmany szerinti antitest joéddal vald radioaktiv jeld-
lésére alkalmazhatjuk a WO 93/05804. szabadalmi iratban leirt
eljarast.

A taldlmany targya egy tovabbi vonatkozasaban a talalmany
szerinti olyan antitest-fehérjék, amelyek jeldlve vannak. Ilyen
FAP-specifikus, jeldlt antitest lehetévé teszi az FAP-antigén in

vitro és/vagy in vivo lokalizalasat és/vagy detektalasat. A je-
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1618 definidlhatdé markerként, amely kozvetlenil vagy kodzvetve
detektdlhaté. A kdzvetve detektdlhatd markert magat nem lehet
detektalni, hanem sziikség van tovabbi koézvetlenil detektalhatd
markerre, amely specifikus a k&zvetett markerre. A talalmany
szerinti megoldasban eldénydsen detektalhatd markereket alkalma-
zunk. A sokféle detektadlhatdé marker kozil a legeldnyOsebben az
aldbbiakat valasztjuk: enzimek, festékek, radiocaktiv izotodpok,
digoxigenin vagy biotin.

A taldlmany targya egy tovabbi vonatkozaséban a talalmany
szerinti antitest-fehérjék, amelyek leképezhetd agenshez vannak
konjugalva. A sokféle leképezhetd agens kozil szakember szamara
kiiléndsen a radioaktiv izotbpok allnak rendelkezésre. A talal-
many szerinti megoldasban y-emittald radioaktiv izotdpokat része-

1”°36dot alkalmazunk.

sitiink elényben. A legeldénybsebben

A taladlmany targyat képezik egyik vonatkozasaban a fentebb
leirt, taldlmany szerinti antitest-fehérjét és gybdgyaszatilag
elfogadhaté hordozét tartalmazd gydgyszerkészitmények. Ilyen
gyogyszerkészitmények olyan tumorok kezelésére alkalmasak, amely
tumorok aktivalt, stroma-fibroblasztokkal tarsultak. Két lehet-
séges effektor elv létezik anti-tumorstroma immunterapia ceélja-
ra, amelyek szinergikusan hathatnak: (a) mbédositatlan (nem-
konjgualt, ,csupasz”), taldlmany szerinti antitest immunoldgiai
pusztitast vagy gyulladasos reakcidkat indukalhat a tumor-
stromdban, mig (b) terapias &agenshez, példaul radioaktiv izotdp-
hoz vagy mas toxikus anyaghoz konjugalt antitest alkalmazasaval

elérhetiink lokalizalt besugédrzast és malignus tumorsejtek pusz-

tuladsat. Ennek megfelelBen, a taldlmany targya egy tovabbi vo-

71.217/BE



19

natkozasaban a fentebb leirtak szerinti antitest-fehérje alkal-
mazasa gydgyszerkészitmények eldallitasara, specialisan tumorok
kezelésére.

A taldlmany egy tovabbi elénybs megvaldsitasi mdébdja szerint,
a gydégyszerkészitmények olyan talélmany szerinti antitest-
fehérjét tartalmaznak, amely a fentebb leirtak szerinti terapias
dgenshez van konjugalva, valamint gybgyaszatilag elfogadhatd
hordozét, amelyek aktivalt, stroma-fibroblasztokkal tarsult tu-
morok kezelésére alkalmasak. A taldlmény egy mésik eldényds meg-
valbésitasi moédja szerint, a gydgyszerkészitmények olyan talal-
many szerinti antitest-fehérjét tartalmaznak, amely a fentebb
leirtak szerinti leképezhetd &agenshez van konjugalva, valamint
gybgyaszatilag elfogadhatdé hordozét, amelyek aktivalt, stroma-
fibroblasztok Jjelenlétének leképezésére sebgydgyulasban, gyul-
ladt bdrben vagy tumorban, egy humdn paciensben. A talalmany
legeldnyésebb megvaldsitasi médja szerint, a fentebb emlitett
gyégyszerkészitményeket olyan tumor esetén alkalmazzuk, amely az
aladbbi rakbetegség-csoportbél szarmazik: vastag- és vékonybélra-
kok, nem aprésejtes tiidérakok, mellradkok, fej- és nyakrak, pete-
fészekrakok, tiidérakok, hbélyagrdkok, hasnyadlmirigy-rakok és az
agy metasztazisos rakjai.

Allati vagy emberi testben eldny&snek bizonyulhat a fentebb
emlitett gyégyszerkészitmények alkalmazdsa intravénasan vagy mas
médon, példaul szisztémdsan, lokadlisan vagy topikalisan a kérdé-
ses szdvethez vagy szervhez, a betegség tipusatdl és eredetétdl,
vagy a kezelt problématdl, példaul tumortol fiiggben. Példaul

szisztémas Dbeadas akkor kivanatos, ha kildnbbz8 szervek vagy
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szervrendszerek szorulnak kezelésre, példaul szisztémas auto-
immun betegségek, vagy allergidk, vagy idegen szervek vagy szO-
vetek transzplantacidéi esetén, vagy olyan tumorok esetén, ame-
lyek diffuzak vagy nehéz lokalizalni azokat. Lokalis beadasi méd
akkor johet széba, ha csak lokadlis neoplazias manifesztaciot
vagy immunolégiai hatédst varunk, példaul lokalis tumorok esetén.

A taladlmany szerinti antitest-fehérjéket kildnbdzd, szakember
4l1tal ismert beadasi médszerekkel alkalmazhatjuk, kildondsen int-
ravénds injekcié vagy célszévetbe diranyuld kozvetlen injekcid
formajaban. Szisztémas alkalmazasban az intravénas, intravaszku-
laris, intramuszkularis, intraarteridlis, intraperitoneéalis,
oralis vagy intratekalis beaddsi médot részesitjik eldnyben. Lo-
kalisabb alkalmazast érhetiink el szubkutéan, intrakutan, intra-
kardialis, intralobaris, intramedullaris, intrapulmonalis vagy
k6zvetlenil a kezelendd szdvetbe (kétdszovet, csontszdvet, izom-
szdvet, idegszovet, epitél szovet) vagy annak kdzelébe. A keze-
lés kivant id&tartamatdl és hatékonysagatdl figgden, az antites-
tet tartalmazd gyogyszerkészitményeket beadhatjuk egyszeri vagy
néhany alkalommal, id&szakosan, példaul naponta vagy néh&ny na-
ponta, hetente vagy havonta, és eltéré dbézisokban.

A fentebb leirt alkalmazasokra megfeleld antitest-prepara-
tumok eld8allitasa céljaboél szakember injektdlhatd, fizioldgiai-
lag elfogadhaté, steril oldatokat alkalmazhat. Parentera-lis in-
jekcidhoz vagy infuzidhoz, felhasznalasra kész oldatok eldalli-
tasa céljaboél vizes, izotdnias oldatok, példiaul natrium-klorid-
vagy megfeleld plazmafehérje-oldatok koénnyen hozzaférhetbéek. A

gyégyszerkészitmények lehetnek liofilizatumok vagy szaraz prepa-
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ratumok formajaban, amelyeket ismert injektalhatd oldattal fel
lehet oldani felhaszndlas eldtt, steril kdriilmények kozott, pél-
daul egy reagenskészlet részeiként. A talalmany szerinti anti-
test-készitmények végsd preparaladsat injekcid, infuzid vagy per-
fuzidé céljara ugy végezzik, hogy a talalmany szerinti tisztitott
antitesteket O&sszekeverjiik steril, fizioldgiailag elfogadhatd
oldattal, amelyet kiegészithetink ismert  hordozdanyagokkal
és/vagy adalékanyagokkal (példaul szérum-albuminnal, dextrdzzal,
natrium-biszulfittal, EDTA-val).

Az alkalmazott antitest mennyisége fligg a betegség természe-
tét&s1l. Rakbeteg-paciensekben a ,csupasz” antitest alkalmazott
dézisa 0,1 és 100 mg/m’ kozétt, eldénydsen 5 és 50 mg/m’ kozott
lehet alkalmanként. Radioaktivan, példaul 3joéd-131-el jeldlt an-
titestek esetén meg kell hatarozni a maximalisan toleralt doézist
(MTD), amelyet nem szabad tullépni a terdpiads beédllitasokban.
Radioaktivan jeldlt antitestet rakbetegeknek akkora dbzisokat
tartalmaz6, ismételt (havonta vagy hetente) intravénas infuzidk-
kal adunk be, amely ddbézisok az MTD alatt wvannak [ 1dsd példaul
Welt et al., J. Clin. Oncol. 12, 1193-1203 (1994)] .

A talalmany targya egy vonatkozasdban a taldlmany szerinti
antitest-fehérjék alkalmazasa rak kezelésére. A talalmany ell-
nyds megvalésitasi médja szerint, a talalmany targya terapias
dgenshez konjugdlt, talalmany szerinti antitest-fehérjék alkal-
mazasa a fentebb leirtak szerint, rak kezelésére. A talalmany
egy masik eldényds megvaldsitasi médja szerint, a taldlmany tar-
gya leképezhetd agenshez konjugalt, talalmany szerinti antitest-

fehérjék alkalmazasa aktivalt, stroma-fibroblasztok leképezésé-
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re. A taladlmany egy tovabbi elényds megvalédsitasi médja szerint,
a taladlmany targya jeldlt talalmany szerinti antitest-fehérjék
alkalmazasa aktivalt, stroma-fibroblasztok jelenlétének detekta-
lasara egy mintaban.

A taladlmany targyat képezi egy vonatkozasédban eljaras tumorok
kezelésére, amelyben a tumor aktivalt, stroma-fibroblasztokkal
tarsult, amely fibroblasztok specifikusan képesek komplexet ki-
alakitani a taldlmany szerinti antitest-fehérjékkel, amelyek
csupasz/médositatlan antitestként, médositott antitestként, pél-
daul fuzibés fehérjeként vagy terdpiads agenshez konjugalt anti-
test-fehérjeként vannak jelen, amely eljarasban a tumort érint-
keztetjik a tumor kezelésére hatékony mennyiségd antitesttel. A
taldlmany elényds megvaldsitdsi médja szerint, a talalmany tar-
gya eljaras a fentebb emlitett tumorok kezelésére, amelyben a
tumor az aladbbi rakbetegség-csoportbdl szarmazd raksejtekkel
rendelkezik: vastag- és vékonybélrdkok, nem aprbsejtes tuddra-
kok, mellrakok, fej- és nyakrak, petefészekrakok, tudérakok, ho-
lyagrékok, hasnydlmirigy-rakok és az agy metasztazisos rakjai. A
tumorok kezelésére szolgald, fentebb leirt eljarast végezhetjuk
in vitro vagy in vivo.

A taladlmany targyat képezi egy vonatkozasaban eljaras akti-
valt, stroma-fibroblasztok jelenlétének detektalasara sebgydgy-
ulasban, gyulladéasban vagy tumorokban, amelyben

(a) a feltételezhetden aktivalt, stroma-fibroblasztokat tar-
talmazé mintdt érintkeztetjiik a talalmany szerinti antitest-
fehérjével olyan koriilmények kézétt, amely alkalmas az antitest

és antigén kozotti komplex kialakulasara,
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(b) detektaljuk a komplex jelenlétét, ezaltal detektaljuk az
aktivalt, stroma-fibroblasztok jelenlétét sebgydgyulasban, gyul-
ladésban vagy tumorban.

A talalmany egy elényds megvaldésitési mdédja szerint, a talal-
many targyat képezi eljaras aktivalt, stroma-fibroblasztok je-
lenlétének detektdlasara tumorban, amelyben a tumor az alabbi
rédkbetegség-csoportbdl szarmazd raksejtekkel rendelkezik: vas-
tag- és vékonybélrakok, nem aprosejtes tud&rakok, mellrakok,
fej- és nyakrak, petefészekrakok, tiuddrakok, hélyagrakok, has-
nydlmirigy-rakok és az agy metasztézisos rakjai. A talalmany
szerint legelénytsebben alkalmazott antitest-fehérjék a fentebb
leirtak szerint vannak megjeldlve.

A talidlmany targya egy tovabbi vonatkozasaban eljaras akti-
valt, stroma-fibroblasztok jelenlétének leképezésére sebgydgy-
ulasban, gyulladt bdérben (reumatoid artritiszre és cirrdzisra
szintén pozitiv) vagy tumorban, egy human paciensben, amelyben:

(a) leképezd agenshez konjugéalt, talalmany szerinti antitest-
fehérjét beadunk human paciensnek olyan koriilmények kozott,
amely alkalmas az antitest és antigén kozotti komplex kialakula-
sara,

(b) leképezziik az igy kialakult barmilyen komplexet,

(c) ezaltal leképezziik aktivalt, stroma-fibroblasztok jelen-
létét egy human paciensben.

A talalmany egy eldényds megvaldsitési mébdja szerint, a talal-
many targyat képezi eljaras aktivalt, stroma-fibroblasztok je-
lenlétének leképezésére tumorokban, amelyben a tumor az alabbi

rakbetegség-csoportbdl szarmazd raksejtekkel rendelkezik: vas-
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tag- és vékonybélrakok, nem aprodsejtes tud8rakok, mellrakok,
fej- és nyakrak, petefészekrakok, tidérakok, hdlyagréakok, has-

nyalmirigy-rakok és az agy metasztazisos rakjai.

A taladlmany targya egy tovabbi vonatkozasiban eljaras tumor-

stroma detektdléasara, amelyben:

eqgy alkalmas mintat érintkeztetlink a talalmany szerintil

(a)
amely alkalmas az

antitest-fehérjével olyan korilmények kozott,

antitest és antigén kozotti komplex kialakuléasara,

(b) detektaljuk a igy kialakult barmilyen komplex jelenletét,

(c) a komplex jelenlétét tumor-stroma jelenlétére vonatkoz-

tatjuk.
detektalhatd

A taldlmany szerinti megoldasban eld&nydsen

markerrel jeldlt antitestet alkalmazunk.

A talalmany targyat képezik egy tovabbi vonatkozésaban elja-

ras tumor-stroma leképezésére egy humadn paciensben, amelyben

(a) leképezhetd &agenshez konjugédlt, talalmany szerinti anti-
test-fehérjét beadunk a paciensnek olyan kdrilmények kozott,

amely alkalmas az antitest és antigén kozdtti komplex kialakula-

sara,
(b) leképezziik az igy kialakult barmilyen komplexet, és ezal-

tal leképezziik a tumor-stroma jelenlétét human paciensben.

Abrak rovid leirasa:
dtalakitott koénnyld lanc varidbilis régid

F19 human,
(SEQ

1. abra:
1. sz&mu szekvencia

DNS-szekvencidja:

A-verzidjanak (hF19L,)
ID NO: 1).
2. 4bra: F19 human, atalakitott koénnyd lanc varidbilis régid
(hF19L,) aminosav-szekvenciaja: 2. szamid szekvencia

A-verzidjanak
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(SEQ ID NO: 2).

3. &bra: F19 human, atalakitott koénnyd lanc varidbilis régid
B-verziéjanak (hF19L,) DNS-szekvencidja: 3. szamd szekvencia (SEQ
ID NO: 3). Az A-verzidotdl eltérd nukleotidok ald vannak huzva és
vastag betlvel vannak szedve.

4. &bra: F19 human, Aatalakitott koénnyd lanc varidbilis régiod
B-verzidjanak (hF19L,) aminosav-szekvenciaja: 4. szamu szekvencia
(SEQ ID NO: 4). Az A-verzidtdl eltérd aminosavak ala vannak huz-
va és vastag betilivel vannak szedve.

5. abra: F19 human, atalakitott koénnyd lanc variabilis régid
C-verzidéjanak (hF19L.) DNS-szekvenciaja: 5. szama szekvencia (SEQ
ID NO: 5). Az A-verziétdl eltérd nukleotidok ald vannak hazva és
vastag betlvel vannak szedve.

6. abra: F19 humadn, Aatalakitott kdénnyld lanc varidbilis régid
C-verzidjanak (hF19L.) aminosav-szekvenciaja: 6. szami szekvencia
(SEQ ID NO: 6). Az A-verzidotdl eltérd aminosavak ald vannak huz-
va és vastag betilivel vannak szedve.

7. &bra: F19 human, atalakitott nehéz lanc variabilis régiod
A-verziéjanak (hF19H,) DNS-szekvenciaja: 7. szami szekvencia (SEQ
ID NO: 7).

8. &abra: F19 human, Aatalakitott nehéz lanc varidbilis régid
A-verzidjanak (hF19H,) aminosav-szekvencidja: 8. szamu szekvencia
(SEQ ID NO: 8).

9. &4bra: F19 human, A&atalakitott nehéz lanc variadbilis régid
B-verzidjanak (hF19H;) DNS-szekvenciaja: 9. szamu szekvencia (SEQ
ID NO: 9). Az A-verziotdl eltérd nukleotidok ald vannak hazva és

vastag betlvel vannak szedve.

71.217/BE



26

10. abra: F19 human, atalakitott nehéz lanc varidbilis reégid
B-verzibéjénak (hF19H;) aminosav-szekvenciaja: 10. szami szekven-
cia (SEQ ID NO: 10). Az A-verzidtdl eltérd aminosavak ala vannak
huzva és vastag betldvel vannak szedve.

11. &bra: F19 human, &talakitott nehéz lanc varidbilis régid
C-verziéjanak (hF19H.) DNS-szekvenciaja: 11. szamu szekvencia
(SEQ ID NO: 11). Az A-verzidtol eltérd nukleotidok ala vannak
huzva és vastag betdvel vannak szedve.

12. 4bra: F19 human, atalakitott nehéz lanc variabilis régid
C-verzidjanak (hF19H.) aminosav-szekvenciaja: 12. szamu szekven-
cia (SEQ ID NO: 12). Az A-verzidtdl eltérd aminosavak ala vannak
huzva és vastag betlivel vannak szedve.

13. abra: F19 human, Aatalakitott nehéz lanc varidbilis régid
D-verzidjanak (hF19H,) DNS-szekvenciaja: 13. szamil szekvencia
(SEQ ID NO: 13). Az A-verzidétdl eltérd nukleotidok ald vannak
huzva és vastag betdvel vannak szedve.

14. &bra: F19 human, Atalakitott nehéz lanc varidbilis régid
D-verziéjanak (hF19H,) aminosav-szekvenciaja: 14. szama szekven-
cia (SEQ ID NO: 14). Az A-verzidtdl eltérd aminosavak ald vannak
huzva és vastag betlivel vannak szedve.

15. abra: F19 human, Aatalakitott nehéz lanc varidbilis régid
E-verziéjanak (hF19H,) DNS-szekvenciaja: 15. szamu szekvencia
(SEQ ID NO: 15). Az A-verzidtdél eltérd nukleotidok ala vannak
huzva és vastag betlivel vannak szedve.

16. abra: F19 human, atalakitott nehéz lanc varidbilis régid
E-verzidjanak (hF19H,) aminosav-szekvenciaja: 16. szamd szekven-

cia (SEQ ID NO: 16). Az A-verzidtdl eltér® aminosavak alad vannak
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huzva és vastag betlivel vannak szedve.

17. &abra: F19 kiméra koénnyld lanc varidbilis régid (chF19LC)
aminosav-szekvencidja: 17. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 17).

18. 4&bra: F19 kiméra nehéz lanc varidbilis régidé (chF19HC)
aminosav-szekvenciaja: 18. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 18).

19. 4&abra: Humadn kappa koénnyd lanc konstans 1régié DNS-
szekvenciaja: 19. szamu szekvencia (SEQ ID NO: 19).

20. A&bra: Human koénnyd lanc konstans régidé aminosav-
szekvenciaja: 20. szami szekvencia (SEQ ID NO: 20).

21. A&bra: Human nehéz lanc konstans régidé DNS-szekvenciaja:
21. szama szekvencia (SEQ ID NO: 21).

22. abra: Humdn nehéz 1lanc konstans régidé aminosav-
szekvenciaja: 22. szami szekvencia (SEQ ID NO: 22).

23. abra: Emlés sejtben mikodS expresszids vektorok, melyeket
kiméra és Atalakitott, human kappa koénnyd lancokbdél és human
gamma-1 nehéz lancokbdél 4allé, human antitestek termeltetésére
alkalmaztunk.

23 A. Koénnyld lancot kédold expresszids vektor: pKN1OO

23 B. Nehéz lancot ko6dold expresszids vektor: pGlD10S

24. abra: Egérb&l szarmazd F19 koénnyld léanc varidbilis regid-
janak DNS- és aminosav-szekvenciaja, moédositva kiméra F19 koénnyd
lancot tartalmazd konstrukciéban vald alkalmazdsra. A restrikci-
6s helyeket vastag betilivel jeldltik. A Kozak-szekvencia, 1-3
CDR-ek és a splicing-donorhely ala van huzva.

25. abra: Egérbsl szarmazd F19 nehéz lanc variabilis régidja-
nak DNS- és aminosav-szekvencidja, mdédositva kiméra F19 nehéz

lancot tartalmazd konstrukcidéban vald alkalmazadsra. A restrikci-
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6s helyeket vastag Dbetilivel jeloltiik. A Kozak-szekvencia, 1-3
CDR-ek és a splicing-donorhely ald van huzva.

26. Aabra: F19 kiméra antitest DNS-szekvencidja pKN100-jeld
emlés expresszids vektorba klénozva. A restrikcids helyeket vas-
tag betlvel és aldhUzassal jeloltik. CDR-ek (1-3) és a splicing-
donorhely ala vannak huzva. Ez egéreredetd F19 konnyd lanc DNS-
szekvenciaja pKN100-jeld eukaridta expresszids vektorban. A vek-
tor tartalmazza a humadn kappa konstans régié génjének cDNS-
verziéjat [allotipus Km(3)], amely erds mesterséges terminacids
szekvenciaval terminalédik. Tovabba a Neo-jell szelektalhatd gén
szintén ezzel a mesterséges szekvenciaval termin&lédik, és szin-
tén ugyanabban az orientdcidéban van, mint a kappa kdénnyd lanc
expresszibs kazetta.

A pKN100-jeld eukaridéta expresszids vektor esszenciadlis kompo-

nensei az alabbiak:

1-6 = EcoRI-hasitdhely

7-1571 = HCMVi-promdbter/enhanszer
583-587 = TATAA-DOX

610 = transzkripcibs starthely
728-736 = splicing donorhely

731 = intron kezdete

1557 = intron vége

1544-1558 = splicing akceptorhely
1590-1598 = Kozak-szekvencia

15909-1658 = peptid-vezetdszekvencia
1659-1997 = egéreredetd F19 koénnyl lanc

1996-2004 = splicing donorhely
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2011-2657 = human Kappa konstans régidé [ Km(3)] génjének
cDNS-képiaja

2664-2880

mesterséges spaC2 termindcids szekvencia

2887-7845 = A pSV2neo-vektor DNS-fragmentuma, amely Amp-rezisz-
tenciagént (ellenkezd orientéacidéban), CoIEI és S5SV40
replikaciés origdkat és Neo-rezisztenciagént (ugyanab-
ban az orientdcidéban, mint a HCMVi-KCT-kazetta) tar-
talmaz

7852-8068 = mesterséges spaC2 terminacidés szignal

Ez a szekvencia koézvetleniil az EcoRI-hasitéhelytdél (1-6. hely-

zet) szintézisirannyal szemben végzddik, a szekvencia kezdete-

nél. Ez a DNS-szekvencia vektorként cirkularis lenne.

27. A&bra: F19 kiméra antitest DNS-szekvenciaja pgldl05-jeld
emlds expresszids vektorba klénozva. A restrikcids helyeket vas-
tag betlivel és aladhuzassal jeloltiik. CDR-ek (1-3) és a splicing-
donorhely ala vannak huzva. Ez a DNS-szekvencia egéreredetd F19
nehéz 1lanc DNS-szekvenciadja pGlD105-jeld eukaridta expresszids
vektorban. A vektor tartalmazza a humdn gamma-1 konstans régid
génjének cDNS-verziéjat [allotipus Glm(non-a, 1z, -X), amely
Gml (17)-allotipusként is ismeretes] .

A konstrukcid esszencialis komponensei az alabbiak:

1-2501 = pBR322-alapu szekvencia, amely ampicillin-reziszten-
ciagént, CoIEI plusz SV40 replikacidés origdt és elsor-
vasztott SV40 korai promdtert tartalmaz

2502-3226

dhfr-gén

3233-4073

SvV40 poli-A-szekvencia stb.

4074-4079 = ligalt BamHI- és BglII-hasitohely (BstYI)
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4080-4302

SPA-hely plusz C2 terminacids szignal

4303-5867 HCMVi-prométer

5879-5885 = egyedi HindIIT restrikciés hasitéhely immunoglobu-
1inb6él szarmazd variabilis gének klénozasara

5886-5894 = Kozak-szekvencia

5895-5951 szignalpeptid

Il

5952-6323 = egéreredetd F19 kdnnyl lanc

6323-6330

Il

splicing donorhely

6331-6336

egyedi BamHI restrikciés hasitdhely immunoglobulin-
b6l szarmazd varidbilis gének kldénozésara

6337-7388 = human gamma-1 konstans régidk cDNS-képiaja, melyet
megeléz egy 62 bp méretld intron

7389-7709 = Arnie terminacids szekvencia

A konstrukciéban alkalmazott, human gamma-1 konstans régidé Glm-—

(non-a, z, -x) allotipussal rendelkezett, amely Gml(17)- alloti-

pusként is ismeretes, amelyet egy glutaminsav (E) hataroz meg a

356. helyzetben (Eu-szamozas szerint), egy metionin (M) a 358.

helyzetben (Eu-szamozas szerint) és egy lizin (K) a 214. hely-

zetben (Eu-szamozas szerint). Ez a harom aminosav ala van huzva

a fenti szekvenciéban.

28 . abra: PCR-re alapulé eljards humén, atalakitott F19 kdny-
nyd lanc eléallitasara. Ezen az abran vazlatosan bemutatjuk az
elallitas stratégiajat. A pontozott vonalak legalabb 21 bazis-
b6l 4116, komplementer szekvencidkat jeleznek a primerekben.

29. abra: Atalakitott, human F19 koénnyd lanc variabilis régid
A, B és C verzibjanak nukleotidszekvenciai és levezetett amino-

sav-szekvenciai. A nukleotidszekvencidkat és a levezetett amino-
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sav-szekvencidkat egymas ala rendeztiik, és Osszehasonlitottuk az
A-verzibéval, a vonalkazas nukleotid-azonossagot, a pontozas ami-
nosav-azonossagot jelent ebben a szekvenciaban. Az aminosavakat
Kabat és munkatdrsai &ltal (1991) leirtak szerint szamoztuk. A
CDR-ek elhelyezkedését bekereteztik.

30. &bra: F19 L, (human, A&atalakitott kénnyd lanc A-verzidja)
DNS-szekvencidja PKN100-jeld emlés expresszids vektorba
klénozva. A restrikcidés helyeket vastag betilvel és aladhlzéassal
jeldltik. CDR-ek (1-3) és a splicing-donorhely ala vannak huzva.
Ez Atalakitott F19 koénnyd lanc A-verzidjanak DNS-szekvenciaja
pKN100-jeld eukaridéta expresszids vektorba klénozva. A vektor
tartalmazza a human kappa konstans régié génjének cDNS-verzidjat
[ allotipus Km(3)], amely erds mesterséges terminaciés szekvenci-
aval terminaldédik. Tovabba a Neo-jelld szelektdlhatd gén szintén
ezzel a mesterséges szekvencidval terminaldédik, és szintén
ugyanabban az orientaciéban van, mint a kappa konnyd lanc
expresszids kazetta.

A vektor komponensei az alabbiak:

7-1571 = HCMVi-promdéter/enhanszer
583-587 = TATAA-box

610 = transzkripcids starthely
728-736 = splicing donorhely

731 = intron kezdete

1557 = intron vége

1544-1558 = splicing akceptorhely
1590-1598 = Kozak-szekvencia
1599-1658 = peptid-vezetdszekvencia
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1659-1997 dtalakitott F19 koénnyd lanc A-verzidia

1996-2004 = splicing donorhely

2011-2657 human Kappa konstans régid [ Km(3)] génjének
cDNS-kopidja

2664-2880

mesterséges spaC2 terminacids szekvencia

2887-7845 = A pSV2neo-vektor DNS-fragmentuma, amely Amp-rezisz-
tenciagént (ellenkezd orientéacidéban), CoIEI és SV40
replikaciés origdkat és Neo-rezisztenciagént (ugyanab-
ban az orientéacidban, mint a HCMVi-KCT-kazetta) tar-
talmaz

7852-8068 = mesterséges spaC2 terminacids szignal

Ez a szekvencia kozvetleniil az EcoRI-hasitbhelytdél (1-6. hely-

zet) szintézisirannyal szemben végzd&dik, a szekvencia kezdeté-

nél. Ez a DNS-szekvencia vektorként cirkularis lenne.

31. abra: PCR-re alapuld eljaras human, atalakitott F19 nehéz
lanc el8allitasara. Ezen az abran vazlatosan bemutatjuk az eld-
4llitas stratégiadjat. A pontozott vonalak legalabb 21 bazisbdl
4116, komplementer szekvenciakat jeleznek a primerekben.

32. 4abra: Atalakitott, human F19 nehéz lanc varidbilis régid
A-E verzidinak nukleotidszekvenciai és levezetett aminosav-
szekvenciai. A nukleotidszekvencidkat és a levezetett aminosav-
szekvencidkat egymas ala rendeztiik, és Osszehasonlitottuk az A-
verzibéval, a vonalkazas nukleotid-azonossagot, a pontozas amino-
sav-azonossagot jelent ebben a szekvenciaban. Az aminosavakat
Kabat és munkatarsai altal (1991) leirtak szerint szamoztuk. A
CDR-ek elhelyezkedését bekereteztik.

33. 4&bra: F19Ha (human, A&talakitott, nehéz lanc A-verzidja)

71.217/BE



33

DNS-szekvencidja pgldl05-jeld emlds expresszibés vektorba klo6-
nozva. A restrikciés helyeket vastag betiivel és aladhuzassal Jje-
161tiik. CDR-ek (1-3) és a splicing-donorhely ala vannak huzva.
Ez a DNS-szekvencia pGlD105-jeld eukaridta expresszids vektor
DNS-szekvencidja, amely F19 nehéz lanc variabilis régid A-ver-
zi6jat tartalmazza. A vektor tartalmazza a human gamma-1 kons-
tans régié génjének cDNS-verzidjat [ allotipus Glm(non-a, z, -X),
amely Gml (17)-allotipusként is ismeretes].
A konstrukcid esszencidlis komponensei az alabbiak:
1-2501 = pBR322-alapu szekvencia, amely ampicillin-rezisz-
tenciagént, CoIEI plusz SV40 replikdcids origdt és el-

sorvasztott SV40 korai promdtert tartalmaz

2502-3226 = dhfr-gén

3233-4073 = SV40 poli-A-szekvencia stb.

4080-4302 = SPA-hely plusz C2 terminaciés szignal
4303-5867 = HCMVi-promoéter

5879-5885 = egyedi HindIII restrikcids hasitéhely immunoglobu-
1inb6l szarmazd varidbilis gének kldnozasara

5886-5894

Kozak-szekvencia

5895-5951 = szignalpeptid

5952-6323 = atalakitott F19 nehéz lanc A-verzidja
6323-6330 = splicing donorhely
6331-6336 = egyedi BamHI restrikciés hasitdhely immunoglobu-

linbél szarmazd varidbilis gének kldénozasara
6337-7388 = humadn gamma-1 konstans régidk cDNS-képiaja, melyet
megeldz egy 62 bp méretu intron

7389-7709 = Arnie terminacids szekvencia
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A konstrukcidban alkalmazott, humdn gamma-1 konstans régid
Glm- (non-a, 2z, -x) allotipussal rendelkezett, amely Gml(17)-
allotipusként is ismeretes, amelyet egy glutaminsav (E) hataroz
meg a 356. helyzetben (Eu-szamozas szerint), egy metionin (M) a
358. helyzetben (Eu-szamozas szerint) és egy lizin (K) a 214.
helyzetben (Eu-szamozas szerint). Ez a harom aminosav ala van
huzva a fenti szekvenciaban.

34. A&bra: Nehéz (A-panel) és koénnyd lancok (B-panel) RNS-
splicing-eseményei, amelyek az Fl9-antitest expresszidja alatt
mennek végbe emlds sejtekben -vazlatos rajz.

A. Nehéz lanc RNS-splicingjai

B. Kappa kénnyd lanc RNS-splicingjai

35. 4&bra: CD8-FAP-hoz koétédott L,H.-felliluiszd koncentracid-
fliggése.

36. 4bra: Biotinildlt L,H. kotddése human FAP-hez.

37. &4bra: CD8-FAP hordoz Fl9-epitdpot, cF19-el detektalva.

1. példa

Egér-human kiméra gének eldallitasa

A kiméra Fl9-antitestet (cF19) ugy terveztik, hogy egérerede-
td F19 v,- illetve V,-régidkat kapcsoltunk human kappa illetve
gamma-1 konstans régidkhoz, ebben a sorrendben. Az egéreredeti
F19 V,- és &g—régiékat kédold cDNS-szekvencidkat szegélyezd, 5 -
és 3" -végi szekvencidk mbddositésara PCR-primereket alkalmaztunk
(1. tablazat). Az F19 koénnyd lanc V-régidjara specifikus PCR-
primereket terveztink. Ezeket az atalakitott egéreredetd F19 va-

ridbilis régiokat azutan emlds sejtekben mikoédS olyan expresz-—
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szibds vektorokba szubklénoztuk, amelyek mar tartalmaztdk a human
kappa (pKN100-vektor) vagy gamma-1 (pG1lD105-vektor) konstans ré-
giéit (23. &bra). Ezekben a vektorokban human citomegalovirus
(HCMV) promoétert/enhanszert alkalmazunk a kénnyd és nehéz lancok
hatékony atirdsa céljabol. A vektorok tartalmaznak még SV40
replikaciés origét, hatékony DNS-replikacid és azt kovetden COS-
sejtekben vald fehérjeexpresszié lehetdvé tétele céljabdl. Az
expresszibés vektorokat ugy terveztiik, hogy a variabilis régidkat
HindIII-BamHI-DNS-fragmentumként inszertaltuk. PCR-primeket ter-
veztiink, hogy a restrikcidés hasitdhelyeket Dbevigyik az V-
régiékat kédold cDNS-ek 5 - (HindIII) és 3’ - (BamHI) végeihez. A
PCR-primereket tovabba ugy terveztik, hogy Dbevigyink Kozak-
-szekvenciat (GCCGCCACC) mind a kénnyd, mind a nehéz léancot k6-
dolé cDNS-ek 5 -végeihez, hatékony transzlacid lehetdévé teétele
céljapboél [ Kozak, M., J. Mol. Biol. 196, 947 (1987)], és hogy be-
vigyiink splicing donorhelyeket mind a kénnyd, mind a nehéz lan-
cot koébdold cDNS-ek 3’ -végeihez, hogy a varidbilis régidk a
splicing soran a konstans régidkhoz kerldljenek. A kiméra F19
kénnyd és nehéz lancot kédold konstrukcidhoz alkalmazott PCR-
primereket bemutatjuk az 1. téablazatban. Az egéreredetli F19 V-
és V,~régidk DNS- és aminosav-szekvenciait bemutatjuk a 24. és
25. abrakon, ahogyan &t lettek alakitva kiméra F19 konnyl és ne-
héz lancok elBallitasara. A pKN100- és pGlDl05-jell, eukaridta
expresszidés vektorokba kloénozott, egéreredetd F19 kénnyd és ne-

héz lancok DNS-szekvencidit bemutatjuk a 26. és 27. abrakon.

1. TABLAZAT: PCR-primerek kiméra Fl9-antitest eldallitasara
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A. Kénnyii lanc varidbilis régié
1. Az 5 -vég eldallitasara szolgald primer (37 tagu)
5’ CAGA AAGCTT GCCGCCACC ATG GAT TCA CAG GCC CAG 3

HindIII Kozak-szekvencia M D S Q A 0

2. A 3 -vég elSallitasara szolgdld primer (35 tagu)
5 CCGAGGATCCACTCACGTTT CAG CTC CAG CTT GGT 3’

BamHI splicing donorhely

B. Nehéz lanc variabilis régid
1. Az 5 -vég el6allitadsara szolgald primer (37 tagu)
5’ CAGA AAGCTT GCCGCCACC ATG GGA TGG AGC TGG GTC 3

HindIII Kozak-szekvencia M G W S W \Y

2. A 3 -vég elSallitasara szolgdld primer (35 tagu)

5 CCGA GGATCC ACTCACC TGA GGA GAC GGT GAC TGA 3

BamHI splicing donorhely

2. példa

Kiméra Fl9-antitest expresszilasa és kotési aktivitasa

Kiméra F19 konnyd és nehéz lancokat kédold, két plazmid DNS-t
(lasd 1. példat) kotranszfektdltunk COS-sejtekbe, kiméra F19-
antitest tranziens expresszidéja céljabdl, a lentebb leirtak sze-
rint. 72 éras inkubdlds utan, a tapkozeget elkiloénitettik, centri-
fugaltuk a sejttormelékek eltavolitasa céljabél, és ELISA-val ana-
lizaltuk human IgGl-szer( antitest el&allitdsa céljabdél. A kiméra
F19 antitestet tartalmazé COS-sejtfeliiltiszét analizaltuk arra vo-
natkozéan, hogy milyen mértékben képes FAP-antigént sejtfelszinen
expresszalé, HT 1080-sejtekhez kotddni (lasd 13. példat).

COS-sejtek transzfekcidéja elektropordcié alkalmazéasaval
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A kiméra vagy &atalakitott, humdn nehéz illetve konnyd lancok
verzidit tartalmazd, pgldl05- illetve pKN100-jeld, emlés
expresszidés vektorokat COS-sejtekben teszteltik Fl9-antitestek
tranziens expresszidéjara nézve. COS7-sejteket rutinszerlien pasz-
szaltunk penicillint (50 1IU/ml), sztreptomicint (50 pg/ml),
L-glutamint és 10% hd&inkativalt gamma-globulintél mentes, magza-
ti borjuszérumot (FCS, Harlan Sera-Lab., kat.sz. D0O00l) tartal-
mazé DMEM-be (Gibco BRL kat. #41966). A DNS-t elektroporacidval
vittiik be COS-sejtekbe, Gene Pulsar készilék (BioRad) alkalmaza-
saval. A DNS-t (vektoronként 10 pg) hozzaadtuk 0,8 ml, 1 x 10’
sejt/ml-es alikvothoz, foszfat-pufferolt sdoldathoz (PBS, kalci-
um- és magnézium-iontél mentes). 1900 V, 25 pF elektromos impul-
zust alkalmaztunk. 10 perces regenerdlddasi idé utén, szobahé-
mérsékleten, az elektroporacidén atesett sejtekhez hozzaadtunk 8
ml, 5% FCS-t tartalmazé DMEM-et. 37°C-on, 72 o6raig végzett inku-
bacid utan, a tapkdzeget elkildnitettik, centrifugaltuk a sejt-
tormelékek eltavolitasa céljdbdl, és steril korlilmények kozott
taroltuk 4°C-on rovid ideig, vagy -20°C-on hosszabb ideig.

Szervezédsétt IgGl/kappa-antitest koncentraciéjanak mérése
COS-sejtek feliliszbéjaban, ELISA alkalmazasaval

Transzfektdlt COS-sejtek &altal termelt antitest-mintékat
ELISA-val vizsgaltunk annak meghatarozasa céljabdél, hogy mennyi
kiméra vagy atalakitott, humdn antitestet termelt. Az antitest
detektalasa céljabdl, talcakat kecskében termeltetett, (Fcy-frag-
mentumra specifikus) anti-humdn-IgG-vel (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., #109-005-098) burkoltunk. COS-sejtekbdl szar-

mazé mintdkat higitasi sorban lehigitottunk, és hozzadadtuk az
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egyes mérdhelyekhez. 1 oéra hosszaig inkubaltuk 37°C-on, és mos-
tuk, majd hozzaadtunk tormaboél szarmazd peroxidazzal konjugalt,
kecskében termeltetett, anti-human kappa koénnyd lancot (Sigma,
A-7164). 30 perces, 37°C-on végzett inkubacid és mosas utén hoz-
zdadtunk , K-blue” szubsztratot (3,3 ,5,5 -tetrametil-benzidin és
hidrogén-peroxid keverékét, Bionostics Limited, #KB175) 30 per-
cig, szobahdémérsékleten. A reakcidét ,,Red Stop” oldat (Bionostics
Limited, #RS20) alkalmazasaval leallitottuk, és leolvastuk az
optikai denzitast mikrotdlca-leolvasbban 650 nm-en. Standardként
tisztitott, ismert koncentraciéju, human IgGl/Kappa-antitestet
alkalmaztunk.

Kiméra Fl9-antitest expresszi6éjanak mértéke COS-sejtekben
alacsony volt (2. tablazat), 10 és 60 ng/ml koézotti érték, amely
legaldbb tizede az antitestek tdbbségének.

Kiméra Fl9-antitestexpresszid mértékének fokozasa céljabdl az
F19 V,-régié vezetdszekvencidjat megvaltoztattuk agy, hogy egy
leucint szubsztitudltunk prolinra a -9. helyzetben. Ez az egyet-
len aminosav-csere a vezetdszekvencidban legalabb megduplazta a
COS-sejtekben termeldddtt kiméra antitest mennyiségét.

Sejtkdtési eredmények azt mutatjak, hogy kiméra F19 specifi-
kusan és a varakozasnak megfeleld aviditéssal képes kotddni az

FAP-célhoz.

2. TABLAZAT: Kiméra Fl9-antitest koncentraciéi COS-sejtek felil-
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aszoéiban (harom fiiggetlen transzfekcibébdél szarmazd eredmények)

Transzfektdlt antitest-komponensek Human yl/K
Nehéz lanc Kappa konnyd lanc pg/ml-ben
cF1l9 cF1l9 (F19 vezetdszekvencia) 0,060
cF19 cF19 (mutdns vezetdszekvencia) 0,212
cF19 cF19 (F19 vezetdszekvencia) 0,056
CF19 cF19 (mutéans vezetdszekvencia) 0,108
cF19 cF19 (F19 vezetdszekvencia) 0,011
cF19 cF19 (mutéans vezetdszekvencia) 0,087

3. példa

Atalakitott human F19 kénnyli lanc A-C-verzidinak (L,-L;) elé-
allitasa

Az atalakitott human F19 V -régid (L,) elsé verzidjat atfedd
PCR-fragmentumok alkalmazdsaval allitottuk eld, Daugherty, B. L.
és munkatarsai [ Nucl. Acids Res. 19, 2471 (1991)] altal leirt
médszerhez hasonldan. Tiz oligonukleotidot szintetizaltunk, ame-
lyek o6t primer-parbél alltak: APCRl-vlal, vliaz-vla3, wvlad-vlab,
vlia6-vla7 és v1a8-APCR4 (3. tablazat és 28. abra). A szomszédos
parok koézott legalabb 21 bazisbdl &ll6 atfedS szekvencia volt
(28. abra). Az APCR1 és APCR4 a szegélyez8 pUCl9-vektorszekven-
ciadkhoz képes hibridiz&ldédni. A mutagén primereket ugy tervez-
tiik, hogy 5’ -végiik kdzvetlenil koévette egy kodon ide-oda mozgd
helyzetét. Ezt a stratégiat alkalmaztuk annak kivédésére, hogy a

mutagén primerrel komplementer szal 3’ -végéhez a DNS-polimerédz a

PCR alatt feleslegesen hozzaadjon egy nukleotidot [ Sharrocks, A.
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D. és Shaw. P. E., Nucl. Acids Res. 20, 1147 (1992)] . A megfele-
16 primer-parokat (egyenként 0,2 pM) kombinaltunk 10 ng ,B"-
verziojn, atalakitott human L25V,-régiét kédold cDNS-el, és 1
egység AmliTag (Perkin Elmer Cetus) DNS-polimerazzal, 50 pl PCR-
pufferben, amely 10 mM Tris-HCl-ot (pH 8,3), 50 mM KC1l, 200 uM
dNTP-ket és 1,5 mM MgCl,-ot tartalmazott. Ezt asvanyi olajjal fe-
liilrétegeztiik, és PCR-t végeztink 25 ciklusban, az egyes ciklu-
sok az alabbi lépésekbs1l &lltak: denaturédcidés 1lépés 94°C-on, 1
percig, primer-dsszehibridizalasi 1épés 55°C-on, 1 percig, és
lanchosszabbitasi 1lépés 72°C-on, 2 percig. Ezt kovette egyetlen
ciklus, amelyben egy tovabbi lanchosszabbitasi 1lépés volt 72°C-
on, 10 percig, majd lehlités 4°C-ra. A primer-0sszehibridizaléasi
és lanchosszabbitasi 1lépések kozotti idé 2,5 perc volt. Az Ot
reakciébol szarmazd termékeket (A, B, C, D és E) azutan
gélelektroforézissel tisztitottuk, majd DNS-eltcid koOvetkezett
,Wizard PCR preps” (Promega) alkalmazasaval. A-, B-, C-, D- és
E-jelld PCR-termékeket Osszeallitottuk komplementaritasuk sze-
rint. Egy masodik PCR-reakciésorozatban B és C, valamint D és E
(egyenként 50 ng) PCR-termékeket hozzaadtunk 50 ul PCR-reakcidhoz
(a fentebb leirtak szerint), amely 1 egység AmliTag (Perkin El-
mer Cetus) DNS-polimerazt tartalmazott. A reakcibsorozat 20,
fentebb ismertetett ciklusbo6él &llt, kivéve azt, hogy az OJssze-
hibridizalasi hémérsékletet 60°C-ra emeltik. A harmadik PCR-reak-
cidsorozatban, F- és G-jell PCR-termékeket PCR-amplifikaltunk, 1

pl-t hasznaltunk az elézd PCR-reakcidébdl és a megfeleld PCR-pri-
mereket (vla2-vla5 vagy vla6-APCR4). A PCR-reakcidk 1 egység

AmpliTag DNS-polimerdzt tartalmaztak 50 pl PCR-reakcidéban (a fen-
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tebb leirtak szerint), és 25 ciklusban amplifikdltunk, mint az
elsé szakaszban. A negyedik PCR-reakcidésorozatban a H-jeld PCR-
terméket amplifikaltuk, 1-1 pl-t alkalmazva az elfz8 PCR-reakcid-
b6l és a PCR-primerek koéziill a vla2-APCR4-part. Végil, A és H
PCR-termékeket Osszedllitottuk komplementaritédsuk szerint, a
fentebb leirtakhoz hasonld kétlépéses PCR-reakcidban, amelyben
terminalis primerként RSP-t és UP-t alkalmaztunk. A teljesen
5sszeallitott fragmentum megfelelt az egész, vezetdszekvenciat
tartalmazd, &talakitott humén F19 V -régidnak, melyet HindIII- és
BamHI-enzimekkel emésztettiink, és pUC19-be klénoztunk szekvena-
14s céljabél. A pontos DNS-szekvencidt tartalmazé klén jeldlése:
reshF19La (29. &bra), és azutidn ezt pKN10O-jeld eukaridta
expressziés vektorba szubklénoztuk. A reshFl9La DNS-szekvencia-
jat pKN100-ba szubkldénozva bemutatjuk a 30. abran.

Az atalakitott, human F19 V,-régidt (L,) az La-ra leirt vaz-
lat szerint allitottuk eld, de vlad- és vlal-primereket vlb4- és
vlb7-primerekkel helyettesitettik (3. tablazat), a leirt sor-
rendben. Az L, DNS-szekvencidjat bemutatjuk a 29. abran.

Az Atalakitott human F19V,-régié (L.) harmadik verzidjat
QuikChange™, Stratagene cégtél szarmazd, helyspecifikus mutage-
nezis-reagenskészlet alkalmazasaval 4llitottuk eldé. A QuikChange
helyspecifikus mutagenezis médszerét a gyadrtd utasitasai szerint
végeztiik, dupla szald DNS-templatként reshF19La alkalmazéasaval
pKN100-vektorban. Fl19Lc-szensz és Fl9Lc-antiszensz, mutagén pri-
mereket (3. tablazat) terveztiink erre az eljarasra, a gyartd
utasitasai szerint. Roviden 6sszefoglalva, mindkét mutagén pri-

mer tartalmazta a kivant pontmutédcidét (a Kabat-helyzetben, a 49.
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poziciénak (Phe) megfelelé TTT-kédon meg van valtoztatva Tyr-t
k6dold TAT-ra), és az L, szemkdzti szalain 1évé, ugyanilyen szek-
vencidhoz van hibridizalva pKN100O-vektorban. A pontmutacidt az
egész V,-régié DNS-szekvendlasaval igazoltuk. Az L. DNS-szekven-
cidjat bemutatjuk a 29. abran. Hogy kizarjuk annak valdszinlsé-
gét, hogy random mutacidk torténjenek a pKN1lOO-ban a PCR-reakcid
alatt, az VvV, -régiét kihasitottuk a pKN100-vektorbdél
HindIII/BamHI-fragmentumként, és ujra szubklénoztuk mbédositatlan
pKN100-vektorba, amelyet elézéleg ugyanezen ket restrikcidés en-

zimmel emésztettink.

3. TABLAZAT: Atalakitott, human F19 kénnyd lanc varidbilis régi-
dinak eldallitasara szolgaldé PCR-primerek

1. Primerek az ,A”-verzid szintéziséhez

Fl19vlal (36 tag):

5 —-GTCATCACAATGTCTCCGGAGGAACCTGGAACCCAG-3’

Fl9vla2 (29 tag):

5’ —-CTCCGGAGACATTGTGATGACCCAATCTC-3'

Fl19vla3 (45 tag):

5 ~GAATATAAAAGGCTCTGACTGGACTTGCAGTTGATGGTGGCCCTC-3’
Fl9vla4d4 (72 tag):

5" —-CAGTCAGAGCCTTTTATATTCTAGAAATCAAARAGAACTACTTGGCCTGGTAT
CAGCAGAAACCAGGACAGCC-3'

Fl19vla5 (44 tag):

5 ~ACCCCAGATTCCCTAGTGCTAGCCCAAAAGATGAGGAGTTTGGG-3’
Fl9vla6 (67 tag):

5 -TAGCACTAGGGAATCTGGGGTACCTGATAGGTTCAGTGGCAGTGGGTTTG
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GGACAGACTTCACCCTC-3'

F19vla7 (53 tag):

5 —GTCCCTTGTCCGAACGTGAGCGGATAGCTAAAATATTGCTGACAGTAATAAAC-3
F19vl1a8 (33 tagqg):

5’ ~GCTCACGTTCGGACAAGGGACCAAGGTGGAAAT-3’

2. Primerek a ,B”-verzidé szintéziséhez

F19v1lb4 (72 tag):

5 —CAGTCAGAGCCTTTTATATTCTAGAAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGG
TTCCAGCAGAAACCAGGACAGCC-3’

F19v1b7 (57 tag):

5 —GTCCCTTGTCCGAACGTGAGCGGATAGCTAAAATATTGCTGACAGTCATA
AACTGCC-3’

3. Primerek a ,C”-verzié szintéziséhez

F19Lc-szensz (34 tag):

5’ —~CCCAAACTCCTCATCTATTGGGCTAGCACTAGGG-3'

Fl9Lc-antiszensz (34 taqg):

5 ~CCCTAGTGCTAGCCCAATAGATGAGGAGTTTGGG- 3"

4. Primerek, amelyek a szegélyezd PUCl9-vektor szekvencidihoz
képesek hibridizalddni

APCR1 (17 tag, szensz primer): 5 -TACGCAAACCGCCTCTC-3'
APCR4 (18 tag, antiszensz primer): 5 -GAGTGCACCATATGCGGT-3'
RSP (-24) (16 tag, szensz primer): 5/ ~AACAGCTATGACCATG-3'

UP (-40) (17 tag, antiszensz primer): 5 -GTTTTCCCAGTCACGAC-3'

4. Eélda

Atalakitott, human F19 kdénnyd lanc A - E- (H,-H;) verzidinak
eldallitasa
El64allitottuk 4&talakitott, human F19 V,-régidk (H,) ,A”-ver-
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zi6jat olyan PCR-eljaras alkalmazasaval, amely megegyezett az
4talakitott, human F19 V,-régioé (L,) ,A” verzidjénak eldallitasa-
ra leirtakkal (31. abra). A templat DNS atalakitott, human 226 V,
, A" -verzibja volt [ Léger, O0.J.P. et al., Hum. Antibod. 8, 3
(1997)] . Hat PCR-primert terveztink és szintetiz&ltunk humén F19
V,—régid ,A”-verzidjanak eldallitasara (4. téblazat). A, B, C és
D PCR-termékekhez jutottunk, ha PCR-primer-parként APCR1-Vhal-
et, Vha2-Vha3-at, Vha4-Vha5-6t és Vha6-APCR4-et alkalmaztuk, eb-
ben a sorrendben. A PCR kd&riilményei lényegében ugyanazok voltak,
mint a humdn F19 V,-régidé eldallitasédra leirtak. A hibatlan DNS-
szekvenciat tartalmazé klént reshFl9Ha-nak jeloltik (32. abra),
és azutan pGlD105-jelli, eukaridéta expresszids vektorba szubklé-
noztuk. A pGlD105-be klénozott reshF19Ha DNS-szekvenciajat bemu-
tatjuk a 33. abran.

Az atalakitott, humadn F19 V,-régid (H.) harmadik verzidjat az
La-ra leirt vazlat szerint &llitottuk eld, de Vhad-primert Vhcéd-
primerrel helyettesitettiik (4. téblazat), a leirt sorrendben. A
H. DNS-szekvenci&jat bemutatjuk a 32. abran. Az atalakitott, hu-
man F19 V,-régi6é masodik (Hy) és negyedik (H,) verzidjat Kamman és
munkatarsai altal leirt PCR-mutagenezis moédszerekre alapozva al-
litottuk eld [ Kamman et al., Nucl. Acids Res. 17, 5404 (1989)7] .
H, és H, esetén F19VHbdé mutagén primert (Tyr-91-ré1 Phe-91-re,
4. tablazat) alkalmaztunk APCR4-el parositva PCR-reakcidkban,
templat-DNS-ként H,-t és H.-t alkalmazva, ebben a sorrendben. VHDb
és VHd PCR-termékeket PstI és BamHI restrikcids enzimekkel
emésztettiik, és eldéz8leg ugyanezzel a két restrikcids enzimmel
emésztett reshFl19Ha-ba és reshF19Hc-be szubklbénoztuk, ebben a
sorrendben. H, és H, DNS-szekvenciait bemutatjuk a 32. abran.
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Az atalakitott, human F19 V,-régié ,E”- (Hg) verzidjat Kamman
és munkatarsai 4altal leirt, mar emlitett PCR-mutagenezis-
moédszerekre alapozva allitottuk eld [ Kamman et al., mint fent]:

A reshF19He esetén az F19MscIHe-jeld mutagén primert (5. tab-
lazat) alkalmaztuk F19V,HindIII-primerrel (5. téblazat) parositva
a PCR-reakcidkban, templat DNS-ként pgldl05-jelli expresszils
vektorba kloénozott H.-t alkalmaztunk. A megfeleld primer-parokat
(egyenként 0,2 pM) kombinaltuk 10 ng atalakitott human 226 V,-
régi6é “A”-verziéjanak cDNS-ével, 100 upl PCR-pufferben, amely 10
mM KCl-ot, 10 mM amménium-szulfatot, 20 mM Tris-HCl-ot (pH 8,8),
2 mM magnézium-szulféatot, 0,1% Triton X-100-at és 200 puM dNTP-ket
tartalmazott. A reakcidkeverékeket felilrétegeztilk asvanyi olaj-
jal, és 94°C-on tartottuk 5 percre. Azutan hozzaadtunk 1 egység
“Deep Vent” DNS-polimerazt (New England Biolabs) [ “Hot start”
PCR; Chou Q. et al., Nucl. Acids Res. 20, 1717 (1992)], és 25
ciklusbél &llé PCR-t végeztiink , TRIO-Thermoblock” ciklizald ter-—
mosztatban (Biometra, Gottingen, Németorszag). Az egyes ciklusok
az alabbi lépésekb&l &lltak: denaturacids lépés 94°C-on, 1 per-
cig, primer-ésszehibridizélédsi lépés 70°C-on, 1 percig, és lanc-
hosszabbitasi lépés 72°C-on, 2 percig. Ezt kovette egyetlen cik-
lus, amelyben egy tovabbi lanchosszabbitasi 1lépés volt 72°C-on,
10 percig, majd lehltés 4°C-ra. A PCR-termékeket azutan extrahal-
tuk és TAE 1,4%-os standard agarbz-gélen tisztitottuk, QIAquick™
gél-extrakcibs reagenskészlet alkalmazasaval, a gyartd utasité-
sait koévetve (QIAGEN, Ltd., UK). Azutdn a Vye PCR-terméket MscI-
és HindIII-jeld restrikci6és enzimekkel emésztettiik, és pgldl05-
be klénozott, reshF19Hc-be ligdltuk, melyet eldzbleg ugyanezzel
a két restrikcids enzimmel emésztettink. Az Mscl restrikcids

71.217/BE



46

hasitdbhely egyedi moédon megtaldlhatd az atalakitott human F19 V-
-régié valamennyi verzidjédban, és nincs Jjelen a pgldl05 expresz-
szib6s vektorban. A HindIII restrikcids hely egyetlen hasitdhely-
ként van jelen pgldl05-ben, V, immunoglobulin-gének kloénozasara.
Elektroporacié-kompetens XL-1 Blue E. coli sejteket transzformal-
tunk 1 1 ligalt DNS-el, és ampicillint tartalmazd agardz-talcakra
szélesztettiik. Azutan direkt PCR-rel szirtik a koldéniakat inszer-
tumok jelenlétére és helyes méretére [ Gissow, D. és Clackson T.,
Nucl. Acids Res. 17, 4000 (1989)] HCMi- és Huc l-primerekkel, me-
lyek a szegélyezd pgldlO5-vektorszekvencidkhoz képesek hibridiza-
16dni (5. tablazat). Pozitiv koldénidkhoz szarmazd DNS-t preparal-
tunk , Plasmid Midi kit” alkalmazasaval, a gyartd (QIAGEN Ltd., UK)
utasitasait kovetve. DNS-szekvendlast a didezoxi-lancterminaciéds
médszerrel végeztik [ Sanger, F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74, 5463 (1977)], kdzvetleniil cirkuldris vektor-DNS-bd&l, szokdsos
hédenaturacié [ Andersen, A. et al., Biotechniques 13, 678 (1992)]
és Sequenase 2.0 (USB, Cleveland, OH) alkalmazéasaval. A reshF19He

DNS-szekvencidjat bemutatjuk a 32. abran.

4. TABLAZAT: Atalakitott, human F19 nehéz lancban 1lévé varidbi-
lis régié A-D verzidinak eldallitidsara szolgald PCR-primerek

1. Primerek az ,A”-verzidé szintéziséhez

F19vhal (46 tag):

5 —-GTGTATTCAGTGAAGGTGTATCTACTAGTTTTACAGCTGACTTTCAC-3'

Fl19vha2 (53 tag):

5 —TAGTAGATACACCTTCACTGAATACACCATACACTGGGTTAGACAGG

CCCCTG-3

Fl19vha3 (71 tag):
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5 —-CCCTTGAACTTCTGGTTGTAGTTAGGAATACCATTGTTAGGATTAATACC
TCCTATCCACTCCAGCCTTTG-3'

F19vhad4 (71 tag):

5/ —TAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGCCACCTTGACCGTAGGCAA
GTCTGCCAGCACCGCCTACATGG-3’

F19vha5 (63 tag):

5’ —GCATGGCCCTCGTCGTAACCATAGGCGATTCTTCTTCTGGCGCAGTAGT
AGACTGCAGTGTCC-3’

F19vha6t (48 tag):

5 —CTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAAC-3'
2. Primerek a ,C”-verzid szintéziséhez

F19vhc4 (71 tag):

5 —TAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGTCACCATCACCGTAGACA
CCTCTGCCAGCACCGCCTACATGG-3'

3. Primerek a ,B”- és ,D”- verzidé szintéziséhez
F19vhbd6 (27 tag):

5 -GGACACTGCAGTCTACTTCTGCGCCAG-3'

4. Primerek, amelyek a szegélyezé PUCl9-vektor szekvenciaihoz
képesek hibridizalddni

APCR1 (17 tag, szensz primer): 5’ -TACGCAAACCGCCTCTC-3’

APCR4 (18 tag, antiszensz primer): 5 ~-GAGTGCACCATATGCGGT-3'

5. TABLAZAT: Atalakitott, human F19 nehéz lancban 1évé variabi-
lis régié E-verzibéjanak eldallitasara szolgaldé PCR-primer
1. Primer az ,E”-verzid szintéziséhez
F19MscIHe (65 tag, antiszensz):
5 —CCTTTGGCCAGGGGCCTGTCTAACCCAGTGTATGGTGTATTCAGTGAAGGTG
MsclI

TATCCACTAGTTTCCACTAGTTT-3'

2. Primerek, amelyek a szegélyezd pgldl05-jelld emldés expresszids
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vektor szekvenciaihoz képesek hibridizalddni
HCMi (28 tag, szensz primer): 5 -GTCACCGTCCTTGACACGCGTCTCGGGA-3'

Hucyl (17 tag, antiszensz primer): 5" - TTGGAGGAGGGTGCCAG-3'

5. példa

Atalakitott, humadn Fl9-antitest koncentraciéi COS-sejtek fe-
liluszéiban

COS-sejteket transzfektdltunk 4&talakitott, human Fl9-anti-
test-konstrukcidk sorozataval, és megmértiik a human antitest-
-koncentraciét IgGl/Kappa ELISA alkalmazasaval, a 2. példaban

leirtak szerint.

6. TABLAZAT: Atalakitott, human Fl9-antitest koncentraciéi COS-

-sejtek feliluszdiban

Transzfektdlt antitest-komponensek Human y1/K
Nehéz lanc Kappa k&énnyd lanc | Koncentracid (pg/ml)
H, L, 2,50
H, Lg 0,18
Hg L, 1,25
Hy Ly 0,10
Hy L, 1,15
H, Ly 0,18
H, L, 1,50
H, Le 1,56
H. L, 1,47
H. L. 1,97
cF19 L, 1,54
cF19 Lg 0,07
cF19 L. 2,14

7. TABLAZAT: Atalakitott, human Fl9-antitest koncentracidéi COS-
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sejtek feliiluszdiban

Transzfektalt antitest-komponensek Human y1/K
Nehéz lanc Kappa konnyd lanc Koncentracidé (pg/ml)
H, L, 2,00
Hy Lc 2,50
H, L, 2,90
Hc Le¢ 3,00
H, L, 2,80
Hg L. 3,50

RNS-splicing események, amelyek sziikségesek immunoglobulin-
gének expresszibjahoz emlds sejtekben

Mind a pKN100, mind a pgldl05 emlés expresszibs vektor ren-
delkezik intronnal a variabilis és konstans régidk koézott, amely
kiesik a génexpresszidé folyamata alatt, létrehozva messenger
RNS-t. A splicing eseményt bemutatjuk a 34. abran, amely DNS-
rekombinaciébdl &ll a nehéz vagy koénnyld lanc splicing-donorhelye

és az immunoglobulin splicing-akceptorhelye kozott.

6. példa

cF19 és L,H. kotédésének vizsgalata FAP-ot expresszald human
sejtekhez &ramlasi citometrias analizissel

Azt  teszteltik, hogy az L,H. milyen mértékben képes
rekombinans illetve sejtfelszinen endogén mdédon expresszalddott
FAP-hoz kotddni.

A példat L,H. celluladris FAP-hoz vald kotddésének meghataro-

zasa céljabél végeztik. Cellularis célpontként FAP-t természetes
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korilmények kozott expresszald MF-SH human tumorsejteket
[ Shirasuma, K. et al., Cancer 55, 2521-32 (19895)] és FAP-
transzfektalt humadn tumorsejtvonalakat alkalmaztunk. L,H.-t
citofluorimetrids vizsgalati eljarasokban tanulmanyoztuk célsej-
tekhez valdé direkt kotédésének elemzésével, valamint ragcsalod-
eredetd F19 vagy kiméra cF19 anti-FAP-antitestek kotdédésére ki-
fejtett gatld hatéas altal.

Az alkalmazott antitestek és sejtvonalak az alédbbiak voltak:
F19 (ragcsaléeredetd anti-human FAP antitest, IgGl-alosztaly),
mIgG (ragcsaloeredetd immunoglobulin, IgG-osztaly), cF19 (kiméra
monoklonalis anti-human FAP-antitest, IgGl-alosztaly), L,H. (ata-
lakitott monoklondlis anti-human FAP-antitest, IgGl-alosztaly),
hIgGl (human immunoglobulin, IgGl-alosztaly), MF-SH (human malignus
fibrosus hisztiocitéma sejtvonal), HT-1080 (human fibroszarkdéma
sejtvonal), HT-1080FAP 33. klébn (human FAP-t k&dold cDNS-sel
transzfektalt HT-1080-sejtvonal). Az antitesteket a 8. és 12.
példéban leirtak szerint biotinilaltuk.

L,H. direkt koétddése human tumorsejtvonalak felszinén 1évé
FAP-hoz

A vizsgalt tumorsejtvonalbdél 5 x 10° sejtet inkubaltunk jé-
gen, 30 percig, Jjeldlt koncentracidju teszt vagy kontroll anti-
testtel, 0,2 ml Ossztérfogatban, foszfat-pufferolt sdoldatban
(PBS), melyet kiegészitettink 1% marhaszérum-albuminnal (BSA).
Ezt kdvetden a sejteket kétszer mostuk 2 ml PBS-el, felszuszpen-
daltuk 0,2 ml 1% BSA-val kiegészitett, 0,2 ml PBS-ben, és sze-
kunder reagensként hozzdadtunk 1:20 higitasban egérben termelte-

tett, anti-human, FITC-jeldlt IgG-t (Dianova), és tovabbi 30
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percig inkubaltuk jégen.

Mas moédszer szerint, a vizsgalt tumorsejtvonalbél 5 x 10°
sejtet inkubaltunk jégen, 30 percig, Jjeldlt koncentracidja,
biotinnal jeldlt cF19-el, 0,2 ml Ossztérfogatban, PBS-ben, me-
lyet kiegészitettiink 1% BSA-val. Ezt kovetlen a sejteket kétszer
mostuk 2 ml PBS-el, felszuszpendaltuk 0,2 ml 1% BSA-val kiegé-
szitett, 0,2 ml PBS-ben, ¢és szekunder reagensként hozzaadtunk
1:40 higitésban sztreptavidin-FITC-t (Dianova), és tovabbi 30
percig inkubdltuk jégen.

A sejteket ismét mostuk kétszer 2 ml PBS-el, felszuszpendal-
tuk 0,5 ml Ossztérfogat PBS-ben, amely 1% paraformaldehiddel
(PFA) volt kiegészitve, és Jjégen tartottuk. Egyetlen sejt fluo-
reszcenciat citofluorimetridsan hataroztuk meg, cellularis zd6ld
fluoreszcencia analizalasaval 488 nm-en, EPICS XL (Coulter) flu-
oreszcencia-aktivalt sejtanalizatorban.

L,H. kompeticiéja biotinilalt cF19-el FAP-t expresszalé human
sejtvonalakon 1évé sejtfelszini FAP-k&tésert

A vizsgalt tumorsejtvonalbél 5 x 10° sejtet inkubaltunk je-
161t mennyiségi teszt vagy kontroll antitesttel, melyet 1 pg/ml
biotinnal jeldlt cFl9-antitesttel egyiitt adtunk hozza. Ezt kove-
téen a sejteket kétszer mostuk 2 ml PBS-el, felszuszpendaltuk
0,2 ml 1% BSA-val kiegészitett, 0,2 ml PBS-ben, és szekunder re-
agensként  hozzédadtunk  1:40 higitéasban sztreptavidin-FITC-t
(Dianova), és tovabbi 30 percig inkubaltuk jégen.

A sejteket azutan mostuk kétszer 2 ml PBS-el, felszuszpendal-
tuk 0,5 ml Ossztérfogata, 1% PFA-val kiegészitett PBS-ben és jeé-

gen tartottuk. Egyetlen sejt fluoreszcenciat citofluorimetriasan
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hataroztuk meg, cellularis z6ld fluoreszcencia analizalasaval
488 nm-en, EPICS XL (Coulter) fluoreszcencia-aktivalt sejtanali-
zatorban.

A cF19 és az L,H. egyarant koncentracioéofiiggé méddon, specifi-
kusan képes kotdédni FAP-transzfektdlt HT-1080FAP 33. klénjanak
human tumorsejtjeihez (8. tablazat). Nem detektaltunk k&étddést
FAP-negativ HT-1080-sejtekhez (8. tablazat). cF19 és L,H. egy-
arant koncentraciéfiiggé moédon képes kotddni olyan human MF-SH-
sejtekhez, amelyek endogén médon expresszalnak FAP-ot (10. tab-
lazat) .

Biotinilalt cF19 képes kdétdédni humdn HT-1080FAP 33. klénjahoz
(11. téablazat), koncentracidfiggé modon. Nem detektaltunk kotd-
dést FAP-negativ HT-1080-sejtekhez (12. tabléazat) .

Biotinilalt cF19 kotddését HT-1080FAP 33. kldénjdhoz gatolta
mind a jeldletlen cF19, mind a jeldletlen L,H. (13. tablazat).

Kimutattuk, hogy a cF19-jeldi, kiméra anti-human FAP monoklo-
nalis antitest, valamint az L,H. atalakitott human anti-human FAP
monoklonalis antitest (10. példa) kdzvetleniil képes kétddni hu-
man sejtvonalakon expresszalt FAP-hoz, akar endogén expressza-
lé6dott ez a fehérje, akar azt kdédold cDNS-el traszfektaltuk. Ki-
mutattuk, hogy az a kot8dés koncentraciofiiggé. Biotinilalt cF19
kb6tédése gatolhatd jeldletlen cF19-el és jeldletlen L,H.-vel.

Citofluorimetrias technolbgiat, direkt kotédést, valamint
specifikus két6reagensek gatlasat alkalmazva kimutattuk, hogy
kiméra cF19 és 4&talakitott IL,H. humdn monoklonalis antitestek

sejtfelszinen expresszaldédott FAP-ra specifikusak.
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Anti-FAP-antitestek kotédése HT-1080FAP 33.

klénjanak sejtjeihez

Antitest p . . .

Koncentracisja Atlagos fluoreszcencia-intenzités
ng/ml hIgGl cF19 L,H.

500, 0 0,12 6,65 2,76
100,0 0,12 1,63 0,66
20,0 0,12 0,43 0,22

, 0,12 0,17 0,15

’ 0,12 0,14 0,13

9. tablazat: Anti-FAP-antitestek kot&dése nem-transzfektalt HT-

1080-sejtekhez

Antitest . . . oz

Yoncentracisia Atlagos fluoreszcencia-intenzitas
ng/ml hIgGl cF19 L,Hc
500,0 0,11 0,11 0,12
100,0 0,11 0,11 0,11
20,0 0,11 0,11 0,12

4,0 0,11 0,11 0,12

0,8 0,11 0,11 0,11

10. tablazat: Anti-FAP-antitestek kétédése MF-SH-sejtekhez

Antitest

koncentracidja

Atlagos fluoreszcencia-intenzitas

ng/ml hIgGl cF19 L,Hc
4000 0,6 3,6 2,8
2000 n.d. 3,3 2,5
1000 n.d. 2,4 1,9
500 n.d. 1,8 1,3

n.d.: nem végeztik el
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11. tablazat: Biotinilalt cFl9-antitest kot&8dése HT-1080FAP 33.
klénjanak sejtjeihez
Antitest . . . L
Koncentracioja Atlagos fluoreszcencia-intenzitas
ng/ml Biotinildlt hIgGl Biotinilalt cF19
5000,0 0,2 36,5
1000,0 0,2 18,1
200,0 0,2 4,5
40,0 0,2 1,3
8,0 0,2 0,5
1,6 0,3 0,3
12. +tablazat: Biotinilalt cFl9-antitest kotddése

fektalt HT-1080-sejtekhez

nem-transz-

Antitest Atlagos fluoreszcencia-intenzitds
koncentracidja
ng/ml Biotinilélt hIgGl Biotinilalt c¢F19
5000,0 0,1 0,1
1000,0 0,1 0,1
200,0 0,1 0,1
40,0 0,1 0,1
8,0 0,1 0,1
1,6 0,1 0,1
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13. tablazat: Anti-FAP antitestek kompeticidéja biotinilalt cF19

kétédésével HT-1080FAP 33. klénjanak sejtjeihez

Kompetitor Kompetitor an- Atlagos fluoreszcencia-
antitest titest intenzitas
nincs 0,00 11,2
hIgGl 1,00 9,0
hIgGl 3,16 11,3
hTgGl 10,00 9,8
hIgGl 31,66 10,3
CcF19 1,00 7,5
cF19 3,16 4,8
cF19 10,00 1,3
cF19 31,66 1,2
L,H. 1,00 8,0
L, H. 3,16 5,5
L,Hc 10,00 2,9
L,H. 31,66 1,7

Biotinilalt cFl19-et 1 pg/ml koncentracidéban alkalmaztunk a 13.

tablazatban bemutatott valamennyi kisérletben.

7. Eélda

L,H. monoklonalis antitest in vitro immuneffektor funkcidi

Ezt a kisérletet abbdl a célbdl végeztik, hogy meghatarozzuk,
az L,H. monoklondlis antitest (mAb) milyen mértékben képes fibro-
blaszt aktivacidés antigént (FAP-t) expresszald célpontokat spe-
cifikusan lizalni huma&n komplement vagy humdn mononuklearis leu-
kocitadk jelenlétében.

Els&sorban azt vizsgaltuk, hogy az L,H. képes-e olyan HT-

1080FAP 33. klénjanak sejtjei elleni citotoxikus hatasokat
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medialni, amelyek human FAP-ot expresszalnak a felszinen. A
citotoxicitast in vitro hataroztuk meg, az aldbbi megkdzelitést
alkalmazva: “‘Cr-jeldlt célsejteket inkubaltunk L,E. jelenlétében,
effektorként human szérumot alkalmaztunk, amely komplement vagy
human MNC (periférias vérbdl szarmazd mononuklearis sejtek) for-
rasaként szolgalt. °'Cr felszabaduldsat mértiik a célsejt-lizis
mértékeként.

Az alkalmazott antitestek és sejtvonalak az aldbbiak voltak:
L,H. (Atalakitott human anti-human FAP IgGl-antitest), hIgGl
(human IgGl izotipus-kontroll), 3S193 (rdgcsaldébdl  szarmazd
monoklonalis anti-LewisY IgG3 antitest), mIgG (ragcsaldbdl szar-
mazé IgG-kontroll), HT-1080 (humédn fibroszarkdéma), HT-1080FAP
33. klénja (HT1080, human FAP-ot kédold cDNS-el transzfektalva),
MCF-7 (human mell-adenokarcindéma sejtvonal).

célsejtek komplement-medidlt lizise L,H.-vel

Tumorsejteket radioaktivan Jjeloéltink gy, hogy RPMI1640-
tapkdzegben inkubaltuk azokat 100 pCi 'Cr(NEN)-el 37°C-on egy oéra
hosszaig. Ezt kdvetden a sejteket kétszer mostuk *'Cr-mentes tap-
kézegben, és felszuszpendaltuk 2 x 10° sejt/ml koncentracidban.

Komplement-forrasként human szérumot frissen preparaltunk ki-
18nbdzé dnkéntesekbdl szarmazd vérbdl. Vért a kari véndba szu-
rassal vettiink, szobahémérsékleten hagytuk megalvadni egy 6ra
hosszaig, és 4°C-on taroltuk egy éjszakan at. A szérumot centri-
fugalassal elkilénitettiik és eltavolitottuk az iuledéktdl.

Az vizsgalt antitestet toérzsoldatbél higitottuk megfeleld
koncentracidéra RPMI1640 sejttenyészet-tapkozegben.

Feltiintetett sejtvonalbdl szarmazd, 1 x 10° radioaktivan je-
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161t tumorsejtet 2 o6ra hosszaig, 37 C-in inkubaltunk egy inkuba-
torban (95% levegdé és 5% szén-dioxid) kiilénbdzé koncentracidju
teszt vagy kontroll antitestek és 25 térf.% human szérum jelenlé-
tében, ez utdbbi szolgalt human komplement forrasaként. Az inkuba-
l4st U-alaku, 96 mér8helyet tartalmazé talcakban végeztik, 200 1
dssztérfogati RPMI1640-ben és harom parhuzamost inditottunk. Az
inkubaciés idé utdn a talcakat centrifugaltuk, 100 1 feliluszot
eltavolitottunk, és a radioaktivitast meghatédroztuk gamma-szamla-
léban. A beépiilt radioaktivitads teljes mennyiségét 10* célsejt mé-
résével hataroztuk meg. A spontan felszabaduldst olyan aktivitas-
ként definidltuk, amely a célsejtekbdl szabadult fel mindkét anti-
test és komplement nélkil a leirt inkubacidés idd alatt.

A specifikus lizist az aldbbiak szerint szamitottuk:

(minta akt.) — (spontan felszab. akt.)
spec. lizis = x 100
(%—-ban) (max. akt.) — (spontan felszab. akt.)

L,H. antitest-fiiggdé cellularis toxicitasa (ADCC)

Tumorsejteket radioaktivan jeldltunk ugy, hogy RPMI1640-tap-
kézegben inkubaltuk azokat 100 uCi *'Cr-al 37°C-on egy 6ra hossza-
ig. Ezt kovetben a sejteket kétszer mostuk >’Cr-mentes tapkoézeg-
ben, és felszuszpendaltuk 2 x 10° sejt/ml koncentracidban.

MNC-ket (periférias vérbdl szarmazé mononuklerais sejteket)
preparaltunk periférias vérbdl, melyet egészséges human onkénte-
sekt8l, a kari vénadba szurassal vettink. A véralvadast 20%
citrat-puffer hozzadadasaval gatoltuk. 4 ml vérbdl szarmazd MNC-t
centrifugalassal (30 percig, 400 g-n és szobahdmérsékleten)

tisztitottunk 3 ml limfocita-preparald téapkdzegen (Boehringer
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Mannheim, Germany). MNC-t (periférias veérbdl szarmazd mononuk-
ledris sejteket) kivettik a gradiensbdl, haromszor mostuk és
RPMI1640-el higitottuk a megfeleld koncentracidéra. Limfocta-
aktivalt killer-sejtek (LAK) MNC-b&l (periférias vérbdl szarmazod
mononuklerais sejtek) szarmaztak ugy, hogy 5 napig inkubaltuk
azt 37°C-on, 95% levegdt és 5% szén-dioxidot tartalmazdé inkuba-
torban, 1,3 x 10° sejt/ml kezdeti slirliséggel, 100 U rekombinans
human interleukin-2 (IL-2) Jjelenlétében. Az vizsgalt antitestet
tdrzsoldatbdl higitottuk megfeleld koncentracibébra RPMI1640 sejt-
tenyészet-tapkdzegben.

Feltiintetett sejtvonalbol szarmazéd, 1 x 10° radioaktivan je-
161t tumorsejtet 5 o6ra hosszaig, 37°C-in inkubaltunk 5% szén-
dioxid és kiilénboz8 koncentracidju teszt vagy kontroll antites-
tek és MNC jelenlétében. Az inkubdlast U-alaka, 96 mérlhelyet
tartalmazd talcakban végeztiik, 200 pl Ossztérfogatt RPMI1640-ben
és két parhuzamost inditottunk. Az inkubadcidés idS utan a talca-
kat centrifugaltuk, 100 pl felildszét eltavolitottunk, és a ra-
dioaktivitast meghataroztuk gamma-szamldléban. A beépllt radio-
aktivitas teljes mennyiségét 10" célsejt mérésével hataroztuk
meg. A spontan felszabadulast olyan aktivitasként definialtuk,
amely a célsejtekbdl szabadult fel mindkét antitest és
effektorsejtek nélkiil a leirt inkubacids idd alatt.

A specifikus lizist az aldbbiak szerint szamitottuk:

(minta akt.) - (spontan felszab. akt.)

spec. lizis = x 100
($-ban) (max. akt.) - (spontéan felszab. akt.)
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Tumorsejtek antitest-medidlt komplement-lizise

Nem figyeltink meg L,H.-specifikus, komplement-medialt lizist
(mint fentebb, az izotipus-kontroll esetén 1lathatd) HT-1080FAP
33. klénjanak sejtjein, melyeket L,H.-vel kezeltink 50 pg/ml-ig
(14. tablazat, 15.a téablazat).

Komplement forrasaul szolgdld, human szérum litikus aktivita-
sat kimutattuk MCF-7 human mellkarcindéma-sejtek lizisével, 12,5 pu
g/ml 3S193 jelenlétében, ami egy ragcsaloberedetld, monoklonalis
anti-LewisY-antitest és ismeretes, hogy komplement-aktivald ké-
pességgel rendelkezik (15.Db tédblazat) .

Tumorsejtek antitest-medidlt celluldris lizise

L,H. jelenlétében, egészen 10 pg/ml koncentracibdig, nem de-
tektaltunk L,H.-specifikus ADCC-t (antitest-figgl cellularis to-
xicitast), human MNC (16. tablazat) vagy human LAK-sejtek (lim-
fokin-akitivalt killer sejtek, 17. tablazat) altal mediéalva,
lizisként mérve HT-1080FAP 33. klénon, mint fentebb, az izoti-
pus-kontroll esetén lathatd, 50:1 effektor-cél-aranynal.

Megfeleld in vitro vizsgalati eljarasokban, effektormechaniz-
musként human komplementet vagy humdn MNC-t alkalmazva, L,H.-jeld
human anti-FAP monoklonalis antitest nem mutatott detektalhato
citotoxikus hatasokat, mint fentebb, az izotipus-kontroll ese-
tén, tumor-sejtvonalként FAP-t expresszald HT-1080FAP 33.

kldénra.

71.217/BE



60

14. tablazat: HT-1080FAP, 33. klén, tumorsejtek specifikus komp-

lement lizise (%-ban kifejezve) L,H.-vel medidlva

Human szérum forrasa HT-1080 33. klén:
Antitest-koncentracid hIgGl izotipus kontroll L,Hc
A 50 pg/ml 5 4
A 10 pg/ml 5 3
B 50 pg/ml 7 5
B 10 pug/ml 6 5
0 pg/ml 0 0

Inkubacid: 2 o6ra 37°C-on, komplement forrasként 25% szérumot al-

kalmazva A vagy B humdn onkéntestdél.

15.a tablazat: HT-1080FAP, 33. klén, tumorsejtek specifikus
komplement lizise (%-ban kifejezve) L,H.-jeld human anti-FAP

monoklonalis antitesttel medidlva

Human szérum forrasa:
antitest koncentracidja HT1080 33. klon
hIgGl L,H.

A 10,00 pg/ml 2 1
A 2,50 pg/ml 2 2
A 0,60 pg/ml 1 1
A 0,15 pg/ml 1 2
A 0,00 pg/ml 2 2
B 10,00 pg/ml 2 2
B 2,50 pg/ml 2 2
B 0,60 pg/ml 2 2
B 0,15 pg/ml 2 2
B 0,00 pg/ml 2 2
C 10,00 pg/ml 2 2
C 2,50 pg/ml 1 1
C 0,60 pg/ml 1 1
C 0,15 pg/ml 2 1
C 0,00 png/ml 3 3

Inkubacid: 2 oé6ra 37°C-on, komplement forrasként 25% szérumot al-

kalmazva A, B vagy C human onkéntestdl.
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15.b tablazat: MCF-7 tumorsejtek specifikus komplement 1lizise
(3-ban kifejezve) 38193, ragcsdlébél szarmazd, anti-LewisY

monoklonalis antitesttel medidlva

Human szérum forréasa: MCF-7:
antitest koncentréacidja
mIgG 35193

A 10,00 pg/ml 0 21
A 2,50 pg/ml 1 21
A 0,60 pg/ml 0 21
A 0,15 pg/ml 1 18
A 0,00 pg/ml 0 0
B 10,00 pg/ml 1 13
B 2,50 pg/ml 0 17
B 0,60 pg/ml 1 18
B 0,15 pug/ml 1 15
B 0,00 pg/ml 0 0
C 10,00 pg/ml 1 22
cC 2,50 pug/ml 0 23
C 0,60 pug/ml 1 26
cC 0,15 pg/ml 1 20
c 0,00 pg/ml 1 1

Inkubdcid: 2 oéra 37°C-on, komplement forrasként 25% szérumot al-

kalmazva A vagy B human onkéntestdl.
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16. tablazat: HT-1080FAP, 33. klén sejtjeinek ADCC-je (antitest-
fiiggé cellularis toxicitasa) (specifikus lizise %-ban kifejezve)
human MNC (periférias vérbdl szarmazé mononuklearis sejtek) al-
tal, L,H.-vel medidlva

HT-1080FAP, 33. klén:

Antitest koncentracidja HT1080FAP 33. klén
pg/ml-ben
hTgGl L,H.
10,00 2 2
2,50 2 2
0,60 2 2
0,15 3 3
0,00 3 3

Inkubacidé: 5 6ra 37°C-on, 10° célsejt, és effektor:célsejt arany

50:1.

17. tablazat: HT-1080FAP, 33. klén sejtjeinek ADCC-je (antitest-
fiiggé cellularis toxicitasa) (specifikus lizise %-ban kifejezve)
human LAK-sejtek (limfokin-aktivalt killer sejtek) altal, L,H.-

vel medialva

Antitest koncentracidja HT1080FAP 33. klén
png/ml-ben

hIgGl L,H.
10,00 12 14
2,50 14 17
0,60 14 21
0,15 15 21
0,00 14 14

Inkubacidé: 5 6ra 37°C-on, 10' célsejt, és effektor:célsejt arany
50:1.
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8. Eélda

Normal és neoplazias human szévetekhez koétddétt L,H, monoklo-
nalis antitest immunohisztokémiai analizise

Ezt a kisérletet humanizalt L,H.-mAb norma&l és neoplazias hu-
man szovetekhez vald kotédési tulajdonsdgainak meghatarozasa
céljabdl végeztik.

Az alabbi antitesteket alkalmaztuk: L,H.,, cF19 és negativ
kontrollként hIgGl k&zvetlenil volt biotinilalva szakember altal
ismert modszerek alkalmazasaval, amelyben 2,5-0,25 mg/ml-es kon-
centracidkat alkalmaztunk 2% BSA/PBS-ben (marhaszérum-albumin
foszfat-pufferolt soéboldatban). Ragcsaldbodl szarmazd F19 mAb-t
F19-hibridéma szdvettenyészet-feliliszé6jdban alkalmaztuk, 1:5 és
1:10 k6zotti higitéasban, 2% BSA/PBS-ben.

Az alabbi reagenseket alkalmaztuk az immunokémiai vizsgalati
eljarasokban: sztreptavidin-peroxidaz-komplex (Vector Labs,
Burlingame, CA, USA), avidin-biotin-peroxidaz-komplex (Vector
Labs.), biotinilalt, l6ban termeltetett, anti-egér (Vector
Labs.), DAB (diamino-benzidin, Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), Harris-féle hematoxylin.

Az alabbi frissen fagyasztott szdvetmintédkat vizsgaltuk: nor-
mal vastagbél, mell, tids, gyomor, hasnyalmirigy, bdr, gége,
hugyhélyag, sima- és vazizom. A tesztelt tumorok: mell, vastag-
bél, tids, nyelécsd, méh, hasnyalmirigy, gyomor és fej és nyak.

Indirekt immunperoxidaz-eljarast végeztiink szakember altal
ismert modszer szerint [ Garin-Chesa P. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87, 7235-7239 (1990)] ot mikrométer vastagsagl frissen

fagyasztott metszeteken. Szubsztratként DAB-ot alkalmaztunk az
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utolsd reakcidban. A metszeteket Harris-féle hematoxilinnal
utanszineztilk és antigénexpresszidra vizsgaltuk.

L,H.-expresszié normal human szdvetekben

A tesztelt normdl szdvetek negativak voltak L,H.-expresz-
szibra, kivéve a normal hasnyalmirigyet, amelyben a Langerhans-
szigetekben (A-sejtek) pozitiv endokrin sejtek alkészletét L,H.—,
cF19- és F19-vel azonositottuk (18. téblazat). Nem figyeltink
meg immunreaktivitast a negativ kontrollként alkalmazott hIgGl-
el (human immunoglobulin IgGl-alosztaly).

L,H.-expresszié tumorokban

A tumormintakban IL,H., cF19 és F19 megkiilonbdztethetetlen
expressziods mintdzatot mutatott a tumoros stroma-
fibproblasztokban. Erds és homogén expresszidt taldltunk a vizs-
galt esetek tobbségében, kilondsen mell, vastagbél, tudé, has-
nyadlmirigy rakos mintaiban, és a tesztelt fejb6l és nyakbdl
szarmazd pikkelysejtes karcindémékban (SQCC) (19. tablazat). Nem
figyeltiink meg immunreaktivitast a negativ kontrollként alkalma-
zott hIgGl-ben.

L,H., cF19 és F19 immunreaktivitast mutatott tumoros stroma-
fibroblasztokkal a tesztelt epitél rakos mintdkban. L H. vagy F19
nem mutatott immunreaktivitadst normadl szervbdl szarmazé mesen-
chymajanak fibrocitdival, sem normal kifejlett szerv parenchy-
malis sejtjeivel. Anti-FAP-immunreaktivitast csak hasnyalmirigy-
szigetekben 1évé endokrin sejtek alkészletében figyeltink meg,
feltételezhetden gliikagont termel$ A-sejtekben és a kilenc vizs-
galt méh-mintdbél négyben, amelyek stroma-fibroblasztoknak fe-

lelnek meg ezekben a szovetekben.
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I,H. immunhisztokémiai analizise normal human szdvetekben és
FAP-t expresszaldé human karcindémakban L,H., cF19 és ragcsalobodl

szarmazd F19-mAb megkiilénbdztethetetlen kotési mintazatot mutatott.

18. téablazat: L,H., cF19 és F19 mAb-k immunreaktivitasa normal
human szévetekben

Szovet tipusa No. BIBH 1 cF1l9 F19

Mell 4

- Epitél sejtekhez

tartozd ductus/acini - - -
- Mioepitél sejtek - - -
- Kotészovet - - -

- Véredények - - _

Vastagbél 6

- Lieberkihn-crypta - - _
- Kotdbszovet - - -
- Nyirokszovet - — _
- Simaizom - - -
- Véredények - - -

- Myentericys plexus - - -

Tid6 4

Horgb:

- Bronchilis epitélium - - _
- Hialin-porc - - -
- Kotbszovet - - -
- Nyalmirigyek - - -
Alveolus: - - -
- Pneumocitak (I/II-tipus) - - -
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- Alveoléaris fagocitak

- Alveolaris kapillarisok

66

Gyomor 3
- Felszini epitélium
- Gyomormirigyek:

-Chief-sejtek

Parietalis (oxintikus)
sejtek

- Mucosus sejtek

- Neuroendokrin sejtek

- Kotdészovet

- Véredények

- Simaizom

Nyelbcsd 1
- Felszini epitélium

- Kbtbszovetr

Vékonybél 1
- Villi&crypts epitélium

- Kotdészovet

- Simaizom

- Véredények

- Nyirokszdvet

Hugyholyag 2
- Urotélium

- Kotdészovet

- Simaizom

- Véredények

Hasnyalmirigy 3
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- Epitél ductus

- Epitél acinus

- Langerhans-szigetek
B-sejtek
A-sejtek
D-sejtek

- Kotdszovet

- Véredények

- Idegek

67

Gége

- Pikkelyes epitélium
- Nyéalmirigyek

- Kotdszovet

- Hialin-porc

- Véredények

- VAzizomzat

Nyirokcsomd

Limfoid sejtek

Nyirok sinusok

Kotdszovet

Véredények

Lép
- Vbrdssfehér pulpa
- Sinusok

- Kotbszovet

Maj
- Hepatocitak
- Epevezetékek
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- Portalis triéd
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Csecsemémirigy 2
- Follikulris epitélium
- Parafollikularis epitélium

- Kotdbszovet

Prosztatamirigy 1
- Glanduléris epitélium

- Stroma

Herék 1
- Seminiferus tubulusok

- Stroma

Petefészek 3
- Tuszdk

- Stroma

Méhnyak 1
- Epitélium

- Stroma

Méh 9
- Endometrium

mirigyek

stroma

véredények

Miometrium

+#

+4#

+#

Agykéreg 1
- Neuronok
- Neuroglialis sejtek

- Véredények

Kisagy 1
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Molekularis réteg - - -

Granuldris sejtréteg - - -

Purkinje—-sejtek - - -

Véredények - - -

B&x 3

- Pikkelyes epitélium - - -
- Melanocitak - - -
- B&rfliggelék - - -
- Kotdészovet - - -

- Véredények - - -

Acetonnal fixalt, fagyasztott metszeteket avidin-biotin-komplex
és immunoperoxidaz alkalmazasaval teszteltik.

No.: Kiilénbdzd tesztelt egyénekbdl szarmazd szovetmintdk szama.

* A-sejtek azonositasa, morfolbégidra és a szigeteken beluli
helyzetre alapozva.

4 Pozitiv immunreaktivitds a stromdban, 9 tesztelt mintabdl 4-
ben. A pozitiv mintak a proliferativ endometrium korai (x2) és

dtmeneti (x2) fazisat jelentik.

9. példa

1,H.-kot8dés fajspecifitasa szévetmetszetekben

A kisérletet abbdl a célbdl végeztik, hogy meghatarozzuk az
L,H. reaktivitasat egérbél, patkanybdl, nyulbdél és cynomolgus
majmokb6l szarmazd szdvetekkel, immunohisztokémiai mddszerek al-
kalmazaséaval.

Ezekben a tesztekben cFl19-et és human IgGl-et (hIgGl) is al-

kalmaztunk negativ kontrollként. Immunohisztokémiara alkalmazott
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reagensek az alabbiak voltak: sztreptavidin-peroxidaz-komplex
(Vector Labs., Burlingame, CA, USA), DAB (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) és Harris-féle hematoxilin.

Az alabbi frissen fagyasztott, egérbdl, patkanybdl, nyulbdl és
cynomolgus majombdl szarmazd szdvetmintakat teszteltik: agy, maj,
tiidé, vese, gyomor, hasnydlmirigy, bél, csecsemémirigy, bdr, izom,
sziv, lép, petefészek, méh és herék. Pozitiv kontrollként normal
human hasnyalmirigybél és mellkarcindéma-mintakboél szarmazd metsze-
teket tartalmaztak az egyes vizsgdlati eljarasok.

Immunohisztokémia

Szakember altal ismert, kdzvetett immunoperoxidaz-médszert
végeztiink, leirt eljaras szerint [ Garin-Chesa P. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87, 7235-7239 (1990)], Ot mikrométer vas-
tagsagu frissen fagyasztott metszeteken. Szubsztratként DAB-ot
alkalmaztunk az utolsdé reakcidban. A metszeteket Harris-féle
hematoxilinnal utanszineztiik és antigénexpresszidra vizsgaltuk.

A tesztelt normadl szdvetek nem reagaltak L,H.-vel vagy cF19-
el a kisérletekben (1. téablazat).

A pozitiv kontrollként alkalmazott normal human hasnyalmirigy
mutatott L,H.- és cF19-kdtést Langerhans-szigetekben 1lévS endok-
rin sejtek alkészletében, a fentebb F19-re leirtak szerint. To-
vabba L,H.- és cF19-k&étés lathaté volt mellkarcinbéma-mintaban lé-
v6 tumoros stroma-fibroblasztokban.

Egérb&l, patkanybdél, nyalbdél és cynomolgus majombdl szarmazd
normalis szdvetek immunohisztokémiai analizisében nem detektal-

tunk L,H.~ vagy cF19-kot8dést, az elvégzett kisérletekben.
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20. tablazat: L,H.-kotédése nem-human fajokbdl szarmazd szdévet-

metszetekhez, immunohisztokémiai médszerekkel meghatdrozva

Szerv/szdvet-tipus

Egér

Patkany

Nyul

Cynomolgus

Agy - agykéreg
kisagy

Ma&j - hepatocitak

portalis triad

Tidd - horgdk

- alveolusok

Vese - glomerulusok

- tubularis epitélium

Gyomor
-glanduléris epitélium

-simaizom

Hasnyalmirigy
- exokrin acini

- endokrin szigetek

Belek
- glanduléaris epitélium

- simaizom

Csecsemémirigy

- limfocitéak

B&r - keratinocitak

- izzadséagmirigyek

Vazizom

Sziv

Lép — limfociték

Petefészek
- folliularis epitélium

- stroma

Méh — miometrium

- méhnyak

Herék

— tubuléris epitélium

nt

nt

nt

Kotdszovet

nt: nem tesztelt
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10. példa

Kiméra és atalakitott anti-FAP monoklonalis antitesteket ter-

meld sejtvonalak eldallitasa

A kisérlet célja annak bemutatésa, hogy a talalmany szerinti,
stabil sejtvonalak L,H.-t, L,H,-t, LgH,-t, LgH,-t és cFl9-et
expresszalnak CHO-DG44-sejtekben. El&Sallitottunk humanizalt vagy
"kiméra Fl9-antitestekkel stabilan transzfektadlt sejtvonalakat,
és a nehéz és koénnyd lanc variabilis régidinak PCR-amplifika-
cidjaval azonositottuk azokat, templatként az egyes transz-
fektansokbdl szarmazd, genomi DNS-eket alkalmaztuk.

CHO-DG44-sejteket szérummentes korilmények koézott tartottuk,
SFM-II-tapkézegben. Lipofektint és SFM-II-jeld, szérummentes
tapkdzeget a Gibco/BRL cégtdl szereztink be. Geneticint és az
5sszes restrikcids enzimet a Boehringer Mannheim cégtdl szerez-
tiik be. Pfu-polimerazt a Stratagene cégtdl szereztink be.

Transzfekcidéra szant DNS-t E. coli sejtekbdl tisztitottunk,
,0iaFilter Maxi Cartridges” (Qiagen) alkalmazasaval, a gyartd
utasitasai szerint. Valamennyi DNS-prepardtumot megvizsgaltunk
restrikciés enzimes emésztéssel. Az L,H. variabilis régidék szek-
venciait, megfeleld vektoraikban, ABI PRISM 310 szekvenator
(Perkin-Elmer) alkalmazéasaval igazoltunk.

Az alkalmazott vektorokra és DNS-szekvenciakra vonatkozd to-
vabbi informacidk rendelkezésre allnak az eldzd példékban.

CHO-DG44-sejtek transzfekcidja

Logaritmikus novekedési fézisban 1évé sejteket 1-1 ml, friss
SFM-II-tapkézeget tartalmazd, 6 tenyésztbhelyes talcakra szé-

lesztettiink. Humanizalt vagy kiméra, F19-verzidk nehéz és konnyd
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lancait kédolé plazmidokat kotranszfektaltunk CHO-DG44-sejtekbe,
liposzémalis transzfekciét alkalmazva. A liposzbémakat 6 pl lipo-
fektin-reagens és 0,5 pg vektor alkalmazasaval preparaltuk (az
egyik a kivant nehéz lancot, a masik a konnyd lancot kédolja),
LipofectAMINE-transzfekcidkra leirtak szerint, kivéve azt, hogy
SFM-II-tapkdzeget alkalmaztunk valamennyi reagens higitasara. 24
6ra malva a sejteket 1:10 aradnyban higitottuk 300 pg/ml geneti-
cint tartalmazé, SFM-II-tapkdzegbe. A sejtpusztulas kezdeti fa-
zisa utan (10-14 nap mulva), a Geneticin koncentracibéjat lecsdk-
kentettiik 200 mg/ml-re és hozzaadtunk metotrexatot 5 nM végkon-
centraciéban. A metotrexadt-koncentracidkat 10-14 nap mualva meg-
ndéveltiik 20 nM végkoncentréacidra.

A transzfektdlt DNS PCR-amplifikaciéja

Lecentrifugaltunk 10’ CHO-DG44-sejtet Eppendorf-mikrocentri-
fugadban, roévid ideig, teljes sebességgel, egyszer mostuk PBS-el,
és Gjra lecentrifugaltuk. A sejtiledék SDS-1lizise és proteinaz-
K-kezelése utan genomi DNS-t preparaltunk etanolos kicsapassal.

A nehéz vagy kénnyid lanc varidbilis régidjanak amplifika-
lasara alkalmazott reakcidkeverék tartalmazott az alabbiak kd&ziul
egy primer-part, dNTP-ket, puffereket és Pfu-polimerazt, temp-
l4tként genomi DNS-t alkalmaztunk. Az igy kapott PCR-termékeket
megfeleld restrikcids enzimmel emésztettik és agardz-gélelektro-
forézissel analizaltuk azonossaguk megerdsitése céljabol.

A koénnyd lancnak megfeleld primer-készlet:
5 -GAG ACA TTG TGA CCC AAT CTC C-3' PKN 1690
5 —GAC AGT CAT AAA CTG CCA CAT CTT C-3 PKN.1930.R

A nehéz lancnak megfeleld primer-készlet:
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5 -TTG ACA CGC GTC TCG GGA AGC TT-3' PG 5863
5/ -GGC GCA GAG GAT CCA CTC ACC T-3' PG 6332.R

A emésztetlen, nehéz lancnak megfeleld termék varhaté mérete
469 bp volt, mig a kénnyd lanc PCR-termékének varhato mérete 286
bp. Az azonossagot BstEII- (nehéz lanc) vagy Nlalv-jeld (koénnyd
lanc) restrikciés enzimes emésztéssel igazoltuk.

CHO-sejtvonalakat transzfektaltunk L,H.-, L,H,=, LgHs—, LgHp—
valamint cF19-el. Geneticin-rezisztens tdrzsekhez Jjutottunk, és
ezeket a sejteket tovabb szelektdltuk metotrexadt-rezisztenciara.
A kénnyd és nehéz lancnak megfeleld DNS PCR-amplifikacidjaval,
azt kdvetden restrikcids enzimes hasitésaval azonositottuk L,H.-,
L,H,—, LgHg-, LgHy—transzfektansokat.

A fentebb leirtak szerinti sejteket mindig szérummentes k&-
rilmények kozott tartottuk, és nem kezeltik allati eredetd ter-
mékekkel, példaul tripszinnel.

El&allitottunk termeld, transzfektdlt sejtvonalakat, amelyek
monoklonalis L,H.-, L,H,-, LgHy—, LgH,- é&s cFl9-antitesteket
expresszaltak. A kénnyd és nehéz lanc variabilis régidjanak meg-
feleld PCR-termékek PCR-amplifikacidjaval és restrikcids enzimes

hasitaséaval azonositottuk azokat.

11. példa

Antitest-fehérjék expresszalasa kinai horcsdég petefészkébdl
szarmazd, DG44-sejtekben, és tisztitasuk

A kisérlet célja L,H.-, L,H,-, LgHz—, LgH,-mAb-k expresszalasa
és tisztitasa, amely lehetévé teszi jellemzésiiket. Céljaink ko-

z6tt volt olyan kvantitativ ELISA kifejlesztése, amely lehetévé
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teszi antitest-koncentracidék mérését nyers tapkdzeg-mintakban,
valamint tisztitott Ig-mintédkban, és kulénbdzé humanizalt F19-
konstrukciok altal elérhetd, viszonylagos expresszidé mértékének
meghatdrozasat a vizsgadlati eljaras alkalmazasaval.

Szérummentes CHO-DG44-sejteket és USP-mindségl metotrexatot a
Biotechnical Production Unit-tél szereztink be (Dr. Karl Thomae
GmbH, Biberach, Németorszag); mindkét termék rendelkezésre all a

kereskedelemben is. A sejteket minden esetben szérummentes ko-

riilmények kézétt tartottuk. SFM-II  szérummentes tapkézeget
Gibco/BRL-cégtél szereztiink be. Protein-A-agardzt a Pierce

Chemical cégtél (Indianapolis, 1IN, USA) szereztink be. Human
IgGl-standardeket (kat.sz.: I 3889), p-nitrofenil-foszfat-
tablettdkat (N 2640), marhaszérum-albumin (BSA) (A 7906) és
kecskében termeltetett, anti-human kappa-lanc-specifikus, alka-
likus foszfatazzal konjugalt antitestet (A 3813) a Sigam
Chemical cégtél (St. Louis, MO, USA) szereztink be. Kecskében
termeltetett, anti-human, gamma-lanc-specifikus, alkalikus fosz-
fatazzal konjugalt antitestet a Jackson Immunoresearch
Laboratories cégtdl (Stratech Scientificen keresztilil) szereztiink
be. Tris-pufferolt sdoldat (TBS) dsszetétele: 150 mM NacCl, 50 mM
Tris, pH 7,5.

Sejttenyésztés kériilményei antitest expresszalasara

A sejteket T-175-edényekben, SFM-II, szérummentes tapkdzegben te-
nyésztettiik és tartottuk fenn kevertetés nélkul. A tapkdzeg 200 1/ml
geneticint és 20 nM metotrexdtot tartalmazott, antibiotikumok nélkil.
A sejteket higitassal passzaltuk, nem tapadtak le, és kis klasz-

terekben ndvekedtek. Amikor a sejtek elérték a stacionarius fa-
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zist, a tapkdzeget elkiildonitettiik, és centrifugaltuk a sejtek el-
tavolitasa céljabdl, és -20 C-ra lefagyasztottuk.

L, H. tisztitasa

Valamennyi tisztitasi 1épést 4°C-on végeztiink. C10/Cl0-osz-
lopot (Pharmacia Fine Chemicals) megtdltottink Protein-A-~agardz-
zal (3 ml &gytérfogat). Az oszlopot TBS-el mostuk és eldzetesen
egyszer eludltuk 0,1 M natrium-citrat, pH 3,0-al, hogy biztosit-
suk, hogy nem maradt kotdtt anyag az oszlopon. Az oszlopot koz-
vetleniil ezutan ujra ekvilibraltuk TBS-el, és 4°C-on taroltuk. A
tenyészetek kimerilt feliiluszdit felolvasztottuk, és 10.000 g-n
centrifugaltuk 30 percig Protein-A-kromatografia eldétt, a sejt-
térmelékek eltavolitasa céljabsdl, majd azonos térfogatua TBS-el
higitottuk. Ezt az anyagot felvittik Protein-A-oszlopra, 0,5
ml/perc sebességgel, P-1 perisztaltikus pumpa (Pharmacia) alkal-
mazasaval, és TBS-el mostuk, amig 280 nm-es abszorbancia detek-
talhatdé volt. Az antitest elucidjat 0,1 M natrium-citrattal (pH
3,0) végeztik, korilbeldl 0,2 ml/perc sebességgel. Az elucidt
280 nm-en kdvettiik, és az elucidbdl 1 ml-es frakcidkat szedtink
olyan csévekbe, amelyekben elegendd mennyiségl Tris-bazis (pH
9,0) volt a citrat-puffer semlegesitése céljabol. A fehérjetar-
talma frakcidkat Osszetdltdttik, és Amicon ultraszird berende-
zéssel toményitettik, YM-30-szUré alkalmazaséaval, és PBS-el
szemben dializaltuk. Az oszlopot azonnal regeneraltuk TBS-el. A
fehérje-festékkoétési vizsgdlati eljarasokat a BioRad cégtdl
(Hercules, California) beszerzett, fehérjemeghatarozasi reagens-
készlet alkalmazasaval végeztiik, a gyartd utasitasai szerint,

standardként marhaszérum-albumint alkalmaztunk.
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Human IgG (gamma immunoglobulin) ELISA

ELISA-talcakat egy éjszakdn &t burkoltunk 100 pl kecskében
termeltetett, anti-humdn gamma-lanc-specifikus, alkalikus fosz-
fatazzal konjugalt antitesttel, 0,4 mg/ml-es koncentraciodban,
burkolé pufferben, 4°C-on. A burkold antitestet eltavolitottuk,
és a talcadkat PBS-ben oldott, 2% BSA-val blokkoltuk egy 6ra
hosszaig. Az Osszes tovabbi 1lépést 37°C-on végeztik. A Dblokkold
puffert kicseréltik antitest-mintakra vagy humdn IgGl-stan-
dardekre, melyekb8l higité pufferben higitasi sort készitettink
200 pl térfogatban, és egy 6ra hosszaig inkubdltuk. Negativ kont-
rollok voltak: higité puffer és/vagy nem-transzfektalt sejtek
tenyésztd tapkdzege. A mérShelyeket mostuk, és hozzaadtunk 100 ul
kecskében termeltetett, tormabdl szarmazd peroxidazzal (HRP)
konjugalt, kappa léancra specifikus, anti-humdn antitestet,
1:5000 higitasban, higité pufferben, és tovabbi egy oéra hosszaig
inkubaltuk. A méréhelyeket mostuk, és hozzéadtunk 100 pl
reakciépuffert, és 30 percig inkubaltuk. A reakcidét 1 M NaOH-val
allitottuk le, és az abszorbanciat 405 nm-en leolvastuk ELISA-
talca leolvaséban. Az eredményeket négyparaméteres, iterativ
gdrbeillesztéssel analizaltuk.

Az aminosav-analizist szakember altal ismert mddszerek alkal-
mazasaval végeztik.

L,H.-jeld monoklonadlis antitestet termeltettink és homogeni-
tasig tisztitottuk Protein-A-affinitaskromatografia alkalmazasa-
val. Standardként human IgGl-et alkalmazva, ELISA vizsgalati el-
jarasok azt mutattak, hogy az L,H.-kitermelés meghaladta a 70%-

ot. Az anyag tisztasagat SDS-poliakrilamid-gélelektroforézissel
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90%-nal nagyobbnak becsiiltik. Reprezentativ expresszids adatokat

és tipikus tisztitdsi hozamokat bemutatunk a 21. tablazatban.

21. TABLAZAT: FAP-antitest-fehérjék expressziés adatai és tisz-

titadsi hozamuk CHO-sejtekben

Expresszid mértéke Tisztitott Hozam javulasa
Antitest nyers tapkozeg- antitest (tisztitott
mintdkban (ELISA) hozama (mg/1) antitest)
L,H. 7 - 10 mg/1l kb. 5-7 500-700
L,H, 5 - 7 mg/l kb. 3-4 300-400
LoH, 0,5 - 1 mg/1 kb. 0,2-0,5 20-50
L Hp 0,8 - 1,5 mg/1 kb. 0,3-0,8 30-60
Kiméra
F19 kb. 0,02 mg/1l < 0,01 mg/l 1

Reprezentativ adatokat mutatunk be az egyes, termelt anti-FAP-
~antitestekre. A Protein-A-agardz kromatografia utani hozamok a
tisztitott Ig fehérje-festékkotd méréseire alapultak, standard-

ként BSA-t alkalmaztunk.

12. példa

L,H.-jeldi monoklonalis antitest koétSdése izolalt, rekom-
binans, human FAP-hez

A kisérlet célja annak jellemzése, hogy a L,H.-jeld monoklo-
nalis antitest milyen mértékben képes kotbédni izolalt,
rekombindns, human FAP-hez.

CD8-FAP ELISA

ELISA-talcakat egy éjszakén at burkoltunk 100 pl egérben ter-
meltetett, anti-patkany antitesttel (Sigma Chemical R 0761),

1:2000 higitésban, burkolé pufferben, 4°C-on. A burkold antites-
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tet eltavolitottuk, és a talcakat PBS-ben oldott, 2% BSA-val
blokkoltuk egy oéra hosszaig. Az Osszes tovabbi 1lépést szobahd-
mérsékleten végeztiik. A blokkold puffert kicseréeltik 100 pl, 1 p
g/ml patkédnyban termeltetett, anti-CD8-antitestre (Pharmingen
01041 D), és egy o6ra hosszaig inkubdltuk. A talcakat mostuk, és
hozzdadtunk 100 pl CD8-FAP-tenyészet-feliiliszét (lasd 14. példat)
(1:2 PBS-ben), és hagytuk koétédni egy ora hosszaig. A talcakat
mostuk, és hozzdadtuk az antitest-mintéakat (felezd higitasi sor)
100 pl-ben, és egy Ora hosszaig inkubaltuk. Negativ kontrollok
voltak: human 1gG és/vagy nem-transzfektdlt sejtek tenyésztd
tapkézege. A mérShelyeket mostuk, és hozzaadtunk 100 ul egérben
termeltetett, tormabdl szarmazd peroxidazzal (HRP) konjugalt,
anti-human IgGl-antitestet (Zymed 05-3320), 1:5000 higitasban,
higité pufferben, és tovédbbi egy 6ra hosszaig inkubaltuk. A mé-
réhelyeket mostuk, és hozzdadtunk 100 pl HRP-szubsztratot [ azino-
bisz- (3-etil-benztiazolin-6-szulfon)-savat, Sigma Chemical A
9941] , és 60 percig inkubaltuk. A reakciét 1 M NaOH-val allitot-
tuk le, és az abszorbanciat 405/490 nm-en leolvastuk ELISA-t&lca
leolvasdéban. Az eredményeket négyparaméteres, iterativ gorbeil-
lesztéssel analizaltuk.

Més moédszer szerint, a talcakat kozvetlenil cF19-el burkol-
tuk. FAP-ot (rekombinadns human FAP, 1lasd 13. példat) a fentebb
leirtak szerint hagytuk koétddni ezekhez a talcakhoz, és azutan
hozzaadtunk biotinilalt IL,H.-t (korilbelil 1 pg/ml-ben). Az anti-
test kotédését HRP-sztreptavidin-konjugatummal detektaltuk.

Membrankététt human FAP szolubilizalasa

FAP-ot expresszald 293FAP I/2-sejteket vagy kontroll 293-

sejteket mostunk PBS-el, és 1% Triton X-1l4-el lizaltuk Tris-
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pufferolt sbéoldatban. A sejtmagvakat és sejttoérmelékeket 10.000
g-n valdé centrifugdlassal eltavolitottuk. A feliiluszét fazisok
szerint szétvalasztjuk [ Estreicher, A. et al., J. Biol. Chemn.
264, 1180-1189 (1989)] a membranfehérjék dusitasa céljabdél. A
detergens-fazist elkiilénitjik, és 1% Empigen BB-t (Calbiochem)
tartalmazé pufferben meghigitjuk, a Tritox X-114 ismételt
aggregacidéjanak megakadalyozasa céljabdl. Ezt az anyagot
Concanavalin-A-agardéz kromatografidnak vetjik ala [ Retting, W.J.
et al., Cancer Res. 53, 3327-3345 (1993)].

L,H. biotinilalasa

L,H~t (1-2 mg) dializaltunk 50 mM bikarbondt-pufferrel szem-
ben, és tizszeres molaris feleslegli szulfoszukcinimidil-6-bio-
tinamido-hexanoattal (NHS-LC-biotin, Pierce Chemical, Rockford,
Tllinois, USA) biotinil&ltuk 2 oéra hosszaig, szobahdémérsékleten.
A nem-reagalt terméket ismételt mikrodializissel, mikrokoncent-
ratorban eltdvolitottuk.

Tranziens transzfekcidk

COS-7-sejteket (American Type Culture Collection, ref.No. CRL
1651) kotranszfektaltunk elektropordcidval, L,H. nehéz és kdnnyd
lancot kdédold vektorokkal.

Anti-CD8 monoklonalis antitestet immobilizaltunk mikrotiter-
talcakra. CD8-FAP-baculovirussal fertdézott rovarsejtek tapkdze-
gébsdl szarmazd CDB-FAP-ot hagytunk kotdédni ezekre a talcakra.
Két kildn, L,H.-t kdédold vektorral tranziensen transzfektalt COS-
7-sejttenyészetbdl szarmazd, kimeritilt feliluaszdkat higitasi sor-
ban lehigitottunk, és hozzadadtuk az immobilizalt CD8-FAP-ot tar-

talmazd tenyésztbéhelyekhez. Az L,H. kotddott az izolalt,
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immobilizalt CD8-FAP-fehérjéhez (35. abra). Altranszfektalt COS-
7-sejtekbdl szarmazd feliiluszokkal végzett kisérletekben nem ta-
pasztaltunk kotdédést.

293FAP 1I/2-sejtekbdl detergenssel készitett extraktumokbol
vagy kontroll-extraktumokbdél szarmazd, rekombinans membrankotott
FAP-ot higitasi sorban lehigitottunk és immobilizaltunk mikro-
titer-talcakra kotdtt, kiméra F19 monoklonalis antitesten ke-
resztiil. Biotinilalt IL,H. koncentracidfliggé mdédon képes volt kot-
ni cF19-el immobilizalt, rekombin&ns humadn FAP-ot (36. abra).

L,H. képes volt felismerni izolalt, immobilizalt, rekombi-
nans, human FAP-t, amely ragcsilberedetd Fl9-epitdpot hordozott.
L,H. képes volt koétédni rovarsejtekben termelédott CD8-FAP-hez,
valamint 293FAP I/2-sejtekben termeldédott FAP-fehérjéhez egy-
arant.

L,H. nehéz és koénnyll lancot kdédold vektorokkal vagy DNS nél-
kiil (kontroll) transzfektalt COS7-sejtekbdl szarmazd tenyészet
felliluszo6it elkilonitettilk a fertdzés utan harom nappal. CD8-
FAP-ot immobilizaltunk anti-CD8-antitesten keresztil, a széveg-
ben leirtak szerint. COS7-feliiltszdokbdl készitett higitasi soro-
kat hagytunk koét&dni az immobilizalt CD8-FAP-hoz, és azt kévetd-
en HRP-konjugalt anti-humén IgGl-antitest alkalmazasaval detek-
taltuk.

FAP-ot expresszald, 293FAP 1I/2-sejtekbdél detergenssel készi-
tett extraktumait vagy kontroll 293-sejtek extraktumait higitasi
sorban lehigitottunk és hozzdadtunk cF19-el burkolt mikrotiter-
talcakra. Hozzadadtunk biotinilalt IL,H.-t, és biotinilalt L,H. ko-

t&8dését HRP-konjugalt sztreptavidinnel detektaltuk.
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13. Eélda

Human FAP-ot kédolé, HT-1080-jelld fibroszarkéma sejtek és hu-

man embrionalis vesébdl szarmazd, 293-sejtek jellemzése

A fibroblaszt aktivacids fehérje (FAP) egy sejtfelszini,
membrankoétott fehérje, amely az Fl9-epitédpot hordozza, és tumo-
ros stroma-fibroblasztokon expresszaldédik. El84llitottunk rekom-
binidns FAP-fehérjét expresszald sejtvonalakat és ezeknek megfe-
lels, FAP-nélkiili kontrollokat anti-FAP monoklonalis antitestek
jellemzésére.

Az alkalmazott sejtek az aldbbiak voltak: HT-1080-sejteket
(nyilvantartasi szama: CCl 121) és human, embriondlis, vesébdl
szarmazbd 293-sejteket (nyilvantartasi szama: CRL 1573) az
American Type Culture Collection-bél (Maryland, USA) szereztink
be. ,Transfectam”-ot a Promega cégtdél (Madison, WI) szereztlink
be. Geneticint és valamennyi restrikcidés enzimet a Boehringer
Mannheim cégtél szereztik be. Transzfekcidéra alkalmazott DNS-t
E. colibdél tisztitottuk, QiaFilter Maxi Cartridges (Qiagen) al-
kalmazasaval, a gyartdé utasitadsai szerint. Valamennyi DNS-pre-
pardtumot restrikciés enzimes emésztéssel vizsgaltunk. A vekto-
rok szekvenciait ABI PRISM 310 szekvenatorral igazoltuk.

Az alkalmazott vektorokra és DNS-szekvencidkra vonatkozd to-
vabbi informacidkat leirtdk [ Scanlan, M.J. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89, 10832-10836 (1992)] . Az FAP-cDNS-szekvenciat
a Genbank-ban deponaltak (nyilvantartasi szama: HS09287).

Sejttenyészet és immunolégiai vizsgalati eljarasok

HT-1080-sejteket transzfektdltunk 1 mg DNS-el ,Transfectam”

alkalmazaséval, a gyartd utasitasai szerint. Human, embrionalis,
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vesébdl szarmazd 293-sejteket kalcium-foszfatos transzfekcidval
transzfektaltunk [ Brann, M.R. et al., Mol. Pharmacol. 32, 450-
455 (1987)] . Huszonnégy ora mulva, a sejteket 1:10-szer higitot-
tuk 200 mg/ml geneticint tartalmazé, friss tapkdézegbe. A koldni-
akat felvettik és immunfluoreszcenciaval vizsgaltuk FAP-
expresszidra, Retting, W.J. és munkatérsai &ltal leirtak szerint
[ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 3110-3114 (1988)] .

Immunprecipitacidkat cF19-el metabolikusan jeldlt sejtekkel
végeztiink, Retting W.J. és munkatarsai altal leirtak szerint
[ Cancer Res. 53, 3327-3335 (1993)].

HT-1080- és 293-sejteket FAP-antigén expresszidjara immun-
fluoreszcens vizsgalati eljarasokkal teszteltink, anti-FAP-
antitestek alkalmazasaval, és antigén-negativnak talaltuk. Ezen
sejtek FAP.38-vektorral valé transzfekcidja geneticin-rezisztens
kolénidk kialakulasat eredményezte. Izoldlt koldniakat felvet-
tiink, és immunfluoreszcenciaval analizdltuk FAP-expressziolra.
Két sejtkoldéniat azonositottunk, melyeket HT-1080FAP 33. kldénnak
és 293FAP I/2-nek jeldltink, amelyek sejtfelszinen kotdott FAP-
-fehérjét expresszalnak, cFl9-antitesttel felismerve. Nem-perme-
abilizalt HT-1080FAP 33. klénjanak sejtjeit és 293FAP I/2 sejte-
ket cFl9-antitesttel megfestve igazoltuk, hogy az FAP-fehérje a
sejtfelszinen lokalizalddik.

Radioaktivan jelslt FAP-fehérje immunprecipitaciéja PS-meti-
oninnal jel&lt, HT-1080FAP 33. klén sejtjeinek vagy 293-FAP I/2-
-sejtek extraktumaibdél szarmazd cFl9-el egy 93 kilodalton méretd
csik megjelenését eredményezte autoradiogréfia utan. Ez a csik

nem detektalhatd sziildi HT-1080- vagy 293-sejtek extraktumainak
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immunprecipitatumaiban.

Két stabilan transzfektalt sejtvonal, HT-1080FAP 33. kldénja
és 293-FAP 1I/2 expresszal a sejtfelszinen FAP-ot, immunolégiai
vizsgalati eljarasban, anti-FAP-mAb-vel meghatarozva. Sem a szi-
16i HT-1080-sejtek, sem a szildi 293-sejtek nem expresszalnak

detektdlhatd mértékben FAP-t.

14. példa

CD8-FAP fuzids fehérje elballitasa és jellemzése

Human FAP (fibroblaszt aktivacids fehérje) szolubilis forma-
jat CD8-FAP fuzids fehérje formajaban termeltettik rovarsejtek-
ben, anti-FAP-mAb-k&étShelyet tartalmazd L,H. jellemzése céljabol.
Ragcsalébél szarmazd CD8-at azért valasztottuk, hogy lehetdévé
tegye a fehérje szekrécidjat, és tovabbi epitép-toldalékot biz-
tositson.

A ragcsaloderedetd CD8a (Genbank M12825) elsS 189 aminosavabodl
allo, CD8 extracellularis doménjét kbédold cDNS-t  az  FAP
extracellularis doménijéhez (27-760. aminosavak) kapcsoltuk, Lane
és munkatarsai altal leirtak szerint [ Lane et al., J. Exp. Med.
177, 1209-1213 (1993)], standard PCR-eljarast alkalmazva. Vala-
mennyi klén azonossagadt DNS-szekvendldssal igazoltuk. Az eredmé-
nyiil kapott DNS-t pVL1393-vektorba (Invitrogen) inszertaltuk, és
Sf9-sejteket (Invitrogen) transzfektaltunk ezzel a vektorral, és
az eredményiil kapott rekombinadns baculovirust amplifikaltuk, le-
irt eljarés szerint [ “Baculovirus Expression Vectors. A
Laboratory Manual”, szerk. O’ Reilly D.R., Oxford University

Press: New York (1994)]. High Five™ sejteket (Invitrogen)
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rekombinans CD8-FAP-baculovirussal fertdéztiik, négy nap malva a
kimeriilt tapkézeget elkildnitettiik, es ultracentrifugédlassal
tisztitottuk.

A CD8-FAP-ELISA-t (enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalati el-
jarast) fentebb leirtuk (12. példa).

CD8-FAP-virussal fertdzott rovarsejt-tenyészetek olyan fuzids
fehérjét szekretdltak a téapkozegbe, amely F19-epitbépot hordoz,
és anti-FAP-antitesttel felismerhetd (1. &bra). Sem a sejttenyé-
szet tapkdzege egyedil, sem CD8-CD40L fuzids fehérjével fertéd-
z6tt rovarsejtek tapkdzege nem kotdtt anti-FAP-antitestet.

Fert8zdtt rovarsejt-tenyészetek Fl9-epitdépot hordozéd, szolu-
bilis CD8-FAP-fehérjét szekretdltak a tépkdzegbe. Kontroll-konst-
rukciéval fertdzott sejtek tenyészetének feliiluszdja nem tartal-
mazott Fl9-epitépot hordozd antigént.

Rovarsejtekben FAP szolubilis formajat, CD8-FAP-t termeltet-
tiink, és kimutattuk, hogy a CD8-FAP cF19 altal felismerhetd
epitdépot hordoz.

CD8-FAP-ot vagy CD8-CD40L fuzids fehérjét kdédold rekombinans
baculovirussal fertézdtt rovarsejtek feliluszdit elkilonitettik
négy nappal a fert&zés utdn. Sejttenyészet tapkodzegét sejtek
nélkiil alkalmaztuk egy tovabbi kontrollként (tapkdézeg). Ezen
anyagokbél készitett higitasi sort adtunk anti-CD8-antitesttel
burkolt mikrotiter-talcakba, és hagytuk kotédni. Azutan hozzaad-
tunk cF19-et (1 mg/ml), és hagytuk kétédni. A kotddott cFl9-et
tormabél szarmazd peroxidazzal konjugalt anti-human antitesttel

detektaltuk.

71.217/BE
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(SZEKVENCIAK JEGYZEKE)
SEQUENCE LISTING

60

120
180
240
300
339

gagggccacc
ctacttggcc
tagcactagg
caccctcacc
ttttagctat

Val Leu

15

Ser Gly

Leu Ser

30

Leu Tyr

Lys Pro Gln

45

Gly

Glu Ser Gly Val

Phe Thr Thr

80

Leu

Tyr Cys Gln Gln

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH

<120> FAP alpha-specific antibody with improved producibility

<130> 12-196-PCT

<140> PCT/EP99/02711

<141> 1999-04-22

<150> EP 98107925.4

<151> 1998-04-30

<1le60> 101

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 339

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

gacattgtga tgacccaatc tccagactct ttggctgtgt ctctagggga

atcaactgca agtccagtca gagcctttta tattctagaa atcaaaagaa

tggtatcagc agaaaccagg acagccaccc aaactcctca tcttttgggce

gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc agtgggtttg ggacagactt

attagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttattact gtcagcaata

ccgctcacgt tcggacaagg gaccaaggtg gaaataaaa

<210> 2

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala

1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser
20 25
Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35 40

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Thr Arg
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Phe Gly Thr Asp

65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr
85 90

71.217/BE

95



87

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

Lys

<210> 3

<211> 339

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

gacattgtga tgacccaatc tccagactct ttggctgtgt ctctagggga gagggcecacce 60

atcaactgca agtccagtca gagcctttta tattctagaa atcaaaagaa ctacttggcc 120
tggttccagc agaaaccagg acagccaccc aaactcctca tcttttggge tagcactagg 180
gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc agtgggtttg ggacagactt caccctcacc 240
attagcagcc tgcaggctga agatgtggca gtttatgact gtcaacaata ttttagctat 300
ccgctcacgt tcggacaagg gaccaaggtg gaaataaaa 339

<210> 4

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Phe Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Asp Cys Gln Gln
85 90 95
Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys

<210> 5

<211> 339

<212> DNA

<213> Homo sapiens

71.217/BE



<400> 5

gacattgtga
atcaactgca
tggtatcagc
gaatctgggg
attagcagcc
ccgctcacgt

<210>
<211>
<212>
<213>

6
113
PRT

<400> 6
Asp Ile
1

Glu Arg

Arg Asn

Val

Ala

Gln

tgacccaatc
agtccagtca
agaaaccagg
tacctgatag
tgcaggctga
tcggacaagg

Homo sapiens

Met Thr

5
Thr Ile
20

Lys Asn

35

Pro
50

Pro

Pro
65

Asp

Ile Ser

Tyr Phe

Lys

<210> 7

<211> 372
<212> DNA
<213>

<400> 7

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

<210> 8
<211> 124
<212> PRT

71.217/BE

Lys

Arg

Ser

Ser

Leu Leu

Phe

Ser

Gln
85

Leu

Tyr Pro

100

Homo sapiens

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

tccagactct
gagcctttta
acagccaccc
gttcagtggc
agatgtggca
gaccaaggtg

Gln Ser

Asn Cys

Tyr Leu

Ile Tyr

55
Gly Ser
70

Ala Glu

Leu Thr

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggccaccttg
ctccgaggac
gggccatgct

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

88

ttggctgtgt ctctagggga
tattctagaa atcaaaagaa

aaactcctca

tctattgggce

agtgggtttg ggacagactt

gtttattact gtcagcaata

gaaataaaa

Asp

Ser

Leu Ala

10

Ser
25

Trp

Ala

Phe

Val

Gly
105

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtaggca
actgcagtct
atggactact

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg

60

Thr
75

Asp

Val Tyr

Gly Thr

ccggtgcette
tacactgggt
acaatggtat
agtctgccag
actactgcgc
ggggtcaagg

gagggccacc
ctacttggcc
tagcactagg
caccctcacc
ttttagctat

Val Ser

Leu

60

120
180
240
300
339

Gly

15

Leu
30

Leu

Lys Pro

45

Glu Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

95

Val
110

Lys

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

Glu

Ile

60

120
180
240
300
360
372



89

<213> Homo sapiens

<400> 8
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Arg Tyr Thr
20 25
Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg
35 40

Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro Asn Tyr
50 55 60

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Gly Lys Ser Ala

65 70 75
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala
85 90
Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp Glu Gly
100 105
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 9

<211> 372

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

caggtgcaac tagtgcagtc cggcgccgaa gtgaagaaac ccggtgcttc

agctgtaaaa ctagtagata caccttcact gaatacacca tacactgggt

cctggccaaa ggctggagtg gataggaggt attaatccta acaatggtat

aaccagaagt tcaagggccg ggccaccttg accgtaggca agtctgccag

atggaactgt ccagcctgcg ctccgaggac actgcagtct acttctgegce

atcgcctatg gttacgacga gggccatgct atggactact ggggtcaagg

accgtctcct ca

<210> 10

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Lys Pro

Gly

Ala

15

Phe Thr

30
Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

vVal Tyr

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

95

Ala
110

His

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

Met

Asp

60

120
180
240
300
360
372

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
15

1

5

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Arg Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr

71.217/BE

20

25

30



Thr Ile

Gly Gly

50

Lys
65

Gly
Met Glu
Ala Arg

Tyr Trp

His

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Trp Val

Asn Pro
Ala Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

<210>
<211>
<212>
<213>

11
372
DNA

<400> 11

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

12
124
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 12
Gln Val G
1

Ser

Thr

Gly Gly I

50

Lys
65

71.217/BE

Homo sapiens

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

Homo sapiens

ln Leu Val
5

Val Lys Val Ser

20

Tle His Trp Val

35

le Asn Pro

Gly Arg Val Thr

Arg Gln

Asn
55

Asn

Leu Thr

70

Leu Arg

Ala Tyr

Thr Leu

Ala

Gly

val

Ser

Gly

Val

90

Pro
40

Ile

Gly Lys

Glu
390

Tyr
105

Thr Val

120

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggtcaccatc
ctccgaggac

gggccatgct

Gln Ser

Cys Lys
Arg Gln

Asn
55

Asn

Ile
70

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Val

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtagaca
actgcagtct
atggactact

Ala Glu

10

Ser
25

Arg
Pro
40

Ile Pro

Asp Thr

Gly

Pro

Asp

Asp

Gly

Gln Arg

Asn Tyr

60
Ser Ala
75

Thr Ala

Glu Gly

Ser Ser

ccggtgcette
tacactgggt
acaatggtat
cctctgccag
actactgcgc

ggggtcaagg

Val Lys

Tyr Thr

Gln Arg

Asn Tyr

60
Ser Ala
75

Leu Glu

45

Asn Gln

Thr

Ser

vVal Tyr

Lys

Ala

Phe

Trp Ile

Phe

Tyr
80

Cys

95

Ala
110

His

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaadga
aacccttgtc

Lys Pro

Met

Gly

Asp

60

120
180
240
300
360
372

Ala

15

Phe Thr

30
Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



Met Glu Leu Ser

85 90 95
Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp Glu Gly His Ala Met Asp
100 105 110
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 13
<211> 372
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 13
caggtgcaac tagtgcagtc cggcgccgaa gtgaagaaac ccggtgcttce cgtgaaagtc 60
agctgtaaaa ctagtagata caccttcact gaatacacca tacactgggt tagacaggcc 120
cctggccaaa ggctggagtg gataggaggt attaatccta acaatggtat tcctaactac 180
aaccagaagt tcaagggccg ggtcaccatc accgtagaca cctctgccag caccgcctac 240
atggaactgt ccagcctgcg ctccgaggac actgcagtct acttctgcgc cagaagaaga 300
atcgcctatg gttacgacga gggccatgct atggactact ggggtcaagg aacccttgtc 360
accgtctect ca 372
<210> 14
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 14
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Arg Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr
20 25 30
Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp Glu Gly His Ala Met Asp
100 105 110
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

71.217/BE

Ser Leu Arg Ser Glu

91

.

. .
- eas

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys



92

<210> 15
<211> 372
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 15
caggtgcaac tagtgcagtc cggcgccgaa gtgaagaaac
agctgtaaaa ctagtggata caccttcact gaatacacca
cctggccaaa ggctggagtg gataggaggt attaatccta
aaccagaagt tcaagggccg ggtcaccatc accgtagaca
atggaactgt ccagcctgcg ctccgaggac actgcagtct
atcgcctatg gttacgacga gggccatgct atggactact
accgtctcect ca
<210> 16
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 16
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
Ser val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly
20 25
Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Gly Tle Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro
50 55
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Thr
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90
Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp
100 105
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120
<210> 17
<211> 220
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial

chain variable region

<400>

71.217/BE

17

ccggtgcettce
tacactgggt
acaatggtat
cctctgcecag
actactgcgc

ggggtcaagg

val Lys

Tyr Thr

Gln Arg

Asn Tyr

60
Ser Ala
75

Thr Ala

Glu Gly

Ser Ser

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

Lys Pro

Gly

60

120
180
240
300
360
372

Ala

15

Phe Thr

30
Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

Val Tyr

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

95

Ala
110

His

Sequence:Chimeric light

Met

Asp



Asp

Glu

Arg

Ser

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

145

Gln

Ser

Glu

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Ile

Lys

Asn

Pro

50

Asp

Ser

Phe

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

<220>

<223>

Val

Val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Thr

115

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

195

Val

18
453
PRT
Artificial Segquence

<400> 18
Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser

1

71.217/BE

Met

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr

100

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

180

Lys

Thr

Ser

Met

Asn

Leu

Thr

Gln

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

5

Gln

Ser

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

Cys

Leu

Phe

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

Pro

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

120

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

93

Ser

Ser

25

Trp

Ala

Phe

Leu

Gly

105

Val

Ser

Gln

Val

Leu

185

Glu

Arg

Ser

10

Ser

Phe

Ser

Gly

Ala

90

Ala

Phe

Val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

10

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Gly

Ile

Val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Ala

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

Val

Gln

Ser

His

Cys
220

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Asp

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Ser Val Gly
15

Leu Tyr Ser
30

Pro Gly Gln
Ser Gly Val
Asn Leu Thr

80

Cys Gln Gln
95

Leu Glu Leu
110

Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

Asn Ala Leu
160

Ser Lys Asp
175

Ala Asp Tyr
190

Gly Leu Ser

Description of Artificial Sequence:chimeric heavy
chain variable region

15



Val

Ile

Gly

Gly

65

Glu

Arg

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr
305

Lys

His

Ile

50

Arg

Leu

Arg

Gly

Ser

130

Ala

vVal

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

vVal

290

Tyr

71.217/BE

Met

Trp

35

Asn

Ala

Arg

Arg

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Ser

20

Val

Pro

Thr

Ser

Ile

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Cys

Arg

Asn

Leu

Leu

85

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

Val

Lys

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Tyr

Ser

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser
310

Thr

Ser

Gly

55

Val

Ser

Gly

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Ser

His

40

Ile

Gly

Glu

Tyr

Thr

120

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

94

Arg

25

Gly

Pro

Lys

Asp

Asp

105

val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

vVal

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

Tyr

Lys

Asn

Ser

Ser

90

Glu

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

75

Ala

Gly

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu
315

Phe

Leu

Asn

60

Ser

Val

His

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Thr

Glu

45

Gln

Thr

Tyr

Ala

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

205

val

Ala

Pro

Val

Val

285

Gln

Gln

Glu

Trp

Lys

Ala

Phe

Met

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Ile

Phe

Tyr

Cys

95

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

Val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

Lys

Met

80

Ala

Tyr

Gly

Gly

Val

160

Phe

Val

Val

Lys

Leu

240

Thr

vVal

vVal

Ser

Leu
320



Asn

Pro

Gln

val

Gly

Ile

Val

Ser

Lys Glu Tyr

325

Glu Lys Thr

340

Tyr Thr Leu

355

Leu Thr Cys

370

Val

385

Pro

Thr

Val

Leu

Glu

Pro

vVal

Met

Ser

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

405

Asp Lys Ser

420

His Glu Ala

435
Pro

Gly Lys

450

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19

321

DNA

Homo sapiens

19

cgtactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtagg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca

<210> 20

ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgcectg

ggggagagtg

<211>
<212>
<213>

<400>

107
PRT
Homo sapiens

20

Arg Thr Val Ala Ala

1

5

Gln Leu Lys Ser Gly

20

Tyr Pro Arg Glu Ala

71.217/BE

35

Lys Cys

Ile

Ser

Pro Pro

Lys

Lys

Ser

95

Val

Ser

Asn Lys

330

Ala
345

Arg

360

vVal
375

Leu

Asn
390

Gly
Ser Asp
Arg Trp

Leu His

Lys

Gln

Gln

Asn

Gly
Pro
Ser

410

Gln
425

His Tyr

440

tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc
t

Pro Ser Val

Thr Ala Ser

Lys Val Gln

ttcecegecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgce
catcagggcc

Phe Ile
10

vVal Val
25

40

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

Gly Gln

Glu Met

Pro
380

Tyr

Asn Asn

395

Phe Leu

Asn Val

Thr Gln

ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgece

Phe Pro

Cys Leu Leu

Trp Lys Val Asp Asn

Ala Pro

335

Leu

Pro Arg Glu Pro

350

Thr
365

Lys Asn Gln

Ser Asp Ile Ala

Thr Thr

400

Tyr Lys

Tyr Ser Lys Leu

415

Phe Ser Ser

430

Cys

Lys Ser Leu Ser

445

gttgaaatct 60
caaagtacag 120
agagcaggac 180
agactacgag 240
cgtcacaaag 300

321

Pro Ser Asp Glu

15

Asn Asn Phe

30
Ala

Leu Gln

45



Ser
50

Thr
65

Lys

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

21
990
DNA

<400> 21

gcctccacca
ggcacagcgg
tggaactcag
ggactctact
tacatctgca
aaatcttgtg
ccgtcagtct
gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg

cagcagggga
cagaagagcc

<210>
<211>
<212>
<213>

22
330
PRT

<400> 22

Ala Ser Thr

1

Ser Thr

Phe Pro

Gly Vval
50

71.217/BE

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys

val Thr

Ser

Glu

Hi

Ser Gln

Leu Ser

85

Lys Ser
100

Homo sapiens

agggcccatc
ccctgggcetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tcctettecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcectt
acgtcttctc
tctcectgte

Homo sapiens

Lys
5

Gly
20
Pro Val

35

Thr

is Phe

Val Tyr Ala

Gly Pro

Gly Thr

Glu Ser

55
Ser Thr
70

Cys

Phe Asn

ggtcttcccce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
Cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcagccg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

Ser
Ala
Thr

Val

Ala
55

Pro

Val

Leu

Glu

Arg

Val

Ala

Ser

Val

96

Thr

Thr

val

Glu

Leu

Thr

Gln
60

Ser
75

His

90

Gly
105

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgceccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagcecce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

25

40

Glu

Cys

cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtcct
gcagcttggg
tggacaagaa
cacctgaact
tcatgatctc
ctgaggtcaa
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccatce
gcttctatcc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

Phe Pro Leu Ala Pro Ser
10
Leu Gly Cys Leu Val Lys

Trp Asn Ser Gly Ala Leu

Leu Gln Ser Ser Gly Leu

60

Asp Ser Lys Asp Ser

Lys Ala Asp Tyr Glu

80

Gln Gly Leu Ser Ser

95

cacctctggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctceegtg
gagcaggtgg
ccactacacg

Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990

Lys

15

30

45

Asp

Thr

Tyr

Tyr

Ser

Ser



Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val

305

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

71.217/BE

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

23

427
DNA
Homo sapiens

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
325

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

215

vVal

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Ser

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

Pro

97

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
330

Ser

75

Asn

His

vVal

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

vVal

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

285

Gln

Asn

ey *
.

ase o o

o o000 o

Thr Gln

vVal
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190

val

Ala

Gly
Pro
270
Ser

Gln

His

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

sovy
.

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<400> 23
aagcttgccg
tctggtacct
ggagagaagg
aagaactact
tgggcatcca
gatttcaatc
caatatttta
tggatcc

<210>
<211>
<212>
<213>

24
133
PRT

<400> 24

Met Asp Ser

1

Gly Thr

val

Ser

Leu
50

Leu

Lys Pro

65

Glu Ser

Phe

Asn

Asp Cys

Cys

vVal

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

ccaccatgga
gtggggacat
ttactatgag
tggcctggtt
ctagggaatc
tcaccatcag
gctatccgcet

Homo sapiens

Gln Ala

5

Gly
20

Asp

Gly Glu

Ser Arg

Gln Ser

Val Pro

85

Thr
100

Ile

Gln Tyr

115

Leu
130

Lys

<210>
<211>

25
457

Glu

Leu Lys

<212>
<213>

DNA
Homo sapiens

<400> 25

aagcttgccg ccaccatggg
ggtgtcctct ctgaggtcca
tcagtaaaga tgtcctgcaa
gtgagacaga gccatggaaa
attcctaact acaaccagaa

71.217/BE

ttcacaggcc
tgtgatgtca
ctgcaagtcc
ccagcagaag
tggggtccct
cagtgtgcag
cacgttcggt

Gln Val

Ile Val
Lys Val

Gln
55

Asn

Pro
70

Lys
Asp Arg
Ser

Ser

Phe Ser

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

Val

Tyr

98

caggttctta
cagtctccat
agtcagagcc
ccagggcagt
gatcgcttca
gctgaggacc
gctgggacca

Met Leu

10
Ser Gln
25

Met Ser

Asn Tyr

Leu Ile

Thr Gly

90

Gln
105

Ala

Pro Leu

120

tgttactgce
cctceccectage
ttttatatag
ctcctaaact
caggcagtgg
tggcagttta
agctggagct

Leu Pro

Ser Pro
Cys Lys

Ala
60

Leu

Phe
75

Trp
Ser Gly
Glu Asp

Thr Phe

atggagctgg gtctttctct ttctcctgtce
gctgcaacag tctggacctg agctggtgaa
gacttctaga tacacattca ctgaatacac
gagccttgag tggattggag gtattaatcc
gttcaagggc agggccacat tgactgtagg

gctatgggta
tgtgtcagtt
tcgtaatcaa
gctgattttc
atttgggacg
tgactgtcag
gaaacgtgag

Leu Trp

Val

60

120
180
240
300
360
420
427

Ser

15

Ser
30

Ser

Ser Ser

45

Trp Phe

Ala Ser

Phe Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

Ala

Ser

Gln

Arg

80

Asp

95

Ala
110

Leu

Gly Ala

125

Val

Tyr

Thr

aggaactgca 60
gcctggggcet 120
catacactgg 180
taacaatggt 240
caagtcctcc 300



agcaccgcct acatggagct ccgcagcctg acatctgagg

<210>
<211>
<212>
<213>

26
143
PRT

<400> 26

Met Gly Trp

1

Val Leu

Pro Gly

Thr Glu

50

Glu
65

Trp
Gln Lys
Thr Ala

Tyr Phe

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Homo sapiens

Ser Trp
5

Glu
20

Val

Ser Val

Thr Ile

Gly Gly

Lys Gly

85
Met Glu
100

Ala Arg

115

Ala Met

130

<210>
<211>
<212>
<213>

27

DNA

<400> 27

gaattccagc
agttcatagc
ctgaccgccc
gccaataggg
ggcagtacat
atggcccgcec
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt

71.217/BE

Asp

Tyr Trp

8068

Homo sapiens

acactggcgg
ccatatatgg
aacgaccccc
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa

atgggcggta
cagatcgcct

Val Phe

Gln Leu

Lys Met

His Trp

55

Ile
70

Asn
Arg Ala
Leu

Arg

Arg Arg

Leu

Gln

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Ile

99

Phe

Leu

attctgcggt ctatttctgt 360
gcaagaagaa gaatcgccta tggttacgac gagggccatg ctatggacta ctggggtcaa 420
ggaacctcag tcaccgtctc ctcaggtgag tggatcc

Leu Ser

10

Gln

25
Cys
Arg
Asn
Leu
Leu

105

Ala

120

Gln
135

Gly

ccgttactag
agttccgegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca

Gly

Thr

ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgccccct
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgctgt

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Tyr

Ser

Gly Pro

Thr

Ser

His
60

Ser

Gly Ile

75

Val Gly

Ser Glu

Gly Tyr

Val Thr

140

taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctcc

Thr

Ala

457

Gly

15

Glu Leu

30

Arg
45

Tyr
Gly Lys
Asn

Pro

Lys Ser

Val

Thr

Ser

Tyr

Ser

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

95

Ser
110

Asp

Asp Glu

125

Val Ser

cggggtcatt
gcccgectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actccgceccc
gagctcgttt
atagaagaca

Ala

Gly

Val

His

Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ccgggaccga
caagagtgac
atgctatact
ggtatagctt
acgatacttt
atatgccaat
tctcatttat
ttattaaaca
cttctccggt
atggtcgctc
gcccaccacce
gctcggggag
agatgcaggc
gctgttaacg
cagacataat
ccgtcecttga
ttatgttact
catcctccect
gccttttata
agtctcctaa
tcacaggcag
acctggcagt
ccaagctgga
tccctaacat
taaacaccat
ttcccgececat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc
catcagggcc
aagtgccccc
cctttttcca
ccctectect
atctttgcac
gttttttgtg
aggccagaat
tggctggact
gaattcttga
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcecettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgccgcata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac

71.217/BE

tccagcctcece
gtaagtaccg
gtttttggct
agcctatagg
ccattactaa
acactgtcct
tatttacaaa
taacgtggga
agcggcggag
ggcagctcct
accagtgtgc
cgggcttgca
agctgagttg
gtggagggca
agctgacaga
cacgcgtctc
gccgctatgg
agctgtgtca
ttctagaaat
actgctgatt
tggatttggg
ttatgactgt
gctgaaacgt
gccctgtgat
cctgtttget
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcc
acctgctcct
caggggacct
ccttggcttt
ctgtggtgga
tgcagtgcct
gactccaaga
ctgcaccata
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc

ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccgatg
tccegtatceg
cagatcgctg
tcatatatac

gcggccggga
cctatagagt
tggggtctat
tgtgggttat
tccataacat
tcagagactg
ttcacatata
tctccacgceg
cttctacatc
tgctcctaac
cgcacaaggc
ccgctgacgce
ttgtgttctg
gtgtagtctg
ctaacagact
gggaagcttg
gtatctggta
gttggagaga
caaaagaact
ttctgggcat
acggatttca
cagcaatatt
gagtggatcc
tatgcgcaaa
tctttectea
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
cagttccagc
acccctattg
aattatgcta
tctaataaaa
ctatctggag
gctacaggaa
acacacaatc
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttcee
agttgggtgc
gttttcgccce
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggtce
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga

100

acggtgcatt
ctataggccc
acacccccge
tgaccattat
ggctctttgc
acacggactc
caacaccacc
aatctcgggt
cgagccctgc
agtggaggcc
cgtggcggta
atttggaaga
ataagagtca
agcagtactc
gttcctttece
ccgccaccat
cctgtgggga
aggttactat
acttggcctg
ccactaggga
atctcaccat
ttagctatcc
atctgggata
caacacaccc
ggaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
ctgaccccct
cggtcctcca
atgttggagg
gatatttatt
gccaggtagg
ggcaggtcag

aacaggggag
acgcctattt

ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgcagca
ttcccggeaa
ctcggecctt
tcgecggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt

ggaacgcgga
acccecttgg
ttcctecatgt
tgaccactcc
cacaactctc
tgtattttta
gtccccagtg
acgtgttccg
tcccatgect
agacttaggc
gggtatgtgt
cttaaggcag
gaggtaactc
gttgctgccg
atgggtcttt
ggattcacag
cattgtgatg
gagctgcaag
gttccagcag
atctggggtc
cagcagtgtg
gctcacgttc
agcatgctgt
aagggcagaa
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgcectg
ggggagagtg
cccatccttt
gctcatcttt
agaatgaata
ttcattagat
gctggccttg
agaccccact
tgagctggaa
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctggcet
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat

ttcececgtge
cttcttatgc
tataggtgat
cctattggtg
tttattggct
caggatgggg
cccgcagttt
gacatgggct
ccagcgactc
acagcacgat
ctgaaaatga
cggcagaaga
ccgttgcggt
cgcgcgccac
tctgcagtca
gcccaggttc
tcacagtctc
tccagtcaga
aagccagggc
cctgatcget
caggctgagg
ggtgctggga
tttctgtctg
ctttgttact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc
ttagagggag
ggcctctgac
cacctcaccc
aataaagtga
atgtgtgttg
g999a99999
ggacaaacag
atttgctagc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat



ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggat
cctacagcgt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgc
cgcatagtta
cgacacccgce
tacagacaag
ccgaaacgcg
tccccagecag
agcaggcaga
aactccgccc
actaattttt
gtagtgagga
caagcactca
gaaacggtgc
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctgc
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcctgece
tccggetacc
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctcecegat
actctggggt
tccaccgccg
atgatcctcc
ctcgcgagtt
tgcaaatccg
ctgcaggagt
cttctgtggt
tataaaattt
gattccaacc
cctgttttgce
ttctactcct
gctaagtttt

71.217/BE

atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctgce
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
agccagtata
caacacccgc
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gcagaagtat
agtatgcaaa
atcccgceccce
tttatttatg
ggcttttttg
gggcgcaagg
tgaccccgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tctcecggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccattcg
ggtcttgtcg
ttcgccaggce
gcctgcettge
cggctgggtg
gagcttggcg
tcgcagcgeca
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcegggga
ggttcagctg
tcggcatcca
ggggaggcac
gtgacataat
ttaagtgtat
tatggaactg
tcagaagaaa
ccaaaaaaga
ttgagtcatg

ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatatg
cactccgcta
tgacgcgccc
ctccgggagce
gtggaatgtg
gcaaagcatg
gcatgcatct
taactccgcec
cagaggccga
gaggcctagg
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgecgtgtt
ccggtgecect
gcgttccttg
tgggcgaagt
ccatcatggc
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgcg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggce
tcgcecttcta
cgaccaagcg
aaggttgggc
tctcatgctg
ctgcctgagg
ggaaaccagc
gatggccgcet
tggacaaact
aatgtgttaa
atgaatggga
tgccatctag
agagaaaggt
ctgtgtttag

101

gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttcct
tgataccgct
agagcgcctg
gtgcactctc
tcgctacgtg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
tgtcagttag
catctcaatt
caattagtca
cagttccgcece
ggccgccetcg
cttttgcaaa
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagctggg
cttgccgceca
atcgtttcgce
gaggctattc
ccggctgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc
tcgecttett
acgcccaacc
ttcggaatcg
gagttcttcg
ctggacgacc
agcggctatc
ttggtcccgg
acctacagag
actactgatt
gcagtggtgg
tgatgatgag
agaagacccc
taatagaact

ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcgatgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcct
gcgttatccce
cgccgcagcc
atgcggtatt
agtacaatct
actgggtcat
gtctgctccce
agaggttttc
ggtgtggaaa
agtcagcaac
gcaaccatag
cattctccge
gcctctgagce
aagctagctt
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatagc
gcgccectcetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggcetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttgg
ctcgtgettt
gacgagttct
tgccatcacg
ttttccggga
cccaccccgg
tcgcggagtt
cgcgcatcca
atctttgtga
atttaaagct
Ctaattgttt
aatgccttta
gctactgctg
aaggactttc
cttgcttgct

agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggcetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctcecttac
gctctgatgc
ggctgcgccc
ggcatccgct
accgtcatca
gtccccaggce
caggctcccc
tceegeecect
cccatggcetg
tattccagaa
cacgctgccg
ccagtccgca
gggaaaacgc
tagactgggc
gtaaggttgg

ggcgcagggg
aagatggatt

gggcacaaca
gcccggttcet
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgcgcce
tcgtcgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgc
tctgagecggg
agatttcgat
cgccggctgg
gctcgatccc
ctaccggcag
tgcccccgaa
aggaacctta
ctaaggtaaa
gtgtatttta
atgaggaaaa
actctcaaca
cttcagaatt
ttgctattta



caccacaaag
ctttataagt
gcatagagtg
ttgtaaaggg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
tatttatttt
caggtagggc
caggtcagag
caggggagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

28
239
PRT

<400> 28

gaaaaagctg
aggcataaca
tctgctatta
gttaataagg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
cattagatat
tggccttggg
accccactgg
agctggaaat

Homo sapiens

Asp Ser Gln Ala Gln

1

Thr Cys

Ser Val

Leu Tyr

50

Pro
65

Gly
Ser Gly
Leu

Asn

Cys Gln

Gly

Gly

35

Ser

Gln

Val

Thr

Gln

5
Asp Ile
20

Glu Lys

Arg Asn

Ser Pro

Pro Asp

85

Ile
100

Ser

Tyr Phe

115

Glu
130

Leu

Pro
145

Ser
Asn

Leu

Asn Ala

71.217/BE

Leu

Asp

Asn

Leu

Lys Arg

Glu Gln

Phe Tyr

165

Gln
180

Ser

cactgctata
gttataatca
ataactatgc
aatatttgat
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gtgtgttggt
ggagggggag
acaaacagtg
ttgctagc

Val Leu

Val Met

Val Thr

Gln Lys

55
Lys Leu
70

Arg Phe

Val

Ser

Ser Tyr

Met

Ser

Met

40

Asn

Leu

Thr

Gln

Pro

102

caagaaaatt
taacatactg
tcaaaaattg
gtatagtgcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tttttgtgtg
gccagaatga
gctggactct

Leu
10

Leu

Gln
25

Ser
Ser Cys
Tyr Leu
Ile Phe

Ser
90

Gly

Ala
105

Glu

Leu Thr

120

Thr Val

135

Leu
150

Lys
Pro

Arg

Gly Asn

Ala

Ser

Glu

Ser

Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys

170

Gln
185

Glu

atggaaaaat
ttttttctta
tgtaccttta
ttgactagag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggatc
cagtgcctct
ctccaagagc
gcaccataac

Pro Leu

Pro Ser

Lys Ser

Ala Trp

60
Trp Ala
75

Gly Phe

Asp Leu
Phe Gly

Val
140

Ser

Ala
155

Ser
Val Gln

Ser Val

Val

attctgtaac
ctccacacag
gctttttaat
atcataatca
ctccccectga
gcttataatg
tcactgcatt
taataaaaga
atctggaggc
tacaggaagg
acacaatcaa

Trp Val

Ser

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8068

Gly

15

Leu
30

Ser

Ser Gln

45

Phe Gln

Thr

Ser

Gly Thr

Ala

Ser

Gln

Arg

Asp

Val

Leu

Lys

Glu

80

Phe

95

Ala Val

110

Ala
125

Gly
Phe Ile
vVal

Trp Lys

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

Asp

Lys

Pro

Leu

160

Asp

175

Thr Glu

190

Gln

Asp



Ser Lys

Asp

195

Ala Asp
210

Gly Leu
225

<210>
<211>
<212>
<213>

29

DNA

<400> 29

ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgceg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta

catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gcccteecgt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgc
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtg
gtgcggtatt
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgaggc
catcccgcecc

71.217/BE

Tyr

Ser

7731

Homo sapiens

aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgctce
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgctgacgce
ccgtctecgg
agcatgcatc
ctaactccgc

Ser Thr Tyr

Glu Lys His

Ser Pro Val

Ser Leu

103

200

215

230

tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcectgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatccegtgt
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgc
tagcttcccg
tgcgctcggce
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
tatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg
gagctgcatg
tcaattagtc
ccagttccgce

Lys Val

Thr Lys

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgceggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagc
ccacttcaag
ggctgctgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgcegtta
cgctcgecgce
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctgce
tgtcagaggt
agcaaccata
ccattctccg

Ser Ser Thr

Tyr Ala Cys

Ser Phe Asn

220

235

gttaatgtca
cgcggaaccce
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca

ccagggggaa
cgtcgatttt

gcctttttac
tccectgatt
agccgaacga
tattttctcc
atctgctctg
tcatggctgc
tceccggcatce
tttcaccgtc
gtcccgceccce
ccccatggcet

205

tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgeecg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctggce
ctgtggataa
ccgagcgcag
ttacgcatct
atgccgcata
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
taactccgcc
gactaatttt

Leu Thr Leu Ser Lys

Glu Val Thr His Gln

Arg Gly Glu Cys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



ttttatttat
aggctttttt
tcgcgccaaa
atcatggttc
aacggagacc
acaacctctt
tccattcectg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttacc
atgcaggaat
ctcccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
ccccectgaac
ttataatggt
actgcattct
ataaaagata
ctggaggcca
caggaaggca
acaatcaaca
tactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
ccgggaacgg
tagagtctat
gtctatacac
ggttattgac
taacatggct
agactgacac
catatacaac
cacgcgaatc
tacatccgag
cctaacagtg
caaggccgtg
tgacgcattt
gttctgataa

71.217/BE

gcagaggccg
ggaggcctag
cttgacggca
gaccattgaa
taccctggcec
cagtggaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccaggcgt
acgagaagaa
gcatttttat
tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctc
ctactcctcc
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
tttattttca
ggtagggctg
ggtcagagac
ggggagtgag
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccecctattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg
tgcattggaa
aggcccaccc
cceegcettece
cattattgac
ctttgccaca
ggactctgta
accaccgtcc
tcgggtacgt
ccctgctcecc
gaggccagac
gcggtagggt
ggaagactta
gagtcagagg

aggccgcctc
gcttttgcaa
atcctagegt
ctgcatcgtc
tccgetcagg
taaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgtttttc
cctctctgag
agactaacag
aagaccatgg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
ttagatatgt
gcettggggg
cccactggac
ctggaaattt
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc
acctccatag
cgcggattcc
ccttggcttc
tcatgttata
cactccccta
actctcttta
tttttacagg
ccagtgcccg
gttccggaca
atgcctccag
ttaggcacag
atgtgtctga
aggcagcggc
taactcccgt

104

ggcctctgag
aaagctagct
gaaggctggt
gccgtgtecc
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
cttgccaaaa
gtagacatgg
ggccacctca
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gacttttgct
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aattgttgtt
cacaaatttc
catcaatgta
gtgttggttt
agggggaggc
aaacagtggc
gctagcgaat
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccccattg
tcgtttagtg
aagacaccgg
ccgtgccaag
ttatgcatgc
ggtgatggta
ttggtgacga
ttggctatat
atggggtctc
cagtttttat
tgggctcttce
cgactcatgg
cacgatgccc
aaatgagctc
agaagaagat
tgcggtgcetg

ctattccaga
tacagctcag
aggattttat
aaaatatggg
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagttctc
ggctttagat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tttgtgtgca
cagaatgact
tggactctgc
tccagcacac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
agtgacgtaa
tatactgttt
tagcttagcc
tactttccat
gccaatacac
atttattatt
taaacataac
tccggtageg
tcgctceggea
accaccacca
ggggagcggg
gcaggcagct
ttaacggtgg

agtagtgagg
ggctgcgatt
ccccgetgece
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgctccecte
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactttcct
tgcttgcttt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttagc
gactagagat
tcccacacct
ttattgcagc
catttttttc
tctggatcta
gtgcctctat
ccaagagcta
accataacac
tggcggeegt
atatggagtt
acccccgcecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggcg
tcgcectggag
gcctcecgegg
gtaccgccta
ttggcttggg
tataggtgtg
tactaatcca
tgtccttcag
tacaaattca
gtgggatctc
gcggagcttce
gctccttgcet
gtgtgccgca
cttgcaccgce
gagttgttgt
agggcagtgt



agtctgagca
cagactgttc
agcttgecgce
gtgtcctctc
cagtaaagat
tgagacagag
ttcctaacta
gcaccgccta
caagaagaag
gaacctcagt
ccacaccgcg
tcceectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcece
ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccectccce
cacaggtgta
cctgcectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgcea
gtaaatgagt
gcttggcacg
atctaataaa
tctatctgga
agctacagga
aacacacaat

<210>
<211>
<212>
<213>

30
472
PRT

<400> 30

Met Gly Trp

1

Val Leu

Pro Gly

Thr Glu
50

Glu Trp
65

71.217/BE

Ser

Ala

Tyr

Ile

gtactcgttg
ctttccatgg
caccatggga
tgaggtccag
gtcctgcaag
ccatggaaag
caaccagaag
catggagctc
aatcgcctat
caccgtctcc
gtcacatggc
accctcectcc
cttccccgaa
cttccegget
ctccagcagc
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgcecc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggccg
tacccccetgt
agatatttat
ggccaggtag
aggcaggtca
caacagggga

Homo sapiens

Ser Trp

5

Glu
20

Val

Ser Val

35

Thr Ile

Gly Gly

ctgccgegeg
gtcttttctg
tggagctggg
ctgcaacagt
acttctagat
agccttgagt
ttcaagggca
cgcagcctga
ggttacgacg
tcaggtgagt
accacctctc
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccagceg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
gcaagccccg
acatacttcc
tttcattaga
ggctggcctt
gagaccccac

gtgagctgga

Val Phe

Gln Leu

Lys Met

His Trp

55

Ile
70

Asn

Leu

Gln

Ser

Val

Pro

105

cgccaccaga
cagtcaccgt
tctttctett
ctggacctga
acacattcac
ggattggagg
gggccacatt
catctgagga
agggccatgc
ggatcctctg
ttgcagcctc
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
aggagatgac
acatcgccgt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctccecgggce
cgggcgccca
tatgtgtgtt
gggggagggg
tggacaaaca
aatttgctag

Phe

Gln
25

Cys
40

Arg

Asn

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

cataatagct
ccttgacacg
tctcctgtea
gctggtgaag
tgaatacacc
tattaatcct
gactgtaggc
ttctgceggtce
tatggactac
cgcctgggcec
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgcc
ctactccctce
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttcctce
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgggtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
ggggaacgtc
gagcctctcc
tctcgeggte
gcatggaaat
ggttttttagt
gaggccagaa
gtggctggac
cgaattaatt

Leu Ser

Gly Pro
Thr

Ser

His
60

Ser

Gly Ile

75

gacagactaa
cgtctcggga
ggaactgcag
cctggggcett
atacactggg
aacaatggta
aagtcctcca
tatttctgtg
tggggtcaag
cagctctgtc
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttcececccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettece
ttctcatgcet
ctgtctccgg
gcacgaggat
aaagcaccgg
gtgcagtgcc
tgactccaag
tctgcaccat
o]

Gly Thr

Ala

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7731

Gly

15

Glu Leu

30

Arg
45

Tyr

Pro Asn

Val

Thr

Ser

Tyr

Phe

Leu

Asn
80



Gln

Thr

Tyr

Ala

Thr

145

Ser

Glu

His

Ser

Cys

225

Glu

Pro

Lys

val

Asp

305

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Ala

Phe

Met

130

Lys

Gly

Pro

Thr

vVal

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu
370

71.217/BE

Phe

Tyr

Cys

115

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

195

val

Val

Lys

Leu

Thr

275

Val

Val

Ser

Leu

Ala

355

Pro

Lys

Met

100

Ala

Tyr

Pro

Thr

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

340

Pro

Gln

Gly

85

Glu

Arg

Trp

Ser

Ala

165

Val

Ala

vVal

His

Cys

245

Gly

Met

His

Val

Tyr

325

Gly

Ile

Val

Arg

Leu

Arg

Gly

Val

150

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

230

Asp

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Glu

Tyr

Ala

Arg

Arg

Gln

135

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
375

Thr

Ser

Ile

120

Gly

Pro

Gly

Asn

Gln

200

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

280

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

360

Leu

106

Leu

Leu

105

Ala

Thr

Leu

Cys

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Pro

Thr

90

Thr

Tyr

Ser

Ala

Leu

170

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

val

330

Cys

Ser

Pro

vVal

Ser

Gly

Val

Pro

155

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

235

Cys

Leu

Glu

Lys
315
Leu
Lys

Lys

Ser

Gly

Glu

Tyr

Thr

140

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

220

Val

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Thr

Val

Ala

Arg
380

Lys

Asp

Asp

125

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

205

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

365

Glu

Ser Ser Ser

Ser

110

Glu

Ser

Lys

Tyr

Ser

190

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

270

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

350

Gly

Glu

95

Ala

Gly

Ser

Ser

Phe

175

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

255

Lys

Val

Tyr

Glu

His

335

Lys

Gln

Met

Val

His

Ser

Thr

160

Pro

Val

Ser

Ile

Val

240

Ala

Pro

Val

Val

Gln

320

Gln

Ala

Pro

Thr



Lys Asn

385

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Gln

Ala

Thr

Leu

Val Ser

Val Glu

405
Pro Pro
420

Thr Val

435

Ser Cys

450
Ser Leu
465

<210>
<211>
<212>
<213>

31
339
DNA

<400> 31

gacattgtga
atcaactgca
tggtatcagc
gaatctgggg
attagcagcc
ccgctcacgt

<210>
<211>
<212>
<213>

32
113
PRT

<400> 32

Ser

Ser

Val Met

Leu Ser

Homo sapiens

tgacccaatc
agtccagtca
agaaaccagg
tacctgatag
tgcaggctga
tcggacaagg

Homo sapiens

Asp Ile Val Met Thr

1

Glu Arg

Arg Asn G

Pro L

50

Pro

Pro
65

Asp

71.217/BE

Ala

Arg

5

Thr
20

Ile

In
35

Lys Asn

Leu Leu

ys

Phe Ser

Leu Thr

390
Glu
Val Leu

Asp

Glu
455

His

Pro
4770

tccagactct
gagcctttta
acagccaccc
gttcagtggc
agatgtggca
gaccaaggtg

Gln Ser

Asn Cys

Tyr Leu

TIle Phe

55
Gly Ser
70

Cys

Ser

Asp

Ser

440

Ala

Pro
Lys
Ala

40

Trp

Gly

107

Leu Val Lys Phe Pro

395

Gly

Gln Glu Asn

415

Asn Gly Pro Asn

410
Phe Phe
430

Ser Ser

425

Asp Gly Leu

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

445
His Thr
460

Leu His Asn Tyr Gln

Lys

ttggctgtgt ctctagggga gagggccacc
tattctagaa atcaaaagaa ctacttggcc
aaactcctca tcttttgggc tagcactagg
agtgggtttg ggacagactt caccctcacc
gtttattact gtcagcaata ttttagctat
gaaataaaa

Ser Leu Ala Val

10

Asp Leu

15

Ser

Ser Ser Gln Ser Leu

25

Leu
30

Tyr

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

45

Gly

Ala Ser Thr Arg Glu

60

Ser Gly

Phe Thr

75

Gly Asp Phe Thr Leu

Ser
400
Tyr
Tyr

Phe

Lys

60

120
180
240
300
339

Gly

Ser

Gln

Val

Thr
80



108

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln

85 90 95
Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110
Lys
<210> 33
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Phe Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Asp Cys Gln Gln
85 90 95

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

Lys

<210> 34

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly
1 5 10 15

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

Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
35 40 45

71.217/BE



Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Phe Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

35

DNA

<400> 35

gaattccagc
agttcatagc
ctgaccgccc
gccaataggg
ggcagtacat
atggcccgcc
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
atgctatact
ggtatagctt
acgatacttt
atatgccaat
tctcatttat
ttattaaaca
cttctcecggt
atggtcgctc
gcccaccacce
gctcggggag
agatgcaggc
gctgttaacg
cagacataat
ccgtecttga
tatgggtgct
cagactcttt
gccttttata
agccacccaa
tcagtggcag
atgtggcagt
ccaaggtgga

71.217/BE

100

8068

Homo sapiens

acactggcgg
ccatatatgg
aacgaccccc
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagectcece
gtaagtaccg
gtttttggct
agcctatagg
ccattactaa
acactgtcct
tatttacaaa
taacgtggga
agcggcggag
ggcagctcct
accagtgtgc
cgggcttgca
agctgagttg
gtggagggca
agctgacaga
cacgcgtctc
gctgctctgg
ggctgtgtct
ttctagaaat
actcctcatc
tgggtttggg
ttattactgt
aataaaacgt

Ile Tyr

55
Gly Ser
70

Ala Glu

Leu Thr

ccgttactag
agttccgcegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggccggga
cctatagagt
tggggtctat
tgtgggttat
tccataacat
tcagagactg
ttcacatata
tctccacgeg
cttctacatc
tgctcctaac
cgcacaaggc
ccgctgacgce
ttgtgttctg
gtgtagtctg
ctaacagact
gggaagcttg
gttccaggtt
ctaggggaga
caaaagaact
ttttgggcta
acagacttca
cagcaatatt
gagtggatcc

Trp Ala

Gly Phe

Asp Val

Phe Gly

109

Ser

Gly

Ala

Thr
60

Thr
75

Val

90

105

ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgccceccect
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgctgt
acggtgcatt
ctataggccc
acacccccge
tgaccattat
ggctctttgc
acacggactc
caacaccacc
aatctcgggt
cgagccctgce
agtggaggcc
cgtggcggta
atttggaaga
ataagagtca
agcagtactc
gttcctttcce
ccgccaccat
cctccggaga
gggccaccat
acttggcctg
gcactaggga
ccctcaccat
ttagctatcc
atctgggata

Gln

Gly

taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctcce
ggaacgcgga
acccccttgg
ttcctecatgt
tgaccactcc
cacaactctc
tgtattttta
gtccccagtg
acgtgttccg
tcccatgect
agacttaggc
gggtatgtgt
cttaaggcag
gaggtaactc
gttgctgccg
atgggtcttt
ggagacagac
cattgtgatg
caactgcaag
gtatcagcag
atctggggta
tagcagcctg
gctcacgttc
agcatgctgt

Arg Glu

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

Ser Gly Val
Thr Leu Thr
80

Cys Gln Gln
95

Val Glu Ile

110

cggggtcatt
gcccgectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actccgcececc
gagctcgttt
atagaagaca
ttceceecgtge
cttcttatgc
tataggtgat
cctattggtg
tttattggct
caggatgggg
cccgcagttt
gacatgggct
ccagcgactc
acagcacgat
ctgaaaatga
cggcagaaga
ccgttgeggt
cgcgcgcecac
tctgcagtca
acactcctgc
acccaatctc
tccagtcaga
aaaccaggac
cctgataggt
caggctgaag
ggacaaggga
tttctgtctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



tccctaacat
taaacaccat
ttccegeecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgce
catcagggcc
aagtgccccc
cctttttcca
ccctectect
atctttgcac
gttttttgtg
aggccagaat
tggctggact
gaattcttga
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeegeata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgc
cgcatagtta
cgacacccgce
tacagacaag
ccgaaacgcg
tccceccagcecag
agcaggcaga
aactccgcecc

71.217/BE

gccctgtgat
cctgtttgct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcc
acctgctcct
caggggacct
ccttggettt
ctgtggtgga
tgcagtgcct
gactccaaga
ctgcaccata
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtg
tccegtatceg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgc
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctgce
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggcectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
agccagtata
caacacccgc
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gcagaagtat
agtatgcaaa
atcccgceccc

tatgcgcaaa
tctttecteca
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
cagttccagc
acccctattg
aattatgcta
tctaataaaa
ctatctggag
gctacaggaa
acacacaatc
gcctcegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttcce
agttgggtgc
gttttcgcecce
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgect
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatatg
cactccgcta
tgacgcgccc
ctccgggagce
gtggaatgtg
gcaaagcatg
gcatgcatct
taactccgcce

110

caacacaccc

ggaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
ctgaccccct
cggtcctcca
atgttggagg
gatatttatt
gccaggtagg
ggcaggtcag

aacaggggag
acgcctattt

ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
¢ggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgcagca
ttcccggcaa
ctcggccectt
tcgcggtatce
cacgacgggg
Ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgct
agagcgcctg
gtgcactctc
tcgctacgtg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
tgtcagttag
catctcaatt
caattagtca
cagttccgcec

aagggcagaa
ctgcaccatc

ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg
ggggagagtg
cccatccttt
gctcatcttt
agaatgaata
ttcattagat
gctggccttg
agaccccact
tgagctggaa
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctggcet
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtag
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagce
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcct
gcgttatccce
cgccgcagcec
atgcggtatt
agtacaatct
actgggtcat
gtctgctccc
agaggttttc
ggtgtggaaa
agtcagcaac
gcaaccatag
cattctccge

ctttgttact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc
ttagagggag
ggcctctgac
cacctcaccc
aataaagtga
atgtgtgttg
ggggaggggg
ggacaaacag
atttgctagc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgccect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctecttac
gctctgatgc
ggctgcgccc
ggcatccgcet
accgtcatca
gtccccaggc
caggctcccc
tccegeccect
cccatggctg



actaattttt
gtagtgagga
caagcactca
gaaacggtgc
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctgce
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcctgcece
tccggctacc
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctccegat
actctggggt
tccaccgecg
atgatcctcc
ctcgcgagtt
tgcaaatccg
ctgcaggagt
cttctgtggt
tataaaattt
gattccaacc
cctgttttge
ttctactcct
gctaagtttt
caccacaaag
Cctttataagt
gcatagagtg
ttgtaaaggg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
tatttatttt
caggtagggc
caggtcagag
caggggagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

36
234
PRT

<400> 36

tttatttatg
ggcttttttg
gggcgcaagg
tgaccccgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tctccggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccattcg
ggtcttgtcg
ttcgccaggce
gcctgcettgce
cggctgggtg
gagcttggcg
tcgcagcgca
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
ggttcagctg
tcggcatcca
ggggaggcac
gtgacataat
ttaagtgtat
tatggaactg
tcagaagaaa
ccaaaaaaga
ttgagtcatg
gaaaaagctg
aggcataaca
tctgctatta
gttaataagg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
cattagatat
tggcecttggg
accccactgg
agctggaaat

Homo sapiens

cagaggccga
gaggcctagg
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgceegtgtt
ccggtgcecect
gcgttecttg
tgggcgaagt
ccatcatggc
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgcg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggc
tcgecettcta
cgaccaagcg
aaggttgggc
tctcatgctg
ctgcctgagg
ggaaaccagc
gatggccgcet
tggacaaact
aatgtgttaa
atgaatggga
tgccatctag
agagaaaggt
ctgtgtttag
cactgctata
gttataatca
ataactatgc
aatatttgat
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gtgtgttggt
ggagggggag
acaaacagtg
ttgctagc

111

ggccgcectcg
cttttgcaaa
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagctggyg
cttgccgceca
atcgtttcge
gaggctattc
ccggctgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc
tcgecttett
acgcccaacc
ttcggaatcg
gagttcttcg
ctggacgacc
agcggctatc
ttggtccegg
acctacagag
actactgatt
gcagtggtgg
tgatgatgag
agaagacccc
taatagaact
caagaaaatt
taacatactg
tcaaaaattg
gtatagtgcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tttttgtgtg
gccagaatga
gctggactct

gcctctgagce
aagctagctt
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatagc
gcgccectcetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggcetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgcetttt
atagcgttgg
ctcgtgcecttt
gacgagttct
tgccatcacg
ttttccggga
cccaccecgg
tcgcggagtt
cgcgcatcca
atctttgtga
atttaaagct
ctaattgttt
aatgccttta
gctactgctg
aaggactttc
cttgcttgct
atggaaaaat
ttttttctta
tgtaccttta
ttgactagag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggatc
cagtgcctct
ctccaagagc
gcaccataac

tattccagaa
cacgctgccg
ccagtccgca
gggaaaacgc
tagactgggc
gtaaggttgg

ggcgcagggyg
aagatggatt

gggcacaaca
gcccggttet
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgcgcc
tcgtegtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgc
tctgageggg
agatttcgat
cgccggcetgg
gctcgatccc
ctaccggcag
tgccccecgaa
aggaacctta
Ctaaggtaaa
gtgtatttta
atgaggaaaa
actctcaaca
Cttcagaatt
ttgctattta
attctgtaac
ctccacacag
gctttttaat
atcataatca
ctcccectga
gcttataatg
tcactgcatt
taataaaaga
atctggaggc
tacaggaagg
acacaatcaa

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

71.217/BE



Gly

Val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

Val
225

Ser

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Ser

Leu

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Gly

20

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

100

Gln

Ile

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Asp

Glu

Arg

Pro

Pro

85

Ile

Tyr

Lys

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Phe

Arg

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Val

Ala

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

112

Thr

25

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Leu

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

37
372
DNA

<400> 37

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctect

71.217/BE

Homo sapiens

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggccaccttg
ctccgaggac
gggccatgct

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtaggca
actgcagtct
atggactact

Ser Pro

Cys Lys

Ala
60

Leu

Phe
75

Trp
Ser Gly
Glu Asp
Thr Phe

Pro
140

Pro

Leu Leu

155

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

220

ccggtgcettc
tacactgggt
acaatggtat
agtctgccag
actactgcgce
ggggtcaagg

Asp

Ser

45

Trp

Ala

Phe

Val

Gly

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

oo
.
seo
.

£y

Ser Leu Ala

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gln

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Gln

Gln

Thr

Thr

95

Val

Gly

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

60

120
180
240
300
360
372



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

38

124
PRT
Homo sapiens

38

Gln Val Gln

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Trp

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly
115

39
124
PRT
Homo sapiens

39

Leu

vVal

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Arg

100

Gln

Val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Ile

Gly

Gln Val Gln Leu Val

1

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Val
Ile
Gly

50

Gly

Glu

71.217/BE

Lys

His

35

Ile

Arg

Leu

vVal

20

Trp

Asn

Ala

Ser

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Gln
Cys
Arg
Asn
Leu

70
Leu

Ala

Thr

Gln

Cys

Asn

Leu
70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Val

Ser

Gly

vVal
120

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Val

Ser

113

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Gly

Glu

Tyr

105

Thr

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Gly

Glu

Glu

10
Arg
Gly
Pro
Lys
Asp

90

Asp

Val

Glu

10

Arg

Gly

Pro

Lys

Asp
90

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Glu

Ser

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

His

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

15
Glu
Trp
Lys
Ala
Tyr

95

Met

Gly

15
Glu
Trp
Lys

Ala

Phe
95

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys



114

Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp Glu Gly His Ala Met Asp

100 105 110
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210> 40
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Arg Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr
20 25 30

Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Val Asp Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

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

Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly Tyr Asp Glu Gly His Ala Met Asp
100 105 110

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 41

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr
20 25 30

Thr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

71.217/BE



Lys Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Arg

Tyr Trp Gly

Val Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

<210>
<211>
<212>
<213>

42

DNA

<400> 42

ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat

ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctceceegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtg
gtgcggtatt
gttaagccag
ccgccaacac

71.217/BE

7731

Homo sapiens

aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgctce
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgctgacgce

Ile
70

Thr

Leu Arg

Ala Tyr

Thr Leu

Val

Ser

Gly

Val

115

Asp

Glu

Thr

Asp

Ser
75

Thr

90

Tyr
105

Thr

120

tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtgt
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatceg
cgatgcctgce
tagcttcccg
tgcgctcggce
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
Ccggaagagcg
tatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagc
ccacttcaag
ggctgctgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcectgegtta
cgctcgecge
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctgce

Asp

Val

Glu

Ser Ser

gttaatgtca
cgcggaaccce
caataaccct
ttcegtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
cCcagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tccectgatt
agccgaacga
tattttctcc
atctgctctg
tcatggctgc
tceceggeatce

Ala Ser Thr Ala Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys

95

110

tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcec
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctggce
ctgtggataa
ccgagcgcag
ttacgcatct
atgccgcata
gccccgacac
cgcttacaga

Gly His Ala Met Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220



caagctgtga
cgcgcgaggc
catcccgecc
ttttatttat
aggctttttt
tcgcgccaaa
atcatggttc
aacggagacc
acaacctctt
tccattcctg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttacc
atgcaggaat
ctcccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
ccccctgaac
ttataatggt
actgcattct
ataaaagata
ctggaggcca
caggaaggca
acaatcaaca
tactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
ccgggaacgg
tagagtctat
gtctatacac
ggttattgac
taacatggct
agactgacac
catatacaac
cacgcgaatc
tacatccgag
cctaacagtg

71.217/BE

ccgtcteecgg
agcatgcatc
ctaactccgce
gcagaggcceg
ggaggcctag
cttgacggca
gaccattgaa
taccctggece
cagtggaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccaggcgt
acgagaagaa
gcatttttat
tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctc
ctactcctcc
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
tttattttca
ggtagggctg
ggtcagagac
ggggagtgag
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
cccectattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg
tgcattggaa
aggcccaccc
ccecgcettece
cattattgac
ctttgccaca
ggactctgta
accaccgtcc
tcgggtacgt
ccctgcetcecce

gaggccagac

gagctgcatg
tcaattagtc
ccagttccge
aggccgcectce
gcttttgcaa
atcctagcgt
ctgcatcgtc
tccgctcagg
taaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgtttttc
cctctctgag
agactaacag
aagaccatgg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
ttagatatgt
gccttggggg
cccactggac
ctggaaattt
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc
acctccatag
cgcggattcec
ccttggcttc
tcatgttata
cactccccta
actctcttta
tttttacagg
ccagtgcccg
gttccggaca
atgcctccag
ttaggcacag

116

tgtcagaggt
agcaaccata
ccattctccg
ggcctctgag
aaagctagct
gaaggctggt
gccgtgtecce
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
cttgccaaaa
gtagacatgg
ggccacctca
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gacttttgct
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aattgttgtt
cacaaatttc
catcaatgta
gtgttggttt
agggggaggc
aaacagtggc
gctagcgaat
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccccattg
tcgtttagtg
aagacaccgg
ccgtgccaag
ttatgcatgc
ggtgatggta
ttggtgacga
ttggctatat
atggggtctc
cagtttttat
tgggctcttc
cgactcatgg
cacgatgccc

tttcaccgtc
gtcccgeccce
ccccatggcet
ctattccaga
tacagctcag
aggattttat
aaaatatggg
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagttctc
ggctttagat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tttgtgtgca
cagaatgact
tggactctgc
tccagcacac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
agtgacgtaa
tatactgttt
tagcttagcc
tactttccat
gccaatacac
atttattatt
taaacataac
tccggtageg
tcgctcggeca
accaccacca

atcaccgaaa
taactccgcece
gactaatttt
agtagtgagg
ggctgcgatt
ccccgetgec
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgctccecte
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactttcct
tgcttgcttt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttagc
gactagagat
tcccacacct
ttattgcagc
catttttttc
tctggatcta
gtgcctctat
ccaagagcta
accataacac
tggcggeegt
atatggagtt
acccccgcecc
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggceg
tcgcctggag
gcctccgegg
gtaccgccta
ttggcttggg
tataggtgtg
tactaatcca
tgtccttcag
tacaaattca
gtgggatctc
gcggagcttc
gctccttgcect
gtgtgccgca

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580



caaggccgtg
tgacgcattt
gttctgataa
agtctgagca
cagactgttc
agcttgccgce
gggcccacag
ccgtgaaagt
ttagacaggc
ttcctaacta
gcaccgccta
ccagaagaag
gaacccttgt
ccacaccgcg
tcceectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcce
ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctccc
cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaatgagt
gcttggcacg
atctaataaa
tctatctgga
agctacagga
aacacacaat

43
472
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 43

Met Asp Trp

1

Ala His Ser

Pro Gly Ala
35

Thr Glu Tyr

50

71.217/BE

gcggtagggt
ggaagactta
gagtcagagg
gtactcgttg
ctttccatgg
caccatggac
ccaggtgcaa
cagctgtaaa
ccctggccaa
caaccagaag
catggaactg
aatcgcctat
caccgtctcc
gtcacatggc
accctcecctcc
cttcccecgaa
cttcccggcet
ctccagcagc
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatce
caccctgcecc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggceceg
tacccccetgt
agatatttat
ggccaggtag
aggcaggtca
caacagggga

Homo sapiens

Thr

Gln

20

Ser

Thr

Trp Arg
5
Val Gln

Val Lys

Ile His

atgtgtctga
aggcagegge
taactcccgt
ctgccgegeg
gtcttttctg
tggacctggc
ctggtgcagt
actagtagat
aggctggagt
ttcaagggcc
tccagectge
ggttacgacg
tcaggtgagt
accacctctc
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
gcaagccccg
acatacttcc
tttcattaga
ggctggcctt
gagaccccac

gtgagctgga

Val

Leu

Val

Trp
55

Phe

Val

Ser

Val

117

aaatgagctc
agaagaagat
tgcggtgetg
cgccaccaga
cagtcaccgt
gcgtgttttg
ccggcgccga
acaccttcac
ggataggagg
gggccacctt
gctccgagga
agggccatgc
ggatcctctg
ttgcagcctc
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagce
aggagatgac
acatcgccgt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctccececggge
cgggcgccca
tatgtgtgtt
ggg9gg9agggg
tggacaaaca
aatttgctag

Cys

ggggagcggg
gcaggcagct
ttaacggtgg
cataatagct
ccttgacacg
cctgcectcgece
agtgaagaaa
tgaatacacc
tattaatcct
gaccgtaggc
cactgcagtc
tatggactac
cgcctgggcec
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgcc
ctactccctc
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgggtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
ggggaacgtc
gagcctctcc
tctcgeggtce
gcatggaaat
ggttttttgt
gaggccagaa
gtggctggac
cgaattaatt

Leu Leu Ala Val Ala

10

Gln
25

Cys
40

Arg

Ser Gly Ala Glu Val

Lys Thr Ser Arg Tyr

Gln Ala Pro Gly Gln

60

cttgcaccgc
gagttgttgt
agggcagtgt
gacagactaa
cgtctcggga
gtggctcctg
ccecggtgett
atacactggg
aacaatggta
aagtctgcca
tactactgcg
tggggtcaag
cagctctgtc
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tcettettee
ttctcatgcet
ctgtctccgg
gcacgaggat
aaagcaccgg
gtgcagtgcc
tgactccaag
tctgcaccat
C

30

45

Pro
15
Lys

Thr

Arg

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7731

Gly

Lys

Phe

Leu



Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Ala

Thr

145

Ser

Glu

His

Ser

Cys

225

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

305

Tyr

Asp

Leu

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

130

Lys

Gly

Pro

Thr

Val

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Pro

71.217/BE

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

195

val

Val

Lys

Leu

Thr

275

Val

val

Ser

Leu

Ala
355

Gly

Lys

Met

100

Ala

Tyr

Pro

Thr

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

340

Pro

Gly

Gly

85

Glu

Arg

Trp

Ser

Ala

165

Val

Ala

Val

His

Cys

245

Gly

Met

His

Val

Tyr

325

Gly

Ile

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Gly

Val

150

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

230

Asp

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Glu

Asn

Ala

Ser

Arg

Gln

135

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Val

Glu

Lys

Pro

Thr

Ser

Ile

120

Gly

Pro

Gly

Asn

Gln

200

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

280

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
360

118

Asn

Leu

Leu

105

Ala

Thr

Leu

Cys

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Asn

Thr

90

Arg

Tyr

Leu

Ala

Leu

170

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

Val

330

Cys

Ser

Gly

75

Val

Ser

Gly

Val

Pro

155

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

235

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

315

Leu

Lys

Lys

Ile

Gly

Glu

Tyr

Thr

140

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

220

Val

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Thr

Val

Ala

Pro

Lys

Asp

Asp

125

Val

Ser

Asp

Thr

Tyr

205

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
365

Asn Tyr Asn
80

Ser Ala Ser
95

Thr Ala Val
110

Glu Gly His
Ser Ser Ser
Lys Ser Thr

160

Tyr Phe Pro
175

Ser Gly Val
190

Ser Leu Ser
Thr Tyr Ile
Lys Lys Val

240

Cys Pro Ala
255

Pro Lys Pro
270

Cys Val Val
Trp Tyr Val
Glu Glu Gln

320

Leu His Gln
335

Asn Lys Ala
350

Gly Gln Pro



Arg

Glu

Pro Gln Val

370

Lys
385
Asp
Lys

Ser

Ser

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Gln Val Leu

390

Ser

Glu
405

Ala Val Trp

Thr Pro Pro Val

420

Leu Thr Val

435

Asp

Ser Val Met His

450

Ser
465

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

Pro
470

Ser Leu Ser

44

25

DNA

Homo sapiens

44

accgtctcct caggtgagtg gatcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

45

14

DNA

Homo sapiens

45

cctctcttgc agcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

46

14

DNA

Homo sapiens

46

cctctcttge agcc

<210>
<211>
<212>
<213>

47

4

PRT

Homo sapiens

71.217/BE

Thr
375

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

455

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

440

Ala

Lys

119

Pro

Leu

Asn

Ser

425

Arg

Leu

Pro

Val

Gly

410

Asp

Trp

His

Ser

Lys

395

Gln

Gly

Gln

Asn

Arg

380

Gly

Pro

Ser

Gln

His
460

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

445

Tyr

Glu Met Thr

Ser
400

Tyr Pro

Asn
415

Asn Tyr

Phe
430

Leu Tyr

Asn Val Phe

Thr Gln Lys

25

14

14
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<400> 47
Thr Val Ser Ser
1

<210> 48

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Ser Thr Lys Gly
1

<210> 49

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 49
accgtctcct cagcctccac caagggc

<210> 50

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50
Thr Val Ser Ser Ser Thr Lys Gly
1 5

<210> 51

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 51
accgtctcct cagcctccac caagggc

<210> 52

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
1 5

<210> 53
<211> 22
<212> DNA

71.217/BE



<213>

<400>

Homo sapiens

53

gaaataaaac gtgagtggat cc

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

cttctttcct caggaactgt ggctgca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

54

27

DNA

Homo sapiens

54

55

4

PRT

Homo sapiens

55

Thr Val Ala Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

56

24

DNA

Homo sapiens

56

gaaataaaac gaactgtggc tgca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu Ile Lys Thr Val Ala Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

57

7

PRT

Homo sapiens

57

5

58

24

DNA

Homo sapiens

58

gaaataaaac gaactgtggc tgca

<210> 59
<211> 8
<212> PRT

71.217/BE

121

22

27

24

24



122

<213> Homo sapiens

<400> 59
Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
1 5

<210> 60

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60
Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15

Gly Thr Cys Gly
20

<210> 61

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61
Met Gly Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly
1 5 10 15

Val Leu Ser

<210> 62

<211> 9

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 62
gccgcecacc 9

<210> 63

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:PRIMER

<400> 63
cagaaagctt gccgccacca tggattcaca ggcccag 37

<210> 64
<211> ©

71.217/BE



<212>
<213>

<400>

123

PRT
Homo sapiens

64

Met Asp Ser Gln Ala Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

65

35

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

65

ccgaggatcc actcacgttt cagctccagc ttggt 35

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

37

DNA .
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

66

cagaaagctt gccgccacca tgggatggag ctgggtc 37

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

67

6

PRT

Homo sapiens

67

Met Gly Trp Ser Trp Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

68

35

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

68

ccgaggatcc actcacctga ggagacggtg actga 35

<210>
<211>

69
36
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

124

DNA
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

69

gtcatcacaa tgtctccgga ggaacctgga acccag 36

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

29

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

70

ctccggagac attgtgatga cccaatctc 29

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

71

45

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

71

gaatataaaa ggctctgact ggacttgcag ttgatggtgg ccctc 45

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

72

72

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

72

cagtcagagc cttttatatt ctagaaatca aaagaactac ttggcctggt atcagcagaa 60
accaggacag cc 72

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

71.217/BE
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DNA

Artificial Sequence
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<400> 73
accccagatt ccctagtgct agcccaaaag atgaggagtt tggg 44

<210> 74

<211> 67

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 74

tagcactagg gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc agtgggtttg ggacagactt 60
caccctc 67

<210> 75

<211> 53

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 75
gtcccttgtce cgaacgtgag cggatagcta aaatattget gacagtaata aac 53

<210> 76

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 76
gctcacgttc ggacaaggga ccaaggtgga aat 33

<210> 77

<211> 72

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 77
cagtcagagc cttttatatt ctagaaatca aaagaactac ttggcctggt tccagcagaa 60
accaggacag cc 72

<210> 78
<211> 57
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 78
gtcccttgte cgaacgtgag cggatagcta aaatattgct gacagtcata aactgcc 57

<210> 79

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 79
cccaaactcc tcatctattg ggctagcact aggg 34

<210> 80

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 80
ccctagtgct agcccaatag atgaggagtt tggg 34

<210> 81

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 81
tacgcaaacc gcctctc 17

<210> 82

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 82
gagtgcacca tatgcggt 18

71.217/BE
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

127

83

16

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

83

aacagctatg accatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

84

17

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

84

gttttcccag tcacgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

85

47

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

85

gtgtattcag tgaaggtgta tctactagtt ttacagctga ctttcac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

86

53

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

86

tagtagatac accttcactg aatacaccat acactgggtt agacaggccc ctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

87

71

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

71.217/BE
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<400> 87
cccttgaact tctggttgta gttaggaata ccattgttag gattaatacc tcctatccac 60
tccagcettt g 71

<210> 88

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 88
taactacaac cagaagttca agggccgggc caccttgacc gtaggcaagt ctgccagcac 60
cgcctacatg g 71

<210> 89

<211> 63

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 89
gcatggccect cgtcgtaacc ataggcgatt cttcttctgg cgcagtagta gactgcagtg 60
tcc 63

<210> 90

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 90
ctatggttac gacgagggcc atgctatgga ctactggggt caaggaac 48

<210> 91

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 91

taactacaac cagaagttca agggccgggt caccatcacc gtagacacct ctgccagcac 60
cgcctacatg g 71

71.217/BE



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

129

92

27

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

92

ggacactgca gtctacttct gcgccag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

93

17

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

93

tacgcaaacc gcctctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

94

18

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

94

gagtgcacca tatgcggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

95

75

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer

95

27

17

18

cctttggeca ggggectgte taacccagtg tatggtgtat tcagtgaagg tgtatccact 60
agtttccact agttt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

96

28

DNA

Artificial Sequence

71.217/BE
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<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 96
gtcaccgtcc ttgacacgcg tctcggga 28

<210> 97

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Seqguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 97
ttggaggagg gtgccag 17

<210> 98

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Seqguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 98
gagacattgt gacccaatct cc 22

<210> 99

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 99
gacagtcata aactgccaca tcttc 25

<210> 100

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 100
ttgacacgcg tctcgggaag ctt 23

<210> 101
<211> 22
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer

<400> 101

ggcgcagagg atccactcac ct 22

71.217/BE
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Antitest-fehérje, amely az F19-jeld monoklonalis antitest
(ATCC nyilvantartasi szama: HB 8269) komplementaritast meghata-
roz6 régidival rendelkezik, amely antitest-fehérje specifikusan
képes kotddni fibroblaszt aktivald fehérjéhez, amely antitest
vazrégid-médositasokkal rendelkezik, amely Jjavitott termelhetd-
séget eredményez gazdasejtekben, olyan kiméra antitesthez viszo-
nyitva, amely F19 varidbilis régidkkal és idegen konstans régi-
6kkal rendelkezik.

2. Antitest-fehérje, amely 1. igénypont szerinti k&énnyd lanc-
bbdl szarmazd varidbilis régidval és nehéz lancbdl szarmazd vari-
dbilis régidéval rendelkezik, mindkettd human konstans régidhoz
kapcsolva.

3. A 2. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely koénnyd
lancban l1évd human konstans régidként humén kappa konstans régi-
6t tartalmaz.

4. A 2. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely nehéz
lancban 1évd humd&n konstans régidként humdn gamma-1 konstans ré-
gidét tartalmaz.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti antitest-feheérje,
amely azzal jellemezhetd, hogy expresszidjanak mértéke nyers
tapkdzegb8l vett mintdkban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisz-
titott antitest hozama meghaladja vazrégidé-mddositasok nélkili
kiméra antitest expresszidjanak mértékét és/vagy tisztitasi ho-
zamat, legaldbb 10-szeres faktorral.

6. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje,

71.217/BE



133

amely azzal jellemezhetd, hogy expresszidéjanak mértéke nyers
tapkozegbél vett mintakban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisz-
titott antitest hozama meghaladja vazrégié-mdédositasok nélkili
kiméra antitest expresszidjanak mértékét és/vagy tisztitasi ho-
zamat, legaldbb 20-szeres faktorral.

7. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje,
amely azzal Jjellemezhetd, hogy expresszidjanak mértéke nyers
tapkozegbél vett mintdkban, ELISA-val meghatarozva és/vagy tisz-
titott antitest hozama meghaladja vazrégidé-mdédositasok nélkili
kiméra antitest expresszidjanak mértékét és/vagy tisztitasi ho-
zamat, legalabb 100-szoros faktorral.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje,
amely javitott termelhetdséget mutat eukaridta sejtekben.

9. A 8. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely eukaridta
sejtként kinai hoércsdg petefészkébdl szarmazd sejtekben (CHO-
sejtek) mutat javitott termelhetdséget.

10. Az 1-9. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje,
amely a koénnyd lanc régidé 87. Kabat-helyzetében nem aszparagint
tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely a konnyd
lanc régi6é 87. Kabat-helyzetében aromas vagy alifas aminosavakat
tartalmaz.

12. A 11. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely a konnyl
lanc régié 87. Kabat-helyzetében tirozint vagy fenilalanint tar-
talmaz.

13. Az 1-12. igénypontok Dbarmelyike szerinti antitest-

fehérje, amely a kénnyd lanc régidé 36. Kabat-helyzetében aromas
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aminosavakat tartalmaz.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely a konnyd lanc varidbilis régidjaban a 2. szamu
szekvenciat tartalmazza.

15. A 14. igénypont szerinti antitest-fehérje, amelyben a
kénnyd lanc varidbilis régidjat az 1. szamu nukleotid-szekvencia
kédolja.

16. Az 1-13. igénypontok Dbarmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely a konnyd lanc variédbilis régidjaban a 6. szamu
szekvenciat tartalmazza.

17. A 16. igénypont szerinti antitest-fehérje, amelyben a
kénnyd lanc varidbilis régidjat az 5. szami nukleotid-szekvencia
kédolja.

18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely a nehéz lanc variabilis régidéjaban a 8., 10., 12.
vagy 14. szaml szekvencia barmelyikét tartalmazza.

19. A 18. igénypont szerinti antitest-fehérje, amelyben a ne-
héz lanc variabilis régidéjat a 7., 9., 11. wvagy 13. szamua
nukleotid-szekvencia barmelyike kédolja.

20. Az 1-14. igénypontok Dbarmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely a koénnyd lanc varidbilis régidjaban 2. szamu
szekvenciat tartalmaz, és a nehéz lanc varidbilis régidjaban 12.
szami szekvenciat tartalmaz.

21. A 20. igénypont szerinti antitest-fehérje, amelyben a
kénnyd lanc varidbilis régidéjat az 1. szami nukleotid-szekvencia
k6édolja, és a nehéz lanc variabilis régidéjat a 11. szamu
nukleotid-szekvencia kdédolja.
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22. A 20. wvagy 21. igénypontok szerinti antitest-fehérje,
amely a kénnyldi lanc konstans régidéjaban 20. szamu szekvenciat
tartalmaz, és a nehéz lanc konstans régidjadban 22. szami szek-
venciat tartalmaz.

23. Az 1., 13., 18. vagy 19. igénypontok szerinti antitest-
fehérje, amely a koénnyd lanc varidbilis régidéjéban 2. szamu
szekvencidt tartalmaz, és a nehéz lanc variabilis régidjaban 8.
szami szekvenciat tartalmaz.

24. A 23. igénypont szerinti antitest-fehérje, amelyben a
kénnyd lanc varidbilis régidjat az 1. szamu nukleotid-szekvencia
kédolja, és a nehéz 1lanc variabilis régidjat a 7. szamu
nukleotid-szekvencia koédolja.

25. Nukleotid-szekvencia, amely 1-24. igénypontok barmelyike
szerinti antitest-fehérjét kodol.

26. Rekombindns DNS-vektor, amely 25. igénypont szerinti
nukleotidszekvenciat tartalmaz.

27. A 26. igénypont szerinti rekombinans DNS-vektor, amely
expresszibds vektor.

28. Gazdasejt, amely 26. vagy 27. igénypont szerinti vektort
tartalmaz.

29. A 28. igénypont szerinti gazdasejt, amely eukaribdta sejt.

30. A 29. igénypont szerinti gazdasejt, amely eukaridta sejt-
ként emlds sejtet tartalmaz.

31. A 30. igénypont szerinti gazdasejt, amely CHO- vagy COS-
sejt.

32. Eljaras 1-24. igénypontok barmelyike szerinti antitest-

fehérje eldallitésara, azzal jellemezve, hogy
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(a) 28-31. igénypontok barmelyike szerinti gazdasejtet olyan k&-
rilmények k&zdtt tenyésztink, amelyben a gazdasejt az antitest-
fehérjét expresszalja, és

(b) izolaljuk az antitest-fehérjét.

33. A 32. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
gazdasejtként emlds sejtet, eldénydsen CHO- vagy COS-sejtet al-
kalmazunk.

34. A 32. vagy 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a gazdasejtet két plazmiddal kotranszfektaljuk, ame-
lyek konnyd és nehéz lancnak megfeleld expresszids egységeket
tartalmaznak, kiilon-kiilon.

35. Az 1-24. igénypontok Dbarmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely terapids &genshez van konjugalva.

36. A 35. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely terapias
agensként radioaktiv izotdépokhoz, toxinokhoz, toxoidokhoz, gyul-
ladast okozé Aagensekhez vagy kemoterdpids agensekhez van konju-
galva.

37. A 36. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely radioak-
tiv izotopként P-emittdld radioaktiv izotdphoz van konjugalva.

38. A 37. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely radioak-

186 réniumhoz, '*®réniumhoz, ’'jodhoz vagy *°ittrium-

tiv izotdpként
hoz van konjugalva.

39. Az 1-24. igénypontok Dbarmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely jeldlve van.

40. A 39. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely detek-

tadlhatdé markerrel van megjeldlve.

41. A 40. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely detek-
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tdlhatdé markerként enzimekkel, festékekkel, radioaktiv izotédépok-
kal, digoxigeninnel vagy biotinnal van megjeldlve.

42. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti antitest-
fehérje, amely leképezhetd agenshez van konjugéalva.

43. A 42. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely leképez-
heté &gensként radioaktiv izotdéphoz van konjugalva.

44. A 43. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely radioak-
tiv izotopként y-emittdld radioaktiv izotdphoz van konjugalva.

45. A 44. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely radioak-
tiv izotdépként '*°>joédhoz van konjugélva.

46. Gyogyszerkészitmény, amely 1-24. igénypontok barmelyike
szerinti antitest-fehérjét és gyodgyaszatilag elfogadhatdé hordo-
z6t tartalmaz.

47. Gybébgyszerkészitmény, amely 35-38. igénypontok barmelyike
szerinti antitest-fehérjét és gydgyaszatilag elfogadhatd hordo-
z6t tartalmaz.

48. Gyobégyszerkészitmény, amely 42-45. igénypontok barmelyike
szerinti antitest-fehérjét és gydgyaszatilag elfogadhatdé hordo-
z6t tartalmaz.

49. A 46-48. igénypontok barmelyike szerinti gydgyszerkészit-
mény tumorok kezelésére vagy leképezésére szolgald alkalmazasra,
amely tumorok aktivalt, stroma-fibroblasztokkal tarsultak, amely
tumorok eldénydsen az aldbbi rakbetegség-csoportbdl szarmaznak:
vastag— és vékonybélrakok, nem aprésejtes tudérakok, mellrakok,
fej— és nyakrak, petefészekrdkok, tiddérakok, hdlyagrakok, has-
nyalmirigy-rakok és az agy metasztazisos rakjai.

50. Az 1-24. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje
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alkalmazasa rak kezelésére.

51. A 35-38. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje
alkalmazasa rak kezelésére.

52. A 42-45. igénypontok barmelyike szerinti antitest-feheérje
alkalmazasa aktivalt, stroma-fibroblasztok leképezésére.

53. A 39-41. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérje
alkalmazdsa aktivalt, stroma-fibroblasztok jelenlétének detekta-
ldsara egy mintaban.

54. Eljaras aktivalt, stroma—-fibroblasztokkal tarsult tumorok
kezelésére, amely fibroblasztok specifikusan képesek komplexet
kialakitani 1-24. vagy 35-38. igénypontok barmelyike szerinti
antitest-fehérjékkel, azzal jellemezve, hogy a tumort érintkez-
tetjik a tumor kezelésére hatékony mennyiségd antitest-fehér-
jével.

55. Az 54. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az aladbbi rakbetegség-csoportbdl szadrmazd raksejtekkel rendelke-
z& tumorokat kezeliink: vastag- és vékonybélradkok, nem aprdsejtes
tidérakok, mellrakok, fej- és nyakrdk, petefészekrakok, tiuddéra-
kok, hélyagrakok, hasnyadlmirigy-rdkok és az agy metasztazisos
rakjai.

56. Az 54. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
in vitro érintkeztetink.

57. Az 54. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
in vivo érintkeztetunk.

58. Eljaras aktivalt, stroma-fibroblasztok Jjelenlétének de-
tektalasara sebgydgyulasban, gyulladasban vagy tumorban, azzal

jellemezve, hogy
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(a) a feltételezhetden aktivalt, stroma-fibroblasztokat tar-
talmazé mintat érintkeztetjik 1-24. vagy 39-41. igénypontok bar-
melyike szerinti antitest-fehérjével olyan koérilmények kozdtt,
amely alkalmas az antitest és antigén k&zotti komplex kialakula-
sara,

(b) detektdljuk a komplex jelenlétét, ezidltal detektaljuk az
aktivalt, stroma-fibroblasztok jelenlétét sebgyégyulasban, gyul-
ladasban vagy tumorban.

59. Az 58. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az alabbi rakbetegség-csoportbdl szarmazd raksejtekkel rendelke-
z& tumorokban detektalunk: vastag- és vékonybélrakok, nem aproé-
sejtes tiidérakok, mellrakok, fej- és nyakrak, petefészekrakok,
tid&érakok, hbélyagrakok, hasnydlmirigy-rédkok és az agy metaszta-
zisos rakjai.

60. Az 58. vagy 59. igénypont szerinti eljaras, azzal Jjelle-
mezve, hogy antitest-fehérjeként 39-41. igénypontok barmelyike
szerinti fehérjét alkalmazunk.

61. Eljaras aktivalt, stroma-fibroblasztok jelenlétének leké-
pezésére sebgydgyuladsban, gyulladt bdérben vagy tumorban, egy hu-
man paciensben, azzal jellemezve, hogy

(a) leképezd agenshez konjugalt, 1-24. igénypontok barmelyike
szerinti antitest-fehérjét beadunk hum&n paciensnek olyan koruil-
mények kozott, amely alkalmas az antitest és antigén kozotti
komplex kialakulasara,

(b) leképezziik az igy kialakult barmilyen komplexet.

62. A 61. igénypont szerinti eljéaras, azzal jellemezve, hogy

az alabbi rakbetegség-csoportbdl szarmazd raksejtekkel rendelke-
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z& tumorokat képeziink le: vastag- és vékonybélrakok, nem apro-
sejtes tiuddrakok, mellrakok, fej- és nyakrak, petefészekrakok,
tudérakok, hélyagrakok, hasnyalmirigy-rakok és az agy
metasztazisos rakjai.

63. Eljaras tumor-stroma detektdlasara, azzal Jellemezve,
hogy

(a) egy alkalmas mintat érintkeztetink 1-24. igénypontok bar-
melyike szerinti antitest-fehérjével olyan koriilmények kozott,
amely alkalmas az antitest és antigén kozotti komplex kialakuléa-
sara,

(b) detektdljuk a igy kialakult barmilyen komplex jelenlétét,

(c) a komplex jelenlétét tumor-stroma jelenlétére vonatkoz-
tatjuk.

64. A 62. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
detektidlhatd markerrel jeldlt antitestet alkalmazunk.

65. Eljaras tumor-stroma leképezésére egy human paciensben,
azzal jellemezve, hogy

(a) 42-45. igénypontok barmelyike szerinti antitest-fehérjét
beadunk a paciensnek olyan korilmények kozott, amely alkalmas az
antitest és antigén kozotti komplex kialakulaséara,

(b) leképezzik az igy kialakult barmilyen komplexet, és ezal-
tal leképezzik a tumor-stroma jelenlétét human paciensben.

66. Antitest-fehérje, amely 2. szadmid aminosav-szekvenciat
tartalmaz.

67. A 66. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely tovabba
12. sza&ml aminosav-szekvenciat tartalmaz.

68. A 66. vagy 67. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely
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tovabba 20. szAaml aminosav-szekvenciat és 22. szamil aminosav-
szekvenciat tartalmaz.

69. DNS-molekula, amely 66-68. igénypontok barmelyike szerin-
ti antitest-fehérjét kbédol.

70. Gazdasejt, amely 69. igénypont szerinti DNS-molekulat
tartalmaz.

71. Eljaras 66-68. igénypontok barmelyike szerinti antitest-
fehérje eld4llitaséara, azzal jellemezve, hogy

(a) 70. igénypont szerinti gazdasejtet olyan korilmények ko-
z6tt tenyésztiink, amelyben a gazdasejt az antitest-fehérjét
expresszalija, és

(b) izoldljuk a fehérjét.

72. A 37. igénypont szerinti antitest-fehérje, amely radioak-
tiv izotépként '*I-hoz, '**I-hoz, '**Re-hoz, '**Re-hoz vagy °*’Y-hoz
van konjugalva.

73. Gyégyszerkészitmény, amely 66-68. igénypontok barmelyike
vagy 72. igénypont szerinti antitest-fehérjét és gydgyaszatilag

elfogadhatdé hordozdét tartalmaz.

v
A meghataimazott:
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1. dbra

1
GACATTGTGA
51
GAGGGCCACC
101
ATCAAAAGAA
151
AAACTCCTCA
201
GTTCAGTGGC
251
TGCAGGCTGA
301
CCGCTCACGT

2. 4bra

1
DIVMTQSPDS
51
KLLIFWASTR
101
PLTFGQGTKV

3. 4bra

1
GACATTGTGA
51
GAGGGCCACC
101
ATCAAAAGAA
151
AAACTCCTCA
201
GTTCAGTGGC
251
TGCAGGCTGA
301
CCGCTCACGT

PELDANN3

11
TGACCCAATC
61 ,
ATCAACTGCA
111
CTACTTGGCC
161
TCTTTTGGGC
211
AGTGGGTTTG
261
AGATGTGGCA
311
TCGGACAAGG

11
LAVSLGERAT
61
ESGVPDRFSG
111

EIK

11
TGACCCAATC
61
ATCAACTGCA
111
CTACTTGGCC
161
TCTTTTGGGC
211
AGTGGGTTTG
261
AGATGTGGCA
311
TCGGACAAGG

21
TCCAGACTCT
71
AGTCCAGTCA
121
TGGTATCAGC
171
TAGCACTAGG
221
GGACAGACTT
271
GTTTATTACT
321
GACCAAGGTG

21
INCKSSQSLL
71
SGFGTDFTLT

21
TCCAGACTCT
71
AGTCCAGTCA
121
TGGTTCCAGC
171
TAGCACTAGG
221
GGACAGACTT
271
GTTTATGACT
321
GACCAAGGTG

KOZZETATELY

31
TTGGCTGTGT
81
GAGCCTTTTA
131
AGAAACCAGG
181
GAATCTGGGG
231
CACCCTCACC
281
GTCAGCAATA
331 339
GAAATAAAA

31
YSRNQKNYLA
81
ISSLQAEDVA

31
TTGGCTGTGT
81
GAGCCTTTTA
131
AGAAACCAGG
181
GAATCTGGGG
231
CACCCTCACC
281
GTCAACAATA
331~ 339
GAAATAAAA

.o

41
CTCTAGGGGA
951
TATTCTAGAA
141
ACAGCCACCC
191
TACCTGATAG
241
ATTAGCAGCC
291
TTTTAGCTAT

41
WYQQKPGQPP
91
VYYCQQYFSY

41
CTCTAGGGGA
91
TATTCTAGAA
141
ACAGCCACCC
191
TACCTGATAG
241
ATTAGCAGCC
291
TTTTAGCTAT

::-{11?1 7/BE

ar




4. abra

1
DIVMTQSPDS
51
KLLIFWASTR
101
PLTFGQGTKV

5. dbra

1
GACATTGTGA
S1
GAGGGCCACC
101
ATCAAAAGAA
151
AAACTCCTCA
201
GTTCAGTGGC
251
TGCAGGCTGA
301
CCGCTCACGT

6. 4bra

1
DIVMTQSPDS
S1
KLLIYWASTR
101
PLTFGQGTKV

11

LAVSLGERAT INCKSSQSLL YSRNQKNYLA

61

ESGVPDRFSG SGFGTDFTLT ISSLQAEDVA

111
EIK

11
TGACCCAATC
61
ATCAACTGCA
111
CTACTTGGCC
161l
TCTATTGGGC
211
AGTGGGTTTG
261
AGATGTGGCA
311
TCGGACAAGG

11
LAVSLGERAT
61
ESGVPDRFSG
111

EIK

2/43

21

71

21
TCCAGACTCT
71
AGTCCAGTCA
121
TGGTATCAGC
171
TAGCACTAGG
221
GGACAGACTT
271
GTTTATTACT
321
GACCAAGGTG

21
INCKSSQSLL
71
SGFGTDFTLT

31

81

31
TTGGCTGTGT
81
GAGCCTTTTA
131
AGAAACCAGG
181
GAATCTGGGG
231
CACCCTCACC
281 _
GTCAGCAATA
331 339
GAAATAAAA

31
YSRNQKNYLA
81
ISSLQAEDVA

41
WFQQKPGQPP
91

VYDCQQYFSY

41
CTCTAGGGGA
91
TATTCTAGAA
141
ACAGCCACCC
191
TACCTGATAG
241
ATTAGCAGCC
291
TTTTAGCTAT

41
WYQQKPGQPP
91
VYYCQQYFSY

TT217/8E



7. 4bra

1
CAGGTGCAAC
51
CGTGAAAGTC
101
TACACTGGGT
151
ATTAATCCTA
201
GGCCACCTTG
251
CCAGCCTGCG
301
ATCGCCTATG
351
AACCCTTGTC

8. 4bra

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101
IAYGYDEGHA

9. abra

1
CAGGTGCAAC
51
CGTGAAAGTC
101
TACACTGGGT
151
ATTAATCCTA
201
GGCCACCTTG
251
CCAGCCTGCG
301
ATCGCCTATG
351
AACCCTTGTC

TAGTGCAGTC
AGCTGTAAAA
TAGACAGGCC
ACAATGGTAT
ACCGTAGGCA
CTCCGAGGAC
GTTACGACGA

ACCGTCTCCT

11
VKKPGASVKV
61
NQKFKGRATL
111
MDYWGQGTLV

TAGTGCAGTC
AGCTGTAAAA
TAGACAGGCC
ACAATGGTAT
ACCGTAGGCA
CTCCGAGGAC
GTTACGACGA

ACCGTCTCCT

3/43

CGGCGCCGAA
CTAGTAGATA
CCTGGCCAAA
TCCTAACTAC
AGTCTGCCAG
ACTGCAGTCT
GGGCCATGCT

372
CA

21
SCKTSRYTFT
71
TVGKSASTAY
121-124
TVSS

CGGCGCCGAA
CTAGTAGATA
CCTGGCCAAA
TCCTAACTAC
AGTCTGCCAG
ACTGCAGTCT
GGGCCATGCT

372
CA

GTGAAGAAAC

CACCTTCACT

GGCTGGAGTG
AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTACTGCGC

ATGGACTACT

31
EYTIHWVRQA
81
MELSSLRSED

GTGAAGAAAC
CACCTTCACT
GGCTGGAGTG
AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTTCTGCGC

ATGGACTACT

X
e seee

.
X .

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

41
PGQRLEWIGG
91
TAVYYCARRR

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

e 21321 7/BE
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10. dbra

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101
IAYGYDEGHA

11. dbra

1
CAGGTGCAAC
51
CGTGAAAGTC
101
TACACTGGGT
151
ATTAATCCTA
201
GGTCACCATC
251
CCAGCCTGCG
301
ATCGCCTATG
351
AACCCTTGTC

12. abra

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101

IAYGYDEGHA

11
VKKPGASVKV
61
NQKFKGRATL
111
MDYWGQGTLV

TAGTGCAGTC
AGCTGTAAAA
TAGACAGGCC
ACAATGGTAT
ACCGTAGACA
CTCCGAGGAC
GTTACGACGA

ACCGTCTCCT

11
VKKPGASVKV
61
NQKFKGRVTI
111
MDYWGQGTLV

4/43

21
SCKTSRYTFT
71
TVGKSASTAY
121-124
TVSS

CGGCGCCGAA
CTAGTAGATA
CCTGGCCAAA
TCCTAACTAC
CCTCTGCCAG
ACTGCAGTCT
GGGCCATGCT

372
CA

21
SCKTSRYTFT
71

31
EYTIHWVRQA
81
MELSSLRSED

GTGAAGAAAC
CACCTTCACT
GGCTGGAGTG
AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTACTGCGC

ATGGACTACT

31
EYTIHWVRQA
81

es o

. K o

cee o o P
o o000 o

e . it

41
PGQRLEWIGG
91

TAVYFCARRR

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

41
PGQRLEWIGG
91

TVDTSASTAY MELSSLRSED TAVYYCARRR

121-124
TVSS
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13. 4bra

1
CAGGTGCAAC
51
CGTGAAAGTC
101
TACACTGGGT
151
ATTAATCCTA
201
GGTCACCATC
251
CCAGCCTGCG
301
ATCGCCTATG
351
AACCCTTGTC

14. abra

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101
IAYGYDEGHA

15. dbra

1
CAGGTGCAAC
51
CGTGAAAGTC
101
TACACTGGGT
151
ATTAATCCTA
201
GGTCACCATC
251
CCAGCCTGCG
301
ATCGCCTATG
351
AACCCTTGTC

TAGTGCAGTC
AGCTGTAAAA
TAGACAGGCC
ACAATGGTAT
ACCGTAGACA
CTCCGAGGAC
GTTACGACGA

ACCGTCTCCT

11
VKKPGASVKV
61

NQKFKGRVTI.

111
MDYWGQGTLV

TAGTGCAGTC
AGCTGTAAAA
TAGACAGGCC
ACAATGGTAT
ACCGTAGACA
CTCCGAGGAC
GTTACGACGA

ACCGTCTCCT

5/43

CGGCGCCGAA
CTAGTAGATA
CCTGGCCAAA
TCCTAACTAC
CCTCTGCCAG
ACTGCAGTCT
GGGCCATGCT

372
CA

21
SCKTSRYTFT
71
TVDTSASTAY
121-124
TVSS

CGGCGCCGAA
CTAGTGGATA
CCTGGCCAAA
TCCTAACTAC
CCTCTGCCAG
ACTGCAGTCT
GGGCCATGCT

372
CA

GTGAAGAAAC
CACCTTCACT
GGCTGGAGTG
AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTTCTGCGC

ATGGACTACT

31
EYTIHWVRQA
81
MELSSLRSED

GTGAAGAAAC
CACCTTCACT
GGCTGGAGTG
AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTACTGCGC

ATGGACTACT

or .

* o

eas o O
e see

oo

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

a1
PGQRLEWIGG
91

TAVYFCARRR

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

77 17/BE



16. abra

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101
IAYGYDEGHA

17. 4bra

1
DIVMSQSPSS
51
KLLIFWASTR
101
PLTFGAGTKL
151
KVQWKVDNAL
201
EVTHQGLSSP

18. 4bra

1
VQLQQSGPEL
51
NPNNGIPNYN
101
AYGYDEGHAM
151
LVKDYFPEPV
201
TQTYICNVNH
251
PKPKDTLMIS
301
QYNSTYRVVS
351
EPQVYTLPPS
401
PPVLDSDGSF
451

PGK

11
VKKPGASVKV
61
NQKFKGRVTI
111
MDYWGQGTLV

LAVSVGEKVT
ESGVPDRFTG
ELKRTVAAPS
QSGNSQESVT

VTKSFNRGEC

VKPGASVKMS
QKFKGRATLT
DYWGQGTSVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKK
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
REEMTKNQVS

FLYSKLTVDK

6/43

21

SCKTSGYTFT EYTIHWVRQA PGQRLEWIGG

71

TVDTSASTAY MELSSLRSED TAVYYCARRR

121-124
TVSS

MSCKSSQSLL
SGFGTDFNLT
VFIFPPSDEQ

EQDSKDSTYS

CKTSRYTFTE
VGKSSSTAYM
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP

SRWQQGNVFS

31

81

YSRNQKNYLA WFQQKPGQSP

ISSVQAEDLA
LKSGTASVVC

LSSTLTLSKA

YTIHWVRQSH
ELRSLTSEDS
VFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN

CSVMHEALHN

.. 1o 70 21 7/BE
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41

91

VYDCQQYFSY
LLNNFYPREA

DYEKHKVYAC

GKSLEWIGGI
AVYFCARRRI
TSGGTAALGC
VVTVPSSSLG
LGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT

HYTQKSLSLS



19. abra

340
CGTACTGTGG
390
GTTGAAATCT
440
CCAGAGAGGC
490
AACTCCCAGG
540
CCTCAGCAGC
590
TCTACGCCTG
640
AGCTTCAACA

20. abra

114

RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN

164

350
CTGCACCATC
400
GGAACTGCCT
450
CAAAGTACAG
500
AGAGTGTCAC
550
ACCCTGACGC
600
CGAAGTCACC
650
GGGGAGAGTGT

124

174

7/43

360
TGTCTTCATC
410
CTGTTGTGTG
460
TGGAAGGTGG
510
AGAGCAGGAC
560
TGAGCAAAGC
610
CATCAGGGCC
660

134

184

370
TTCCCGCCAT
420
CCTGCTGAAT
470
ATAACGCCCT
520
AGCAAGGACA
570
AGACTACGAG
620
TGAGCTCGCC

144
NFYPREAKVQ
194

e

AR
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LR e

oo
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380
CTGATGAGCA
430
AACTTCTATC
480
CCAATCGGGT
530
GCACCTACAG
580
AANCACAAAG
630
CGTCACAAAG

154
WKVDNALQSG
204

NSQESVTEQD SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT HQGLSSPVTK

214-220
SFNRGEC

217/8E



21. abra

373
GCCTCCACCA
423
CACCTCTGGG
473
CCGAACCGGT
523
CACACCTTCC
573
CGTGGTGACC
623
ACGTGAATCA
673
AAATCTTGTG
723
CCTGGGGGGA
773
TCATGATCTC
823
CACGAAGACC
873
GCATAATGCC
923
GGGTGGTCAG
973
GAGTACAAGT
1023
AACCATCTCC
1073
TGCCCCCATC
1123
CTGGTCAAAG
1173
TGGGCAGCCG
1223
ACGGCTCCTT
1273
CAGCAGGGGA
1323
CCACTACACG

AGGGCCCATC

GGCACAGCGG

GACGGTGTCG

CGGCTGTCCT

GTGCCCTCCA

CAAGCCCAGC

ACAAAACTCA

CCGTCAGTCT

CCGGACCCCT

CTGAGGTCAA

AAGACAAAGC

CGTCCTCACC

GCAAGGTCTC

AAAGCCAAAG

CCGGGAGGAG

GCTTCTATCC

GAGAACAACT

CTTCCTCTAC

ACGTCTTCTC

CAGAAGAGCC

8/43

GGTCTTCCCC
CCCTGGGCTG
TGGAACTCAG
ACAGTCCTCA
GCAGCTTGGG
AACACCAAGG
CACATGCCCA
TCCTCTTCCC
GAGGTCACAT
GTTCAACTGG
CGCGGGAGGA
GTCCTGCACC
CAACAAAGCC
GGCAGCCCCG
ATGACCAAGA
CAGCGACATC
ACAAGACCAC
AGCAAGCTCA
ATGCTCCGTG

TCTCCCTGTC

CTGGCACCCT
CCTGGTCAAG
GCGCCCTGAC
GGACTCTACT
CACCCAGACC
TGGACAAGAA
CCGTGCCCAG
CCCAAAACCC
GCGTGGTGGT
TACGTGGACG
GCAGTACAAC
AGGACTGGCT
CTCCCAGCCC
AGAACCACAG
ACCAGGTCAG
GCCGTGGAGT
GCCTCCCGTG
CCGTGGACAA
ATGCATGAGG

1362
TCCGGGTAAA

~e

CCTCCAAGAG
GACTACTTCC
CAGCGGCGTG
CCCTCAGCAG
TACATCTGCA
AGTTGAGCCC
CACCTGAACT
AAGGACACCC
GGACGTGAGC
GCGTGGAGGT
AGCACGTACC
GAATGGCAAG
CCATCGAGAA
GTGTACACCC
CCTGACCTGC
GGGAGAGCAA
CTGGACTCCG
GAGCAGGTGG

CTCTGCACAA

©/1"217/BE
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22. 4bra

125
ASTKGPSVFP
175
HTFPAVLQSS
225
KSCDKTHTCP
275
HEDPEVKFNW
325
EYKCKVSNKA
375
LVKGFYPSDI
425
QQGNVFSCSV

LAPSSKSTSG
GLYSLSSVVT
PCPAPELLGG
YVDGVEVHNA
LPAPIEKTIS
AVEWESNGQP

MHEALHNHYT

- 9/43

GTAALGCLVK
VPSSSLGTQT
PSVFLFPPKP
KTKPREEQYN
KAKGQPREPQ
ENNYKTTPPV

454
QKSLSLSPGK

DYFPEPVTVS
YICNVNHKPS
KDTLMISRTP
STYRVVSVLT
VYTLPPSREE

LDSDGSFFLY

WNSGALTSGV
NTKVDKKVEP
EVTCVVVDVS
VLHQDWLNGK
MTKNQVSLTC

SKLTVDKSRW

IV 217/BE



23A. dbra

BamHI/Bglll (BstYT) _.___W“_Eco R1

neo-rezisztencia gén

sv4oe~~..u.. B
SV40 replikacios origo |

v human kappa konstans régié (cDNS)
Sv40! . ¥
BamHI/Bglll (BstY1)

" ampicillin-rezisztencia gén
. '
ColEl replikacids origo k

HCMVi enhancer/prométer/intron elemek
T8bbszords klénozd hely: 5’ Miul-Hindlll-Sall-Xbal-BamHI 3’

spaC2 terminacids szignal szekvencia (Arnie-ként is ismert)
~pSV2neo vektor fragmentum

E HEE

23B. 4bra Armie  EcoRl
BamHUBglIl (BstY1) -

dhfr-rezisztencia gén _  u

,HCMVl promoter

gyengitett SV40e ...

““Hind Il
SVA40 replikacios origo A o
Sv40l TR pG10185 ..M
7, o
Bam H 1|

" human gamma-1 konstans régié @DNS)’

ColEl replikacids origo

o BamHI/Bglll (BstY])
ampicillin-rezisztencia gén ‘Amie

@ HCMVi enhancer/prométer/intron elemek

I Tobbszorés kibnozé hely: 5' Miul-Hindll1-Sse8387I1-Pmel-Sall-
-Xbal-Pacl-BamHI 3’

B spaC2 terminaci6s szignal szekvencia (Arnie-ként is ismert)
pSV2dhfr vektor fragmentum

i e
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11/43
24. abra
HindIII
aagcttGCCGCCACCatggattcacaggcccaggttcttatgttactgccgctatgggta
1 --=~=====- to=—-mmm--- pmmmmmmm - 4--=------ +--mm-m--- +-=—-----=- +

t tcgaaCGGCGGTGGtacctaagtgtccgggtccaagaatacaatgacggcgatacccat

Kozak szekvencia
M D S Q A Q vV L M L L P L W V

tctggtacctgtggggacattgtgatgtcacagtctccatcctccctagectgtgrtcaget
6l ~--=------- o= mmmmm - +-—-m==-=- LR o= mmee=- +
agaccatggacacccctgtaacactacagtgtcagaggtaggagggatcgacacagtcaa

Ss 6 T C G DI VM S Q S P s s L AV s V

ggagagaaggttactatgagctgcaagtccagtcagagccttttatatagtcgtaatcaa
121 --------- $mmmmm-m-- R pommmmm - pommmmmmm-- R +
cctctcttccaatgatactcgacgttcaggtcagtctcggaaaatatatcagcattaget

G E KV T M s €C K § S Q &S L L Y S R N 0Q
CDR 1

aagaactacttggcctggttccagcagaagccagggcagtctcctaaactgetgattttce
181 ---~------ tm—mmm - t-=—m------ e mmmmm— = i R +
ttcttgatgaaccggaccaaggtcgrcttcggtcccgtcagaggatttgacgactaaaag

K N Y L A W F Q Q K P G Q s P K L L I F

tgggcatccactagggaatctggggtccctgatcgcttcacaggcagtggatttgggacg
241 -=-=~------ $mmmmmmma- $ommmmm- IEEEEEEEEE dmmmm - e +
acccgtaggtgatcccttagaccccagggactagcgaagtgtccgtcacctaaaccctge

W A S T R E §$ GV P DR F T G S G F G T
CDR 2

gatttcaatctcaccatcagcagtgtgcaggctgaggacctggcagtttatgactgtcag
301 --------- $ommmmmmm - R bt doemmmmm - R T +
ctaaagttagagtggtagtcgtcacacgtccgactcctggaccgtcaaatactgacagtc

D F NL T I S SV QA EDULA AUV Y D C Q

caatattttagctatccgctcacgttcggtgctgggaccaagctggagctgaAACGTGAG

361 --=------- R e D B D P +
gttataaaatcgataggcgagtgcaagccacgaccctggttcgacctcgact TTGCACTG
splice donor hely

Q Y F S Y P L TF G A G T K L E L K

CDR 3
BamHI
Tggatcc
421 ------- 427
Acctagg



12/43 "
25. abra
HindIII
AAGCTTGCCGCCACCATGGGATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTTCTCCTGTCAGGAACTGCA
1l ----=---- +---~=-=-=-=- e o= $-—mmm---- - mmm--- +

- 61

121

181

241

301

361

421

TTCGAACGGCGGTGGTACCCTACCTCGACCCAGAAAGAGAAAGAGGACAGTCCTTGACGT

Kozak szekvencia
M G W S W V F L F L L S G T A

GGTGTCCTCTCTGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCT
CCACAGGAGAGACTCCAGGTCGACGTTGTCAGACCTGGACTCGACCACTTCGGACCCCGA
G VL S EV QL Q Q S G P E L V K P G A
TCAGTAAAGATGTCCTGCAAGACTTCTAGATACACATTCACTGAATACACCATACACTGG
AGTCATTTCTACAGGACGTTCTGAAGATCTATGTGTAAGTGACTTATGTGGTATGTGACC

S V X M S C K T SRY T F T E Y T I HW
CDR 1

GTGAGACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGGTATTAATCCTAACAATGGT
CACTCTGTCTCGGTACCTTTCTCGGAACTCACCTAACCTCCATAATTAGGATTGTTACCA

vV R Q S H G K S L E W I G G I N P N N G
CDR 2

ATTCCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACATTGACTGTAGGCAAGTCCTCC
TAAGGATTGATGTTAGTCTTCAAGTTCCCGTCCCGGTGTAACTGACATCCGTTCAGGAGG

I P N Y N O KPF KGR ATUL TV G K S S

AGCACCGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGATTCTGCGGTCTATTTCTGT
TCGTGGCGGATGTACCTCGAGGCGTCGGACTGTAGACTCCTAAGACGCCAGATAAAGACA
S TV A Y M E L R S L T S E D S A V Y F C
GCAAGAAGAAGAATCGCCTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAA
CGTTCTTCTTCTTAGCGGATACCAATGCTGCTCCCGGTACGATACCTGATGACCCCAGTT

A R R R I A Y G Y D E G H A M D Y W G Q

CDR 3
BamHI
GGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCC
--------- 4o memmemgmmmme———~f-—-==-=~=-=- 468

CCTTGGAGTCAGTGGCAGAGGAGTCCACTCACCTAGG
splice donor hely
G T s v T vV s s

71.2L7/BE



26/1. abra
1 gaattccagc
S1 CGGGGTCATT
101 ACGGTAAATG
151 GTCAATAATG
201 GACGTCAATG
251 CAAGTGTATC
301 ATGGCCCGCC
351 CTTGGCAGTA
401 TTTTGGCAGT
451 TCCAAGTCTC
S01 ATCAACGGGA
551 ATGGGCGGTA
601 AGTGAACCGT
651 ATAGAAGACA
701 GGAACGCGGA
751 CTATAGGCCC
801 TGGGGTCTAT
851 AGCCTATAGG
901 ACGATACTTT
951 TTTATTGGCT
1001 TGTATTTTTA
1051 CAACACCACC
1101 TCTCCACGCG
1151 AGCGGCGGAG
1201 ATGGTCGCTC
1251 ACAGCACGAT

acactggcgg
AGTTCATAGC
GCCCGCCTGG
ACGTATGTTC
GGTGGAGTAT
ATATGCCAAG
TGGCATTATG

SnaB I
CATCTACGTA
ACATCAATGG
CACCCCATTG
CTTTCCAAAA
GGCGTGTACG
CAGATCGCCT
CCGGGACCGA
TTCCCCGTGC
ACCCCCTTGG
ACACCCCCGC
TGTGGGTTAT
CCATTACTAA
ATATGCCAAT
CAGGATGGGG
GTCCCCAGTG
AATCTCGGGT
CTTCTACATC
GGCAGCTCCT

GCCCACCACC

13/43

Spe I

CCgEtACTAG T

CCATATATGG
CTGACCGCCC
CCATAGTAAC
TTACGGTAAA
TACGCCCCCT
CCCAGTACAT
TTAGTCATCG
GCGTGGATAG
ACGTCAATGG
TGTCGTAACA
GTGGGAGGTC

GGAGACGCCA

TTATTAATAG
AGTTCCGCGT
AACGACCCcCC
GCCAATAGGG
CTGCCCACTT
ATTGACGTCA
GACCTTATGG
CTATTACCAT
CGGTTTGACT
GAGTTTGTTT
ACTCCGCCCC
TATATAAGCA

TCCACGCTGT

Sac II
GCGGCCGGGA

TCCAGCCTCC
CAAGAGTGAC
CTTCTTATGC
TTCCTCATGT
TGACCATTAT
TCCATAACAT
ACACTGTCCT
TCTCATTTAT

CCCGCAGTTT

GTAAGTACCG
ATGCTATACT
TATAGGTGAT
TGACCACTCC
GGCTCTTTGC
TCAGAGACTG
TATTTACAAA

TTATTAAACA

BspE I

GACATGGGCT

ACGTGTTCCG GA

CGAGCCCTGC

TGCTCCTAAC

ACCAGTGTGC

TCCCATGCCT
AGTGGAGGCC

CGCACAAGGC

L)
S oo

TAATCAATTA

TACATAACTT

GCCCATTGAC

ACTTTCCATT

GGCAGTACAT

ATGACGGTAA

GACTTTCCTA

GGTGATGCGG

CACGGGGATT

TGGCACCAAA

ATTGACGCAA

GAGCTCGTTT

TTTGACCTCC

ACGGTGCATT

CCTATAGAGT

GTTTTTGGCT

GGTATAGCTT

CCTATTGGTG

CACAACTCTC

ACACGGACTC

TTCACATATA

TAACGTGGGA

CTTCTCCGGT

CCAGCGACTC

AGACTTAGGC

CGTGGCGGTA

.:jl?rg: 7/BE
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26/2. abra
1301 GGGTATGTGT CTGAAAATGA GCTCggggag cgggcttgca ccgctgacgc
Afl II
1351 atttggaaga cttaaggcag cggcagaaga agatgcaggc agctgagttg
1401 cttgtgttctg ataagagtca gaggtaactc ccgttgcggt gctgttaacg
1451 gtggagggca gtgtagtctg agcagtactc gttgctgccg cgcgcgccac
1501 cagacataat agctgacaga ctaacagact gttcctttcc atgggtcttt
Mlu I Hind III
1551 tctgcagtca ccgtccttga cacgcgtctc gggaagcttG CCGCCACCAT
M
Kpn I
1601 GGATTCACAG GCCCAGGTTC TTATGTTACT GCCGCTATGG GTATCTGGTA
D S Q A Q V L M L L P L W Vv § G
1651 CCTGTGGGGA CATTGTGATG TCACAGTCTC CATCCTCCCT AGCTGTGTCA
T C G D I VvV M S Q S P S S L A VvV S
1701 GTTGGAGAGA AGGTTACTAT GAGCTGCAAG TCCAGTCAGA GCCTTTTATA
V G E K V. T M S C K S S 0Q S L L Y
Xbal CDR 1
1751 TTCTAGAAAT CAAAAGAACT ACTTGGCCTG GTTCCAGCAG AAGCCAGGGC
S R N -Q K N Yy L A W F Q Q K P G
1801 AGTCTCCTAA ACTGCTGATT TTCTGGGCAT CCACTAGGGA ATCTGGGGTC
Q S P K L L I F W A S T R E S G V
CDR 2
1851 CCTGATCGCT TCACAGGCAG TGGATTTGGG ACGGATTTCA ATCTCACCAT
P D R F T G S G F G T D F N L T I
1901 CAGCAGTGTG CAGGCTGAGG ACCTGGCAGT TTATGACTGT CAGCAATATT
S s Vv Q A E D L A V Y D C Q QY
1951 TTAGCTATCC GCTCACGTTC GGTGCTGGGA CCAAGCTGGA GCTGAAACGT
F S Y P L T F G A G T K L E L K R
CDR 3
BamH I
2001 GAGTggatcc ATCTGGGATA AGCATGCTGT TTTCTGTCTG TCCCTAACAT
2051 GCCCTGTGAT TATGCGCAAA CAACACACCC AAGGGCAGAA CTTTGTTACT
2101 TAAACACCAT CCTGTTTGCT TCTTTCCTCA GGAACTGTGG CTGCACCATC
T V A A P S
2151 TGTCTTCATC TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGAACTGCCT
V F I F P P S D E Q L K S G T A
2201 CTGTTGTGTG CCTGCTGAAT AACTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG
s v v C L L N N F Y P R E A K VvV Q
2251 TGGAAGGTGG ATAACGCCCT CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC
W K V D N A L Q S G N § Q E S VvV T
2301 AGAGCAGGAC AGCAAGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGC
E Q D S K D S T Y S L § S T L T

o o o
'y

17128 7/BE
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26/3. abra
2351 TGAGCAAAGC AGACTACGAG AAACACAAAG TCTACGCCTG CGAAGTCACC

L S K A D Y E K H K v Y A C E Vv T
2401 CATCAGGGCC TGAGCTCGCC CGTCACAAAG AGCTTCAACA GGGGAGAGTG

H Q G L § S P v T K S F N R G E C
2451 TTAGAGGGAG AAGTGCCCCC ACCTGCTCCT CAGTTCCAGC CTGACCCCCT

*

2501 CCCATCCTTT GGCCTCTGAC CCTTTTTCCA CAGGGGACCT ACCCCTATTG
2551 CGGTCCTCCA GCTCATCTTT CACCTCACCC CCCTCCTCCT CCTTGGCTTT
2601 AATTATGCTA ATGTTGGAGG AGAATGAATA AATAAAGTGA ATCTTTGCAC
2651 CTGTGGTGGA TCTAATAAAA GATATTTATT TTCATTAGAT ATGTGTGTTG
2701 GTTTTTTGTG TGCAGTGCCT CTATCTGGAG GCCAGGTAGG GCTGGCCTTG
2751 GGGGAGGGGG AGGCCAGAAT GACTCCAAGA GCTACAGGAA GGCAGGTCAG
2801 AGACCCCACT GGACAAACAG TGGCTGGACT CTGCACCATA ACACACAATC
2851 AACAGGGGAG TGAGCTGGAA ATTTGCTAGC GAATTCTTGA AGACGAAAGG
2901 GCCTCGTGAT ACGCCTATTT TTATAGGTTA ATGTCATGAT AATAATGGTT
2951 TCTTAGACGT CAGGTGGCAC TTTTCGGGGA AATGTGCGCG GAACCCCTAT
3001 TTGTTTATTT TTCTAAATAC ATTCAAATAT GTATCCGCTC ATGAGACAAT
30511 AACCCTGATA AATGCTTCAA TAATATTGAA AAAGGAAGAG TATGAGTATT
3101 CAACATTTCC GTGTCGCCCT TATTCCCTTT TTTGCGGCAT TTTGCCTTCC
3151 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA CGCTGGTGAA AGTAAAAGAT GCTGAAGATC
3201 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT TACATCGAAC TGGATCTCAA CAGCGGTAAG
3251 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC CGAAGAACGT TTTCCAATGA TGAGCACTTT
3301 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG CGGTATTATC CCGTGTTGAC GCCGGGCAAG
3351 AGCAACTCGG TCGCCGCATA CACTATTCTC AGAATCACTT GGTTGAGTAC
3401 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA TCTTACGGAT GGCATGACAG TAAGAGAATT
3451 ATGCAGTGCT GCCATAACCA TGAGTGATAA CACTGCGGCC AACTTACTTC
3501 TGACAACgX; éGGAGGACCG AAGGAGCTAA CCGCTTTTTT GCACAACATG
3551 GGGGATCATG TAACTCGCCT TGATCGTTGG GAACCGGAGC TGAATGAAGC
3601 CATACCAAAC GACGAGCGTG ACACCACGAT GCCTGCAGCA ATGGCAACAA



26/4. abra

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

4851

4901

CGTTGCGCAA

CAATTAATAG

CTCGGCCCTT

AGCGTGGGTC

TCCCGTATCG

ACGAAATAGA

AACTGTCAGA

CATTTTTAAT

GACCAAAATC

TAGAAAAGAT

TGCTGCTTGC

GGATCAAGAG

CGCAGATACC

TTCAAGAACT

ACCAGTGGCT

CAAGACGATA

TCGTGCACAC

CCTACAGCGT

CGGACAGGTA

GAGCTTCCAG

CCACCTCTGA

GCCTATGGAA

TGCTGGCCTT

GGATAACCGT

GAACGACCGA

ATGCGGTATT

ACTATTAACT
ACTGGATGGA
CCGGCTGGCT
TCGCGGTATC
TAGTTATCTA
CAGATCGCTG
CCAAGTTTAC
TTAAAAGGAT
CCTTAACGTG
CAAAGGATCT
AAACAAAAAA
CTACCAACTC
AAATACTGTC
CTGTAGCACC
GCTGCCAGTG
GTTACCGGAT
AGCCCAGCTT
GAGCTATGAG
TCCGGTAAGC
GGGGAAACGC
CTTGAGCGTC

AAACGCCAGC

16/43

GGCGAACTAC
GGCGGATAAA
GGTTTATTGC
ATTGCAGCAC
CACGACGGGG
AGATAGGTGC
TCATATATAC
CTAGGTGAAG
AGTTTTCGTT
TCTTGAGATC
ACCACCGCTA
TTTTTCCGAA
CTTCTAGTGT
GCCTACATAC
GCGATAAGTC
AAGGCGCAGC
GGAGCGAACG
AAAGCGCCAC
GGCAGGGTCG
CTGGTATCTT
GATTTTTGTG

AACGCGGCCT

BspLU11lI

GTTCTTTCCT

TTGCTCACAT

ATTACCGCCT
GCGCAGCGAG

TTCTCCTTAC

TTGAGTGAGC
TCAGTGAGCG

GCATCTGTGC

TTACTCTAGC
GTTGCAGGAC
TGATAAATCT
TGGGGCCAGA
AGTCAGGCAA
CTCACTGATT
TTTAGATTGA
ATCCTTTTTG
CCACTGAGCG
CTTTTTTTCT
CCAGCGGTGG
GGTAACTGGC
AGCCGTAGTT
CTCGCTCTGC
GTGTCTTACC
GGTCGGGCTG
ACCTACACCG
GCTTCCCGAA
GAACAGGAGA
TATAGTCCTG
ATGCTCGTCA
TTTTACGGTT
GCGTTATCCC
TGATACCGCT
AGGAAGCGGA

GGTATTTCAC

seee

.

Y LX)

oo o o e .
. ”e »e

TTCCCGGCAA
CACTTCTGCG
GGAGCCGGTG
TGGTAAGCCC
CTATGGATGA
AAGCATTGGT
TTTAAAACTT
ATAATCTCAT
TCAGACCCCG
GCGCGTAATC
TTTGTTTGCC
TTCAGCAGAG
AGGCCACCAC
TAATCCTGTT
GGGTTGGACT
AACGGGGGGT
AACTGAGATA
GGGAGAAAGG
GCGCACGAGG
TCGGGTTTCG
GGGGGGCGGA
CCTGGCCTTT
CTGATTCTGT
CGCCGCAGCC
AGAGCGCCTG

ACCGCATATG

7121 7/BE
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Bstl11l071
AGCCAGTATA

CGACACCCGC
GGCATCCGCT
AGAGGTTTTC
TGTCAGTTAG
GCAAAGCATG
AGTATGCAAA
AACTCCGCCC
CCCATGGCTG

GCCTCTGAGC

17/43

26/5. abra
4951 GTGCACTCTC AGTACAATCT GCTCTGATGC CGCATAGTTA
5001 CACTCCGCTA TCGCTACGTG ACTGGGTCAT GGCTGCGCCC
5051 CAACACCCGC TGACGCGCCC TGACGGGCTT GTCTGCTCCC
5101 TACAGACAAG CTGTGACCGT CTCCGGGAGC TGCATGTGTC
5151 ACCGTCATCA CCGAAACGCG CGAGGCAGCT GTGGAATGTG
5201 GGTGTGGAAA GTCCCCAGGC TCCCCAGCAG GCAGAAGTAT
5251 CATCTCAATT AGTCAGCAAC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA
5301 GCATGCATCT CAATTAGTCA GCAACCATAG TCCCGCCCCT
5351 ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC CATTCTCCQC
5401 ACTAATTTTT TTTATTTATG CAGAGGCCGA GGCCGC?'II:‘CIJGI
Stu I/Avr II
5451 TATTCCAGAA GTAGTGAGGA GGCTTTTTTG GAGGCCTAGG
5501 AAGCTAGCTT CACGCTGCCG CAAGCACTCA GGGCGCAAGG
5551 GAAGCGGAAC ACGTAGAAAG CCAGTCCGCA GAAACGGTGC
5601 TGAATGTCAG CTACTGGGCT ATCTGGACAA GGGAAAACGC
5651 AGAAAGCAGG TAGCTTGCAG TGGGCTTACA TGGCGATAGC
5701 GGTTTTATGG ACAGCAAGCG AACCGGAATT GCCAGCTGGG
5751 GTAAGGTTGG GAAGCCCTGC AAAGTAAACT GGATGGCTTT

Bgl II/Bcl I

5801 AGGATCTGAT GGCGCAGGGG ATCAAGATCT GATCAAGAGA
5851 ATCGTTTCGC ATGATTGAAC AAGATGGATT GCACGCAGGT
5901 CTTGGGTGGA GAGGCTATTC GGCTATGACT GGGCACAACA
5951 TGCTCTGATG CCGCCGTGTT CCGGCTGTCA GCGCAGGGGC
6001 TTTTGTCAAG ACCGACCTGT CCGGTGCCCT GAATGAACTG
6051 CAGCGCGGCT ATCGTGGCTSSSCéACGACGG GCGTTCCTTG
6101 CTCGACGTTG TCACTGAAGC GGGAAGGGAC TGGCTGCTAT
6151 GCCGGGGCAG GATCTCCTGT CATCTCACCT TGCTCCTGCC
6201 CCATCATGGC TGATGCAATG CGGCGGCTGC ATACGCTTGA

CTTTTGCAAA
GCTGCTAAAG
TGACCCCGGA
AAGCGCAAAG
TAGACTGGGC
GCGCCCTCTG
CTTGCCGCCA
CAGGATGAGG
TCTCCGGCCG
GACAATCGGC
GCCCGGTTCT
CAGGACGAGG
CGCAGCTGTG
TGGGCGAAGT
GAGAAAGTAT

TCCGGCTACC



™~

s
«WT

26/6. abra
6251 TGCCCATTCG
6301 GATGGAAGCC
6351 GGCTCGCGCC
6401 GGCGAGGATC
6451 GGTGGAAAAT
Rsr II
6501 TGGCGGACCG
6551 GAGCTTGGCG
6601 CGCTCCCGAT
6651 TCTGAGCGGG
6701 TGCCATCACG
6751 TTCGGAATCG
6801 TCTCATGCTG
6851 GGTTCAGCTG
6901 TGCAAATCCG
6951 TGCCCCCGAA
7001 ATCTTTGTGA
7051 ACCTACAGAG
7101 AATGTGTTAA
7151 TATGGAACTG
7201 CCTGTTTTGC
7251 ACTCTCAACA
7301 AAGGACTTTC
7351 TAATAGAACT
7401 CACTGCTATA
7451 AGGCATAACA
7501 GCATAGAGTG

18/43

ACCACCAAGC GAAACATCGC ATCGAGCGAG

GGTCTTGTCG ATCAGGATGA TCTGGACGAA

AGCCGAACTG

TCGTCGTGAC

GGCCGCTTTT

CTATCAGGAC

GCGAATGGGC

TCGCAGCGCA

TTCGCCAGGC

CCATGGCGAT

CTGGATTCAT

ATAGCGTTGG

TGACCGCTTC

TCGCCTTCTA

Nsp V

ACTCTGGGGT

AGATTTCGAT

TTTTCCGGGA

GAGTTCTTCG

CTGCCTGAGG

TCGGCATCCA

CTGCAGGAGT

AGGAACCTTA

ATTTAAAGCT

ACTACTGATT

ATGAATGGGA

TCAGAAGAAA

TTCTACTCCT

CTTCAGAATT

CTTGCTTGCT

CAAGAAAATT

GTTATAATCA

TCTGCTATTA

TCGAAATGAC

TCCACCGCCG

CGCCGGCTGG

Sma 1
CCCACCCCGG

CTGGACGACC

GGAAACCAGC

GGGGAGGCAC

CTTCTGTGGT

CTAAGGTAAA

CTAATTGTTT

GCAGTGGTGG

TGCCATCTAG

CCAAAAAAGA

GCTAAGTTTT

TTGCTATTTA

ATGGAAAAAT

TAACATACTG

ATAACTATGC

TCAAGGCGCG
GCCTGCTTGC
CGACTGTGGC
CTACCCGTGA
CTCGTGCTTT
TCGCCTTCTT
CGACCAAGCG
CCTTCTATGA
ATGATCCTCC
GCTCGATCCC
TCGCGGAGTT
AGCGGCTATC
GATGGCCGCT
GTGACATAAT
TATAAAATTT
GTGTATTTTA
AATGCCTTTA
TGATGATGAG
AGAGAAAGGT
TTGAGTCATG
CACCACAAAG
ATTCTGTAAC
TTTTTTCTTA

TCAAAAATTG

CACGTACTCG
GAGCATCAGG
CATGCCCGAC
CGAATATCAT
CGGCTGGGTG
TATTGCTGAA
ACGGTATCGC
GACGAGTTCT
ACGCCCAACC
AAGGTTGGGC
AGCGCGGGGA
Nru I
CTCGCGAGTT
CTACCGGCAG
CGCGCATCCA
TTGGTCCCGG
TGGACAAACT
TTAAGTGTAT
GATTCCAACC
ATGAGGAAAA
GCTACTGCTG
AGAAGACCCC
CTGTGTTTAG
GAAAAAGCTG
CTTTATAAGT
CTCCACACAG

TGTACCTTTA



26/7.

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

abra
GCTTTTTAAT
TTGACTAGAG
CTTTAAAAAA
Mun I

GCAATTGTTG
AAGCAATAGC
CTAGTTGTGG
TAATAAAAGA
CAGTGCCTCT
GCCAGAATGA

ACAAACAGTG

AGCTGGAAAT

TTGTAAAGGG

ATCATAATCA

CCTCCCACAC

TTGTTAACTT

ATCACAAATT

TTTGTCCAAA

TATTTATTTT

ATCTGGAGGC

CTCCAAGAGC

GCTGGACTCT

TTGCTAGC

19/43

GTTAATAAGG
GCCATACCAC
CTCCCCCTGA
GTTTATTGCA
TCACAAATAA
CTCATCAATG
CATTAGATAT
CAGGTAGGGC
TACAGGAAGG

GCACCATAAC

AATATTTGAT

ATTTGTAGAG

ACCTGAAACA

GCTTATAATG

AGCATTTTTT

TATCTTATCA

GTGTGTTGGT

TGGCCTTGGG

CAGGTCAGAG

ACACAATCAA

¢ &7102F7/BE

GTATAGTGCC
GTTTTACTTG
TAAAATGAAT
GTTACAAATA
TCACTGCATT
TGTCTGGATC
TTTTTGTGTG
GGAGGGGGAG
ACCCCACTGG

CAGGGGAGTG

27/1. abra

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

TTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAAT
GGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT
ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCT

TCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC

CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAA

AGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG

TAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG
CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTAC
GGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGC
GGCCAACTTACTTCTGACAACEX;CéGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAA
CATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACC
AAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTgigC;AACTATT

AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA



2712.

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041.

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

20/43

abra

TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA
ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAA
GCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAA

TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT

TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
AATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCT
TACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGG
GGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACA
GCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGE
BspLU1l1lI
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA
CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATA
GTTAAGCCi:;;;gZAéTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGA
CAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCAfCACCGAAA
CGCGCGAGGCAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC
CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTC;GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTT
TTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCggéTéGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGG

Stu I/Avr II
AGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTAGCTTACAGCTCAGGGCTGCGATT

71,2178
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2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

TCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCC
ATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAG
AACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACC
ACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTC
TCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAA
CTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGA
CTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
TCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATC
ATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTT
CTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCCATCAAGTATAAG
TTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTC

. Bgl II
CTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTAGATCTTTGTGAAG

GAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCT
AAGGTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGT
GTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAAT
GAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGACGCTACTGCTCAC

TCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCT

TCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTT
GCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATAT
TCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTGTTTTTTCTTACT
CCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAAAATTGTGTACCTTTAGC
TTTTTAATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAE&Z
g:?iAéCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCT
CCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGnggTéTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGC
TTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC
ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTA

ATAAAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGT TGGTTTTTTGTGTGCAGTGCCTCTAT

CTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAGAGCTA

CAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCATAACAC

71.212/8E
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4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

S161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

ACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGAAATTTGCTAGng;gTécagcacactggcggccgt
tAggiGéTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTT
CCGCG%TACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACG
TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
GTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCi:ggTiTTAGTCATCGCTAT
TACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCA
ACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCG
TGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGT CAGATCGCCTGGAG
ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGG
CCGGéAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAGTACCGCCTA
TAGAGTCTATAGGCCCACCCCCTTGGCTTCTTATGCATGCTATACTGTTTTTGGCTTGGG
GTCTATACACCCCCGCTTCCTCATGTTATAGGTGATGGTATAgggéiggéTATAGGTGTG

Xcem I
GGTTATTGACCATTATTGACCACTCCCCTATTGGTGACGATACTTTCCATTACTAATCCA

TAACATGGCTCTTTGCCACAACTCfCTTTATTGGCTATATGCCAATACACTGTCCTTCAG
AGACTGACACGGACTCTGTATTTTTACAGGATGGGGTCTCATTTATTATTTACAAATTCA
CATATACAACACCACCGTCCCCAGTGCCCGCAGTTTTTATTAAACATAACGTGGGATCTC
CACGCGAATCTCGGGTACGTGT?zggGiCATGGGCTCTTCTCCGGTAGCGGCGGAGCTTC
TACATCCGAGCCCTGCTCCCATGCCTCCAGCGACTCATGGTCGCTCGGCAGCTCCTTGCT
CCTAACAGTGGAGGCCAGACTTAGGCACAGCACGATGCCCACCACCACCAGTGTGCCGCA

CAAGGCCGTGGCGGTAGGGTATGTGTCTGAAAATGAGCTCggggagcgggcttgcaccgce
(Pvu II)

tgacgcatttggaagacttaaggcagcggcagaagaagatgcaggcagctgagttgttgt
gttctgataagagtcagaggtaactcccgttgcggtgctgttaacggtggagggcagtgt
agtctgagcagtactcgttgctgccgcgcgcgccaccagacataatagctgacagactaa

Mlu I
cagactgttcctttccatgggtcttttctgcagtcaccgtccttgacACGCGTCTCGGGA

Hind III

5881

AGCTTGCCGCCACCATGGGATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTTCTCCTGTCAGGAACTGCAG
M G W S WV F L F L L S G T A
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(Pvu II)
5941 GTGTCCTCTCTGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTT
G vL s E V QL Q Q S G P E L V K P G A
Xba I Dra III
6001 CAGTAAAGATGTCCTGCAAGACTTCTAGATACACATTCACTGAATACACCATACACTGGG
s v. X M SsS C KT SR Y T F T E Y T I H W
CDR 1
6061 TGAGACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGGTATTAATCCTAACAATGGTA

V R Q S H G K S L E W I G G I N P N N G
6121 TTCCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACATTGACTGTAGGCAAGTCCTCCA
I P N Y N Q K F KGR A T UL T V G K S s
CDR 2
6181 GCACCGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGATTCTGCGGTCTATTTCTGTG
S T A YMETLW R SUL TS ED S A V Y F C

6241 CAAGAAGAAGAATCGCCTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAAG
AR R R I A Y G Y D E G H A M D Y W G Q
CDR 3 BamH I
6301 GAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCGCCTGGGCCCAGCTCTGTC
G T S v T VvV S s

6361 CCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCT
S T K G P S V

6421 TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGG
F P L AP S S K ST S GG T AATULGT C L
Age I
6481 TCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
vV X DY F P E PV TV S WN S G AULT S

6541 GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
G VHTV FUPAVILQS S GL Y S L S s v
BstE II

6601 TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
vV TV P S S S L GT QT Y I CN V N H K

6661 CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACAT
P S NT K VD K K V EP K S CDKTHTT

6721 GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
¢c PP CPAPEULULGGU?P S V F L F P P

6781 AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
--.. K P K D TULMTI S RTUPE VT C UV V V D

6841 TGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
VS HEDU&PEUV KT FNW Y VDG V E V H

6901 ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCC
N A KTXK P REEUGQYN ST YR V V S V

6961 TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
L T VL HOQDWULNG G KE Y KT C K V S N
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7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381
7441
7501
7561
7621

7681

AAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
K A L P A P I E K T I S K A K G Q P R E

CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
P Q VY T L P P S REEMTKNQV S L

CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
T ¢ L V K G F Y P S D I A V E W E S N G

AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
Q P E NNJYKTTU®PU®P VL DS DG sSs F F

TCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
L Y S K L T VDI K S RWOQQGNUVF s C

CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
S VM HEAULUHNUHY TQ K S L S L S P
NgoM I
GTAAATGAGTGCGACGGCCGGCAAGCCCCGCTCCCCGGGCTCTCGCGGTCGCACGAGGAT
G K ~
GCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCATGGAAATAAAGCACCGG

ATCTAATAAAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCC
TCTATCTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAG
AGCTACAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCAT

AACACACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGaaatttgctagcgaattaatte 7731

.1 7):217/8E
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30/1. abra
1 gaattccagc
51 CGGGGTCATT
101 ACGGTAAATG
151 GTCAATAATG
201 GACGTCAATG
251 CAAGTGTATC
301 ATGGCCCGCC
351 CTTGGCAGTA
401 TTTTGGCAGT
451 TCCAAGTCTC
S01 ATCAACGGGA
551 ATGGGCGGTA
601 AGTGAACCGT
651 ATAGAAGACA
701 GGAACGCGGA
751 CTATAGGCCC
801 TGGGGTCTAT
851 AGCCTATAGG
901 ACGATACTTT
951 TTTATTGGCT
1001 TGTATTTTTA
1051 CAACACCACC
1101 TCTCCACGCG
1151 AGCGGCGGAG
1201 ATGGTCGCTC

acactggcgg
AGTTCATAGC
GCCCGCCTGG
ACGTATGTTC
GGTGGAGTAT
ATATGCCAAG
TGGCATTATG

SnaB I
CATCTACGTA
ACATCAATGG
CACCCCATTG
CTTTCCAAAA
GGCGTGTACG
CAGATCGCCT
CCGGGACCGA
TTCCCCGTGC
ACCCCCTTGG
ACACCCCCGC
TGTGGGTTAT
CCATTACTAA
ATATGCCAAT
CAGGATGGGG
GTCCCCAGTG
AATCTCGGGT
CTTCTACATC

GGCAGCTCCT

27/43

Spe I

ccgttACTAG

CCATATATGG
CTGACCGCCC
CCATAGTAAC
TTACGGTAAA
TACGCCCCCT
CCCAGTACAT
TTAGTCATCG
GCGTGGATAG
ACGTCAATGG
TGTCGTAACA
GTGGGAGGTC

GGAGACGCCA

TTATTAATAG

AGTTCCGCGT

AACGACCccC

GCCAATAGGG

CTGCCCACTT

ATTGACGTCA

GACCTTATGG

CTATTACCAT

CGGTTTGACT

GAGTTTGTTT

ACTCCGCCCC

TATATAAGCA

TCCACGCTGT

Sac II
CC_GCGGCCGGGA

TCCAGCCTCC
CAAGAGTGAC
CTTCTTATGC
TTCCTCATGT
TGACCATTAT
TCCATAACAT
ACACTGTCCT
TCTCATTTAT

CCCGCAGTTT

GTAAGTACCG

ATGCTATACT

TATAGGTGAT

TGACCACTCC

GGCTCTTTGC

TCAGAGACTG

TATTTACAAA

TTATTAAACA

(BspE I)

GACATGGGCT

ACGTGTTCCG

CGAGCCCTGC

TGCTCCTAAC

TCCCATGCCT

AGTGGAGGCC

TAATCAATTA
TACATAACTT
GCCCATTGAC
ACTTTCCATT
GGCAGTACAT
ATGACGGTAA
GACTTTCCTA
GGTGATGCGG
CACGGGGATT
TGGCACCAAA
ATTGACGCAA
GAGCTCGTTT
TTTGACCTCC
ACGGTGCATT
CCTATAGAGT
GTTTTTGGCT
GGTATAGCTT
CCTATTGGTG
CACAACTCTC
ACACGGACTC
TTCACATATA
TAACGTGGGA
CTTCTCCGGT
CCAGCGACTC

AGACTTAGGC
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1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

ACAGCACGAT
GGGTATGTGT
atttggaaga
ttgtgttctg
gtggagggca
cagacataat
tctgcagtca
GGAGACAGAC
E T D
(BSpE 1I)
CCTCCGGAGA
S S G D
CTAGGGGAGA

L G E
XbaI

TTCTAGAAAT.

S R N

GCCCACCACC

CTGAAAATGA
Afl II

cttaaggcag

ataagagtca
gtgtagtctg
agctgacaga
ccgtccttga

ACACTCCTGC
T L L

CATTGTGATG
I v M

GGGCCACCAT
R A T I

CAAAAGAACT
Q K N

28/43

ACCAGTGTGC
GCTCggggag
cggcagaaga
gaggtaactc
agcagtactc

ctaacagact
Mlu I

CECECECCCC

TATGGGTGCT
L W VvV L

ACCCAATCTC
T Q S

CAACTGCAAG
N C K

CGCACAAGGC
cgggcttgca
agatgcaggc
ccgttgeggt
gttgctgecg

gttcctttce

CGTGGCGGTA
ccgctgacgce
agctgagttg
gctgttaacg
cgcgcgccac

atgggtcttt

Hind III

gggaagcttG

GCTGCTCTGG
L L W

CAGACTCTTT
P D S L

TCCAGTCAGA
S S @

CCGCCACCAT

M
GTTCCAGGTT
v P G

GGCTGTGTCT
A V S

GCCTTTTATA
S L L Y

ACTTGGCCTG
Y L A W

AGCCACCCAA
Q P P K

CCTGATAGGT
P D R

TAGCAGCCTG
S S L
TTAGCTATCC
F S Yy p

ACTCCTCATC
L L I

TCAGTGGCAGC
F S G s

CAGGCTGAAG
Q A E
GCTCACGTTC
L T F

CDR
BamH I

GAGngatcc
GCCCTGTGAT

TAAACACCAT

TGTCTTCATC
VvV F I
CTGTTGTGTG
S vV v C
TGGAAGGTGG
W K V
AGAGCAGGAC
E Q D

3

ATCTGGGATA
TATGCGCAAA
CCTGTTTGCT

TTCCCGCCAT
F P P
CCTGCTGAAT
L L N
ATAACGCCCT
D N A L
AGCAAGGACA
S K D

TTTTGGGCTA
F W A

GTATCAGCAG
Y Q Q

GCACTAGGGA
S T R E

CDR 1
AAACCAGGAC
K P G

KpnI
ATCTGGGGTA
S G V

TGGGTTTGGG
G F G

ATGTGGCAGT
D v A V
GGACAAGGGA
G Q G
AGCATGCTGT

CAACACACCC

CDR 2
ACAGACTTCA
T D F

TTATTACTGT
Y Y C
CCAAGGTGGA
T K V E
TTTCTGTCTG

AAGGGCAGAA

TCTTTCCTCA GGAACTGTGG

CTGATGAGCA
S D E Q
AACTTCTATC
N F Y
CCAATCGGGT
Q S G
GCACCTACAG
S T Y s

T V
GTTGAAATCT
L K S
CCAGAGAGGC
P R E A
AACTCCCAGG
N S Q
CCTCAGCAGC
L § s

CCCTCACCAT
T L T I

CAGCAATATT
Q Q0 Y
AATAAAACGT
I K R

TCCCTAACAT
CTTTGTTACT

CTGCACCATC
A A P S
GGAACTGCCT
G T A
CAAAGTACAG
K Vv Q
AGAGTGTCAC
E s v T
ACCCTGACGC
T L T




30/3. abra
2351 TGAGCAAAGC AGACTACGAG
L S K A D Y E
2401 CATCAGGGCC TGAGCTCGCC
H Q G L S s p
2451 TTAGAGGGAG AAGTGCCCCC
.
2501 CCCATCCTTT GGCCTCTGAC
2551 CGGTCCTCCA GCTCATCTTT
2601 AATTATGCTA ATGTTGGAGG
2651 CTGTGGTGGA TCTAATAAAA
2701 GTTTTTTGTG TGCAGTGCCT
2751 GGGGAGGGGG AGGCCAGAAT
2801 AGACCCCACT GGACAAACAG
2851 AACAGGGGAG TGAGCTGGAA
2901  GCCTCGTGAT ACGCCTATTT
29S1 TCTTAGACGT CAGGTGGCAC
3001 TTGTTTATTT TTCTAAATAC
3051 AACCCTGATA AATGCTTCAA
3101 CAACATTTCC GTGTCGCCCT
3151 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA
3201 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT
3251 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC
3301 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG
3351 AGCAACTCGG TCGCCGCATA
3401 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA
3451 ATGCAGTGCT GCCATAACCA
Pvu I
3501 TGACAACGAT CGGAGGACCG
3551 GGGGATCATG TAACTCGCCT

29/43 "

AAACACAAAG
K H K
CGTCACAAAG
VvV T K
ACCTGCTCCT
CCTTTTTCCA
CACCTCACCC
AGAATGAATA
GATATTTATT
CTATCTGGAG
GACTCCAAGA
TGGCTGGACT
ATTTGCTAGC
TTATAGGTTA
TTTTCGGGGA
ATTCAAATAT
TAATATTGAA
TATTCCCTTT
CGCTGGTGAA
TACATCGAAC
CGAAGAACGT
CGGTATTATC
CACTATTCTC
TCTTACGGAT
TGAGTGATAA

AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

TCTACGCCTG
V Y A C
AGCTTCAACA
S F N

CAGTTCCAGC

PspS II
CAGGGGACCT
CCCTCCTCCT
AATAAAGTGA
TTCATTAGAT
GCCAGGTAGG
GCTACAGGAA
CTGCACCATA
GAATTCTTGA
ATGTCATGAT
AATGTGCGCG
GTATCCGCTC
AAAGGAAGAG
TTTGCGGCAT
AGTAAAAGAT
TGGATCTCAA
TTTCCAATGA
CCGTGTTGAC
AGAATGACTT
GGCATGACAG
CACTGCGGCC

CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

CGAAGTCACC
E v T
GGGGAGAGTG
R G E C
CTGACCCCCT
ACCCCTATTG
CCTTGGCTTT
ATCTTTGCAC
ATGTGTGTTG
GCTGGCCTTG
GGCAGGTCAG
ACACACAATC
AGACGAAAGG
AATAATGGTT
GAACCCCTAT
ATGAGACAAT
TATGAGTATT
TTTGCCTTCC
GCTGAAGATC
CAGCGGTAAG
TGAGCACTTT
GCCGGGCAAG
GGTTGAGTAC
TAAGAGAATT
AACTTACTTC

GCACAACATG

TGAATGAAGC



30/4. abra

3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751

4801

CATACCAAAC
CGTTGCGCAA
CAATTAATAG
CTCGGCCCTT
AGCGTGGGTC
TCCCGTATCG
ACGAAATAGA
AACTGTCAGA
CATTTTTAAT
GACCAAAATC
TAGAAAAGAT
TGCTGCTTGC
GGATCAAGAG
CGCAGATACC
TTCAAGAACT
ACCAGTGGCT
CAAGACGATA
TCGTGCACAC
CCTACAGCGT
CGGACAGGTA
GAGCTTCCAG

CCACCTCTGA

'GCCTATGGAA

TGCTGGCCTT

GGATAACCGT

GACGAGCGTG
ACTATTAACT
ACTGGATGGA
CCGGCTGGCT
TCGCGGTATC
TAGTTATCTA
CAGATCGCTG
CCAAGTTTAC
TTAAAAGGAT
CCTTAACGTG
CAAAGGATCT
AAACAAAAAA
CTACCAACTC
AAATACTGTC
CTGTAGCACC
GCTGCCAGTG
GTTACCGGAT
AGCCCAGCTT
GAGCTATGAG
TCCGGTAAGC
GGGGAAACGC
CTTGAGCGTC

AAACGCCAGC

30/43

ACACCACGAT
GGCGAACTAC
GGCGGATAAA
GGTTTATTGC
ATTGCAGCAC
CACGACGGGG
AGATAGGTGC
TCATATATAC
CTAGGTGAAG
AGTTTTCGTT
TCTTGAGATC
ACCACCGCTA
TTTTTCCGAA
CTTCTAGTGT
GCCTACATAC
GCGATAAGTC
AAGGCGCAGC
GGAGCGAACG
AAAGCGCCAC
GGCAGGGTCG
CTGGTATCTT
GATTTTTGTG

AACGCGGCCT

BspLU1l1lI

GTTCTTTCCT

TTGCTCACAT

ATTACCGCCT

TTGAGTGAGC

GCCTGCAGCA
TTACTCTAGC
GTTGCAGGAC
TGATAAATCT
TGGGGCCAGA
AGTCAGGCAA
CTCACTGATT
TTTAGATTGA
ATCCTTTTTG
CCACTGAGCG
CTTTTTTTCT
CCAGCGGTGG
GGTAACTGGC
AGCCGTAGTT
CTCGCTCTGC
GTGTCTTACC
GGTCGGGCTG
ACCTACACCG
GCTTCCCGAA
GAACAGGAGA
TATAGTCCTG
ATGCTCGTCA
TTTTACGGTT
GCGTTATCCC

TGATACCGCT

.
sec¢ o
.

ATGGCAACAA
TTCCCGGCAA
CACTTCTGCG
GGAGCCGGTG
TGGTAAGCCC
CTATGGATGA
AAGCATTGGT
TTTAAAACTT
ATAATCTCAT
TCAGACCCCG
GCGCGTAATC
TTTGTTTGCC
TTCAGCAGAG
AGGCCACCAC
TAATCCTGTT
GGGTTGGACT
AACGGGGGGT
AACTGAGATA
GGGAGAAAGG
GCGCACGAGG
TCGGGTTTCG
GGGGGGCGGA
CCTGGCCTTT
CTGATTCTGT

CGCCGCAGCC

-~

(IR

ol

71-213/8E



30/5. abra

4851

4901

4951

5001

5051

S101

5151

5201

5251

S301

5351

5401

5451

5501

S551

5601

5651

5701

5751

5801

5851

5901

5951

6001

6051

GAACGACCGA
ATGCGGTATT
GTGCACTCTC
CACTCCGCTA
CAACACCCGC
TACAGACAAG
ACCGTCATCA
GGTGTGGAAA
CATCTCAATT
GCATGCATCT

ATCCCGCCCC

31/43

GCGCAGCGAG
TTCTCCTTAC
AGTACAATCT
TCGCTACGTG
TGACGCGCCC
CTGTGACCGT
CCGARACGCG
GTCCCCAGGC
AGTCAGCAAC
CAATTAGTCA

TAACTCCGCC

ACTAATTTTT
TATTCCAGAA
AAGCTAGCTT
GAAGCGGAAC
TGAATGTCAG
AGAAAGCAGG
GGTTTTATGG
GTAAGGTTGG
AGGATCTGAT
ATCGTTTCGC
CTTGGGTGGA
TGCTCTGATG
TTTTGTCAAG

CAGCGCGGCT

TTTATTTATG
GTAGTGAGGA
CACGCTGCCG
ACGTAGAAAG
CTACTGGGCT
TAGCTTGCAG
ACAGCAAGCG
GAAGCCCTGC
GGCGCAGGGG
ATGATTGAAC
GAGGCTATTC
CCGCCGTGTT

ACCGACCTGT

TCAGTGAGCG
GCATCTGTGC
GCTCTGATGC
ACTGGGTCAT
TGACGGGCTT
CTCCGGGAGC
CGAGGCAGCT
TCCCCAGCAG
CAGGCTCCCC
GCAACCATAG
CAGTTCCGCC
CAGAGGCCGA
GGCTTTTTTG
CAAGCACTCA
CCAGTCCGCA
ATCTGGACAA
TGGGCTTACA
AACCGGAATT

AAAGTAAACT

AGGAAGCGGA
GGTATTTCAC
CGCATAGTTA
GGCTGCGCCC
GTCTGCTCCC
TGCATGTGTC
GTGGAATGTG
GCAGAAGTAT
AGCAGGCAGA
TCCCGCCCCT
CATTCTCCGC

Sfi I
GGCCGCCTCG

AGAGCGCCTG

ACCGCATATG

Bst1107I

AGCCAGTATA
CGACACCCGC
GGCATCCGCT
AGAGGTTTTC
TGTCAGTTAG
GCAAAGCATG
AGTATGCAAA
AACTCCGCCC
CCCATGGCTG

GCCTCTGAGC

Stu I/Avr
GAGGCCTAGG

GGGCGCAAGG
GAAACéGTGC
GGGAAAACGC
TGGCGATAGC
GCCAGCTGGG

GGATGGCTTT

Bgl II/Bcl I

ATCAAGATCT

GATCAAGAGA

AAGATGGATT

GGCTATGACT

CCGGCTGTCA

CCGGTGCCCT

Msc I
GCCACGACGG

ATCGTGGCTG

GCACGCAGGT
GGGCACAACA
GCGCAGGGGC
GAATGAACTG

GCGTTCCTTG

II
CTTTTGCAAA

GCTGCTAAAG
TGACCCCGGA
AAGCGCAAAG
TAGACTGGGC
GCGCCCTCTG
CTTGCCGCCA
CAGGATGAGG
TCTCCGGCCG
GACAATCGGC
GCCCGGTTCT
CAGGACGAGG

CGCAGCTGTG
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6101

6151

6201

6251

6301

6351

6401

6451

6501

6551

6601

6651

6701

6751

6801

6851

6901

6951

7001

7051

7101

7151

7201

7251

7301

CTCGACGTTG
GCCGGGGCAG
CCATCATGGC
TGCCCATTCG
GATGGAAGCC
GGCTCGCGCC
GGCGAGGATC
GGTGGAAAAT
Rer II
TGGCGEACCa
GAGCTTGGCG
CGCTCCCGAT
TCTGAGCGGG
TGCCATCACG
TTCGGAATCG
TCTCATGCTG
GGTTCAGCTG
TGCAAATCCG
TGCCCCCGAA
ATCTTTGTGA
ACCTACAGAG
AATGTGTTAA
TATGGAACTG
CCTGTTTTGC

ACTCTCAACA

AAGGACTTTC

TCACTGAAGC
GATCTCCTGT
TGATGCAATG
ACCACCAAGC
GGTCTTGTCG
AGCCGAACTG
TCGTCGTGAC
GGCCGCTTTT
CTATCAGGAC
GCGAATGGGC

TCGCAGCGCA

32/43

GGGAAGGGAC
CATCTCACCT
CGGCGGCTGC
GAAACATCGC
ATCAGGATGA
TTCGCCAGGC
CCATGGCGAT
CTGGATTCAT
ATAGCGTTGG
TGACCGCTTC

TCGCCTTCTA

Nsp V

ACTCTGGGGT
AGATTTCGAT
TTTTCCGGGA
GAGTTCTTCG
CTGCCTGAGG
TCGGCATCCA
CTGCAGGAGT
AGGAACCTTA
ATTTAAAGCT
ACTACTGATT
ATGAATGGGA
TCAGAAGAAA
TTCTACTCCT

CTTCAGAATT

T_TCGAAATGAC

TCCACCGCCG

CGCCGGCTGG
Sma I

CCCACCCCGG

CTGGACGACC
GGAAACCAGC
GGGGAGGCAC
CTTCTGTGGT
CTAAGGTAAA
CTAATTGTTT
GCAGTGGTGG
TGCCATCTAG
CCAAARAAGA

GCTAAGTTTT

TGGCTGCTAT
TGCTCCTGCC
ATACGCTTGA
ATCGAGCGAG
TCTGGACGAA
TCAAGGCGCG
GCCTGCTTGC
CGACTGTGGC
CTACCCGTGA
CTCGTGCTTT
TCGCCTTCTT
CGACCAAGCG
CCTTCTATGA
ATGATCCTCC
GCTCGATCCC
TCGCGGAGTT
AGCGGCTATC
GATGGCCGCT
GTGACATAAT
TATAAAATTT
GTGTATTTTA
AATGCCTTTA
TGATGATGAG
AGAGAAAGGT

TTGAGTCATG

TGGGCGAAGT
GAGAAAGTAT
TCCGGCTACC
CACGTACTCG
GAGCATCAGG
CATGCCCGAC
CGAATATCAT
CGGCTGGGTG
TATTGCTGAA
ACGGTATCGC
GACGAGTTCT
ACGCCCAACC
AAGGTTGGGC
AGCGCGGGGA
Nru I

CTCGCGAGTT
CTACCGGCAG
CGCGCATCCA
TTGGTCCCGG
TGGACAAACT
TTAAGTGTAT
GATTCCAACC
ATGAGGAAAA
GCTACTGCTG

AGAAGACCCC

CTGTGTTTAG
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30/7. abra
7351 TAATAGAACT
7401 CACTGCTATA
7451 AGGCATAACA
7501 GCATAGAGTG
7551 GCTTTTTAAT
7601 TTGACTAGAG
7651 CTTTAAAAAA
Mun I
7701 GCAATTGTTG
7751 AAGCAATAGC
7801 CTAGTTGTGG
7851 TAATAAAAGA
7901 CAGTGCCTCT
7951 GCCAGAATGA
8001 ACAAACAGTG
8051 AGCTGGAAAT

CTTGCTTGCT
CAAGAAAATT
GTTATAATCA
TCTGCTATTA
TTGTAAAGGG
ATCATAATCA
CCTCCCACAC
TTGTTAACTT
ATCACAAATT
TTTGTCCAAA
TATTTATTTT
ATCTGGAGGC
CTCCAAGAGC
GCTGGACTCT

TTGCTAGC

33/43

TTGCTATTTA
ATGGAAANAT
TAACATACTd
ATAACTATGC
GTTAATAAGG
GCCATACCAC
CTCCCCCTGA
GTTTATTGCA
TCACAAATAA
CTCATCAATG
CATTAGATAT
CAGGTAGGGC
TACAGGAAGG

GCACCATAAC

CACCACAAAG
ATTCTGTANC
TTTTTTCTTA
TCAAAAATTG
AATATTTGAT
ATTTGTAGAG
ACCTGAAACA
GCTTATAATG
AGCATTTTTT
TATCTTATCA
GTGTGTTGGT
TGGCCTTGGG
CAGGTCAGAG

ACACAATCAA

12

GAAAAAGCTG
CTTTATAAGT
CTCCACACAG
TGTACCTTTA
GTATAGTGCC
GTTTTACTTG
TAAAATGAAT
GTTACAAATA
TCACTGCATT
TGTCTGGATC
TTTTTGTGTG
GGAGGGGGAG
ACCCCACTGG

CAGGGGAGTG

JJBE.,
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31. éb.ra
APCR1 vha2 vha4 vhaGk
- —_—
VEZETO  FRI ,§ A7
€ € €~
vhal vha3l vha$S APCR4
1st PCR
APCRI A vhal
ba2i B vihad
vhad C vhaS
vii6 D APCRd
APCRI E viud
vm F APCR¢
3rd PCR
APCRI APCR4
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35/43

32/1. 4bra

Q v Q L v Q S G A E v K K p G A S v K
A CAG GTG CAA CTA GTG CAG TCC GGC GCC GAA GTG AAG AAA CCC GGT GCT TCC GTG AAA

B ~=« ece 2ea cac aee --a e ele il olollollollollollol me aee aan.
C  mmm cem mmm ee mee et meh e cme mme emm ete mee mme aae cae mea e aaa
D <=+ eec 2ca cve aca ece aca aa= ame mme eme mee ae- ace cec maee eea eme ao-
B mem oeme eie alooololll e el oo Lo LIl lolIollollolloll Ll

|
|
. <. [

S D P
. |

T A
C |

I R T I LA LR TET T PP NPy [P .
G .o | .
E =cc =oe 2ee eee men a-- R P N

39 49 53 A 53 56

Q A P G Q R L E W I G| G I N P N N G I
A CAG GCC CCT GGC CAA AGG CTG GAG  TGG ATA GGA|GGT ATT AAT CCT AAC AAT GGT ATT
B eee eoo lolollollolll e
C  mem e mie dieoaiollollollllll S
D mes e e e alie el L P i e e all
B oee aoe eie aia all e e aa- S DU

A CCT AAC TAC AAC CAG AAG TTC AAG GGC|CGG GCC ACC TTG ACC GTA GGC AAG TCT GCC

C === =ee —ee o-- cee eme mee aee ees ]=== =T- === A<C =-- --=- -A- -CC --- ~--

D === =ce =cu —en --- LT T <e=]--- =T+ --- A~C =-- --- -A- -CC --- ---

83 91

C
L
A AGC ACC GCC TAC ATG GAA CTG TCC AGC CTG CGC TCC GAG GAC ACT GCA GTC TAC TAC

B === =cc cen mme e - Ses mem eee eee et em el mee e ol S &
C =o- mee mee cee ame aa- cme eee ece cee mee mmn ate mee tmm dem mme e -

F.
D =-- —eo ceo el oo o-n R L T T IR U IR
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32/2. 4bra

92 CDR3 100 A B

A  TGC GCC AGA|AGA AGA ATC GCC TAT GGT TAC GAC GAG GGC CAT GCT ATG GAC TAC|TGG

104 S 113
6 @ 6 T L VvV T VvV '8 8
A GGT CAA GGA ACC CTT GTC ACC GTC TCC TCA
B ee e wee see meae Ceen eEm eee SCcm eewe eas
C eme mee ams Mea See wem wee woee eme woo
D =+~ =2+ 2ce a2 s2e cn- cme mce coe <=«
B <cec 2cc wee ea= ace ace <me mee on= ==
33/1. dbra

1 TTGAAGACGARAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAAT
61 GGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT
121 ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCT

181 TCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC

241 CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTITTT mC’i‘CACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAA
301 AGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG
361 TAAGATCCTTGAGAGTTTITCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
421 TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG ;
481 CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTAC |
541 GGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGC

Pvu I
601 GGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAA

661 CATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACC
Fsp I
721 AAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATT

781 AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA



33/2.

841
901
961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

2461

0. 71.217[BE-:
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37/43
abra

TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA
ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAA
GCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAA
TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT
TTACTCATATATACTTTACATTGA;TTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
GAAGATCCTTTITTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
AATCTGCTGCTTGCAANCAANAANAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCT
TACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGG

GGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACA

GCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT

AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA'

TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC

GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
BspLULl1lI
CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA

CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATA
Bst1107 I
GTTAAGCCAGTATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGA
CAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA
CGCGCGAGGCAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC
CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTC?GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTT
TTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCngéTéGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGG

sStu I/Aavr 1II
AGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTAGCTTACAGCTCAGGGCTGCGATT

e ecos o
- B
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33/3. dbra

2521 TCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCC
2581 ATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAG
2641 AACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACC
2701 ACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTC
2761 TCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAA
2821 CTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGA
2881 CTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
2941 TCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATC
3001 ATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTT
3061 CTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAG
3121 TTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTC
3181 CTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTigiTé;TTGTGAAG
3241 GAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCT
3301 AAGGTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGT
3361 GTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAAT
3421 GAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGAAGAARTGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGAC
3481 TCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCT
3541 TCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTT
3601 GCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATAT
3661 TCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTGTTTTTTCTTACT
3721 CCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAAAATTGTGTACCTTTAGC
3781 TITTTAATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGAT

BsaB I
3841 CATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCT

Mun I
3901 CCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTITTATTGCAGC

3961 TTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTITTTTC

4021 ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTA
4081 ATAAAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCCTCTAT

4141 CTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAGAGCTA

TN
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4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

S461

5521

5581

S641

CAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCATAACAC
EcoR I

ACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGARATTTGCTAGCGAATTCcagcacactggeggecgt
(Spe I)

tACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTT
CCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACG
TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA

SnaB I
GTACATGACCTTATGGGALL11CCTALLLuGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTAT

TACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCA

ACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCG

TGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAG

ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGG
CCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAGTACCGCCTA

TAGAGTCTATAGGCCCACCCCCTTGGCTTCTTATGCATGCTATACTGTTTTTGGCTTGGG
BpullO2I
GTCTATACACCCCCGCTTCCTCATGTTATAGGTGATGGTATAGCTTAGCCTATAGGTGTG
Xcm I
GGTTATTGACCATTATTGACCACTCCCCTATTGGTGACGATACTTTCCATTACTAATCCA

TAACATGGCTCTTTGCCACAACTCTCTTTATTGGCTATATGCCAATACACTGTCCTTCAG
AGACTGACACGGACTCTGTATTTTTACAGGATGGGGTCTCATTTATTATTTACAAATTCA
CATATACAACACCACCGTCCCCAGTGCCCGCAGTTTTTATTAAACATAACGTGGGATCTC
CACGCGAATCTCGGGTACGTGT?ZEgGiCATGGGCTCTTCTCCGGTAGCGGCGGAGCTTC
TACATCCGAGCCCTGCTCCCATGCCTCCAGCGACTCATGGTCGCTCGGCAGCTCCTTGCT
CCTAACAGTGGAGGCCAGACTTAGGCACAGCACGATGCCCACCACCACCAGTGTGCCGCA

CAAGGCCGTGGCGGTAGGGTATGTGTCTGAAAATGAGCTngggagcgggctcgcaccgc
(Pvu II)

tgacgcatttggaagacttaaggcagcggcagaagaagatgcaggcagctgagttgttgt

5701 gttctgataagagtcagaggtaactcccgttQCQgtgctgttaaCQQCangggcagtgt

5761 agtctgagcagtactcgttgctgccgcgcgcgccaccagacataatagctgacagactaa

Mlu T

5821 cagactgctcctctccatgggtctCCtCCQcagcCaccgtccttgacACGCGTCTCGGG&

-
.
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Hind III
5881 AGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACCTGGCGCGTGTTTTGCCTGCTCGCCGTGGCTCCTG

M D W T W R V F C L L A V A P

5941 GGGCCCACAGCCAGGTGCAACTGGTGCAGTCCGGCGCCGAAGTGAAGAAACCCGGTGCTT

G A H S Q V. Q L VvV Q S G A E.V K K p G A
(Pvu II) (Spe I)

6001 CCGTGAAAGTCAGCTGTAAAACTAGTAGATACACCTTCACTGAATACACCATACACTGGG

S v X v s ¢ K T S R Y T F T E Y T I H W
Msc I CDR 1

6061 TTAGACAGGCCCCTGGCCAAAGGCTGGAGTGGATAGGAGGTATTAATCCTAACAATGGTA

V R Q AP G QR L E W I G G I N P NN G

6121 TTCCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGCCACCTTGACCGTAGGCAAGTCTGCCA
I P N Y N Q K F KGRATULTUV G K S A
CDR 2
6181 GCACCGCCTACATGGAACTGTCCAGCCTGCGCTCCGAGGACACTGCAGTCTACTACTGCG
S T A YMEUL S S L R S E DT AUV Y Y C

6241 CCAGAAGAAGAATCGCCTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAAG
A R R R I A Y G Y D E G H A M D Y W G Q
CDR 3 BamH I
6301 GAACCCTTGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCGCCTGGGCCCAGCTCTGTC

G T L VvV T V 8§ 8§

6361 CCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCT
S T K G P S V

6421 TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGG
F P L AP § S K § T §$ G 66T A AL G C L
Age I
6481 TCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
vV X. DY F P E PV TV S WN S G AL T s

6541 GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGE
G VH TV F P A VL Q S S G L Y s L s s vV

BatE II
6601 TAGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC

vV T v P S S s L GTAQQT Y I CN V N H K

6661 CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACAT
P S NT K VD K K V E P K S C D K TH T

6721 GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
c p P CPAUPUETLULGSG?P SV F L F P P

6781 AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
K p K DTULMTISRTU®PE V T CV V V D

6841 TGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
V S HEDUPEV KVFNW Y V DG V E V H

6901 ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACARGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCC
N A K T K P R E E Q ¥ NS T Y R V V S V
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6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

34A.

3 -vég V gén

TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
L T v L H Q D W L N G K E Y K C K V S N

AAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
K AL P A P I E K T I S K A K G Q P R E

CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
P Q VY TUL P P S R EEMTKNOQV S L

CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
T € L VvV K G F Y P § DI A V E W E S N G

AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
Q P E NNY K TTUP PV L DS DG S F F

TCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
L Y S K L T V D K S R W QQGNV F s C

CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG
S VM HEM ATLHNUHYTOQIK S L S L s P
NgoM I
GTAAATGAGTGCGACGGCCGGCAAGCCCCGCTCCCCGGGCTCTCGCGGTCGCACGAGGAT
G K »
GCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCATGGAAATAAAGCACCGG

ATCTAATAAAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCC
TCTATCTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAG
AGCTACAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCAT

AACACACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGaaatttgctagcgaattaatte 7731

abra

INTRON
CH1 % -vége

ACC GTC TCC TCA G::GTGAGTGGATCC-(N)48-CCTCTCTTGCAG::CC-

T V S Ssplice donor helyBamHI splice akceptor hely
-TCC ACC AAG GGC
S T K G U
ACC GTC TCC TCA G::::CC TCC ACC AAG GGC
T VvV § S ‘ S T K G
U

ACC GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG GGC
T v § S A S T K G
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INTRON _
Y ~UEG V GEN comommmmmmmmmmmmomoooeooooocoimememommsmessiesssesssaeas Y -veqg kappa konstans
GAA ATA AAA C::GTGAGTGGATCC-(N)108-CTTCTTTCCTCAG::GA-
E I K splice donorhelyBamHI splice akceptor hely
-ACT GTG GCT GCA

T V A A

U
GAA ATA AAA C::::GA ACT GTG GCT GCA
E [ K T V A A
U

GAA ATA AAA CGA ACT GTG GCT GCA
E I K R T V A A

35. abra
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