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Ping lidské monoklonalni protilatky proti antigenu 4 lidskych
cytotoxickych T lymfocytt (CTLA-4). Nukleotidové sekvence
kodujici aminokyselinové sekvence lehkych a tézkych fetézci
imunoglobulinovych molekul, zejména souvislé sekvence
lehkého a tézkého fetézee zahrnujici useky uréujici
komplementaritu (CDR), specificky zahrnujici useky od FR1
a/nebo CDR1 az do CDR3 a/nebo usek FR4. Protilatky majici
podobné vazebné vlastnosti a protilatky (nebo jiné
antagonisty) majici podobné funkce jako popsané protilatky.

Zvygeni tvorby IL-2 po indukci monoklonalnim protilatkami (MAb)
anti-CTLA-4 (30 ug/ml) v 72hodi tostu T a Raji
a v superantigenovém testu (6 darci)
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Lidské monoklondlni protilatky proti CTLA-4

Odkaz na souvisejici p¥ihlasky
P¥edkladand prihla&ka si narokuje prioritu z prozatimni
prihlagky U.S. &. 60/113 647, podané 23 prosince 1998, jejiZ

vyznaky jsou plné& zahrnuty formou odkazu.

Oblast techniky

P¥edm&tem p¥edkladdaného vyndlezu Jjsou plné& 1lidské
monoklondlni protiléatky proti lidskému antigenu 4
cytotoxickych T lymfocytt (CTLA-4) . Dédle nukleotidové
sekvence kédujici a aminokyselinové sekvence obsahujici t&Zké
a lehké fet&zce  imunoglobulinovych molekul, obzvlasté
souvislé sekvence t&%kého a lehkého Yetézce zahrnujici
oblasti ur&ujici komplementaritu (CDR), specificky od FR1
a/nebo CDR1 a¥ do CDR3 a/nebo v FR4. P¥edmé&tem vynalezu jsou
také protilatky majici podobné vazebné vlastnosti
a protilatky (nebo jini antagonisté) majici podobnou funkci

jako protilédtky popsané v tomto vynélezu.

Dosavadni stav techniky

Regulace imunitni reakce pacienti by poskytla Zadouci
1é¢bu mnoha lidskych nemoci, kterd by mohla vést ke
specifickému @G&inku, jeho? 1lze 2z¥idka dosdhnout pouZitim
b&%nych 1ékh. Bylo by moZné dosdhnout aktivace i utlumeni
reakci imunitniho systému. Ulohy T a B lymfocytt byly obsahle
studovdny a charakterizovdny ve  spojitosti s regulaci

imunitni reakce. Z téchto studii vyplyva, ze dloha
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T lymfocyt Jje v mnoha p¥ipadech obzvlasté dbalezita pfri
prevenci nemoci a 1é&c&bé.

T lymfocyty maji velmi sloZity systém kontroly svych
interakci. Pro interakce mezi T lymfocyty jsou pouZivany
podetné receptory a rozpustné faktory. TudiZ G&inek kaZdého
konkrétniho signdlu na imunitni reakci se vétSinou méni
a z&dvisi na konkrétnich faktorech, receptorech a proti-
receptorech, které Jjsou =zapojeny do metabolické drahy.
Metabolické drahy pro utlumeni reakci jsou stejné dilezité
jako drdhy vyZadované pro aktivaci. Jeden mechanismus
prevence imunitni reakce na konkrétni antigen je vyzravani
v thymu vedouci k toleranci T lymfocytt. Jsou také znamy
dal8i mechanismy, jako Jje nap¥iklad sekrece supresivnich
cytokint.

Aktivace T lymfocytt nevyzaduje pouze stimulaci
prost¥ednictvim antigenového receptoru (T bun&lny receptor
(TCR)), ale dalsi signdly prost¥ednictvim kostimulaénich
(spoledné stimulujicich) povrchovych molekul, jako je
napt¥iklad CD28. Ligandy pro CD28 jsou proteiny B71 (CD80)
a B7-2 (CDh8s6) , které jsou exprimovany na burikach
prezentujicich antigen jako jsou nap¥iklad dendritické burky,
aktivované B lymfocyty nebo monocyty, které interaguji s CD28
nebo CTLA-4 T lymfocytt pro zajisté&ni kostimulaéniho signélu.
Uloha kostimuladnich signdld byla studovdna u experimentdlni
alergické encefalomyelitidy (EAE) autory Perrinem et al.
(Immunol. Res., 14, 189-99, 1995). EAE Jje autoimunitni
porucha indukovand bufikami Thl namifenymi proti myelinovym
antigentim, kterad poskytuje in vivo model pro studium Glohy B7
zprost¥edkované kostimulace v indukci patologické imunitni
reakce. PouZitim rozpustného fdzniho proteinového ligandu pro
receptory B7, jako¥ i monoklondlnich protildtek specifickych
bud pro CD80 nebo CD86, Perrin et al. prokédzali, 2ze B7
kostimulace ma4 vyznamnou Glohu pro ureni klinického vysledku

nemoci u EAE.



Interakce mezi  B7 a CD28 je jedna z nékolika
kostimuladnich signdlnich drah, kterd se jevi postaCujici pro
spusténi maturace a proliferace antigen-specifickych
T lymfocytu. Nedostatecna kostimulace a doprovodnéa
nedostate&nost produkce IL-2 zabraniuji nésledné proliferaci
T lymfocytl a indukuji stav nereaktivity nazyvany ,anergie™.
Aktivaci a proliferaci T lymfocytd miZe blokovat celd ZFfada
virt a nédorti, co¥ vede k nepostaCujici aktivité nebo
nereaktivit& hostitelského imunitniho systému k infikovanym
nebo transformovanym bufikdm. Z celé *Yady moZnych poruch
T lymfocyt® mi%¥e byt anergie alespoti Castedn& zodpovédnad za
selhani hostitele zbavit se patogenti nebo nddorovych bunék.

Pou?iti proteinu B7 ke zprost¥edkovani protinaddorové
imunity bylo popséno v prédci Chen et al. (Cell, 71, 1093-
1102, 1992) a Townsend a Allison (Science, 259, 368, 1993).
Schwartz (Cell, 71, 1065, 1992) podavad prehled uGlohy CD28,
CTLA-4, a B7 v produkci IL-2 a imunoterapii. Harding et al.
(Nature, 356, 607-609, 1994) dokazuje, Ze signaly
zprost¥edkované CD28 kostimuluji my3i T lymfocyty a zabramnuji
indukci anergie u klont T lymfocyt. (viz také patenty
Spojenych Stattd &. 5 434 131, 5 770 197, a 5 773 253, a
mezindrodni patentové p¥ihlasky &. WO 93/00431, WO 95/01994,
WO 95/03408, WO 95/24217, a WO 95/33770).

Z vySe uvedeného je jasné, Ze T lymfocyty vyZzaduji dva
typy signadltt od bunék prezentujicich antigen (APC) pro
aktivaci a néslednou diferenciaci efektorové funkce. Zaprvé
je zde antigen-specificky signdl vznikajici pro interakcich
mezi TCR na T Ilymfocytech a molekuldch MHC prezentujicich
peptidy na APC. Zadruhé zde je signdl na antigenu nezavisly,
ktery je zprost¥edkovadvan interakci CD28 se Cleny rodiny B7
(B7-1 (CD80) nebo B7-2 (CDB6)). Zpodatku bylo nejasné, kam
pYesn& do prost¥edi imunitni reaktivity CTLA-4 pat¥i. Mysi
CTLA-4 byl poprvé identifikovan a klonovan autory Brunet et
al. (Nature, 328, 267-270, 1987) jako souldst hledéani



molekul, které jsou p¥ednostné exprimovany na cytotoxicﬁych T
lymfocytech. Lidsky CTLA-4 byl identifikovédn a klonovan
kratce nato autory Dariavach et al. (Eur. J. Immunol., 18,
1901-1905, 1988). Molekuly CTLA-4 myS8iho a lidského plvodu
maji pribli¥n& celkem ze 76 % homologni sekvence a DbliZi se
k Gplné identit& sekvenci svych cyto plazmatickych domén
(Dariavach et al., Eur. J. Immunol., 18, 1901-1905, 1988).
CTLA-4 je ¢len imunoglobulinové (Ig) velké rodiny
("superfamily") proteind. Rodina Ig je skupina proteint,
které sdileji kli&ové strukturni charakteristické vlastnosti
bud variabilnich (V) nebo konstantnich (C) domén Ig molekul.
C¢lenové Ig rodiny, bez omezeni, zahrnuji samotné
imunoglobuliny, molekuly hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) (tj. MHC t¥idy I a II) a molekuly TCR.

V roce 1991, Linsley et al. (J. Exp. Med., 174, 561-569,
1991) navrhovali, Ze CTLA-4 je druhy receptor pro B7. Podobné
Harper et al. (J. Immunol., 147, 1037-44, 1991) prokéazali, Ze
molekuly CTLA-4 a CD28 jsou blizce p¥ibuzné u mySi a Clove€ka,
co se tyce sekvence, exprese RNA, genové struktury
a lokalizace chromozomi. (Viz také Balzano et al., Int. J.
Cancer Suppl., 7, 28-32, 1992). Dals8i dikaz pro tuto dlohu
byl =ziskdn funk&nimi studiemi. Nap¥iklad Lenschow et al.
(Science, 257, 789-792, 1992) prokéazal, Ze CTLA-4-Ig
indukoval dlouhodobé p¥eZivani Bt&pd pankreatickych ostravki.
Freeman et al. (Science, 262, 907-909, 1993) zkoumal dlohu
CTLA-4 u mySi s deficitem B7. Zkoumdni ligandd pro CTLA-4 Jje
popséno v praci Lenschow et al. (P.N.A.S., 90, 11054-11058,
1993) . Linsley et al. (Science, 257, 792-795, 1992) popisuje
imunosupresi in vivo prost¥ednictvim rozpustné formy CTLA-4.
Linsley et al. (J. Exp. Med. 176, 1595-604, 1992) pfipravili
protilatky, které v&%i CTLA-4 a které nereaguji zk¥iZené
s CD28 a uzavreli, Ye CTLA-4 je exprimovdn spolecné
(koexprimovan) s CD28 na aktivovanych T lymfocytech

a kooperativn& reguluje adhezi T lymfocyth a aktivaci



prost¥ednictvim B7. Kuchroo et al. (Cell, 80, 707-18, 1995)
prokdzali, %e kostimulani molekuly B7-1 a B7-2 odlisné
aktivovaly vyvojové metabolické drahy Thl/Th2. Yiqun et al.
(Int. Immunol. 8, 37-44, 1996) prokédzali, Ze existuji odlisné
po¥adavky na kostimula&ni signdly od &lent rodiny B7 pomoci
klidovych versus nov& aktivovanych pamé&tovych T lymfocytl
va&i rozpustnym upominacim antigenim. (Viz také de Boer et
al., Eur. J. Immunol., 23, 3120-5, 1993).

N&kolik skupin v&dct navrhovalo alternativni nebo
rozdilné interakce receptor/ligand pro CTLA-4 ve srovnéni s
CD28 a dokonce pY¥emydleli o t¥etim B-7 komplexu, ktery byl
rozpoznadvan prost¥ednictvim protilatky BB1l. (Viz napf¥iklad
Hathcock et al., Science, 262, 905-7, 1993, Freeman et al.,
Science, 262, 907-9, 1993, Freeman et al., J. Exp. Med., 178,
2185-92, 1993, Lenschow et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 90, 11054-8, 1993, Razi-Wolf et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 90, 11182-6, 1993 a Boussiotis et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 90, 11059-63, 1993). Ale
Freeman et al. (J. Immunol., 161, 2708-15, 1998) diskutovali
zjist&ni, Ze protildtka BBl véaZe molekulu, ktera je totoZna
s bun&®nou povrchovou formou CD74, a tudiZ BBl mAB vaZe
protein odli¥ny neZ je B7-1, a tento epitop se také vyskytuje
na proteinu B7-1. Toto zjisté&ni tedy vyZadovalo prostor pro
opd&tné uvaZeni studii s pouZitim BB1 mAB v analyze exprese
a funkce CD8O.

Podinaje rokem 1993 s kulminaci v roce 1995 zacali védci
didle zp¥estiovat dGlohu CTLA-4 ve stimulaci T lymfocytd.
Nejd¥ive s pouZitim monoklondlnich protilatek proti CTLA-4
Walunas et al. (Immunity, 1, 405-13, 1994) poskytli dikaz, Ze
CTLA-4 ma¥e plsobit jako negativni regulédtor aktivace
T lymfocytl. Potom Waterhouse et al. (Science, 270, 985-988,
1995) prokézali, Ze my8i s deficitem CTLA-4 akumulovaly
T lymfoblasty s aktivovanymi aktivadnimi wmarkery wve svych

lymfatickych uzlinidch a slezin&. Blasty také infiltrovaly



jatra, srdce, plice a pankreatickou tkéi, a mnoZstvi sérovych
imunoglobulin® bylo zvy&eno a T lymfocyty proliferovaly silné
a spontéann&, kdyZ Dbyly stimulovany prostf¥ednictvim T
bun&dného receptoru, ale byly senzitivni k bun&fné smrti
indukované obsazenim (zesit&nim, "cross-linking") receptorl
Fas a zaYenim gama. Waterhouse et al. uzav¥eli, Ze CTLA-4
ptisobi jako negativni reguldtor aktivace T lymfocytd a je
Zivotné dalezity pro kontrolu homeostazy lymfocytt.
V komenta¥i ve stejném vydani Allison a Krummel Science, 270,
932-933, 1995) diskutovali praci Waterhouse et al. jako
priikkaznou, %e CTLA-4 pusobi tak, Ze tlumi reaktivitu
T lymfocytli nebo mé& inhibi¢éni signdlni dlohu v aktivaci a
vyvoji T lymfocytl. Tivol et al. (Immunity, 3, 541-7, 1995)
také vytvorili my3i s deficitem CTLA-4 a prokédzali, Ze se u

t&hto my8i rychle vyvijeji 1lymfoproliferativni choroby

s multiorgénovou lymfocytérni infiltraci a tkéanovou
destrukci, s obzvlasté za&vaZnou myokarditidou a
pankreatitidou. Uzavreli, e CTLA-4 ma kli¢ovou tulohu

= -

v tlumeni aktivace T lymfocyt a udrZovani imunologické
homeostdzy. Krummel a Allison (J. Exp. Med., 182, 459-65,
1995) dale objasnili, Z%e CD28 a CTLA-4 maji opadné Gcinky na
reakci T lymfocytl na stimulaci. Vytvorili protildtku proti
CTLA-4 a zkoumali G&inky Jjeji vazby na CTLA-4 v systému
pouZivajicimu vysoce purifikované T lymfocyty. Ve svém &lanku
ukdzali, Ze p¥ritomnost nizkych hladin B7-2 na CZerstvé
explantované T lymfocyty miZe &&astedné€ inhibovat proliferaci
T lymfocytd a tato inhibice byla zprost¥edkovana interakcemi
s CTLA-4. Zk¥i¥enad vazba CTLA-4 spolu s TCR a CD28 silné
inhibuje proliferaci a sekreci IL-2 T lymfocyty. Konecné
vysledky ukdzaly, Ze CD28 a CTLA-4 pY¥edavaji opacné signaly,
které se zdaji byt sjednoceny T lymfocyty p¥i urdovani reakce
na antigen. Auto¥i tudiZ uzav¥eli, Ze vysledek stimulace
receptoru T lymfocytu antigenem je regulovan CD28

kostimuladnimi signaly, jakoZ i inhibi¢nimi signaly
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pochédzejicimi od CTLA-4. (Viz také Krummel et al., Int.
Immunol., 8, 519-23, 1996, a patent Spojenych Statt ¢&.
5 811 097 a mezindrodni patentovd p¥ihlaska WO 97/20574.)

Byla provadé&na celd ¥ada dal$ich pokustt pro dalsi
objasn&ni vySe uvedené funkce CTLA-4. Napiiklad Walunas et
al. (J. Exp. Med., 183, 2541-50, 1996) prostfednictvim
pouZiti protildtek anti-CTLA-4 navrhovali, Ze signadlni dréha
CTLA-4 nereguluje preZivani bunék nebo reaktivitu na IL-2,
ale inhibuje produkci IL-2 zavislou na CD28. Také Perrin et
al. (J. Immunol., 157, 1333-6, 1996) prokézali, Ze protilatky
anti-CTLA-4 pouzité u experimentalni alergické
encefalomyelitidy (EAE) exacerbovaly  nemoc a zvySily
Umrtnost. Exacerbace nemoci byla spojena se zvySenou produkci
encefalitogennich c¢ytokint TNF-alfa, IFN-gama a IL-2. Tito
autori tedy uzavreli, Ze CTLA-4 reguluje intenzitu
autoimunitni reakce u EAE, oslabuje produkci z&nétlivych
cytokind a klinickou manifestaci nemoci. (Viz také Hurwitz et
al., J. Neuroimmunol., 73, 57-62, 1997 a Cepero et al., J.
Exp. Med., 188, 199-204, 1998) (anti-CTLA-4 "vléasenkovy"
ribozym, ktery specificky rusi expresi CTLA-4 po prenosu genu
do my&iho modelu T lymfocytt).

Krom& toho Blair et al. (J. Immunol., 160, 12-5, 1998)
vyhodnotili pusobeni panelu CTLA-4 monoklondlnich protilatek
(mAb) na klidové 1lidské CD4+ T Ilymfocyty. Jejich vysledky
prokédzaly, Ze nékteré CTLA-4 wAb inhibovaly proliferaci
klidovych bun&ék CD4+ a prechodné stéddium bunédného cyklu od
GO0 do Gl. Inhibi&ni vliv CTLA-4 byl =zjevny béhem 4 hodin,
v dob&, kdy exprese buné&fného povrchového CTLA-4 nebyla
detekovatelnd. Ale dals8i CTLA-4 mAb nemély zjistitelny
inhibi&ni G&inek, co¥% indikovalo, Ze vazba mAb na samotny
CTLA-4 nebyla postadujici pro zprost¥edkovani uGtlumu reakci
T lymfocytt. Je 2zajimavé, Ze zatimco produkce IL-2 Dbyla
zastavena, inhibidni anti-CTLA-4 mAb umoznily indukci a

expresi genu preZivdni bun&k becl-X(L). Ve shodé s timto
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pozorovanim zlUstdvaly buiiky Zivotaschopné a po ligaci CTLA-4
nebyla zji&tovéana apoptdza.

Ve spojitosti s anergii Perez et al. (Immunity, 6, 411-
7, 1997) prokéazali, ¥e indukci anergie T lymfocytt bylo
zabranéno blokadou CTLA-4 a uzavreli, Ze vysledek
rozpozndvani antigenu T lymfocyty je urdovan interakci CD28
nebo CTLA-4 na T lymfocytech s molekulami B7. Také& Van Parijs
et al. (J. Exp. Med., 186, 1119-28, 1997) =zkoumali alochu
interleukinu 12 a kostimuldtord u anergie T lymfocytl in vivo
a nalezli, #e prost¥ednictvim inhibice 2zapojeni CTLA-4
v prubéhu indukce anergie byla  blokovéana proliferace
T lymfocytd a nebyla podnécovéna plnd diferenciace Thl. Ale
T lymfocyty vystavené antigenu vyvolavajicimu toleranci
v p¥itomnosti jak IL-12, tak protilatky anti-CTLA-4 nebyly
anergizoadvny a chovaly se identicky jako T lymfocyty, které
potkaly imunogenni antigen. Tyto vysledky svéd&¢i pro to, 2Ze
k indukci anergie in vivo p¥ispivaji dva procesy: zapojeni
CTLA-4, které ~vede k blokddé schopnosti T lymfocytt
proliferovat, a absence prototypového zanétlivého cytokinu,
IL-12, ktery zabratiuje diferenciaci T 1lymfocytd na Thil
efektorové butiky. Kombinace IL-12 a anti-CTLA-4 protilatky
byla postadujici ke konverzi normdlné tolerovaného stimulu na
imunogenni podnét.

Ve gpojitosti s infekcemi prokédzali McCoy et al. (J.
Exp. Med., 186, 183-7, 1997), Ze anti-CTLA-4 protilatky
znacn& zesilily a urychlily imunitni reakci T lymfocytd na
Nippostrongylus brasiliensis, coZ mélo za nésledek vydatnou
redukci podtu dospé€lych dervh a Casné ukonleni produkce
vajicek parazitem. (Viz také Murphy et al., J. Immunol., 161,
4153-4160, 1998) (Leishmania donovani) .

Ve spojitosti s rakovinou zavedli Kwon et al. (PNAS USA,
94, 8099-103, 1997) syngenni my8i model karcinomu prostaty a
zkoumali dv& odlisné manipulace, o kterych se pF¥edpokladalo,

Ye vyvolaji reakci proti karcinomu prostaty prost¥ednictvim
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zvySené kostimulaace T lymfocytd: 1) =zabezpefeni pT¥rimé
kostimulace prostatickymi rakovinnymi builkami transdukovanymi
tak, ¥e exprimovaly ligand B7-1 a ii) in vivo blokaéda CTLA-4
T 1lymfocytl zprost¥edkovand protildtkou, coZ zabrarovalo
dtlumu T lymfocytl. Bylo prokédzdno, Ze in vivo blokéda CTLA-4
zprost¥edkovand protilatkou zvys$ila imunitni reakci proti
karcinomu prostaty. Také Yang et al. (Cancer Res., 57, 4036-
41, 1997) studovali, zda blokdda funkce CTLA-4 vede
k zesileni protinddorové odpovédi T lymfocytd v rdGznych
stddiich nadorového rUstu. Na z&kladé in vitro a in vivo
vysledkd =zjistili, Ze blok&da CTLA-4 u jedincl s nadorem
zvy$ila kapacitu vytva¥et protinddorovou odpovéd T lymfocytu,
ale exprese tohoto zesilujiciho G&inku v jejich modelu byla
omezena na d&asnd stddia rGstu nadoru. DAale Hurwitz et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 95, 10067-71, 1998) =zjistili,
Ye vyvolani protinddorové reakce zprost¥edkované T lymfocyty
zavisi na zapojeni receptoru T lymfocytl hlavnim
histokompatibilnim komplexem/antigenem, jakoZz 1 ligace CD28
prost¥ednictvim B7. Ur¢ité nadory, jako napriklad karcinom
prsu SM1, byly refrakterni na imunoterapii anti-CTLA-4. A tak
diky pouZiti kombinace blokddy CTLA-4 a vakciny obsahujici
faktor stimulujici granulocytové a makrofédgové kolonie
exprimovany butikami SM1 byla pozorovana regrese parentdlnich
SM1 n&dort, navzdory neGdinnosti kaZdé jednotlivé 1écby
pouZité samotné. Tato kombinaéni 1é&ba méla za nasledek
dlouhotrvajici imunitu na SM1 a zavisela jak na CD4(+), tak
na CD8(+) T lymfocytech. Zjisténi svéd¢i pro to, Ze blokada
CTLA-4 pusobi na  Grovni buriky prezentujici antigen
pochézejici z hostitele.

Ve spojitosti s diabetem Luhder et al. (J. ExXp. Med.,
187, 427-32, 1998) injikovali anti-CTLA-4 mAb do TCR
transgenniho my$iho modelu diabetu v rtznych stéddiich nemoci.
Nalezli, %e =zapojeni CTLA-4 v dobé, kdy Jjsou poprvé
aktivovany potencidln& diabetogenni T lymfocyty, Jje klicovy
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jev, je-1i zapojeni tolerovéno, nastévad invaze ostrivka, ale
z0stadvd po celé mé&sice zcela nedkodnd. JestliZe =zapoeni
tolerovédno neni, inzulitida je mnohem agresivnéjs$i a rychle
vzniké& diabetes.

Ve spojitosti s imunizaci prost¥ednictvim vakciny
zjistili Horspool et al. (J. Immunol., 160, 2706-14, 1998),
Ye intaktni anti-CTLA-4 mAb, ale ne fragmenty Fab, tlumili
primdrni humordlni odpovéd na pCIA/beta gal bez ovlivnéni
upominaci reakce, coz naznaduje, Ze aktivace CTLA-4
inhibovala produkci Ab, ale ne instruovani ("priming")
T lymfocyti. Blokdda ligandd pro CD2B a CTLA-4, CD80 (B7-1) a
CD86 (B7-2), odhalila rozdilnou a nepf¥ekryvajici se funkci.
Blokdda CD80 p¥i inicidlni imunizaci kompletné zrusila
primdrni a sekunddrni Ab reakci, zatimco blokadda CD86 tlumila
odpovéd primarni, ale ne sekundadrni. Soucdasnd blokada CD80
+ CD86 byla méné& Gdinnd v tlumeni Ab reakci, neZ blokada
kazdého z nich samotného. Zesileni kostimulace
prostfednictvim spoledné injekce plazmidd exprimujicich B7
zvy8ilo CTL reakce, ale ne Ab odpovédi, a bez prikazu
asymetrie Thl k Th2. Tato =zjisténi svéd&i pro sloZité a
rozdilné dGlohy CD28, CTLA-4, CD80 a CD86 pri kostimulaci
T lymfocytd po vakcinaci nukleovou kyselinou.

Ve spojitosti s rejekci Stépu zjistili Markees et al.
(J. Clin. Invest., 101, 2446-55, 1998) v my8im modelu rejekce
koZniho alostépu, ze pf¥ijeti zpoCatku zaviselo na
p¥itomnosti IFN-gama, CTLA-4, a CD4(+) T lymfocytl. PY¥idéni
anti-CTLA-4 neb anti-IFN-gama mAb do laboratorniho protokolu
bylo spojeno s okamZitou rejekci Stépu, zatimco anti-IL-4 mAb
neméla Zadny ucinek.

Ve spojitosti s Glohou CTLA-4 ve vztahu k CD28,
Fallarino et al. (J. Exp. Med., 188, 205-10, 1998) vytvorili
transgenni mySi TCR/s deficitem genu 2 aktivujiciho
rekombindzu/ s CD28 divokym typem nebo s deficitem CD28,

které byly imunizovany néddorem exprimujicim  antigen.
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Instruované T lymfocyty od obou typad my8i produkovaly
cytokiny a proliferovaly p¥i reakci na stimulujici buliky bez
exprese B7. Av8ak =zatimco odpovéd CD28+/+ T lymfocytl
zesilena kostimulaci s B7-1, odpovéd CD28-/- T lymfocytu byla
siln& inhibovdna. Tato inhibice byla zruSena monoklondlni
protildtkou proti B7-1 nebo CTLA-4. Tedy CTLA-4 mohou G¢inné
inhibovat aktivaci T 1lymfocytl v nep¥itomnosti CD28, coZ
indikuje, Ze antagonismus signdlu zprost¥edkovaného TCR je
postadujcii pro vysvétleni inhibidéniho U&inku CTLA-4. Také
Lin et al. (J. Exp. Med., 188, 199-204, 1998) studovali
rejekci srdeCnich aloZtépl u myS8i s deficitem CD28. H-2(qg)
srdce byla transplantovédna do mys8i s alogennim divokym typem
nebo s deficitem CD28 (H-2(b)). Rejekce Stépu byla oddélena u
my3i s deficitem CD28 ve srovndni s mySmi s divokym typem.
Ofetf¥eni prijemct s divokym typem s CTLA-4 imunoglobulinem
(Ig) nebo s anti-B7-1 plus anti-B7-2 mAb vyznamné prodlouZilo
p¥e¥ivani alostépu. Na rozdil od toho, oSet¥eni mysSi s
deficitem CD28 s CTLA-4-Ig, anti-B7-1 plus anti-B7-2 mAb,
nebo blokujici anti-CTLA-4 mAb indukovalo akceleraci rejekce
alosté&pu. Tato zvy$end rychlost rejekce Stépu byla spojena se
zdva¥Zn&j8i infiltraci mononukledrnimi butitkami a zvySenymi
hladinami transkriptd IFN-gama a IL-6 v darcovskych srdcich
neoSet¥eného divokého typu a my$i s deficitem CD28 oSet¥enych
CTLA-4-Ig- nebo anti-CTLA-4 mAb. TudiZ negativni reguladni
Gloha CTLA-4 se Zi¥i za jeho potencidlni schopnost zabranit
aktivaci CD28 prost¥ednictvim kompetice o ligand. Dokonce 1
v nep¥itomnosti CD28 m& CTLA-4 inhibiéni G¢inek v regulaci
rejekce alostépu.

Byla také studovédna dal$i charakterizace exprese CTLA-4.
Napt¥iklad Alegre et al. (J. Immunol., 157, 4762-70, 1996)
navrhli, %e povrchovy CTLA-4 ije rychle internalizovan, coZz
mi%e vysv&tlit nizké hladiny exprese obecné zjiStované na
povrchu bun&k. Uzav¥eli, Ze jak CD28 tak IL-2 maji duleZité

Glohy v aktivaci exprese CTLA-4. Kromé& toho se zda, Ze
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akumulace CTLA-4 na bun&fném povrchu je primdrné regulovana
jeho rychlou endocytézou. Také Castan et al. (Immunology, 90,
265-71, 1997) na =zakladé in situ imunohistologickych analyz
exprese CTLA-4 naznadlili, Ze germindlni centra T lymfocytt,
kterd byla CTLA-4 pozitivni, mohou byt dilezitd pro imunitni
regulaci.

Podle toho ve svétle 8iroké a ust¥edni ulohy, kterou jak
se ukazuje, CTLA-4 ma v imunni reaktivité, by bylo Z&douci
vytvorit protildtky k CTLA-4, které mohou byt G¢inné
pouZivdny v imunoterapii. Navic by bylo Zadouci vytvo¥it
protilatky proti CTLA-4, které mohou byt pouZivany u
chronickych nemoci, u kterych Jje vyZadovédno opakované

podavani protilatek.

Popis obrazku

Obrazek 1 popisuje Yadu nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci té&Zkého Yetéze a lehkého Tetézce
kapa (x) imunoglobulinovych molekul podle wvyndlezu: 4.1.1
(obrazek 1A), 4.8.1 (obrazek 1B), 4.14.3 (obrazek 1C), 6.1.1
(obrazek 1D), 3.1.1 (obrazek 1lE), 4.10.2 (obrazek 1F), 2.1.3
(obrazek 1G), 4.13.1 (obrazek 1H), 11.2.1 (obrazek 1I),
11.6.1 (obrézek 1J), 11.7.1 (obrazek 1K), 12.3.1.1 (obrazek
1L) a 12.9.1.1 (obrazek 1M).

Obréazek 2 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanymi
aminokyselinovymi sekvencemi té&Zkého Yetézce 2z klonG 4.1.1,
4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1, 12.3.1.1, and 12.9.1.1 a aminokyselinova& sekvence
zdrodené 1linie DP-50 (3-33). Rozdily v aminokyselinové
sekvenci <z&rode¢né 1linie DP-50 a sekvenci v klonu jsou
zndzornény tudné&. Obrizek také ukazuje pozici sekvenci CDR1,

CDR2 a CDR3, které jsou vystinovany.
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Obréazek 3 ukazuje prifazeni sekvenci predikované
aminokyselinové sekvence té&zkého Yetézce klonu 2.1.3 a
zdrodené 1linie DP-65 (4-31). Rozdily v aminokyselinové
sekvenci z&rode&né linie DP-65 a sekvenci v klonu jsou
zndzorn&ny tudn&. Obrézek také ukazuje pozici sekvenci CDRI,

CDR2 a CDR3, které jsou podtrZeny.

Obrdzek 4 ukazuje ptrifazeni predikované aminokyselinové
sekvence lehkého Yet&zce kapa klond 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3,
6.1.1, 4.10.2 a 4.13.1 a zarodelné linie A27 aminokyselinové
sekvence. Rozdily v aminokyselinové sekvenci zarodec¢né linie
A27 a sekvenci v klonu jsou zndzornény tucné&. Obréazek také
ukazuje pozici sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky, které
jsou podtrZeny. Zjevné delece v Gseku CDR1 klonu 4.8.1,

4.14.3 a 6.1.1 jsou oznaleny symboly "0".

Obrazek 5 ukazuje p¥ifazeni predikované aminokyselinové
sekvence lehkého fetézce kapa klont 3.1.1, 11.2.1, 11.6.1, a
11.7.1 a zarodedné linie 012. Rozdily v aminokyselinové
sekvenci za&rodelné 1linie 012 a sekvenci v klonu Jsou
zndzorndny tudn&. Obrdzek také ukazuje pozici sekvenci CDR1,

CDR2 a CDR3 protilatky, které jsou podtrZeny.

Obrazek 6 ukazuje prirazeni predikované aminokyselinové
sekvence 1lehkého Yet&zce kapa klonu 2.1.3 a sekvenci
zadrode&né linie A10/A26. Rozdily v aminokyselinové sekvenci
zadrode&né 1linie A10/A26 a sekvenci klonu jsou znazornény
tun&. Obrazek také ukazuje pozici sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3
protilatky, které jsou podtrZeny.

Obréazek 7 wukazuje p¥ifazeni predikované aminokyselinové
sekvence lehkého tYet&zce kapa klonu 12.3.1 a sekvenci
zarode&né 1linie Al7. Rozdily v aminokyselinové sekvenci

zarodedné linie Al17 a sekvenci klonu jsou znédzornény tudné.
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Obrazek také ukazuje pozici sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3
protildtky, které jsou podtrZeny.

Obrézek 8 wukazuje prirazeni predikované aminokyselinové
sekvence lehkého tet&zce kapa klonu 12.9.1 a zarodec¢né linie
A3/A19. Rozdily v aminokyselinové sekvenci z&rodec¢né linie
A3/A19 a sekvenci klonu jsou zndzornény tulné. Obréazek také
ukazuje pozici sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 protilétky, které

jsou podtrZeny.

Obrazek 9 ukazuje souhrn N-koncové aminokyselinové sekvence
ziskany p¥imym proteinovym sekvencovanim téZkého a lehkého

Yetézce protiléatek.

Obrazek 10 wuvddi né&které dalsi charakteristiky nékterych
protildtek podle vyndlezu. Na obr. 10A Jjsou shrnuta data
tykajici se klont 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.14.3 a 6.1.1

Data tykajici se Kkoncentrace, isoelektrického fokusingu
(IEF) , SDS-PAGE, vyludovaci chromatografie, kapalinové
chromatografie/hmotové spektroskopie (LCMS) , hmotové

spektroskopie (MALDI), N-koncové sekvence lehkého FYeté&zce jso
uvedena. Dalgi detailni ddaje tykajici se IEF jsou na obr.
10B, data tykajici se SDS-PAGE na obr. 10C a SEC protilatky
klonu 4.1.1. na obr. 10D.

Obréazek 11 ukazuje expresi B7-1 a B7-2 na butitkdch Raji uZitim
monoklondlnich protilatek (mAb) anti-CD80O-PE and anti-CD86-
PE.

Obrazek 12 ukazuje na koncentraci zavislé zvySeni produkce
IL-2 v testu T 1lymfoblasti/Raji indukované blokujicimi
protildtkami anti-CTLA-4 (BNI3, 4.1.1, 4.8.1 a 6.1.1).



-
eeee sco0 o oo se

15

Obrazek 13 ukazuje na koncentraci zavislé zvyg&eni produkce
IFN-y v testu T lymfoblasti/Raji indukované blokujicimi
protilatkami anti-CTLA-4 (BNI3, 4.1.1., 4.8.1 a 6.1.1) (shodné

donorové T-bunky) .

Obrazek 14 ukazuje primé&rné zvySeni produkce IL-2 T-buiikami
ze 6 donoru indukovanych blokujicimi monoklondlnimi

protildtkami anti-CTLA-4 testu T-buliky blast/Raji.

Obr. 15 ukazuje primérné zvySeni produkce IFN-y T-burikami ze
6 donorti indukovanych blokujicimi monoklondlnimi protilatkami

anti-CTLA-4 testu T-bulliky blast/Raji.

Obr. 16 ukazuje prum&rné zvysSeni produkce IL-2 v hPBMC z 5
donor® indukovanych blokujicimi monoklondlnimi protilatkami
anti-CTLA-4 testu T-builky blast/Raji, mé&feno 72 hodin po

stimulaci SEA.

Obrazek 17 ukazuje prum&rné zvySeni produkce IL-2 v celé krvi
ze 3 donort indukovanych blokujicimi monoklondlnimi
protildtkami anti-CTLA-4 testu T-builky blast/Raji, mé&Y¥eno 72
a 96 hodin po stimulaci SEA.

Obrazek 18 ukazuje inhibici rlstu tumorl s protildtkou anti-

my8i CTLA-4 na modelu myS$iho fibrosarkomu.

Obrazek 19 ukazuje zvySeni podukce IL-2 indukované
protildtkami anti-CTLA4 (4.1.1 a 11.2.1) podle vynalezu
v testu T Dblast/Raji a Superantigen po 72 hodinéch
(mononukledrni bunky z celé krve a periferni krve ze 6

darcl) .
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Obrazek 20 ukazuje na davce zavislé zvySeni podukce IL-2
indukované protilatkami anti-CTLA4 (4.1.1 a 11.2.1) podle
vyndlezu v testu T blast/Raji a Superantigen po 72 hodinéch.

Obrédzek 21 ukazuje na davce =zavislé zvySeni podukce IL-2
indukované protildtkami anti-CTLA4 (4.1.1 a 11.2.1) podle
vyndlezu Vv testu a Superantigenu po 72 hodinéch, kde celéa

krev byla stimulovand 100 ng/ml superantigenu.

Obr. 22 ukazuje sérii dalsgich nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci nésledujicich ¥etézcl protilatek
anti-CTLA-4: tézky Yetézec 4.1.1 plné délky (cDNA 22(a),
genomickd sekvence 22(b), a aminokyselinovd sekvence 22 (c)),
aglykosylovany téZky Yetézec plné 4.1.1 (cDNA 22(d) a
aminokyselinova sekvence 22(e)), lehky Yetézec 4.1.1 (cDNA
22 (f) a aminokyselinovad sekvence 22(g)), té&Zky rYetézec 4.8.1
plné délky (cDNA 22 (h) a aminokyselinova sekvence 22(i)),

lehky Yetézec 4.8.1 (cDNA 22(j) a aminokyselinova sekvence

22(k)), tézky Yetézec 6.1.1 plné délky (cDNA 22(1) a
aminokyselinovad sekvence 22 (m)), lehky Fetézec 6.1.1 (cDNA
22(n) a aminokyselinova sekvence22(o)), tézky fetézec 11.2.1

plné délky (cDNA 22(p) a aminokyselinovad sekvence 22(qg)), a

lehky Yetézec 11.2.1 (cDNA 22 (r) a aminokyselinova sekvence
22 (s)) .

Podstata vynalezu

Predkladany vynélez v prvnim aspektu poskytuje
protilatku schopnou vazat CTLA-4, ktera obsahuje
aminokyselinovou sekvenci variabilniho dseku téZkého Fetézce
obsahujici souvislou sekvenci aminokyselin od sekvence FR1 do
sekvence FR3, ktery je kdédovan genem lidské rodiny Vy3-33, a

obsahuje alesporn jednu z aminokyselinovych substituci
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v sekvenci CDR1, CDR2 nebo sekvenci kostry, jak je uka&zéano na
obr. 2. Ve vyhodném provedeni vynadlezu aminokyselinova
sekvence obsahuje sekvenci vybranou ze skupiny obsahujici
SEKVENCI ID. ¢.1, SEKVENCI 1D. &. 2, SEKVENCI ID. C. 3;
SEKVENCI 1ID. 4, SEKVENCI 1ID. ¢. 5, SEKVENCI 1ID. ¢. 6,

SEKVENCI ID. 8, SEKVENCI ID. ¢. 9, SEKVENCI ID. C¢. 10,
SEKVENCI 1ID. 11, SEKVENCI ID. ¢. 12, SEKVENCI ID. C. 13,
SEKVENCI ID. 63, SEKVENCI ID. &. 64, SEKVENCI ID. C. 66,

x ¢ ¢ X

SEKVENCI ID. 68 a SEKVENCI ID. C. 70. V jiném vyhodném
provedeni protildtka d&le obsahuje sekvenci variabilniho

Useku lehkého fetézce, ktera obsahuje sekvenci vybranou ze

skupiny obsahujici SEKVENCI ID. C. 14, SEKVENCI ID. C. 15,
SEKVENCI ID. ¢. 16, SEKVENCI ID. ¢. 17, SEKVENCI ID. C. 18,
SEKVENCI ID. ¢. 19, SEKVENCI ID. ¢. 20, SEKVENCI ID. C. 21,
SEKVENCI ID. ¢. 22, SEKVENCI ID. ¢. 23, SEKVENCI ID. C. 24,
SEKVENCI ID. ¢. 25, SEKVENCI ID. €. 26, SEKVENCI ID. C. 65,
SEKVENCI ID. ¢. 67, SEKVENCI ID. C. 69, a SEKVENCI ID. C. 71.

P¥edkladany  vynélez ve druhém  aspektu poskytuije
protilatku, kterd obsahuje aminokyselinovou sekvenci té&zkého
Yet&zce obsahujici SEKVENCI ID. €. 1 a aminokyselinovou
sekvenci variabilniho <dseku lehkého TYetézce obsahujici
SEKVENCI ID. C. 14.

Treti aspekt predkladaného vynélezu poskytuje
protilatku, kterd obsahuje aminokyselinovou sekvenci téZkého
Yet&zce obsahujici SEKVENCI ID. ¢. 2 a variabilni
aminokyselinovou sekvenci lehkého fetézce obsahujici SEKVENCI
1D. C. 15.

Ctvrty aspekt predkladaného vynalezu poskytuje
protildtku, kterd obsahuje aminokyselinovou sekvenci téZkého
Yet&zce obsahujici SEKVENCI ID. ¢. 4 a variabilni
aminokyselinovou sekvenci lehkého Yetézce obsahujici SEKVENCI
p. C. 17.

Paty aspekt predkladaného vynédlezu poskytuje izolovanou

lidskou monoklondlni protilatku, kterd je schopnad véazat s na
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CTLA-4. Ve vyhodném provedeni vyndlezu je protilétka schopna
kompetovat o vazbu s CTLA-4 s protilédtkou vybranou ze skupiny
obsahujici protilatky 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1,
4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 a 12.9.1.1.
V jiném vyhodném provedeni maji protildtky v podstaté
podobnou vazebnou specificitu k CTLA-4 Jjako protilatky
vybrané ze skupiny obsahujici protilatky 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,
12.3.1.1 a 12.9.1.

V jedt& dal8im vyhodném provedeni  vynéalezu  Jjsou
protildtky vybrény ze skupiny obsahujici protilatky 3.1.1,
4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1, 12.3.1.1 a 12.9.1.1. V jesté dalsim provedeni
p¥edklddaného vynédlezu neni protildtka k¥izové reaktivni s
CTLA-4 niZ&ich savcl, kdy vyhodné k niZ3im savcim pat¥i druhy
jako je my8, potkan/krysa a kralik, nejvyhodnéji mysS a
potkan/krysa. V jiném vyhodném provedeni Jje protiléatka
k¥iZov& reaktivni s CTLA-4 primatd, zejména vyhodné& primaty
rodu makak (Macaca), jako M. fascicularis (cynomologni m.) a
M. mullata (m. rhesus) . V dal&im vyhodném  provedeni
protilatka vykazuje selektivitu pro CTLA-4 ve srovnani s
CD28, B7-2, CD44 a hIgGl vyS881 neZ 100:1 a vyhodné€ 500:1 nebo
vySSi. V dal&im vyhodném provedeni je vazebnd afinita
protildtky 10° M nebo vyZ8i a vyhodn& 10'° M nebo vyS3i.
V jiném vyhodném provedeni protiladtka inhibuje wvazbu mezi
CTLA-4 B7-2 s ICsy, men3i neZ 100 nM a vyhodné& menS$i neZ 0,38
nM. V daldim vyhodném provedeni protilédtka inhibuje wvazbu
mezi CTLA-4 B7-1 s ICs, mend3i neZ 100 nM a vyhodné& mensSi neZ
0,50 nM. V Jjiném vyhodném provedeni protilatka zvySuje
produkci IL-2 v testu T bun&k blast/Raji o 500 pg/ml nebo
vice a vyhodn& o 3846 pg/ml nebo vice. V jiném vyhodném
provedeni protildtka zvySuje produkci IFN-y v testu T bunék
blast/Raji o 500 pg/ml nebo vice a vyhodné o 1233 pg/ml nebo

vice. V je3t& dalsim vyhodném provedeni protilédtka zvySuje
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produkci IL-2 v superantigenovém testu hPBMT nebo celé krve o
500 pg/ml nebo vice. V jiném vyhodném provedeni protilatka
zvySuje produkci IFN-y v testu T bun&k blast/Raji o 500 pg/ml
nebo vice a vyhodn& o 1233 pg/ml nebo vice. V jesté dalSim
vyhodném provedeni protiléatka zvysuje produkci IL-2
v superantigenovém testu hPBMT nebo celé krve o 500 pg/ml

[

nebo vice a vyhodn& o 1500 pg/ml a vice nebo o 30 % vice,
vyhodn& o 50 % vice ve srovnadni s kontrolou.

P¥edkladany vynalez v Sestém aspektu poskytuje
humanizovanou protilétku, kterd m& v podstaté podobnou
vazebnou specificitu k CTLA-4 jako protilatky vybrané ze
skupiny obsahujici protiléatky 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2,
4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 1i.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 a
12.9.1.1. Ve vvyhodném provedeni mneni protilatka k¥iZovéeé
reaktivni s CTLA-4 niZ8ich savcl, kdy vyhodné k niZSim savcam
pat¥i druhy jako je my$%, potkan/krysa a kralik, nejvyhodné&ji
my8 a potkan/krysa. V jiném vyhodném provedeni je protilatka
k¥iZ%ov& reaktivni s CTLA-4 primdtd, jako je zejména vyhodné
"cynomolgni" makak (Macaca fascicularis) a makak ‘"rhesus"
(Macaca mullata). V dald3im vyhodném provedeni protilétka
vykazuje selektivitu pro CTLA-4 ve srovnani s CDh28, B7-2,
CD44 a hIgGl vyS381i neZ? 100:1 a vyhodné 500:1 nebo vyS3si.
V dal&im vyhodném provedeni je vazebnd afinita protilatky 10°°
M nebo vy&%i a vyhodn& 10 M nebo vys8i. V jiném vyhodném
provedeni protildtka inhibuje wvazbu mezi CTLA-4 B7-2 s ICs
mendi neZ 100 nM a vyhodné mendi nez 0,38 nM. V dalSim
vyhodném provedeni protildtka inhibuje vazbu mezi CTLA-4 B7-1
s ICs, mendi ne¥ 100 nM a vyhodné& mensi nez 0,50 nM. V jiném
vyhodném provedeni protilatka zvy8uje produkci IL-2 v testu s
T blasty/butikami Raji o 500 pg/ml nebo vice a vyhodné o 3846
pg/ml nebo vice. V jiném vyhodném provedeni protiléatka
zvyduje produkci IFN-y v testu T blast/Raji o 500 pg/ml nebo
vice a vyhodn& o 1233 pg/ml nebo vice. V jeSté daldim

vyhodném provedeni protiléatka zvy8uje produkci IL-2
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v superantigenovém testu hPBMT nebo celé krve o 500 pg/ml
nebo vice. V jiném vyhodném provedeni protildtka zvySuje
produkci IFN-y v testu T bun&k blast/Raji o 500 pg/ml nebo
vice a vyhodn& o 1233 pg/ml nebo vice. V jedté&€ dalSim
vyhodném provedeni protiléatka zvy8uje produkci IL-2
v superantigenovém testu hPBMT nebo celé krve o 500 pg/ml
nebo vice a vyhodn& o 1500 pg/ml a vice, nebo o 30 % vice,
vyhodné& o 50 % vice ve srovnadni s kontrolou.

P¥edkladany vynélez v sedmém aspektu poskytuje
protilatku, ktera se vaZe CTLA-4, a kterd obsahuje
aminokyselinovou sekvenci té&Zkého ¥etézce obsahujici 1lidské
sekvence FR1, FR2, a FR3 kédované genem lidské rodiny Vg3-33,
ktery je operativné& spojen ve dtecim ré&mci se sekvenci CDRI,
CDR2 a CDR3, ptric¢emZ sekvence CDRl1, CDR2 a CDR3 jsou
nezdvisle vybrany ze sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 uvedenych na
obr. 2. Ve vyhodném provedeni protildtka podle vyndlezu dale
obsahuje jakékoliv somatické mutace v sekvencich FR1, FR2 a
FR3, jak je ilustrovano na obr. 2.

P¥edkladany vyndlez v osmém aspektu poskytuje protilatku
vazajici se Kk CTLA-4, kterd obsahuje aminokyselinovou
sekvenci t&Zkého reté&zce obsahujici lidské sekvence FR1l, FR2,
a FR3 kb6édované genem lidské rodiny Vy3-33, ktery je
operativné spojen ve d&tecim ramci se sekvenci CDR1, CDR2 a
CDR3, ptridemZ protildtka ma& nésledujici vyhodné wvlastnosti:
vazebnou afinitu pro CTLA-4 10° M nebo vy%%i, inhibuje vazbu
mezi CTLA-4 a B7-1 s ICs, 100 nM nebo niZz8i, inhibuje wvazbu
mezi CTLA-4 a B7-2 s ICso 100 nM nebo nizsi a zvySuje produkci
cytokinu v testu lidskych T lymfocytl o 500 pg/ml nebo vice.
P¥edkladany vyndlez v devatém aspektu poskytuje protilatku
vazajici se k CTLA-4, kterd obsahuje aminokyselinovou
sekvenci t&Zkého F¥et&zce obsahujici lidské sekvence FR1l, FR2,
a FR3 operativné€ spojené ve d&tecim rémci se sekvenci CDRI,
CDR2 a CDR3, nezavisle vybranou ze sekvenci CDR1l, CDR2 a CDR3

uvedenych na obr. 2 a 3, pf¥ifemZ protildtka mé& nésledujici
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vyhodné vlastnosti: vazebnou afinitu pro CTLA-4 10° M nebo
vy&8i, inhibuje vazbu mezi CTLA-4 a B7-1 s ICs 100 nM nebo
ni¥%i, inhibuje vazbu mezi CTLA-4 a B7-2 s ICso 100 nM nebo
nizsi a zvysuije produkci cytokinu v testu lidskych
T lymfocytd o 500 pg/ml nebo vice.

Predkliddany vynédlez v desatém aspektu poskytuje systém
bun&&né kultury pro testovdni stimulace T 1lymfocytd,
obsahujici kulturu 1lidskych T lymfoblastt kokultivovanych
(spole&n& kultivovanych) s butikami linie Raji. Ve vyhodném
provedeni T lymfoblasty Jjsou p¥ed kokultivaci opléachnuty
s bunéfnou linii Raji.

P¥edkladany vyndlez v jedenédctém aspektu poskytuje

zplisob testovadni pro mé&feni stimulace T lymfocytl, ktery
spodiva v tom, Ze se poskytne kultura lidskych T lymfoblastl
a bunék Raji, tato kultura se p¥ivede do kontaktu
s testovanym d&inidlem, a mé&¥i se produkce cytokint v této
kultufe.
P¥edkladany vynédlez ve dvanactém aspektu poskytuje
funk&ni test pro screening stimulacnich funkénich skupin
T lymfocytda, ktery spolivd v tom, Ze se poskytne kultura
lidskych T lymfoblast®i a bun&k Raji, tato kultura se pFfivede
do kontaktu s testovanou funkéni skupinou, a vyhodnoti se
produkce cytokind v této kulture.

P¥edkladany vynédlez ve t¥inActém aspektu poskytuje test
stimulace T 1lymfocytdl pro CTLA-4 inhibiéni funkce, ktery
spo&iva v tom, Ze se kultura kultura lidskych T lymfoblastd a
bunék Raji privede do kontaktu s testovanym <&inidlem a
vyhodnoti se produkce cytokinl v této kultufe.

P¥edkladany vynédlez ve dJdtrnactém aspektu poskytuje
zpusob testovani (screening) na stimulacéni aktivitu
T lymfocytd, ktery spolivd v tom, Ze se <&inidlo ptivede do
kontaktu s kulturou lidskych T lymfoblastd a bunék Raji a

vyhodnoti se produkce cytokind v této kultufe.
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V desatém a¥ <&trnactém aspektu vyndlezu se vyhodné
T lymfoblasty pf¥ed kultivaci s burikami Raji opléchnou.
V jiném vyhodném provedeni vyndlezu cytokiny jsou IL-2 nebo
IFN-y. Ve vyhodném provedeni vyndlezu se produkce cytokint
m&¥i v supernatantu izolovaném z kultury. Ve  vyhodném
provedeni je &inidlo protilatka a vyhodné se vaZe k CTLA-4.

P¥edkladany vynédlez v patnédctém aspektu poskytuje test
k m&¥eni stimulace T lymfocytl, ktery spodiva v tom, Ze se
poskytne populace lidskych mononukledrnich bunék periferni
krve nebo celé krve stimulovanych stafylokokovym
enterotoxinem A, kultura se ptrivede do kontaktu s ¢inidlem, a
mé¥1 se produkce cytokin® bunéénou populaci.

P¥edkladany vyndlez v Sestnadctém aspektu poskytuje
funk&ni test pro screening skupin se stimuladni funkci pro T
lymfocyty, ktery spoliva v tom, Ze se poskytne populace
lidskych mononukledrnich bunék periferni krve nebo celé krve
stimulovanych stafylokokovym enterotoxinem A, kultura se
p¥ivede do kontaktu s funk&ni skupinou, a m&¥i se produkce
cytokind bunédnou populaci.

P¥edkladany +vyndlez v sedmndctém aspektu poskytuje
stimuladni test T lymfocytd na inhibidni funkce CTLA-4, ktery
spoliva v tom, Z%e se populace lidskych mononukledrnich bunék
periferni krve nebo celé krve stimulovanych stafylokokovym
enterotoxinem A privede do kontaktu s dinidlem a vyhodnoti se
produkce cytokin® buné&dnou populaci.

P¥edkladany vynadlez v osmnactém aspektu poskytuje zplsob
screeningu ¢inidel na stimuladni aktivitu pro T lymfocyty,
ktery spolivad v tom, Ze se populace lidskych mononukledrnich
bunék periferni krve nebo celé krve stimulovanych
stafylokokovym enterotoxinem A p¥ivede do kontaktu s &inidlem
a vyhodnoti se produkce cytokint buné&dnou populaci.

Ve vyhodném provedeni Sestnactého aZ osmnadctého aspektu
predkléddaného vyndlezu je cytokin IL-2. V jiném vyhodném

provedeni je  produkce cytokind mé&Yena v supernatantu
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izolovaném =z kultury. Ve vyhodném provedeni je ¢&inidlo

protilatka a vyhodné& protildtka vazajici se na CTLA-4.

Podrobny popis vynédlezu

P¥edkladdany vynédlez poskytuje plné lidskou monoklonalni
protildtku proti lidskému CTLA-4. Vynadlez zejména poskytuje
také nukleotidova sekvence kd&édujici aminokyselinové sekvence
obsahujici t&Zky a lehky F¥et&zec imunoglobulinovych molekul,
zejména sekvence odpovidajici souvislym sekvencim t&Zkého a
lehkého Yet&zce z FR1 a CDR1 a CDR3 a FR4. Dale vynélez
poskytuje protildtky majici podobné vazebné vlastnosti jako
protildtky a protiladtky (nebo Jjiné antagonisty) majici
podobné funkce jako protilatky popsané ve vyndlezu. Také
poskytuje hybridomy exprimujici tyto imunoglobulinové

molekuly a také monoklondlni protilatky.

Definice

Pokud neni definova&no jinak, vé&decké a technické terminy
jsou v predklddané pr¥ihldSce uzivany v tom smyslu, jak jsou
odbornikovi obecné srozumitelné. Pokud ze souvislosti
nevyplyva& opak, terminy pouZité v jednotném d&isle zahrnuji i
mno¥né <&islo a terminy pouZité v mnoZném <isle zahrnuji i
jednotné <&islo. Obecné jsou nazvoslovi a metody pouzité
v této prihladSce v souvislosti s bun&fnymi a tkanovymi
kulturami, molekuléarni biologii, biochemii proteint,
oligonukleotid®l a polynukleotidd a hybridizadénim technikami
obecné znadmé a odbornikovi srozumitelné. pro rekombinantni
DNA, syntézu oligonukleotidli, tkarové kultury a transformace
byly uZity standardni postupy odbornikovi znamé (jako je
nap¥. elektroforéza, lipofekce atd.). Enzymatické reakce a
purifikadni metody se provadé€ly podle navodl vyrobce, nebo
obecn& znadmymi postupy a nebo jak je popséno zde. VSechny
zmin&né metody se provad&ly odbornikovi zndmym zpusobem, jak

byly popsany v obecnych p¥irulkdch, jako je nap¥. Sambrook et
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al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989, nebo ve
specifickych publikacich, které jsou dale v textu citovéany, a
tyto citace ijsou formou odkazu do p¥ihlaZky zahrnuty.
Nazvoslovi pou¥ité v p¥ihlasce v souvislosti s laboratornimi
postupy 2z oboru analytické chemie, organické syntetické
chemie a léka¥ské a farmaceutické chemie jsou obecné& uZivané
a odbornikovi zné&mé. Pro chemické syntézy, chemické analyzy,
p¥ipravu a formulaci farmaceutickych p¥ipravki a podavéani
p¥ipravkl pacientim a 1lédeni byly uZity standardni postupy

odbornikim znamé.

Nasledujici terminy uZivané v p¥ihlasSce maji, pokud neni
specificky uvedeno jinak, nasledujici vyznam:

Termin "izolovany polynukleotid" znamen& podle vynélezu
polynukleotid genomové DNA, c¢DNA nebo syntetického plvodu
nebo jakoukoliv jejich kombinaci, ktery je "izolovany" tim,
Ze 1) neni spojen ani s celym ani s &asti polynukleotidu, ve
kterém se "izolovany polynukleotid" naléza v p¥irodé, 2) Jje
operativné spojeny s polynukleotidem, se kterym neni
v prirodé spojen, nebo 3) v p¥irodé se nevyskytuje jako
soudast delsi sekvence.

Termin "izolovany protein" znamend podle vyndlezu
protein wvznikly na 2z&kladé c¢DNA, rekombinantni RNA nebo
syntetickym zplsobem nebo jakoukoliv jejich kombinaci, ktery
je "izolovany" vzhledem k ptivodu nebo vzniku tim, Ze 1) neni
spojen s proteiny tak, jak se nachazi v p¥irodég, 2)
neobsahuje dal&i proteiny ze stejného zdroje, nap?.
neobsahuje 2Zzadné dals8i proteiny z my$i, a 3) je exprimovan
butikami jiného biologického druhu, nebo 4) nevyskytuje se
v prirodée.

Termin "polypeptid" se wuzivd v popisu vynalezu jako
genericky termin a oznaduje nativni protein, fragmenty nebo

analogy polypeptidové sekvence. TudiZ nativni protein,

eescee
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fragmenty nebo analogy jsou "druhy" polypeptidovéh "rodu".
Vyhodné polypeptidy podle p¥edkladaného vynédlezu jsou napt.
molekuly té&zZkého ftetézce lidského imunoglobulinu a molekuly
lehkého feté&zce kapa 1lidského imunoglobulinu uvedené na
obr. 1, a také molekuly ©protilatek vytvo¥ené jejich
kombinaci, obsahujici molekuly té&zkého Yeté&zce s molekulami
lehkého  Yetézce, nap¥t. lehkého  FYetézce kapa lidského
imunoglobulinu, a také naopak, a také Jjejich fragmenty a
analogy.

Termin "p¥irozen€ se vyskytujici" nebo "vyskytujici se
v prirodé" se v popisu vyndlezu tyka skutelnosti, ze
p¥isludny predmét lze nalézt v p¥irodé. Tak nap¥. polypeptid
nebo polynukleotidova sekvence, které jsou p¥itomny
v organismu (v&etné virl) a které z takové p¥irodniho zdroje
mohou byt izolovdny a nebyly pF¥fitom za&amé&€rné <&lovékem
modifikovany, at uZ v laborato¥i nebo jinak, jsou "prirozené
se vyskytujici.

Termin "operativné& spojeny" v popisu vynédlezu oznaduje
to, Ze slozky Jjsou v takové pozici, kterd jim umoZnuje
zamy$8lenou funkci. Kontrolni sekvence operativné spojené
s kédujici sekvenci je ligovéna s kbédujici sekvenci takovym
zpUsobem, aby bylo dosaZeno exprese kddujici sekvence za
podminek vhodnych pro funkci kontrolni sekvence.

Termin "kontrolni sekvence" oznaduje Vv popisu vynélez
polynukleotidovou sekvenci, kterd je nutnd k expresi a obecné
k ¢innosti kédujici sekvence, ke které je ligovana
(pripojena) . Kontrolni sekvence jsou razné povahy
v zé&vislosti na hostitelském organismu: u prokaryotickych
organismi obsahuje kontrolni sekvence obecné promotor,
ribozomdlni vazebné misto a terminadni sekvenci transkripce,
u eukaryotickych organism& obsahuje kontrolni sekvence obecné
promotor a terminadni sekvenci transkripce. Termin "kontrolni
sekvence" zahrnuje jakoZto minimum v8echny sloZky, jejichZ

pritomnost je nezbytnid pro expresi a "zpracovani" DNA, pf¥itom
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miZe obsahovat jedt& daldi sloZky, JjejichZ pritomnost je
vyhodnd, nap¥. vedouci sekvenci ("leader") nebo partnerskou
fizni sekvenci.

Termin "polynukleotid" podle p¥edkladaného vynalezu
znamend polymerni formu nukleotidd délky nejméné 10 bazi, a
to Budto ribonukleotidl nebo deoxyribonukleotidd  nebo
modifikované formy obou t&chto typd nukleotidh. termin pritom
zahrnuje jak jedno¥etézcové tak dvoureté&zcové formy DNA.

Termin "oligonukleotid" podle vynalezu oznacuje
prirozené se vyskytujici i modifikované nukleotidy navazané
oligonukleotidovymi vazbami pF¥irozené se vyskytujicimi nebo
jinymi neZ prirozené se vyskytujicimi. Oligonukleotidy jsou
obecné podmnoZinou polynukleotidu a obsahuji p¥ibliZné 200
bazi nebo méné. Vyhodné oligonukleotidy obsahuji 10 aZ 60
bazi a nejvyhodnéji 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 nebo 20 az
40 bazi. Oligonukleotidy jsou obvykle jednoretézcové, napt.
oligonukleotidové sondy, ackoliv mohou byt i dvoufetézcové,
nap¥. pro konstrukci mutovanych genti. Oligonukleotidy podle
vyndlezu jsou budto "sense" nebo "antisense" oligonukleotidy.
Termin "pr¥irozené se vyskytujici oligonukleotidy" oznacduje
jak ribonukleotidy tak i deoxyribonukleotidy. Termin
"modifikované oligonukleotidy" oznaduje v popisu vynalezu
nukleotidy s modifikovanymi nebo substituovanymi cukernymi
skupinami a  podobné. Termin "oligonukleotidové  vazby"
oznacuje oligonukleotidové vazby jako je vazba
fosforothiocatova, fosforodithiocdtova, fosforoselenoatova,
fosfordiselenoatova, fosforoanilothoatova, fosforoanilada-
tova, fosforoamidadtova a dalgi. Viz nap¥. publikace LaPlanche
et al. Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al. J. Am.
Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein et al. Nucl. Acids Res.
16:3209 (1988); Zon et al. Anti-Cancer Drug Design 6:539
(1991) ; Zon et al. Oligonucleotides and Analogues:
A Practical Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford
University Press, Oxford England (1991)); Stec et al. U.S.
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Patent &. 5,151,510; Uhlmann and Peyman Chemical Reviews
90:543 (1990), které jsou =zahrnuty formou odkazu. VSechny
oligonukleotidy mohou byt pro detekci oznaleny, pokud je to
t¥eba.

Termin "selektivn& hybridizovat" znamend v popisu vynalezu
detekovatelné a specificky se  véazat. Polynukleotidy,
oligonukleotidy a jejich fragmenty podle vynédlezu selektivné
hybridizuji s Yetézci nukleovych  kyselin za  podminek
hybridizace a promyvani, kdy Jje minimalizovdno mnoZstvi
detekovatelné vazby nespecifickych nukleovych  kyselin.
Podminky s vysokou stringenci se uzivaji k dosazeni
selektivni hybridizace, coZ je odbornikim znédmo a bude zde
jedt& diskutovadno. Obecn& homologie sekvenci nukleovych
kyselin mezi polynukleotidy, oligonukleotidy a fragmenty
sekvenci nukleovych kyselin podle vynédlezu a poZadovanymi
nukleovymi kyselinami Jje nejmén& 80 % a vice, vyhodné
s rostouci homologii alespoii 85%, 90%, 95%, 99% a 100%. Dve&
aminokyselinové sekvence jsou homologni, pokud Jje zde
Cadstednd nebo Uplnd identita mezi jejich sekvencemi. Tak
nap¥. 85% homologie znamend, Ze 85 % aminokyselin je
identickych, kdyZ jsou dv& sekvence prifazeny ("alignment")
s dosa¥enim maximdlni shody ("matching"). Mezery (v jedné =ze
dvou prirazenych sekvenci) jsou povoleny, aby bylo dosaZeno
maximdlni shody, vyhodné jsou mezery velikosti 5 nebo kratsi,
nejvyhodn&j%i jsou mezery velikosti dv& nebo kratsi.
Alternativn& a vvyhodn&, dv& proteinové sekvence (nebo dvé
polypeptidové sekvence z nich odvozené dlouhé alesponn 30
aminokyselin) jsou homologni, ve smyslu zde uZivaného
terminu, pokud maji skére shody ptitazeni vyS8i nez 5 (v
jednotkdch standardni odchylky) p¥i uZiti programu ALIGN
s mutadni datovou matici a sankci za mezeru 6 nebo vice. Viz
Dayhoff, M.0O., in Atlas of Protein: Sequence and Structure,
str. 101-110 (Volume 5, National Biomedical Research

Foundation (1972)), a Supplement 2 k tomuto dilu, str. 1-10.
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Dv& sekvence nebo jejich &&sti jsou vyhodné& homologni, kdyZ
jejich aminokyseliny jsou z 50 %a vice identické p¥i dosaZeni
optimdlni shody p¥ifazeni v programu ALIGN. Termin "odpovida"
se v popisu vyndlezu u®ivd ve vyznamu, Z2ze polynukleotidové
sekvence je homologni (tj. identickd, nikoliv evolud&né
p¥ibuznad) s celou nebo J&asti referenini polynukleotidové
sekvence, nebo Ze polypeptidovd sekvence Jje identické
s referendni polypeptidovou sekvenci. Naproti tomu termin
"komplementarni" znamena, e komplementdrni sekvence je
homologni k &asti nebo celé polynukleotidové sekvence, ke
které se srovnadva. Tak pro ilustraci nukleotidové& sekvence
"TATAC" odpovida referencni sekvenci "TATAC" a je
komplementarni k referendni sekvenci "GTATA".

Nasledujici terminy se uZivaji k popisu wvztahl mezi

dvéma nebo vice polynukleotidovymi nebo aminokyselinovymi

sekvencemi : "referenéni sekvence", "srovnavaci okno",
"sekvenéni identita", "procento  sekvendéni identity" a
"podstatnd identita". "Referenéni sekvence" je definovéana

jako sekvence pouZitd jako 2zédklad pro srovnavani sekvenci,
referendni sekvence miZe byt podmnoZina vétsi sekvence, nap¥f.
segment c¢DNA plné délky nebo genové sekvence uvedené

v seznamu sekvenci, nebo muZe obsahovat celou c¢cDNA nebo

genovou sekvenci. Obecné je referencni sekvence dlouhé
alespoii 18 nukleotiddl nebo 6 aminokyselin, Casto 24
nukleotidli nebo 8 aminokyselin, a cdastéji alesponl 438

nukleotidd nebo 16 aminokyselin. JelikoZz v pfipadé dvou
polynukleotidll nebo aminokyselinovych sekvenci kazZdy/a& z nich
1) mGZe obsahovat sgekvenci (tj. ¢ast Uplné polynukleotidové
nebo aminokyselinové sekvence), kterd je pro obé molekuly
podobnd a 2) dédle miZe obsahovat sekvenci, kterd je pro obé
molekuly odli&nad, srovnadvani dvou nebo vice sekvenci se
provadi  obvykle pomoci @ tzv. "srovnavaciho okna" pro
identifikaci a srovnani lokélnich tsekl sekvencni

identity/podobnosti. Termin "srovnavaci okno" oznaduje

.o
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my$leny segment alespoil 18 souvisle po sobé nésledujicich
nukleotidovych pozic nebo 6 aminokyselin, kde
polynukleotidovd sekvence nebo aminokyselinovd sekvence miZe
byt srovndna s referendni sekvenci alespoil 18 souvisle po
sob& jdoucich nukleotidd nebo sekvenci 6 aminokyselin,
prigemZ dUsek polynukleotidové sekvence ve srovndvacim okné
mi¥e obsahovat adice, delece, substituce apod. (tj. mezery)
z 20 % nebo mén& ve srovnadni s referenéni sekvenci (které
neobsahuje adice nebo delece) pro dosaZeni optimdlni shody
p¥if¥azeni dvou sekvenci. Optimdlni p¥i¥azeni sekvenci pri
porovndvani srovnavacich oken miZe byt provadéno algoritmem
lokdlni homologie podle Smith a Waterman Adv. Appl. Math.
2:482 (1981), algoritmem  homologniho  p¥ifazeni podle
Needleman and Wunsch J. Mol. Biol. 48:443 (1970), metodou
vyhledédvani podobnosti podle Pearson and Lipman Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 85:2444 (1988), poclitaCovou implementaci
téchto algoritmi (GAP, BESTFIT, FASTA, a TFASTA v programovém
baliku Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0 od
Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.),
nebo v programovém baliku Geneworks nebo MacVector), nebo
prohliZenim, a nejlep3i pfitazeni (které vede k nejvyssimu
procentu homologie ve srovndvacim okné) ziskané ruznymi
metodami se vybere.

Termin "sekvendni identita" znamend identitu dvou
polynukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvenci (tj. jsou
identické na béazi nukleotid za nukleotidem nebo zbytek =za
zbytkem) ve srovnavacim okné. Termin "procento sekvendcni
identity" oznaluje hodnotu, kterd se vypolte porovnanim dvou
optimdlné p¥i¥azenych sekvenci ve srovnavacim okné a urdenim
podtu pozic, kde jsou identické baze (napf. A, T, C, G, U
nebo I) nebo aminokyselinové zbytky v obou sekvencich, &imZ
se ziskd polet shodnych pozic, a tento podet shodnych pozic
se d&li celkovym podtem pozic ve srovnadvacim okné (tj.

velikosti okna) a vysledek se vynasobi 100, <&imZ se dostane

ooy
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hodnota procenta sekven&ni identity. Termin "podstatna
identita" v p¥ihla3ce oznaduje vlastnosti polynukleotidové
nebo aminokyselinové sekvence, kdy polynukleotidova nebo
aminokyselinovd sekvence obsahuje sekvenci, kterd m& alespoti
85% sekvendni identitu, vyhodn& alespori 90 aZ 95% sekvencni
identitu, a nejvyhodn&ji a nejobvykleji alespoil 99% sekvendni
identitu p¥i srovnadni s referen&ni sekvenci ve srovnavacim
okné& velikosti alespoti 18 nukleotidd (6 aminokyselin), c&asto
velikosti alespoifi 24 a% 48 nukleotidl (8 aZ 16 aminokyselin),
kdy procento sekven®ni identity se vypo¢itédva ze srovnani
referen®ni sekvence se sekvenci, kterd miZe obsahovat delece
nebo adice ptredstavujici nejvySe 20 % celkové referencni
sekvence ve srovnavacim okné.

V popisu vyndlezu se pro oznaleni 20 esenci&lnich
aminokyselin uZivaji  konvencni zkratky, viz publikace
Immunology - A Synthesis (2nd Edition, E.S. Golub and D.R.
Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass. 20 (1991)),
kterd Jje vloZena formou odkazu. Stereoisomery dvaceti
konven&nich aminokyselin (nap¥. D-aminokyseliny), pfirodné se
nevyskytujici aminokyseliny, jako nap¥. a-, o-disubstituované
aminokyseliny, N-alkylaminokyseliny, kyselina mlé&nad a dalsi
neobvyklé aminokyseliny mohou byt také vhodné sloZky
polypeptida podle pf¥edkladaného vynalezu. K prikladim
neobvyklych aminokyselin pat¥i: 4 -hydroxyprolin,
y-karboxyglutamdt, €-N,N,N-trimethyllysin, ¢-N-acetyllysine,
O-fosfoserin, N-acetylserin, N-formylmethionin,
3-methylhistidin, 5-hydroxylysin, o-N-methylarginin, a dalsi
podobné aminokyseliny (nap¥. 4-hydroxyprolin). P¥i oznacovani
polypeptidu v popisu vyndlezu je vlevo amino-koncova <cast
a vpravo karboxy-koncova gast polypeptidu v souladu
s konvenci odbornikovi znémou.

Obdobn&, pokud neni specifikovano jinak, levy konec
jedno¥et&zcové polynukleotidové sekvence je 5'-konec a tudiZ

smdr vlevo u dvoufet&zcové polynukleotidové sekvence Je

svee
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oznacCovan jako 5'-smér. Smé&r od 5'-konce do 3'-konce, kterym
vznikd RNA transkript je oznacovdn jako smér transkripce,
Useky DNA fetézce majici stejnou sekvenci jako RNA, leZici
5'-smérem od 5'-konce RNA transkriptu jsou oznalovany jako
"upstream" (tj. proti sméru transkripce) sekvence, Useky DNA
Yet&zce majici stejnou sekvenci jako RNA, leZzici 3'-smérem od
3'-konce RNA transkriptu jsou oznacovany jako "downstream"
(tj. po sméru transkripce) sekvence.

P¥i aplikaci na polypeptidy termin "podstatnad identita"
znamena, Ze dvé peptidové sekvence, pokud Jjsou optimdlné
prifazeny, jako nap¥. v programu GAP nebo BESTFIt p¥i poZiti
pfedem nastavenych hodnot vahy mezery, sdileji alespoil 80%
sekvenéni identitu, vyhodn& alespori 90% sekvendni identitu,
vyhodné€ji 95% sekvendni identitu a nejvyhodn&ji alespon 99%
sekvendcni identitu. Vyhodné  aminokyselinové zbytky v
pozicich, které nejsou identické, se 1i81 konzervativni
substituci aminokyseliny. Konzervativni aminokyselinové
substituce jsou vzadjemné zamény takovych aminokyselin, které
maji podobné postranni Yeté&zce. tak nap¥t. skupiny
aminokyselin s alifatickym postrannim ¥Yet&zcem obsahuje
glycin, alanin, valin, leucin a isoleucin, skupina
aminokyselin majicich alifaticky-hydroxylovy postranni
Yet&zec obsahuje serin a threonin, skupina aminokyselin
s postrannim fYetézcem obsahujicim amidovou skupinu obsahuje
asparagin a glutamin, skupina aminokyselin majicich
aromatické postranni Yetézce obsahuje fenylalanin, tyrosin a
tryptofan, skupina aminokyselinmajicich bazicky postranni
Yet&€zec obsahuje 1lysin, arginin a histidin, a skupina
aminokyselin majicich postranni Yetézec obsahujici siru
obsahuje cystein a methionin. V¥hodné skupiny aminokyselin
pro konzervativni substituce jsou: wvalin-leucin-isoleucin,
fenylalanin-tyrosin, 1lysin-arginin, alanin-valin, glutamat-

aspartat a asparagin-glutamin.
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Jak jiZ bylo diskutovano, mensi variace v aminokyselinové
sekvenci protilatek nebo imunoglobulinovych molekul jsou
zahrnuty v p¥edkladaném vynadlezu, za pY¥edpokladu, Ze variace

udrZuji alesponl 75%, vyhodn&ji alespoil 80%, 90% nebo 95% a

nejvyhodn&ji 99% sekvendni identitu. Zejména sem pat¥i
konzervativni substituce aminokyselin. Konzervativni
substituce jsou takové substituce, které se odehravaji

v rdmci rodiny aminokyselin, které Jjsou pF¥ibuzné svymi
postrannimi skupinami. Geneticky k&édované aminokyselin se
obecné d&li do rodin: (1) kyselé = aspartat, glutamat, (2)
bazické = lysin, arginin, histidin, (3) nepolarni = alanin,
valin, 1leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin, methionin,
tryptofan, a (4) nenabité polarni = glycin, asparagin,
glutamin, cystein, serin, threonin, tyrosin. Vyhodnéjsi
rodiny Jjsou: serin a threonin tvo¥i rodinu alifatickou-
hydroxylovou, asparagin a glutamin tvo¥i rodinu obsahujici
amidovou skupinu, alanin, wvalin, leucin a isoleucin tvori
alifatickou rodinu, a fenylalanin, tryptofan a tyrosin tvori
aromatickou rodinu. Tak nap¥. Jje rozumné oclekdvat, zZe
izolované nahrazeni 1leucinu isoleucinem nebo valinem,
aspartdtu glutamdtem, threoninu serinem nebo podobné nahrady
aminokyselin strukturné p¥ibuznymi aminokyselinami, nebudou
mat zavazny vliv na vazebné nebo jiné vlastnosti vysledné
molekuly, =zejména pokud se néhrady nebudou tykat oblasti
kostry. Zda zaména aminokyseliny vedla k funkénimu peptidu
lze okamziteé oveérit testovanim specifické aktivity
polypeptidového  derivatu. P¥isludné testy Jsou Vv této
prihla8ce podrobné popsény. Fragmenty nebo analogy protiléatek
nebo imunoglobulinovych molekul mohou byt odbornikem snadno
pr¥ipraveny. Vyhodné amino-konce nebo karboxy-konce fragmentt
nebo analogli se vyskytuji v blizkosti hranic funk&nich domén.
Strukturni a funk&éni domény wmohou byt identifikovany
srovnanim nukleotidové a/nebo aminokyselinové sekvence s daty

ve verejnych nebo soukromych databédzich sekvenci. Vyhodné se

.
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uzivaji poditacové metody k identifikaci sekvenénich motiva
nebo predikci proteinovych konformadnich domén, které se
vyskytuji u jinych proteint, jejichZ struktura a/nebo funkce
je zné&md. Metody k identifikaci proteinovych sekvenci, které
se skléddaji do znémych trojrozmérnych struktur, jsou
odborniktim znamy (viz nap¥. Bowie et al. Science 253:164
(1991)). Cili p¥edchézejici p¥iklady ukazuji, Ze odbornik je
schopen rozeznat motivy a strukturni konformace, které 1lze
uzit pro definovani strukturnich a funk&nich domén podle
predkladaného vynélezu.

V¥hodné aminokyselinové substituce jsou takové, které:
(1) redukuji citlivost k proteolyze, (2) redukuji citlivost
k oxidaci, (3) méni wvazebnou afinitu pro vytvatejici se
proteinové komplexy, (4) méni vazebné afinity a (5) poskytuji
nebo modifikuji jiné fyzikalné-chemické nebo funkdéni
vlastnosti takovych analog. Analogy mohou obsahovat rltizné
muteiny sekvence odli&né od pfirozené se vyskytujici
peptidové sekvence. Tak nap¥. jednoduchd nebo vicendsobna
aminokyselinovad substituce (vyhodné konzervativni substituce
aminokyselin) se miZe provést v p¥irozené€ se vyskytujici
sekvenci (vyhodné v &&sti polypeptidu mimo doménu/domény

z

tvorici intermolekuléarni spojeni) . Konzervativni
aminokyselinové substituce by nem&la podstatné zm&nit
strukturni charakteristiky pavodni (parent&lni) sekvence
(napf. nadhrada aminokyseliny by nem&la naruSit Sroubovicovou
strukturu parentédlni molekuly nebo narudit Jjiné typy
sekundarnich struktur charakteristickych pro parentdlni
sekvenci) . P¥iklady v oboru znamych sekundarnich a
tercidrnich struktur polypeptidd byly popsédny napt¥. Vv
publikacich Proteins, Structures and Molecular Principles
(Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984)),
Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze,

eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)), a Thornton

.
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et at. Nature 354:105 (1991), které jsou vloZeny formou
odkazu.

Termin "polypeptidovy fragment" oznacuje v predkladané
p¥ihlaSce polypeptid s deleci amino-konce a/nebo karboxy-
konce, pricemz zbyvajici aminokyselinova sekvence je
identickd s odpovidajicimi pozicemi pfirozené se vyskytujici
sekvence, dedukované nap¥. na =z&kladé cDNA plné délky.

Fragmenty jsou typicky dlouhé alespoil 6, 6, 8 nebo 10

aminokyselin, vyhodn& alespoil 14 aminokyselin a nejvyhodné&ji

alesponi 20 aminokyselin, obvykle vSak alesponl 50 aminokyselin
a jesté vyhodnéji alesporl 70 aminokyselin.

Termin "analog" v popisu vynédlezu znamend polypeptid,
ktery obsahuje segment alespori 25 aminokyselin, ktery ma
podstatnou identitu s Gsekem dedukované aminokyselinové
sekvence a kterd mé& alespoil jednu z nésledujicich vlastnosti:
(1) specificky se vaZe k CTLA-4 =za vhodnych vazebnych
podminek, (2) m& schopnost blokovat wvazbu CTLA-4 s jeho
receptorem, nebo (3) m& schopnost inhibovat rist bunék
exprimujicich CTLA-4 in vitro mnebo in vivo. Typicky
polypeptidové analogy obsahuji konzervativni aminokyselinové
substituce (nebo adice nebo delece) vzhledem k prirozené se
vyskytujici sekvenci. Analogy jsou typicky dlouhé alespoil 20
aminokyselin, vyhodn& alespoil 50 aminokyselin nebo del&i, a
Gasto jsou dlouhé stejnd jako p¥irozené se vyskytujici
polypeptid plné délky.

Peptidové analogy jsou obecné ve farmaceutickém primyslu
uzivany jako nepeptidové 1lédiva s vlastnostmi analogickymi
s pavodnim (templatovym) peptidem. Tyto typy mnepeptidovych
sloutenin se nazyvaji "peptidovd mimetika" nebo také
"peptidomimetika" (viz Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29
(1986) ; Veber and Freidinger TINS p.392 (1985); and Evans et
al. J. Med. Chem. 30:1229 (1987)). Takové slouleniny jsou
obvykle vyvijeny pomoci poclitalového modelovani molekul.

Peptidomimetika strukturné podobnd terapeuticky uZiteénym

veee
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peptidim se mohou  uZit pro dosazeni ekvivalentniho
terapeutického nebo profylaktického G&inku. Obecné jsou
peptidomimetika strukturné podobnéa "paradigmatickému"
peptidu (tj. polypeptidu, ktery méd po¥adované biochemické

vlastnosti nebo farmakologickou aktivitu), Jjako jsou nap¥.

protilatky, ale m& jednu nebo vice peptidovych vazeb
nahrazenych vazbou vybranou ze skupiny obsahujici: --CH,NH--,
--CH,S--, --CH,-CH;--, ~--CH=CH--(cis a trans), --COCH,--,
--CH(OH)CH,--, a --CH;SO--, a sgice metodami, které jsou

odborniktiim zné&my. Systematickd substituce Jjedné nebo vice
aminokyselin kanonickou sekvenci D-aminokyselin stejného typu
(tj. nap¥. D-lysin misto L-lysinu) se miZe vyuZit k p¥ipravé
stabilnéjsich peptidi. Krom& toho "nep¥irozené" peptidy
obsahujici kanonickou sekvenci nebo v podstat& identickou
variaci mohou byt pFripraveny metodami, které jsou odbornikim
znamy (viz nap¥. Rizo a Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387
(1992)), napt. p¥iddnim vnit¥nich cysteinovych  zbytkua
schopnych tvo¥it intramolekuldrni disulfidické mistky, které
cyklizuji peptid.

Terminy "protilé&tka" nebo "protilatkovy peptid" se tykaji
intaktni protilatky nebo jejiho vazebného fragmentu, ktery
kompetuje s intaktni protilatkou o specifickou vazbu. Vazebné
fragmenty se ptipravuji technikami rekombinantni DNA nebo

enzymatickym nebo chemickym Stépenim intaktnich protiléatek.

K vazebnym fragmentim pat¥i fragmenty Fab, Fab', F(ab'),, Fv
a jednof¥etézcové protilatky. Protilatky jiné nez
"bispecifické" nebo '"bifunk&ni" jsou takové, které maji

v8echna sva& vazebnd mista identickd. Protildtka podstatné
inhibuje adhezi receptoru na "protireceptor", kdyZ pF¥istup
protilatky sniZuje mnozstvi receptoru vazaného na
"protireceptor" alespomn o 20 %, 40 %, 60 % nebo 80 %, obvykle
alespoil o vice neZ 85 % (méY¥eno kompetitivnim vazebnym testem

in vitro) .

e
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Termin "epitop" oznaduje jakoukoliv proteinovou
determinantu schopnou specificky se véazat na imunoglobulin
nebo receptor T-butiky. Epitopové determinanty jsou obvykle
tvo¥eny chemicky aktivnim povrchovym seskupenim molekul jako
jsou aminokyseliny nebo cukerné postranni ¥Yetézce a obvykle
maji specifické trojrozm&rné strukturni vlastnosti a také
specifické vlastnosti pokud jde o mndboj. Protilatka se
specificky vAZe na antigen, kdyZ disociaéni konstanta je
menSi nebo rovna 1 puM, vyhodné€ mensi nebo rovna 100 nM a
nejvyhodnéji je mensi nebo rovna 10 nM.

Termin "&inidlo"™ nebo "agens" oznacuje Vv p¥ihlasce

chemickou sloucdeninu, smés chemickych sloudenin, biologickou

makromolekulu nebo extrakt pripraveny z biologickych
materigla.

Termin "znalka" a/nebo "znaleny" Vv popisu vynalezu
znamend inkorporaci detekovatelného markeru, tj. nap¥t.

vloZenim radioaktivné znacdené aminokyseliny nebo navazani
biotinylovych skupin k polypeptidu, které pak mohou byt
detekovany znacdenym avidinem (tj. straptavidin obsahujici
fluorescenéni marker nebo enzymatickou aktivitu, které mohou
byt detekovany optickymi nebo kolorimetrickymi metodami.
Mohou byt pouZity rtzné metody znacdeni polypeptidd a
glykoproteinti, které jsou odbornikim zna&dmé. K prikladim
znalek pro polypeptidy pat¥i, aniZ by vylet byl omezujici,
nésledujici: radioisotopy nebo radionuklidy (nap¥. °H, *cC,
N, 3%s, %y, %Tc, MiIn, %1, 1), fluorescendni znalky
(nap¥. FITC, rhodamin, lanthanidfosfory), enzymatické znacky
. (napt. k¥enova peroxidaza, p-galaktosidaza, luciferaza,
alkalickd fosfataza), chemiluminiscenéni znacky, biotinylové
skupiny, predeterminované polypeptidové epitopy rozpoznavané
sekunddrni reportérovou molekulou (nap¥. péarové sekvence
leucinového zipu, vazebnd mista pro sekunddrni protiléatku,
domény vazajici kov, epitopové znacky) . V né€kterych

provedenich vyndlezu jsou znalky navazany prostrednictvim
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oddélovaciho raminka (spaceru) rtzné délky, aby se redukovaly
potencidlni sterické zabrany.

Terminy "farmaceutické <dinidlo" nebo ‘"farmaceuticky
pripravek" nebo "lé&ivo" se v popisu vyndlezu uZivaji
k oznadeni chemickych sloudenin, které jsou schopné vyvolat
poZadovany terapeuticky ud¢inek, pokud jsou spravné podavany
pacientovi. Dalsi chemické terminy Jsou v predkladané
p¥ihlasce uzZivany ve smyslu, ktery je obvykly a odbornikim
zndmy, napt¥. Jjak je uvedeno ve slovniku The McGraw-Hill
Dictionary of Chemical Terms (Parker, S., Ed., McGraw-Hill,
San Francisco (1985)).

Termin "antineoplézické <&inidlo" oznaduje <inidlo, které
ma takové funkdéni vlastnosti, Ze inhibuje vyvoj nebo progresi
neopléazii u <¢lovéka, zejména malignich (rakovinnych) 1ézi,
jako je napt¥. karcinom, sarkom, lymfom nebo leukémie. Castou
vlastnosti antineoplazického ¢inidla je inhibice metastéaz.

"V podstat& <disty" =znamend v p¥edkladané pF¥ihl&asce
znamena, Ze pY¥edmétny druh je pr¥evladdajici pritomny druh (tj.
na moldrni dGrovni je hojnéjsi nez jakykoliv jiny druh
pritomny ve sloueniné), vyhodné& " v podstaté <dista" frakce
je ptripravek, kde p¥edmétny druh je zastoupen alespoil z 50 %
(na molarnim z&kladé€) mezi vSemi pritomnymi makromolekulami.
Obecné v podstaté <&isty pripravek obsahuje vice neZ 80 %
vEech druhtt makromolekul p¥itomnych v p¥ipravku, vyhodnéji
vice nez 85 %, 90 %, 95 % a 99 %. Nejvyvhodnéji je predmétny
druh purifikovéan do nezbytné homogenity (konven¢nimi metodami
nelze detekovat kontaminujici druhy molekul), pY¥icemz

pripravek je v podstaté tvoren jedinym druhem makromolekuly.

Struktura protiléatky

Zadkladni strukturni jednotka protilatky je, Jak je
znadmo, tvo¥ena tetramerem. KaZdy tetramer je sloZen ze dvou
identickych dvojic polypeptidovych Fetézcl, p¥icemZ kaZdy par
obsahuje jeden "lehky" (p¥ibliZné& 25 kDa) a jeden "té&zZky"
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(p¥ibliZné 50 aZ 70 kDa) Yetézec. Amino-koncova d¢ast kaZdého
fetézce obsahuje variabilni UGsek sloZeny p¥iblizné ze 100 aZ
110 nebo i vice aminokyselin, primarné€ zodpovédny za
rozpozndni antigenu. Karboxy-koncova <&ast kaZdého feté&zce
definuje konstantni dUsek primadrné zodpovédny za efektorové
funkce. Lidské lehké retézce jsou klasifikovany jako kapa a
lambda lehké FYetézce. Lidské téZké fetézce jsou klasifikovany
jako mi (p), delta, gama, alfa a epsilon a definuji isotyp
protilatky oznalovany jako IgM, IgD, IgG, IgA, a IgE,
v uvedeném poradi. Uvnit¥ tézkého a 1lehkého Yetézce jsou
variabilni a konstantni Gsek spojeny Ulsekem "J" velikosti 12
nebo vice aminokyselin, p¥iemZz té&Zky Fetézec obsahuje navic
usek "D" velikosti 10 a vice aminokyselin (pro obecny p¥ehled
., ed.,

2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)), kterd je celad =zahrnuta

viz publikace Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W

formou odkazu. Variabilni dseky kaZdé dvojice té&zky/lehky
Yetézec vytva¥eji vazebné misto protilétky.
TakZe intaktni IgG md dvé vazebnd mista. AZ na bifunkd&ni
nebo bispecifické protilatky, tato vazebnd mista jsou shodna.
V8echny tetézce maji stejnou obecnou strukturu relativné
konzervativniho Useku kostry (FR) spojeného t¥emi
hypervariabilnimi useky, které se nazyvaji Gseky
determinujici komplementaritu, zkrédcené& CDR. tUseky CDR =ze
dvou Yetézcl z kaZdého paru jsou spojeny Usekem kostry, coZ
umoZiuje vazbu na specificky epitop. Ve sm&éru od N-konce
k C-konci, té&Zky a lehky F¥etézec obsahuji domény FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 and FR4. PY¥itrazeni aminokyselin ke kazdé
doméné€ je v souladu s definici podle Kabata: Seguences of
Proteins of Immunological Interest (National Institutes of
Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), nebo publikacemi
Chothia & Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), Chothia et
al. Nature 342:878-883 (1989).
Bispecifickd nebo bifunkéni protiladtka Jje uméla

hybridni protildtka obsahujici dva rUzné pary té&Zky/lehky
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Yet&zec a dvé odlisnad vazebnid mista. Bispecifické protilatky

mohou byt pripraveny ¥adou metod, nap¥. faGzi hybridomi nebo

spojenim fragmentl Fab” (viz Songsivilai & Lachmann Clin. Exp.

Immunol. 79: 315-321 (1990), Kostelny et al. J. Immunol.

148:1547 1553 (1992)). Krom& toho bispecifické protilatky
mohou byt tvoYeny jako tzv. "diabodies" (Holliger et al.
"'Diabodies': small bivalent and bispecific antibody

fragments" PNAS USA 90:6444-6448 (1993)) nebo "Janusiny"
(Traunecker et al. "Bigpecific single chain molecules
(Janusins) target cytotoxic 1lymphocytes on HIV infected
cells" EMBO J 10:3655-3659 (1991), Traunecker et al.
"Janusin: new molecular design for bispecific reagents" Int J
Cancer  Suppl 7:51-52 (1992)). Produkce bispecifickych
protildtek je proces relativn& narolny na praci ve srovnani
s produkci konven&nich protildtek a vyt&Zky i stupefl &istoty,
kterych se dosahuje, jsou obvykle niZ$i pro bispecifické
protildtky. Bispecifické protilatky neexistuji ve formé
fragment majicih jedno vazebné misto (jako Jjsou napt.

fragmenty Fab, Fab' a Fv).

Lidské protilatky a humanizace protilétek

P¥i pouZiti 1lidskych protiladtek nedochdzi k nékterym
problémim, které jsou spojeny s protiladtkami, které obsahuji
variabilni a/nebo konstantni dUseky =z protilatek mySi nebo
potkana. P¥itomnost proteind pochézejicich z my3i nebo
potkana vede k tomu, Ze se zvySuje clearance a protilatka
mi¥e vyvolat imunitni reakci u pacienta. Aby se zabrénilo
uzivani protildtek pochdzejicich z my8i nebo potkana, bylo
navr¥eno vyvinout humanizované protilatky nebo p¥ipravit plné
lidské protilatky tim, Ze se vnesou funkce 1lidskych
protildtek do hlodavce, ktery pak bude produkovat protilatky

majici plné lidské sekvence.

seee
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Lidské protilatky

Schopnost klonovani a rekonstrukce 1lidskych lokusu
velikosti megabdzi v YAC (umé&lych kvasinkovych chromozdmech a
jejich vneseni do my8ich zarodelnych bunék poskytuji velmi
G&inné metody ke zjisté&ni funk&nich komponent velmi velkych
nebo jen hrub& zmapovanych lokusli a k vytvo¥eni uZiteénych
modelt lidskych nemoci. Kromé€ toho uziti takové technologie
k nahrazeni my8ich lokusd jejich 1lidskymi  ekvivalenty
poskytuje jedinedné informace o expresi a regulaci produktl
lidskych gen v prub&hu vyvoje, jejich komunikaci s jinymi
systémy a jejich G¢ast v indukci a rozvoj nemoci.

DileZitou praktickou aplikaci takové strategie je
“humanizace” my$iho humordlnho imunitniho systému. Vneseni
lidskych imunoglobulinovych (Ig) 1lokust do mySi, jejiz
endogenni Ig geny byly inaktivovény, nabizi moZnost zkoumat
mechanismus programované exprese a sgestavovani protildtek a
také jejich roli ve vyvoji B lymfocytt. Kromé€ toho tato
strategie poskytuje ide&lni zdroj pro produkci
monokolondlnich plné& 1lidskych protildtek jakoZto vyznamny
milnik na cesté& ke splnéni prislibu protildtkovych terapii
lidskych nemoci. OCekdva se, Ze plné 1lidské protiléatky
minimalizuji imunitni a alergické reakce, které jsou vlastni
my$im protilatkam nebo protilatkém z nich derivatizovanych, a
tudiZz =zvy8i Dbezpednost a Gdinnost podavani protilatek.
Podavani plné 1lidskych protildtek bude z&sadné vyhodné pro
1éCeni chronickych a rekurentnich nemoci, jako jsou zanétliva
a autoimunitni onemocn&ni a rakovina,kdy je t¥eba opakované
podavani protiléatek.

Jeden =z p¥istupd k dosaZeni tohoto cile je metodami
genového inZenyrstvi upravit mySi kmeny deficientni v tvorbé
protiladtek pomoci velkych fragmentu lidskych Ig lokust
s ofekédvanim, Ze takto modifikované my8i budou tvo¥it velky
repertodr lidskych protildtek aniZ by  tvorily my3i

protilatky. Velké fragmenty 1lidské 1Ig =zachovaji velkou

ese
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genovou diverzitu a také spravnou regulaci tvorby a exprese
protilétek. Vzhledem k vyuZiti mechanismi@ my8iho organismu
pro diverzifikaci a selekci protilatek a nep¥itomnosti
imunologické tolerance k lidskym proteinlm, reprodukovany
repertodr lidskych protildtek v téchto my8ich kmenech by
mélo vést k vysokoafinitnim protildtkdm proti jakémukoliv
poZadovanému antigenu, v&etné& 1lidskych antigenti. UZitim
technologie hybridom& mohou byt snadno pripravovany a
selektovany antigenné specifické monoklondlni protilétky.
Tato obecnd strategie byla poprvé demonstrovdna ve
spojeni s vytvorenim prvnich kment my$i XenoMouse™, jak bylo
publikovdno v r. 1994 (viz Green et al. Nature Genetics 7:13-
21 (1994)). Kmeny XenoMouse™ byly geneticky manipulovany
pomoci umé€lych kvasinkovych chromozémi (YAC) obsahujicich
fragmenty velikosti 245 a 190 kb se =z&rode&nou konfiguraci
lokust pro lidsky té&Zky Yet&zce 1lidsky lehky tet&zec kapa,
obsahujici jadro sekvenci konstantniho a variabilniho dseku.
YAC obsahujici lidské Ig se ukézaly jako kompatibilni s my3im
systémem jak pro nové uspotddédni tak expresi protildtek a
byly vhodné pro substituci inaktivovanych my&ich Ig genli. To
bylo prokédzéno jejich schopnosti indukovat vyvoj B-lymfocytt,
vytva¥et dospély repertodr pln& 1lidskych protilatek a
vytvaret antigenné& specifické 1lidské mni protilatky. Tyto
vysledky také vedly k pY¥edpokladu, Ze vneseni velkych &&asti
lidskych Ig 1lokusG obsahujicich wvelky po&et V genti, dalsi
regulacni elementy a 1lidské konstantni dseky, by mohlo
v podstaté€ opakovat plny repertodr, ktery je charakteristicky
pro lidskou imunitni humor&lni reakci na infekci a imunizaci.
Prace Greena et al. byla neddvno rozdi¥ena o vneseni vice neZ
80 % repertodru lidskych protildtek prost¥ednictvim fragmentt
YAC velikosti megab&zi obsahujicich zarodelnou konfiguraci
lokust pro lidsky té&Zky Ffet&zec a lidsky lehky FYet&zec kapa
do myS8i XenoMouse™ (viz nap¥. Mendez et al. Nature Genetics

15:146-156 (1997), Green a Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-
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495 (1998), patentovad ptihlagka U.S. Serial No. 08/759,620,
podana 3.12.1996, vloZend formou odkazu).

Tento experimentidlni p¥istup byl dédle diskutovan a popséan

v patentové p¥ihldsce U.S. 07/466,008, podané 12.1.1990,
07/610,515, podané 8.11.1990, 07/919,297, podané 24.7.1992,
07/922,649, podané 30.7.1992, 08/031,801, podané 15.3.1993,
08/112,848, podané 27.8.1993, 08/234,145, podané 28.4.1994,
08/376,279, podané 20.1.1995, 08/430, 938, podané 27.4.1995,
081464,584, podané ©5.6.1995, 08/464,582, podané 5.6.1995,
08/463,191, podané 5.6.1995, 08/462,837, podané ©5.6.1995,
08/486,853, podané 5.6.1995, 08/486,857, podané 5.6.1995,
08/486,859, podané 5.6.1995, 08/462,513, podané 5.6.1995,

08/1724,752, podané 2.10. 1996, a 08/759,620, podané
3.12.1996. Viz také publikace Mendez et al. Nature Genetics
15:146-156 (1997) a Green a Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-
495 (1998). Viz dale také Evropsky patent EP 0 463 151 B 1,
udéleni zve¥ejnéno 12.6. 199s6, mezindrodni patentova
p¥ihladka &. W094/02602, publikovand 3.2.1994, mezinarodni
patentovd prihlagka &. WO 96/34096, publikovand 31.10.1996, a
mezindrodni patentovd p¥ihlaska &. WO 98/24893, publikovana
11.6.1998. Vyndlezy popsané ve vySe citovanych patentech,
prihlaskach a publikacich jsou v Uplnosti formou odkazu
zahrnuty v p¥edkladané prihlasce.

Alternativni p¥istup pouZity dalgimi, nap¥. firmou
GenPharm International, Inc., vyuZil tzv. “minilokusu”. PTi
této metodE& je exogenni Ig lokus napodoben vloZenim kouskl
(jednotlivych gentl) z Ig lokust. TakZe se vytvo¥i konstrukt,
obsahujici jeden nebo vice Vy genli, jeden nebo vice Dy gent,
jeden nebo vice Jy genu, konstantni UtGsek p a druhy konstantni
tsek (vyhodné konstantni Usek gama), vhodny pro inzerci do
zvitfete. Takové metody byly popsany v patentu U.S. ¢&.
5,545,807, Surani et al., a U.S. &. 5,545,806, 5,625,825,
5,625,126, 5,633,425, 5,661,016, 5,770,429, 5,789,650, a
5,814,318, v8echny Lonberg a Kay, a U.S. ¢&. 5,591,669,
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Krimpenfort a Berns, U.Ss. c. 5,612,205, 5,721,367 a
5,789,215, Berns et al., a U.S. &. 5,643,763 Choi a Dunn, a
U.S. patentové p¥ihlasky GenPharm International ¢.
07/574,748, podana 29.8.1990, &. 07/575,962, podana
31.8.1990, ¢&. 07/810,279, podand 17.12. 1991, 07/853,408,
18.3.1992, ¢&. 07/904,068, podand 23.6.1992, ¢&. 07/990,860,
podana 16.12.1992, &. 08/053,131, podanéa 26.4.1993,
&. 08/096,762, podana 22.6.1993, ¢. 08/155,301, podané
18.11.1993, &. 08/161,739, podand 3.12.1993, ¢&. 08/165,699,
podand 10.12.1993, ¢&. 08/209,741, podand 9.3.1994, jejichz
Gplné popisy jsou zahrnuty formou odkazu. Viz také Evropsky
patent ¢.0 546 073 B 1, mezindrodni patentové p¥ihlasky
WO 92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670,
WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436,
WO 97/13852, a WO 98/24884, jejichZz UGplné popisy Jjsou také
zahrnuty formou odkazu. Viz také publikace Taylor et al.,
1992, Chen et al., 1993, Tuaillon et al., 1993, Choi et al.,
1993, Lonberg et al., (1994), Taylor et al., (1994), and
Tuaillon et al., (1995) a Fishwild et al., (1996), které jsou
také plné zahrnuty formou odkazu.

Pivodci Surani et al., ve vySe citovaném vynalezu
p¥ihlasSovatele Medical Research Counsel ("MRC"), p¥ipravily
transgenni mySi majici Ig lokus metodou minilokust. Pavodci
vynadleztl firmy GenPharm International Lonberg a Kay navrhli
inaktivaci endogenniho my$iho Ig lokusu spojenou s podstatnou
duplikaci préce Surani et al.

Vyhodou metody minilokusl je predevsim rychlost, s jakou
mohou byt konstrukty obsahujici dseky Ig lokust vytvareny a
vkléddany do  zvirtat. AvSak soucasné nevyhodou metody
minilokust je to, Ze vnesenim malého po¢tu V, D, a J genu se
vnese nedostatenad diverzita. A skutecné publikované préace
potvrzuji tyto obavy. Vyvoj B-lymfocytl a tvorba protildtek
u zvi¥at p¥ipravenych metodou minilokusl jsou nedostatecné.

TudiZ vyzkum, ktery byl zdkladem pro p¥edklédany vynélez, byl
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zam&¥en na vneseni velkych Usek Ig lokusl, aby bylo dosaZeno

velké diverzity a aby byl rekonstituovdn cely imunitni
repertodr.
Lidskd anti-myS8i ©protilatkova reakce (HAMA)  vedla

priamysl k pripravé chimérickych nebo jinym zplsobem
humanizovanych protilatek. JelikoZ chimérické protilatky maji
lidsky konstantni Usek a my8i variabilni UGsek, olekdva se, Ze
bude pozorovana urditd 1lidskd antichimérickd protiléatkova
reakce (HACA), =zejména p¥i chronickém nebo mnohodavkovém
pouziti protilatky.

Je tudiZ pot¥ebné poskytnout plné lidské protiléatky proti
CTLA-4, aby bylo moZné odstranit obavy a také ovlivnit HAMA
nebo HACA reakce.

Humanizace protilatek a metody displeje

Jak bylo jiZz diskutovadno vySe ve spojitosti s tvorbou
lidskych protilatek, je vyhodné p¥ipravovat protilatky se
sniZenou imunogenicitou. Toho 1lze do jisté miry dosdhnout
metodami humanizace a displeje uZitim vhodnych knihoven. Je
znamo, Ze mwmyS8i protildtky nebo protilatky 2z jinych druht
mohou byt humanizovany nebo primatizovany metodami, které
jsou v oboru dob¥e zné&my, viz nap¥. Winter a Harris Immunol
Today 14:43-46 (1993) a Wright et al. Crit. Reviews 1in
Immunol. 12125-168 (1992) . PoZadované protilatky 1lze
ptipravit metodami rekombinantni DNA substituci domén CH1,
CH2, CH3, kloubové domény a/nebo domény kostry odpovidajicimi
lidskymi doménami (viz WO 92/02190 a U.S. patenty &.
5,530,101, 5,585,089, 5,693,761, 5,693,792, 5,714,350, a
5,777,085). Také pouZiti Ig cDNA pro konstrukci chimérickych
Ig gend je odborniktm znadmo (viz nap¥. Liu et al. P.N.A.S.
84:3439 (1987) a J. Immunol. 139:3521 (1987)). mRNA se
izoluje z hybridomd  nebo jinych  bunék produkujicich
protilatku a uZije se pro ptripravu cDNA. PoZadovana cDNA se

pak amplifikuje nap¥. polymerdzovou FYreté&zovou reakci (PCR)
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u¥itim specifickych primerd (viz U.S. patenty &. 4,683,195 a
4,683,202). Alternativné se pt¥ipravi knihovna a provede se
jeji screening, d&imZz se izoluje poZadovand sekvence. DNA
sekvence kédujici variabilni Gsek protilatky se pak fazuje se
sekvenci lidskou konstantni sekvenci. Sekvence 1lidskych
konstantnich Gsekd lze najit v publikaci Kabat et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, N.I.H.

publication no. 91-3242. Lidské geny C usekt jsou okamZité

H\

k dispozici ze znadmych klonG. Vyb&r isotypl se tid
poZadovanymi efektorovymi funkcemi, Jjako Jje mnap¥. fixace
komplementu, nebo aktivita v bun&fné cytotoxicité zavislé na
protilatkach. Vyhodné isotypy jsou IgGl, IgG2, IgG3 a IgG4.
Zvlast&€ ~vyhodné isotypy protildtek podle predkladaného
vyndlezu jsou IgG2 a IgG4. Mohou byt uZity oba typy
konstantnich dUsekl lidského lehkého Yetézce kapa i lambda.
Chimérické humanizované protildtky se pak exprimuji obvyklym
zpusobem.

Protilatkové fragmenty jako nap¥. Fv, F(ab')2 a Fab se
pripravi 3tépenim intaktnich proteinti, nap¥. protedzami nebo
chemicky. Alternativné se pt¥ipravi zkrécené geny. Tak napt.
chiméricky gen k&édujici <&ast fragmentu F(ab'), by =zahrnoval
sekvence DNA k&édujici doménu CH1 a kloubovy tUsek H Yetézce,
pak by nasledoval transladni stop-kodon, aby vznikla zkrécené
molekula.

V jedné metodé€ se wuZiji kanonické sekvence kdédujici
J Useky té&Zkého a 1lehkého fetézce pro navrh sekvenci
oligonukleotidovych primerti, které se wuziji pro wvneseni
vhodnych restrik&nich mist do J UGsekd pro nésledné spojeni
segmentl V Useku se segmenty lidského C Useku. cDNA C Useku
miZe byt modifikovdna mistné& cilenou mutagenezi, aby se
umistila restrik&ni mista do analogickych pozic v lidské
sekvenci.

K expresnim vektortm pat¥i plazmidy, retroviry, kosmidy,

YAC, episomy odvozené z EBV, atd. Vhodnym vektorem je takovy,
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ktery kéduje funk&éné kompletni CH nebo CL sekvenci lidského
imunoglobulinu, s vhodné vloZenymi restrikénimi misty, takzZe
jakakoliv sekvence VH nebo VL miZe byt snadno vloZena a
exprimovana. V takovych vektorech dochéazi k sest¥ihu
zpravidla mezi donorovym sest¥ihovym mistem ve vloZeném
J UGseku a akceptorovym sest¥ihovym mistem, které predchazi
lidsky C dsek, a také v sest¥ihovych dsecich, které se
vyskytuji v lidskych CH exonech. Polyadenylace a terminace
transkripce se uskutedfiuje v p¥irozenych chromozomovych
mistech smé€rem "downstream" od kédujiciho tseku. Vysledni
chimérickd protilatka se miZe spojit s jakymkoliv silnym
promotorem, v&etné€ promotorl jako je retrovirovy LTR, napt.
¢asny promotor SV-40 (Okayama et al. Mol. Cell. Bio. 3:280

(1983)), LTR viru Rousova sarkomu (Gorman et al. P.N.A.S.

79:6777 (1982)), a LTR Moloneyho my8iho leukemickévo viru
(Grosschedl et al. Cell 41:885 (1985)), nativni promotory Ig
apod.

Kromé& toho 1lidské protiladtky nebo protildtky =z jinych
biologickych druht mohou byt ptipraveny metodami typu
displeje, nap¥. displeje na fagu, retroviru, ribozomu apod.,
coZ jsou metody odbornikovi znadmé, a vysledné molekuly se
podrobi dodatené maturaci (zrdni), jako je nap¥. afinitni
maturace, které Jjsou v oboru zndmy (viz nap¥. Wright a
Harris, wviz vyS8e, Hanes a Plucthau PNAS USA 94:4937-4942
(1997) (ribosomélni display), Parmley a Smith Gene 73:305-318
(1988) (fagovy displej), Scott TIBS 17:241-245 (1992), Cwirla
et al. PNAS USA 87:6378-6382 (1990), Russel et al. Nucl.
Acids Research 21:1081-1085 (1993), Hoganboom et al. Immunol.
Reviews 130:43-68 (1992), Chiswell a McCafferty TIBTECH
10:80-84 (1992), a U.S. Patent &. 5,733,743.

Pokud se uvedené metody displeje wuZiji k produkci
protilatek, které nejsou lidské, takové protilatky se pak

mohou humanizovat, jak bylo jiZz vysSe popséano.
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UZitim té&chto postupl lze pripravit protilatky k burkam
produkujicim CTLA-4, samotnému CTLA-4, formdm CTLA-4 epitopt
nebo peptidi a jejich expresnim knihovnédm (viz nap¥. U.S.
Patent &. 5,703,057), které se pak mohou podrobit screeningu

na aktivity vysSe popsané.

Dalsi kritéria pro protilatkovéa 1léc&iva

Obecné *teleno neni Z2adouci usmrtit butiky exprimujici
CTLA-4. Spi&e je pot¥ebné jednodusSe inhibovat wvazbu CTLA-4
s ligandy, aby se zmirnila inaktivace T-lymfocytli. Jeden
z hlavnich mechanism, kterym protilatky usmrcuji buiiky, je
fixace komplemetu a G€ast na CDC. Konstantni UGsek protiléatky
hraje dtlezitou 1roli ve schopnosti protilatky fixovat
komplemet a podilet se na CDC. TakZe obecné se vybere isotyp
protilatky, ktery budto umoZiiuje fixaci komplementu nebo ne.
V pr¥edkléddaném vyndlezu neni vyhodné, jak jiz bylo zminéno
vyde, uzit takové protilatky, které vedou Kk usmrceni bunék.
Existuji ¢etné isotypy protiléatek, které jsou schopné fixovat
komplement a CDC, pat¥i k nim nap?¥. nasledujici protiléatky:
mySi IgM, myS$i IgG2a, my8i IgG2b, mys$i IgG3, 1lidska 1IgM,
lidsk& IgGl a lidsk& IgG3. nepat¥i sem vsak napt¥. isotypy
lidské IgG2 a IgG4.

Protilatky, které se pripravi, nemuseji mit na pocatku
zvl&adtni poZadovany isotyp, ale mohou to byt protilatky
v podstaté jakéhokoliv isotypu a pak je isotyp '"pY¥epnut"
uzitim metod, které jsou odbornikovi znamy. K takovym metodam
pat¥i nap¥. metody primé rekombinace (viz nap¥. U.S. Patent
¢. 4,816,397), metody buéndné fiaze (viz nap¥. U.S. patentova
p¥ihléaska 08/730,639, podani 11.10.1996).

P¥i metodé buné&lnych fizi se p¥ipravi myelomova& bunédna
linie nebo jind 1linie, kterd obsahuje té&zky Ffetézec
poZadovaného isotypu a daldi myelomovd buné¢n&d linie nebo

jinad linie, kterd obsahuje lehky ¥eté&zec. Tyto buriky jsou pak
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fGzovany a vyslednd bun&&nd linie exprimujici intaktni
protildtku je izolovéna.

Jako p¥iklad wuvaddime, Ze vét8ina CTLA-4 protilatek
diskutoivanych v predloZené prihlédSce jsou lidské anti-CTLA-4
IgG2 protilatky. dJelikoZ tyto protildtky maji poZadovanou
vazbu k molekule CTLA-4, kterédkoliv 2z nich miZe byt snadno
isotypové '"prepnuta" a vytvo¥it nap¥. lidsky isotyp IgG4,
p¥ifemz si uchovd stejny variabilni d4sek (ktery definuje
protilatkovou specificitu a také z Casti afinitu).

TudiZ se pY¥ipravi kandidatni protiléatky, které splnuji
"strukturni" poZadavky jak byly diskutovény vysSe, a Kkteré
jsou vybaveny alesponl nékterymi dalSimi "funk&nimi"

vlastnostmi nutnymi pro p¥epnuti isotypu.

Navrhy a tvorba dalSich 1léc&iv

Na =zakladé aktivity protilatek k CTLA-4 popsanych a
charakterizovanych 2zde 1lze v souladu s vyndlezem snadno
navrhovat dalsi 1éc&iva, vietné dal&ich protilatek,
antagonist nebo chemickych slouCenin Jjinych nez Jjsou
protilatky. K takovym formadm 1édiv pat¥i nap¥. protilatky
majici podobnou vazebnou aktivitu nebo funkci, pokrocila
protilatkaova léciva, jako jsou napt. bispecifické
protilatky, imunotoxiny a radioaktivné znadena l1éc&iva, tvorba
peptidovych 1é&iv, genové terapie, "intrabodies", antisense
lé¢iva a malé molekuly. Kromé toho, jak jiZz bylo diskutovano
vySe, efektorové funkce protilatek podle vynédlezu mohou byt
zménény "prepnutim" isotypu na IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgD,
IgA, IgA nebo IgM pro rtznad teraputickad vyuziti.

Ve spojeni s p¥ipravou pokrolilych protilatkovych 1éciv,
kde je poZadovanou vlastnosti fixace komplementu, je moZné
zdvisost usmrceni bunék na komplementu obejit, tim Ze se
uziji bisopecifické protilatky, imunotoxiny nebo radioaktivni

znacky.

seece
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Mohou byt p¥ipraveny takové bispecifické protilatky,
které obsahuji (I) dvé protilatky, kdy jedna mé specificitu k
CTLA-4 a druh& protilatka m& specificitu k druhé molekule,
které jsou spolelné konjugovany, (II) jednu protildtku, ktera
md Jjeden Yetézec specificky pro CTLA-4 a druhy FYetézec
specificky pro druhou molekulu, nebo (III) jedno¥eté&zcovou
protildtku, kterda ma specificitu k CTLA-4 a k druhé molekule.
Takové bispecifické protildtky mohou byt p¥ipraveny metodami,
které jsou odbornikim znamy, pro (I) a (II) viz napf¥. Fanger
et al. Immunol Methods 4:72-81 (1994) a Wright a Harris, cit.
vyge, pro (III) viz nap¥. Traunecker et al. Int. J. Cancer
(Suppl.) 7:51-52 ( 1992).

Kromé& toho mohou byt p¥fipraveny i tzv. '"kappabodies"
(I11 et al. "Design arid <construction of a  Thybrid
immunoglobulin domain with properties of both heavy and light
chain variable regions" Protein Eng 10:949-57 (1997)),
"minibodieg" (Martin et al. "The affinity-selection of a

minibody polypeptide inhibitor of human interleukin-6" EMBO J

13:5303-9 (1994)), "diabodies" (Holliger et al. "'Diabodies':
small bivalent and bispecific antibody fragments" PNAS USA
90:6444-6448 (1993)), nebo "Janusiny" (Traunecker et al.
"Bigpecific single chain molecules (Janusins) target

cytotoxic lymphocytes on HIV infected cells" EMBO J 10:3655-
3659 (1991) a Traunecker et al. "Janusin: new molecular
design for bispecific reagents" Int J Cancer Suppl 7:51-52
(1992)).

Pokud jde o imunotoxiny, protilatky  mohou byt
modifikovany tak, aby plsobily jako imunotoxiny, a sice
metodami, které jsou odbornikim znadmy. Viz napf¥. Vitetta
Immunol Today 14:252 (1993) a také U.S. Patent ¢. 5,194,594.

Pokud jde o p¥ipravu radioaktivné znalenych protilatek,
takto modifikované protilatky lze sndano p¥ipravit metodami,
které jsou odborniktm znédmy. Viz nap¥. Junghans et al.,

Cancer Chemotherapy and Biotherapy 655-686 (2d edition,
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Chafner and Longo, eds., Lippincott Raven (1996)), U.S.
Patenty ¢&. 4,681,581, 4,735,210, 5,101,827, 5,102,990 (RE
35,500), 5,648,471 a 5,697,902. KaZdy =z imunotoxinl nebo
radiaktivné znacenych molekul pravdépodobné povede k usmrceni
bunék exprimujicich CTLA-4, zejména téch  bunék, kde
protilatky podle vynadlezu jsou G&inné.

Pokud jde o pripravu peptidovych 1é¢iv, uzitim
strukturnich informaci tykajicich se CTLA-4 a protilatek k
CTLA-4, napY¥. protildtek podle vyndlezu (jak bude Jjesté
popséano dale ve spojeni s malymi molekulami) , nebo
screeningem  peptidovych knihoven, je mozné pripravit
terapeutické peptidy namifené proti CTLA-4. Navrh a screening
peptidovych 1lé&ib byly nap¥. popsé&ny v publikacich Houghten
et al. Biotechniques 13:412-421 (1992), Houghten PNAS USA
82:5131-5135 (1985), Pinalla et al. Biotechniques 13:901-905
(1992), Blake a Litzi-Davis BioConjugate Chem. 3:510-513
(1992) . Imunotoxiny a radioaktivné znacené protiladtky mohou
byt pripraveny podobnym zpusobem, jako peptidové d&asti, jak
bylo diskutovano vyse pro protiléatky.

Dllezité informace tykajici se vazby protilatky a
antigenu mohou byt ziskdny experimenty s fadgovou expozici
(fdgovy displej). Takové experimenty se obecné provadéiji
"ryzZovanim" fagové knihovny exprimujici né&hodné peptidy na
vazbu s protilatkou podle vynadlezu, a pak uréenim, =zda
peptid, ktery se v&Ze, miZe byt izolovan. Pokud je pokus
Gspésny, 2z peptidu, ktery se vaZe, Jje mozZzné ziskat urcité
informace o epitopu.

Obecné fagové knihovny exprimujici né&hodné peptidy mohou
byt koupeny od firmy New England Biolabs (knihovny 7-merd a
12-merd, souprava Ph.D.-7 Peptide 7-mer Library Kit a Ph.D.-12 Peptid
p¥edstavuji valnou v&tSinu, pokud ne v8echny, z 20" = 1,28 x
10° sekvenci 7-mert. Knihovna 12-mert predstavuje diverzitu
ptribli¥n& 1,9 x 10° nezavislych klonti, které pY¥edstavuji jen

velmi malou &&st moZnych 20 = 4.1 x 10" sekvenci 12-merti.
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Ka?dad z knihoven 7-merd a 12-merua byla "ryZové&na" nebo
"screenovana" podle névodu vyrobce, kde desticky Dbyly
potaZeny protildtkou k zachyceni vhodné protilatky (napt.
kozi anti-lidsky IgG Fc pro IgG protilatku) a pak oplachnuty.
Navézany fadg byl eluovan 0,2 M glycin-HCl, pH 2,2. Po t¥ech
opakovanich cykld selekce/amplifikace pri konstantni
stringenci (0,5% Tween) bylo moZné pomoci sekvencovani DNA
charakterizovat klony 2z knihovny, které reagovaly s jednou
nebo vice protildtkami. reaktivita peptidl se mize urdit
pomoci ELISA. Pro dalsi diskusi o epitopové analyze peptidua
viz nap¥. také Scott, J.K. a Smith, G.P. Science 249:386-390
(1990); Cwirla et al. PNAS USA 87:63786382 (1990); Felici et
al. J. Mol. Biol. 222:301-310 (1991), and Kuwabara et al.
Nature Biotechnology 15:74-78 (1997).

Navrh a p¥iprava genovych 1é¢iv a antisense 1é&Civ
konvené¢nimi metodami jsou také usnadnény prostf¥ednictvim
p¥edklddaného vyndlezu. Tyto formy 1lédiv se mohou uZit pro
modulaci funkce CTLA-4. V této souvislosti protilatky podle
vyndlezu usandiuji navrh a pouZiti funk&nich testli. Navrh a
pfiprava antisense 1é&&iv byly podrobné&€ diskutovany napt.
v mezindrodni patentové prihld&ce WO 94/29444. Navrhy a
strategie pro genovou terapii jsou odbornikim znémy. AvSak ve
specifickém pripadé€ pouziti metod uZivajicich "intrabodies"
miZe byt zvla3té vyhodné. Viz nap¥. Chen et al. Human Gene
Therapy 5:595-601 (1994) a Marasco Gene Therapy 4:11-15
(1997) . Obecné navrhy a uvahy tykajici se 1lé&iv vhodnych pro
genové terapie 1l1lze najit nap¥. Také mezindrodni patentové
pfihléasce WO 97/38137. Genetické materidly kédujici
protilatky podle vynédlezu (jako nap¥. 4.1.1, 4.8.1 nebo
6.1.1, a dalgi) se vloZi do vhodného expresniho systému (ve
form& wviru, atenuovaného viru, nevirové form&, "nahé" formé
nebo jiné) a podaji se p¥rijemci, a pak se protilatky tvori

in vivo v prijemci/hostiteli.
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LéCiva zvanad malé molekuly lze také pripravovat uZitim
p¥edkladaného vynédlezu. Lze navrhnout takova 1éciva, ktera
budou wmodulovat aktivitu CTLA-4. Znalosti ziskané =ze
struktury CTLA-4 a 1interakce s jinymi molekulami podle
vynalezu, nap¥. CD28, B7, B7-1, B7-2, a dalsimi, se mohou
vyuzit k racion&dlnimu navrhu daldich forem 1léd&iv. V tomto
ohledu mohou byt vyuZity metody raciondlnich névrhi 1léc&iv
jako je rentgenovd krystalografie, politalové molekulové
modelovani (CAMM), kvantitativni nebo kvalitativni analyza
vztahu struktura-aktivita (QSAR) a podobné metody, k dalg&imu
up¥esnéni cild p¥i objevovani novych 1éciv. Metody
raciondlniho navrhovani dovoluji predikovat proteinové nebo
syntetické struktury, které reaguji s molekulou nebo jeji
specifickou formou, a které mohou byt uZity k modifikaci nebo
modulaci aktivity CTLA-4. Takové  struktury se  mohou
syntetizovat chemicky nebo exprimovat v biologickych
systémech. Tyto metody byly v pr¥ehledu uvedeny nap¥. v Capsey
et al. Genetically Engineered Human Therapeutic Drugs
(Stockton Press, NY (1988)). A skutedné raciondlni névrh
molekul (peptidli, peptidomimetic, malych molekul apod.)
zaloZeny na znadmém, nebo alespori nastin&ném, vztahu mezi
strukturou a aktivitou s jinymi molekulami (jako jsou naprt.
protilatky podle vynadlezu), se nyni obecné€ stava rutinnim
postupem. Viz nap¥. Fry et al. "Specific, irreversible
inactivation of the epidermal growth factor receptor and
erbB2, by a new class of tyrosine kinase inhibitor" Proc Natl
Acad Sci USA 95:12022-7 (1998); Hoffman et al. "A model of
Cdc25 phosphatase catalytic domain and Cdk-interaction
surface based on the presence of a rhodanese homology domain"
J Mol Biol 282:195-208 (1998); Ginalski et al. "Modelling of
active forms of protein kinases: p38--a case study" Acta
Biochim Pol 44:557-64 (1997); Jouko et al. "Identification of
csk tyrosine phosphorylation sites and a tyrosine residue

important for kinase domain structure" Biochem J 322:927-35
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(1997); Singh et al. "Structure-based design of a potent,
selective, and irreversible inhibitor of the catalytic domain
of the erbB receptor subfamily of protein tyrosine kinases" J
Med Chem 40:1130-5 (1997); Mandel et al. "ABGEN: a knowledge-
based automated approach for antibody structure modeling" Nat
Biotechnol 14:323-8 (1996); Monfardini et al. "Rational desig
analysis, and potential utility of GM-CSF antagonists" Proc
Assoc Am Physicians 108:420-31 (1996); Furet et al.
"Modelling study of protein kinase inhibitors: binding mode
of staurosporine and origin of the selectivity of CGP 52411"
J Comput Aided Mol Des 9:465-72 ( 1995).

Jako dalsi moZnost se mohou pfipravit a syntetizovat
kombinaédni knihovny a pouzit ve screeningovych programech,

jako jsou nap¥. vysokovykonné screenigové programy.

Formulace 1lé&¢iv a jejich podavani

Lé¢iva obsahujici slouleniny podle vyndlezu se podavaji
formulovana s vhodnymi nosgidi, excipienty a dal8imi ¢&inidly,
kterd jsou soudasti farmaceutického p¥ipravku, aby se zlep3il
pfenos, pt¥ijem, tolerance apod. Existuji mnohé vhodné 1lékové
formy, jak je znédmo odbornikdt v oboru farmaceutické chemie, a
jak bylo popsé&no nap¥. v publikaci Remington's Pharmaceutical
Sciences (15th ed., Mack Publishing Company, Easton, PA
(1975)), =zejména kapitola 87: Blaug a Seymour. Takové
p¥ipravky obsahuji nap¥. prasky, pasty, masti, Zelé, vosky,
oleje, tuky, vesikuly (kationtové nebo anionotvé) obsahujici
tuky (jako Jje nap¥. Lipofectin™), DNA konjugaty, bezvodé
absorp&ni pasty, emulze typu olej ve vodé nebo typu vody
v oleji, emulzni  karbovosky (polyethylenglykoly  rGznych
molekulovych hmotnosti), polotuhé gely a polotuhé smési
obsahujici karbovosky. Kterdkoliv vysSe uvedend smé&s miZe byt
vhodnd pro pouZiti vynélezu za p¥edpokladu, Ze G¢innd sloZka
pripravku neni inaktivovédna témito pomocnymi latkami pro

formulaci pripravku a ze pripravek je fyziologicky
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kompatibilni a tolerovatelny p¥i daném zplsobu podéavani. Pro
dal3i informace tykajici se excipientd a nosidl, které jsou
odborniktm ve farmaceutické chemii znamy, viz také Powell et
al. "Compendium of excipients for parenteral formulations"

PDA J Pharm Sci Technol. 52:238-311 (1998).

Priprava protilatek

Protildtky podle pt¥redkladaného vyndlezu se vyhodné
pripravuji prost¥ednictvim transgennich mys$i, které obsahuji
vloZenou podstatnou ¢ast 1lidského genomu produkujiciho
protilatky a naopak jsou deficientni v produkci endogennich
mySich protilatek. Takové mySi jsou pak schopné produkovat
molekuly lidského imunoglobulinu a protilatek a  jsou
deficientni v produkci mySich imunoglobulinovych molekul a
protilatek. Postupy vhodné k dosaZeni tohoto «cile byly
popsany Vv patentech, patentovych p¥ihlagkdch a dalsgich
publikacich, které jsou uvedeny ve stavu techniky. Vyhodné
provedeni transgennich my$i a produkce protilatek je popséano
v U.S. patentové prihl&sgce &. 08/759,620, podané 3.12.1996, a
dédle také viz Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156
(1997), coZ je plné zahrnuto formou odkazu.

Pouzitim téchto metod byly p¥ipraveny plnjé 1lidské
monoklonalni  protilatky k celé tadé€ rlznych antigena.
Podstata postupu spod&ivala v tom, Ze my&i linii XenoMouse™
byly imunizovany poZadovanym antigenem, z mySi, ktera
exprimovala poZadované protilatky byly odebrany lymfatické
buriky (jako nap¥. B-lymfocyty), flGzovany s bulikami myeloidni
linie, <&¢imZz se =ziskaly imortalizované hybridomové 1linie a
tyto hybridomové linie se pak podrobily screeningu a selekci,
kdy byly identifikovany hybridomové bunénéné linie
produkujici protildtku specifickou k poZadovanému antigenu.
V pY¥edkladaném vynadlezu byly tyto metody pouZity pro p¥ipravu
protildtek specifickych k CTLA-4. Popisuje se zde proto

priprava mnoha hybridomovych linii, které produkuji
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protilatky specifické proti CTLA-4. Dale vyndlez poskytuje
charakteristiky téchto protilatek, vcéetné analyz nukleotidych
a aminokyselinovych sekvenci téZkého a lehkého Yetézce té&chto
protilatek.

Protilatky pochédzejici z vy8e uvedenych hybridomovych
linii byly ozna&eny 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1,
4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 a 12.9.1.1.
Ka?da z té&chto protilatek p¥edstavuje pln& lidsky budto IgG2
nebo IgG4 Yet&zec s lidskym lehkym *Fetézcem kapa. Obecné
YeCeno protiléatky podle vynédlezu maji velmi vysokou afinitu,
typicky maji hodnoty Kd od 107° do 107''M, kdy% jsou m&Yeny
v pevné nebo kapalné fazi.

Protilatky podle vyndlezu mwmohou byt exprimovany i
v jinych butikdch ¢i bunéénych liniich neZ jen hybridomovych.

Sekvence kédujici c¢DNA nebo genomické klony uréitych
protilatek wmohou byt uZit pro transformaci bunék vhodného
hostitele, kterym je savec nebo organismus jiny neZz savec.
K transformaci lze uZit jakoukoliv znamou metodu pro vneseni
polynukleotidli do hostitelské buniky, v&etné metod jako je
napY¥. sbaleni (“pakdZovéani”) polynukleotidu do viru (nebo do
virového vektoru a transdukce hostitelské Dbutltky virem
(vektorem), nebo transfekci, jak byly nap¥. popsany v U.S.
Patentech ¢. 4,399,216, 4,912,040, 4,740,461 a 4,959,455
(které jsou zahrnuty formou odkazu). PouzZitid metody
transformace z&visi na hostiteli, ktery mé& byt transformovéan.
Metody pro vnasSeni hetrolognich polynukleotidd do savcéich
bunék jsou odbornikim zndmy a pat¥i k nim, aniZ by vSak tento
vylet byl vylerpavajici, dextranem zprost¥edkované
transfekce, precipitace s kalciumfosfatem, transfekce
zprost¥edkovand polybrenem, fize protoplastli, elektroporace,
bombardovani mikroc¢asticemi, enkapsulace polynukleotidu do
lipososmi, peptidové konjugaty, dendrimery a p¥imé

mikroinjkece DNA do jadra.
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Linie sav&ich bunék vhodnych jako hostitelské bullky pro
expresi Jjsou odbornikiim dob¥e znémy a pat¥i k nim mnoho
imortalizovanych buné&nych 1linii dostupnych v Americké sbirce
kultur a mikroroganismid (ATCC), jako Jsou nap¥. bunky

vajefnikl <¢inksého k¥elka (CHO), bunky NSOy, bunky Hela,

burtky BHK (k¥e&di fetalni ledviny), COS builky (opidich
ledvin), butiky 1lidského hepatoceluldrniho karcinomu (napt.
Hep G2) a celd Yada dal8ich bunéénych 1linii. K vhodnym

burikam, které nejsou ze savecl, a které mohou byt uZity pro
expresi rekombinantnich protildtek pat¥i, av8ak vylet tim
neni omezen, napY¥. bakteridlni builky, kvasinky, houby, hmyz a
rostliny. Mistn€ cilend mutageneze protildtkové domény CH2,
kterd eliminuje glykosylaci, je vyhodnd k tomu, aby se
zabrdnilo zmé&ndm Vv imunogenicitég, farmakokinetice a/nebo
efektorovych funkcich, které jsou vysledek glykosylace 1igici
se od 1lidského glykosylaéniho profilu. Metody exprese se
vybiraji na z&kladé toho, Ze se stanovi, ktery systém
produkuje nejvyS$i expresni hladiny a tvofri protilatky
s konstitutivnimi vazebnymi vlastnostmi pro CTLA-4.

Dale exprese protildtek podle vynélezu (nebo jinych
slou€enin) v produkénich 1liniich miZe byt zesilena ¥adou
znamych metod. Tak nap¥. expresni systém glutaminsyntetézy a
DHFR Jsou zné&mé systémy pro zvySeni exprese za jistych
podminek. Bunécéné klony s vysokou expresi mohou byt
identifikovany konven¢nimi metodami, jako je nap¥. klonovani
limitniho ¥edéni a nebo technika mikrokapky. Systém GS byl
podrobné popsén a diskutovan ve spojeni s Evropskymi patenty
&. 0 216 846, 0 256 055 a 0 323 997 a evropskou patentovou
prihlasgkou &. 5 89303964.4.

Protilatky podle <vynédlezu mohou byt p¥ipraveny také
transgennim zplsobem, a sice vytvo¥enim transgenniho zvifete
nebo transgenni rostliny, které je transgenni na poZadované
sekvence téZkého a lehkého retézce imunoglobulinu, a produkci

protilatek v izolovatelné form&. Pokud jde o transgenni
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savce, protildtky mohou byt produkovany do mléka, ze kterého
jsou pak izolovany, a sice u kozy, kradvy a jinych savcl (viz
patenty U.S. &. 5,827,690, 5,756,687, 5,750,172, a 5,741,957.

Protilatky podle p¥edkladaného vyndlezu byly analyzovany
strukturné i funkcéné€. Ve spojeni se strukturami protilétek
byly aminokyselinové sekvence té€Zkého a kapa lehkého retézce
predikovany na zdkladé cDNA sekvenci ziskanych pomoci RT-PCR
hybridomi. Viz p¥iklady 3 a 4 a obrdzky 1 aZ 8. Sekvencovani
A-koncl protilatek bylo také provedeno pro potvrzeni vysledkl
diskutovanych v p¥ikladech 3 a 4. Viz také ptriklad 5 a obr.
9. Kinetické analyzy protilatek byly provedeny ke stanoveni
jejich afinit, wviz p¥iklad 2. Protilatky podle vynalezu
(zejména 4.1.1, 4.8.1 a 6.1.1) maji vysoké afinity (4.1.1:
1,63 x 10*° 1/M, 4.8.1: 3,54 x 10 1/M; a 6.1.1: 7,2 x 10°
1/M). Dale byly protiladtky analyzovany izoelektrickym
zaost¥ovanim (IEF), redukujici gelovou elektroforézou (SDS-
PAGE), velikostni vylufovaci chromatografii, kapalinovou
chromatografii a hmotovou spektroskopii a vhodnocenim tvorby
protilatek hybridomy. Viz p¥iklad 6 a obr. 10.

Pokud jde o funkéni analyzu protilatek podle vynédlezu,
tyto protilatky se ukézaly byt silnymi inhibitory CTLA-4 a
jeho wvazby na ligandy 2z rodiny molekul B7. Tak nap¥. bylo
ukézano, Ze protilatky podle vyndlezu blokovaly vazbu CTLA-4
jak na B7-1 tak 1 B7-2. Viz priklad 7. Skute&n&, mnoho
protilatek podle vyndlezu m& hodnotu ICsq pro inhibici vazby
CTLA-4 na B7-1 nebo B7-2 tradu nanomolt a niz8i. kromé& toho
protilatky podle vynalezu maji vynikajici selektivitu pro
CTLA-4 ve srovnani nap¥. s CD28, CD44, B7-2 nebo hIgGl. Viz
p¥iklad 8. Selektivita je pomér, Kktery odrédZi stupeit
preference vazby molékuly s prvnim dJdinidlem ve srovnani
s druhym, a p¥ipadné dal&im, dinidlem. V p¥edkladaném popisu
se termin selektivita tyka stupné preference vazby protilatky
podle vynédlezu k CTLA-4 ve srovnani s vazbou protiléatky

g jinymi molekulami, jako nap¥. CD28, CD44, B7-2 nebo hIgGl.
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Hodnoty selektivity protildtek podle vynadlezu vyS8i neZ 500:1
jsou b&%né. Bylo také ukézano, Ze protilatky podle vynalezu
indukuji nebo zvy3uji expresi né&kterych cytokind (jako nap¥f.
IL-2 a IFN-y) v kultu¥e T lymfocytll a v modelu T lymfoblastu.
Viz p¥iklady 9 a 10 a také obrazky 12 az 17. Lze také
olekédvat, Ze protildtky podle vynédlezu budou inhibovat rust
nddort ve vhodnych in vivo modelech nadorG. Navrh takovych
modellt je popsan a diskutovan v p¥ikladech 11 a 12.

Vysledky popsané v predklddané prihlasce ukéazaly, ze
protilatky podle vynédlezu maji urdité vyhodné vlastnosti, pro
které jsou vhodné&jgi a 0Ulinnéjs8i neZ v soulasnosti uZivané
protilatky proti CTLA-4.

Zejména protilatky 4.1.1, 4.8.1 a 6.1.1 podle vynalezu
maji vyhodné wvlastnosti. Jejich strukturni charakteristiky,
funkce nebo aktivity poskytuji mé¥itka, kterad usnadnuji néavrh
a selekci dalgich protilatek nebo jinych typd molekul, jak
jiZ bylo diskutovano vySe. K témto kritériim pat¥i jedno nebo
vice z nasledujicich:

- schopnost kompetovat o wvazbu k CTLA-4 s jednou nebo vice
protilatkami podle vynélezu,

- podobnéd vazebnad specificita k CTLA-4 jako mé& jedna nebo
vice protilatek podle vynélezu,

- vazebnad afinita k CTLA-4 10° nebo vy88i, vyhodn& 107'° nebo

YW o~

vyS881,

- nereeaguje k¥iZové s CTLA-4 niZ3ich savcd, jako je napt.
mys$, potkan, kralik, vvyhodné& nereeaguje s CTLA-4 my3i a
potkana,

- reaguje kriZové s CTLA-4 primatd, vyhodné "cynomolgniho"
makaka (Macaca fascicularis) a makaka '"rhesus" (Macaca
mullata),

- selektivita pro CTLA-4 proti CD2B, B7-2, CD44 nebo hIgGl
je alesporl 100:1 nebo vy&$i, vyhodné 300, 400 nebo 500:1

nebo vys$gi,
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- ICsy blokovani CTLA-4 vazby na B7-2 je 100 nM nebo nizsi,
vyhodn& 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 nebo 0,38 nM nebo niZsi,

- ICs, blokovani CTLA-4 vazby na B7-1 je 100 nM nebo niZzsi,
vyhodn& 5, 4, 3, 2, 1, 0,5 nebo 0,50 nM nebo nizsi,

- zvyS3uje produkci cytokinl v jednom nebo vice in vitro
testech, nap¥.

- zvySuje produkci IL-2 v testu T lymfoblasty/Raji builky o
500 pg/ml nebo vice, vyhodné& 750, 1000, 1500, 2000, 3000
nebo 3846 pg/ml,

- zvy3uje produkci IFN-y v testu T lymfoblasty/Raji butiky o
500 pg/ml nebo vice, vyhodn& 750, 1000 nebo 1233 pg/ml
nebo vice,

- zvysSuje produkci IL-2 v testu hPBMC nebo testu
superantigenu celé krve o 500 pg/ml nebo vice a vyhodné
750, 1000, 1200 nebo 1511 pg/ml nebo vice, vyjadreno jinak
produkce IL-2 je zvySena o 30, 35, 40, 45, 50 procent a
vice p¥i srovnadni s kontrolnim testem.

Ofekavad se, Ze protilatky podle vyndlezu (nebo molekuly na

jejich =z&klad® navrZené nebo syntetizované), majici jednu

nebo vice =z uvedenych vlastnosti, budou mit také podobnou

(&innost jako protiladtky podle p¥edkladaného vynalezu.

Po¥adované funk&ni vlastnosti popsané vysSe vedou k vazbé
na CTLA-4 a inhibici wvazby CTLA-4 molekulou (napt.
protiléatkou, protilatkovym fragmentem, peptidem, malou
molekulou) podobnym zplsobem jako se chovad protilatka podle
vyndlezu (tj. vazbou na stejny nebo podobny epitop molekuly

CTLA-4) .

Molekula podle vynadlezu se podadvd budto p¥imo (tj. p¥imé
podadvani molekul pacientovi) nebo se miZe "podavat" nepfimo
(tj. nap¥. podavanim peptidu nebo podobné molekuly, ktera
vyvold imunitni reakci u pacienta, podobné jako vakcina, a
tato reakce zahrnuje tvorbu protilatek, které se vaZi na

stejny nebo podobny epitop nebo protildtku nebo jeji
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fragment, které jsou produkovadny po podédni genetického
materidlu, ktery kbéduje takové protildtky nebo jejich
fragmenty vézajici se stejny nebo podobny epitop). TakZe je
jasné, Ze epitop na CTLA-4, ke kterému se vaZi protilétky
podle vynédlezu, Jje uZitedny ve spojeni s p¥ipravou 1léc&iv
podle vyndlezu. P¥i navrhu lé&iv byva stejné tak daleZita i
negativni informace (tj. skuteénost, Ze protilatka, kterd se
védZe na CTLA-4, se nevidZe na epitop, ktery pusobi jako
inhibitor CTLA-4, Jje uZitelnd). TakZe epitop, na ktery se
vazi protilatky podle vynadlezu, které nevedou k poZadovanym
funkcim, miZe byt také velmi duleZity. TudiZz do rozsahu
p¥edkladaného vyndlezu spadaji také molekuly (a =zejména
protilatky), které se vaZi na stejny nebo podobny epitop jako
protilatky podle p¥edkladaného vyndlezu.

Krom&€ toho, Ze p¥edmétem predkladdaného vynalezu jsou
protilatky a lze tudiZ uvaZovat 1 epitopy, na které se vazZi,
byly provedeny i p¥edbéZné studie mapovani epitopd pro urcité
protilatky podle vynalezu, zejména protilatky 4.1.1 a 11.2.1

Jako prvni krok byly provedeny kompetid¢ni studie BIAcore
pro vytvo¥eni hrubé mapy vazeb mezi protildtkami podle
vynalezu také ve spojeni s jejich schopnosti kompetovat o
vazbu s CTLA-4. Pro tento UGfel byl CTLA-4 navazan na Ccip
BIAcore a prvni protilédtka, za saturujicich podminek, byla
navazédna na Cip a pak byla mé&¥ena kompetidni vazba néasledné
sekunddrni protilatky na CTLA-4. Tato metoda umoZiiuje
vytvo¥eni hrubé mapy, podle které 1lze klasifikovat rodiny
protilatek.

Timto zpUsobem bylo stanoveno, Ze protildtky podle

vynadlezu lze rozdé€lit do nésledujicich epitopovych kategorii.
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Kategorie |Protilatka |Kompetice o vazbu CTLA-4
A BO1M* P1lné& k¥iZové kompetuji navzadjem, k¥izove
BO2M#* kompetuji s kategorii B, do jisté miry
kompetuji s kategorii D
B 4.1.1 Pln& k¥iZové kompetuji navzadjem, k¥iZove
4.13.1 kompetuji s kategorii A, C a D
c 6.1.1 Plné Kk¥izové kompetuji navzajem, k¥iZovéeé
3.1.1 kompetuji s kategorii B a D
4.8.1
11.2.1
11.6.1
11.7.1
D 4.14.1 k¥iZové kompetuji s kategorii C a B, do
jisté miry s kategorii A
E 4.9.1 BNI3 blokuje wvazbu 4.9.1 na CTLA-4, ale
BNI3*** ne naopak

(*) a (**) jsou dostupné od Biostride

(***) jsou dostupné od Pharmingen

V dalsim kroku se plUvodci pokusili stanovit, zda
protilatky podle vynadlezu rozpoznavaji linedrni epitop na
CTLA-4 2z aredukujicich a neredukujicich podminek metodou
westernového pr¥enosu (western blot). Bylopozorovano, Zze Zzadna
z protilatek 4.1.1, 3.1.1, 11.7.1, 1 1.6.1 nebo 11.2.1
nerozpoznavala redukovanou formu CTLA-4 na westernovém
pYenosu. TudiZ se zda, Ze v8echny epitopy rozpoznavané
prisluSnymi protilatkami nejsou line&rni epitopy, ale spisSe
konformadni epitop, jehoZ struktura je zrudena v redukujicich
podminkach.

TudiZ bylo dédle zkoumédno, zda je moZné néco =zjistit o
aminokyselinovych zbytcich, které jsou dulezité pro vazbu
protilatek podle vyndlezu. Jednou metodou bylo uZiti

kinetické metody stanoveni rychlostnich konstant pro lidsky
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CTLA-4 a dva vysoce konzervativni CTLA-4 primatd (makak,
Macaca fascicularis a marmoset, Callithrix jacchuss). Studie
pomoci techniky BIAcore ukézaly, Ze protilatka podle vyndlezu
4.1.1 se vaZ%e na CTLA-4 d&lov&ka 1 obou primatd stejnou
rychlosti. Av8ak +vzhledem ke kinetice se wukézalo, ze
protildtka 4.1.1 m8& nejvy331i afinitu (nejmen8i rychlost
rozpadu) pro lidsky CTLA-4, rychlejs8i rozpad pro CTLA-4
makaka a jes$té mnohem rychlej$i pro marmoseta. Naproti tomu
protilatka 11.2.1 se vAZe na CTLA-4 Clovéka i obou primdtl se
stejnou rychlosti, p¥itom m& i stejné afinity (rychlosti
rozpadu) pro vSechny t¥i CTLA-4. Tato informace déle ukazuje,

P d

Ze protilatky 4.1.1 a 11.2.1 se vazi na rGzné epitopy CTLA-4.

Pro dals3i zkoumdni epitopli, na které se vazZi protilatky
kategorie B a C podle vynadlezu byly provedeny studie s mistné
cilenou mutagenezi. CTLA-4 marmoseta mé& proti lidskému dva
vyznamné rozdily, a sice ve zbytcich 105 a 106. Tyto rozdily
jsou zména lucinu na methionio Vv pozici 105 a glycinu na
serin v pozici 106. TudiZ byla mutovadna cDNA kdédujici lidsky
CTLA-4 tak, aby kdédovala mutovany CTLA-4 majici zamény L105M
a G106S. Homologni nadhrada mutovaného CTLA-4 neovlivnila
vazbu B7.2-IgGI fazniho proteinu. AvSak tato molekula byla
vyznamné inhibovéna ve schopnosti vAzat se na protiléatku
4.1.1 podle vyndlezu (podobné marmoset). Dale byla mutovéan
¢DNA marmoseta kdédujci CTLA-4, d&imZz byla vytvo¥ena wmutanta
CTLA-4 marmoseta obsahujici zaménu S106G. Tato zaména vedla
k obnoveni ptvodni stabilni vazby. Kromé€ toho byla pripravena
mutanta CTLA-4 marmoseta majiic za&ménu M105L. Tato za&ména
Castedn& obnovila vazbu mezi protildtkou 4.1.1 a mutovanym
CTLA-4.

Ka?dad z kategorii protildtek A aZz D podle vynédlezu se
zdd mit podobné funk&ni vlastnosti a mé& z¥ejmé€ potencial
pusobit jako silné teraputické <inidlo anti-CTLA-4. Dale
ka¥da z molekul vykazuje jistou k¥iZovou kompetici ve vazbé k

CTLA-4. Av8ak jak jiZ bylo vys8e diskutovéano, kazdad z molekul

LX S

(X X X4
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ruznych kategorii se zjevné vaZe na samostatny konformadni
epitop CTLA-4.

Z p¥edchozich dGdaju a diskusi vyplyva, Ze informace o
epitopech diskutoavné vySe ukazuji, Ze protildtky (nebo jiné
molekuly) podle vynalezu, které k¥iZove kompetuji
s protilatkami, budou mit z¥fejmé znadény terapeuticky
potencidl. Dé&le 1lze dJdekat, Ze Ze protilatky (nebo jiné
molekuly) podle vynalezu, které k¥iZové kompetuji
s protilatkami podle vynidlezu (tj. k¥izove kompetuji
s protilatkami skupin B, C a/nebo D, budou mit podle
predkladaného vyndlezu dal8i terapeuticky potencidl. A dale
lze <cekat, Ze Ze protilatky (nebo jiné molekuly) podle
vynalezu, které k¥iZové kompetuji s protildtkami podle
vynadlezu (tj. k¥iZové kompetuji s protildtkami skupin B, C
a/nebo D) a I) nemaji sni¥enou vazbu s CTLA-4 marmoseta
(podobné protilatkce 111.2.1) nebo II) maji sniZenou vazbu s
CTLA-4 marmoseta, budou mit podle predklddaného vyndlezu
dalsi terapeuticky potencidl. Také protildtky (nebo jiné
molekuly) podle vynalezu, které k¥rizZové kompetuji
s protilatkami skupin A a E podle vyndlezu maji urdity

terapeuticky potencial.
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Priklady provedeni vyndlezu

Nésledujici priklady v&etné provedenych pokust
a dosa¥enych vysledkll jsou uvedeny pouze pro ilustrativni

GCely a predkléddany vynédlez nijak neomezuji.

Priklad 1

P¥iprava hybridomt produkujicich protilatku anti-CTLA-4

Protilatky podle vynédlezu byly p¥ipraveny, selektovéany

a testovany podle popsaného pr¥ikladu.

P¥iprava antigenu:

Pro imunizaci my8i XenoMouse™ byly p¥ipraveny t¥i
rozdilné imunogeny: i) fdzni protein CTLA-4-IgG, 1ii) peptid
CTLA-4 a 1iii) Dbutiky myS$iho lymfomu 300,19 transfekované
mutantou CTLA-4 (Y201V), kterd je konstitutivné exprimovana

na bunééném povrchu.

i) fGzni protein CTLA-4-IgG

Konstrukce expresniho vektoru:

cDNA kédujici zralou extracelularni doménu CTLA-4 byla
amplifikovdna pomoci PCR =z c¢DNA knihovny 1lidského thymu
(Clontech) s pouZitim primerti navrZenych podle publikované
sekvence (Eur. J. Immunol., 18, 1901-1905, 1988). Fragment
byl smérové subklonovidn do pSR5, expresniho plazmidu viru
Sindbis (InVitrogen), mezi domény CH1/CH2/CH3 signé&lniho
peptidu lidského onkostatinu M a lidského IgG gama 1 (IgGl).
Fazni protein neobsahuje kloubovou doménu, ale obsahuje
cystein 120 v extraceluldrni doméné CTLA-4 za vzniku

kovalentniho dimeru. Vysledny vektor byl nazvdn CTLA-4-

L
ez0808
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IgG/pSR5. Sekvence kompletni cDNA CTLA-4-IgGl ve vektoru byla
potvrzena v obou vlé&knech. Aminokyselinovd sekvence proteinu
CTLA-4-Ig je ukéazdna niZe. Zrald extraceluldrni doména pro
CD44 byla amplifikovdna pomoci PCR 2z lidské lymfocytové
knihovny (Clontech) a subklonovdna do pSinRep5 za vzniku

kontrolniho proteinu s identickym koncem IgGl.
FGzni protein OM-CTLA4-IgG1l:

MGVLLTORTLLSLVLALLFPSMASMAMHVAQPAVVLASSRGIASFVC
EYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNELTFLDDSICT
GTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIY
VIDPEPCPDSDLEGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPTPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

PodtrZeno: signdlni peptid

Tuéné: extraceluldrni doména CTLA-4

cDNA pro zralou extraceluldrni doménu CD28 byly
amplifikovdny pomoci PCR z lidské lymfocytové knihovny
(Clontech), a pak subklonovdny do pCDM8 (J. Immunol., 151,
5261-71, 1993) =za vzniku fidzniho proteinu 1lidského IgGl
obsahujiciho oblast &Sté&peni trombinem a kloubovou oblast.
CTLA-4 z opic Callithrix jacchuss, Macaca fascicularis a
Macaca mullata byl klonovan z mMRNA izolované z PBMC
stimulovanych PHA s pouZitim standardnich technik
degenerované PCR. Sekvencovani prokdzalo, %e aminokyselinové
sekvence opis rhesus a cynomologous byly totoZné, se tremi
odliSnostmi oproti zralé lidské extraceluldrni domén& CTLA-4
(S13N, I17T a L105M). U opic C. jacchuss bylo prokézéno deset

aminokyselinovych odchylek od zralé 1lidské extraceluldrni

.
esceee
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domény CTLA-4 (V21A, V33I, A41T, A51G, 54I, S71F, Q75K, T88M,
L105M a G106S). Mistné cilend mutageneze byla pouzita pro
vytva¥eni jednobodovych mutaci v8ech aminokyselin odlignych
v marmoset CTLA-4 pro mapovani aminokyselin dulezitych pro
interakci protildtek s lidskym CTLA-4-IgG. Mutace lidského a
marmoset CTLA-4-IgG pro epitopové mapovani byly vytvareny
pomoci znackovaci soupravy pro mistné€ cilené mutageneze
(Promega) . Fiazni proteiny IgG byly produkovany pomoci
p¥echodné transfekce bunék Cos7 a purifikovany s pouzitim
standardnich technik Protein A. U mutovanych proteint CTLA-4-
IgG Dbyla hodnocena vazba k protildtkdm prost¥ednictvim

imunopfenosu ("imunoblotting") a s pouZitim analyz BIAcore.

Exprese/purifikace rekombinantniho proteinu

Rekombinantni virus Sindbis vznikal elektroporaci
(Gibco) bunék =z embryondlnich ledvin k¥ec¢ka s SP6 in vitro
transkribovanou mRNA CTLA-4-IgGl/pSR5 a pomocnou mRNA DH-26S,
jak popsdno firmou InVitrogen. Rekombinantni virus byl
sklizen <&ty¥icet osm hodin pozdé€ji a titrovdn na optimdlni
expresi proteinu v bulltkdch ovarii d&inského k¥elka (CHO-K1).
Bunlky CHO-K1 Dbyly péstovany v suspenzi DMEM/F12 (Gibco)

obsahujici 10% teplem inaktivované fet&lni bovinni sérum

(Gibco), neesencialni aminokyseliny (Gibco), 4mM glutamin
(Gibco), penicilin/streptomycin (Gibco), 10mM Hepes pH 7,5
(Gibco) . Aby produkovaly CTLA-4-IgG, byly builky CHO-K1

resuspendovany v mnozstvi 1x10” bun&k/ml v DMEM/F12 a
inkubovany s virem Sindbis Jjednu hodinu p¥i teploté
mistnosti. Pak byly bufiky na¥ed&ny na 1x10°/ml v DMEM/F12
obsahujicim 1% fetdlni bovinni sérum zbavené bovinniho IgG
s pouZitim Protein A Sepharose (Pharmacia), neesencidlni
aminokyseliny, 4mM glutamin, 12,5mM Hepes pH 7,5, a
penicilin/streptomycin. Cty¥icet osm hodin po infekci byly
butitky peletovany a kondicionovanad média byla sklizena a

doplnéna tabletami Gplného inhibitoru protedz (Boehringer
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Mannheim), pH bylo upraveno na 7,5, a média byla filtrovéana
p¥es 0,2 filtr (Nalgene). FPLC (Pharmacia) byla pouZita pro
afinitni purifikaci fdzniho proteinu s pouZitim 5ml kolony A
HiTrap (Pharmacia) p¥i rychlosti pritoku 10 ml/minutu. Kolona
byla promyta PBS 30 objemy kolony a eluovédna 0,1M
glycinem/HCl, pH 2,8, rychlosti 1 ml/minutu. Frakce (1 ml)
byly okamZité neutralizovdny na pH 7,5 pomoci Tris pH 9.
Frakce obsahujici CTLA-4-IgGl byly identifikovany
prost¥ednictvim SDS-PAGE, a pak koncentrovidny s pouZitim
Centriplus 50 (Amicon) p¥ed aplikaci na kolonu Sepharose 200
(Pharmacia) rychlosti 1 ml/minutu s pouZitim PBS jako
rozpouSté&dla. Frakce obsahujici CTLA-4-IgGl byly sloudeny,
sterilizovany filtraci 0,2 (Millipore), rozdé€leny na
pomérné Casti a zmraZeny v -80°C. CD44-IgGl byl exprimovan a
purifikovan s pouZitim stejnych metod. CD28-IgG byl
purifikovéan z kondicionovanych médii od prechodné

transfekovanych bunék Cos7.

Charakterizace CTLA-4-IgGl

Purifikovany CTLA-4-IgGl migroval jako jeden péds na
SDS-PAGE pfi pouziti Dbarveni koloidni mod¥i Coomassie
(Novex). Za neredukujicich podminek byl CTLA-4-IgGl dimer
(100kD), ktery se redukoval na monomer o velikosti 50 kD,
kdyZz byl o8et¥en 50mM DTT. Sekvencovani aminokyselin
purifikovaného CTLA-4-IgGl v roztoku potvrdilo N-koncovou
¢ast CTLA-4 (MHVAQPAVVLAS) a to, Ze signadlni peptid
onkostatinu M byl odStépen ze zralého fGzniho proteinu.

CTLA-4-IgGl se vazal na imobilizovany B7.1-IgG zplsobem
zavislym na koncentraci a vazba byla blokovdna k¥el&i proti-
lidskou anti-CTLA-4 protildtkou (BNI3, PharMingen). Sterilni
CTLA-4-IgG byl bez endotoxinu a byl kvantifikovan p¥i OD280
s pouZitim 1,4 jako extincéniho koeficientu. vytézek
purifikovaného CTLA-4-IgG se pohyboval v rozmezi 0,5 aZz 3
mg/1l bun&k CHO-KL1.
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(ii) CTLA-4 peptid
Nasledujici peptid CTLA-4 byl p¥ipraven tak, Jjak Jje

popséano déale:

NH, .MHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVIVLRQADSQVT
EVCAATYMMGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICK
VELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPC-CONH,

Zkratky/materidl:

NMP, N-methylpyrolidinon; TFE, 2,2,2-trifluoroethanol;
DCM, dichloromethan; FMOC, fluorenylmethoxykarbonyl. VSechny
reagencie byly dodéavany firmou Perkin Elmer s nasledujicimi
vyjimkami: TFE od firmy Aldrich Chemical, FMOC-PAL-PEG
pryskytice od firmy Perseptive Biosystems. Pro ty
aminokyseliny, které wvyZaduji ochranné skupiny postrannich
Yeté&zcl, byly pouzity: Fmoc-Arg(PMC)-OH, FMOC-Asn(Trt)-OH,
FMOC-Asp (tBu) -OH, FMOC-Cys(Trt)-OH, FMOC-Glu(tBu)-OH, FMOC-
-G1ln(Trt) -OH, FMOC-His (Boc) -OH, FMOC-Lys (BOC) OH, FMOC -
-Ser (tBu) -OH, FMOC-Thr (tBu)-0OH a FMOC-Tyr (tBu) -OH.

Syntéza peptidu

Syntéza peptidu byla provadéna na pr¥istroji Perkin-Elmer
4317 dodateléné vybaveném monitorovanim vazby prost¥ednictvim
UV absorbance v 301 nm (Perkin-Elmer Model 759A detector).
Sekvence peptidu byla syntzetizovana na pryskyrici FMOC-PAL-
PEG s pouZitim kondicionovanych dvojitych  kondenzadnich
cyklti. Zesilené dvojité kondenzalni reakce byly provadény
v cyklech 10, 11, 18, 19, 20 a 28 aZ 33. PryskyY¥ice byla
promyta 50% sm&si DCM a TFE p¥i ukonleni kaZdého acyladniho
cyklu, a potom nasledovalo "zakryti™" nezreagovanych
aminoskupin acetanhydridem v NMP. PryskyYice byla odstranéna
z reaktoru po ukondeni cyklu 49 a zbytek pokracoval az do

ukondeni. Od&tépeni peptidu 2z prysky¥ice bylo provadéno



s pouzitim Reagent K (King et al., International Journal of
Protein and Peptide Research, 36, 255-266, 1990) po dobu
6 hodin na 415 mg prysky¥ice, kterd poskytla 186 mg hrubého
peptidu CTLA-4.

Charakterizace peptidu

25mg alikvoty hrubého peptidu CTLA-4 byly rozpuStény
v 5 ml 6M guanidin HC1/100mM K,PO; p¥i pH 6,4 a eluovany p¥es
kolonu Pharmacia Hi Load Superdex 75 16/60 (16 mm x 600 mm,
120 ml objem kolony) s 2M guanidin HC1/100mM K,PO; p¥i pH 6,4
rychlosti 2 ml/min po dobu 180 minut a p¥i sb&ru 5ml frakci.
Frakce byly analyzovany nanesenim 1,7 pl frakce na gel NuPAGE
Laemeli s MES pufrem a vizualizaci prost¥ednictvim Daichiiova
protokolu barveni  st¥ibrem. Frakce majici molekulovou
hmotnost 12 kD, jak wusuzovano ze srovnani se standardy
molekulové hmotnosti, byly sloufeny a ulozeny ve 4 ©°C.
Spojené frakce byly analyzovany pomoci UV a elektroforézy v
gelu. Sekvencovani aminokyselin bylo provadéno absorpci
vzorku o objemu 100 pl na =zé&sobnik ProSorb (absorpce na
membranu PVDF)a promytim pro odstranéni soli  pufru.
Sekvencovani bylo provadéno na pristroji Applied Biosystems
420. Byla pozorovana ocekavanad N-koncovad sekvence (M H V A Q
P AV VL A). Imunopfenos prokdzal, Zze peptid byl rozpoznavan
CTLA-4 proti-lidskou BNI3 (PharMingen). Pro odsoleni byl
alikvot obsahujici 648 pg materidlu prenesen do dialyzad&nich
trubifek 3500 D MWCO a byl dialyzovadn proti 0,1% TFA/H,O0 ve
4 °C po dobu 9 dntt s michanim. Vesgkery obsah dialyzadniho

vacku byl lyofilizovan na prasek.

(iii) Buriky 300.19 transfekované CTLA-4 (Y201V)

Kompletni c¢DNA CTLA-4 byla amplifikovdna pomoci PCR =z
cDNA knihovny lidského thymu (Stratagene) a subklonovana do
pIRESneo (Clontech). Byla zavedena mutace CTLA-4, kterda ma =za

nadsledek konstitutivni expresi na buné&fném povrchu s pouZitim
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systému MatchMaker Mutagenesis (Promega). Mutace tyrosinu
Y201 na valin inhibuje vazbu proteinu adaptinu AP50, ktery je
zodpové&dny za rychlou internalizaci CTLA-4 (Chuang et al., J.
Immunol., 159, 144-151, 1997). Buiiky 300.19 mySiho lymfomu
bez mykoplazmat byly péstovany v RPMI-1640 obsahujicim 10%
fetalni teleci sérum, neesencialni aminokyseliny,
penicilin/streptomycin, 2mM glutamin, 12,5mM Hepes pH 7,5, a
25 M beta-merkaptoethanol. Buriky byly transfekovany
elektroporaci (3x10°/0,4 ml RPMI bez séra) v 1ml komirce s 20
g CTLA-4--Y201V/pIRESneo s pouZitim 200V/1180uF (Gibco
CellPorator). Butlkky byly ponechdny v klidu 10 minut, a pak
bylo p¥idéno 8 ml p¥edem oh¥atého kompletniho média RPMI. Za
48 hodin byly butiky nated&ny na 0,5x10°/ml kompletnim médiem
RPMI obsahujicim 1 mg/ml G418 (Gibco). Rezistentni buiiky se
roz8irily a vykazovaly expresi CTLA-4 na buné&lném povrchu p¥i
pouzZiti protilatky  BNI3 konjugované s fykoerythrinem

(PharMingen) . Builky s vysokou hladinou exprese byly izolovany

-

sterilnim t¥idénim.

Imunizace a p¥iprava hybridomu
MySi XenoMouse (staré 8 az 10 tydni) byly imunizovany i)
subkutanné do kotene ocasu s 1x10’ bun&k 300.19, které byly
transfekovany tak, aby exprimovaly CTLA-4, jak popséno vyse,
a resuspendovany ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfity
(PBS) s kompletnim Freundovym adjuvans, nebo ii) subkuténné
do kof¥ene ocasu s a) 10 g CTLA-4 fazniho proteinu nebo b) 10
g peptidu CTLA-4 emulgovaného v kompletnim Freundové
adjuvans. V kazdém p¥ipadé byla davka opakovéna t¥ikrat nebo
EtyYikrat v nekompletnim Freundové adjuvans. Cty¥i dny ptred
fdzi dostaly mySi posledni injekci imunogenu nebo bunék
v PBS. Lymfocyty =ze sleziny a/nebo 1lymfatickych wuzlin
z imunizovanych my$i byly flzovany s bunéfnou 1linii mysSiho
nesekrec¢niho myelomu P3 a byly podrobeny selekci HAT tak, jak

bylo popsano d¥ive (Galfre, G. a Milstein, C., "Preparation
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of monoclonal Fntibodies, strategies and procedures.",
Methods Enzymol., 73, 3-46, 1981). Byl ziskdn velky panel
hybridomt, které vSechny sekretovaly CTLA-4 specifické lidské
IgG,x nebo IgGs,k protilatky (jak odhaleno niZe).

Test ELISA

ELISA pro =zjidtovadni antigen-specifickych protiléatek
v myS8im séru a v supernatantech hybridomt byla provadéna tak,
jak bylo popsé&no (Coligan et al., oddil 2.1, "Enzyme-linked
immunosorbent assays,", Current protocols in immunology,
1994) s pouZitim CTLA-4-Ig fdzniho proteinu k zachytu
protilatek. ZviY¥ata, kterd byla imunizovadna fdznim proteinem
CTLA-4-1Ig, puvodci navic testovali na nespecifickou
reaktivitu proti lidské Ig c¢asti flzniho proteinu. To bylo
provadéno s pouZitim ELISA destiek potaZenych 1lidskym Ig
jako negativni kontrolou specifity.

Ve vyhodném testu ELISA byly pouzity mnésledujici
techniky:

ELISA desti¢ky byly potahovdny 100 pl/jamku potahovacim
pufrem pro desticky s antigenem (0,1M uhliditanovy pufr, pH
9,6 a NaHCO; (MW 84) 8,4 g/l). Potom byly destiky inkubovany
p¥es noc ve 4 °C. Po inkubaci byl potahovaci pufr odstranén a
destic¢ka byla blokovadna 200 pl/jamku blokovaciho pufru (0,5%
BSA, 0,1% Tween 20, 0,01% Thimerosal v 1 x PBS) a inkubovana
p¥i teploté mistnosti 1 hodinu. Nebo byly desticky
s blokovacim pufrem uloZeny v lednici a uté&sn&ny. Blokovaci
pufr byl odstranén a bylo pt¥iddno 50 pl/jamku supernatantu
z hybridomu, séra nebo supernatantu 2z jiného hybridomu
(pozitivni kontrola) a média HAT nebo blokovaciho pufru
(negativni kontrola). Destidky byly inkubovény 2 hodiny p¥i
teploté mistnosti. Po inkubaci byly destidky promyty
promyvacim pufrem (1x PBS). Detekujici protilédtka (tj. my3i
proti-lidsk& IgG2-HRP (SB, #9070-05) pro protiladtky IgG2 nebo
mySi proti-lidskd IgG4-HRP (SB #9200-05) pro protilédtky IgG4)
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byla p¥idéna v mnoZstvi 100 pl/jamku (myS8i proti-lidskad IgG2-
HRP v ¥ed&ni 1:2000 nebo my8i proti-lidsk& IgG4-HRP v Yedéni
1:1000 (ka%dd na¥edénd blokujicim pufrem). Destic¢ky byly
inkubovany pf¥i teploté& mistnosti po dobu 1 hodiny, a pak
promyty promyvacim pufrem. Potom bylo do jamek pridéano
100 pl/jamku C&erstvé p¥ipraveného vyvijeciho roztoku (10 ml
substratového pufru, 5 mg OPD (o-fenylendiamin, Sigma kat. &.
P-7288) a 10 upl 30% HyO0, (Sigma). Desticky se ponechaly
vyvijet 10 aZ 20 minut, dokud se neobjevilo slabé zabarveni
v jamkdch g negativnimi kontrolami. Potom bylo ptidano 100
pl/jamku stopovaciho roztoku (2M H;S0,) a desticky byly
odeditédny na odefitacim za¥izeni pro destic¢ky ELISA pfi

vlinové délce 490 nm.

Zjistovani afinitnich konstant plné 1lidskych Mab pomoci
za¥izeni BIAcore

M&¥eni afinity purifikovanych 1lidskych monoklonédlnich
protildtek, Fab fragmentl nebo supernatantl 2z hybridomu
prost¥ednictvim plazmonové rezonarnce bylo provadéno
g pouzitim ©p¥istroje BIAcore 2000, s pouzitim obecnych
postupll uvedenych vyrobcem.

Kinetickd analyza protilatek byla provaddéna s pouZitim
antigend imobilizovanych s nizkou denzitou na  povrchu
senzoru. Na t¥ech povrdich senzorického <&ipu BIAcore byl
imobilizovan fizni protein CTLA-4-Ig v hustoté pohybujici se
od p¥ibliZné& 390 do 900 p¥i pouziti fdzniho proteinu CTLA-4-
Ig v koncentraci 20 nebo 50 g/ml v 10mM acetdtu sodném, pH
5,0, s pouZitim soupravy pro kondenzaci amind dodavané
vyrobcem (BIAcore, Inc.). Na <J&tvrtém povrchu senzorického
&ipu BIAcore byl imobilizovadn IgGl (900 RU) a byl pouZit jako
negativni kontrolni povrch pro nespecifickou vazbu. Kinetické
analyza byla provaddéna p¥i rychlosti pritoku 25 nebo 50
pl/minutu a byly urlovédny disociaéni (kd nebo ko) a

asociadni (ka nebo keon) rychlosti s pouzitim software



poskytnutého vyrobcem

celkové vypolty.

Priklad 2
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(BIA

evaluation 3.0),

Mé¥eni afinity anti-CTLA-4 protilédtek

ktery

umoZnil

V néasledujici tabulce jsou poskytnuty vysledky mé¥eni

afinity nékterych z protilédtek takto vybranych.

Tabulka I
Pevna faze (pomoci BIAcore)

Hybridom [Rychlost Rychlost Asoclalni |Disociadni Povrchova
asociace K,|disociace Kylkonstanta konstanta denzita
(M*s™t x10°) |(S7' x107*) KA KD [RU]

(1/M) =ka/ka |(M)=kq/k,x107"
x10%°

Moab01 0,68 1,01 0,67 1,48 878,7
0,70 4,66 0,15 6,68 504,5
0,77 6,49 0,19 8,41 457,2
0,60 3,08 0,20 5,11 397,8

4.1.1 1,85 0,72 2,58 0,39 878,17
1,88 1,21 1,55 0,64 504,5
1,73 1,54 1,13 0,88 457,2
1,86 1,47 1,26 0,79 397,8

4.8.1 0,32 0,07 4,46 0,22 878,7
0,31 0,23 1,33 0,75 504,5
0,28 0,06 4,82 0,21 397,8

4.14.3 2,81 3,04 0,92 1,08 878,17
2,88 3,97 0,73 1,38 504,5
2,84 6,66 0,43 2,35 457,2
3,17 5,03 0,63 1,58 397,8
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6.1.1 0,43 0,35 1,21 0,83 878,17
0,46 0,90 0,51 1,98 504,5
0,31 0,51 0,61 1,63 457,72
0,45 0,79 0,57 1,76 397,8
3.1.1 1,04 0,96 1,07 0,93 878,7
0,95 1,72 0,55 1,82 504,5
0,73 1,65 0,44 2,27 457,2
0,91 2,07 0,44 2,28 397,8
4.9.1 1,55 13,80 0,11 8,94 878,7
1,43 19,00 0,08 13,20 504,5
1,35 20,50 0,07 15,20 397,8
4.10.2 1,00 2,53 0,39 2,54 878,77
0,94 4,30 0,22 4,55 504,5
0,70 5,05 0,14 7,21 457, 2
1,00 5,24 0,19 5,25 397,8
2.1.3 1,24 9,59 0,13 7,72 878,77
1,17 13,10 0,09 11,20 504,5
1,11 13,00 0,09 11,70 397,8
4.13.1 1,22 5,83 0,21 4,78 878,7
1,29 6,65 0,19 5,17 504,5
1,23 7,25 0,17 5,88 397,8
Jak je =z Gdaju vidé€t, protilatky p¥ipravené podle

vynédlezu maji vysoké afinity a vazebné konstanty.

Priklad 3

Struktury anti-CTLA-4 protildtek p¥ipravenych podle vynéalezu

V néasledujici

informace tykajici se protildtek pripravenych podle vynédlezu.

Aby se

podle vynélezu,

diskusi

analyzovaly

jsou

poskytnuty

strukturéalni

struktury protildtek vytvo¥enych

vyklonovali puvodci geny kédujici fragmenty
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téZkého a lehkého Yeté&zce z konkrétniho hybridomu. Klonovani
genu a sekvencovani bylo provddéno nasledovné:

Poly(A)* mRNA byla izolovéna z p¥ibliZné& 2x10°
hybridomovych  bunék  pochédzejicich 2z imunizovanych  my8i
XenoMouse s pouZitim soupravy Fast-Track (Invitrogen). Po
vytvo¥eni cDNA s ndhodnymi primery nésledovala PCR. Byly
pouzity primery specifické pro variabilni oblasti rodin
lidskych Vy nebo 1lidskych Vi (Marks et al., ,Oligonucleotide
primers for polymerase chain reaction amplification of human
immunoglobulin variable genes and design of family-specific
oligonucleotide probes."“, Eur. J. Immunol., 21, 985-991,
1991) ve spojeni s primery specifickymi pro konstantni oblast
lidského C 2 (MG-40d, 5 -GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3 ) nebo
konstantni oblast Ck (hxP2, jak popséano d¥ive v Green et al.,
1994) . Sekvence transkriptdi lidskych mAb pochézejicich
z téZkého Yetézce a Yetézce kappa 2z hybridomd byly ziskéany
p¥imym sekvencovanim produktt PCR vzniklych 2z poly(A)" RNA
s pouZitim primerl popsanych vySe. Produkty PCR byly také
klonovany do pCRII g pouZitim TA klonovaciho kitu
(Invitrogen) a ob& wvladkna byla sekvencovéna s pouZitim
gouprav pro sekvencovani s terminac¢ni barevnou znaclkou Prism
a p¥istrojem pro sekvencovani ABI 377. V8echny sekvence byly
analyzovany pomoci srovnani s ,V BASE sequence directory"
(Tomlinson et al., MRC Centre for Protein Engineering,
Cambridge, UK) s pouZitim programového software MacVector a
Geneworks.

Dale byla kaZdad 2z protilatek 4.1.1, 4.8.1, 11.2.1 a
6.1.1 podrobena sekvencovani kompletni DNA. Pro toto
sekvencovani byla izolovdna poly(A)® mRNA z pribli¥n& 4x10°
hybridomovych bunék s pouZitim soupravy mRNA Direct kit
(Dynal) . mRNA byla reverzné prepsdna s pouZitim oligo-dT(18)
a soupravy Advantage RT/PCR kit (Clonetech). Byla pouzita

databdze variabilnich oblasti (V  Base) pro navrzeni
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amplifika&nich primert zadinajicich v pocatecnim misté ATG
téZkého Yeté&zce genu DP50:

5 -TATCTAAGCTTCTAGACTCGACCGCCACCATGGAGTTTGGGCTGAGCTG-3 a ke
stop kodonu konstantni oblasti IgG2:

5 -TTCTCTGATCAGAATTCCTATCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGCT-3

K pofatelnimu mistu ATG byla pridédna 5 optimdlni Kozakova
sekvence (ACCGCCACC). Stejnd metoda byla pouzZzita pro navrh
primeru k poditednimu mistu ATG Yetézce kappa genu A27:

5 -TCTTCAAGCTTGCCCGGGCCCGCCACCATGGAAACCCCAGCGCAG-3 a ke stop
kodonu kappa konstantni oblasti:

5 -TTCTTTGATCAGAATTCTCACTAACACTCTCCCCTGTTGAAGC-3 . 012 cDNA
byla klonovana s pouZitim primeru k pocatednimu mistu ATG:
5 -TCTTCAAGCTTGCCCGGGCCCGCCACCATGGCATGAGGGTCCCCGCT~3 a
primeru pro stop kodon kappa konstantni oblasti uvedeného
vyse. cDNA té&Zkého Yeté&zce byly také klonovany jako genomové
konstrukty mistné cilenou mutagenezi p¥idédnim mista Nhel na
konec variabilni J domény a subklonovdnim fragmentu Nhel
obsahujicim genomové oblasti IgG2 CH1/kloubova
oblast/CH2/CH3. Bodovd mutace pro vznik mista Nhel neméni
aminokyselinovou sekvenci proti sekvenci =z&arode&né linie.
Padry primerd byly pouZity pro amplifikaci c¢cDNA s pouzitim
soupravy Advantage High Fidelity PCR Kit (Clonetech) .
Sekvence z PCR byla ziské&na p¥imym sekvencovanim s pouZitim
sekvenadnich souprav s terminadni barevnou znackou a
p¥istrojem pro sekvencovani ABI. Produkt PCR byl klonovén do
savCich expresnich wvektor pEE-glutaminsyntetéza (Lonza) a
t¥i klony byly sekvencovany pro potvrzeni somatickych mutaci.
U kaZdého klonu byla sekvence verifikové@na na obou vladknech
v p¥inejmen8im t¥ech reakcich. Neglykosylovanad protilatka
4.1.1 byla vytvorena mistné& cilenou mutagenezi N294Q v doméné
CH2. Rekombinantni protilédtky byly produkovény prechodnou
transfekci bun&k Cos7 v FCS bez IgG a purifikovany s pouZitim
standardnich technik Protein A Sepharose. Stabilni

transfektanty byly vytva¥eny elektroporaci myS8ich bunék NSO a
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selekci v médiu bez glutaminu. Rekombinantni 4.1.1
s glykosylaci nebo bez ni projevovaly identickou specifitu a

afinitu pro CTLA-4 v in vitro testech ELISA a BIAcore.

Analyza utilizace genu
Nasledujici tabulka wuvaddi wutilizaci genu prokéazanou

vybranymi hybridomovymi klony protildtek podle vynédlezu:

Tabulka II

Utilizace gent téZkého a lehkého retézce

Klon TéZky Fetézec Lehky fetézec kapa
VH D JH VK JK
4.1.1 DP-50 |DIR4 nebo DIR3 JH4 A27 JK1
4.8.1 DP-50 |7-27 JH4 A27 JK4
4.14.3 DP-50 |7-27 JH4 A27 JK3
6.1.1 DP-50 |DIR5 nebo DIR5zrc JH4 A27 JK3
3.1.1 DP-50 |3-3 JH6 012 JK3
4.10.2 DP-50 |7-27 JH4 A27 JK3
2.1.3 DP-65 |1-26 JH6 A10/A26 JK4
4.13.1 DP-50 |7-27 JH4 A27 JK3
11.2.1 DP-50 |D1-26 JH6 012 JK3
11.6.1 DP-50 |D2-2 nebo D4 JH6 012 JK3
11.7.1 DP-50 |D3-22 nebo D21-9 JH4 012 JK3
12.3.1.1 |DP-50 |D3-3 nebo DXP4 JH6 Al7 JK1
12.9.1.1 |DP-50 |D6-19 JH4 A3/A19 JK4
4.9.1 DP-47 |5-24 a/nebo 6-19 JH4 L5 JK1

Jak bylo pozorovadno, protilatky podle predkladaného
vynadlezu byly vytva¥eny se silnou tendenci k utilizaci
variabilni oblasti té&Zkého Yetézce DP-50. Gen DP-50 je také
odkazovan do rodiny genu Vy 3-33., Pouze jedna protilatka,
kterd byla selektovéna na zadkladé vazby CTLA-4 a predbéZnych

in vitro funk&nich testl vykdzala utilizaci genu téZkého
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Yetézce jiného neZ je DP-50. Tento klon, 2.1.3., pouzival
variabilni oblast té&Zkého Fret&zce DP-65 a je izotypu IgG4.
Gen DP-65 je také odkazovan do rodiny genu Vg 4-31. Na druhé
strané klon 4.9.1, ktery md variabilni oblast té&Zkého Fetézce
DP-47, vaZe CTLA-4, ale neinhibuje vazbu k B7-1 nebo B7-2. U
mySi  XenoMouse je vice neZ 30 odlisénych funkénich
variabilnich gent tézkého Yetézce, ke Kkterym se tvori
protilatky. Tato tendence je tudiZ wukazatel preferovaného
vazebného motivu v interakci protilédtka-antigen s ohledem na

kombinované vlastnosti vazby k antigenu a funk&ni aktivitu.

Muta¢ni analyza

Jak bylo vyhodnoceno, analyza utilizace gent poskytuje
pouze omezeny prehled protildtkové  struktury. ProtoZe
B lymfocyty my&i XenoMouse ndhodné vytva¥eji transkripty V-D-
J- tézkého Yetézce nebo V-J kappa lehkého ¥Yeté&zce, je zde
celd rada sekundarnich procest, které se objevuji, vdetné,
ale bez omezeni, somatické hypermutace, n-adici a CDR3
extenzi. (Viz nap¥iklad Mendez et al., Nature Genetics, 15,
146-156, 1997, patentova prihlad3ka Spojenych Stata &.
08/759 620, podand 3. prosince, 1996. V souladu s tim byly
pro dalsi zkouméani protildtkové struktury vytva¥eny z cDNA
ziskané z klont  predikované aminokyselinové sekvence
protilatek. Navic byly ziskdny prost¥ednictvim sekvencovani
proteinl N-koncové aminokyselinové sekvence.

Obréazek 1 poskytuje nukleotidové a predikované
aminokyselinové sekvence té&Zkych a kappa 1lehkych ¥etézcl
z klond 4.1.1 (obrazek 1A), 4.8.1 (obrazek 1B), 4.14.3
(obrazek 1C), 6.1.1 (obrazek 1D), 3.1.1 (obrazek 1lE), 4.10.2
(obrazek 1F), 2.1.3 (obréazek 1G), 4.13.1 (obrazek 1H), 11.2.1
(obrazek 1I), 11.6.1 (obrazek 1J), 11.7.1 (obrazek 1K),
12.3.1.1 (obrazek 1L) a 12.9.1.1 (obradzek 1M). Na obrazcich
1A, 1B a 1D jsou uvedené roz3i¥ené sekvence protilatek 4.1.1,

4.8.1 a 6.1.1 ziskané klonovanim kompletnich c¢DNA, jak
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popsadno vy8e. Na téchto obrazcich jsou sekvence signdlniho
peptidu (nebo baze kdédujici totéZ) oznaleny tulné a sekvence
pouzivané pro 5 PCR reakce jsou podtrieny.

Obrézek 2 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanymi
aminokyselinovymi sekvencemi té&Zzkého ¥Yetézce z klonu 4.1.1,
4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1, 12.3.1.1 a 12.9.1.1 a aminokyselinovou sekvenci
zarode¢né linie DP-50 (3-33). Rozdily mezi sekvenci zarodelné
linie DP-50 a sekvencemi z klonu jsou oznaleny tuénym pismem.
Obrazek také wukazuje pozice sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3
protilatek jako stinované.

Obréazek 3 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanou
aminokyselinovou sekvenci téZkého tetézce klonu 2.1.3 a
aminokyselinovou sekvenci zarodelné 1linie DP-65 (4-31).
Rozdily mezi sekvenci 2zarodelné 1linie DP-65 a sekvenci
z klonu Jsou oznaleny tudnym pismem. Obridzek také ukazuje
pozice sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky jako podtrZené.

Obrazek 4 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanou
aminokyselinovou sekvenci kappa lehkého Yet&zce 2z klona
4.1.1, 4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 4.10.2 a 4.13.1 a
aminokyselinovou sekvenci zarodefné linie A27. Rozdily mezi
sekvenci =z&rode¢né 1linie A27 a sekvencemi 2z klonl jsou
oznaCeny tulnym pismem. Obrazek také ukazuje pozice sekvenci
CDR1, CDR2 a CDR3 protildtek jako podtrZené. Zrejmé delece
v CDR klont 4.8.1, 4.14.3 a 6.1.1 jsou oznaleny ,0“.

Obrazek 5 poskytuje srovnadni sekvenci mezi predikovanou
aminokyselinovou sekvenci kappa lehkého ftetézce 2z klonl
3.1.1, 11.2.1., 11,6,1 a 11.7.1 a aminokyselinovou sekvenci
zarode¢né linie 012. Rozdily mezi sekvenci zarode&né linie
012 a sekvenci z klonl jsou oznaleny tulnym pismem. Obrazek
také ukazuje pozice sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 protildtek
jako podtrzené.

Obréazek 6 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanou

aminokyselinovou sekvenci kappa lehkého ¥etézce klonu 2.1.3 a
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aminokyselinovou sekvenci zarodelné 1linie Al1l0/A26. Rozdily
mezi sekvenci zarodecné linie A10/A26 a sekvenci z klonu jsou
oznaleny tulnym pismem. Obrézek také ukazuje pozice sekvenci
CDR1, CDR2 a CDR3 protilatek jako podtrZené.

Obrazek 7 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanou
aminokyselinovou sekvenci kappa lehkého Yeté&zce klonu 12.3.1
a aminokyselinovou sekvenci zarodedné linie Al7. Rozdily mezi
sekvencil z&rode&né linie Al17 a sekvenci z klonu jsou oznadeny
tu¢nym pismem. Obrdzek také ukazuje pozice sekvenci CDRI1,
CDR2 a CDR3 protilatek jako podtrzZené.

Obrazek 8 poskytuje srovnani sekvenci mezi predikovanou
aminokyselinovou sekvenci kappa lehkého ¥Yeté&zce klonu 12.9.1
a aminokyselinovou sekvenci zarode&né linie A3/A19. Rozdily
mezi sekvenci z&rodené linie A3/Al19 a sekvenci z klonu jsou
oznaleny tuénym pismem. Obrazek také ukazuje pozice sekvenci
CDR1, CDR2 a CDR3 protilatek jako podtrZené.

Obréazek 22 poskytuje série dal8ich nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci nésledujicich anti-CTLA-4

protilatkovych Yetézcu:

4.1.1:
kompletni 4.1.1 té&zky Yetézec (cDNA 22(a), genomova 22(b) a

aminokyselinova 22 (c))

kompletni neglykosylovany 4.1.1 t&Zky Fet&zec (cDNA 22(d) a
aminokyselinova 22 (e))

4.1.1 lehky Yeté&zec (cDNA 22(f) a aminokyselinova 22(g))

4.8.1:

kompletni 4.8.1 téZky Yetézec (cDNA 22(h) a aminokyselinova
22(1))
4.8.1 lehky Yetézec (cDNA 22(j) a aminokyselinova 22 (k))
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6.1.1:

kompletni 6.1.1 téZky Yetézec (cDNA 22(l) a aminokyselinova
22 (m))

6.1.1 lehky Yetézec (c¢cDNA 22(n) a aminokyselinova 22 (o))

11.2.1:

kompletni 11.2.1 tézky Yeté&zec (cDNA 22 (p) a aminokyselinova
22(q))

11.2.1 lehky Yeté&zec (cDNA 22 (r) a aminokyselinova 22(s))

Sekvence signdlniho peptidu jsou oznadeny tulnym pismem
a velkym textem. Oteviené <dteci ramce kompletni sekvence
4.1.1 genomové DNA (obr. 22(b)) Jjsou podtrZené. A mutace
zavedené pro vytvoreni neglykosylovaného 4.1.1 téZkého
Yetézce a vyslednd zména (N294Q) jsou oznaleny podtrZenim a
tuénym textem (sekvence c¢DNA (obr. 22(b)) a aminokyselinova

sekvence (obr. 22(c)).

P¥iklad 4

Analyza aminokyselinovych substituci té&Zkého a lehkého

Tfetézce

Na obrazku 2, ktery poskytuje srovnidni sekvenci mezi
predikovanymi aminokyselinovymi sekvencemi tézkého Yetézce =z
klond 4.1.1, 4.8.1, 4.14.3, 6.1.1, 3.1.1, 4.10.2, 4.13.1,
11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1 a 12.9.1.1 a
aminokyselinovou sekvenci zarodec¢né linie DP-50 (3-33), vysSel
najevo zajimavy vzor. Navic k faktu dispozice pro tézZky
Yet&zec DP-50 ve vétZiné klond, existuje relativné omezené
hypermutace v protildtkach p¥ibuznych s genem zarodedné linie
DP-50. Nap¥iklad klony 3.1.1 a 11.2.1 nemély Zza&dné mutace.

Navic mutace v dals$ich klonech jsou v8eobecné konzervativni
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zm&ny tykajici se substituci aminokyselin s podobnymi
vlastnostmi s aminokyselinami v z&rode¢né 1linii. Mutace
v mnoha sekvencich CDR1 a CDR2 jsou obzvlasté konzervativni
povahy. Tr¥i t&Zké Yetézce zobrazené na obrazku 2, 4.10.2,
4.13.1 a 4.14.3, jasn& pochédzeji od jednoho rekombinantniho
jevu (tj. pochazeji z totoZného germindlniho centra) a maji
tém&¥ totoZnou sekvenci. JestliZe jsou tyto t¥i povazovany za
jednu sekvenci, pak z 10 rozdilnych protilédtek obsahujicich
DP50 té&Zky Yetézec, jsou v CDR1 a CDR2 3 pozice, ve kterych
je nepolarni zbytek nahrazen jinym nepolérnim zbytkem, 12,
kdy Jje polédrni nenabity zbytek nahrazen jinym poléarnim
nenabitym zbytkem a 1, ve které je poladrni nabity zbytek
nahrazen jinym poldrnim nabitym zbytkem. Navic jsou dvé
pozice, ve kterych jsou dva zbytky, které jsou velice podobné
strukturdlné, glycin a alanin, substituovany navzajem. Jediné
mutace, které nejsou striktné konzervativni, se tykaji 3
substituci poldrniho nabitého =zbytku polérnim nenabitym
zbytkem a jedné substituce nepolarniho =zbytku poléarnim
zbytkem.

Lehké Yetézce té&chto protildtek pochézeji z 5 rozdilnych
geniu Vk. Gen A27 je zastoupen nejvice a Jje zdrojem 6
odlidnych lehkych ¥etézcl. Srovnadni téchto 6 sekvenci
odhalilo dvé pozoruhodné charakteristické stréanky. Zaprvé tr¥i
z nich, 4.8.1, 4.14.3 a 6.1.1, obsahuji delece jednoho nebo
dvou =zbytkhi v CDR1l, coZ je vzacny jev. Zadruhé, existuje
gilny divod proti serinu v pozici E&est v CDR3 zarodelné
linie, a serin je v kaZdé sekvenci nahrazen. To své&d&i pro
to, Ze serin v této pozici je nekompatibilni s vazbou CTLA-4.

Uznava se, Ze mnoho z vyse identifikovanych
aminokyselinovych substituci existuje v tésné blizkosti s CDR
nebo v CDR. Zda se, Ze tyto substituce maji urdéity vliv na
vazbu protilatky k molekule CTLA-4. Dale tyto substituce by

mohly mit vyznamny Gd&inek na afinitu protilétek.
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P¥iklad 5

Analyza N-koncové aminokyselinové sekvence protildtek podle

vynalezu

Aby se dale verifikovalo sloZeni a struktura protilatek
podle vynalezu identifikovanych vySe, sekvencovali plvodci
nékolik téchto protilatek s pouzitim sekvena¢niho pristroje
Perkin-Elmer. Byly izolovény oba, téZky a kappa lehky F¥etézec
protiléatek, a purifikovadny prost¥ednictvim preparativni
gelové elektroforézy a elektropfenosu, a pak primo
sekvencovany, jak je popsédno v p¥ikladu 6. Vétsina sekvenci
téZkého Yetézce byla blokovédna na svém amino-konci. Tyto
protilatky byly tedy nejdrive oSett¥eny
pyroglutamdtaminopeptidazou, a pak sekvencovéany.

Vysledky tohoto pokusu Jjsou uk&zadny na obrazku 9.
Obréazek 9 také poskytuje molekulovou hmotnost téZkého a

lehkého Yetézce, Jjak byly urleny hmotnostni spektroskopii
(MALDTI) .

P¥iklad 6
Dalsi charakterizace protilatek podle vynidlezu

Obrazek 10 poskytuje nékteré daldi charakteristické
informace o uréitych protildtké&ch podle vynélezu. Na obréazku
jsou sumarizovana data tykajici se klond 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.14.3 a 6.1.1. Jsou poskytnuta nasledujici data:
koncentrace, izoelektrické "zaostt¥ovadni" ("focusing") (IEF),
SDS-PAGE, vyludovaci chromatografie, FACS, hmotnostni
spektroskopie (MALDI) a N-koncové sekvence lehkého retézce.

Data v3eobecné byla ziskavana nédsledovné:

X E X
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Material a metody:

Proteinovd koncentrace byla zjistovdna p¥i 280 nm z UV
skenu (200 a¥ 350 nm), kdy 1,58 jednotky absorbance p¥i 280
nm odpovidalo 1 mg/ml.

SDS-PAGE byla provaddéna s pouzitim elektroforetického
systému s 10% gelem NuPAGE a pracovnim pufrem MES. Vzorky
byly p¥ipraveny ¥edénim 3:1 s 4x pufrem NuPAGE pro vzorky
(+/-), Dbeta-merkaptoethanolem, zah¥atim a na gel bylo
naneseno ~5 g proteinu. Gel byl pak obarven barvicim
roztokem Brilliant Blue R (Sigma kat. &. B-6529) a molekulové
hmotnosti byly vyhodnoceny srovnanim obarvenych péast se
standardy ,Perfect Protein Markers“ (Novagen kat. ¢&. 69149-
3).

Pro N-koncové sekvencovani byly vzorky déleny tak, jak
je uvedeno vySe, na gelech NuPAGE, pY¥eneseny na imobilizadni
membranu Pro Blot (Applied Biosystems), a pak obarveny modr¥i
Coomassie Blue R-250. Obarvené proteinové péasy byly vy¥iznuty
a podrobeny sekvenalni analyze pomoci automatizované Edmanovy
degradace na sekvenadnim pristroji Applied Biosystems 494
Procise HT Sequencer.

Izoelektrické zaostf¥ovani (IEF) bylo provadéno
s pouZitim geld Pharmacia IEF 3-9 pHast (kat. &. 17-0543-01).
Vzorky byly na¥ed&ny 10% glycerolem na koncentraci ~0,8 mg/ml
a 1 pl byl nanesen na gel, a poté obarven. Hodnoty pl pak
byly vyhodnoceny srovnadnim obarvenych pést se standardy IEF
pro Biroké rozmezi (pH 3 aZ 10) (Pharmacia, kat. &. 17-0471-
01).

Vyludovaci chromatografie (SEC) byla provadéna ve
fyziologickém roztoku pufrovaném fosfaty (PBS) na systému
SMART Pharmacia s pouZitim kolony Superdex 75 PC 3.2/30.
Molekulové hmotnosti byly vyhodnoceny srovnadnim retendniho
¢asu vrcholu s retendnim Casem gelu.

Pro studie FACS byly pFfipraveny 1lidské periferni
T lymfocyty a 48 hodin stimulovény. T lymfocyty byly jednou
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promyty, resuspendovany ve FACS pufru v mnoZ¥stvi 1x10°
bunék/100 pl a barveny na povrchovou expresi CD3 s 10 pul
anti-CD3-FITC (Immunotech, Marseille, Francie) po dobu 30
minut p¥i teploté& mistnosti. Bullky byly promyty dvakrat, pak
fixovany, permeabilizovény (Fix and Perm, Caltag) a obarveny
na intraceluldrni expresi CTLA-4 s 10 ul anti-CD152-PE
(Pharmingen) . Prutokovad cytometrie byla provadéna s pouZitim
pristroje FACsort Becton Dickinson. Kvadranty byly ustanoveny
analyzou relevantnich izotypovych kontrolnich protiléatek
(Caltag) .

Jak Dbylo diskutovdno vySe, bylo prokazano, Ze anti-
CTLA-4 protiladtky maji spolehlivou silnou imunomoduladni
aktivitu. Né&sledujici pokusy byly provadény proto, aby se
urc¢ilo, Jjestli protilatky podle predkladaného vynédlezu maji
tuto aktivitu. Pokusy byly obecné navrZeny pro stanoveni
schopnosti protilatek inhibovat interakci mezi molekulami
CTLA-4 a B7, byt selektivni pro molekuly CTLA-4, B7 a CD28 a
podporovat produkci cytokint T lymfocyty, vietné, ale bez
omezeni, exprese IL-2 a/nebo IFN- . Dale se vySet¥ovala
zk¥iZend reaktivita protilatek podle vyndlezu s nékterymi
lidskymi tkanémi a molekulami CTLA-4 jinych Zivodisnych druhd

(nap¥. mysi a primatd).

P¥iklad 7

Kompetitivni ELISA: inhibice interakce CTLA-4/B7-1 nebo B7-2
protilatkami podle vynalezu

Byl provadén in vitro test, aby se urcilo, jestli byly
protilatky podle ptedkladaného vynédlezu schopné inhibice
vazby CTLA-4 s B7-1 nebo B7-2. Jak bylo uznéno, odlekavéa se,
Ye protilatky podle vyndlezu, které jsou schopné inhibovat

vazbu CTLA-4 s molekulami B7, jsou kandidadty pro regulaci
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imunity prost¥ednictvim metabolické drahy CTLA-4. V testu

byly pouZity ndsledujici materidly a metody:

Materidly a metody

96-jamkové destic¢ky MaxiSorp byly potaZeny 3 nM
B7.1-Ig(Gl) nebo B7.2-Ig(Gl) (Repligen, Inc. Needham, MA)
v Dulbeccové PBS a inkubovéany ve 4 °C p¥es noc. Druhy den byl
B7-Ig odstranén a destic¢ky byly blokovany 1% BSA
s 0,05% Tween-20 v D-PBS po dobu dvou hodin. Desticky byly
promyty 3x promyvacim pufrem (0,05% Tween-20 v D-PBS).
Protilatky v prislusnych testovanych koncentracich a
CTLA-4-Ig(G4) (0,3 nM konelnad koncentrace) (Repligen, Inc.
Needham, MA) byly p¥edem michédny po dobu 15 minut a pak
pridédny na desticku potaZenou B7-Ig (60 pl celkovy objem) a
inkubovany p¥i teplot& mistnosti 1,5 hodiny. Destilky byly
promyty 3x a bylo p¥idadno 50 pl ¥edéni 1 aZz 1000 myS8i proti-
lidské protilatky IgG4 konjugované s HRP (Zymed, San
Francisco, CA, ¢&. 05-3820) a desti¢ky byly inkubovany 20
minut p¥i teploté mistnosti, a pak bylo na destidku p¥idéano
50 pl 1IN H,SO,. Desticky byly odelitény ve 450 nm s pouZitim
odeitaciho za¥izeni pro desti®ky od Molecular Devices
(Sunnyvale, Ca). VSechny vzorky byly testovany
v duplikéatech. Maximdlni signdl byl definovan jako vazba
CTLA-4 v nep¥itomnosti testované protildtky. Nespecificka
vazba byla definovéana jako absorbance v nep¥itomnosti CTLA-4-
Ig a testované protilatky.

Vysledky testu jsou uvedeny v tabulkdch IIIA a TIIIB.
V tabulce TIIIA jsou vysledky wuvedeny pro celou tadu
protildtek podle wvynalezu. V tabulce IIIB 3jsou uvedeny
vysledky srovndvajici protiladtku 4.1.1 podle vynalezu

s protilatkou 11.2.1 podle vyndlezu ze samostatného pokusu.



Tabulka IIIA

87

.
.
sses
[ XN X
.

L]
[ ER N ]
e

Klon CTLA-4-Ig |Izotyp CTLA-4/B7.2 CTLA-4/B7.1
komp. ELISA |komp. ELISA
IC50 (nM) IC50 (nM)
CT3.1.1 IgG2 0,45+0,07 (n=3) |0,63+0,10 (n=2)
CT4.1.1 IgG2 0,38+0,06 (n=5) 0,50+0,05 (n=2)
CT4.8.1 IgG2 0,57+0,03 (n=3) |0,17+0,28 (n=2)
CT4.9.1 IgG2 Nekompetitivni Nekompetitivni
(n=3) (n=2)
CT4.10.2 IgG2 1,5040,37 (n=3) |3,39+0,31 (n=2)
CT4.13.1 IgG2 0,49+0,05 (n=3) |0,98+0,11 (n=2)
CT4.14.3 IgG2 0,69+0,11 (n=3) 1,04+40,15 (n=2)
CT6.1.1 IgG2 0,39+0,06 (n=3) |0,67+0,07 (n=2)
Tabulka IIIB
Klon CTLA-4-Ig |Izotyp CTLA-4/B7.2 CTLA-4/B7.1
komp. ELISA [komp. ELISA
IC50 (nM) IC50 (nM)
CT4.1.1 IgG2 0,55+0,08 (n=4) |0,87+0,14 (n=2)
CTi1.2.1 IgG2 0,56+0,05 (n=4) 0,81+40,24 (n=2)

Priklad 8

Pomér

selektivity protiladtek podle wvyndlezu k CTLA-4 ve

srovnani s CD28 nebo B7-2
Byl provadén dalsi in vitro test, urc¢ila
selektivita protiladtek podle vyndlezu vzhledem k CTLA-4 bud

proti CD28 nebo B7-2.

aby se

V pokusech byly pouZity néasledujici

materidly a metody.
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ELISA na selektivitu CTLA-4: Materidly a metody

96-jamkova destifka FluroNUNC (Nunc kat. ¢. 475515) byla
pota¥ena &ty¥mi antigeny: CTLA-4/Ig, CD44/Ig, CD28/Ig a
B7.2/I1g (antigeny vytvo¥ené ve vlastni laborato¥i). Desticka
byla potahovéna p¥es noc ve 4 °C antigeny v koncentraci
1 g/ml v mnoZstvi 100 pnl/jamku v 0,1M pufru
hydrogenuhli¢itanu sodném, pH 96. Desticka pak byla promyta
s PBST (PBS + 0,1% Tween-20) t¥ikradt s pouZitim mylky
destiek NUNC. Desticdka byla blokovéna s PPBST +0,5% BSA Vv
mnozstvi 150 pl/jamku. Destidka byla inkubovdna p¥i teploté
mistnosti po dobu 1 hodiny, a pak promyta t¥ikré&t s PBST. Pak
byly natedény anti-CTLA-4 protilatky podle vyndlezu en bloc v
1 g/ml a byly p¥idédny na destilku. Desticka byla inkubovéna
p¥i teploté mistnosti po dobu 1 hodiny, a pak promyta t¥ikrat
s PBST. Jamky, které obsahovaly protilatky podle vynalezu,
pak byly oSet¥eny 100 pl/jamku proti-lidskym IgG2-HRP
(Souther Biotech kat. ¢&. 9070-05) v Yedéni 1:4000 en bloc.
Jedna frada byla také oSet¥ena proti-lidskym IgG (Jackson kat.
&. 209-035-088) pro normalizaci potaZeni destilek. Tato
protiladtka byla nat¥edé&na 1:5000 en bloc a p¥idana v mnoZstvi
100 pl/jamku. Jedna Fada byla také oSet¥ena proti-lidskym
CTLA-4-HRP (Pharmingen, kat. ¢&. 345815/konjugovdno s HRP na
prani =zadkaznika) Jjako pozitivni kontrola. Tato protilatka
byla pouZita v mnoZstvi 0,05 g/ml ¥Yed&nd& en bloc. Desticka
byla inkubovana p¥i teploté mistnosti po dobu 1 hodiny, a pak
promyta tr¥ikrdt s PBST. LBA chemiluminescenéni substrat
(Pierce) byl pf¥idadn v mnoZstvi 100 pl/jamku a destidka byla
inkubovdna na trepalce destic¢ek 5 minut. Desticka pak byla
odeltena s pouZitim zobrazovaciho zatrizeni luminescence po 2

minutové expozici.
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Test selektivity vazby IGEN pro CTLA-4: materidly a metody
Perlic¢ky M-450 Dynabeads (Dynal A.S., Oslo, Norsko, ¢.
140.02) byly promyty 3x pufrem fosfatem sodnym, pH 7,4, a
resuspendovany v pufru fosfidtu sodném. Ke 100 pl perlicek byl
pfidan 1,0 g CTLA-4-Ig(Gl), 1,0 g CD28-Ig(Gl) nebo 1,0 az
3,0 g B7.2-1g(Gl) (Repligen, Inc. Needham, MA) a byly
inkubovany pres noc na rotdtoru ve 4 °C. Druhy den byly
perlic¢ky promyty 3x v 1% BSA plus 0,05% Tween-20 v Dulbeccové
PBS a blokovany 30 minut. Perlicky byly naYedény 1 aZ 10
blokujicim pufrem a 25 pl potaZenych perlidek bylo dé&no do
polypropylenovych zkumavek 12x75 mm. VS8echny vzorky byly
testovany v dupliké&tu. Do =zkumavek bylo p¥iddno 50 pul
testované protilatky (konend koncentrace 1 g/ml) nebo
blokujiciho pufru a inkubovdno 30 minut na karuselovém pésu
analyzatoru Origen 1,5 (IGEN International, Inc.,
Gaithersburg, MD) p¥i teploté mistnosti, vortexovano 100 rpm.
Do zkumavek bylo p¥idédno 25 pl my8i proti-lidské IgGl, IgG2
nebo IgG4 s rutheniem (Zymed, Inc., San Francisco, CA, &. 05-
3300, 05-3500 a 05-3800) (konednd koncentrace 3 g/ml ve 100
pl celkového objemu). Zkumavky byly inkubovany 30 minut p¥i
teploté mistnosti na karuselovém pasu, vortexovano 100 rpm.
Bylo pridédno 200 pl pufru testu Origen (IGEN International,
Inc., Gaithersburg, MD, ¢&. 402-050-03) do kaZzdé zkumavky,
krdtce vortexovdno, a pak byly zkumavky odeditdny na
analyzatoru Origen a pro kaZdou zkumavku byly urdeny jednotky
ECL (elektrochemiluminiscence). Byly =zjisStény noramlizadni
faktory pro opravu odchylek wvazby faznich proteind na
perlic¢ky Dynabeads a Jjednotky ECL byly korigovany na
nespecifickou vazbu p¥ed vypodtem stupné selektivity.

Vysledky testl jsou uvedeny v tabulkéch IVA a IVB.

-

eanecsas
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Tabulka IVA

Klon |Izotyp|CTLA4/CD28 |CTLA4/B7.2 |CTLA4/CD44 |CTLA4/CD28 |CTLA4/B7.2
ELISA ELISA ELISA IGEN IGEN

3.1.1 |IgG2 >500:1 (n=3) {>500:1 (n=3) {>500:1 (n=3) {>500:1 (n=2) |>500:1 (n=1)

195:1 (n=1)
4.1.1 |IgG2 5500:1 (n=3) [>500:1 (n=2) [>500:1 (n=3) {>500:1 (n=1) {>500:1 (n=1)
485:1 (n=1) 261:1 (n=1) |107:1 (n=1)
4.8.1 |IgG2 5>500:1 (n=3) [>500:1 (n=2) [>500:1 (n=3) [>500:1 (n=2) [>500:1 (n=2)
190:1 (n=1)

4.9.1 |IgG2 >500:1 (n=2) |>500:1 (n=2) [>500:1 (n=3) {>500:1 (n=1) [>500:1 (n=1)
244:1 (n=1) |33:1 (n=1)

4.10.2|IgG2 >500:1 (n=3) |>500:1 (n=3) |>500:1 (n=3) |>500:1 (n=1) |>500:1 (n=1)

4.13.1]IgG2 >500:1 (n=2) [>500:1 (n=3) [>500:1 (n=3) {>500:1 (n=1) |>500:1 (n=2)
46:1 (n=1) 329:1 (n=1)

4.14.311gG2 >500:1 (n=2) |>500:1 (n=2) |>500:1 (n=2) |>413:1 (n=1) |>234:1 (n=1)
80:1 (n=1) 10:1 (n=1) 126:1 (n=1)

6.1.1 |IgG2 >500:1 (n=2) [>500:1 (n=3) [>500:1 (n=3) |>500:1 (n=2) [>500:1 (n=2)
52:1 (n=1)

Tabulka IVB

Klon Izotyp |[CTLA4/CD28 |CTLA4/B7.2 |CTLA4/hIgG
ELISA ELISA ELISA

4.1.1 |IgG2 >500:1 (n=3) [>500:1 (n=2) {>500:1 (n=3)

11.2.1§IgG2 >500:1 (n=3) [>500:1 (n=3) [>500:1 (n=3)
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Priklad 9
Model bunéfného signédlu lidskych T lymfocytt

Pro dals$i vymezeni aktivity protildtek podle vynalezu
p¥i plsobeni jako regulatord imunity, vyvinuli pavodci
nékteré testy T lymfocytl, aby se kvantifikovalo zvySeni
produkce IL-2 T lymfocyty p¥i blokddé CTLA-4 signalu
protiladtkami. P¥i téchto pokusech byly pouZity nésledujici

materidly a metody:

Materidly a metody

Cerstvé izolované lidské T lymfocyty byly p¥ipraveny a
pouZzitim Histopaque (Sigma, St. Louis, MO, ¢&. A-70543) a
T-kwik (Lympho-Kwik, One Lambda, Canoga Park, CA, &. LK-50-T)
a stimulovany s PHA (1 g/ml) (purifikovany fytohemaglutinin,
Murex Diagnostics Ltd., Dartford, England, &. HA 16) v médiu
(RPMI 1640 obsahujici L-glutamin, MEM neesenciélni
aminokyseliny, penicilin, streptomycin, 25 mM Hepes a 10%
FBS) v koncentrace 1x10° bun&k/ml a inkubovany ve 37 °C po 2
dny. Butiky byly promyty a na¥ed&ny médiem na 2x10° bundk/ml.
Burikky Raji (Burkitttv lymfom, lidsky, ATCC &.: CCL 86 Class
IT American Type Culture Collection, Rockville, MD) byly
oSet¥eny mitomycinem C (Sigma, St. Louis, MO, &. M-4287) (25
g/ml) jednu hodinu wve 37 ©°C. Buitiky Raji byly promyty 4x
v PBS a resuspendovadny v mno¥stvi 2x10° bun&ék/ml. Lidské T
lymfoblasty (5x10°/ml), buftky Raji (5x10°/ml) a anti-CTLA-4
protilatky nebo kontrolni protildtka souhlasného izotypu
v ruznych koncentracich byly pridany na 96 -jamkové
mikrotitradni destic¢ky a desticky byly inkubovany wve 37 °C po
72 hodin. Celkovy objem jamky byl 200 pl. 72 hodin po
stimulaci byly desticky stoleny a supernatant byl odstranén a
zamraZen pro pozd&jdi zjistovadni IL-2 (Quantikine IL-2 ELISA

kit, R&D Systems, MN, &. D 2050) a IFN- (Quantikine IL-2
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ELISA kit, R&D Systems). 2Zvy3eni cytokinlt bylo definovano
jako rozdil mezi hladinami cytokind v tkémnovych kulturach
obsahujicich anti-CTLA-4 Dblokujici wmAb proti kontrolni
protildtce souhlasného izotypu. Pro experimenty s prutokovou
cytometrii byly bullky Raji promyty 1x pufrem FACS (PBS
obsahujici 2% teplem inaktivované FCS, 0,025% azid sodny).
Bunécné pelety byly resuspendovany v pufru FACS v mnoZstvi
1x10° bun&k/100 pl a inkubovadny s 10 pl anti-CD80-PE (Becton
Dickinson, San Josse, CA) nebo anti-CD86-PE (Pharmingen, San
Diego) po dobu 30 minut pfri teploté mistnosti. Bullky byly
promyty dvakrat a resuspendovany v 1 ml pufru FACS. Prutokova
cytometrie byla provaddéna s pouzitim p¥istroje Becton
Dickinson FACSort. Histogramové markery byly nastavené
analyzou relevantnich izotypovych kontrolnich protildtek
(Caltag, Burlingame, CA).

Pivodci obecné vyvinuly test, ktery miZe byt pouZit pro
rychlé wur&eni aktivace IL-2 T lymfocyty. Jak bylo wuznéno,
stimulace T lymfocytl je zavisld na B7 a CD28. Navic promyté
T blasty netvorily zjistitelny IL-2 a bullky Raji netvorily
zjistitelny IL-2, dokonce ani kdyZ byly stimulovény LPS neb
PWM. Ale, v kombinaci, T blasty spolelné pé&stované s burikami
Raji mohou modelovat signdlni jevy B7, CTLA-4 a CD28 a muZe
na nich tedy byt hodnocen G&¢inek protilatek.

Obréazek 11 ukazuje expresi B7-1 a B7-2 na bufikdch Raji
p¥i pouZiti anti-CD80-PE a anti-CD86-Pe mAb a s pouZitim
prutokové cytometrie (FACS), jak je popsédno v prikladu 6.

Obrazek 12 wukazuje na koncentraci =zavislé zvySeni
produkce IL-2 v testu s T 1lymfoblasty/Raji indukované
protildtkami blokujicimi CTLA-4 (BNI3 (Pharmingen) a 4.1.1,
4.8.6 a 6.1.1 protilatkami podle vynalezu) .

Obrazek 13 ukazuje na koncentraci =zavislé zvySeni
produkce IFN- v testu s T 1lymfoblasty/Raji indukované
protildtkami blokujicimi CTLA-4 (BNI3 (Pharmingen) a 4.1.1,
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4.8.6 a 6.1.1 protilatkami podle vynalezu) (stejné darcovské
T lymfocyty).

Obrazek 14 vukazuje prumérné zvySeni produkce IL-2 v T
lymfocytech od 6 darct indukované protildtkami blokujicimi
CTLA-4 v testu s T lymfoblasty/Raji. Je zajimavé zvazZit, Ze
mAb CT4.9.1 se vaze na CTLA-4, ale neblokuje vazbu B7. Tedy
pouhd vazba na CTLA-4 nepostacduje sama 2zajistit funkéni
protilatku podle vynalezu.

Obrazek 15 ukazuje prumérné zvySeni produkce IFN- v T
lymfocytech od 6 darch indukované protiléatkami blokujicimi
CTLA-4 v testu s T lymfoblasty/Raji.

Obrézek 19 wukazuje srovndni mezi 4.1.1 a 11.2.1
protilatkami podle vyndlezu v koncentraci 30 g/ml v 72
hodinovém testu s T 1lymfoblasty/Raji, Jjak bylo popséno
v tomto p¥ikladu 9 a v testu se superantigenem popsaném
v prikladu 10.

Obrazek 20 wukazuje na koncentraci zavislé zvyseni
produkce IL-2 v testu s T lymfoblasty/Raji indukované 4.1.1 a
11.2.1 CTLA-4 protilatkami podle vynélezu.

Nésledujici tabulka IVC poskytuje informaci t¥Vkajici se
prumérného zvySeni a rozsahu zvyS8eni cytokinové odpovédi
v testech Raji a SEA podle vyndlezu. KaZdy =z pokust
zahrnutych ve vysledcich je zaloZen na protiladtce v davce 30

g/ml a m&fen v 72 hodindch. Jsou uvedeny podty darct

zGCastnénych v pokusech, jakoZ i odpovédi.
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Tabulka IVC

Test mAb Cytokin |Prumé&rné SEM |Rozsah n |Reakce
zvy$eni pg/ml zvy8eni pg/ml darca

T lymfoblasty/ |4.1.1 |IL-2 3329 408 [0 aZ 8861 42 (19 z 21

Raji

T lymfoblasty/ [4.1.1 |[IFN- 3630 980 |600 aZ 13939 17 (13 ze 13

Raji

T lymfoblasty/ |11.2.1 |IL-2 3509 488 |369 az 6424 18 |14 ze 14

Raji

SEA (PBMC) 4.1.1 |IL-2 2800 312 (330 aZ 6699 42 |17 ze 17

SEA (PBMC) 11.2.1 |IL-2 2438 366 (147 aZ 8360 25 |15 z 15

SEA (plna krev)[4.1.1 |IL-2 6089 665 [-168 aZ 18417 46 (15 ze 17

SEA (plna krev)|11.2.1 |IL-2 6935 700 |-111 aZ 11803 25 |12 2z 14

P¥iklad 10
Model sign&lu T lymfocytt u &lovéka

Plvodcei vyvinuli druhy bunédcny test, aby se
kvantifikovalo zvySeni aktivace IL-2 T lymfocyty p¥i blokadé
signdlu CTLA-4 protilédtkami. P¥i téchto pokusech byly pouZity

nédsledujici materidly a metody:

Materidly a metody

Lidské PBMC byly p¥ipraveny s pouZitim Accuspin.
Mikrotitradéni desticky byly pf¥fedem potaZeny s anti-CD3
protilatkou (leu4, Becton Dickinson) (60 ng/ml) a inkubovény
2 hodiny ve 37 °C. Do jamek byly p¥idény hPBMC v mnoZstvi
200 000 bunék na jamku. Do jamek byl pridadn stafylokokovy
enterotoxin A (SEA) (Sigma) v koncentraci 100 ng/ml. Do jamek
byly p¥idadny protilétky, obvykle v koncentraci 30 g/ml. Pak
byly butliky stimulovany 48, 72 nebo 96 hodin. Desticky byly
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stofeny v %adoucim dCasovém bodu a 2z jamek byl odstranén
supernatant. Potom byla v supernatantu vySet¥ovana produkce
IL-2 s pouzitim ELISA (R&D Systems) .

Vysledky z t&chto pokust jsou ukdzadny na obrézcich 16,
17 a 21. Na obrazku 16 byla mé¥ena indukce produkce IL-2
v hPBMC od 5 darct 72 hodin po stimulaci. Na obrazku 17 jsou
ukdzany vysledky 2z mé€¥eni plné Kkrve rozebirajici rozdil
v indukci produkce IL-2 v krvi 3 darch, jak byla m&Y¥ena 72 a
96 hodin po stimulaci.

Na obrazku 21 je zvySeni produkce IL-2 v plné krvi 2

darcti, jak mé¥eno 72 hodin po stimulaci.

P¥iklad 11

Model n&doru u zvifat

Pivodci nastolili modle né&doru u zvi¥at pro in vivo
analyzu proti-my8ich CTLA-4 protilatek pri inhibici
néddorového rustu. V tomto modelu na&doru je péstovan mysi
fibrosarkom a zvifata jsou oS8etf¥ovadna proti-mysSimi CTLA-4
protilatkami. Materidly a metody pro =zavedeni modelu jsou

poskytnuty nize:

Materialy a metody

Samicim my8i A/J (ve v&ku 6 aZ 8 tydnl) byly podany
subkutédnni injekce do dorzadlni strany krku s 0,2 ml
nadorovych bun&k SalN (1x10°) (Raskar 1995) .
Intraperitonedlni injekci byla podana proti-myS8i CTLA-4 nebo
kontrolni protildtka souhlasného izotypu (Phramingen, San
Diego, CA, 200 g/zvife) ve dnech 0, 4, 7 a 14 po injekci
néddorovych bun&k. NA&dor byl mé&¥en v prubéhu 3 aZz 4 tydnt

pokustt s pouzitim elektronického kaliperu Starrett SPC Plus
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(Athol, MA) a velikost nédoru byla vyjé&df¥ena jako povrchova
oblast postiZ%ena rdustem nadoru (mm?).

Obrazek 18 ukazuje inhibici nddorového ristu p¥i proti-
mySi CTLA-4 protildtce v modelu nadoru mySiho fibrosarkomu.
Jak je uk&zadno na obrazku 18, u zvirat osSet¥enych s anti-
CTLA-4 nastala redukce nadorového rustu ve srovnadni se
zvi¥aty oSet¥enymi izotypovou kontrolni protilatkou. Podle
toho jsou proti-mys8i CTLA-4 wAb schopné inhibovat rlst
fibrosarkomu v modelu my£iho nadoru.

Lze ocekavat, Ze protilatky, které reaguji zk¥iZené

03]

mySim CTLA-4, se budou v tomto modelu chovat podobné. Ale
zaddna z protilétek podle vynadlezu, u kterych byla =zkouména

v
A

k¥iZend reaktivita, nereaguje zk¥iZené s my3im CTLA-4.

P¥iklad 12
Model nadoru u zvifat

Aby se dale zkoumala aktivita protilatek podle wvynalezu,
byl navrZen model xenoimplantdtu my8i SCID pro testovani
eradikace zjisténych nadorl a jejich metastdz. V tomto modelu
jsou my$im SCID podany jako Sté&p lidské T lymfocyty a mySim
jsou implantovany builky pochdzejici z velkobunélného plicniho
karcinomu (NSCL) nebo kolorektdlniho (CC) karcinomu pacientu.
Implantace se provaddi do tukovych pol&tarkd v gonddédch mysi
SCID. Tumory se ponechaji nartst, a pak se odstrani. U mySi
se rozvinuly n&dorové metastézy jater podobné 1lidskému
nddoru. Tento model je popsan v praci Bumpers et al., J.
Surgical Res., 61, 282-288, 1996).

OCekéva se, ze protilatky podle vyndlezu budou inhibovat

rist nadort tvorenych u téchto mysi.



SEZNAM SEKVENCI

Nukleotidové a aminokyselinové sekvence jsou uvedeny ve
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form& seznamu podle WIPO standardu 25.

V8echny

uvedené

v popisném poli

<213>

sekvence Homo sapiens.

Met
Val
Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Gln
Val
145
Ala
Serx
Val

Pro

Lys

<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Gln
Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
TYYX
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser

210
Pro

Phe
Cys
Arg
35

His
val
Val
Phe
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195

Ser

Ser

463
PRT

Human

1
Gly

Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser

Asn

Asn

Leu
val
Leu
Met
val
Gly
85

Gln
Arg
Val
Ala
Leu
165
Gly
Ser

Phe

Thr

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Gly
Thr
Pro
150
Val
Ala
Gly

Gly

Lys

sekvence

angl.

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn
Gly
Val
135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr

215
Val

val
Val
Ser

40
val

Tyr
Thr
Ser
His
120
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
200
Gln

Asp

termin

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Phe
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Ser

Thr

Lys

Leu
10

Ser
val
Gln
Gly
Ser
90

Arg
Gly
Ala
ser
Phe

170
Gly

Leu

Tyr

Thr

jsou

Val
Gly
Ala
Ala
Arg
75

Arg
Ala
Pro
Ser
Thr
155
Pro
vVal
Ser
Thr

val

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Phe
Thr
140
Serx
Glu
His
Ser
Cys

220
Glu

lidského

"human"

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
205

Asn

Arg

oznacuje

Leu
Val
30

Phe
Lys
Tyr
Ser

Thr
110

Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
190
Val

val

Lys

*o o0

Arg
15

val
Thr
Gly
Tyr
Lys

95
Ala

Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr

Asp

Cys

Gly
Gln
Phe
Leu
Ala
80

Asn
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
Val
His

Cys

pavodu,

zdroj

evseece



225
val

Phe
Pro
Val
Thr
305
val
Cys
Ser
Pro
val
385
Gly
Asp

Trp

His

Met
Val
‘Pro
Ser
Glu
65
Asp
Thr
Tyr
Gly
Ser
145
Ala

Val

Ala

Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
370
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
450

Cys
Phe
Val
275
Phe
Pro
Thr
Val
Thr
355
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435
His

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

<400>

Glu
Gln
Gly
Asn
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gln
130
Val
Ala

Ser

val

Phe
Cys
Arg
35

Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
115
Gly
Phe
Leu

Trp

Leu

Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg
Val
Ser
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
420
Gly

Tyr

464
PRT

Pro
245
Pro
Cys
Trp
Glu
Val
325
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

Human

Gly
Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Thr
Pro
Gly
Asn

180
Gln

Leu
Val
Leu
Met
vVal
Gly
85

Gln
Arg
Leu
Leu
Cys
165

Ser

Ser

230
Cys

Lys
val
Tyr
Glu
310
His
Lys
Gln
Met
Pro
390
Asn
Leu

val

Gln

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Gly
Val
Ala
150
Leu

Gly

Ser

Pro
Pro
Val
Val
295
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr

375
Ser

Tyr
Tyr
Phe

Lys
455

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn
Glu
Thr
135
Pro
val

Ala

Gly

Ala
Lys
val
280
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440
Ser

val
val
Ser
40

Val
Tyr
Thr
Ser
Arg
120
Val
Cys
Lys

Leu

Leu

Pro
Asp
265
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
345
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
425

Cys

Leu

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Leu
Ser
Ser

Asp

Thr
185
Tyr

98

Pro
250
Thr
val
val
Ser
Leu
330
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

Leu
10

Ser
Thr
Gln
Gly
Ser
S0

Arg
Gly
Ser
Arg
Tyr
170

Ser

Ser

235
Val

Leu
Ser
Glu
Thr
315
Asn
Pro
Gln
Val
Val
395
Pro
Thr

Val

Leu

Val
Gly
Ala
Ala
Ser
75

Ser
Ala
Ser
Ala
Ser
155
Phe
Gly

Leu

val
Ser
380
Glu
Pro
Val

Met

Ser
460

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Tyr
Ser
140
Thr
Pro

Val

Ser

.
see®

Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys

Glu

Tyr
365
Leu
Trp
Met
Asp
His
445
Pro

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Phe
125
Thr
Ser
Glu
His

Ser

Pro
Ser
270
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
350
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
430

Glu

Gly

Leu
val
30

Phe
Lys
His
Ser
Thr
110
Asp
Lys
Glu
Pro
Thr

190
Vval

L]
[ XXX ]

Ser
255
Arg
Pro

Ala

Val

Tyr
335
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
415
Ser

Ala

Lys

Arg
15

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys

95
Ala

Tyr
Gly
Ser
val
175

Phe

val

esse
see s

240
Val

Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
400
Ser

Arg

Leu

Gly
Gln
Phe
Leu
Gly
80

Asn

val

Pro
Thr
160
Thr

Pro

Thr

*e

seese



val
His
225
Cys
val
Thr
Glu
Lys
305
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
385
Asn
Ser

Arg

Leu

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
65

Tyxr
Gln
val
Ala
Ser

145
Val

Pro
210
Lys
val
Phe
Pro
val
290
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
370
val
Gly
Asp

Trp

His
450

195
Ser

Pro
Glu
Leu
Glu
275
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
355
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

435
Asn

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

<400>

Gly
Ser
Trp
Ser
S0

Leu
Tyr
Gly
Phe
Leu
130

Trp

Leu

Arg
His
vVal

35
Val

Tyr
Cys
Thr
Pro
115
Gly

Asn

Gln

Ser
Ser
Cys
Phe
260
Val
Phe
Pro
Thr
Val
340
Thr
Arg
Gly
Pro
Ser
420

Gln

His

163
PRT

Asn
Asn
Pro
245
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
325
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
405
Phe

Gly

Tyr

Human

Ser
Gly
20

Ala
Lys
Leu
Ala
Leu
100
Leu

Cys

Ser

Leu
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
85

Val
Ala

Leu

Gly

Phe
Thr
230
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
310
Val
Asn
Gly

Glu

Tyr
390
Asn
Phe

Asn

Thr

Arg
His
Ile
Arg
Met
70

val
Thr
Pro

Val

Ala
150

Gly
215
Lys
Cys
Lys

val

Tyr
295
Glu
His
Lys
Gln
Met
375
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
455

Leu
Trp
Trp
Phe
S5

Asn
Ala
vVal
Cys
Lys

135
Leu

200
Thr

val
Pro
Pro
Val
280
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
360
Thr
Ser
Tyr
TYr
Phe

440
Lys

Ser
Val

TYyr
40

Thr
Ser
Pro
Ser
Ser
120
Asp

Thr

Gln
Asp
Ala
Lys
265
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
345
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
425

Ser

Ser

Cys
Arg
25

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser
105
Arg
Tyr

Ser

99

Thr
Lys
Pro
250
Asp
Asp
Gly

Asn

Trp
330
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
410
Lys
Cys

Leu

Ala
10

Gln
Gly
Ser
Arg
Gly
90

Ala
Ser

Phe

Gly

Tyr
Thr
235
Pro
Thr
Val
val
Ser
315
Leu

Ala

Pro

Gln

Ala
395
Thr
Leu

Ser

Ser

Ala
Ala
Arg
Arg
Ala
75

Pro
Ser
Thr

Pro

val
155

Thr
220
Val
Val
Leu
Ser
Glu
300
Thr
Asn
Pro
Gln
val
380
Val
Pro
Thrx

Val

Leu
460

Ser
Pro
Asn
Asp
60

Glu

Leu

Thr

Ser

Glu
140
His

205
Cys

Glu
Ala
Met
His
285
Val
Phe
Gly
Ile
Val
365
Ser
Glu
Pro
Val
Met

445
Ser

Gly
Gly
Lys
45

Asn
Asp
Asp
Lys
Glu
125

Pro

Thr

Asn
Arg
Gly
Ile
270
Glu
His
Arg
Lys

Glu
350

Tyr
Leu
Trp
Met
Asp
430
His

Pro

Phe
Lys
30

Asp
Ser
Thr
Tyr
Gly
110
Ser

val

Phe

Val
Lys
Pro
255
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
335
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
415
Lys

Glu

Gly

Thr
15

Gly
Tyxr
Lys
Ala
Trp
95

Pro
Thr
Thr

Pro

Asp
Cys
240
Ser
Arg
Pro

Ala

val
320

Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
400
Asp
Ser

Ala

Lys

Phe
Leu
Ala
Lys
Vval
80

Gly
Ser
Ala

Val

Ala
160

-



Met
Val
Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Gln
val
145
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
225
Val
Phe
Pro
vVal
Thr

305
Val

Cys
Ser
Pro
Val
385

Gly

Asp

<210> 4
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Gln
Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
370
Lys

Gln

Gly

Phe
Cys
Arg
35

Tyr
val
Ala
Tyr
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Ser
Ser
Cys
Phe
val
275
Phe
Pro
Thr
Val
Thr
355
Arg
Gly

Pro

Ser

463
PRT

Human

4
Gly

Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Asn
Asn
Pro
Pro
260
Thy
Asn
Arg
Val
Ser
340
Lys
Glu
Phe
Glu

Phe

Leu Ser
5
Val Gln

Leu Arg
Met His

Val Ile
70

Gly Arg

85

Gln Met

Arg Ala
Val Thr

Ala Pro
150

Leu Val

165

Gly Ala

Ser Gly
Phe Gly

Thr Lys
230

Pro Cys

245

Pro Lys

Cys Val
Trp Tyr

Glu Glu
310

Val His

325

Asn Lys

Gly Gln
Glu Met

Tyr Pro
390

Asn Asn

405

Phe Leu

Trp

100

Val Phe Leu

Leu Val Glu

Leu

Trp
55

Trp
Phe
Asn
Gly
vVal
135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
215
Val
Pro
Pro
Val
Val
295
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
375
Ser

Tyr

Tyr

Ser
40
val

Tyx
Thr
Ser
Leu
120
Ser
Ser
Asp
Thr
Tyr
200
Gln
Asp
Ala
Lys
val
280
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
360
Lys
Asp
Lys

Ser

25
Cys

Arg
Asp
Ile
Leu
108
Leu
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Ser
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
345
Glu
Asn
Ile
Thr

Lys

10
Ser

Thr
Gln
Gly
Ser
90

Axrg
Gly
Ala
Ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyx
Thr
Pro
250
Thr
val
vVal
Ser
Leu
330
Ala

Pro

Gln

Ala

Thr
410
Leu

val
Gly
Ala
Ala
Ser
75

Arg
Ala
Tyx
Ser
Thr
155
Pro
vVal
Ser
Thrx
Val
235
Val
Leu
Ser
Glu
Thr
315
Asn
Pro
Gln
Val
Val
395

Pro

Thr

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
Ser

Cys
220
Glu
Ala
Met
His
Val
300
Phe
Gly
Ile
Val
Ser
380
Glu

Pro

Val

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
val
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys
Glu
Tyr
365
Leu
Trp

Met

Asp

Leu
Val
30

Phe
Lys
His
Ser

Thr
110

Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
190
val
Val
Lys
Pro
Ser
270
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
350
Thr
Thr
Glu

Leu

Lys

Arg
15

Val
Thx
Gly
Tyr
Lys

95
Ala

Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr
Asp
Cys
Sex
255
Arg
Pro

Ala

Val
Tyr
335
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp

415
Ser

Gly
Glu
Phe
Leu
Ala
80

Asn
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
Val
His
Cys
240
val
Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
400

Ser

Arg

9
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Trp Gln Gln

435

His Asn His

Gly
Gly
Gly
Lys
‘Asn
65
Asp
Cys
Ser
Thr
Pro

145
val

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Asp
Lys
Glu

Pro
145

450

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

<400>

val
Phe
Lys
Tyr
50

Ser
Thr
Met
Thr
Ser
130
Glu

His

Val
Thr
Gly
35

Tyxr
Lys
Ala
Asp
Lys
115
Glu

Pro

Thr

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

<400>

Val
Phe
Lys
Asp
50

Ser
Thr
TYyr
Gly
Ser

130
Val

val
Ile
Gly
35

Tyr
Lys
Ala
Trp
Pro
115
Thr

Thr

420

Gly Asn Val Phe

Tyr Thr Gln Lys

169
PRT

Human

Gln
Phe
20

Leu
Ala
Asn
Val
val
100
Gly
Ser

vVal

Phe

167
PRT

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
85

Trp
Pro
Thr

Thr

Pro
165

Human

Gln
Phe
20

Leu
Ala
Asn
val
Gly
100
Ser

Ala

Val

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
85

Gln
Val
Ala

Ser

Gly
Ser
Trp
Ser

Leu
70

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val

150
Ala

Gly
Ser
Trp
Ser

Leu
70

Tyr
Gly
Phe
Leu

Trp
150

455

Arg
Tyr
Val

val
55

Tyr
Cys
Gln
Val
Ala
135

Ser

Val

Arg
His
Val
Val
55

Tyr
Cys
Thr
Pro
Gly

135
Asn

425

101

[
[N N N J

430

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

440

445

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Gly
Phe
120
Leu

Trp

Leu

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Leu
Leu
120
Cys

Ser

Leu
Met
25

Val
Gly
Gln
Arg
Thr
105
Pro
Gly

Asn

Gln

Leu
Ile
25

val
Gly
Gln
Arg
Val
105
Ala

Leu

Gly

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Gly
90

Thr
Leu

Cys

Ser

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
val
90

Thr
Pro

Val

Ala

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ala
Val
Ala

Leu

Gly
155

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ala
Val
Cys
Lys

Leu
155

460

Ser
Val
Tyr
Thr
60

Serxr
Arg
Thr
Pro
Val

140
Ala

Ser
Val
Tyr
Thr
60

Ser
Pro
Ser
Ser
Asp

140
Thr

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Ile
val
Cys
125
Lys

Leu

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Leu

Ser

Arg
125
Tyr

Ser

Ala
Gln
30

Gly
Ser
Arg
Ile
Ser
110
Ser

Asp

Thr

Val
Gln
30

Gly
Ser
Arg
Gly
Ala
110
Ser

Phe

Gly

Ala
15

Ala
Ser
Arg
Ala
Thr
95

Ser
Arg
Tyr

Ser

Ala
15

Ala
Arg
Arg
Ala
Pro
95

Ser
Thr

Pro

Val

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Pro
Ala
Ser

Phe

Gly
160

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Leu

Thr

XXX

Ser

Glu

His
160



Thr Phe

Pro

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

<400>

Ser Gly
1
Thr Vval

Ile Arg

Tyr Ile
50

Ile Ser

65

Val Thr

Asp Tyr
Ser Ser

Ser Arg
130

Asp Tyr

145

Thr Ser

Pro
Ser
Gln
35

Gly
Val
Ala
Tyr
Ala
115
Ser

Phe

Gly

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

<400>

Pro Gly
Ser Ser
Glu Trp

Asp Ser
50

Thr Leu

65

Tyr Tyx

Gln Gly
Val Phe
Ala Leu

130

Ser Trp
145

Arg
His
Val
35

Val
Tyr
Cys
Thr
Pro
115
Gly

Asn

<210>
<211>

Ala

172
PRT

val
165

Human

7
Gly

Gly
20

His
Asn
Asp
Ala
Gly
100
Ser
Thr

Pro

Val

153
PRT

Leu
5
Gly
Pro
Thr
Thr
Asp
85
Ile
Thr
Ser

Glu

His
165

Human

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
Ala
Leu
100
Leu
Cys

Ser

167

Leu
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
85

Val
Ala

Leu

Gly

Leu Gln

val
Ser
Gly
Tyr
Ser
70

Thr
Asp
Lys
Glu
Pro

150
Thr

Arg
His
Ile
Arg
Met
70

vVal
Thr
Pro

val

Ala
150

Lys
Ile
Lys
Tyr
Lys
Ala
val
Gly
Ser
135

val

Phe

Leu
Trp
Trp
Phe
55

Asn
Ala
val
Cys
Lys

135
Leu

Pro
Sex
Gly
40

Asn
Asn
Val
Trp
Pro
120
Thr

Thr

Pro

Ser
val
Tyr
Thr
Ser
Pro
Ser
Ser
120
Asp

Thr

Ser
Serx
25

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gly
105
Ser
Ala

Val

Ala

Cys
Arg
25

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser

105
Arg

Tyr

Ser

102

Gln
10

Gly
Glu
Ser
Phe
Tyr
90

Gln
Val
Ala

Ser

Val
170

Ala
10

Gln
Gly
Ser
Arg
Gly
90

Ala

Ser

Phe

Ile
Gly
Trp
Leu
Ser
75

Cys
Gly
Phe
Leu
Trp

155
Leu

Ala
Ala
Arg
Arg
Ala
75

Pro
Ser

Thr

Pro

Leu
His
Ile
Lys
Leu
Ala
Thr
Pro
Gly
140

Asn

Gln

Ser
Pro
Asn
Asp
60

Glu
Leu
Thr
Ser

Glu
140

Ser
Tyxr
Gly
45

Ser
Lys
Arg
Thr
Leu
125

Cys

Ser

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
Lys
Glu

125
Pro

[ E R X

Leu

Trp
30

Tyr
Arg
Leu
Asp
Val
110
Ala

Leu

Gly

Phe
Lys
30

Asp
Ser
Thr
TYX
Gly
110

Ser

Val

Thr
15

Ser
Ile
vVal
Ser
Ser
S5

Thr
Pro

vVal

Ala

Thr
15
Gly

Tyr
Lys
Ala
Trp
95

Pro

Thr

Thr

Cys
Trp
Tyr
Thr
Ser
80

Gly
Val
Cys
Lys

Leu
160

Phe
Leu
Ala
Asn
Val
80

Gly
Ser

Ala

Val

[EREX)



Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Tyr
Thr
Pro
Val

145
Ala

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Ala
Ser

Thr

Pro
145

<212>
<213>

<220>

<400>

Val
Phe
Lys
Tyr
50

Ser
Thr
Tyr
Val
Cys
130

Lys

Leu

Val
Thr
Gly
35

Tyr
Lys
Ala
Tyr
Ser
115
Ser

Asp

Thr

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

<400>

Val
Phe
Lys
Tyr
50

Ser
Thr
Met
Thr
Ser

130
Glu

Val
Thr
Gly
35

Tyr
Lys
Ala
Asp
Lys
115
Glu

Pro

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

PRT

Human

Gln
Phe
20

Leu
Ala
Asn
Val
Tyxr
100
Ser
Arg
Tyr
Ser
10

151
PRT

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr

Tyx
85

Tyr
Ala
Ser

Phe

Gly
165

Human

10
Gln

Phe
20

Leu
Ala
Asn
val
val
100
Gly

Ser
vVal
11

146
PRT

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
TYY
Trp
Pro
Thr

Thr

Human

Gly
Ser
Trp
Ser

Leu
70

Tyr
Arg
Ser
Thr
Pro

150
Val

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
70

Tyr
Gly
Ser

Ala

val
150

Arg
Tyr
Val
Val
55

Tyr
Cys
Xaa
Thr
Ser
135

Glu

His

Arg
Tyr
Val

Val
55

Tyr
Cys
Gln
Val
Ala

135
Ser

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Asp
Lys
120

Glu

Pro

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Gly
Phe

120
Leu

Leu
Met
25

val
Gly
Gln
Arg
Vval
105
Gly

Ser

Val

Leu
Met
25

Val
Gly
Gln
Arg
Thr
105

Pro

Gly

103

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Asp
90

Trp
Pro

Thr

Thr

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Gly
90

Thr

Leu

Cys

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Pro
Gly
Ser

Ala

val
158

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ala
Val

Ala

Leu

Ser
Val
Tyxr
Thr
60

Ser
Arg
Gln
Val
Ala

140
Ser

Ser
Val
Tyr
Thr
60

Ser
val
Thr

Pro

Val
140

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Gly
Gly
Phe

125
Leu

Trp

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
val
Val
Cys

125
Lys

Ala
Gln
30

Gly
Ser
Arg
Ala
Thr
110
Pro

Gly

Asn

Ala
Gln
30

Gly
Ser
Arg
val
Ser
110

Sex

Asp

Ala
15

Ala
Ser
Arg
Ala
Thr
95

Thr
Leu

Cys

Ser

Ala
15

Ala
Ser
Arg
Ala
Pro
95

Ser

Arg

Tyr

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Leu
val
Ala
Leu

Gly
160

Ser
Pro
His
Asp
Glu
80

Ala
Ala

Ser

Phe

eseasre e



Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
65

Thr
Leu
Thr

Ser

Glu
145

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
65

Arg
Asp
Thr
Leu
Cys

145
Ser

Val
1

<220>

<400>
Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
35

Tyr Ala

50

Lys Asn

Ala Val

Asp Tyr

Lys Gly
115

Glu Ser

130

Pro

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

<400>
Gly Gly

Ala Ser

Ala Pro
35

Ser Asn

50

Arg Asp

Ala Glu
Phe Trp

Val Thr
115

Ala Pro

130

Leu Val

Gly Ala

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

<400>
Gln Pro

11

Pro Gly Arg Ser

Ser
20
Glu

Asp
Thr
Tyr
Trp
100

Pro

Thr

12
174
PRT

Ser
Trp
Ser

Leu

Tyr
85

Gly
Ser

Ala

Human

12
Gly

Gly
20

Gly
Lys
Asn
Asp
Ser
100
Val
Cys
Lys
Leu
13

163
PRT

Val
Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr
85

Gly
Ser
Ser
Asp

Thr
165

Human

13

Gly Arg

Xaa
Val

Val

Tyr
70

Cys
Gln
Val

Ala

val
Thr
Gly
Tyr
Lys
70

Ala
Arg
Ser
Arg
Tyr

150
Ser

Gly
Ala
Lys
S5

Leu
Ala
Gly

Phe

Leu
135

Gln
Phe
Leu
Ala
55

Ser
Val
Gly
Ala
Ser
135

Phe

Gly

Leu
Met
Val
40

Gly
Gln
Arg
Thr
Pro
120
Gly

Pro
Ser
Glu
40

Asp
Thr
Tyr
Gly
Ser
120
Thr

Pro

val

Arg
His
25

Ile
Arg
Met
Gly
Leu
105

Leu

Cys

Gly
Ser
25

Ser
Leu
Tyx
Met
105
Thr
Ser

Glu

His

Ser Leu Arg Leu

104

Leu
10

Trp
Trp
Phe
Asn
Thr
90

val
Ala

Leu

Arg
10
Tyr

Val
val
Tyr
Cys
90

Asp
Lys
Glu

Pro

Thr
170

Ser
10

Ser
Val
Ser
Thr
Ser
75

Met
Thr

Pro

Val

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
75

Ala
val
Gly
Ser
val

155
Phe

Cys
Arg
Asp
Ile
60

Leu
Ile
Val
Cys

Lys
140

Leu
Val
Val
Gly
60

Gln
Arg
Trp
Pro
Thr
140

Thr

Pro

]
ssee

Ala
Gln
Gly
45

Ser
Arg
Val
Ser
Ser

125
Asp

Arg
His
Ile
45

Arg
Met
Asp
Gly
Ser
125
Ala

Val

Ala

Ala
Ala
30

Ser
Arg
Ala
Val
Ser
110
Arg

Tyr

Leu
Trp
30

Trp
Phe
Asn
Ser
Gln
110
val
Ala

Ser

Val

Ser
15

Pro
His
Asp
Glu
Gly
95

Ala

Ser

Phe

Ser
15

Val
Tyr
Thr

Ser

Tyr
95

Gly
Phe

Leu

Trp

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
80

Thr
Ser

Thr

Pro

Cys
Arg
Asp
Ile

Leu
80

Tyr
Thr
Pro
Gly

Asn
160

Cys Ala Ala Ser Gly Phe

15

eeen
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Thr Phe
Gly Leu

Tyr Ala
50

Lys Asn

65

Ala Vval

Phe Asp
Thr Lys

Ser Glu
130

Glu Pro

145

His Thr

Ser
Glu
35

Glu
Thr
Tyr
Phe
Gly
115
Ser

Val

Phe

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

<400>

Met Glu
Asp Thr
Leu Ser

Ile Ser
50

Pro Arg

65

Asp Arg

Ser Arg
Gly Thr

Arg Thr
130

Gln Leu

145

Tyxr Pro

Ser Gly
Thr Tyr
Lys His

210

Pro Val
225

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Phe
Leu
Ser
115
val
Lys
Arg
Asn
Ser
195

Lys

Thr

<210>
<21l1l>
<212>

Asn
20

Trp
Ser
Leu
Tyr
Txrp
100
Pro

Thr

Thr

14
235
PRT

TYyTr
Vval
Val
Tyr
Cys
Gly
Ser
Ala

val

Human

14
Pro

Gly
20

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu
100
Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
180
Leu

val
Lys
15

233
PRT

Ala
Glu
Glu
Phe
Ile
Gly

85
Pro

Trp
Ala
Gly
Ala
165
Gln
Ser
Tyx

Ser

Ala
Val
Lys
Leu
70

Ala
Gln
val

Ala

Ser
150

Gln
Ile
Arg
Leu
Tyx
70

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
150
Lys
Glu
Ser

Ala

Phe
230

Met
Val
Gly
55

Gln
Arg
Gly

Phe

Leu
135

Trp

Leu
Val
Ala
Ala
55

Gly
Gly
Asp
Phe
Ser
135
Ala
Val
Ser
Thr
Cys

215
Asn

His
Ile
40

Arg
Met
Asp
Thr
Pro
120
Gly

Asn

Leu
Leu
Thr
40

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
120
Val
Ser
Gln
Val
Leu
200
Glu

Arg

Trp
25

Trp
Phe
Asn
Gln
Leu

105
Leu

Cys

Ser

Phe
Thr
25

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
105
Gln
Phe
Val
Trp
Thr
185
Thr

Val

Gly

105

val
His
Thr
Ser
Gly
90

Val
Ala

Leu

Gly

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
90

val
Gly
Ile
Val
Lys
170
Glu
Leu

Thr

Glu

.

Arg
Asp
Ile
Leu
75

Thr
Thr
Pro

Val

Ala
155

Leu
Ser
Cys
Gln
Arg
75

Asp
Tyr
Thr

Phe
Cys
155
Val
Gln
Ser
His

Cys
235

Gln
Gly
Ser
60

Arg
Gly
Val
Cys
Lys

140
Leu

Leu
Pro
Arg
Arg
60

Ala
Phe
Tyx
Lys
Pro
140
Leu
Asp

Asp

Lys

Gln

220

Ala
Asn
45

Arg
Ala
Trp
Ser
Ser
125
Asp

Thr

Leu
Gly
Ala
45

Pro
Thr
Thr
Cys
Val
125
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

205
Gly

Pro
30
Asn

Asp
Glu
Tyr
Ser
110
Arg
Tyr

Ser

Trp
Thr
30

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
110
Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
190
Asp

Leu

Gly
Lys
Asn
Asp
Gly
95

Ala
Ser

Phe

Gly

Leu
15

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
95

Gln
Ile
Asp
Asn
Leu

175
Asp

Tyr

Ser

Lys
Tyr
Ser
Thr
80

Gly
Ser
Thx

Pro

val
160

Pro
Ser
Ser
Ala
Pro
80

Ile
Tyr
Lys
Glu
Phe
160
Gln
Ser

Glu

Ser

[ E NN NN ]



Met
Asp
Leu
Ser
Leu
65

Phe
Leu
Ser
Val
Lys
145
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
225

Gly
Ala
Gly
Gly
Leu
65

Gln
Asp

Ser

Asn

<213>

<400>

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
130
Ser
Glu
Ser
Leu
val

210
Lys

Thr
Thr
Pro
35

Tyr
Ile
Gly
Pro
Phe
115
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
195

Tyr

Ser

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

<400>

Thr
Ser
Gln
Ile
50

Thr
Gln
Ile

Asp

Asn
130

Leu
Gln
Ala
35

Pro
Ile
Tyr
Lys
Glu

115
Phe

<210>
<211>

Human

15
Pro

Gly
20

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu
100
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
180
Ser
Ala
Phe
16

139
PRT

Ala
S
Glu
Glu
Ala
Gly
Gly
85
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
165
Ser
Thr

Cys

Asn

Human

16
Ser

Ser
20

Pro
Asp
Ser
Gly
Arg
100
Gln
Tyr

17
234

Leu
val
Arg
Arxrg
Arg
Arg
85

Thr

Leu

Pro

Gln
Ile
Arg
Trp
Ala
70

Ser
Phe
Gly
Vval
Ser
150
Gln
val
Leu

Glu

Arg
230

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu
70

Ser
Val
Lys

Arg

Leu
val
Ala
Tyr
Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
135
val
Trp
Thr
Thr
Val

215
Gly

Pro
Ser
Leu
Ser
55

Glu
Pro
Ala

Ser

Glu
135

Leu
Leu
Thr
40

Gln
Ser
Thr
vVal
Gly
120
Ile
Val
Lys
Glu
Leu
200

Thr

Glu

Gly
Tyr
Ile
40

Gly
Pro
Phe
Ala
Gly

120
Ala

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Arg
Asp
Tyr
105
Thr
Phe
Cys
Val
Gln
185
Ser
His

Cys

Glu

Leu
25

Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
105

Thr

Lys

106

Leu
10

Gln
Ser
Lys
Ala
Phe
90

Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
170
Asp
Lys

Gln

Arg
10

Ala
Gly
Gly
Asp
Phe
90

Ser

Ala

Vval

Leu
Ser
Cys
Pro
Thr
75

Thr
Cys
Val
Pro
Leu
155
Asn
Ser

Ala

Gly

Ala
Trp
Ala
Ser
Phe
75

Gly
Val

Ser

Gln

Leu
Pro
Arg
Gly
60

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser
140
Asn
Ala
Lys
Asp

Leu
220

Thr
Tyr
Ser
Gly
60

Ala
Pro

Phe

Val

Leu
Gly
Thr
45

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
125
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

205
Ser

Leu
Gln
Ser
45

Thr
val
Gly

Ile

Val
125

Trp
Thr
30

Ser
Ala

Pro

Ile

Tyr
110
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
190
Glu

Ser

Ser
Gln
30

Arg
Asp
Tyr
Thr

Phe
110
Cys

Leu
15

Leu
Val
Pro
Asp
Ser
95

Gly
Arg
Gln
Tyr
Ser
178
Thr
Lys

Pro

Cys
15

Lys
Ala

Phe

Pro

Leu

sese

.e

Pro
Ser
Ser
Arg
Arg
80

Arg
Ile
Thr
Leu
Pro
160
Gly
Tyr
His

Val

Arg
Pro
Thr
Thr
Cys
80

val

Pro

Leu



Met
Asp
Leu
val
Arg
65

Arg
Arg
Ile
Thr
Leu
145
Pro
Gly
Tyr
His

Val
225

Gln
Thr
Gln
Leu
Asn
65

Tyr
Thr
Phe
Cys

val
145

<212>
<213>

<400>

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Pro
Phe
Leu
Ser
vVal
130
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

210
Thr

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
115
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
195

vVal

Lys

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

<400>

Ser
Cys
Lys
Gln
50

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu

130
Asp

Pro
Arg
Pro
35

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
115

Leu

Asn

PRT

Human

17
Pro

Gly
20

Gly
TYyr
Ile
Gly
Pro
100
Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
180
Ser
Tyx
Ser
18

152
PRT

Ala
5
Glu
Glu
Leu
Tyr
Ser
85
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
165
Glu
Ser

Ala

Phe

Human

18
Ser

Ala
20

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
100
Ser

Asn

Ala

Ser
Ser
Lys
Val
Thr
Gln
85

Ile
Asp

Asn

Leu

Gln
Ile
Arg
Ala
Gly
70

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
150
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
230

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
70

Ser
Lys
Glu

Phe

Gln
150

Leu
vVal
Ala

Trp
55

Val
Ser
Phe
Gly
Val
135
Ser
Gln
val
Leu
Glu

215
Arg

Ser
Ser
Pro
Ser

55
Asn

Tyr
Axg
Gln
Tyr

135
Ser

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
120
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
200

val

Gly

Ala
Ile
Asn
40

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
120

Pro

Gly

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Ser
Thx
val
105
Gly
Ile
val
Lys
Glu
185
Leu

Thr

Glu

Ser
Asn
25

Phe
Phe
Leu
Thr
Val
105
Lys

Arg

107

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Axrg
Asp
90

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
170
Gln
Ser
His

Cys

Val
10

Thr
Leu
Arg
His
Pro
90

Ala

Ser

Glu

Leu
Ser
Cys
Lys
Ala

75
Phe

Tyxr
Lys
Pro
Leu
155
Asp
Asp
Lys

Gln

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

75
Phe

Ala

Gly

Ala

Leu
Pro
Arg
Pro
60

Thr
Thr
Cys
Val
Pro
140
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
220

Asp
Leu
Ser
Ser
60

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
140

Leu
Gly
Ala
45

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
125
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

205
Leu

Arg
Ile
Ala
45

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

125
Val

Trp
Thr
30

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
110
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
190
Tyr

Ser

Val
Trp
30

Thr
Ser
Phe
Gly
val
110

Ser

Gln

Leu
15

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
95

Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
175
Ser

Glu

Ser

Thr
15

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

val

Trp

Pro
Ser
Ser
Pro
Asp
80

Ser
Gly
Arg
Gln
Tyr
160
Ser
Thr
Lys

Pro

Ile
Gln
Ile
Thr
Thr
80

Gly
Ile

Val

Lys

esses e



Ser
Cys
Gln
Arg
Asp
65

Tyxr
Thr

Phe

Cys

Ser
Cys
Lys
Phe
Phe
65

Tyr
Lys
Pro

Leu

Asp
145

Gln

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

<400>

Pro
Arg
Lys
Ala
50

Phe
Tyr
Lys
Pro

Leu
130

Gly
Ala
Pro
35

Thr
Thr
Cys
Val
Pro

115
Leu

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

<400>

Pro
Axrg
Pro
Ser
50

Thr
Cys
val
Pro
Leu

130
Asn

Asp
Ala
Asp
35

Gly
Leu
His
Glu
Ser
115

Asn

Ala

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

<400>

Ser

Pro

19
142
PRT

Human

19
Thr

Ser
20

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
100
Ser
Asn
20

155
PRT

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
Gln
85

Ile
Asp

Asn

Human

20
Phe

Ser
20

Gln
val
Thr
Gln
Ile
100
Asp
Asn
Leu
21

146
PRT

Gln
Gln
Ser
Pro
Ile
ser
85

Lys
Glu

Phe

Gln

Human

21

Ser
Ser
Ala
Pro
Ile
70

Tyr
Lys
Glu

Phe

Ser
Ser
Pro
Ser
Asn
70

Ser
Axg
Gln
Tyr

Ser
150

Gly Thr Leu

5

Leu
Ile
Pro
Asp
55

Ser
Gly
Arg
Gln

Tyr
135

val
Ile
Lys
Arg
55

Ser
Ser
Thr
Leu
Pro

135
Gly

Ser
Ser
Arg
40

Ser
Arg
Thr
Thr
Leu

120
Pro

Thr
Gly
Leu
40

Phe
Leu
Leu
val
Lys
120
Arg

Asn

Pro
Ser
25

Leu
Phe
Leu
Ser
val
105
Lys

Arg

Pro
Ser
25

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
105
Ser

Glu

Ser

108

Gly
10

Asn
Leu
Ser
Glu
Pro
90

Ala

Ser

Glu

Lys
Ser
Ile
Gly
Ala
Leu
S0

Ala
Gly
Ala

Gln

%eeo oo

Glu
Phe
Ile
Gly
Pro
75

Phe
Ala
Gly

Ala

Glu
Leu
Lys
Ser
Glu
75

Thr
Pro
Thr
Lys

Glu
155

Ser Leu Ser Pro Gly

10

Arg Ala
Leu Ala

Tyr Arg
45

Ser Gly

60

Glu Asp

Thr Phe
Pro Ser

Thr Ala

125
Lys Val
140

Lys Val
His Trp

Tyr Ala
45

Gly Ser

60

Asp Ala

Phe Gly
Ser Vval
Ala Ser

125

Val Gln
140

Thr
Trp
30

Pro
Ser
Phe
Gly
Val
110

Ser

Gln

Thr

Tyr
30

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe
110
val

Trp

Leu
15

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

Val

Ile
15

Gln
Gln
Thr
Thr
Gly
95

Ile

val

Lys

Ser
Gln
Ser
Thr
Leu
80

Gly

Ile

Val

Thr
Gln
Ser
Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys

Val

Glu Arg Ala Thr Leu

15

ceseoess



Ser
Gln
Arg
Asp
65

Tyr
Thr
Phe
Cys

Gly
145

Pro

Pro
Ser
Thr
65

Cys
Val

Pro

Leu

Thr
Ile
Gln
Ile
Pro

65
Thr

Cys
Lys
Ala

50
Phe

Tyxr
Lys
Pro
Leu

130
Gly

Arg
Pro
35

Thr
Thx
Cys
Val
Pro

115
Leu

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

<400>

Ser
Ala
Gly
Gly
50

Leu
Gln
Glu

Ser

Asn
130

Ser
Ser
Lys
35

val
Thr
Gln
Ile
Asp

115
Asn

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

<400>

Gln
Thr
Gln
Leu
50

Asp

Tyr

Ser
Cys
Lys
35
Gln
Phe

Tyr

Ala
20

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
100

Ser

Asn

22
139
PRT

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
85

Ile

Asp

Asn

Human

22
Leu

Gln
20

Ala
Pro
Ile
Tyr
Lys

100
Glu

Phe
23

134
PRT

Ser
5
Ser
Pro

Ser

Ser

Tyr
85

Arg
Gln

Tyr

Human

23
Pro

Arg
20

Pro
Ser

Thr

Cys

Ser
5
Ala
Gly
Gly

Leu

Gln

Gln
Ala
Pro
Ile
70

Tyr
Lys
Glu

Phe

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser
70

Ser
Thr

Leu

Pro

Ser
Ser
Lys
val
Thr

70
Gln

Ser
Pro
Asp
55

Ser
Gly
Arg

Gln

Tyr
135

Ser
Asn
Leu
Phe
55

Leu
Thr
val
Lys

Arg
135

Leu
Gln
Ala
Pro
55

Ile

Ser

val
Arg
40

Arg
Arg
Arg
Thr
Leu

120
Pro

Val
Ser
Leu
40

Ser
Gln
Pro
Ala
Ser

120
Glu

Ser
Asn
Pro
40

Ser

Ser

Tyr

Ser
25

Leu
Phe
Leu
Ser
Val
105
Lys

Arg

Gly
Tyr
25

Ile
Gly
Pro
Phe
Ala
105
Gly

Ala

Ala
Ile
25

Lys
Gly

Ser

Ser

109

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
90

Ala

Ser

Glu

Asp
10

Leu
TYY
Ser
Glu
Thxr
90

Pro

Thr

Lys

Ser
10

Ser
Phe
Phe

Leu

Thr

Tyr
Ile
Gly
Pro
75

Phe
Ala

Gly

Ala

Arg
Asp
Ala
Gly
Asp
75

Phe
Ser

Ala

val

Val
Arg
Leu
Ser
Gln

75
Pro

Leu

Tyr
Ser
60

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
140

Val
Trp
Ala
Ser
60

Phe
Gly

val

Ser

Gly
TyY
Ile
Ala
60

Pro

Phe

Ala
Gly
45

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

125
Val

Thr

Tyr
Ser
45

Gly
Ala
Pro

Phe

val
125

Asp
Leu
Tyr
45

Ser

Glu

Thr

Trp
30

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
110

Ser

Gln

Ile
Gln
30

Ser
Thr
Thr
Gly
Ile

110
val

Arg
Asn
30

val
Gly
Asp

Phe

TyY
Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

vVal

Trp

Thr
15

Gln
Leu
Asp
Tyr
Thr
95

Phe

Cys

val
15

Trp
Ala
Ser

Phe

Gly

ae

Gln
Ser
Thr
val
80

Gly
Ile

Val

Lys

Cys
Lys
Gln
Phe
Tyr
80

Lys

Pro

Leu

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala

80
Pro



Gly
Ile

vVal

Thr
Ile
Gln
Sgr
Ile
65

Thr
Gly
Ile

Val

Lys
145

Pro
Arg
Txp
vVal
Ser
65

Val
Gly

Val

Ser

Thr
Phe

Cys
130

Lys

Pro
115
Leu

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

<400>

Gln
Thr
Gln
Leu
50

Asp
Tyxr
Thr
Phe
Cys

130
val

Ser
Cyé
Lys
35

Gln
Cys
Tyr
Arg
Pro
115

Leu

Asp

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

<400>

Leu
Ser
Phe
Ser
50

Gly
Gly
Gln

Phe

val
130

Ser
Ser
Gln
35

Asn
Thr
Val
Gly
Ile

115
val

<210>

Val
100

85
Asp

110

90

Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser

105

110

Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala

Leu Asn Asn

24
150
PRT

Human

24
Pro

Arqg
20

Pro
Gly
Thr
Cys
val
100
Pro
Leu
Asn
25

139
PRT

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln
85

Asp
Ser

Asn

Ala

Human

25
Leu

Gln
20

Gln
Trp
Asp
Tyr
Thr
100
Phe

Cys

26

Pro
Ser
Arg
Asp
Phe
Tyr
85

Lys

Pro

Leu

Ser
Ser
Lys
Val
Thr
70

Gln
Ile
Asp

Asn

Tyr
150

Val
Leu
Pro
Ser
Thr
70

Cys
Val

Pro

Leu

Leu
Gln
Ala
Pro
55

Ile
Ser
Glu

Glu

Phe
135

Thr
Val
Gly
Gly
55

Leu
Met
Glu

Ser

Asn
135

120

Ser
Ser
Pro
40

Ser
Ser
TYyY
Arg

Gln
120

Tyr

Leu

TYyr
Gln
40

val
Lys
Gln

Ile

Asp
120
Asn

Ala
Ile
25

Arg
Arg
Ser
Ile
Thr
105

Leu

Pro

Gly

Ser
25
Ser

Pro

Ile
Gly
Lys
105
Glu

Phe

Ser
10

Cys
val
Phe
Leu
Thr
90
val
Lys

Arg

Gln
10

Asp
Pro
Asp
Ser
Ser
90

Arg
Gln

Tyr

Val
Asn
Leu
Ser
Gln
75

Pro
Ala

Ser

Glu

Pro
Gly
Arg
Arg
Arg
75

His
Thr

Leu

Pro

Gly
Tyrxr
Ile
Gly
60

Pro
Phe
Ala

Gly

Ala
140

Ala
Asn
Arg
Phe
60

Val

Trp

val

Lys

125

Asp Arg

Leu Asn
30

Tyr Ala

45

Ser Gly

Glu Asp
Thr Phe

Pro Ser
110

Thr Ala

125

Lys Val

Ser Ile

Thr Tyr
30

Leu Ile

45

Ser Gly

Glu Ala
Pro Pro
Ala Ala

110

Ser Gly
125

95
val

Ser

Val
15
Trp

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
Ser

Gln

Ser
15

Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
95

Pro

Thr

Phe

Val

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala
80

Pro
Phe

vVal

Trp

Cys
Asn
Lys
Gly
Asp
80

Phe

Ser

Ala

L]
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Pro
His
Gln
vVal
Lys
65

Gln
Ile

Asp

Asn

Met
Leu
Ala
Tyr
Gln
65

Gly
Ser
Thr
Tyr
Pro
145
Pro
Thr
Asn
Arg
Val

225
Ser

<211>
<212>
<213>

<400>

Gly
Ser
Ser
Pro
50

Leu
Ala
Lys
Glu

Phe
130

Glu
Asn
Pro
35

Asp
Ser
Leu
Arg
Gln

115
Tyr

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

<400>

Gly
Leu
val
Ala
50

Ala

Asn

Gly’

Gly
Leu
130
Cys
Pro
Cys
Trp
Glu
210

Leu

Asn

val
Phe
Val
35

Sex
Asp
Glu
Asn
Leu
115
Gly
Pro
Lys
Val
Tyx
195
Glu
His

Lys

133
PRT

Human

26
Pro

Gly
20

Gln
Arg
Axg
Gln
Thr
100
Leu
Pro
27

364
PRT

Ala
S
Tyr
Leu
Phe
Val
Thr
85
Val

Lys

Arg

Human

27
Leu

Pro
20

Leu
Pro
Ser
Leu
Gln
100
Tyr
Ile
Asp
Pro
val
180
val
Gln
Gln

Ala

Leu
Ser
Ala
Gly
Gln
Thr
85

Val
Ile
Gly
Ser
Lys
165
Val
Asp
Tyxr
Asp

Leu

Ser
Asn
Leu
Ser
Glu
70

Pro

Ala

Ser

Thr

Met

‘Ser

Lys
val
70

Phe
Asn
Cys
Asn
Asp
150
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp

230
Pro

Ile
Tyr
Ile
Gly
55

Ala
Leu

Ala

Gly

Gln
Ala
Ser
Ala
55

Thr
Leu
Leu
Lys
Gly
135
Leu
Thr
Val
Val
Ser
215

Leu

Thr

Ser

Leu

Tyr
40

Ser
Glu
Thr

Pro

Thr
120

Arg
Ser
Arg
40

Thr
Glu
Asp
Thr
val
120
Thr
Glu
Leu
Ser
Glu
200
Thr

Asn

Pro

Cys
Asp
25

Leu
Gly
Asp
Phe
Ser

105
Ala

Thr
Met
25

Gly
Glu
val
Asp
Ile
105
Glu
Gln
Gly
Met
His
185
val
Tyr
Gly

Ile

111

Arg
10

Trp
Gly
Ser
Val
Gly
90

Val

Ser

Leu
10

Ala
Ile
val
Cys
Ser
90

Gln
Leu
Ile
Ala
Ile
170
Glu
His
Arg

Lys

Glu

Ser
Tyr
Ser
Gly
Gly
75

Gly

Phe

val

Leu
Met
Ala
Arg
Ala
75
Ile
Gly
Met
Tyx
Pro
155
Ser
Asp.
Asn
vVal
Glu

235
Lys

Ser
Leu
Asn
Thr
60

Val
Gly

Ile

Val

Ser
His
Ser
Val
60

Ala
Cys
Leu
Tyxr
Val
140
Ser
Arg
Pro
Ala
Val
220

Tyr

Thr

Gln
Gln
Arg
45

Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys
125

Leu
Val
Phe
45

Thr
Thr
Thr
Arg
Pro
125
Ile
Val
Thr
Glu
Lys
205
Ser

Lys

Ile

Ser
Lys
30

Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro

110
Leu

val
Ala
30

val
Val
Tyr
Gly
Ala
110
Pro
Asp
Phe
Pro
Val
190
Thr
Val
Cys

Ser

Leu
15

Pro
Ser
Thr
Cys
Val
95

Pro

Leu

Leu
15

‘Gln

Cys
Leu
Met
Thr
95

Met
Pro
Pro
Leu
Glu
175
Lys
Lys
Leu

Lys

Lys

Leu
Gly
Gly
Leu
Met
80

Glu

Ser

Asn

Ala
Pro
Glu
Arg
Met
80

Ser
Asp
Tyx
Glu
Phe
160
Val
Phe
Pro
Thr
val

240
Ala

L]
eseoe



Lys
Asp
Phe
Glu
305
Phe
Gly

Tyr

1

Met
Ala
Arg
Ala
Ile
65

Gly

Met

Tyr

1

Gly

Glu

Tyx
290
Asn
Phe
Asn

Thr

Gln
Leu
275
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
355

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

<400>
Met His Val

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

<400>

His
Ser
Val
Ala
50

Cys
Leu
Tyr

val

Val
Phe
Thr
35

Thr
Thr
Arg

Pro

Ile
115

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

<400>
Met His Val

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

Pro
260
Thr

Ser
Tyr
Tyr
Phe

340
Lys

28
12
PRT

245
Arg

Lys
Asp
Lys
Ser
325

Ser

Ser

Human

28

Glu
Asn
Ile
Thr
310
Lys
Cys

Leu

Pro
Gln
Ala
295
Thr
Leu

Ser

Ser

Ala Gln Pro Ala

5

29

120

PRT

Human

29

Ala Gln Pro Ala
S

Val Cys Glu Tyr

20

Val Leu Arg Gln

Tyr Met Met Gly

55
Gly Thr Ser Ser
70

Ala Met Asp Thr
85

Pro Pro Tyr Tyr

100

Asp Pro Glu Pro

30

11

PRT

Human

30

Gln
val
280
val
Pro
Thr

Val

Leu
360

Val

Val
Ala
Ala
40

Asn
Gly
Gly

Leu

Cys
120

Ala Gln Pro Ala Val

31
89
PRT

5

Human

val
265
Ser
Glu
Pro
val
Met

345
Ser

Val

val
Ser
25

Asp
Glu
Asn
Leu

Gly
105

112

250

Tyr Thr Leu Pro

Leu
Trp
Val
Asp
330
His

Pro

Thr Cys Leu

Glu
Leu
315
Lys
Glu

Gly

Ser Asn

300

Asp Ser

Ser
Ala

Lys

Leu Ala Ser

10

Leu
10

Pro
Ser
Leu

Gln

Tyx
90
Ile

Ala
Gly
Gln
Thr
Val
75

Ile

Gly

Val Leu Ala

10

Ser
Lys
Val
Phe
60

Asn

Cys

Asn

285

Arg

Leu

Ser
Ala
Thr
45

Leu
Leu

Lys

Gly

Pro
270
Val
Gly
Asp
Trp

His
350

Arg
Thr
30

Glu
Asp
Thr

Val

Thr
110

255
Ser Arg

Lys Gly
Gln Pro

Gly Ser
320

Gln Gln

335

Asn His

Gly Ile
15
Glu Vval

Val Cys
Asp Ser

Ile Gln
80

Glu Leu

95

Gln Ile

*
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Gly
Gly
Gly
Lys
Asn

65
Asp

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn

65
Asp

Cys-

Ser
Thr
Pro

145
val

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn

65
Asp

<400>

Val
Phe
Lys
Tyx
50

Ser

Thr

Val
Thr
Gly
35

Tyr

Lys

Ala

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

<400>

Val
Phe
Lys
Tyr
50

Ser
Thr
Met
Thr
Ser
130
Glu

His

val
Thr
Gly
35

Tyr
Lys
Ala
Asp
Lys
115
Glu

Pro

Thr

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

<400>

Val
Phe

Lys

val
Thr

Gly
35

Tyr Tyr

50
Ser

Thr

Lys

Ala

31
Gln

Phe
20

Leu
Ala
Asn
Val
32

169
PRT

Pro
Ser
Glu
Aép
Thr

Tyr

Human

32
Gln

Phe
20

Leu
Ala
Asn
val
Val
100
Gly
Ser
vVal
Phe
33

167
PRT

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
85

Trp
Pro
Thr

Thr

Pro
165

Human

33
Gln

Phe
20

Leu
Ala

Asn

Val

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr

Tyr

Gly
Ser
Trp
Ser

Leu
70

Tyr

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
70

Tyr
Gly
Ser
Ala
Val

150
Ala

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu

70
Tyr

Axg
Tyr
Val
Val
55

Tyx

Cys

Arg
Tyr
Val
val
55

Tyr
Cys
Gln
val
Ala
135

Ser

Val

Arg
His
Val
Val
55

Phe

Cys

Ser
Gly
Ala
40

Lys

Leu

Ala

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Gly
Phe

120
Leu

Trp

Leu

Ser
Gly
Ala
40

Lys

Leu

Ala

Leu
Met
25

val
Gly
Gln

Arg

Leu
Met
25

vVal
Gly
Gln
Arg
Thr
105
Pro
Gly

Asn

Gln

Leu
Met
25

val
Gly
Gln

Arg

113

Arg
10

His
Ile
Arg

Met

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Gly
S0

Thr
Leu

Cys

Ser

Arg
10

His
Ile
Arg
Met

Gly

Leu
Trp
Trp
Phe

Asn
75

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ala
Val
Ala

Leu

Gly
155

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn

75
Gly

Ser
val
Tyx
Thr

60
Ser

Ser
val
Tyr
Thr
60

Ser
Arg
Thr
Pro
val

140
Ala

Ser
vVal
Tyr
Thr
60

Ser

His

Cys
Arg
Asp
45

Ile

Leu

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Ile
val
Cys
125
Lys

Leu

Cys
Arg
Asp
45

Ile

Leu

Phe

(XX R ]

Ala Ala
15

Gln Ala

30

Gly Ser

Ser Arg

Arg Ala

Ala Ala
15

Gln Ala

30

Gly Ser

Ser Arg
Arg Ala
Ile Thr
95

Ser Ser
110

Ser Arg
Asp Tyr

Thr Ser

Val Ala
15

Gln Ala

30

Gly Arg

Ser Arg
Arg Ala

Gly Pro

Ser
Pro
Asn
Asp

Glu
80

Sexr
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Pro
Ala
Ser

Phe

Gly
160

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu

80
Phe



Asp
Lys
Glu
Pro

145
Thr

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Phe
Thr
Ser
Glu

145
His

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp

Asp

TYTr
Gly
Ser
130
Val

Phe

Trp
Pro
115
Thr
Thr

Pro

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

<400>

Vval
Phe
Lys
His
50

Ser
Thr
Asp
Lys
Glu
130

Pro

Thr

val
Thr
Gly
35

Tyr
Lys
Ala
Tyr
Gly
115
Ser

val

Phe

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

<400>

Val
Phe
Lys
Asp
50

Ser

Thr

Tyr

val
Ile
Gly
35

Tyr
Lys
Ala

Trp

Gly
100
Ser
Ala
Val
Ala
34

166
PRT

85
Gln

Val

Ala

Ser

Val
165

Human

34
Gln

Phe
20

Leu
Gly
Asn
Val
Trp
100
Pro
Thr
Thr
Pro
35

167
PRT

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr

Tyr
85

Gly
Ser
Ala
Val

Ala
165

Human

35
Gln

Phe
20

Leu
Ala
Asn

val

Gly
100

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr

Tyx
85
Gln

Gly
Phe
Leu
Trp

150
Leu

Gly
Asn
Trp
Ser
Leu
70

Tyr
Gln
Val
Ala
Ser

150
Val

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
70

Tyr

Gly

Thr
Pro
Gly
135

Asn

Gln

Arg
Tyx
Val
Val
55

Tyr
Cys
Gly
Phe
Leu

135
Trp

Arg
His
Val
Val
55

Tyr

Cys

Thr

Leu
Leu
120
Cys

Serxr

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Thx
Pro
120
Gly

Asn

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu

Ala

Leu

val
105
Ala
Leu

Gly

Leu
Met
25

Val
Gly
Gln
Arg
Leu
105
Leu

Cys

Ser

Leu
Ile
25

vVal
Gly
Gln

Arg

Val
105

114
90
Thr
Pro
Val

Ala

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Gly
90

Val
Ala

Leu

Gly

Arg
10

His
Ile
Arg
Met

Val
90
Thr

val
Cys
Lys

Leu
155

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Glu
Thr
Pro

Val

Ala
155

Leu
Txp
Trp
Phe
Asn
75

Ala

Val

Ser
Ser
Asp

140
Thr

Ser
Val
Tyr
Thr
60

Ser
Arg
Val
Cys
Lys

140
Leu

Ser
val
Tyr
Thr
60

Ser

Pro

Ser

Ser
Arg
125
Tyr

Ser

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Leu
Ser
Ser
125
Asp

Thr

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu

Leu

Ser

95
Ala Ser
110
Ser Thr

Phe Pro

Gly val

Thr Ala
15

Gln Ala

30

Gly Ser

Ser Ser
Arg Ala

Gly Ser
95

Ser Ala

110

Arg Ser

Tyr Phe

Ser Gly

Val Ala
15

Gln Ala

30

Gly Arg

Ser Arg

Arg Ala

Gly Pro
95

Ala Ser
110

Thx
Ser
Glu

His
160

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Tyr
Ser
Thr

Pro

Val
160

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Leu

Thr
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Lys
Glu
Pro

145
Thr

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
65

Tyr
Gln
Val

Ala

Ser
145

Pro
Ser
Glu
Asp

Thr
65

Tyr
Gln
Val
Ala

Ser

Gly
Ser
130
Val

Phe

Pro
115
Thr
Thr

Pro

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

<400>

Gly
Ser
Trp
Ser
50

Leu
Tyr
Gly
Phe
Leu

130
Trp

Arg
His
Val

35
Val

Tyr
Cys
Thr
Pro
115

Gly

Asn

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

<400>

Gly
Ser
Trp
Ser
50

Leu
Tyr
Gly
Phe
Leu

130
Trp

Arg
His
Val
35

val
Tyr
Cys
Thr
Pro
115
Gly

Asn

Ser

Ala

val

Ala

36

153
PRT

Val

Ala

Ser

Val
165

Human

36
Ser

Gly
20

Ala
Lys
Leu
Ala
Leu
100
Leu
Cys
Ser
37

163
PRT

Leu
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
85

Val
Ala

Leu

Gly

Human

37
Ser

Gly
20

Ala
Lys
Leu
Ala
Leu
100
Leu
Cys

Ser

Leu
Ile
Val
Gly
Gln
Arg
85

Val
Ala

Leu

Gly

Phe

Pro

115

o080 vase

Leu Ala Pro Cys

120

Leu Gly Cys

Trp
150
Leu

Arg
His
Ile
Arg
Met
70

val
Thr
Pro

Val

Ala
150

Arg
His
Ile
Arg
Met
70

Val
Thr
Pro

vVal

Ala

135
Asn

Gln

Leu
Trp
Trp
Phe
55

Asn
Ala
Val
Cys
Lys

135
Leu

Leu
Trp
Trp
Phe
55

Asn
Ala
Val
Cys
Lys

135
Leu

Ser

Ser
Val

Tyr
40

Thr
Ser
Pro
Ser
Ser
120
Asp

Thr

Ser
Val
Tyr
40

Thr
Ser
Pro
Ser
Ser
120
Asp

Thr

Leu

Val

Lys

Gly Ala Leu

Cys
Arg
25

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser
105
Arg
Tyr

Ser

Cys
Arg
25

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser

105
Arg

Tyr

Ser

Ala
10

Gln
Gly
Ser
Axg
Gly
90

Ala

Ser

Phe

Ala
10

Gln
Gly
Ser
Arg
Gly
Ala
Ser

Phe

Gly

155

Ala
Ala
Arg
Arg
Ala
75

Pro
Ser

Thr

Pro

Ala
Ala
Arg
Arg
Ala
75

Pro
Ser
Thr

Pro

Val

Serxr
Asp

140
Thr

Ser
Pro
Asn
Asp
60

Glu
Leu
Thr

Ser

Glu
140

Ser
Pro
Asn
Asp
60

Glu
Leu
Thr
Ser
Glu

140
His

Arg
125
Tyr

Ser

Gly
Gly
Lys
45

Asn
Asp
Asp
Lys
Glu

125
Pro

Gly
Gly
Lys
45

Asn
Asp
Asp
Lys
Glu
125

Pro

Thr

Ser Thr
Phe Pro

Gly val

Phe Thr
15

Lys Gly

30

Asp Tyr

Ser Lys
Thr Ala

Tyr Trp
95

Gly Pro

110

Ser Thr

Val Thr

Phe Thr
15

Lys Gly

30

Asp Tyr

Ser Lys
Thr Ala
Tyr Trp
95

Gly Pro
110

Ser Thr
val Thr

Phe Pro

Ser
Glu

His
160

Phe
Leu
Ala
Asn
Val
80

Gly
Ser

Ala

Val

Phe
Leu
Ala
Lys
Val
80

Gly
Ser
Ala

Val

Ala



145
Val

Gly
Ser
Pro
Asn
Asp
65

Glu
Phe

Thr

Ser

Gly
Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Tyr
Thr
Pro
val

145
Ala

Leu Gln

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

<400>
Gly Val

Gly Phe

Gly Lys
35

Lys His

50

Asn Ser

Asp Thr
Asp Tyr

Lys Gly

115
Glu Ser
130

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

<220>

<400>
val val

Phe Thr

Lys Gly
35

Tyr Tyr

50

Ser Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Val Ser
115

Cys Ser

130

Lys Asp

Leu Thr

<210>

150

38
138
PRT
Human

38

Val Glu Pro
5

Thr Phe Ser

20

Gly Leu Glu

Tyr Ala Asp

Lys Asn Thr
70
Ala Val Tyr
85
Trp Gly Gln
100
Pro Ser Val

Thr Ala Ala

39
167
PRT
Human

39
Gln Pro Gly

Phe Ser Ser
20
Leu Glu Trp

Ala Asp Ser

Asn Thr Leu
70
Val Tyr Tyr
85
Tyr Tyr Arg
100
Ser Ala Ser

Arg Ser Thr

Tyr Phe Pro

150

Ser Gly Vval
165

40

Gly
Ser
Trp
Ser

S5
Leu

Tyr
Gly
Phe

Leu
135

Arg
TYyr
val

val
55
Tyr

Cys
Xaa
Thr
Ser
135
Glu

His

Arg

Tyr
Val

40
Ala

Tyr
cys
Thr
Pro

120
Gly

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Asp
Lys
120
Glu

Pro

Ser

Gly
25

Ala
Lys
Leu
Ala
Leu
105

Leu

Cys

Leu
Met
25

Val
Gly
Gln
Arg
val
105
Gly

Ser

val

116

Leu
10

Met
val
Gly
Gln
Arg
90

val
Ala

Leu

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Asp
90

Trp
Pro

Thr

Thr

fEes L0980

155

Arg
His
Ile
Arg
Met
75

Ala

Thr

Pro

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Pro
Gly
Ser

Ala

Val
155

Leu
Txrp
Trp
Phe
60

Asn
Gly

Val

Cys

Ser
Val
Tyr
Thr
60
Serx
Arg
Gln
val
‘Ala

140
Ser

Ser

Val

Tyr
45

Thr
Ser
Leu

Ser

Ser
125

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Gly
Gly
Phe
125

Leu

Trp

Cys
Arg
30

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser

110
Arg

Ala
Gln
30

Gly
Ser
Axg
Ala
Thr
110
Pro

Gly

Asn

Thr
15

Gln
Gly
Ser
Arg
Gly
95

Ala

Ser

Ala
15

Ala
Ser
Arg
Ala
Thr
95

Thr
Leu

Cys

Ser

-
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160

Ala
Ala
Ser
Arg
Ala
80

Tyr

Ser

Thr

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
80

Leu
Val
Ala

Leu

Gly
160
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<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Val val
1
Gly Phe Thr
Gly Lys Gly
35
Lys Tyr Tyr
50

Asn Ser Lys
65
Asp Thr Ala

Ala Met Asp

Ser Thr Lys
115
Thr Ser Glu
130
Pro Glu Pro
145

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
val val Gln
1
Phe Thr Phe
Lys Gly Leu
35
Tyr Tyr Ala

50
Ser Lys Asn
65
Thr Ala Val

Leu Asp Tyr

Thr Lys Gly
115
Ser Glu Ser
130
Glu Pro
145

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

<400>
Gly Vval val
1

150
PRT
Human

40

Gln Pro
5

Phe Ser

20

Leu Glu

Ala Asp
Asn Thr

val Tyr
85

Val Trp

100

Gly Pro

Ser Thr

Val Thr

41
146
PRT
Human

41

Pro Gly
5

Ser Ser

20

Glu Trp

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr
85

Trp Gly

100

Pro Ser

Thr Ala

42
171
PRT
Human

42

Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

5

Gly
Ser
Trp
Ser
Leu
70

Tyr
Gly
Ser

Ala

Val
150

Arg
Cys
val
Val
Tyr
70

Cys
Gln

Val

Ala

Arg
Tyr
Val
val
55

Cys
Gln
Val

Ala
135

Ser
Gly
Ala
Lys
55

Leu
Ala
Gly

Phe

Leu
135

Ser
Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Gly
Phe

120
Leu

Leu
Met
val
40

Gly
Gln
Arg
Thr
Pro

120
Gly

Leu
Met
25

Val
Gly
Gln
Arg
Thr
105

Pro

Gly

Arg
His
25

Ile
Arg
Met
Gly
Leu
105

Leu

Cys

117

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Gly
90

Thr

Leu

Cys

Leu
10

Trp
Trp
Phe
Asn
Thr
90

val
Ala

Leu

10

Leu
Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ala
Val

Ala

Leu

Ser
Vval
Ser
Thr
Ser
75

Met
Thr

Pro

Val

Ser
val
Tyr
Thr
60

Ser
Val
Thr

Pro

Val
140

Cys
Arg
Asp
Ile
60

Leu
Ile
vVal
Cys

Lys
140

Cys
Arg
Asp
45

Ile
Leu
Val
val
Cys

125
Lys

Ala
Gln
Gly
45

Ser
Arg
Val
Ser
ser

125
Asp

Ala
Gln
30

Gly
Ser
Arg
vVal
Ser
110

Ser

Asp

Ala
Ala
30

Ser
Arg
Ala
val
Ser
110
Arg

Tyr

Ala
15

Ala
Ser
Arg
Ala
Pro
95

Ser

Arg

Tyr

Ser
15

Pro
His
Asp
Glu
Gly
95

Ala

Ser

Phe

15

Asp
Glu
80

Ala
Ala

Ser

Phe

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

80
Thr

Ser

Thr

Pro



Gly
Gly
Lys
Asn
65

Asp
Ser
val
Cys
Lys

145
Leu

val
Thr
Gly
Tyr
Lys
.65
Ala
Phe
Ihr
Ser
Glu

145
His

1

Phe
Lys
Tyxr
50

Serxr
Thr
Gly
Ser
Ser
130

Asp

Thr

Thr
Gly
35

Tyx
Lys
Ala
Arg
Ser
115
Arg
Tyr

Ser

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

<400>

Gln
Phe
Leu
Ala
50

Asn
val
Asp
Lys
Glu
130

Pro

Thr

Pro
Ser
Glu
35

Glu
Thr
Tyr
Phe
Gly
115
Ser

Val

Phe

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

<400>
Val Ser Gly

Arg Gln His

Ser Gly Ser

Phe
20

Leu
Ala
Ser
Val
Gly
100
Ala
Ser
Phe
Gly
43

163
PRT

Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr
85

Gly
Ser
Thr

Pro

val
165

Human

43
Gly

Asn
20

Trp
Ser
Leu
Tyr
Trp
100
Pro

Thr

Thr

44
76
PRT

Arg
Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
85

Gly
Ser

Ala

Val

Human

44

Ser
Trp
Ser
Leu
70

Tyr
Met
Thr
Ser
Glu

150
His

Ser
Ala
Val
Lys
Leu
70

Ala
Gln
Val

Ala

Ser
150

Tyr
val

val
55

Tyr
Cys
Asp
Lys
Glu
135

Pro

Thr

Leu
Met
val
Gly
55

Gln
Arg
Gly
Phe
Leu

135
Trp

Gly
Ala
40

Lys
Leu
Ala
Val
Gly
120
Ser

Val

Phe

Arg
His
Ile
40

Arg
Met
Asp
Thr
Pro
120

Gly

Asn

Gly Ser Ile Ser Ser

5

Pro Gly Lys Gly Leu

20

Val
25

Val
Gly
Gln
Arg
Trp
105
Pro
Thr
Thr

Pro

Leu
Trp
25

Trp
Phe
Asn
Gln
Leu
105
Leu

Cys

Ser

Gly

118

His
Ile
Arg
Met
Asp
90

Gly
Ser
Ala

val

Ala
170

Ser
10

val
His
Thr
Ser
Gly
90

val
Ala

Leu

Gly

Trp
Trp
Phe
Asn
75

Ser
Gln
val
Ala
Ser

155
Val

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
75

Thr
Thr
Pro

Val

Ala
155

val

Tyr
Thr
60

Ser
Tyr
Gly
Phe
Leu

140
Trp

Ala
Gln
Gly
Ser
60

Arg
Gly
Val
Cys
Lys

140
Leu

Arg
Asp
45

Ile
Leu
Tyrxr
Thr
Pro
125
Gly

Asn

Ala
Ala
Asn
45

Arg
Ala
Trp
Ser
Ser
125

Asp

Thr

Gly Tyr Tyr Trp

10

Glu Trp Ile Gly Tyr

25

Gln
30

Gly
Ser
Arg
Asp
Thr
110
Leu

Cys

Ser

Ser
Pro
30

Asn
Asp
Glu
Tyr
Ser
110
Arg

Tyr

Ser

Ser

Ala
Ser
Arg
Ala
Phe
95

Val
Ala

Leu

Gly

Gly
15

Gly
Lys
Asn
Asp
Gly
95

Ala
Ser

Phe

Gly

Txp
15

Pro
Asn
Asp
Glu
80

Trp
Thr
Pro

Val

Ala
160

Phe
Lys
Tyr
Ser
Thr
80

Gly
Ser
Thr

Pro

val
160

Ile

Ile Tyr Tyr

30

Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile



35

Ser Val Asp

50

Thr Ala Ala

65

Ser
Thr
Ile
Tyr
Ile
65

Val
Asp
Ser
Ser
Asp

145
Thr

Glu
Glu
Tyr
Ile
Gly

65
Pro

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

<400>

Gly
Val
Arg
Ile
50

Ser
Thr
Tyr
Ser
Arg
130

Tyr

Ser

Pro
Ser
Gln
35

Gly
val
Ala
Tyr
Ala
115
Ser

Phe

Gly

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

<400>

Ile
Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

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

<400>
Gln Ser Pro

40

119

45

Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val

55

60

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

45
172
PRT

Human

45
Gly

Gly
20

His
Asn
Asp
Ala
Gly
100
Ser
Thr
Pro
Val
46

96
PRT

Leu
Gly
Pro
Thr
Thr
Asp
85

Ile
Thr
Ser

Glu

His
165

Human

46
Leu

Thr
20

Trp
Ala

Ser
Phe
47

141
PRT

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly

Ala
85

Human

47

70

Val
Ser
Gly
Tyr
Ser
70

Thr
Asp
Lys
Glu
Pro

150
Thr

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr

70
Val

Lys
Ile
Lys
Tyr
55

Lys
Ala
Val
Gly
Ser
135

Val

Phe

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Pro
Ser
Gly
40

Asn
Asn
Val
Trp
Pro
120
Thr

Thr

Pro

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Ser
Ser
25

Leu
Pro
Gln
Tyr
Gly
105
Ser
Ala

val

Ala

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Gln
10

Gly
Glu
Ser
Phe
Tyr
90

Gln
val
Ala

Ser

Val
170

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gln
90

75

Ile
Gly
Trp
Leu

Ser
75
Cys

Gly
Phe

Leu

Trp
155
Leu

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr

75
Gln

Leu
His
Ile
Lys
60

Leu
Ala
Thr
Pro
Gly
140

Asn

Gln

Ser
Ser
Ala
Pro

60
Ile

Tyx

Ser
Tyr
Gly
45

Ser
Lys
Arg
Thr
Leu
125
Cys

Ser

Leu
val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Leu

Trp
30

Tyr
Arg
Leu
Asp
Val
110
Ala

Leu

Gly

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Thr
15

Ser
Ile
Val
Ser
Ser
95

Thr
Pro

Val

Ala

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Serx
95

Cys
Trp
TYyr
Thr
Ser
80

Gly
Val
Cys
Lys

Leu
160

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu



Ser
Gln
Ser
Thr
65

val
Gly

Ile

Val

Gln
Ser
Lys
Ala
Phe
65

Tyr
Lys
Pro

Leu

Gly
Ala
Gly
Gly
Leu

65
Gln

Cys
Gln
Arg
50

Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys
130

Arg
Axg
35

Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro

115
Leu

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

<400>

Ser
Cys
Pro
Thr
50

Thr
Cys
val

Pro

Leu
130

Pro
Arg
Gly
35

Gly
Leu
Gln
Glu
Ser

115
Asn

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

<400>

Thr
Ser
Gln
Ile
50

Thr

Gln

Leu
Gln
Ala
35

Pro

Ile

Tyr

Ala
20

Pro
Thr
Thr
Cys
Vval
100
Pro
Leu
48

141
PRT

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
85

Glu

Ser

Asn

Human

48
Gly

Thr
20

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
100
Asp
Asn
49

139
PRT

Thr
Ser
Ala
Pro
Ile
Tyrxr
85

Lys
Glu

Phe

Human

49
Ser

Ser
20

Pro
Asp

Ser

Gly

Leu
5
Val
Arg
Arg
Arg

Arg
85

Gln
Gln
Ile
Thr
70

Gln
Ile

Asp

Asn

Leu
Val
Pro
Asp
Ser
70

Gly
Arg

Gln

Tyxr

Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

70
Ser

Ser
Ala
Pro

55
Ile

Tyx
Lys
Glu

Phe
135

Ser
Ser
Arg
Arg
55

Arg
Ile
Thr

Leu

Pro
135

Pro
Ser
Leu
Ser
55

Glu

Pro

Ile
Pro
40

Asp
Sexr
Gly

Arg

Gln

120

Tyr

Leu
Ser
Leu
40

Phe
Leu
Ser
Val
Lys

120
Arg

Gly
Tyr
Ile
40

Gly

Pro

Phe

Ser
25

Arg
Arg
Arg
Thr
Thr
105

Leu

Pro

Ser
Sexr
25

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
105

Ser

Glu

Glu
Leu
25

Tyr
Ser

Glu

Thr

120

10
Ser

Leu
Phe
Leu
Ser
90

val
Lys

Arg

Pro
10

Tyr
I1le
Gly
Pro
Phe
90

Ala
Gly

Ala

Arg
i0

Ala
Gly
Gly
Asp

Phe
90

Ser
Leu
Ser
Glu
75

Pro
Ala

Ser

Glu

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu
75

Thr
Pro

Thr

Lys

Ala
Trp
Ala
Ser
Phe

75
Gly

Phe
Ile
Gly
60

Pro
Trp
Ala

Gly

Ala
140

Glu
Ala
Gly
Gly
60

Asp
Phe
Ser

Ala

Val
140

Thr

Tyx

Ser

Gly
60
Ala

Pro

Leu

Tyr
45

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr

125
Lys

Arg
Trp
Ala
45

Ser
Phe
Gly
Val
Ser

125
Gln

Leu
Gln
Ser
45

Thr
Val

Gly

Ala
30

Gly
Gly
Asp
Phe
Ser

110
Ala

Ala

Tyr
30

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe

110
Val

Ser
Gln
30

Arg
Asp
Tyr

Thr

15
Trp

Ala
Ser
Phe
Gly
95

Val

Ser

Thr
15

Gln
Ser
Thr
Val
Gly
95

Ile

Val

Cys
15

Lys
Ala
Phe
Tyr

Lys

Tyr
Ser
Gly
Ala
80

Gln
Phe

Val

Leu
Gln
Arg
Asp
TYT
80

Thr

Phe

Cys

Arg
Pro
Thr
Thr
Cys

80
Val

eese



Asp Ile Lys

Ser Asp Glu

115

Asn Asn Phe

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
65

Tyr
Thr

Phe

Cys

Ser
Cys

Gln

Asp
65

Tyx
Thr
Phe

Cys

130

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

<400>

Ser
Cys
Lys
Ala

50
Phe

Tyr
Lys
Pro

Leu
130

Pro
Arg
Pro
35

Thr
Thr
Cys
Val
Pro

115
Leu

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

<400>

Pro
Arg
Lys
Ala
50

Phe
Tyr
Lys

Pro

Leu
130

Gly
Ala
Pro
35

Thr
Thr
Cys
Val
Pro

115
Leu

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

Arg Thr Vval Ala Ala

100

121

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro

105

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala

120

Tyr Pro Arg Glu Ala

50
142
PRT
Human

50
Gly Thr

Ala Ser
20
Gly Gln

Gly Ile
Leu Thr

Gln Gln

85
Asp Ile
100

Ser Asp

Asn Asn

51
142
PRT
Human

51
Thr Leu

Ser Gln
20
Gly Gln

Gly Ile
Leu Thr

Gln Gln

85
Asp Ile
100

Ser Asp

Asn Asn

52
146
PRT
Human

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
70

Tyr
Lys
Glu

Phe

Ser
Ser
Ala
Pro
Ile
70

Tyr
Lys

Glu

Phe

135

Ser
Ser
Pro
Asp
S5

Ser
Gly
Arg

Gln

Tyr
135

Leu
Ile
Pro
Asp
55

Ser
Gly
Arg

Gln

Tyr
135

Leu
Val
Arg
40

Arg
Arg
Ile
Thr
Leu

120
Pro

Ser
Sgr
Arg
40

Ser
Arg
Thrx
Thr
Leu

120
Pro

Lys

Ser
Ser
25

Pro
Phe
Leu
Ser
Val
105
Lys

Arg

Pro
Ser
25

Leu
Phe
Leu
Ser
val
105
Lys

Arg

Val

Pro
10

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
20

Ala

Ser

Glu

Gly
10

Asn
Leu
Ser
Glu
Pro
90

Ala

Ser

Glu

110

Ser Val Val Cys Leu Leu

Gln

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro

75

Phe
Ala
Gly

Ala

Glu
Phe
Ile
Gly
Pro
75

Phe
Ala
Gly

Ala

Glu
Leu
Tyr
Ser
60

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
140

Arg
Leu
Tyr
Ser
60

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
140

125

Arg
Ala
Gly
45

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

125
val

Ala
Ala
Arg
45

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

125
Val

Ala
30

vVal
Ser
Phe
Gly
val
110

Ser

Gln

Thr
Trp
30

Pro
Ser
Phe
Gly
Val
110

Ser

Gln

Thr
15

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

Val

Leu
15

Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

val

Leu .

Gln
Ser
Thr
Val
80

Gly

Ile

Val

Ser
Gln
Ser
Thr
Leu
80

Gly
Ile

vVal

essnese



Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
65

Tyr
Thr
Phe
Cys

Gly
145

Asp
Asp
Leu
Tyx
Ser

65
Glu

Gln
Thr
Gln
Leu

Asn
65

Tyx

Thr

<400>

Ser
Cys
Lys
Ala
50

Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu

130
Gly

Pro
Arg
Pro
35

Thr
Thr
Cys
Val
Prb

115
Leu

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

<400>

Ile
Arg
Asn
Ala
50

Gly

Asp

Gln
val
Trp
35

Ala

Ser

Phe

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

<400>

Ser
Cys
Lys
Gln
50

Phe

Tyr

Lys

Pro
Arg
Pro
35

Ser
Thr
Cys

Val

52
Gly

Ala
20

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
100

Ser

Asn

53
95
PRT

Thr
Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
85

Ile

Asp

Asn

Human

53
Met

Thr
20
Tyr

Ser

Gly

Ala

54
152
PRT

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

Human

54
Ser

Ala
20

Gly
Gly
Leu

Gln

Asp

Ser
5
Ser
Lys
Val
Thr
Gln

85
Ile

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
70

Tyr
Lys
Glu

Phe

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Leu
Gln
Aia
Pro
Ile
70

Ser

Lys

Ser
Ser
Pro
Asp
55

Ser
Gly
Arg

Gln

Tyr
135

Ser
Cys
Lys
Gln

55
Phe

Tyr

Ser
Ser
Pro
Ser
55

Asn

Tyr

Arg

Leu
val
Arg
40

Arg
Arg
Arg
Thr
Leu

120
Pro

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Ala
Ile
Asn
40

Arg
Ser

Ser

Thr

Ser
Ser
25

Leu
Phe
Leu
Ser
Val
105
Lys

Arg

Ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
Asn
25

Phe
Phe
Leu

Thr

Val

122

Pro
10

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
90

Ala

Ser

Glu

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
90

val
10

Thr
Leu
Arg
His
Pro

90
Ala

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
75

Phe
Ala

Gly

Ala

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Ser

Gly
Tyrxr
Ile
Gly
Pro
75

Phe

Ala

Glu
Leu
Tyr
Sex
60

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
140

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Serxr

Tyr

Asp

Leu

Ser

Ser
60

Glu
Thr

Pro

Arg
Ala
Gly
45

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala

125
Val

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser

Serx

Arg
Ile
Ala
45

Gly
Asp

Phe

Ser

Ala
Trp
30

Ala
Ser
Phe
Gly
Val
110

Ser

Gln

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Thr

Val
Trp
30

Thr
Ser
Phe

Gly

Val

Thr
15

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
95

Phe

val

Trp

val
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

Thr
15

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro

95
Phe

.
ceens

Leu
Gln
Ser
Thr
val
80

Gly
Ile

Val

Lys

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Ile
Gln
Ile
Thr
Thr
80

Gly

Ile



Phe
Cys

Val
145

Pro
Arg
Pro
Ser
Thr
65

Cys
vVal

Pro

Leu

Thrx
Ile
Gln
Ile
Pro
65

Thr
Gly

Ile

val

Pro

Leu
130
Asp

Pro
115
Leu

Asn

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

<400>

Ser
Ala
Gly
Gly
50

Leu
Gln
Glu

Ser

Asn
130

Ser
Ser
Lys
35

val
Thr
Gln
Ile
Asp

115
Asn

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

<400>

Gln
Thr
Gln
Leu
50

Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys
130

Ser
Cys
Lys
35

Gln
Phe
Tyr
Lys
Pro

115
Leu

<210>
<211>
<212>

100

Ser Asp Glu

Asn Asn Phe

Ala Leu Gln

55
139
PRT

Human

55
Leu

Gln
20

Ala
Pro
Ile
Tyr
Lys
100
Glu
Phe
56

134
PRT

Ser
5
Ser
Pro
Ser

Ser

Tyr
85

Arg‘

Gln

Tyr

Human

56
Pro

Arg
20

Pro
Ser
Thr

Cys

Val
100

Pro’

Leu

57
150
PRT

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln
85

Asp

Ser

Asn

150

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser
70

Ser
Thr
Leu

Pro

Ser
Ser
Lys
val
Thr
70

Gln
Ile

Asp

Asn

Gln
Tyx

135
Ser

Ser
Asn
Leu
Phe
55

Leu

Thr

val

Lys

Arg
135

Leu
Gln
Ala
Pro
55

Ile
Ser
Lys

Glu

Leu
120
Pro

Gly

Val
Ser
Leu
40 -
Ser
Gln
Pro
Ala
Ser

120
Glu

Ser
Asn
Pro
40

Ser
Ser
Tyr
Arg

Gln
120

105

123

Lys Ser Gly Thr Ala

125

Arg Glu Ala Lys Val

Gly
Tyr
25

Ile
Gly
Pro
Phe
Ala
105
Gly

Ala

Ala
Ile
25

Lys
Gly
Ser
Ser
Thr

105
Leu

Asp
10

Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
90

Pro

Thr

Lys

Ser
10

Ser
Phe
Phe
Leu
Thr
390

Val

Lys

Arg
Asp
Ala
Gly
Asp
75

Phe
Ser

Ala

Val

vVal
Arg
Leu
Ser
Gln
75

Pro

Ala

Ser

140

Val
Trp
Ala
Ser
60

Phe
Gly

Val

Ser

Gly
Tyr
Ile
Ala
60

Pro
Phe

Ala

Gly

Thr
Tyr
Ser
45

Gly
Ala
Pro

Phe

Val
125

Asp
Leu

TyY
45

Ser
Glu
Thr

Pro

Thr
125

.
s060 s

110

.
enes

Ser Val Vval

Gln Trp Lys

Ile
Gln
30

Ser
Thr
Thr
Gly
Ile

110
val

Arg
Asn
30

val
Gly
Asp
Phe
Ser

110
Ala

Thr
15

Gln
Leu
Asp
Tyr
Thr
95

Phe

Cys

val
15

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
95

val

Ser

Cys
Lys
Gln
Phe
Tyr
Lys
Pro

Leu

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala
80

Pro

Phe

val

.o

.
eseses



Thr
Ile
Gln
Ser
Ile
65

Thr

Gly

Ile

val.

Lys
145

Glu
Glu
Leu
Lys
Ser

65
Glu

Ser
Cys
Lys
Phe
Phe

65
Tyr

<213>

<400>

Gln
Thr
Gln
Leu
50

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys

130
val

Ser
Cys
Lys
35

Gln
Cys
Tyx
Arg
Pro
115

Leu

Asp

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

<400>

Ile
Lys
His
Tyr
50

Gly

Asp

val
val
Trp
35

Ala

Ser

Ala

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

<400>

Pro
Arg
Pro
Ser
50

Thr

Cys

Asp
Ala
Asp
35

Gly

Leu

His

Human

57
Pro

Arg
20

Pro
Gly
Thr
Cys
Val
100
Pro
Leu
Asn
58

96
PRT

Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln
85

Asp
Ser

Asn

Ala

Human

58
Leu

Thr.

20
Tyr

Ser
Gly
Ala
59

155
PRT

Thr

Ile

Gln

Gln

Thx

Thr
85

Human

59

Phe
Ser
20

Gln
vVal
Thr

Gln

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

Ser
85

Ser
Ser
Lys
Val
Thr
70

Gln
Ile
Asp

Asn

Tyx
150

Gln
Thr
Gln
Ser
Asp

70
Tyx

Ser
Ser
Pro
Ser
Asn

70
Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
55

Ile
Ser
Glu

Glu

Phe
135

Ser
Cys
Lys
Phe

55
Phe

Tyxr

Val
Ile
Lys
Arg
55

Ser

Ser

Ser
Ser
Pro
40

Ser
Ser
Tyr
Arg
Gln

120
Tyr

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Thr
Gly
Leu
40

Phe
Leu

Leu

Ala
Ile
25

Arg
Arg
Ser
Ile
Thr
105

Leu

Pro

Asp
Ala
25

Asp
Gly

Leu

His

Pro
Ser
25

Leu
Ser

Glu

Pro

124

Ser
10

Cys
Val
Phe
Leu
Thr
90

val
Lys

Arg

Phe
10

Ser
Gln
val
Thr

Gln
90

Lys
10

Ser
Ile
Gly
Ala

Leu
90

Val
Asn
Leu
Ser
Gln
75

Pro
Ala

Ser

Glu

Gln
Gln
Ser
Pro
Ile

75
Ser

Glu
Leu
Lys
Ser
Glu

75
Thr

Gly
Tyx
Ile
Gly
60

Pro
Phe
Ala

Gly

Ala
140

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Asn

Ser

Lys
His
Tyr
Gly
60

Asp

Phe

Asp
Leu

Tyr
45

Ser
Glu
Thr
Pro
Thx

125
Lys

Val
Ile
Lys
Arg
Ser

Ser

Val
Trp
Ala
45

Ser

Ala

Gly

Arg
Asn
30

Ala
Gly
Asp
Phe
Ser
110
Ala

Val

Thr
Gly
30

Leu
Phe

Leu

Leu

Thr

Tyr
30

Ser
Gly
Ala

Gly

Val
15

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
95

Val

Ser

Gln

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
95

Ile
15

Gln
Gln
Thr

Thr

Gly

Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala
80

Pro
Phe

Val

Trp

Lys
Ser
Ile
Gly
Ala

80
Gln

Thr
Gln
Ser
Asp
Tyr

Thr
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Lys
Pro
Leu

Asp
145

Asp
Gln
Asp
Pro
Asp
65

Ser

Thr

Pro
Axrg
Trp
Val
Ser
65

val
Gly

Val

Ser

Val Glu

Pro Ser
115

Leu Asn

130

Asn Ala

<210>
<211>
<212>»
<213>

<400>
Val val

Pro Ala

Gly Asn
35

Arg Arg

50

Arg Phe

Arg Val

His Trp

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

<400>
Leu Ser

Ser Ser

Phe Gln
35

Ser Asn

50

Gly Thr

Gly Val
Gln Gly

Phe Ile
115
Val val

130

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

<400>

Ile
100
Asp

Asn
Leu
60

100
PRT

Lys
Glu
Phe

Gln

Human

60
Met

Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

61
139
PRT

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly

Ala
85

Human

61
Leu

Gln
20

Gln
Trp
Asp
Tyr
Thr
100
Phe
Cys
62

100
PRT

Pro
Ser
Arg
Asp
Phe
Tyr
Lys
Pro

Leu

Human

62

Arg
Gln
Tyr

Ser
150

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glu

Val
Leu
Pro
Ser
Thr
70

Cys
val

Pro

Leu

Thr
Leu
Pro

135
Gly

Ser
Cys
Asn
Lys
55

Gly

Asp

Thr
Val
Gly
Gly
55

Leu
Met
Glu

Ser

Asn
135

Vval
Lys
120
Arg

Asn

Pro
Arg
Trp
40

val

Ser

val

Leu.

Tyr
Gln

40
Val

Lys
Gln
Ile
Asp

120
Asn

Ala
105
Ser
Glu

Sex

Leu
Ser
25

Phe
Ser

Gly

Gly

Gly
Ser
25

Ser
Pro
Ile
Gly
Lys
105
Glu

Phe

125

Ala
Gly
Ala

Gln

Ser
10

Ser
Gln
Asn

Thr

Val
90

Gln
10

Asp
Pro
Asp
Ser
Ser
30

Arg
Gln

Tyr

Pro
Thr
Lys

Glu
155

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp

75
Tyr

Pro
Gly
Arg
Arg
Arg
75

His
Thr

Leu

Pro

Ser
Ala

Val
140

Pro
Ser
Arg
Asp
60

Phe

Tyr

Ala
Asn
Arg
Phe
60

val
Trp

vVal

Lys

Val
Ser

125
Gln

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Ser
Thr
Leu
45

Ser
Glu
Pro

Ala

Ser
125

Phe
110
Vval

Trp

Thr
Val
30

Gly
Gly

Leu

Met

Ile

Tyr
30

Ile
Gly
Ala

Pro

Ala

110

Gly

Ile
Val

Lys

Leu
15

Tyr
Gln
Val
Lys

Gln
95

Ser
15

Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
95

Pro

Thr

Phe
Cys

Val

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
Gly

Cys
Asn
Lys
Gly
Asp
80

Phe

Ser

Ala

evee
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Asp Ile Val
Glu Pro Ala

Asn Gly Tyr
35
Pro Gln Leu
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val

Leu Gln Thr

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

<400>
Pro Gly Glu

His Ser Asn

Gln Ser Pro
35
Val Pro Asp
50
Lys Leu Ser
65
Gln Ala Leu

Ile Lys Arg

Asp Glu Gln

115

Asn Phe Tyr
130

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

<400>

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

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

<400>

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Met Thr

Ser Ile
20
Asn Tyr

Leu Ile
Ser Gly

Glu Ala
85

Pro

100

63
133
PRT
Human

63
Pro Ala

Gly Tyr
Gln Leu
Arg Phe
Arg Val
Gln Thr
85
Thr Val
100

Leu Lys

Pro Arg

64

20
PRT
Human

64

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glu

Ser
Asn
Leu
Ser
Glu
70

Pro

Ala

Serxr

Ser
Cys
Asp
Leu
55

Gly

Asp

Ile
Tyr
Ile
Gly
55

Ala
Leu

Ala

Gly

Pro
Arg
Txp
40

Gly

Ser

Val

Ser
Leu
Tyr
40

Ser
Glu
Thr

Pro

Thr
120

Leu
Ser
25

Tyr
Ser

Gly

Gly

Cys
Asp
25

Leu
Gly
Asp
Phe
Ser

105
Ala

126

Ser
10

Ser
Leu
Asn

Thr

vVal
90

Arg
10

Trp
Gly
Ser
val
Gly
90

val

Ser

Leu Pro
Gln Ser
Gln Lys
Arg Ala
60
Asp Phe

75
Tyr Tyr

Ser Ser
Tyr Leu
Sexr Asn
Gly Thr
60

Gly Val
75

Gly Gly
Phe Ile

Val val

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Gln
Gln
Arg
45

Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys
125

Thr
Leu
30

Gly
Gly

Leu

Met

Ser
Lys
30

Ala
Phe
TYY
Lys
Pro

110
Leu

Pro
15

His
Gln
val

Lys

Gln
95

Leu
15

Pro
Ser
Thr
Cys
Val
95

Pro

Leu

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
Ala

Leu
Gly
Gly
Léu
Met
80

Glu

Ser

Asn

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

S
Thr
20

65

20
PRT
Human

65

10

15

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5
Thr
20

10

15



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

<400>

Glu Ile Val
1 .

Glu Arg Ala

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

<400>

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

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

<400>

Thr Gly Glu
1

Pro Gly Glu

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

<400>

Glu Phe Val
1

Glu Arg Ala

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

<400>

Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

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

127

66

20
PRT
Human

66

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Thr

20

67

20
PRT
Human

67

Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
5 10 15

Thr

20

68

20
PRT
Human

68

Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser
5 10 15

Arg

20

69

20
PRT
Human

69

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
S 10 15

Thr

20

70

20
PRT
Human

70

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Thr

20

71

20
PRT
Human
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<400>

Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

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

<400>

Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

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

<400>

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

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

<400>
Pro Glu Val
1

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

<400>

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

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

<400>
Pro Glu Val
1

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

128

71

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 10 15

Thr

20

72

20
PRT
Human

72

Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
5 ’ 10 15

Thr

20

73 '

20

PRT

Human

73
Val Glu Ser Gly Gly Gly Val val Gln Pro Gly Arg Ser
5 10 15

FSer

20

74

5

PRT
Human

74
Gln Phe
5

75

20
PRT
Human

75

Val Glu Ser Gly Gly GlylVal Val Gln Pro Gly Arg Ser
5 10 15

Ser

20

76

10
PRT
Human

76
Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
5 10

77

17
PRT
Human



<400>
Val Gln Leu
1
Leu

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

<400>
Pro Glu Val
1

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

<400>

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

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

<400>

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

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

<400>
Pro Glu Val
1

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

<400>

vVal Gln Leu
1

Leu Arg Leu

<210>
<211>
<212>

129

77
Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser
5 10 15

78

8

PRT
Human

78
Gln Phe Asn Trp Tyr
5

79

20
PRT
Human

79

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

Leu

20

80

20
PRT
Human

80

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser
5 10 15

Ser

20

81

10
PRT
Human

81
Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
S 10

82

20
PRT
Human

82

Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Vval Gln Pro Gly Arg Ser
5 10 15

Ser

20

83
9
PRT

seee



<213>

<400>
Pro Glu Val
1

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

<400>

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

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

<400>
Pro. Glu Vval
1

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

<400>

Val Gln Leu
1

Leu Arg Leu

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

<400>
Pro Glu Vval
1

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

<400>
Asp Ile Gln
1

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

<400>

130

Human

83
Gln Phe Asn Trp Tyr Val
5

84

20
PRT
Human

84

(XX N ]

val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg Ser

5 10 15
Ser
20

85

6

PRT
Human

85
Gln Phe Asn
5

86

20
PRT
Human

86

Val Glu Ser Gly Gly Gly Vval Val Glu Pro Gly Arg Ser

5 10 15
Ser
20

87

10
PRT
Human

87
Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
5 10

88

8

PRT
Human

88
Met Thr Gln Ser Pro
5

89

8

PRT
Human

89

ceoe
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Glu Ile Val
1

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

<400>
Glu Ile val
1

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

<400>
Thr Gly Glu
1

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

<400>
Glu Phe Val
1

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

<400>
Glu Ile val
1

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

<400>
Glu Ile Vval
1

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

<400>

Met Glu Phe
1

Val Gln Cys

Pro Gly Arg
35
Ser Ser His

. .
2928090 009

131

Leu Thr Gln Ser Pro
5

90

8

PRT
Human

90
Leu Thr Gln Ser Pro
5

91
10

"PRT

Human

91
Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro
5 10

92

8

PRT
Human

92
Leu Thr Gln Ser Pro
)

93

8

PRT
Human

93
Leu Thr Gln Ser Pro
S

94

8

PRT
Human

94
Leu Thr Gln Ser Pro
5

95
463
PRT
Human

95

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly

5 10 15

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln

20 25 30

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Gly Phe Thr Phe

40 45

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

008
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Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Gln
Val
145
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
225
Val
Phe
Pro
val
Thr
305
val
Cys
Ser
Pro
val
385
Gly
Asp

Trp

His

1

50
Trp

Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro

Glu

Leu

Glu

Gln
290
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
370
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
450

val
val
Phe
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Ser
Ser
Cys
Phe
Val
275
Phe
Pro
Thr
Vval
Thr
355
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435
His

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

<400>
Met Glu Phe

Val Gln Cys

Ala
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Asn
Asn
Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg
val
Sexr
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
420
Gly
Tyr
96

463
PRT

Val
Gly
85

Gln
Arg
Val
Ala
Leu
165
Gly
Ser
Phe
Thr
Pro
245
Pro
Cys
Trp
Glu
Val
325
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

Human

96

Ile
70

Arg
Met
Gly
Thr
Pro
150
Val
Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Lys
val
Tyr
Glu
310
His
Lys
Gln
Met
Pro
390
Asn
Leu

Val

Gln

55
Trp

Phe
Asn
Gly
Val
135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
215
val
Pro
Pro
Val
Val
295
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr
375
Ser
Tyr
Tyr

Phe

Lys
455

Gly Leu Ser Trp

5

Tyr
Thr
Ser
His
120
Serxr
Ser
Asp
Thr
Tyr
200
Gln
Asp
Ala
Lys
Val
280
Asp
Phe
Asp
Leu
Axrg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440
Ser

Asp
Ile
Leu
105
Phe
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Serxr
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Asp
Gly
Asn
Trp
Pro
345
Glu
Asn
Ile
Thx
Lys
425
Cys

Leu

132

Gly
Ser
90

Arg
Gly
Ala
Ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyxr
Thr
Pro
250
Thr
val
vVal
Ser
Leu
330
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

Arg
75

Arg
Ala
Pro
Ser
Thr
155
Pro
Val
Ser
Thr
Val
235
Val
Leu
Ser
Glu
Thr
315
Asn
Pro
Gln
Val
Val
395
Pro
Thr

vVal

Leu

Val Phe Leu Val

10

60
Asn

Asp
Glu
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
Ser
Cys
220
Glu
Ala
Met
His
val
300
Phe
Gly
Ile
val
Ser
380
Glu
Pro
val

Met

Ser
460

Ala

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys
Glu
Tyr

365
Leu

Trp
Met
Asp
His

445
Pro

e%229 00

Tyr
Ser
Thr
110
Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
190
val
Val
Lys
Pro
Ser
270
Asp
Asn
vVal
Glu
Lys
350
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys
430
Glu

Gly

Tyxr
Lys
95

Ala
Trp
Pro
Thr
Thr
175

Pro

Thr

"Asp

Cys
Ser
255
Arg
Pro

Ala

val
Tyx
335
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
415
Ser

Ala

Lys

seaw

Ala
80

Asn
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
val
His
Cys
240
val
Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
400
Ser

Arg

Leu

Leu Leu Arg Gly

15

Gly Val Val Gln
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Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Gln
val
145
Ala
Ser
Val
Pro
Lys
225
val
Phe
Pro
Val
Thr
305
Val
Cys
Ser
Pro
vVal
385
Gly
Asp

Txp

His

Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys
Leu
Lys
Lys
Ser
370
Lys
Gln
Gly

Gln

Asn
450

Arg
35

His
vVal
Val

Phe

Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Ser
Ser
Cys
Phe
Val
275
Phe
Pro
Thr
val
Thr
355
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435
His

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

20
Ser

Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Asn
Asn
Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg
vVal
Serxr
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe

420
Gly

Tyr

97
235
PRT

Leu
Met
Val
Gly
Gln
Arg
Val
Ala
Leu
165
Gly
Ser
Phe
Thr
Pro
245
Pro
Cys
Trp
Glu
Val
325
Asn
Gly
Glu
Tyxr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

Human

Ile
70

Arg
Met
Gly
Thr
Pro
150
vVal
Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Lys
val
Tyr
Glu
310
His
Lys
Gln
Met
Pro
390
Asn
Leu

Val

Gln

Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn
Gly
Val
135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
215
Val
Pro
Pro
val
val
295
Gln
Gln
Gly
Pro
Thr

375
Ser

Tyr

Phe

Lys
455

Ser
40
Val

Tyx
Thr
Ser
His
120
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyx
200
Gln
Asp
Ala
Lys
Val
280
Asp
Phe
Asp
Leu
Arg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440
Ser

25
Cys

Arg
Asp
Ile
Leu
105
Phe
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Ser
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Asp
Gly
Gln
Trp
Pro
345
Glu
Asn
Ile
Thr
Lys
425

Cys

Leu

133

val
Gln
Gly
Ser
90

Arg
Gly
Ala
Ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyr
Thr
Pro
250
Thr
val
val
Ser
Leu
330
Ala
Pro
Gln
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

Ala
Ala
Arg
75

Arg
Ala
Pro
Ser
Thx
155
Pro
val
Ser
Thr
val
235
val
Leu
Ser
Glu
Thr
315
Asn
Pro
Gln
Val
Val
395
Pro
Thr

val

Leu

Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
Ser
Cys
220
Glu
Ala
Met
His
Val
300
Phe
Gly
Ile
Val
Ser
380
Glu
Pro

Val

Met

‘Ser

460

Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg
Lys

Glu

Tyx
365
Leu

Trp
Met
Asp
His

445
Pro

30
Phe

Lys
Tyr
Ser
Thr
110
Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
190
Val
Val
Lys
Pro
Ser
270
Asp
Asn
Val
Glu
Lys
350
Thr
Thf
Glu
Leu
Lys
430

Glu

Gly

Thr

Gly

Tyr
Lys
95

Ala
Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr
Asp
Cys
Ser
255
Arg
Pro
Ala

vVal

Tyr
335
Thr
Leu
Cys
Ser
Asp
415
Ser

Ala

Lys

Phe
Leu
Ala
80

Asn
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
val
His
Cys
240
val
Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
400
Ser

Arg

Leu

seey
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Met
Asp
Leu
Ile
Pro
.65
Asp
Ser
Gly
Arg
Gln
145
Tyr
Ser
Thr
Lys

Prq
225

Met
Val
Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyxr
Gly
Ser
145
Ala

Val

<400>

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Arg
Arg
Axrg
Thr
Thr
130
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

210
val

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Phe
Leu
Ser
115
Val
Lys
Arg
Asn
Ser
195
Lys

Thr

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

<400>

Glu
Gln
Gly
Asn
50

Trp
Sex
Leu
Tyxr
Gln
130
Val

Ala

Ser

Phe
Cys
Arg
35

Tyr
Val
Val
Tyr
Cys
115
Gly
Phe

Leu

Trp

97
Pro

Gly
20

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu
100
Pro
Ala
Ser
Glu
Ser

180
Leu

Val

Lys

98
464
PRT

Ala
Glu
Glu
Phe
Ile
Gly
85

Pro
Trp
Ala
Gly
Ala
165
Gln
Serxr
Tyxr

Ser

Human

98
Gly

Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Thr
Pro

Gly

Asn

Leu
val
Leu
Met
Val
Gly
85

Gln
Arg
Leu
Leu
Cys

165
Ser

Gln
Ile
Arg
Leu

Tyr
70

Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
150
Lys
Glu
Ser

Ala

Phe
230

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Gly
Val
Ala
150

Leu

Gly

Leu
Val
Ala
Ala
55

Gly
Gly
Asp
Phe
Ser
135
Ala
Val
Ser
Thr
Cys

215
Asn

Trp
Leu

Leu

Trp
55

Trp
Phe
Asn
Glu
Thr
135
Pro

Val

Ala

Leu
Leu
Thr
40

Trp
Ala
Ser
Phe
Gly
120
Val
Ser
Gln
Val
Leu
200

Glu

Arg

val
Val
Ser
40

Val
Tyr
Thr
Ser
Arg
120
Val
Cys

Lys

Leu

Phe
Thr

25
Leu

Tyr
Ser
Gly
Ala
105
Gln
Phe
Val
Trp
Thr
185
Thr

val

Gly

Phe
Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Leu
Ser
Ser

Asp

Thr

134

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Ser
Thr
90

val
Gly
Ile

vVal

Lys

170

Glu
Leu
Thr

Glu

Leu
10

Ser
Thr
Gln
Gly
Sexr
90

Arg
Gly
Serx
Arg
Tyr

170
Ser

Leu
Ser
Cys
Gln
Arg
75

Asp
Tyr
Thr
Phe
Cys
155
Val
Gln
Ser
His

Cys
235

Val
Gly
Ala
Ala
Ser
75

Ser
Ala
Ser
Ala
Ser
155

Phe

Gly

Leu
Pro
Arg
Arg
60

Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
140
Leu
Asp
Asp
Lys

Gln
220

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn

Asp

Glu

Tyx

Ser
140
Thr
Pro

Val

Leu
Gly
Ala
45

Pro
Thr
Thr
Cys
vVal
125
Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

205
Gly

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Phe
125
Thr
Ser

Glu

His

-
enes o

Trp
Thr
30

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
110
Glu
Ser
Asn
Ala
Lys
190
Asp

Leu

Leu
Val
30

Phe
Lys
His
Ser
Thr
110
Asp
Lys
Glu

Pro

Thr

3
-
200

Leu
15

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
95

Gln
Ile
Asp
Asn
Leu
175
Asp
Tyr

Ser

Arg
15

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys

95
Ala

Tyr
Gly
Ser
Val

175
Phe

Pro
Ser
Ser
Ala
Pro

80
Ile

Tyr
Lys
Glu
Phe
160
Gln
Ser

Glu

Ser

Gly
Gln
Phe
Leu
Gly
80

Asn
val
Trp
Pro
Thr
160

Thr

Pro



Ala
Val
His
225
Cys
Val
Thr
Glu
Lys
305
Ser
Lys
Ile
Pro
Leu
385
Asn
Ser

Arg

Leu

Met
Asp
Leu
Ser
Leu
65

Phe
Leu
Ser

Val

Lys

Val
Pro
210
Lys
val
Phe
Pro
Val
290
Thr
Val
Cys
Ser
Pro
370
val
Gly
Asp

Trp

His
450

Leu
195
Ser
Pro
Glu
Leu
Glu
275
Gln
Lys
Leu
Lys
Lys
355
Ser
Lys
Gln
Gly
Gln

435
Asn

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

<400>

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala

130
Ser

Thr
Thr

Pro
35

Tyr
Ile
Gly
Pro
Phe
115

Ala

Gly

180
Gln

Ser
Ser
Cys
Phe
260
val
Phe
Pro
Thr
val
340
Thr
Arg
Gly
Pro
Ser
420
Gln
His
99

233
PRT

Ser
Asn
Asn
Pro
245
Pro
Thr
Asn
Arg
Val
325
Ser
Lys
Glu
Phe
Glu
405
Phe

Gly

Tyr

Human

99
Pro

Gly
20

Gly
Leu
Tyr
Ser
Glu

100
Thr

Pro

Thr

Ala
Glu
Glu
Ala
Gly
Gly
85

Asp
Phe

Ser

Ala

Ser
Phe
Thr
230
Pro
Pro
Cys
Trp
Glu
310
val
Asn
Gly
Glu
TyY
390
Asn
Phe

Asn

Thr

Gln
Ile
Arg
Trp
Ala
70

Ser
Phe
Gly

Val

Ser

Gly
Gly
215
Lys
Cys
Lys

val

Tyx
295
Glu
His
Lys
Gln
Met
375
Pro
Asn
Leu

Val

Gln
455

Leu
Val

Ala

Tyx
55

Ser
Gly
Ala
Gly
Phe

135
val

Leu
200
Thr
Val
Pro
Pro
val
280
Val
Gln
Gln
Gly
Pro
360
Thr
Ser
Tyxr
Tyr
Phe

440
Lys

Leu
Leu
Thr
40

Gln
Ser
Thr
val
Gly
120
Ile

val

185
Tyr

Gln
Asp
Ala
Lys
265
Val
Asp
Phe
Asp
Leu
345
Axrg
Lys
Asp
Lys
Ser
425

Ser

Ser

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Arg
Asp
Tyr
105
Thr
Phe

Cys

135

Ser
Thr
Lys
Pro
250
Asp
Asp
Gly
Asn
Trp
330
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
410
Lys
Cys

Leu

Leu
10

Gln
Ser
Lys
Ala

Phe
90

Tyr
Lys
Pro

Leu

Leu

Tyr
Thr
235
Pro
Thr
Val
Val
Ser
315
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
395
Thr
Leu

Ser

Ser

Leu
Ser
Cys
Pro

Thr
75

Thr

Cys
Val
Pro

Leu

Ser
Thr
220
Val
val
Leu
Serxr
Glu
300
Thr
Asn
Pro
Gln
Val
380
val
Pro
Thr

Val

Leu
460

Leu

Pro

‘Arg

Gly
60

Gly
Leu
Gln
Glu

Ser
140

Asn

Ser
205
Cys
Glu
Ala
Met
His
285
Val
Phe
Gly
Ile
val
365
Ser
Glu
Pro
Val
Met

445
Ser

Leu
Gly
Thr
45

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
125
Asp

Asn

190
val

Asn
Arg
Gly
Ile
270
Glu
His
Arg
Lys
Glu
350
Leu
Trp
Met
Asp
430
His

Pro

Trp
Thr
30

Ser
Ala
Pro
Ile
Tyr
110
Lys

Glu

Phe

Val
val
Lys
Pro
255
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
335
Lys
Thr
Thr
Glu
Leu
415
Lys

Glu

Gly

Leu
15

Leu
Val
Pro
Asp
Ser
85

Gly
Arg
Gln

Tyr

Thr
Asp
Cys
240
Ser
Arg
Pro
Ala
val
320
Tyx
Thr
Leu
Cys
Sex
400
Asp
Ser

Ala

Lys

Pro
Ser
Ser
Arg
Arg
80

Arg
Ile
Thr

Leu

Pro

L)

.o

XXX

evee

3

erceee



145
-Arg

Asn
Ser
Lys

Thr
225

Met
Val
Pro
Ser
Glu
65

Asp
Thr
Tyr
Gln
val
145
Ala
Sex
Val
Pro
Lys
225
Val
Phe
Pro
Val
Thr
305
Val

Cys

Glu
Ser
Leu
val

210
Lys

Ala
Gln

Ser
195
Tyr

Ser

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

<400>

Glu
Gln
Gly
Ser
50

Trp
Ser
Leu
Tyr
Gly
130
Phe
Leu
Trp
Leu
Ser
210
Pro
Glu
Leu
Glu
Gln
290
Lys

Leu

Lys

Phe
Cys
Arg
35

Tyr
val
Ala
Tyr
Cys
115
Thr
Pro
Gly
Asn
Gln
195
Ser
Ser
Cys
Phe
Val
275
Phe
Pro

Thr

Val

Lys
Glu
180
Ser

Ala
Phe
100

463
PRT

val
165
Ser
Thr
Cys

Asn

Human

100
Gly

Gln
20

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
100
Ala
Leu
Leu
Cys
Ser
180
Ser
Asn
Asn
Pro
Pro
260
Thr
Asn
Arg

val

Ser

Leu
Val
Leu
Met
val
Gly
85

Gln
Arg
val
Ala
Leu
165
Gly
Ser
Phe
Thr
Pro
245
Pro
Cys
Trp
Glu
Val

325
Asn

150
Gln

Val
Leu
Glu

Arg
230

Ser
Gln
Arg
His
Ile
70

Arg
Met
Ala
Thr
Pro
150
vVal
Ala
Gly
Gly
Lys
230
Cys
Lys
Val
Tyr
Glu
310
His

Lys

Trp
Thr
Thr
Val

215
Gly

Trp
Leu
Leu
Trp
55

Trp
Phe
Asn
Gly
Val
135
Cys
Lys
Leu
Leu
Thr
215
Val
Pro
Pro
val
Val
295
Gln
Gln

Gly

Lys
Glu
Leu
200
Thr

Glu

Val
val
Ser
40

Val
Tyx
Thr
Ser
Leu
120
Ser
Ser
Asp

Thr

Tyr
200
Gln
Asp
Ala
Lys
Val
280
Asp
Phe
Asp

Leu

Val
Gln
185
Ser
His

Cys

Phe

Glu
25

Cys
Arg
Asp
Ile
Leu
105
Leu
Ser
Arg
Tyr
Ser
185
Serxr
Thr
Lys
Pro
Asp
265
Asp
Gly
Asn

Trp

Pro

136

Asp
170
Asp
Lys

Gln

Leu
10

Ser
Thr
Gln
Gly
Ser
90

Arg
Gly
Ala
Ser
Phe
170
Gly
Leu
Tyxr
Thr
Pro
250
Thr
Val
Val
Sef
Leu

330
Ala

155
Asn

Ser
Ala

Gly

val
Gly
Ala

Ala

‘Ser

75
Arg

Ala
Tyr
Ser
Thr
1556
Pro
Val
Ser
Thr
val
235
Val
Leu
Ser
Glu
Thr
315

Asn

Pro

Ala
Lys
Asp

Leu
220

Ala
Gly
Ser
Pro
60

Asn
Asp
Glu
Phe
Thr
140
Ser
Glu
His
Ser

Cys
220
Glu
Ala

Met

His

Val
300
Phe
Gly

Ile

Leu
Asp
Tyr

205
Ser

Leu
Gly
Gly
45

Gly
Lys
Asn
Asp
Asp
125
Lys
Glu
Pro
Thr
Val
205
Asn
Arg
Gly
Ile
Glu
285
His
Arg

Lys

Glu

Gln
Ser
190
Glu

Ser

Leu
Val
30

Phe
Lys
His
Ser
Thr
110
Tyr
Gly
Ser
Val
Phe
190
Val
Val
Lys
Pro
Ser
270
Asp
Asn
Val

Glu

Lys

Ser
175
Thr
Lys

Pro

Arg
15

Val
Thr
Gly
Tyr
Lys
95

Ala
Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr
Asp
Cys
Ser
255
Arg
Pro
Ala
Val

Tyr
335
Thr

160
Gly

Tyr
His

Val

Gly
Glu
Phe
Leu
Ala
80
Asn
Val
Gly
Ser
Ala
160
Val
Ala
Val
His
Cys.
240
val
Thr
Glu
Lys
Ser
320
Lys

Ile

ese0
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Ser
Pro
Val
385
Gly
Asp

Trp

His

Met
Asp
Leu
val
Arg
65

Axg
Arg
Ile
Thr
Leu
145
Pro
Gly
TYyr
His

Val
225

Gln

Lys
Ser
370
Lys
Gln
Gly
Gln

Asn
450

Thr
355
Arg
Gly
Pro
Ser
Gln

435
His

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

<400>

Glu
Thr
Ser
Ser
50

Pro
Phe
Leu
Ser
val
130
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

210
Thr

Thr
Thr
Pro
35

Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
115
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
195

val

Lys

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

<400>

val

Gln

340
Lys

Glu
Phe
Glu
Phe
420
Gly
Tyx
101

234
PRT

Gly
Glu
Tyx
Asn
405
Phe

Asn

Thr

Human

101
Pro

Gly
20

Gly
Tyr
Ile

Gly

Ala
Glu
Glu
Leu
Tyr

Ser

- 85

Pro
100
Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
180
Ser
Tyr
Ser
102

451
PRT

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
165
Glu
Ser

Ala

Phe

Human

102

Gln
Met
Pro
390
Asn
Leu

Val

Gln

Gln
Ile
Arg
Ala
Gly
70

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
150
Val
Ser
Thr
Cys

Asn
230

Leu Vval Glu

5

Pro
Thr

375
Ser

Tyxr
TyY
Phe

Lys
455

Leu
val
Ala
Trp
55

Val
Ser
Phe
Gly
Val
135
Ser
Gln
val
Leu
Glu

215
Arg

Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

Arg
360
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser

440
Ser

Leu
Leu
Thr
40

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
120
Phe
Val
Trp
Thr
Thr
200
Val

Gly

345
Glu

Asn
Ile
Thr
Lys
425
Cys

Leu

Phe
Thr
25

Leu
Gln
Ser
Thr
Val
105
Gly
Ile
val
Lys
Glu
185
Leu

Thr

Glu

137

Pro
Gln
Ala
Thr
410
Leu

Ser

Ser

Leu
10

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp
90

Tyxr
Thr
Phe
Cys
Val
170
Gln
Ser
His

Cys

10

Gln
Val
val
395
Pro
Thr

Val

Leu

Leu
Ser
Cys
Lys
Ala

75
Phe

Tyr
Lys
Pro
Leu
155
Asp
Asp
Lys

Gln

val
Ser
380
Glu
Pro
val

Met

Ser
460

Leu
Pro
Arg
Pro
60

Thr
Thr
Cys
vVal
Pro
140
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
220

Tyr
365
Leu

Trp
Met
Asp
His

445
Pro

Leu
Gly
Ala
45

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp
125
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

205
Leu

350
Thr

Thr
Glu
Leu
Lys
430

Glu

Gly

Trp
Thr
30

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
110
Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
190

Tyxr

Ser

Leu
Cys
Ser
Asp
415
Ser

Ala

Lys

Leu
15

Leu
Gln
Ala

Pro

Ile
95

Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
175
Ser
Glu

Ser

15

Pro
Leu
Asn
400
Ser

Arg

Leu

Pro
Ser
Ser
Pro
Asp
Ser
Gly
Arg
Gln
Tyx
160
Ser
Thr
Lys

Pro
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Ser
Gly
Ala
Lys
65

Leu
Ala
Asp
Lys
Glu
145
Pro
Thr
val
Asn
Arg
225
Gly
Ile
Glu
His
Arg
305
Lys
Glu
Tyxr
Leu
Trp
385
Met
Asp
His

Pro

Leu
Met
val
50

Gly
Gln
Arg
Vval
Gly
130
Ser
val
Phe
Val
Val
210
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
290
Val
Glu
Lys
Thr
Thr
370
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly
450

Arg
His
35

Ile
Arg
Met
Asp
Trp

115
Pro

Thr

Thr
Pro
Thr
195
Asp
Cys
Ser
Axrg
Pro
275
Ala
val
Tyr
Thr
Leu
355
Cys
Ser
Asp
Ser
Ala

435
Lys

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

Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Pro
100
Gly
Ser
Ala
val
Ala
180
val
His
Cys
Val
Thr
260
Glu
Lys
Ser
Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

420
Leu

103
214
PRT

Ser
Val
Tyr
Thr
Ser
85

Arg
Gln
Val
Ala
Ser
165
Val
Pro
Lys
Val
Phe
245
Pro
Val
Thr
Val
Cys
325
Ser
Pro
Val
Gly
Asp

405
Trp

‘His

Human

Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Gly
Gly
Phe
Leu
150
Trp
Leu
Ser
Pro
Glu
230
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
310
Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly

Gln

Asn

Ala
Gln
Gly
55

Sex
Arg
Ala
Thx
Pro
135
Gly
Asn
Gln
Sexr
Ser
215
Cys
Phe
Val
Phe
Pro
295
Thr
val
Thr
Arg
Gly
378
Pro
Ser

Gln

His

Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala
Thr
Thr
120
Leu
Cys
Ser
Ser
Asn
200
Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
280
Arg
vVal
Ser
Lys
Glu
360
Phe
Glu
Phe

Gly

Tyr
440

Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Leu
105
Val
Ala
Leu
Gly
Ser
185
Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
265
Trp
Glu
vVal
Asn
Gly

345
Glu

Tyr
Asn
Phe
Asn

425
Thr

138

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Tyr
Thr
Pro
val
Ala
170
Gly
Gly
Lys
Cys
Lys

250
vVal

Tyxr
Glu
His
Lys
330
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
410

Val

Gln

Phe
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr
Tyr
Val
Cys
Lys
155
Leu
Leu
Thr
Val
Pro
235
Pro
Val
Val
Gln
Gln
315
Gly
Pro
Thr
Serxr
Tyx
395
Tyr

Phe

Lys

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala
Tyr
Ser
Ser
140
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
220
Ala
Lys
Val
Asp
Phe
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380
Lys
Ser

Ser

Ser

Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val
Tyr
Ser
125
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
205
Lys
Pro
Asp
Asp
Gly

285
Asn

Trp
Pro
Glu
Asn
365
Ile
Thr
Lys
Cys

Leu
445

Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr
Tyr
110
Ala
Ser
Phe
Gly
Leu
190
Tyr
Thr
Pro
Thr
Val
270
val
Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430
Ser

Ser
Trp
Ser
Leu

Tyr
95

Gly

Ser
Thr
Pro
Val
175
Ser
Thx
val
Val
Leu
255
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
335
Gln
Val
vVal
Pro
Thr
415
val

Leu

Tyr
val

val

Tyr
80

Cys
Met
Thrx
Ser
Glu
160
His
Ser
Cys
Glu
Ala
240
Met
His
val
Phe
Gly
320
Ile
Val
Ser
Glu
Pro
400
val

Met

Ser

séve
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Asp
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

<400>

Ile
Arg
Asp
Ala
50

Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
130
val
Ser
Thr
Cys
Asn
210

Gln
Val
Trp
35

Ala
sSer
Phe
Gly
val
115
Ser
Gln
Val
Leu
Glu

195
Arg

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

<400>
caggtgcagce tggagcagtc gg

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

103
Met

Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala
Pro
100
Phe
val
Trp
Thr
Thr
180
Val
Gly
104

22
DNA

Thr
Ile
Gln
Ser
Thx
Thr
85

Gly
Ile
val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

Human

104

105
24
DNA

<400> 105
gctgagggag tagagtcctg agga

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

<400>
tatctaagct tctagactcg accgccacca tggagtttgg gectgagctg

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

<400>

106
49
DNA

Human

106

107
46
DNA

Human

107

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyx
Thr
Phe
Cys
Val
150
Gln
Ser
His

Cys

Ser
Cys
Lys
Gln

55
Phe

Tyx
Lys
Pro
Leu
135
Asp
Asp
Lys

Gln

Pro
Arg
Pro
40

Ser
Thr
Cys
val
Pro
120
Leu
Asn
Ser

Ala

Gly
200

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

185
Leu

139

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln
S0

Ile
Asp
Asn
Leu
Asp
170
Tyx

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
75

Tyr
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
Tyr
Arg

Gln

Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Ser
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

Val
205

Ser
Asn
30

Leu
Phe
Leu
Thr
val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Lys

190
Thr

val
15

Ser
Leu
Ser
Gln
Pro
95

Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175

Val

Lys

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro
80

Phe
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Serxr
Tyxr

Ser

XX

22

24

49
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140

ttctctgatc agaattccta tcatttaccc ggagacaggg agagct

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

<400>
accgccacc

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

<400>

108

9
DNA
Human

108

109
45
DNA
Human

109

tecttcaaget tgeccgggec

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

<400>

110
43
DNA
Human

110

ttctttgatc agaattctca

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

<400>

111
48
DNA
Human

111

tcttecaaget tgecccgggcec

<210>

112

<211> 1392
<212> DNA
<213> Human

<400> 112

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
tteggtcett
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgctctga
tccctcageca
aacgtagatc
gtcgagtgcec
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccyg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce

gggcageegg

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagc
ttgactactg
cggtcttece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac

acaagcccag

caccgtgcece
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcececageccec
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta

cgccaccatg

ctaacactct

cgccaccatg

ggttttcctc
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctece
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgccce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccectece
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gccecccatcec
cttctacccce
caagaccaca

gaaaccccag

ccectgttga

gacatgaggg

gttgctcttt
gtccagcectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcce
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggaccecectg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcyg
ccteeccatge

cgcag

agc

tcceeget

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtectecte
gcacctccga
tgacggtgtce
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtcett
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttcceg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

XX R

ccagtgtcag
gagactctcce
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctettecce
cgtggtggtyg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctectte

LX)

46

45

43

48

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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ttcctcectaca

ccgggtaaat

gcaagctcac

ga

<210> 113
<211> 708
<212> DNA
<213> Human

<400> 113

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctecetgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgaget

cagcgcagct
tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgtcac

<210> 114
<211> 1395
<212> DNA
<213> Human

<400> 114

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ctggggtcct
accaagggcc
gcggecctgg
tcaggcgcectce
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctcea
- tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectet
tcatgctecg
tctcegggta

ggectgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
actttgacta
catcggtctt
gctgecetggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac

gccacgaaga

ccaagacaaa
ccgttgtgceca
gcctecccage
aggtgtacac
gectggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

<210> 115
<211> 702
<212> DNA
<213> Human

<400> 115
atggaaaccc cagcgcagct tctcttccte ctgctactct ggcteccaga taccaccgga

141

cgtggacaag agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca
tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac cactacacgc agaagagcct ctccecctgtcet

tctettecte
tccaggcacc
gagtattagce
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

ggttttectc
gggaggcgtg
cttcagtaac
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctggggccag
cccectggcg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgecce
cagcaacacc
cccagcacca
cctecatgatc
ccccgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgcccecceca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

ctgctactct
ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctectgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag

gttgctcttt
gtccagcctg
tatggcatgc
tggtatgatg
agtgacaatt
gctgtgtatt
ggaaccctgg
ccctgcecteca
ttceeccgaac
ttcecagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tccecggaccece
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tceegggagyg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

ggctcceccaga
ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccctg
catctgtctt
tgtgccectget
ccctccaate
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttag

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtcte
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtc
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt

ctgaggtcac

ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgecgtgga
tgctggactc
ggcagcaggg
cgcagaagag

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggce
catcttcceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgga
gctgtatctg
aggagagaga
ctcagcctcee
cgagagcaca
gtecgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttecctcette
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctcteectg

1320
1380
1392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1395

60



gaaattgtgt
ctctecctgca
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgcecg

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

<400>

cctgggaggt
atccactggg
gatggaagaa
aattccaaga
tattactgtg
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg
gtcctacag

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

<400>
ggcaccctgt
gtcagcagct
tatggtgcat
acagacttca
cagcagtatg
actgtggctg
actgcctcetg

<210>

tgacgcagtc
ggaccagtgt
ggctcctcat
gtgggtctgg
tctattactg
agatcaagcg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

116
489
DNA
Human

116
ccctgagact
tcecgeccaggce
ataaagacta
agacgctgta
cgagagtggc
cctcagcectce
ccgagagcac
tgtcgtggaa

117
417
DNA
Human

117
ctttgtctce
acttagcctg
ccagcagggc
ctctcaccat
gtaggtcacc
caccatctgt
ttgtgtgccet

118

<211> 1392
<212> DNA
<213> Human

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagcgt
ggcaaggggc
gacteccgcga
caaatgaaca
ctgggttact
aagggcccat
gcecctggget
ggcgctctga
tccctcagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc

118
ggctgagctyg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcettcecee
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccce

tccaggcacc
tagcagcagt
ctatggtgca
gacagacttc
tcagcagtat
aactgtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

ctcctgtgca
tccaggcaag
tgcagactcc
tttgcaaatg
cccactgggg
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgct

aggggaaaga
gtaccagcag
cactggcatc
cagcagactg
attcactttc
cttcatcttc
gctgaataac

ggttttectce
gggaggcgtg
cttcagtagt
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgecece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcee
caacaccaag
agcaccacct

142

ctgtctttgt
tacttagcct
tccagcaggg
actctcacca
ggcatctcac
gcaccatctg
gttgtgtgcce
aacgccctcec
acctacagcc
tacgcctgeg
ggagagtgtt

gcgtetggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
ccacttgact
ccatcggtct
ggctgceetgg
ctgaccagcg

gccaccctct
aaacctggcc
ccagacaggt
gagcctgagg
ggccctggga
ccgccatcectg
ttctatcceca

gttgctcecttt
gtcgagcctg
tatggcatgc
tggtatgatyg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccegg
ccagctgtcec
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac

ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcagcagact
ccttcacttt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca
ag

tcaccttcag
gggtggcagt
gattcaccat
gagccgagga
actggggcca
tccecectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac

cctgcagggce
aggctcccag
tcagtggcag
attttgcagt
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccaa

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctectce
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt

aagagccacc
gaaacctggc
cccagacagg
ggagcctgaa
cggcggaggg
cccgcecatcet
cttctatcce
ctccecaggag
cctgacgcetg
tcagggcectg

tagtcatggc
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
gggaaccctg
gcectgctee
cttccececgaa
cttcccaget

cagtcagagt
actcctecatce
tgggtctggg
gtattactgt
tatcaagcga
gaaatctgga
agtacag

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcecceca
acactatgca
gctgtatctg
agccggactg
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctctteccce

sass

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60
120
180
240
300
360
420
480
489

60
120
180
240
300
360
417

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

rese

.
asceed



ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtccteaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagecgg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tecccagececce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgagge
ga

<210> 119
<211> 705
<212> DNA
<213> Human

<400> 119

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgta
ggccaggetc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

cagcgcagcet
tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggcccect
gcagtgggtc
cagtgtatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

<210> 120
<211> 507
<212> DNA
<213> Human

<400> 120

ggegtggtece
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
tggggccaag
ccecectggcge
aaggactact
gtgcacacct

agcctgggag
gcatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
ggaccacggt
cctgctccag
tccccgaacce
tcccagetgt

<210> 121
<211> 458
<212> DNA
<213> Human

<400> 121

cagtctccat
agtcagagca
tteccectgatcet
ggctctggga
tactactgtc
atcaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga

cctcectgte
ttaacaccta
ctgctacatc
caaatttcac
aacagagtta
ctgtggctgce
ctgcctcetgt
aggtggataa

catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcece
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

tctcttecte
tccaggcacce
aagtgttagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

gtccctgaga
ggtccgccag
taataaatac
gaacacgctg
tgcgagaggg
caccgtctce
gagcacctcc
ggtgacggtg
cctacag

tgcatctgta
tttaatttgg
cattttgcaa
tctcaccatc
cagtacccca
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa

143

cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
ccteccatge
agcaggtggc
cactacacgc

ctgctactct
ctgtectttgt
agctacttag
gtatccagca
ttcactctca
tatggtatct
gctgcaccat
tetgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgect
aggggagagt

ctctectgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatctgcaaa
gcccgtataa
tcagcctcca
gagagcacag
tcgtggaact

ggagacagag
tatcagcaga
agtggggtcc
aacagtcttc
ttcactttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaa

aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaateggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

cagecgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
taaccccttg
ccaagggccce,
cggccctggyg
caggcgctcet

tcaccatcac
aaccagggaa
catcaaggtt
atcctgaaga
gccctgggac
cgccatctga
tctatccceag

cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagce
ggagagcaat
cggctcctte
cgtcttctca
ctcectgtcet

taccaccgga
aagagccacc
acagaaacct
catcccagac
actggagcct
tttcggcecct
cttccegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggce

attcaccttc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagccgag
tatggacgtc
atcggtcttc
ctgcctggtce
gaccagcggce

ttgccgggca
agcccctaac

ccgtggcagt
ttttgcaact
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa

L d
-
esse

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

60
120
180
240
300
360
420
480
507

60
120
180
240
300
360
420
458
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<210> 122
<211> 501
<212> DNA
<213> Human

<400> 122

ggcgtggtcc
agtagtcatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
cagggaaccc
gcgcectget
tacttcceeg
accttcccag

~

agcctgggag
gcatccactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
tggtcaccgt
ccaggagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca

<210> 123
<211> 426
<212> DNA
<213> Human

<400> 123

tctecaggea
cagagtatta
ctecctcatcect
gggtctggga
tattactgtc
atcaagcgaa
aaatctggaa
gtacag

ccetgtettt
gcagcaattt
atcgtccatc
cagacttcac
agcagtatgg
ctgtggctgce
ctgcctctgt

<210> 124
<211> 516
<212> DNA
<213> Human

<400> 124

tcgggceccag
ggctccatca
ctggagtgga
agtcgagtta
gtgactgeccg
atagacgtct
tcegtcettcece
tgcctggtca

accagcggceg

gactggtgaa
gcagtggtgg
ttgggtacat
ccatatcagt
cggacacgge
ggggccaagg
ccctggegece
aggactactt
tgcacacctt

<210> 125
<211> 465
<212> DNA
<213> Human

<400> 125

tctccagact
cagagcattg
ctcatcaagt
tctgggacag
tactgtcatc
aaacgaactg
tctggaactg

ttcagtctgt
gtagtagctt
atgcttccca
atttcaccct
agagtagtag
tggctgcacce
cctctgttgt

gtccctgaga
ggtccgccag
aaataaagac
gaacacgctg
tgcgagagtg
ctecctcagee
ctccgagagce
ggtgtcgtgg
g

gtctccaggg
cttagcctgg
cagcagggcc
tctcaccatc
tacgtcacca
accatctgtc
tgtgtgcectg

gccttcacag
tcactactgg
ctattacatt
agacacgtct
cgtgtattat
gaccacggtc
ctgctccagg
ccccgaaccg
ccecggetgtce

gactccaaag
acattggtat
gtccttetcet
caccatcaat
tttaccgcte
atctgtcttc
gtgcctgetg

144

ctctectgtyg
gctccaggca
tatgcagact
tatttgcaaa
gceccactgg
tccaccaagg
acagecggcecce
aactcaggcg

gaaagagcca
taccagcaga
actggcatcc
agcagactgg
ttcactttcg
ttcatcttcce
ctgaataact

atcctgtcecc
agctggatcc
gggaacacct
aagaaccagt
tgtgcgagag
accgtctcct
agcacctececg
gtgacggtgt
ctacaa

gagaaagtca
cagcagaaac
ggggtcccect
agcctggaag
actttcggceg
atcttcccge
aataacttct

tagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ggccacttga
gccecateggt
tgggctgcct
ctctgaccag

ccctcetectg
aacctggcca
cagacagttt
agcctgagga
gccectgggac
cgccatctga
tctatcccag

tcacctgcac
gccagcacce
actacaaccc
tctcectgaa
atagtgggga
cagcttccac
agagcacagc
cgtggaactc

ccatcacctg
cagatcagtc
cgaggttcag
ctgaagatgc
gagggaccaa
catctgatga
atcccagaga

*
L]
sene

attcatcttc
gtgggtggca
ccgattcecacce
gagagccgag
ctactggggce
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgcac

cagggccagt
ggctcccagg
cagtggcagt
ttttgcatta
caaagtggat
tgagcagttg
agaggccaaa

tgtctctggt
agggaagggc
gtccctcecaag
gctgagctct
ctactacggt
caagggccca
cgcecctggge
aggcgccectg

ccgggccagt
tccaaagctc
tggcagtgga
tgcaacgtat
ggtggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta

60
120
180
240
300
360
420
480
501

60
120
180
240
300
360
420
426

60
120
180
240
300
360
420
480
516

60
120
180
240
300
360
420



cagtggaagg

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

<400>
cctgggaggt
atccactggg
gatggaagaa
aattccaaga
tattactgtg
gtcaccgtct
aggagcacct
ccggtgacgg

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

<400>
cagtctccag
agtcagagtg
ctcctcecatct
gggtctggga
tattactgtce
atcaagcgaa
aaatctggaa
gtacagtgga

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

<400>
ggcgtggtce
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
taccggtkgg
ggcccatcgg
ctgggctgcece
gctctgacca

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

<400>
ccatcctccce
agcattaaca
atctatgctg
gggacagatt
tgtcaacagt
cgaactgtgg
ggaactgcect:

tggataacgc

126
459
DNA
Human

126
ccctgagact
tcecgeccaggce
ataaagacta
acacgctgta
cgagagtggc
cctcagectce
ccgagagcac
tgtcgtggaa

127
440
DNA
Human

127
gcaccctgtce
tcagcagcta
atggtgcatc
cagacttcac
aacagtatgg
ctgtggctge
ctgcectctgt
aaggtggata

128
503
DNA
Human

128
agcctgggag

gcatgcactg

atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
acgtctggygg
tcttececcect
tggtcaagga
gcggegtgea

129
417
DNA
Human

129
tgtctgcatc
gctatttaga
catccagttt
tcactctcac
attacagtac
ctgcaccatce
ctgttgtgtyg

cctccaatcg

ctecctgtgcea
tccaggcaag
tgcagactcc
tttgcaaatg
cccactgggg
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgct

tttgtctcca
cttagcctgg
cagcagggcc
tctcaccate
taggtcacca
accatctgtc
tgtgtgcctg

gtcecctgaga
ggtccgccag
taataaatac
gaacacgctg
tgcgagagat
ccaagggacc
ggcgccctge
ctacttccce
cac

tgtaggagac
ttggtatcag
gcaaagtggg
catcagcagt
tccattcact
tgtcttcatc
cctgetgaat

145

ggtaactccc

gcgtctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
ccacttgact
ccatcggtcet

ggctgcctgg
ctgaccagce

ggggaaagag
taccagcaga

actggcatcc
agcagactgg
ttcactttcg
ttcatcttcce
ctgaataact

ctctcctgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatctgcaaa
ccgaggggag
acggtcaccg
tccaggagceca
gaaccggtga

agagtcacca
cagaaaccag
gtcccétcaa
ctgcaacctg
ttcggccectg
ttccegecat
aacttctatce

aggag

tcaccttcag
gggtggcagt
gattcaccat
gagccgagga
actggggcca
tcecectgge
tcaaggacta

ccacccetcete
aacctggcca
cagacaggtt
agcctgagga
gccectgggac
cgccatctga
tctatcccag

cagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
ctacccttta
tctcctcage
ccteccgagag
cggtgtcgtg

tcacttgccg
ggaaagcccce
ggttcagtgg
aagattttgc
ggaccaaagt
ctgatgagca
ccagagaggc

tagtcatggc
tatatggtat
ctccagagac
cacggctgtg
gggaaccctg
gccctgctcece
cttccecgaa

ctgcagggcc
ggctcccagg
cagtggcagt
ttttgcagtg
caaagtagat
tgagcagttg
agaggccaaa

attcaccttc
gtgggtggca
ccgattcacc
gagagccgag
ctactactac
ctccaccaag
cacagcggcec
gaactcaggc

ggcaagtcag
taaactcctg
cagtggatct
aacttactac
ggaaatcaaa
gttgaaatct
caaagta

465

60
120
180
240
300
360
420
459

60
120
180
240
300
360
420
440

60
120
180
240
300
360
420
480
503

60
120
180
240
300
360
417



<210> 130
<211> 451
<212> DNA
<213> Human

<400> 130

ggcgtggtec
agtagctatg
gttatatggt
atctccagag
gacacggctg
tggggccaag
cecectggege
aaggactact

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

<220>

<400>
acccagtctc
gcaagtcaga
aagttcctga
agtggatctg
acttactact
gatatcaaac
ttgaaatctg

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

<220>

<400>
gtggtccage
agcngtggca
atatggtctg
tccagagaca
acggctgtgt
ggccagggaa
ctggcgeccct
gactacttcc

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

<400>
acccagtctc
gcaagtcaga
agggtcctga
agtggatctg
acttactact
gatatcgaac

agcctgggag
gcatgcactg
atgatggaag
acaattccaa
tgtattactg
ggaccacggt
cctgcteccag
tcececcgaacce

131
402
DNA
Human

131
catcctccct
acattagcag
tctatgttgce
ggccagattt
gtcaacagag
gaactgtggc
gaactgcctc

132
438
DNA
Human

132
ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtca
attccaagaa
attactgtgc
ccctggtcac
gctccaggag
ccgaaccg

133
451
DNA
Human

133
catcctcecect
gcatttgcaa
tctatgctgce
ggacagattg
gtcaacagag
gaactgtggc

gtccctgaga
ggtccgeccag
tcataaatac
gaacacgctg
tgcgagaggce
caccgtctcc
gagcacctcce

ggtgacggtg

gtctgcatct
gtatttaaat
atctattttg
cactctnacce
ttacagtacc
tgcaccatct
tgttgtgtgc

cctgagactce
ccgccaggct
taaatactat
cacgctgtat
gagaggaact
cgtctcctca
cacctccgag

gtctgcatct
ctatttaaat
atccagtttg
cactctcacc
ttacactacc
tgcaccatct

146

ctctectgtg
gctccaggca
tatgcagact
tatctgcaaa
gctgtagtag
tcagcctcca
gagagcacag
t

gtaggagaca
tggtatcaac
caaagtgggg
atcagcagtc
ccattcactt
gtcttcatct
ctgctgaata

tcectgtgeag
ccaggcaagg
gcagactccg
ctgcaaatga
atgatagtag
gcctccacca
agcacagcgg

gtaggagaca
tggtatcagce
caaggtgggg
atcagcagtc
ccattcactt
gtcttcatct

cagcgtctgg
aggggctgga
ccgtgaaggg
tgaacagcct
taccagctgce
ccaagggccc
cggcectggg

gagtcaccat
agaaaccagg
tcccatecagg
tgcaacctga
tcggeccecctgg
tcccgcececatce
ac

cgtctggatt
ggctggagtyg
tgaagggccg
acagcctgag
tgggtaccct
agggcccatc
ccctgggcetg

gagtcaccat
agaaaccagg
tcccgtcaag
tgcaacctga
tcggecctgg
tccegecatce

attcaccttce
gtgggtggca
ccgattcecacce
gagagccgag
tatggacgtc
atcggtcttce
ctgcectggte

cacttgececgg
gaaagcccct
gttcagtgcce
agattttgca
gaccaaagtg
tgatgagcag

caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatce
agccgaggac
tgactactgg
ggtcttccce
cctggtcaag

cacttgcegg
aaaagcccct
gttcagtggc
agattttgca
gaccagagtg
tgatgagcag

60
120
180
240
300
360
420
451

60
120
180
240
300
360
402

60
120
180
240
300
360
420
438

60
120
180
240
300
360
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ttgaaatctg
aaagtacagt

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

<400>
tcctgtgceag
gcctgggagg
cgtgcactgg
tgatggaagt
caattccaag
gtattattgt
ctggggccaa
cceectggeg
caaggactac
cgtgcacacc

<210>

gaactgcctc
ggaaggtgga

134
562
DNA
Human

134
cgtctggatt
tccctgagac
gtccgccagg
aataaatact
agcacgctgt
gcgagagact
gggaccacgg
ccctgcteca
ttecececgaac
ttccecagetg

135

<211> 419
<212> DNA
<213> Human

<400>
ccactctccc
agcctcgtat
tctccaaggce
agcggcagtg
gttggggttt

aaggtggaaa
gagcagttga

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

<400>
gtcecagcectg
tatgccatgc
tggcatgatg
agagacaatt
gctgtatatt
ggccagggaa
ctggcgeect
gactacttcc
cacaccttcc

<210>
<211>

135
tgceccgtceac
acagtgatgg
gcctaattta
ggtcaggcac
attactgcat
tcaaacgaac
aatctggaac

136
490
DNA
Human

136
ggaggtcccet
actgggtccg
gaaataataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccctggtcac
gctccaggag
ccgaaccggt

137
419

<212> DNA
<213> Human

<400> 137
cctggagagc cggcttccat
tacaactatt tggattggta
ttgggttcta atcgggcectce
gattttacac tgaaactcag
caagctctac aaactcctet

tgttgtgtgce
taacgcctat

caccttcagt
tctectgtgce
ctccaggcaa
atgcagactc
atctgcaaat
cgtattacga
tcaccgtctce
ggagcaccte
cggtgacggt
tc

ccttggacag
aaacacctac
taaggtttct
tgatttcaca
gcaaggttca
tgtggctgca
tgcctcetgtt

gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agatcagggc
cgtctectca
cacctccgag

gacggtgtcg

ctcttgcagg
cctgcagaag
cggggtccct
cagagtggag
cactttegge

147

ctgctgaata acttctatcc
t

tactatggcg tctgggggag
agcgtctgga ttcaccttca
ggggctggag tgggtggcag
cgtgaagggc cgattcacca
gaacagcctg agagccgagg
tttttggagt ggtcggggcg
ctcagcctcec accaagggcec
cgagagcaca gcggccctgg
gtcgtggaac tcaggcgctce

ccggectceca tctectgcag
ttgaattggt ttcagcagag
aactgggact ctggggtccc
ctgaaaatca gcagggtgga
cactggcctc cgacgttcgg
ccatctgtct tcatcttccc
gtgtgecctgce tgaataactt

tgtgcagcgt ctggattcac
ggcaaggggc tggagtgggt
gagtccgtga agggccgatt
caaatgaaca gcctgagagc
actggctggt acggaggctt
gcctccacca agggcccatc
agcacagecgg ccctgggetg
tggaactcag gcgctctgac

tctagtcaga gcectectgea
ccaggacagt ctccacagct
gacaggttca gtggcagtgg
gctgaggatg ttggggttta
ggagggacca aggtggagat

cagagaggcc

gcgtggtcca
gtagctatgg
ttatatggta
tctccagaga
acacggctgt
gtatggacgt
catcggtctt
gctgcectggt
tgaccagcgg

gtctagtcaa
gccaggccaa
agacagattc
ggctgaggat
ccaagggacc
gccatctgat
ctatcccac

cttcagtaac
ggtagttatt
caccatctcecc
cgaggacacg
tgacttctgg
ggtcttcccecc
cctggtcaag
cagcggcgtg

tagtaatgga
cctgatctat
atcaggcaca
ttactgcatg
caaacgaact

-
LA RN J

LR

420
451

60
120
180
240
300
360

-420

480
540
562

60
120
180
240
300
360
419

60

120
180
240
300
360
420
480
490

60
120
180
240
300

X EN]



gtggctgcac
gcctctgttg

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

<400>

atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
tteggtcecett
aagggcccat
gcectgggcet
ggcgctctga
tcecctcecagea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagcce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcc
gggcagccgg
ttcctctaca
tgctcecgtga
ccgggtaaat

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

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtcectt
aagggcccat
gcecctgggcet
ggcgctctga
tcectcagea
aacgtagatc
cagggaggga
ctgtgcagcce
tctgeccgece
gcaggcacag
tcagacctgce
ggccaaactg
ccaatcttct
cagcccaggc

agggacaggce

catctgtctt
tgtgcctget

138
1392
DNA
Human

138
ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
ttgactactg
cggtcttcee
gcctggtcaa
ccageggegt
gegtggtgac
acaagcccag
caccgtgcec
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tccecageccce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

139
1999
DNA
Human

139
ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagc
ttgactactg
cggtcttcce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
gggtgtctge
ccagcccagg
ccactcatgc
gctgggtgcee
caaaagccat
tccactccet
ctctgcagag
ctcgeectece
cccagcetggg

catcttcccg
gaataacttc

ggttttectce
gggaggcgtyg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgceccee
ggactacttc
gcacaccttce
cgtgecectcee
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcecccatcee
cttctacccce
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

ggttttccte
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcce
cgaggacacyg
gggccaggga
cctggegecc
ggactacttc
gcacaccttce
cgtgccctcece
caacaccaag
tggaagccag
gcagcaaggc
tcagggagag
cctaccccag
atccgggagyg
cagctcggac
cgcaaatgtt
agctcaagge
tgctgacacy

148

ccatctgatg
tatcccagar

gttgctettt
gtccagectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gectgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcec
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctceccecatge
agcaggtggce
cactacacgce

gttgctettt
gtccagectg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtea
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcce
agcaacttcg
gtggacaaga
gctcagccct
aggccccatce
ggtcttctgg
gcecttcaca
accctgcccce
accttctctce
gtgtcgagtg
gggacaggtg
tccacctccea

agcagttgaa
aggccaaagt

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtccectc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtcett
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtectectce
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttggtga
cctgcetgga
tgtctcctea
ctttttccac
cacaggggca
tgacctaagc
ctcccagatc
cccaccgtge
ccctagagta
tectcttectce

atctggaact
acattccat

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctccea
atactatgeca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccace
gagcacagcyg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
cctctteccee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcctte
cgtcttctca
ctccectgtet

ccagtgtcag
gagactctce
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agctagcacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
gaggccagcet
cgcaccccgy
cccggaggec
caggctccag
ggtgcttgge
cgaccccaaa
cgagtaactc
ccaggtaagce
gcctgcatce
agcaccacct

.
.
LR R R

360
419

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260

.



gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
gctcggecca
gcccecgagaa
ggtcagcctg
gagcaatggg
ctccttctte
cttctcatge
cctgtctceeg

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

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtcctt
aagggcccat
gccctggget
ggcgctctga
tccctecagea
aacgtagatc
gtcgagtgcece
ccaaaaccca
gacgtgagce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcec
gggcagccegg
ttcctctaca
tgctcegtga
ccgggtaaat

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

<400>
atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag

caggagagtg

cgtcagtett
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
ccctetgecce
ccacaggtgt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge
ggtaaatga

140
1392
DNA
Human

140
ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagc
ttgactactg
cggtcttccce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tccdagcece
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagcteac
tgcatgaggc
ga

141
708
DNA
Human

141
cagcgcagcect
tgacgcagtc
gggccagtca
ctccecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca

cctcecttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
tgggaccege
tgggagtgac
acaccctgece
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

ggttttcctc
gggaggcgtg
cttcagtagce
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggecgecece
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctee
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcce
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcceccatece
cttctaccce
caagaccaca

cgtggacaag

tctgcacaac

tctettecte
tccaggcacce
gagtattagc
cctecatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag

149

ccaaaaccca
gacgtgagcce
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
ggggtatgag
cgctgtgcca
cccatcccgyg
ctaccccage
gaccacacct
ggacaagagc
gcacaaccac

gttgctettt
gtccagcctyg
catggcatgce
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgcteccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcce
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccetg
ttcaactggt
cagttccaaa
aacggcaagg
accatctcca
c¢gggaggaga
agcgacatcg
cctcccatge
agcaggtgge
cactacacgce

ctgctactct
ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tccecageccece
ggccacatgg
acctectgtce
gaggagatga
gacatcgcceg
cccatgetgg
aggtggcagce
tacacgcaga

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtetecte
gcacctccga
tgacggtgte
tacagtcctce
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

ggctcccaga
ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccctg
catctgtctt
tgtgecctget
ccctceccaatce
acagcctcag

catgatctce
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggccg
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcctctc

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttetg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
cctcttecce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcectte
cgtcttetea
ctcectgtet

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttecgge
catcttccceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

.o L]

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
1999

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



acgctgagca
ggcctgagcet

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

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg
tgtacagecgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ctggggtcect
accaagggcce
gcggcecectgg
tcaggcgcte
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
ccccecaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttecectct
tcatgctcceg
tctcegggta

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

<400>
atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctectgea
caggctccca
ttcagtggca
gattttgcag
accaaggtgg
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agctcgccceg

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

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg

aagcagacta
cgccegteac

142
1395
DNA
Human

142
ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce

actttgacta

catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcce
gcccacegtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgceca
gccteccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

143
702
DNA
Human

143
cagcgcagct
tgacgcagtc
ggaccagtgt
ggctectcecat
gtgggtctgg
tctattactg
agatcaagcg
tgaaatctgg
aagtacagtg
agcaggacag
actacgagaa
tcacaaagag

144
1392
DNA
Human

144
ggctgagcetg
tggagtctgg

cgagaaacac
aaagagcttc

ggttttccte
gggaggcgtg
cttcagtaac
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctggggccag
ccccectggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccce
cagcaacacce
cccagcacca
cctcatgatce
cccecgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccececatcgag
cctgcececca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

tctecttecte
tccaggcacc
tagcagcagt
ctatggtgca
gacagacttc
tcagcagtat
aactgtggct
aactgcctct
gaaggtggat
caaggacagc
acacaaagtc
cttcaacagg

ggttttccectce
gggaggcgtg

150

aaagtctacg
aacaggggag

gttgetcttt
gtccagecctg
tatggcatgce
tggtatgatg
agtgacaatt
gctgtgtatt
ggaaccctgg
ccctgecteca
ttcceccgaac
ttecccagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tceeggaccece
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcececgggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

ctgctactct
ctgtctttgt
tacttagcect
tccagcaggg
actctcacca
ggcatctcac
gcaccatctg
gttgtgtgcc
aacgccctcce
acctacagcc
tacgcecctgeg
ggagagtgtt

gttgectcttt
gtcgagcctg

cctgcgaagt
agtgttag

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtcecg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
tcaccgtcte
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgecegtgga
tgctggactce
ggcagcaggg
cgcagaagag

ggctcccaga
ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcagcagact
ccttcacttt
tcttcatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagcagcac
aagtcaccca

ag

taagaggtgt
ggaggtccct

cacccatcag

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
acactatgga
gctgtatctg
aggagagaga
ctcagcctcce
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctectte
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggte
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcce
gaacgtcttce
cctctcectg

taccaccgga
aagagccacc
gaaacctggce
cccagacagg
ggagcctgaa
¢ggcggaggg
cccgcecatcet
cttctatccc
ctcccaggag
cctgacgcetg
tcagggcctg

ccagtgtcag
gagactctcc

660
708

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1395

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60
120



tgtacagcgt
ggcaaggggc
gactccgcga
caaatgaaca
ctgggttact
aagggcccat
gccetggget
ggcgctctga
tccctcagca
aacgtagatc
gtcgagtgece
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagccgyg
ttcctctaca
tgctccgtga
ccgggtaaat

ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttcec
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccc
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
ttgtgcacca
tceccagecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc
ga

<210> 145
<211> 705
<212> DNA
<213> Human

<400> 145

atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcectgta
ggccaggctce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

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

<400>
atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ggagctacce
accgtctcct
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgagc

cagcgcagct
tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggcccct
gcagtgggtc
cagtgtatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

146
1413
DNA
Human

146
ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
tttactacta
cagcctccecac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacaccetg
gctaaatgttg

cttcagtagt
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggegecce
ggactacttc
gcacacctte
cgtgcectec
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcce
cttctacccec
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

tctecttectce
tccaggcacc
aagtgttagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

ggttttcctc
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctactacggt
caagggccca
ggccctggge
aggcgctctg
ctcecteage
caacgtagat
tgtcgagtgc

151

tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccegg
ccagctgtcecce
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccecatge
agcaggtggc
cactacacgc

ctgctactct
ctgtctttgt
agctacttag
gtatccagca
ttcactctca
tatggtatct
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcct

aggggagagt

gttgctcttt
gtccagcecctg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
atggacgtct
tcggtcttcece
tgectggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
ccaccgtgcce

actgggtccg
gaagcaataa
ccaagaacac
actgtgecgag
ccgtcectecte
gcacctcecga
tgacggtgtc
tacagtcctce
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct

ggctcccaga
ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcecat
gcctgcectgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa

ccaagaacac

actgtgcgag
ggggccaagg
ccctggegece
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgccectce
gcaacaccaa
cagcaccacc

ccaggctcca
acactatgca
gctgtatctg
agccggactg
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce
caaatgttgt
cctcttceee
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctcecttce
cgtcttctca
ctccctgtet

taccaccgga
aagagccacc
acagaaacct
catcccagac
actggagcct
tttcggeccect
cttccegcecea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

ccagtgtcag
gagactctcce
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agatccgagg
gaccacggtc
ctgctccagg
cceccgaaccg
cccagctgtce
cagcaacttc

ggtggacaag
tgtggcagga

.
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180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392

- 60
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300
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420
480
540
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600
660
720
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ccgtecagtcet
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttcc
gagtacaagt
‘aaaaccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcce

tcctettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctce
tctcectgte

<210> 147
<211> 714
<212> DNA
<213> Human

<400> 147

atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
caacctgaag
ggccctggga
ccgccatcectg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

gggtccecge
tccagatgac
cttgceggge
aagcccctaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgeceegt

cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcectcacce
caacaaaggc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

tcagctcctg
ccagtctcca
aagtcagagc
actcctgatc
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc
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aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgcacc
ctceccagcecec
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

gggctcctgce
tcctecetgt
attaacagct
tatgctgcat
acagatttca
caacagtatt
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

tcatgatcte
ccgaggtceca
cacgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgccceccatce
gcttctaccce
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

tactctggct
ctgcatctgt
atttagattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtactce
caccatctgt
ttgtgtgccect
acgccctcca
cctacagcect
acgcctgcga
gagagtgtta

ccggacccect
gttcaactgg
gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctce
ccgggaggag
cagcgacatc
acctcccatg
gagcaggtgg
ccactacacg

ccgaggtgcec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtctg
attcactttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
gtga
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Ekvivalenty

Popis vynédlezu a pt¥iklady vyhodnych provedeni uvadéji
dle plvodclt nejvyhodné&j&i provedeni vyndlezu. Je v3ak z¥ejmé,

Ze vynélez 1lze realizovat rlUznymi ekvivalentnimi zpUsoby.

Predmét vynadlezu je definovan nasledujicimi patentovym naroky
a jejich ekvivalenty.
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PATENTOVE NAROKY

Lidsk& monoklon&dlni protilatka, kterd se vaZe na antigen 4
cytotoxickych T 1lymfocytd (CTLA-4) nebo jeji fragment

vazajici se na antigen.

Protildtka nebo ijeji fragment podle ndroku 1, které

inhibuje vazbu lidského CTLA-4 na B7-1 s ICso 100 nM nebo

niZgi, a inhibuje wvazbu lidského CTLA-4 na B7-2 s ICs

100 nM nebo niZ##i, p¥ifemZz protilatka md alespoil jednu

vlastnost vybranou z nasledujicich:

a) vad%e se na CTLA-4 s vazebnou afinitou 10°° nebo vy33i,

b) zvy8uje produkci cytokin v testu lidskych T lymfocytt
o 500 pg/ml nebo vice,

c) zvy8uje produkci IL-2 v testu 1lidskych T lymfocytl
o 500 pg/ml nebo vice,

d) zvysuje produkci interferonu-y v testu lidskych
T lymfocytl o 500 pg/ml nebo vice,

e) nevdZe se na CTLA-4 my8i, potkana nebo kralika, a

f) vd%2e se na CTLA-4 ‘'cynomolgniho" makaka (Macaca

fascicularis) a "rhesus" makaka (Macaca mullata) .

Zplsob p¥ipravy protilatek véazajicich se mna CTLA-4

vyznadc¢ujici se tim Ze obsahuje kroky, kdy:

a) imunizuje se savec jiny ne?Z Clovék imunogenem
obsahujicim CTLA-4, priCemZz tento savec Jje schopen
exprimovat lidské protildtky ve svych B lymfocytech,

b) ze savce se izoluji B lymfocyty,

c) provede se screening B lymfocytd nebo buné&fnych linii
pochazejicich z t&chto lymfocytd na protilatky vazajici

se na CTLA-4,

-23%9
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d) kultivuji se Dbun&lné linie exprimujici protilatky
vazajici se na CTLA-4, a

e) izoluji se protilatky véazajici se na CTLA-4.

Protilatka vézajici se na CTLA-4, kterd je pY¥ipravena

zplisobem podle né&roku 3.

Protilatka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z narokl
1, 2 a 4, kterd inhibuje wvazbu lidského CTLA-4 na B7-1
s ICso niz8i nez 0,50 nM a inhibuje vazbu lidského CTLA-4

na B7-2 s ICsq niZz&1i neZ 0,38 nM.

Protildtka nebo jeji fragment podle ndroku 1, ktera
obsahuje aminokyselinovou sekvenci lehkého Yetézce
vybranou ze skupiny obsahujici:

a) zarodeclnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
A27 Vi, nebo tuto zarodelnou sekvenci s alespoil jednou
mutaci,

b) zadrodelnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
012 Vi nebo tuto zarodednou sekvenci s alespoil jednou
mutaci,

c) z&rodec¢nou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
A10/A26 V;, nebo tuto =zarodenou sekvenci s alespoii
jednou mutaci,

d) zarodefnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
Al7 Vp nebo tuto 2z&rodelnou sekvenci s alesponl jednou
mutaci,

e) zarodelnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
A3/A19 V, nebo tuto =z&rodefnou sekvenci s alesponl

jednou mutaci.

.
essees
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Protildtka nebo jeji fragment podle naroku 6, kde

zadrode®nd aminokyselinovad sekvence 1lidského genu A27 Vi

obsahuje alespoil jednu mutaci vybranou =ze skupiny

obsahujici mutace:

a) alesponi jedna aminokyselina v CDR1 je deletovana ve
srovnani s lidskou zarodelnou aminokyselinovou sekvenci
A27 Vi,

b) serinovy zbytek v pozici 6 =zarodené CDR3, uvedené na
obr. 4, lidského genu A27 Vi byl nahrazen, a

c) CDR1 obsahuje alespoii jednu konzervativni nebo
nekonzervativni aminokyselinovou substituci ve srovnani

g lidskou zarode&nou aminokyselinovou sekvenci A27 V.

Protildtka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z nérokl
1, 2 a 4 aZz 7, kterd obsahuje sekvence lehkého ftetézce
CDR1, CDR2 nebo CDR3 uvedené na kterémkoliv z obrazkl 4 az
8.

Protilatka nebo Jjeji fragment podle néaroku 8, kde
aminokyselinovad sekvence CDR1l, CDR2 nebo CDR3 je vybrana
ze skupiny obsahujici:

a) aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky
4.1.1, protilatky 4.14.3., protilatky 6.1.1, protilatky
4.10.2 nebo protiléatky 4.13.1, uvedenych na obr. 4,

b) aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky
3.1.1, protilatky 11.2.1, protilatky 11.6.1 nebo
protilatky 11.7.1, uvedenych na obr. 5,

c¢) aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky
2.1.3 uvedené na obr. 6,

d) aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 protilatky
12.3.1 uvedené na obr. 7,

e) aminokyselinové sekvence CDR1, CDR2 a CDR3 protilétky
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12.9.1 uvedené na obr. 8.

Protildtka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z nérokl
1, 2 a 4 a% 9, kterid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
lehkého Yetézce vybranou ze skupiny obsahujici
aminokyselinové sekvence uvedené zde jako SEKVENCE ID.

¢. 14 a% 26, 65, 67, 69 a 71.

.Protilatka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z narokl

1, 2 a 4 aZz 10, kterd mé& tézky Tetézec obsahujici
zarodecnou aminokyselinovou sekvenci lidského genu Vy 3-33

(DP-50) nebo tuto zarodefnou sekvenci s alespon jednou

mutaci.
.Protilatka nebo jeji fragment podle ndroku 1, kteréa
obsahuje aminokyselinovou sekvenci tézkého retézce

vybranou ze skupiny obsahujici:

a) zarodelnou aminokyselinovou sekvenci lidského genu
Vg 3-33 (DP-50) nebo tuto zarodelnou sekvenci s alesporml
jednou mutaci,

b) zé&rodefnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
Vu 4-31 (DP-65) nebo tuto zarodelnou sekvenci s alespoil
jednou mutaci, a

¢) zarodelnou aminokyselinovou sekvenci 1lidského genu
Vg DP-47 nebo tuto zarodelnou sekvenci s alespoil jednou

mutaci.

.Protilatka nebo jeji fragment podle néroku 1 nebo 11,

kterd obsahuje sekvenci CDR1, CDR2 a CDR3 té&zkého Yetézce

uvedenou na obr. 2.
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.Protildtka nebo jeji fragment podle nédroku 1, které

obsahuje t&Zky Yeté&zec obsahujici aminokyselinové sekvence

CDR1, CDR2 a CDR3 protiléatky uvedené na obr. 2.

.Protildtka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z nirokl

1, 2 a 4 aZz 14, kterad obsahuje aminokyselinovou sekvenci
téZzkého fetézce vybranou ze skupiny obsahujici
aminokyselinové sekvence uvedené zde Jjako SEKVENCE 1ID.

¢. 1 a%¥ 8, 10 a¥ 13, 63, 66, 68 nebo 70.

.Protilatka nebo jeji fragment podle néroku 1, kterda je

vybranad ze skupiny obsahujici:

a) protilatku nebo jeji fragment obsahujici
aminokyselinovou sekvenci variabilniho Gseku téZzZkého
Yet&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 63 a dale
obsahujici aminokyselinovou sekvenci variabilniho Gseku
lehkého Yet&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 65,

b) protilatku nebo jeji fragment obsahujici
aminokyselinovou sekvenci variabilniho useku téZkého
Yet&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 66 a dale
obsahujici aminokyselinovou sekvenci variabilniho UGseku
lehkého ¥eté&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. ¢. 67,

c) protilatku nebo jeji fragment obsahujici
aminokyselinovou sekvenci variabilniho Gseku tézkého
Yet&zce wuvedenou jako SEKVENCE ID. C. 68 a déale
obsahujici aminokyselinovou sekvenci variabilniho useku
lehkého ¥Yet&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 69,

d) protilatku nebo jeji fragment obsahujici
aminokyselinovou sekvenci variabilniho duseku té&Zzkého
Yet&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 70 a déale

obsahujici aminokyselinovou sekvenci variabilniho dseku

lehkého ¥et&zce uvedenou jako SEKVENCE ID. C. 71.
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Protilatka nebo jeji fragment podle néaroku 16, které

obsahuje:

a) aminokyselinovou sekvenci tézkého Yetézce podle
SEKVENCE ID. C. 63 a aminokyselinovou sekvenci lehkého
Yet&zce podle SEKVENCE ID. C. 65, pri&emZ protilétka
postréddéd signdlni peptidy uvedené v téchto sekvencich,

b) aminokyselinovou sekvenci té&Zkého Yetézce podle
SEKVENCE ID. C. 66 a aminokyselinovou sekvenci lehkého
Yet&zce podle SEKVENCE ID. C. 67, pricemZ protilatka
postradad signédlni peptidy uvedené v té&chto sekvencich,

¢) aminokyselinovou sekvenci té&Zkého Yetézce podle
SEKVENCE ID. C. 68 a aminokyselinovou sekvenci lehkého
Yet&zce podle SEKVENCE ID. C. 69, pridemZ protilédtka
postradd signédlni peptidy uvedené v téchto sekvencich,

d) aminokyselinovou sekvenci tézkého Yetézce podle
SEKVENCE ID. €. 70 a aminokyselinovou sekvenci lehkého
Yet&zce podle SEKVENCE ID. C. 71, pri¢emZ¥ protilatka

postréada signédlni peptidy uvedené v téchto sekvencich.

.Protilatka podle néroku 1, kterd m& jednu nebo vice

vlastnosti vybranych ze skupiny obsahujici vlastnosti:

a) kompetitivné€ inhibuje wvazbu CTLA-4 s protilatkou podle
naroku 16 nebo 17,

b) vdZe se na stejny epitop jako protilédtka podle néaroku
16 nebo 17, a

c) md vazebnou specificitu, kterd je v podstaté& shodna

s protilatkou podle néaroku 16 nebo 17.

Protilatka, kterd kompetitivné inhibuje vazbu CTLA-4
s protildtkou 4.1.1, 4.8.1, 6.1.1 nebo 11.2.1, majici

aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obr. 22.

cessen
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Protildtka podle néroku 19, kterd obsahuje sekvenci CDR

identickou s CDR sekvenci protiléatky uvedené na obr. 22.

Protildtka nebo jeji fragment podle kteréhokoliv z néroku
1, 2 a 4 a%¥ 5, kterd obsahuje alespoil jednu sekvenci ze
skupiny obsahujici:

a) lidské sekvence FR1, FR2 a FR3 kbédované lidskou rodinou
genlt Vy 3-33 nebo touto rodinou gent s konzervativni
substituci, jednoduchou nekonzervativni substituci nebo
obéma,

b) lidské sekvence FR1l, FR2 a FR3 kédované lidskou rodinou

geni Vk A27 nebo touto rodinou gend s konzervativni
substituci, jednoduchou nekonzervativni substituci nebo

obé&ma.

.Protilatka vazajici CTLA-4, ktera obsahuje

aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny obsahujici:

a) aminokyselinovou sekvenci obsahujici usek
aminokyselinovych zbytkl 1 a¥ 89 podle SEKVENCE ID. C.
5 operativné& spojeny s aminokyselinovou sekvenci CDR3,
ktery je kdéddovan genem D7-27 a genem JH4,

b) aminokyselinovou sekvenci uvedenou v predchozim bodu
dadle obsahujici mutace v pozicich 24, 40 a 47 v useku
aminokyselinovych zbytkt 1 aZ 89 podle SEKVENCE ID.
¢. 5, a

c) aminokyselinovou sekvenci uvedenou v pfedchozich bodech
dale obsahujici mutace v pozicich 1, 3 a 7

v aminokyselinové sekvenci CDR.

.Systém bun&&né kultury pro testovani stimulace T lymfocyth

obsahujici lidské T lymfoblasty kokultivované s buné&cnou
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linii Raji.

H\

s e t iIm Zze obsahuje kroky, kdy:

a) poskytne se kultura lidskych T 1lymfoblastd a bunécné
linie Raji,

b) tato kultura se p¥ivede do kontaktu s <&inidlem,

c¢) m&¥i se produkce cytokint v kultufe.

Farmaceuticky pt¥ipravek pro 1l1lé&eni rakoviny, za&nétlivych
nebo autoimunitnich onemocnéni vy znacdujici se
t i m, Ze obsahuje protilatku nebo jeji fragment podle
kteréhokoliv =z nadrokt 1, 2 a 4 aZ 22 a farmaceuticky

p¥ijatelny nosic.

Bunéfnad linie produkujici protilatky nebo jeji fragmenty

podle kteréhokoliv z nédrokl 1, 2 a 4 az 22.

Izolovand nukleovad kyselina, kteréd kéduje téZky nebo lehky
Yetézec protilatky nebo jejiho fragmentu podle
kteréhokoliv z nédrokl 1, 2 a 4 az 22, nebo fragment takové

nukleové kyseliny.

Izolovand nukleovd kyselina podle naroku 27 operativné

spojend s expresni kontrolni sekvenci.

Hostitelskd butika obsahujici izolovanou nukleovou kyselinu

podle nadroku 27 nebo 28.

Transgenni savec nebo rostlina obsahujici nukleovou
kyselinu podle naroku 27 nebo 28, kteryZto savec nebo

rostlina exprimuje tuto nukleovou kyselinu.
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Zpusob zvySeni tvorby cytokinld v T lymfocytech pacienta,
vyznadc¢dujici se t iIm Ze obsahuje krok, kdy
se pacientovi podd protildtka nebo jeji fragment podle
kteréhokoliv z narokd 1, 2 a 4 aZ 22 nebo farmaceuticky

pripravek podle naroku 25.

.Zpusob zvySeni reakce cytotoxickych T lymfocytd pacienta,

vyznadc¢dujici se t im Ze obsahuje krok, kdy
se pacientovi podd& protiladtka nebo jeji fragment podle
kteréhokoliv z narokt 1, 2 a 4 aZz 22 nebo farmaceuticky

pripravek podle naroku 25.

.Zpusob 1é&eni nédort u pacienta, vy znaduijicdi

s e t i m, Z2Ze obsahuje krok, kdy se pacientovi poda
kombinace obsahujici protildtku nebo jeji fragment podle
kteréhokoliv z nédrokl 1, 2 a 4 aZ 22 nebo farmaceuticky
pripravek podle naroku 25 a buiky exprimujici faktor

stimulujici kolonie granulocytu-makrofagi.

.ZpGsob podle néaroku 32 vy znadcdujici se tim,

Ze protiladtka nebo jeji fragment se nepodileji na

cytotoxicité& z&vislé na komplementu.



Obr. 1A

4.1.1 DNA tézkého fFetézce

ATGGAGTTTG

CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
CATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGGAGGTCAC
CCGTCTCCTC
TGCTCCAGGA
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
CAGTTGAGCG
GTGGCAGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
TGTGGTCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCA
GCCCCCATCC
TGGTCAAAGG
GGGCAGCCGG
CGGCTCCTTC
AGCAGGGGAA
CACTACACGC

( SEKVENCE

GGCTGAGCTG
GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
TTCGGTCCTT
AGCCTCCACC
GCACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACGTAGATC
CAAATGTTGT
CGTCAGTCTT
CGGACCCCTG
CGAGGTCCAG
AGACAAAGCC
GTCCTCACCG
CAAGGTCTCC
AAACCAAAGG
CGGGAGGAGA
CTTCTACCCC
AGAACAACTA
TTCCTCTACA
CGTCTTCTCA.
AGAAGAGCCT

ID. C. 27)

>1/48

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTGTAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGAAATAA
AGAGACAATT
CGAGGACACG
TTGACTACTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCG
TGACGGTGTC
CCAGCTGTCC
CGTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
GTCGAGTGCC
CCTCTTCCCC
AGGTCACGTG
TTCAACTGGT
ACGGGAGGAG
TTGTGCACCA
AACAAAGGCC
GCAGCCCCGA
TGACCAAGAA
AGCGACATCG
CAAGACCACA
GCAAGCTCAC
TGCTCCGTGA
CTCCCTGTCT

4.1.1 Protein téZkého fetézce

MEFGLSWVFL
HGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
CSRSTSESTA
SLSSVVTVPS
VAGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKTKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARGGH
ALGCLVKDYF
SNFGTQTYTC
PKPKDTLMIS
QFNSTFRVVS
EPQVYTLPPS
PPMLDSDGSF
PGK

(SEKVENCE ID. €. 1)

VOLVESGGGV
WYDGRNKYYA
FGPFDYWGQG
PEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
RTPEVTCVVV
VLTVVHQDWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ATACTATGCA
CCAAGAACAC
GCTGTGTATT
GGGCCAGGGA
CGGTCTTCCC
GCCCTGGGCT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAACTTCG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCAAAACCCA
CGTGGTGGTG
ACGTGGACGG
CAGTTCAACA
GGACTGGCTG
TCCCAGCCCC
GAACCACAGG
CCAGGTCAGC
CCGTGGAGTG
CCTCCCATGC
CGTGGACAAG
TGCATGAGGC
CCGGGTAAAT

VQPGRSLRLS
DSVKGRFTIS
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKTVERKCC
DVSHEDPEVQ
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP
SRWQQGNVFS

TAAGAGGTGT
GTCCAGCCTG
CTTCAGTAGC
TGGAGTGGGT
GACTCCGTGA
GCTGTTTCTG
ACTGTGCGAG
ACCCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCTCTGA
AGGACTCTAC
GCACCCAGAC
GTGGACAAGA
AGCACCACCT
AGGACACCCT
GACGTGAGCC
CGTGGAGGTG
GCACGTTCCG
AACGGCAAGG
CATCGAGAARA
TGTACACCCT
CTGACCTGCC
GGAGAGCAAT
TGGACTCCGA
AGCAGGTGGC
TCTGCACAAC
GA

CVASGFTFSS
RDNSKNTLFL
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
VECPPCPAPP
FNWYVDGVEV
NKGLPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
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800
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900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1392
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200
250
300
350
400
450
463



Obr. 1A (pokra€.)

4.1.1 DNA kapa retézce

ATGGAAACCC
TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
AGCAGCTTCT
CCTCATCTAT
GTGGCAGTGG
CCTGAAGATT
GACGTTCGGC
CATCTGTCTT
GCCTCTGTTG
ACAGTGGAAG
TCACAGAGCA
ACGCTGAGCA
CACCCATCAG
AGTGTTAG

CAGCGCAGCT
GAAATTGTGT
AAGAGCCACC
TAGCCTGGTA
GGTGCATCCA
GTCTGGGACA
TTGCAGTGTA
CAAGGGACCA
CATCTTCCCG
TGTGCCTGCT
GTGGATAACG
GGACAGCAAG
AAGCAGACTA
GGCCTGAGCT

(SEKVENCE ID. €. 40)

4.1.1 Protein kapa fetézce

METPAQLLFL
SSFLAWYQQR
PEDFAVYYCQ
ASVVCLLNNF

TLSKADYEKH

LLLWLPDTTG
PGQAPRLLIY
QYGTSPWTFG
YPREAKVQWK
KVYACEVTHQ

(SEKVENCE ID. C. 14)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGCA
CCAGCAGAGA
GCAGGGCCAC
GACTTCACTC
TTACTGTCAG
AGGTGGAAAT
CCATCTGATG
GAATAACTTC
CCCTCCAATC
GACAGCACCT
CGAGAAACAC
CGCCCGTCAC

EIVLTQSPGT
GASSRATGIP
QGTKVEIKRT

VDNALQSGNS

GLSSPVTKSF

2/48

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA
CCTGGCCAGG
TGGCATCCCA
TCACCATCAG
CAGTATGGTA
CAAACGAACT
AGCAGTTGAA
TATCCCAGAG
GGGTAACTCC
ACAGCCTCAG
ARAGTCTACG
AAAGAGCTTC

LSLSPGERAT
DRFSGSGSGT
VAAPSVFIFP
QESVTEQDSK
NRGEC

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
GAGTATTAGC
CTCCCAGGCT
GACAGGTTCA
CAGACTGGAG
CCTCACCCTG
GTGGCTGCAC
ATCTGGAACT
AGGCCAAAGT
CAGGAGAGTG
CAGCACCCTG
CCTGCGAAGT
AACAGGGGAG

LSCRASQSIS
DFTLTISRLE
PSDEQLKSGT
DSTYSLSSTL

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
708

50

100
150
200
235



Obr. 1B

4.8.1 DNA tézkého retézce

ATGGAGTTTG
CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
TATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGGAGAGAGA
TCACCGTCTC
CCCTGCTCCA
CAAGGACTAC
TGACCAGCGG
TACTCCCTCA
GACCTACACC
AGACAGTTGA
'CCTGTGGCAG
- CCTCATGATC
GCCACGAAGA
GTGCATAATG
CCGTGTGGTC
AGGAGTACAA
AARAACCATCT
CCTGCceeea
GCCTGGTCAA
AATGGGCAGC
CGACGGCTCC
GGCAGCAGGG
AACCACTACA

( SEKVENCE

GGCTGAGCTG

"GTGCAGCTGG

GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
CTGGGGTCCT
CTCAGCCTCC
GGAGCACCTC
TTCCCCGAAC
CGTGCACACC
GCAGCGTGGT
TGCAACGTAG
GCGCAAATGT
GACCGTCAGT
TCCCGGACCC
CCCCGAGGTC
CCAAGACAAA
AGCGTCCTCA
GTGCAAGGTC
CCAAAACCAA
TCCCGGGAGG
AGGCTTCTAC
CGGAGAACAA
TTCTTCCTCT
GAACGTCTTC
CGCAGAAGAG

ID. C. 28)

3/48

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTACAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGTAATAA
AGTGACAATT
CGAGGACACG
ACTTTGACTA
ACCAAGGGCC
CGAGAGCACA
CGGTGACGGT
TTCCCAGCTG
GACCGTGCCC
ATCACAAGCC
TGTGTCGAGT
CTTCCTCTTC
CTGAGGTCAC
CAGTTCAACT
GCCACGGGAG
CCGTTGTGCA
TCCAACAAAG
AGGGCAGCCC
AGATGACCAA
CCCAGCGACA
CTACAAGACC
ACAGCAAGCT
TCATGCTCCG
CCTCTCCCTG

4.8.1 Protein téZkého fetézce

MEFGLSWVFL
YGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
PVAGPSVFLF
VHNAKTKPRE
KTISKTKGQP
NGQPENNYKT
NHYTQKSLSL

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARGER
AALGCLVKDY
SSNFGTQTYT
PPKPKDTLMI
EQFNSTFRVV
REPQVYTLPP
TPPMLDSDGS
SPGK

(SEKVENCE ID. €. 2)

VQLVESGGGV
WYDGSNKHYG
LGSYFDYWGQ
FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
SRTPEVTCVV
SVLTVVHQDW
SREEMTKNQV
FFLYSKLTVD

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ACACTATGGA
CCAAGAACAC
GCTGTGTATT
CTGGGGCCAG
CATCGGTCTT
GCGGCCCTGG
GTCGTGGAAC
TCCTACAGTC
TCCAGCAACT
CAGCAACACC
GCCCACCGTG
CCCCCAAAAC
GTGCGTGGTG
GGTACGTGGA
GAGCAGTTCA
CCAGGACTGG
GCCTCCCAGC
CGAGAACCAC
GAACCAGGTC
TCGCCGTGGA
ACACCTCCCA
CACCGTGGAC
TGATGCATGA
TCTCCGGGTA

VQPGRSLRLS
DSVKGRFTIS
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKTVERKC
VDVSHEDPEV
LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY
KSRWQQGNVF

TAAGAGGTGT
GTCCAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
GACTCCGTGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
GGAACCCTGG
CCCCCTGGCG
GCTGCCTGGT
TCAGGCGCTC
CTCAGGACTC
TCGGCACCCA
AAGGTGGACA
CCCAGCACCA
CCAAGGACAC
GTGGACGTGA
CGGCGTGGAG
ACAGCACGTT
CTGAACGGCA
CCCCATCGAG
AGGTGTACAC
AGCCTGACCT
GTGGGAGAGC
TGCTGGACTC
AAGAGCAGGT
GGCTCTGCAC
AATGA

CTASGFTFSN
SDNSKNTLYL
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
CVECPPCPAP
QFNWYVDGVE
SNKGLPAPIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEALH

acee

eveor

ose

. PV 2007- 2379

50
100
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200
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900
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1000
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1300
1350
1395
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100
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200
250
300
350
400
500
514



Obr. 1B (pokrac.)

4.8.1 DNA kapa retézce
ATGGAAACCC CAGCGCAGCT

TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
TACTTAGCCT
CTATGGTGCA
GTGGGTCTGG
GATTTTGCAG
CGGCGGAGGG
TCTTCATCTT
GTTGTGTGCC
GAAGGTGGAT
AGCAGGACAG
AGCAAAGCAG
TCAGGGCCTG
AG

GAAATTGTGT
AAGAGCCACC
GGTACCAGCA
TCCAGCAGGG
GACAGACTTC
TCTATTACTG
ACCAAGGTGG
CCCGCCATCT
TGCTGAATAA
AACGCCCTCC
CAAGGACAGC
ACTACGAGAA
AGCTCGCCCG

(SEKVENCE ID. €. 41)

4.8.1 Protein kapa fetézce

METPAQLLFL
YLAWYQQKPG
DFAVYYCQQY
VVCLLNNFYP
SKADYEKHKV

LLLWLPDTTG
QAPRLLIYGA
GISPFTFGGG
REAKVQWKVD
YACEVTHQGL

(SEKVENCE ID. C. 15)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGCA
GAAACCTGGC
CCACTGGCAT
ACTCTCACCA
TCAGCAGTAT
AGATCAAGCG
GATGAGCAGT
CTTCTATCCC
AATCGGGTAA
ACCTACAGCC
ACACAAAGTC
TCACAAAGAG

EIVLTQSPGT
SSRATGIPDR
TKVEIKRTVA
NALQSGNSQE
SSPVTKSFNR

4/48

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGACCAGTGT
CAGGCTCCCA
CCCAGACAGG
TCAGCAGACT
GGCATCTCAC

AACTGTGGCT

TGAAATCTGG
AGAGAGGCCA
CTCCCAGGAG
TCAGCAGCAC
TACGCCTGCG
CTTCAACAGG

LSLSPGERAT
FSGSGSGTDF
APSVFIFPPS
SVTEQDSKDS
GEC

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
TAGCAGCAGT
GGCTCCTCAT
TTCAGTGGCA
GGAGCCTGAA
CCTTCACTTT
GCACCATCTG
AACTGCCTCT
AAGTACAGTG
AGTGTCACAG
CCTGACGCTG
AAGTCACCCA
GGAGAGTGTT

LSCRTSVSSS
TLTISRLEPE
DEQLKSGTAS
TYSLSSTLTL

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
702

50
100
150
200
233



Obr.1C

5/48

4.14.3 DNA tézkého retézce

CCTGGGAGGT
TAGTCATGGC
GGGTGGCAGT
GTGAAGGGCC
TTTGCAAATG
CGAGAGTGGC
GTCACCGTCT
GCCCTGCTCC
TCAAGGACTA
CTGACCAGCG

CCCTGAGACT
ATCCACTGGG
TATATGGTAT
GATTCACCAT
AACAGCCTGA
CCCACTGGGG
CCTCAGCCTC
AGGAGCACCT
CTTCCCCGAA
GCGTGCACAC

( SEKVENCE ID. €. 29)

CTCCTGTGCA
TCCGCCAGGC
GATGGAAGAA
CTCCAGAGAC
GAGCCGAGGA
CCACTTGACT
CACCAAGGGC
CCGAGAGCAC
CCGGTGACGG
CTTCCCAGCT

4.14.3 Protein téZkého retézce

PGRSLRLSCA ASGFTFSSHG IHWVRQAPGK
VKGRFTISRD NSKKTLYLQM NSLRAEDTAV
VTVSSASTKG PSVFPLAPCS RSTSESTAAL
LTSGVHTFPA VLO

(SEKVENCE ID. €. 3)

4.14.3 DNA kapa retézce

GGCACCCTGT
CAGTCAGAGT
AGGCTCCCAG
CCAGACAGGT
CAGCAGACTG
GTAGGTCACC
ACTGTGGCTG
GAAATCTGGA
GAGAGGCCAA

CTTTGTCTCC
GTCAGCAGCT
ACTCCTCATC
TCAGTGGCAG
GAGCCTGAGG
ATTCACTTTC
CACCATCTGT
ACTGCCTCTG
AGTACAG

AGGGGAARAGA
ACTTAGCCTG
TATGGTGCAT
TGGGTCTGGG
ATTTTGCAGT
GGCCCTGGGA
CTTCATCTTC
TTGTGTGCCT

(SEKVENCE ID. &. 42)

4.14.3 Protein kapa fetézce

GTLSLSPGER ATLSCRASQS VSSYLAWYQQ
PDRFSGSGSG TDFTLTISRL EPEDFAVYYC
TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG TASVVCLLNN

(SEKVENCE ID. €. 16)

GCGTCTGGAT
TCCAGGCAAG
ATAAAGACTA
AATTCCAAGA
CACGGCTGTG
ACTGGGGCCA
CCATCGGTCT
AGCGGCCCTG
TGTCGTGGAA
GTCCTACAG

GLEWVAVIWY
YYCARVAPLG
GCLVKDYFPE

GCCACCCTCT
GTACCAGCAG
CCAGCAGGGC
ACAGACTTCA
GTATTACTGT
CCAAAGTGGA
CCGCCATCTG
GCTGAATAAC

KPGQAPRLLI
QQYGRSPFTF
FYPREAKVQ

TCACCTTCAG
GGGCTGGAGT
TGCAGACTCC
AGACGCTGTA
TATTACTGTG
GGGAACCCTG
TCCCCCTGGC
GGCTGCCTGG
CTCAGGCGCT

DGRNKDYADS
PLDYWGQGTL
PVTVSWNSGA

CCTGCAGGGC
AAACCTGGCC
CACTGGCATC
CTCTCACCAT
CAGCAGTATG
TATCAAGCGA
ATGAGCAGTT
TTCTATCCCA

YGASSRATGI
GPGTKVDIKR

. PV 2007- 23%%
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100
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200
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300
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400
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Obr. 1D

6.1.1 DNA téZzkého retézce

ATGGAGTTTG GGCTGAGCTG

CCAGTGTCAG
GGAGGTCCCT
TATGGCATGC
GGCAGTTATA
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGCCGGACTG
CCGTCTCCTC
TGCTCCAGGA
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
CAGTTGAGCG
GTGGCAGGAC
CATGATCTCC
ACGAAGACCC
CATAATGCCA
" TGTGGTCAGC
AGTACAAGTG
ACCATCTCCA
GCCCCCATCC
TGGTCAAAGG
GGGCAGCCGG
CGGCTCCTTC
AGCAGGGGAA
CACTACACGC

( SEKVENCE

GTGCAGCTGG
GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGTATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
CTGGGTTACT
AGCCTCCACC
GCACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACGTAGATC
CAAATGTTGT
CGTCAGTCTT
CGGACCCCTG
CGAGGTCCAG
AGACAAAGCC
GTCCTCACCG
CAAGGTCTCC
AAACCAAAGG
CGGGAGGAGA
CTTCTACCCC
AGAACAACTA
TTCCTCTACA
CGTCTTCTCA
AGAAGAGCCT

ID. C. 30)

6/48

GGTTTTCCTC
TGGAGTCTGG
TGTACAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAGCAATAA
AGAGACAATT
CGAGGACACG
TTGACTACTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCG
TGACGGTGTC
CCAGCTGTCC
CGTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
GTCGAGTGCC
CCTCTTCCCC
AGGTCACGTG
TTCAACTGGT
ACGGGAGGAG
TTGTGCACCA
AACAAAGGCC
GCAGCCCCGA
TGACCAAGAA
AGCGACATCG
CAAGACCACA
GCAAGCTCAC
TGCTCCGTGA
CTCCCTGTCT

6.1.1 Protein téZkého retézce

MEFGLSWVFL
YGMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
CSRSTSESTA
SLSSVVTVPS
VAGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKTKGQPR
GQPENNYKTT
HYTQKSLSLS

VALLRGVQCQ
GKGLEWVAVI
AVYYCARAGL
ALGCLVKDYF
SNFGTQTYTC
PKPKDTLMIS
QFNSTFRVVS
EPQVYTLPPS
PPMLDSDGSF
PGK

(SEKVENCE ID. €. 4)

VQLVESGGGV
WYDGSNKHYA
LGYFDYWGQG
PEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
RTPEVTCVVV
VLTVVHQDWL
REEMTKNQVS
FLYSKLTVDK

GTTGCTCTTT
GGGAGGCGTG
CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ACACTATGCA
CCAAGAACAC
GCTGTGTATT
GGGCCAGGGA
CGGTCTTCCC
GCCCTGGGCT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAACTTCG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCAAAACCCA
CGTGGTGGTG
ACGTGGACGG
CAGTTCAACA
GGACTGGCTG
TCCCAGCCCC
GAACCACAGG
CCAGGTCAGC
CCGTGGAGTG
CCTCCCATGC
CGTGGACAAG
TGCATGAGGC
CCGGGTAAAT

VEPGRSLRLS
DSAKGRFTIS
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKTVERKCC
DVSHEDPEVQ
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP
SRWQQGNVES

TAAGAGGTGT
GTCGAGCCTG
CTTCAGTAGT
TGGAGTGGGT
GACTCCGCGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
ACCCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCTCTGA
AGGACTCTAC
GCACCCAGAC
GTGGACAAGA
AGCACCACCT
AGGACACCCT
GACGTGAGCC
CGTGGAGGTG
GCACGTTCCG
AACGGCAAGG
CATCGAGAAA
TGTACACCCT
CTGACCTGCC
GGAGAGCAAT
TGGACTCCGA
AGCAGGTGGC
TCTGCACAAC
GA

CTASGFTFSS
RDNSKNTLYL
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
VECPPCPAPP
FNWYVDGVEV
NKGLPAPIEK
SDIAVEWESN
CSVMHEALHN

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
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Obr. 1D (pokrac.)

6.1.1 DNA kapa retézce

ATGGAAACCC
TACCACCGGA
CTCCAGGGGA
AGCTACTTAG
CATCTATGGT
GCAGTGGGTC
GAAGATTTTG
TTTCGGCCCT
CTGTCTTCAT
TCTGTTGTGT
GTGGAAGGTG
CAGAGCAGGA
CTGAGCAAAG
CCATCAGGGC
GTTAG

CAGCGCAGCT
GAAATTGTGT
AAGAGCCACC
CCTGGTACCA
GTATCCAGCA
TGGGACAGAC
CAGTGTATTA
GGGACCAAAG
CTTCCCGCCA
GCCTGCTGAA
GATAACGCCC
CAGCAAGGAC
CAGACTACGA
CTGAGCTCGC

(SEKVENCE ID. C. 43)

6.1.1 Protein kapa fetézce

METPAQLLFL
SYLAWYQQKP
EDFAVYYCQQ
SVVCLLNNFY
LSKADYEKHK

LLLWLPDTTG
GQAPRPLIYG
YGISPFTFGP
PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

(SEKVENCE ID. €. 17)

TCTCTTCCTC
TGACGCAGTC
CTCTCCTGTA
ACAGAAACCT
GGGCCACTGG
TTCACTCTCA
CTGTCAGCAG
TGGATATCAA
TCTGATGAGC
TAACTTCTAT
TCCAATCGGG
AGCACCTACA
GAAACACAAA
CCGTCACAAA

EIVLTQSPGT
VSSRATGIPD
GTKVDIKRTV
DNALQSGNSQ
LSSPVTKSFN

®e0e oo

7/48

CTGCTACTCT
TCCAGGCACC
GGGCCAGTCA

GGCCAGGCTC

CATCCCAGAC
CCATCAGCAG
TATGGTATCT
ACGAACTGTG
AGTTGAAATC
CCCAGAGAGG
TAACTCCCAG
GCCTCAGCAG
GTCTACGCCT
GAGCTTCAAC

LSLSPGERAT
RFSGSGSGTD
AAPSVFIFPP
ESVTEQDSKD
RGEC

GGCTCCCAGA
CTGTCTTTGT
AAGTGTTAGC
CCAGGCCCCT
AGGTTCAGTG
ACTGGAGCCT
CACCATTCAC
GCTGCACCAT
TGGAACTGCC
CCAAAGTACA
GAGAGTGTCA
CACCCTGACG
GCGAAGTCAC
AGGGGAGAGT

LSCRASQSVS
FTLTISRLEP
SDEQLKSGTA
STYSLSSTLT

“PV é(.)M— 23%9

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
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50

100
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Obr. 1E

3.1.1 DNA téZkého retézce

GGCGTGGTCC
ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
TGGGGCCAAG
ATCGGTCTTC
CGGCCCTGGG
TCGTGGAACT
CCTACAG

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCAAA
TGCGAGAGGG
GGACCACGGT
CCCCTGGCGC
CTGCCTGGTC
CAGGCGCTCT

»

( SEKVENCE ID. C. 31)

8/48

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCCCGTATAA
CACCGTCTCC
CCTGCTCCAG
AAGGACTACT
GACCAGCGGC

3.1.1 Protein tézkého retézce

GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
WGQGTTVTVS
SWNSGALTSG

LSCAASGFTF
ISRDNSKNTL
SASTKGPSVF
VHTFPAVLQ

(SEKVENCE ID. €. 5)

3.1.1 DNA kapa fetézce

CAGTICTCCAT
TTGCCGGGCA
AACCAGGGAA
AGTGGGGTCC
TCTCACCATC
AACAGAGTTA
ATCAAACGAA
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG
TCGGGTAA

CCTCCCTGTC
AGTCAGAGCA
AGCCCCTAAC
CATCAAGGTT
AACAGTCTTC
CAGTACCCCA
CTGTGGCTGC
AARATCTGGAA
AGAGGCCAAA

(SEKVENCE ID. C. 44)

3.1.1 Protein kapa rfetézce

QSPSSLSASV
SGVPSRFRGS
IKRTVAAPSV
SG

GDRVTITCRA
GSGTNFTLTI
FIFPPSDEQL

(SEKVENCE ID. €. 18)

SSYGMHWVRQ
YLOMNSLRAE
PLAPCSRSTS

TGCATCTGTA
TTAACACCTA
TTCCTGATCT
CCGTGGCAGT
ATCCTGAAGA
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACAGTGGA

SQSINTYLIW
NSLHPEDFAT
KSGTASVVCL

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
TAACCCCTTG
TCAGCCTCCA
GAGCACCTCC
TCCCCGAACC
GTGCACACCT

APGKGLEWVA
DTAVYYCARG
ESTAALGCLV

GGAGACAGAG
TTTAATTTGG
CTGCTACATC
GGCTCTGGGA
TTTTGCAACT
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG
AGGTGGATAA

YQQKPGKAPN
YYCQQSYSTP
LNNFYPREAK

CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TAATAAATAC
ACAATTCCAA
GACACGGCTG
TATGGACGTE
CCAAGGGCCC
GAGAGCACAG
GGTGACGGTG
TCCCAGCTGT

VIWYDGSNKY
ARIITPCMDV
KDYFPEPVTV

TCACCATCAC
TATCAGCAGA
CATTTTGCAA
CAAATTTCAC
TACTACTGTC
CARAGTGGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT
CGCCCTCCAA

FLISATSILQ
FTFGPGTKVD
VQWKVDNALQ

50

100
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200
250
300
350
400
450
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50
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400
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150
152



Obr. 1F

4.10.2 DNA téZkého retézce

GGCGTGGTCC
ATTCATCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
CAGGGAACCC
CTTCCCCCTG
TGGGCTGCCT
AACTCAGGCG
G

AGCCTGGGAG
AGTAGTCATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATTTGCAAA
TGCGAGAGTG
TGGTCACCGT
GCGCCCTGCT
GGTCAAGGAC
CTCTGACCAG

( SEKVENCE ID. €. 32)

9/48

GTCCCTGAGA
GCATCCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCCCCACTGG
CTCCTCAGCC
CCAGGAGCAC
TACTTCCCCG
CGGCGTGCAC

4.10.2 Protein tézkého rfetézce

GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
QGTLVTVSSA
NSGALTSGVH

LSCVASGFIF
ISRDNSKNTL
STKGPSVFPL
TFPAVLQ

(SEKVENCE ID. €. 6)

4.10.2 DNA kapa fetézce

TCTCCAGGCA
CAGGGCCAGT
AACCTGGCCA
ACTGGCATCC
TCTCACCATC
AGCAGTATGG
ATCAAGCGAA
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG

CCCTGTCTTT
CAGAGTATTA
GGCTCCCAGG
CAGACAGTTT
AGCAGACTGG
TACGTCACCA
CTGTGGCTGC
AAATCTGGAA
AGAGGCCAAA

(SEKVENCE ID. C. 45)

SSHGIHWVRQ
YLOMNSLRAE
APCSRSTSES

GTCTCCAGGG
GCAGCAATTT
CTCCTCATCT
CAGTGGCAGT
AGCCTGAGGA
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACAG

4.10.2 Protein kapa fetézce

SPGTLSLSPG ERATLSCRAS QSISSNFLAW
TGIPDSFSGS GSGTDFTLTI SRLEPEDFAL
IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL

(SEKVENCE ID. C. 19)

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
GGCCACTTGA
TCCACCAAGG
CTCCGAGAGC
AACCGGTGAC
ACCTTCCCAG

APGKGLEWVA
DTAVYYCARV
TAALGCLVKD

GARAGAGCCA
CTTAGCCTGG
ATCGTCCATC
GGGTCTGGGA
TTTTGCATTA
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG

YOQKPGQAPR
YYCQQYGTSP
LNNFYPREAK

TAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
AAATAAAGAC
ACAATTCCAA
GACACGGCTG
CTACTGGGGC
GCCCATCGGT
ACAGCGGCCC
GGTGTCGTGG
CTGTCCTACA

VIWYDGRNKD
APLGPLDYWG
YFPEPVITVSW

CCCTCTCCTG
TACCAGCAGA
CAGCAGGGCC
CAGACTTCAC
TATTACTGTC
CAAAGTGGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT

LLIYRPSSRA
FTFGPGTKVD
vQ

50

100
150
200
250
300
350
400
450
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150
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Obr. 1G

10/48

2.1.3 DNA tézkého fetézce

TCGGGCCCAG
TGTCTCTGGT
GCCAGCACCC
GGGAACACCT
AGACACGTCT
CGGACACGGC
ATAGACGTCT
CAAGGGCCCA
AGAGCACAGC
GTGACGGTGT
CCCGGCTGTC

GACTGGTGAA
GGCTCCATCA
AGGGAAGGGC
ACTACAACCC
AAGAACCAGT
CGTGTATTAT
GGGGCCAAGG
TCCGTCTTCC
CGCCCTGGGC
CGTGGAACTC
CTACAA

( SEKVENCE ID. C. 33)

GCCTTCACAG
GCAGTGGTGG
CTGGAGTGGA
GTCCCTCAAG
TCTCCCTGAA
TGTGCGAGAG
GACCACGGTC
CCCTGGCGCC
TGCCTGGTCA
AGGCGCCCTG

2.1.3 Protein téZkého retézce

SGPGLVKPSQ
GNTYYNPSLK
IDVWGQGTTV
VTVSWNSGAL

ILSLTCTVSG
SRVTISVDTS
TVSSASTKGP
TSGVHTFPAV

(SEKVENCE ID. C.7)

2.1.3 DNA fetézce

TCTCCAGACT
CCGGGCCAGT
CAGATCAGTC
GGGGTCCCCT
CACCATCAAT
AGAGTAGTAG
AAACGAACTG
GCAGTTGAARA
ATCCCAGAGA
GGTAACTCCC

TTCAGTCTGT
CAGAGCATTG
TCCAAAGCTC
CGAGGTTCAG
AGCCTGGAAG
TTTACCGCTC
TGGCTGCACC
TCTGGAACTG
GGCCAAAGTA
AGGAG

(SEKVENCE ID. C. 46)

2.1.3 Protein kapa retézce
SPDFQSVTPK EKVTITCRAS

GVPSRFSGSG
KRTVAAPSVF
GNSQE

SGTDFTLTIN
IFPPSDEQLK

(SEKVENCE ID. €. 20)

GSISSGGHYW
KNQFSLKLSS
SVFPLAPCSR
LQ

GACTCCAAAG
GTAGTAGCTT
CTCATCAAGT
TGGCAGTGGA
CTGAAGATGC
ACTTTCGGCG
ATCTGTCTTC
CCTCTGTTGT
CAGTGGAAGG

QSIGSSLHWY
SLEAEDAATY
SGTASVVCLL

ATCCTGTCCC
TCACTACTGG
TTGGGTACAT
AGTCGAGTTA
GCTGAGCTCT
ATAGTGGGGA
ACCGTCTCCT
CTGCTCCAGG
AGGACTACTT
ACCAGCGGCG

SWIRQHPGKG
VTAADTAVYY-
STSESTAALG

GAGAAAGTCA
ACATTGGTAT
ATGCTTCCCA
TCTGGGACAG
TGCAACGTAT
GAGGGACCAA
ATCTTCCCGC
GTGCCTGCTG
TGGATAACGC

QQKPDQSPKL
YCHQSSSLPL
NNFYPREAKV

TCACCTGCAC
AGCTGGATCC
CTATTACATT
CCATATCAGT
GTGACTGCCG
CTACTACGGT
CAGCTTCCAC
AGCACCTCCG
CCCCGAACCG
TGCACACCTT

LEWIGYIYYI
CARDSGDYYG
CLVKDYFPEP

CCATCACCTG
CAGCAGAAAC
GTCCTTCTCT
ATTTCACCCT
TACTGTCATC
GGTGGAGATC
CATCTGATGA
AATAACTTCT
CCTCCAATCG

LIKYASQSFS
TFGGGTKVEI
QWKVDNALQS

PV 2067- 2399

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
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50
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50
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Obr. 1H

11/48

4.13.1 DNA tézkého retézce

CCTGGGAGGT
TAGTCATGGC
GGGTGGCAGT
GTGAAGGGCC
TTTGCAAATG
CGAGAGTGGC
GTCACCGTCT
GCCCTGCTCC
TCAAGGACTA
CTGACCAGC

CCCTGAGACT
ATCCACTGGG
TATATGGTAT
GATTCACCAT
AACAGCCTGA
CCCACTGGGG
CCTCAGCCTC
AGGAGCACCT
CTTCCCCGAA

( SEKVENCE ID. C. 34)

CTCCTGTGCA
TCCGCCAGGC
GATGGAAGAA
CTCCAGAGAC
GAGCCGAGGA
CCACTTGACT
CACCAAGGGC
CCGAGAGCAC
CCGGTGACGG

4.13.1 Protein tézkého retézce

PGRSLRLSCA
VKGRFTISRD
VTVSSASTKG
LTS

ASGFTFSSHG
NSKNTLYLQM
PSVFPLAPCS

(SEKVENCE ID. C. 8)

4.13.1 DNA kapa retézce

CAGTCTCCAG
CTGCAGGGCC
AACCTGGCCA
ACTGGCATCC
TCTCACCATC
AACAGTATGG
ATCAAGCGAA
TGAGCAGTTG
TCTATCCCAG

GCACCCTGTC
AGTCAGAGTG
GGCTCCCAGG
CAGACAGGTT
AGCAGACTGG
TAGGTCACCA
CTGTGGCTGC
ARATCTGGAA
AGAGGCCAAA

(SEKVENCE ID. &. 47)

ITHWVRQAPGK
NSLRAEDTAV
RSTSESTAAL

TTTGTCTCCA
TCAGCAGCTA
CTCCTCATCT
CAGTGGCAGT
AGCCTGAGGA
TTCACTTTCG
ACCATCTGTC
CTGCCTCTGT
GTACAGTGGA

4.13.1 Protein kapa retézce

QSPGTLSLSP GERATLSCRA SQSVSSYLAW
TGIPDRFSGS GSGTDFTLTI SRLEPEDFAV
IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL

(SEKVENCE ID. C. 21)

GCGTCTGGAT
TCCAGGCAAG
ATAAAGACTA
AATTCCAAGA
CACGGCTGTG
ACTGGGGCCA
CCATCGGTCT
AGCGGCCCTG

TGTCGTGGAA

GLEWVAVIWY
YYCARVAPLG
GCLVKDYFPE

GGGGAAAGAG
CTTAGCCTGG
ATGGTGCATC
GGGTCTGGGA
TTTTGCAGTG
GCCCTGGGAC
TTCATCTTCC
TGTGTGCCTG
AAGGTGGATA

YQQKPGQAPR
YYCQQYGRSP
LNNFYPREAK

TCACCTTCAG
GGGCTGGAGT
TGCAGACTCC
ACACGCTGTA
TATTACTGTG
GGGAACCCTG
TCCCCCTGGC
GGCTGCCTGG
CTCAGGCGCT

DGRNKDYADS
PLDYWGQGTL
PVTVSWNSGA

CCACCCTCTC
TACCAGCAGA
CAGCAGGGCC
CAGACTTCAC
TATTACTGTC
CAAAGTAGAT
CGCCATCTGA
CTGAATAACT

LLIYGASSRA
FTFGPGTKVD
VOWKGG

50

100
150
200
250
300
350
400
450
459

50

100
150
153

50

100
150
200
250
300
350
400
440

50
100
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Obr. 11

11.2.1 DNA tézkého fetézce

GGCGTGGTCC
ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
TACCGGTKGG
CTCCACCAAG
CCTCCGAGAG
GAACCGGTGA
CAC

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCAARA
TGCGAGAGAT
ACGTCTGGGG
GGCCCATCGG
CACAGCGGCC
CGGTGTCGTG

( SEKVENCE ID. €. 35)

12/48

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
CCGAGGGGAG
CCAAGGGACC
TCTTCCCCCT
CTGGGCTGCC
GAACTCAGGC

11.2.1_Protein téZkého fetézce

. GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
YRXDVWGQGT
EPVTVSWNSG

LSCAASGFTF
ISRDNSKNTL
TVITVSSASTK
ALTSGVH

(SEKVENCE ID. C. 9)

11.2.1

CCATCCTCCC
GGCAAGTCAG
GGAAAGCCCC
GTCCCATCAA
CATCAGCAGT
ATTACAGTAC
CGAACTGTGG
GTTGAAATCT
CCAGAGAGGC

NA a fetézce

TGTCTGCATC
AGCATTAACA
TAAACTCCTG
GGTTCAGTGG
CTGCAACCTG
TCCATTCACT
CTGCACCATC
GGAACTGCCT
CAAAGTA

(SEKVENCE ID. C. 48)

SSYGMHWVRQ
YLOMNSLRAE
GPSVFPLAPC

TGTAGGAGAC
GCTATTTAGA
ATCTATGCTG
CAGTGGATCT
AAGATTTTGC
TTCGGCCCTG
TGTCTTCATC
CTGTTGTGTG

11.2.1 Protein kapa fetézce

PSSLSASVGD RVTITCRASQ SINSYLDWYQ
VPSRFSGSGS GTDFTLTISS LQPEDFATYY
RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN

(SEKVENCE ID. €. 22)

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
CTACCCTTTA
ACGGTCACCG
GGCGCCCTGC
TGGTCAAGGA
GCTCTGACCA

APGKGLEWVA
DTAVYYCARD
SRSTSESTAA

AGAGTCACCA
TTGGTATCAG
CATCCAGTTT
GGGACAGATT
AACTTACTAC
GGACCAAAGT
TTCCCGCCAT
CCTGCTGAAT

QKPGKAPKLL
CQQYYSTPFT
NFYPREAKV

. -

¢ a0

* . e

e L
.

CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TAATAAATAC
ACAATTCCAA
GACACGGCTG
CTACTACTAC
TCTCCTCAGC
TCCAGGAGCA

CTACTTCCCC

GCGGCGTGCA

VIWYDGSNKY
PRGATLYYYY
LGCLVKDYFP

TCACTTGCCG
CAGAAACCAG
GCAAAGTGGG
TCACTCTCAC
TGTCAACAGT
GGAAATCAAA
CTGATGAGCA
AACTTCTATC

IYAASSLQSG
FGPGTKVEIK

(X} r
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Obr. 1J

11.6.1 DNA téZkého Fetézce

GGCGTGGTCC
ATTCACCTTC
AGGGGCTGGA
TATGCAGACT
GAACACGCTG
TGTATTACTG
TGGGGCCAAG
ATCGGTCTTC
CGGCCCTGGG
T

AGCCTGGGAG
AGTAGCTATG
GTGGGTGGCA
CCGTGAAGGG
TATCTGCAAA
TGCGAGAGGC
GGACCACGGT
CCCCTGGCGC
CTGCCTGGTC

( SEKVENCE ID. C. 36)

13/48

GTCCCTGAGA
GCATGCACTG
GTTATATGGT
CCGATTCACC
TGAACAGCCT
GCTGTAGTAG
CACCGTCTCC
CCTGCTCCAG
AAGGACTACT

11.6.1 Protein téZkého retézce

GVVQPGRSLR
YADSVKGRFT
WGQGTTVTVS
S

LSCAASGFTF
ISRDNSKNTL
SASTKGPSVF

(SEKVENCE ID. &. 10)

11.6.1_DNA kapa fetézce

ACCCAGTCTC
CACTTGCCGG
AGAAACCAGG
CAAAGTGGGG
CACTCTNACC
GTCAACAGAG
GATATCAAAC
TGATGAGCAG
AC

CATCCTCCCT
GCAAGTCAGA
GAAAGCCCCT
TCCCATCAGG
ATCAGCAGTC
TTACAGTACC
GAACTGTGGC
TTGAAATCTG

(SEKVENCE ID. C. 49)

SSYGMHWVRQ
YLOMNSLRAE
PLAPCSRSTS

GTCTGCATCT
ACATTAGCAG
AAGTTCCTGA
GTTCAGTGCC
TGCAACCTGA
CCATTCACTT
TGCACCATCT
GAACTGCCTC

11.6.1 _Protein kapa retézce

TQSPSSLSAS VGDRVTITCR ASQNISRYLN

QSGVPSGFSA SGSGPDFTLT ISSLQPEDFA

DIKRTVAAPS VFIFPPSDEQ LKSGTASVVC
(SEKVENCE ID. €. 23)

CTCTCCTGTG
GGTCCGCCAG
ATGATGGAAG
ATCTCCAGAG
GAGAGCCGAG
TACCAGCTGC
TCAGCCTCCA
GAGCACCTCC
TCCCCGAACC

APGKGLEWVA
DTAVYYCARG
ESTAALGCLV

GTAGGAGACA
GTATTTAAAT
TCTATGTTGC
AGTGGATCTG
AGATTTTGCA
TCGGCCCTGG
GTCTTCATCT
TGTTGTGTGC

WYQQKPGKAP
TYYCQQSYST
LLNN

e000 0c0 .3
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CAGCGTCTGG
GCTCCAGGCA
TCATAAATAC
ACAATTCCAA
GACACGGCTG
TATGGACGTC
CCAAGGGCCC
GAGAGCACAG
GGTGACGGTG

VIWYDGSHKY
AVVVPAAMDV
KDYFPEPVTV

GAGTCACCAT
TGGTATCAAC
ATCTATTTTG
GGCCAGATTT
ACTTACTACT
GACCAAAGTG
TCCCGCCATC
CTGCTGAATA

KFLIYVASIL
PFTFGPGTKV

50

100
150
200
250
300
350
400
450
451

50

100
150
151

50

100
150
200
250
300
350
400
402

50
100
134



Obr. 1K
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11.7.1 DNA téZkého Fetézce

GTGGTCCAGC
CACCTTCAGT
GGCTGGAGTG
GCAGACTCCG
CACGCTGTAT
ATTACTGTGC
GGCCAGGGAA
GGTCTTCCCC
CCCTGGGCTG

( SEKVENCE

CTGGGAGGTC
AGCNGTGGCA
GGTGGCAGTT
TGAAGGGCCG
CTGCAAATGA
GAGAGGAACT
CCCTGGTCAC
CTGGCGCCCT
CCTGGTCAAG

ID. . 37)

CCTGAGACTC
TGCACTGGGT
ATATGGTCTG
ATTCACCATC
ACAGCCTGAG
ATGATAGTAG
CGTCTCCTCA
GCTCCAGGAG
GACTACTTCC

11.7.1 Protein téZkého fetézce

VVQPGRSLRL
ADSVKGRFTI
GQGTLVTVSS

SCAASGFTFS
SRDNSKNTLY
ASTKGPSVFP

(SEKVENCE ID. &. 11)

11.7.1 _DNA kapa Fetézce

ACCCAGTCTC
CACTTGCCGG
AGAAACCAGG
CAAGGTGGGG
CACTCTCACC
GTCAACAGAG
GATATCGAAC
TGATGAGCAG
ACTTCTATCC
T

CATCCTCCCT
GCAAGTCAGA
AAAAGCCCCT
TCCCGTCAAG
ATCAGCAGTC
TTACACTACC
GAACTGTGGC
TTGAAATCTG
CAGAGAGGCC

(SEKVENCE ID. C. 50)

SXGMHWVRQA
LOMNSLRAED
LAPCSRSTSE

GTCTGCATCT
GCATTTGCAA
AGGGTCCTGA
GTTCAGTGGC
TGCAACCTGA
CCATTCACTT
TGCACCATCT
GAACTGCCTC
AAAGTACAGT

11.7.1 Protein kapa retézce

TQSPSSLSAS VGDRVTITCR ASQSICNYLN
QGGVPSRFSG SGSGIDCTLT ISSLQPEDFA
DIERTVAAPS VFIFPPSDEQ LKSGTASVVC

(SEKVENCE ID. €. 24)

TCCTGTGCAG
CCGCCAGGCT
ATGGAAGTCA
TCCAGAGACA
AGCCGAGGAC
TGGGTACCCT
GCCTCCACCA
CACCTCCGAG
CCGAACCG

PGKGLEWVAV
TAVYYCARGT
STAALGCLVK

GTAGGAGACA
CTATTTAAAT
TCTATGCTGC
AGTGGATCTG
AGATTTTGCA
TCGGCCCTGG
GTCTTCATCT
TGTTGTGTGC
GGRAGGTGGA

WYQOKPGKAP
TYYCQQSYIT
LLNNFYPREA

CGTCTGGATT
CCAGGCAAGG
TAAATACTAT
ATTCCAAGAA
ACGGCTGTGT
TGACTACTGG
AGGGCCCATC
AGCACAGCGG

IWSDGSHKYY
MIVVGTLDYW
DYFPEP

GAGTCACCAT
TGGTATCAGC
ATCCAGTTTG
GGACAGATTG
ACTTACTACT
GACCAGAGTG
TCCCGCCATC
CTGCTGAATA
TAACGCCTAT

RVLIYAASSL
PFTFGPGTRV
KVQWKVDNAY
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Obr. 1L
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12.3.1 DNA tézkého fetézce

TCCTGTGCAG CGTCTGGATT CACCTTCAGT

TCTGGGGGAG
AGCGTCTGGA
CTCCAGGCAA
AATAAATACT
CAATTCCAAG
ACACGGCTGT
GGTCGGGGCG
CTCAGCCTCC
GGAGCACCTC
TTCCCCGAAC
CGTGCACACC

GCGTGGTCCA
TTCACCTTCA
GGGGCTGGAG
ATGCAGACTC
AGCACGCTGT
GTATTATTGT
GTATGGACGT
ACCAAGGGCC
CGAGAGCACA
CGGTGACGGT
TTCCCAGCTG

( SEKVENCE ID. €. 38)

GCCTGGGAGG
GTAGCTATGG
TGGGTGGCAG
CGTGAAGGGC
ATCTGCAAAT
GCGAGAGACT
CTGGGGCCAA
CATCGGTCTT
GCGGCCCTGG
GTCGTGGAAC
TC

12.3.1.1 Protein tézkého retézce

SGGGVVQPGR SLRLSCAASG FTFSSYGVHW
NKYYADSVKG RFTISRDNSK STLYLOMNSL
GRGGMDVWGQ GTTVTVSSAS TKGPSVFPLA

FPEPVTVSWN SGALTSGVHT FPAV
(SEKVENCE ID. C. 12)

12.3.1.1 pNA kapa fetézce

CCACTCTCCC
GTCTAGTCAA
TTCAGCAGAG
AACTGGGACT
TGATTTCACA
ATTACTGCAT
AAGGTGGAAA
GCCATCTGAT
TGAATAACTT

TGCCCGTCAC
AGCCTCGTAT
GCCAGGCCAA
CTGGGGTCCC
CTGAAAATCA
GCAAGGTTCA
TCAAACGAAC
GAGCAGTTGA
CTATCCCAC

(SEKVENCE ID. C. 51)

CCTTGGACAG
ACAGTGATGG
TCTCCAAGGC
AGACAGATTC
GCAGGGTGGA
CACTGGCCTC
TGTGGCTGCA
AATCTGGAAC

12.3.1.1 Protein kapa fetézce

PLSLPVTLGQ PASISCRSSQ SLVYSDGNTY
NWDSGVPDRF SGSGSGTDFT LKISRVEAED
KVEIKRTVAA PSVFIFPPSD EQLKSGTASV

(SEKVENCE ID. C. 25)

TACTATGGCG

TCCCTGAGAC
CGTGCACTGG
TTATATGGTA
CGATTCACCA
GAACAGCCTG
CGTATTACGA
GGGACCACGG
CCCCCTGGCG
GCTGCCTGGT
TCAGGCGCTC

VRQAPGKGLE
RAEDTAVYYC
PCSRSTSEST

CCGGCCTCCA
AAACACCTAC
GCCTAATTTA
AGCGGCAGTG
GGCTGAGGAT
CGACGTTCGG
CCATCTGTCT
TGCCTCTGTT

LNWFQQRPGQ
VGVYYCMQGS
VCLLNNFYP

TCTCCTGTGC
GTCCGCCAGG
TGATGGAAGT
TCTCCAGAGA
AGAGCCGAGG
TTTTTGGAGT
TCACCGTICTC
CCCTGCTCCA
CAAGGACTAC
TGACCAGCGG

WVAVIWYDGS
ARDSYYDFWS
AALGCLVKDY

TCTCCTGCAG
TTGAATTGGT
TAAGGTTTCT
GGTCAGGCAC
GTTGGGGTTT
CCAAGGGACC
TCATCTTCCC
GTGTGCCTGC

SPRRLIYKVS
HWPPTFGQGT
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Obr. 1M
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12.9.1.1 DNA téZkého Fetg‘;ce

GTCCAGCCTG
CTTCAGTAAC
TGGAGTGGGT
GAGTCCGTGA
GCTGTATCTG
ACTGTGCGAG
GGCCAGGGAA
GGTCTTCCCC
CCCTGGGCTG
TGGAACTCAG

GGAGGTCCCT
TATGCCATGC
GGTAGTTATT
AGGGCCGATT
CAAATGAACA
AGATCAGGGC
CCCTGGTCAC
CTGGCGCCCT
CCTGGTCAAG
GCGCTCTGAC

( SEKVENCE ID. &. 39)

GAGACTCTCC
ACTGGGTCCG
TGGCATGATG
CACCATCTCC
GCCTGAGAGC
ACTGGCTGGT
CGTCTCCTCA
GCTCCAGGAG
GACTACTTCC
CAGCGGCGTG

12.9.1.1 Protein tézkého Fetézce

VOQPGRSLRLS
ESVKGRFTIS
GQGTLVTVSS
WNSGALTSGV

CAASGFTFSN
RDNSKNTLYL
ASTKGPSVFP
HTF

(SEKVENCE ID. C. 13)

12.9.1.1 DNA kapa fetézce

CCTGGAGAGC
TAGTAATGGA
CTCCACAGCT
GACAGGTTCA
CAGAGTGGAG
AAACTCCTCT
GTGGCTGCAC
ATCTGGAACT
AGGCCAAAGT

CGGCTTCCAT
TACAACTATT
CCTGATCTAT
GTGGCAGTGG
GCTGAGGATG
CACTTTCGGC
CATCTGTCTT
GCCTCTGTTG
ACATTCCAT

(SEKVENCE ID. C. 52)

YAMHWVRQAP
QMNSLRAEDT
LAPCSRSTSE

CTCTTGCAGG
TGGATTGGTA
TTGGGTTCTA
ATCAGGCACA
TTGGGGTTTA

GGAGGGACCA

CATCTTCCCG
TGTGCCTGCT

12.9.1.1 Protein kapa fetézce

PGEPASISCR SSQSLLHSNG YNYLDWYLQK-

DRFSGSGSGT DFTLKLSRVE AEDVGVYYCM
VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF

(SEKVENCE ID. &. 26)

TGTGCAGCGT
CCAGGCTCCA
GAAATAATAA
AGAGACAATT
CGAGGACACG
ACGGAGGCTT
GCCTCCACCA
CACCTCCGAG
CCGAACCGGT
CACACCTTCC

GKGLEWVVVI
AVYYCARDQG
STAALGCLVK

TCTAGTCAGA
CCTGCAGAAG
ATCGGGCCTC
GATTTTACAC
TTACTGCATG
AGGTGGAGAT
CCATCTGATG
GAATAACTTC

PGQSPQLLIY
QALQTPLTFG
YPR

CTGGATTCAC
GGCAAGGGGC
ATACTATGCA
CCAAGAACAC
GCTGTATATT
TGACTTCTGG
AGGGCCCATC
AGCACAGCGG
GACGGTGTCG

WHDGNNKYYA
TGWYGGFDFW
DYFPEPVTVS

GCCTCCTGCA
CCAGGACAGT
CGGGGTCCCT
TGAAACTCAG
CAAGCTCTAC
CAAACGAACT
AGCAGTTGAA
TATCCCAGAR

LGSNRASGVP
GGTKVEIKRT
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Obr. 2
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Obr. 2 (pokra¢.)
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Obr. 2 (pokraé.)
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Obr. 9
Aminokyselinova sekvenaéni analyza amino-konce
Hybridom Lehky fetézec m.h. v
CT2.13 neurteno neureno
CT3.11 NH2-DIQMTQSPSSLSASVGDRVT 26 119
CT4.11 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23 917
CT4.8.1 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23617
CT4.9.1 NH2-DIQMTQSPSSVSASVGDRVT 23 702
CT4.10.2 NH2—TGEFVLTQSPGTLSLSPGER (60%) 24 101
NH2-EFVLTQSPGTLSLSPGERAT (40% )
CT4.143 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23770
CT4.131 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23 802
CT6.1.1 NH2-EIVLTQSPGTLSLSPGERAT 23 747
Hybridom | Tézky fetézec m.h.
CT2.1.3 |neurteno neuréen
o)
CT3.11 |NH-blokovan. Po pisobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51813

NHz-pQ—VQLVESGGGWQPGRSLRLS (hlavni sekvence~80 %)
NH,-PEVQF . . . (vedlej$i sekvence~20%)

CT4.1.1 |NHzblokovan. Po pisobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51 502
NH.-pQ-VQLVESGGGVVQPGRSLRLS (hlavni sekvence~65 %)
NH,-PEVQFNWYVD. . .(vedlejsi sekvence~35%)

CT4.81 |NHzblokovan. Po pusobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51 597
NH.-PQ- VQLVESGGGVVQPG(R)SL (hlavni sekvence~60 %)
NH,-PEVQFNWY . . .(vediejsi sekvence~40%)

CT491 |NH-EVQLLESGGGLVQPGGSLRL (volny amino-konec) 51437
CT4.10.2 |NH,-blokovan. Po plisobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51502
NH,-pQ- VQLVESGGGVVQPGRSLRLS (hlavni sekvence~60 %)
NH,-PEVQFNWYVD . . .(vedlejSi sekvence~40%)

CT4.14.3 [NH,-blokovan. Po pisobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51293
NH-pQ- VQLVESGGGVVQPGRSL(R)(L)(S) (hlavni sekvence~65 %)
NH,-PEVQFNWYYV . . .(vedlejsi sekvence~35%)

CT4.13.1 |NH,-blokovan. Po plsobeni pyroglutamataminopeptidazy: 51 305
NH»-pQ- VQLVESGGGVVQPGRSLRLS (hlavni sekvence~75 %)
NH,-PEVQFN. . . (vedlejsi sekvence~25%)

CT6.1.1 |NH,-blokovan. Po pusobeni pyroglutamétaminopeptidézy: 51476
NH.-pQ- VQLVESGGGVVEPGRSLRLS* (hlavni sekvence~65 %)
NH,-PEVQFNWYVD. . .(vedlejSi sekvence~35%)

* Tato sekvence t&Zkého fetézce je podobna jinym blokovanym sekvencim t&zkého fetézce
s vyjimkou jediné zmény GIn->Glu v pozici 13.
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Obr. 12

Zvyseni tvorby IL-2 lidskymi T lymfocyty po indukci monoklonalni
protilatkou (MAb) anti-CTLA-4 z XenoMouse v 72hodinovém testu
T lymfoblasti/Raji bunék
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Obr. 13
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Zvyseni tvorby IFN-y lidskymi T lymfocyty po indukci monoklonalni
protilatkou (MAb) anti-CTLA-4 z XenoMouse v 72hodinovém testu
T lymfoblasti/Raji bunék
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Obr. 14

Zvyseni tvorby IL-2 lidskymi T lymfoc

protilatkou (MAb) anti

yty po indukci monoklonalni

-CTLA-4 z XenoMouse v 72hodinovém

testu

T ymfoblast/Raji bunék (6 darci)

Zaklad. hladina IL-2 (pg/ml): T+R=9187, T+R+IgG2a=9389, T+R+IgG2=8509
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Zvyseni tvorby IFN«y lidskymi T lymfocyty po indukci monokionalni
Zaklad. hladina IL-2 (pg/ml): T+R=4780, T+R+lgG2a=4868, T+R+IgG2=4331
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Obr. 16

Zvyseni tvorby IL-2 po indukci monoklonalni

protilatkou (MAb) anti-CTLA-4 CT4.1.1 (30 png/ml) v celé lidské krvi

stimulované SEA (100 ng/ml) a Mab anti-CD3 (60 ng/ml)
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Obr. 18

Anti-mysi CTLA-4 inhibuje rast nadort u mysi
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Obr. 19

Zvyseni tvorby IL-2 po indukci monoklonalnim protilatkami (MAb)
anti-CTLA-4 (30 pg/ml) v 72hodinovém testu T lymfoblasti/bunék Raji
a v superantigenovém testu (6 darcti)
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Obr. 20

Zvyseni tvorby IL-2 lidskymi T lymfocyty po indukci

monoklonélni protilatkou (MAb) anti-CTLA-4

v 72hodinovém testu T lymfoblast/Raji bunék
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- —#— (CT4.1.1.1 Donor 2
—6— 11.2.1.4 Donor 1
—8— 11.2.1.4 Donor 2
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Obr. 21

Zvyseni tvorby IL-2 po indukci
monoklonalni protilatkou (MAb) anti-CTLA-4
v celé krvi stimulované Superantigenem (100 ng/ml)

—eo— CT4.1.1.1 Donor 1
—#— CT4.1.1.1 Donor 2
—e— 11.2.1.4 Donor 1
—8— 11.2.1.4 Donor 2
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Obr. 22A  4.1.1. cDNA ts3kého Fetszce 1gG2

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTCGGGGGAGGCGTGGTCCAGC
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGC
CATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATGGTATGATGGAAGAAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTCACTT
CGGTCCTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCT
CCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCAC
CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACG
TTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAA
GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAARA
CCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT -
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAARATGA (SEKVENCE ID. &. 53)

V obr. 22 (A-S) jsou :
¢ signalni peptidy znazornény tuénymi a vétsimi pismeny
» otevieny &teci ramec v genomickém klonu je podtrzen

¢ mutace vnesena pro vytvofeni deglykosylované protilatky (N294Q) je
znazornéna vétSim pismem a dvojité podtrzena
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Obr. 22B  4.1.1. genomicka DNA tszkého Fetézce 1gG2

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG

TGTC CAGGTGCAGCTGG GTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAG
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGAT TCAGT
CATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC

TATGGT. TACTATGCAG AAGG
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTCACTT

GGTCC G CTGGGGCCAGGGAACCCTG
GCACC GGTCTTCCCCCTGG G A
GAGA AGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAA /: CG
GACGGTGTCGT TCAGGCGCTCTGACCAGCGGC TCCC

TACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGA: GCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGGTGAGAGGCCAGCTCAGGGAGGGAGGG
TGTCTGCTGGAAGCCAGGCTCAGCCCTCCTGCCTGGACGCACCCCGGCTGTGC
AGCCCCAGCCCAGGGCAGCAAGGCAGGCCCCATCTGTCTCCTCACCCGGAGGC
CTCTGCCCGCCCCACTCATGCTCAGGGAGAGGGTCTTCTGGCTTTTTCCACCA
GGCTCCAGGCAGGCACAGGCTGGGTGCCCCTACCCCAGGCCCTTCACACACAG
GGGCAGGTGCTTGGCTCAGACCTGCCAAAAGCCATATCCGGGAGGACCCTGCC
CCTGACCTAAGCCGACCCCAAAGGCCAAACTGTCCACTCCCTCAGCTCGGACA
CCTTCTCTCCTCCCAGATCCGAGTAACTCCCAATCTTCTCTCTGCAGAGCGCA
AATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCCC
TCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGC
CCCAGCTGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCACCTGTG
GCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTG ACGAAGA:
CCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCT
CACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCT
CCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCARAAACCAAAGGT
GGGACCCGCGGGGTATGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCT
CTGCCCTGGGAGTGACCGCTGTGCCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGARCCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCARRGGCTTCTAC GCGACAT TG
AGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATG
CTGGACTCCGA TTCTTCCTCTACAGCAAGCT GTGGACAAGA
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCAGTGATGCATGAGGCTCTGC
ACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

(SEKVENCE ID. €. 54)

- Obr. 22C  4.1.1. protein tszkého retézce 1gG2

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSS
HGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGRNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMN
SLRAEDTAVYYCARGGHFGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSRERMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID

(SEKVENCE ID. C. 63)
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ODbr. 22D  4.1.1. cDNA te3kého fetszce 1aG2 N294Q

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGT

CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGTAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGC

CATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC

AGTTATATGGTATGATGGAAGAAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCC

GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTTTCTGCAAATGAAC

AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTCACTT

CGGTCCTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCT

CCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT

GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG

CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC

TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAG

CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCAC

CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCARAA

CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGAT

GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG

TGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCCAARGCACG
TTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAA

GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGASARAA

CCATCTCCAAAACCAARGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCC

CCATCCCGGGAGGAGATCACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA

AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG

AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC

CTCTACAGCAAGCTCACCGTCGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT

CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC

TCTCCCTGTCTCCGGGTARRTGA (GEKVENCE ID. 6. 55)

Obr. 22E  4.1.1. protein tszkého Fetézce 1962 N294Q

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSS
HGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGRNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMN
SLRAEDTAVYYCARGGHFGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVPPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFQST
FRVVSVLTVVHODWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREBMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(SEKVENCE ID. €. 64)
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Obr. 22F  4.1.1. DNA kapa Fetszce

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC

CAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGC
AGCAGCTTCTTAGCCTGGTACCAGCAGAGACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCT
CATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCA
GTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGAT
TTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTACCTCACCCTGGACGTTCGGCCA
AGGGACCAAGGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCT
TCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTG
CTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGC
CCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCAC

ABAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG (SEKVENCE ID. €. 56)

Obr. 22G 4.1.1. protein kapa fetézce

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSIS
SSFLAWYQQRPGQAPRLLIYGASSRATGI PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQYGTSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPRFAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC (SEKVENCE ID. €. 65)

Obr. 22H 4.3.1. DNA ts3kého Fetézce

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGC

CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAAC

TATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC

AGTTATATGGTATGATGGAAGTAATAAACACTATGGAGACTCCGTGAAGGGCC

GATTCACCATCTCCAGTGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC

AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGAGAGACT

GGGGTCCTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

CCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACC

TCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACC

GGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCC

CAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTG

CCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCC

CAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCC

CACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGT

GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACG

GCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGC

ACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGG
CAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG

CCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGT

CAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC

CGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTC

TTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAALGT

CTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGA
GCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEKVENCE ID. é. 57)
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Obr. 221 43841, protein téZkého fetézce

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSN
YGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKHYGDSVKGRFTISSDNSKNTLYLQMN
SLRAEDTAVYYCARGERLGSYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNS
TFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTL
PPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(SEKVENCE ID. €. 66)

Obr. 22J 4.8.1. DNA kapa fetszce

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC
CAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGACCAGTGTTAGCAGCAGT
TACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTA
TGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGT
CTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCA
GTCTATTACTGTCAGCAGTATGGCATCTCACCCTTCACTTTCGGCGGAGGGAC
CAAGGTGGAGATCAAGCGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGC
CATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCA
ATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCT
ACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAA
GTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAG

CTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG  (SEKVENCE ID. €. 58)

Obr. 22K  4.8.1. protein kapa fetézce

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQS PGTLSLSPGERATLSCRTSVSSS
YLAWYQQOKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFA
VYYCQQYGISPFTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNR o '

Q VT EC " (SEKVENCE ID. €. 67)
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Obr. 22L  6.1.1 DNA ts3kého fetszce

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTTTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCGAGC
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTACAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGT
TATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATGGTATGATGGAAGCAATAAACACTATGCAGACTCCGCGAAGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGCCGGACTGCT
GGGTTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCT
CCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCC
GAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAG
CTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCC
TCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCCAG
CAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCAAATGTTGTGTCGAGTGCCCAC
CGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACG
TTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAA
GGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAA
CCATCTCCAAAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGLCCC
CCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGCTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGG
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTC
CTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEKVENCE ID. €. 59)

Obr. 22M .11 protein tézkého fetézce

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVEPGRSLRLSCTASGFTFSS
YGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSNKHYADSAKGRFTISRDNSKNTLYLOMN
SLRAEDTAVYYCARAGLLGYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
FRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLP
PSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK

(SEKVENCE ID. €. 68)

-39
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Obr. 22N 6.1.1. DNA kapa fetézce

ATGGAAACCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCC

CAGATACCACCGGAGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTT
TGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGTAGGGCCAGTCAAAGTGTTAGC
AGCTACTTAGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCCCCTCAT
CTATGGTGTATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTG
GGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTT
GCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTATCTCACCATTCACTTTCGGCCCTGG
GACCAAAGTGGATATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTG

AATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCT
CCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCA
CCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAA

GAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG(SEKVENCE]D_C_GO)

Obr. 220 6.14 protein kapa fetézce

METPAQLLFLLLLWLPDTTGEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVS
SYLAWYQQKPGQAPRPLIYGVSSRATGI PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDF
AVYYCQQYGISPFTFGPGTKVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEKVENCE ID. €. 69)

Obr. 22P  11.2.1 DNA teského fetszce 19G2

ATGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTCGTTGCTCTTITTAAGAG
GTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGC
CTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGTCTGGATTCACCTTCAGTAGC
TATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
AGTTATATGGTATGATGGAAGTAATAAATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCC
GATTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAAC
AGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCCGAGGGG
AGCTACCCTTTACTACTACTACTACGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCA
CGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCG
CCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAA
GGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCTCTGACCA
GCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTC
AGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGACCTACACCTG
CAACGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGACAGTTGAGCGCA
AATGTTGTGTCGAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGACCGTCA
GTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCC
TGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGT
TCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCARGACAAAGCCACGG
GAGGAGCAGTTCAACAGCACGTTCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCA
CCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCC
TCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAARAACCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGT
CAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGT
GGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTG
GACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAG
GTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACA
ACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

(SEKVENCE ID. € .61)
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Obr. 22Q  11.2.1_protein tezkého Fetszce IgG2

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWY
DGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDPRGATLY
YYYYGMDVWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFP
EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDH
KPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWL
NGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG‘

NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEKVENCE ID. C. 70)

Obr. 22R 11.2.1. DNA kapa fetézce IgG2

ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTACTC_T

‘GGCTCCGAGGTGCCAGATGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCC
CTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAG
CATTAACAGCTATTTAGATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAAC
TCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGT
GGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGA
AGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGTATTACAGTACTCCATTCACTTTCG
GCCCTGGGACCAAAGTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTC
ATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTG
CCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATA
ACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGA
GAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGE
TCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAGTGA (SEKVENCE ID. &. 62)

Obr. 22S 11.2.1. protein kapa Fetézce 1gG2

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSINSYLDWYQQKPGKAPKLLIYAASS
LOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYSTPFTFGPGTKVEI
KRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG

EC (SEKVENCE ID. €. 71)

Py
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