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Predkladané feSeni se tyka poskytnuti novych
farmaceutickych prostfedk pro 1é€eni, prevenci nebo
zmirfiovan{ alergického onemocnéni. Novymi prostredky jsou
zv]4§te& izolované peptidy obsahujici epitopy nebo mimotopy
povrchové exponovanych oblasti domény C,2 IgE. Autoii
zjistili, Ze tyto nové oblasti mohou byt cilové oblasti pro jak
pasivni, tak i aktivni imunoprofylaxi nebo imunoterapii.
Reten{ se dale tyka zplisobl vyroby farmaceutickych
prostiedki a jejich pouziti v 1ékafstvi. Provedeni také tvofi
ligandy, zv14sté monoklonalni protilatky, které jsou schopny
vézat se na povrchové exponované oblasti IgE podle
predkladaného feSeni a jejich pouZiti v 1ékafstvi jako pasivni
imunoterapie, nebo pfi imunoprofylaxi.
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Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykad poskytnuti novych €k pro léceni,
prevenci nebo zmirnéni alergického onemocnéni. Novymi léky jsou
konkrétné izolované peptidy obsahujici epitopy nebo mimotopy
povrchovych oblasti domény Ce2 IgE. Autofi vynalezu zjistili, Ze tyto
nové oblasti mohou byt cilové jak pro pasivni, tak i aktivni
imunoprofylaxi nebo imunoterapii. Vynalez se dale tyka zplsobl
vyroby té&chto léka, farmaceutickych prostiedkdl s jejich obsahem
a jejich pouziti v lékafstvi. Jedno provedeni pfedkladaného vynalezu
se také tyka ligandd, zviasté mpnoklonélnich protilatek, které jsou
schopny vazby na povrchove oblasti IgE podle predkladaného
vynéalezu, a jejich pouziti v lékafstvi pro pasivni imunoterapii nebo pfi
imunoprofylaxi. Jednim provedenim predkladaného vynalezu jsou take

nepeptidové mimotopy.

Dosavadni stav techniky

Pfi alergické odpovédi jsou pfiznaky bézné spojované s alergii
zplsobeny uvoliiovanim alergickych mediatorQ, jako je histamin,
7 imunitnich bunék do obklopujicich tkani a cévnich struktur. Histamin
se normalné uchovava v zirnych burikach a basofilech, do té doby, nez
se interakci s IgE specifickym pro alergen spusti jeho uvoliovani.
Uloha IgE pti vyvolavani alergickych odpovédi jako je astma, alergie
na potraviny, atopické dermatitidy, hypersenzitivita typu-l a alergicka
ryma, je dobfe znama. Pfi styku s antigeném jako je pyl nebo prach
obsahujici alergeny roztocl provadéji B-buiky syntézu IgE
specifickych pro alergen. IgE specificky pro alergen se potom vaze na

receptor FceRI (receptor pro IgE s vysokou afinitou) na basofilech
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a zirnych burkach. Jakékoli dalsi setkani s alergenem vede ke
spudténi uvolilovani histaminu ze Zirnych bun&k nebo basofill
pfemosténim sousedicich komplexti IgE/FceRIl (Sutton a Gould,
Nature, 1993, 366: 421 - 428; EP 0 477 231 B1).

IgE jako vSechny imunoglobuliny obsahuje dva tézké a dva
lehké fetézce. Tézky fetézec ¢ se sklada z péti domen: jedné variabilni
domény (VH) a &tyf konstantnich domeén (Ce1 az Ce4). Molekulova
hmotnost IgE je pfiblizn& 190 000 Da (190 000), tdzky retézec mé
délku pfiblizng 550 aminokyselin. Struktura |IgE je diskutovana v
&lanku Padlan a Davis (Mol. Immunol., 23, 1063 - 75, 1986) a Helm a
dalgi (struktura modelu 2IgE uloZena 2/10/90 u PDB (Protein Data
Bank, Research Collabarotory for Structural Bioinformatics; http:\pdb-
browsers.ebi.ac.uk)). Druhd doména, Ce2, obsahuje pfibliZné
aminokyseliny 226 - 328 IgE (Flanagan J. G. a Rabbitts, T. H., 1982,
EMBO J., 1, 655 - 660; Kenten a daldi, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 79, 6661 - 6665), ale mlze zahrnovat dalsi aminokyseliny.
Porovnanim znamé struktury 1gG1 lze odvodit, Ze pocatecni misto

domény Ce3 je Ser337.

V minulosti byl se stfidavymi Uspéchy provadén vélky pocet
pasivnich nebo aktivnich imunoterapeutickych pfistupl navrzenych pro
intervefenci s mechanismem uvolfiovani histaminu zprostfedkovanym
IgE. Tyto p?istupy zahrnuji interferenci s IgE nebo komplexy
alergen/IgE, které se vazou na FceRlI nebo FceRIl (receptor IgE-
s nizkou afinitou), bud s pasivné podavanymi protilatkami, nebo
pasivné podavanymi peptidy odvozenymi z IgE, pro kompetitivni vazbu
na receptory. Navic néktefi autofi popsali pouZziti specifickych peptidd
odvozenych od IgE pfi aktivni imunizaci pro stimulaci imunitnich

odpovédi inhibujicich uvolfiovani histaminu.

Bylo uvadéno, Ze domény IgE, které se Géastni vazby IgE na

receptor pro IgE, jsou Ce3 a Ce4 (Sutton, B. J. a Gould, H. J., Nature,
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1993, 366: 421 - 428; WO 97/31948), a dosavadni strategie pfi léCeni

se tedy soustfedily na ¢asti téchto dvou domeén.

V prabé&hu téchto vyzkumi se pracovnici v tomto oboru setkali
s fadou podminek a potizi, které je nutno brat v Gvahu pfi navrhovani
novych antialergickych terapii. Jeden z nejnebezpecnéjsich problémd
se tyka u(céasti pfemosténi IgE v signalu uvolfiujicim histamin.
NejCastsji se stava, Ze protilatky anti-IgE vytvofené pfi aktivni
vakcinaci jsou schopny spustit uvolfiovani histaminu samy o sobé,
zesitd&nim  sousedicich  komplexti IgE-receptor v nepfitomnosti
alergenu. Tento jev se nazyva anafylaktogenicita. Mnoho komeréné
dostupnych monoklonalnich protilatek anti-IgE, které se normalné
pouzivaji pro detekci IgE, jsou ovSem anafylaktogenni, ajsou tedy

nepouzitelné a potencialné nebezpectné pfi podavani pacientovi.

Zda protilatka anafylaktogenni je nebo neni, zavisi na umisténi
cilového epitopu na molekule IgE. Na zakladé soucasného stavu
znalosti v této oblasti a pfes enormni vé&decky zajem a Usili v8ak je
pouze mala nebo viibec Zadna moZnost pfedpovedet, jaké vlastnosti
maze mit né&jaka protilatka nebo epitop, a zda by mohly mit kladny

nebo zaporny klinicky G¢inek na pacienta.

Proto se musi z divodu bezpednosti a ulinnosti vazat pasivne
podavané nebo vakcinami indukované protilatky v oblasti IgE, ktera je
schopna interferovat s biochemickou cestou spou$téni histaminu, aniz
by byly samy o sobé anafylaktické. Pfedkladany vynalez dosahuje
véech téchto cill a poskytuje farmaceutické prostfédky,' které jsou
schopny vyvolat tvorbu neanafylaktickych protilatek, které inhibuji
uvolfiovani histaminu. Tyto farmaceutické prostfedky mohou tvofit
zaklad aktivni vakciny nebo mohou byt pouzity pro vyvolani tvorby
pfislusnych protilatek pro pasivni imunoterapii, nebo mohou byt

samotné pasivné podavany pro terapeuticky ucinek.

Odbornici v oboru jiz provedli mnoho prace pro identifikaci

specifickych protilatek anti-IgE, které maji n&jaké prospésné (cinky
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proti alergické reakci zprostiedkované IgE (WO 90/15878, WO
89/04834, WO 93/05810). Byly také provadény pokusy o identifikaci
epitopll rozpoznavanych témito pouzitelnymi protilatkami pro vytvofeni
peptidovych mimotopl téchto epitopld a pro jejich pouziti jako

imunogentl pro produkci protilatek anti-IgE.

WO 97/31948 popisuje pfiklad tohoto typu prace a dale
poskytuje peptidy IgE z domén Ce3 a Ce4 konjugovanych na nosné
molekuly pro G&ely aktivni vakcinace. Tyto imunogeny mohou byt
pouzity pfi studiich vakcinace a uvadi se, 7e jsou schopny vytvofit
protilatky, které nasledné inhibuji uvolfovani histaminu in vivo. Pfi této
praci byla popsana monoklonalni protilatka (BSW17), o které se
uvadélo, Ze je schopna vazat se na peptidy IgE obsazené uvnitf

domény Ce3, které jsou pouZitelné pro acely aktivni vakcinace.

EP 0 477 231 B1 popisuje imunogeny odvozené od domény Ce4
IgE (zbytky 497 - 506, znamé také jako Stanworthlv dekapeptid),
konjugované k latce Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH) pouZivané
pfi aktivni vakcinaéni imunoprofylaxi. WO 96/14333 pokraduje v praci
popisované v EP 0 477 231 B1.

Dalsi pristupy jsou zaloZeny na identifikaci peptidl, které samy
soutézi o vazbu IgE na receptory s vysokou nebo nizkou afinitou na
basofilech nebo Zirnych burikach (WO 93/04173, WO 98/24808,
EP 0 303 625 B1, EP 0 341 290).

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez identifikuje nové epitopy exponované na
povrchu domény Ce2 IgE, které mohou byt pouzity jako cil pro aktivni
nebo -pasivni imunoprofylaxi nebo terapii alergickych stavi
onemocnéni. Predkladany vynalez poskytuje peptidy zahrnujici
izolované epitopy jako takové, a dale poskytuje mimotopy téchto nové

identifikovanych epitopl, které mohou byt jako takové pouzity pfi
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l&é&eni alergie, nebo mohou byt pouZity v imunogenéch pfi aktivni
vakcinaéni imunoprofylaxi nebo terapii. Izolované epitopy nebo
mimodopy podle pfedklddaného vynalezu se s vyhodou pouzivaji
v imunogenech pro aktivni vakcinacni protokoly pro indukci vlastnich
protilatek anti-IgE, které samy omezuji, snizuji nebo odstraiuji
alergické odpovédi nebo pfiznaky u vakcinovanych pacientd.
Alternativn& mohou byt mimotopy imunogen podle pfedkladaného
vynalezu pasivné podavény pacientovi pro omezeni, snizeni nebo
odstranéni alergickych odpovédi nebo pfiznak( u vakcinovanych

subjektl.

Peptidy, které obsahuji izolované epitopy podle predkladaného
vynalezu jsou imunogenni, jestlize se vhodné& podavaji (napfiklad na
nosiéi), a jsou schopny indukovat vlastni protilatky anti-lgE, které jsou
neanafylaktogenni a funguji pfi zmirfiovani alergickych odpovédi in
vivo. Epitopy nebo mimotopy podle pfedkiadaného vynalezu jsou
s vyhodou odvozeny vyluéné z domény Ce2, tim, zZe nejsou odvozeny
z jiné domény, tj. nenachazeji se v doménach Ce1, Ce3 nebo Ced. Ve
vyhodném provedeni jsou odvozeny zvlasté od domény koédované
zbytky Ser222-Ala329 lidskeho IgE.

Specifické epitopy domény Ce2, u kterych se zjistilo, Ze jsou
zviasté vhodné pro pouziti v mimotopech nebo imunogenech podle
pfedkladaného vynalezu, jsou 1ty epitopy, u kterych autofi
predkladaného vynalezu zjistili, Ze jsou exponovany na povrchu.
Expozice oblasti IgE na povrchu mizZe byt uréena z modelové struktury
(Padlan a Davies, Mol. Immunol., 23, 1063 - 75, 1986; Helm a dalsi,
modelova struktura 2IgE uloZena 2/10/90 u PDB (Protein Data Bank,
Research Collabarotory for Structural Bioinformatics)). Autofi
predkladaného vynaiezu zjistili, Ze epitopy pouzitelné v ramci
predkladaného vynalezu jsou také vysoce exponovany na povrchu.
Z tohoto pozorovani autofi vynalezu navrhli zpisob poskytnuti dalSich

vhodnych epitopl, tedy epitopli s vysoce dostupnymi oblastmi
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vypodtenymi na zakladé posouvajiciho se okénka péti zbytkl. Autori
vynalezu zjistili, Ze vyhodné oblasti domény Ce2 maji pfistupny povrch
vypodéteny pomoci posuvného okénka péti zbytkl, s pouzitim softwaru
Molecular Simulations Software (MSI), v&tsi nez 50 A% a s vyhodou
vétsi nez 80 A% (0,5, popfipadé 0,8 nm?).

Priklady té&chto Ce2 IgE epitopl exponovanych na povrchu jsou:

Nazev |Sekvence Umist&ni sekvence a domény IgE SEQ ID No.
peptidu

P1 EDGQVMDVD Ce2 (Glu270-Asp278) 1

P2 STTQEGEL csz' (Ser283-Leu290) ' 2

P3 |SQKHWLSDRT Ce2 (Ser300-Thr309) 3

P4 GHTFEDSTKK Cse2 (Gly318-Lys327) 4

P5 GGGHFPPT Ce2 (Gly245-Thr250) S

P6é PGTINI Ce2 (Pro262-11e267) 6

P7 FTPPT Ce2 (Phe231-Thr235) 7

Peptidy obsahujici tyto epitopy tvori vyhodné provedeni
piedkladaného vynalezu. Gast predkladaného vynalezu tvoii také
mimotopy, které maji stejné vlastnosti jako epitopy, a imunogeny
obsahujici tyto mimotopy, které vytvareji imunitni odpovéd kfiZzové

reagujici s epitopem IgE Ce2 v souvislosti s molekulou IgE.

Predkladany vynalez proto zahrnuje izolované peptidy obsahujici
nativni IgE epitopy jako takové, a jakykoli jejich mimotop. Vyznam
slova mimotop je definovan jako jednotka, ktera je dostateéné
podobna nativnimu epitopu IgE, takze je schopna byt rozpoznana
protilatkami, které rozpoznavaji nativni epitop IgE: (Gheysen, H. M., a
daldi, 1986, Synthetic Peptids as antigens. Wiley, Chichester, Ciba
foundation symposium 119, str. 130 - 149; Gheysen, H. M., 1986,

Molecular Immunology, 23, 7, 709 - 715); nebo jsou schopné vyvolavat
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tvorbu protilatek, jestlize jsou navdzany na vhodny nosic, kde tyto

protilatky kiizové reaguji s nativnim epitopem IgE.

Mimotopy podle pfedkladaného vynalezu mohou byt peptidické
nebo nepeptidické. Peptidicky mimotop epitopl IgE exponovanych na
povrchu definovanych vy$e mizZe mit sekvenci, ktera se liSi od
nativniho epitopu, ale miZe mit také Uplné stejnou sekvenci jako
nativni epitop. Takova molekula se popisuje jako mimotop epitopu,
protoZe i kdyZ tyto dvé molekuly sdileji stejnou sekvenci, mimotop
nebude prezentovan v souvislosti s Uplnou strukturou domény Ce2,
a mimotop jako takovy muZe mit mirné odliSnou konformaci od
konformace nativniho epitopu IgE. Odbornikovi v oboru bude také
zfejmé, Ze vy$e identifikované pfimé sekvence (P1 az P7), jestlize
maji terciarni strukturu IgE, lezi v sousedstvi jinych oblasti, které
mohou byt vzdalené od primarni sekvence IgE. Napfiklad mimotop
peptidu P1 mlzZe byt jako takovy kontinualni nebo diskontinudini,

v tom, Ze obsahuje Useky napodobujici P1 a Useky vytvorené z téchto

vzdalenych aminokyselinovych zbytk.

Vyhodné oblasti exponované na povrchu, které mohou byt
pouzity v predkladaném vynélezu obsahuji oblasti, které jsou spojené
smy&kovou strukturou. Peptidy nebo mimotopy podle predkladaneého
vynalezu mohou proto obsahovat smy&ku s N- nebo C-koncovymi
prodlouzenimi, které mohou byt pfirozené zbytky aminokyselin ze
sousedicich B-listl. Pfiklady tohoto jevu jsou peptid P1 obsahujici
smyéku C-D, P2 obsahujici smycku D-E, P3 obsahujici smy¢ku E-F,
P4 obsahujici smy¢ku F-G, P5 obsahujici smy¢ku A-B a P6 obsahujici
smycku B-C domény Ce2 IgE. Mimotopy t&chto smycek tedy tvofi

provedeni pfedkladaného vynalezu.

Zviasté vyhodné farmaceutické prostfedky jsou zaloZeny na
epitopu P1 a jeho mimotopech. Peptidy obsahujici tento epitop a jeho
mimotopy jsou po navazani na nosi¢ schopné indukovat silné imunitni

odpovédi anti-IgE, které jsou schopné inhibovat uvolfiovani histaminu
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z lidskych basofilt. Navic jsou tyto imunitni  odpovédi
neanafylaktogenni. Mimotopy P1 se primarné popisuji jako jakakoli
jednotka, ktera byla formulovana za vytvofeni imunogenu, je schopna
indukovat imunitni odpovéd, kde tato odpovéd je schopna rozpoznavat

P1, jestlize je v souvislosti domény Ce2 IgE.

Peptid P1 odpovida smycce C-D domény Ce2. Struktura smycky
C-D zahybll imunoglobulinu odpovida propojovacimu fetézci mezi
koncem beta-fetézce C a podatkem beta-fetézce D (Introduction to
protein Structure, str. 304, 2. vydani, Branden a Tooze, Garland
Publishing, New York, ISBN 0 8153 2305-0), odpovidajicimu pfiblizné
zbytk@im aminokyselin Trp268-Ser280 molekuly IgE. Mimotopy smycky
C-D IgE Ce2 a ligandy jsou tedy schopny vazat se na smycku C-D IgE

Ce2 a tvofi také vyhodné provedeni pfedkladaného vynalezu.

Peptidové mimotopy vy$e uvedenych epitopll IgE mohou byt
navrzeny pro konkrétni uéel adici, deleci nebo substituci vybranych
aminokyselin. Peptidy podle pfedkladaného vynalezu mohou byt tedy
modifikovany pro Gcéely usnadnéni konjugace na proteinovy nosi¢. Pro
nékteré metody chemické konjugace mulze byt napfiklad vhodné,
jestlize obsahuji na epitopu IgE koncovy cystein. Navic mlze byt
vhodné, aby peptidy konjugované na proteinovy nosi¢ obsahovaly
hydrofobni konec vzdaleny od konjugovaného konce peptidu tak, Ze
volny nekonjugovany konec peptidu zistava spojeny s povrchem
nosného proteinu. To sniZuje stupen konformaé&ni volnosti peptidu
a tim zvySuje pravdépodobnost, Ze bude peptid pfedkladan v takove
konformaci, ktera nejblize napodobi konformaci peptidu IgE, tak jako
se naléza v souvislosti s celou molekulou IgE. Peptidy mohou byt
napfiklad zménény tak, aby obsahovaly N-koncovy cystein a C-
koncovy hydrofobni amidovany konec. alternativné muzZe byt
provedena adice nebo substituce D-stereoisomerni formy jedné nebo
vice aminokyselin pro vytvofeni vyhodného derivatu, napfiklad pro
zvy$eni stability peptidu. Odbornici v oboru zjisti, ze takto
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modifikované peptidy nebo mimotopy by mohly byt GpIné& nebo z Casti
nepeptidové mimotopy, jestlize zbytky, které je tvofi, nejsou nutné
omezeny na dvacet aminokyselin vyskytujicich se v pfirode. Navic
mohou byt tyto latky cyklizovany metodami znamymi v oboru pro
pfivedeni peptidu do konformace, ktera blizce napodobuje tvar
peptidové sekvence v souvislosti s Gplnou molekulou IgE. Priklady
vyhodnych cyklickych peptidl, které obsahuji par cysteinovych zbytkl
pro umoznéni vytvofeni disulfidické vazby jsou PT1079 (SEQ ID No.
14), PT1079GS (SEQ ID No. 15), PT1078 (SEQ ID No. 16) a P15q
(SEQ ID No. 11). ~

Navic bude odbornikdim v oboru zfejmé, Ze mimotopy nebo
imunogeny podle predkladaného vynalezu mohou byt delsi nez
izolované epitopy a mohou obsahovat tam popisované sekvence.
Mimotopy podle piedkladaného vynalezu mohou tedy obsahovat adice
N a/nebo C-koncovych prodlouZzeni z celé fady dal$ich pfirodnich
zbytkl na jednom nebo na obou koncich. Peptidové mimotopy mohou
také byt retrosekvence piirodnich sekvenci IgE, tj. sekvence
s opaénou orientaci; nebo mohou byt alternativné tyto sekvence Upiné
nebo z &asti tvofeny D-stereoisomernimi aminokyselinami (sekvence
inverso). Peptidové sekvence mohou byt také povahy retro-inverso
tim, Ze je opaéna orientace sekvence a aminokyseliny jsou formy D-
stereoisomeru. Tyto retro nebo retro-inverso peptidy maji vyhodu
vtom, Ze nejsou organismu vlastni a mohou tedy pfedchazet
problémlm tolerance vlastniho imunitniho systému (napfiklad P 15r,
viz nize).

Peptidové mimotopy mohou byt alternativné identifikovany
pouzitim protilatek, které jsou schopny samostatné vazby na epitopy
IgE podle pfedkliadaného vynalezu pouzitim technik jako je ,phage
display technology“ (EP 0 552 267 B1). Tato technika vytvafi velky
podet peptidovych sekvenci, které napodobuji strukturu pfirozenych
peptidi a jsou proto schopny vazat se na anti-nativni peptidové

protilatky, ale nemusi nezbytné samy sdilet vyznamnou sekvenéni




homologii s nativnim peptidem IgE. Tento pristup m(zZe mit vyznamné
vyhody v tom, Ze dovoli moznost identifikace peptidu se zlep$enymi
imunogennimi vlastnostmi (jako jsou vazebné vlastnosti s vy38i
afinitou na receptory IgE nebo protilatky anti-IgE nebo schopnost
indukce polyklonalni imunitni odpovédi, ktera poskytuje vazbu na IgE
s vy8§i afinitou), nebo mizZe predchazet problémim s toleranci
k vlastnim antigen(im, které mohou byt spojeny s pouzitim pfirodnich
peptidovych sekvenci. Tato technologie navic umozni identifikaci
rozpoznavaciho schématu pro kazdy nativni peptid z hlediska jeho
sdilenych chemickych viastnosti mezi sekvencemi rozpoznavanych

mimotopd.

Mezi vyhodné piiklady modifikovanych peptidovych mimotopl a

priklady mimotopl odvozenych od bakteriofagl patfi:

Peptid |Sekvence Popis SEQ ID
No.
P15 CLEDGQVMDVDLL-NH; P1 mimotop 8
P15r LLDVDMVQGDELC-NH, P1 retro mimotop _ 9
P15p WLEDGQVMDVDLC P1 mimotop 10
P15q CLEDGQVMDVDLC P1 mimotop 11
C67/8 |CFINKQMADLELCPRE P1 mimotop 12
ce7 CFMNKQLADLELCPRE P1 mimotop 13
PT1079 |CLEDGQVMDVDLCPREAAEGDK P1 mimotop 14
PT1079GS | CLEDGQVMDVDLCGGSSGGP P1 mimotop 15
PT1078 |CLEDGQVMDVDCPREAAEGDK P 1 mimotop 16
P15s QVMDVDL P1 mimotop 17
EEC39-1 |KCREVWLGESETIMDECE P1 mimotop 18
EEC39-J |ACREVWLGESETIMDCD P1 mimotop 19
EEC39-10 | SCREVWLGESEETVMDCG P1 mimotop 20
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EEC40-9 |NCQDLMLREDAGCWSKM P1 mimotop 21
EEC47-3 |DCEEPMCSPVLLQQLKL P1 mimotop 22
P15t LEDGQVMDVD P1 mimotop 23
P16 CSTTQEGELA-NH; P2 mimotop 24
P2sh TTQEGE P2 mimotop 25
P17 CSQKHWLSDRT-NH; P3 mimotop 26
P4ex TYQGHTFEDSTKKCADSNPRGV P4 mimotop 27
P&sh GGHFPP P5 mimotop 28
P5long1 |CSSCDGGGHFPPTIQC P5 mimotop 192
Pslong2 |CLQSSCDGGGHFPPTIQLLC P5 mimotop 193

V dalgich mimotopech mohou byt aminokyselinové zbytky P1,
P2 P3, P4, P4, P5 P6 nebo P7 kazdy nezavisle nahrazeny
aminokyselinou, kterd nejbliZze napodobuje tuto aminokyselinu.
Napfiklad A muZe byt nahrazeno V, L nebo I, tak jak se popisuje

v nasledujici tabulce.

‘Plvodni zbytek Ptiklad substituci Vyhodné substituce
A | V, L | \
R K Q, N K
N Q H KR Q
D E E
C S S
Q N N
E D D
G P, A A
H N,Q KR R
I LLV,MAF L
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L I, V, M, A F [
K R, Q, N R
M L, F, I L
F LV,LAY L
P A A
S T T
T S S
w Y, F Y
Y W,F, TS F
\ I,L M F A L

Ligandy, které jsou schopny vazat se na epitopy Ce2 IgE
exponované na povrchu a farmaceutické prostfedky s jejich obsahem
tvofi také provedeni predkladaného vynalezu. Tyto ligandy jsou
pouZitelné pfi pasivni profylaxi nebo terapii podavanim ligandG
pacientovi, pro zmirnéni alergického onemocnéni. Priklady techto
pouzitelnych ligandl  zahrnuji monoklonalni nebo polyklonalni
protilatky. Napfiklad protilatky indukované v jednom zivo&ichovi mohou
byt purifikovany a pasivné podavany jinému zivogéichovi pro prevenci
nebo lé&eni alergie. Peptidy podle pfedkladaného vynalezu mohou byt
také pouzity pro vytvofeni hybridom0 monoklonaini protilatky
(s pouzitim znamych technik, napf. Kéhler a Milstein, Nature, 1975,
256, str. 495), humanizovanych monokionalnich protilatek nebo CDR
roubovanych monoklonalnich protilatek, metodami znamymi v oboru.
Souvisejicim aspektem predklddaného vynalezu jsou tedy ligandy
schopné vazby na epitopy exponované na povrchu domény Ce2 IgE.
Priklady téchto ligand( jsou protilatky (nebo Fab fragmenty). Tyto
protilatky mohou byt pouZity pfi pasivni imunoprofylaxi nebo
imunoterapii nebo mohou byt jako takove pouzity pfi identifikaci

peptidovych mimotopl IgE.
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Termin ,protilatka“, jak se zde pouZiva, oznaCuje molekulu
s pouZitelnou specificitou vazby na antigen. Odbornikim v oboru bude
jasné ziejmé, Ze tento termin muZe také zahrnovat polypeptidy, které
jsou fragmenty nebo derivaty protilatek, avSak pfesto mohou
poskytnout stejnou nebo blizce podobnou funkénost. Tyto fragmenty
protilatek nebo derivaty jsou rovnéz zahrnuty pod pojem protilatky, tak

jak se zde pouZiva.

Vyhodnymi ligandy jsou monoklonalni protilétky. Zviasté
vyhodné ligandy jsou ligandy P1, a s vyhodou monoklonalni protilatky.
Napiiklad PTmAb0O011 je referenéni nazev pro mysi monoklonalni
protilatku typu I1gG1 uloZenou v souladu s pravidly Budapestske
Gmluvy v ECACC (European Collection of Cell Cultures, Vaccine
Research and Production Laboratory, Public Health Laboratory
Service, Centre for Applied Microbiology Research, Porton Down,
Salisbury, Wiltshire, SP4 OJG, UK) 8. bfezna 1999 pod depozitnim
gislem 99030805.

Napfiiklad PTmADb0011 rozpoznava smycku C-D Ce2 a sama
o sobé& je schopna rozpoznat IgE, jestlize je navazan na svlj vysoce
afinitni receptor na lidskych basofilech, aniz by zpUsobila degranulaci,
a navic je schopna biokovat pasivni senzitizaci nealergickych basofill
prevenci vazby IgE na FceRla, a inhibovat uvolfiovani histaminu
spousténé LolP1 v alergickych basofilech. Dalsi monoklonalni
protilatka, ktera rozpoznava smyCku C-D Ce2, je PTmADb0005
(dostupna u firmy Sigma Chemicals katalogové ¢islo 16510, ¢islo klonu
GE-1). Pfedkladany vynalez poskytuje tuto monoklonalni protilatku ve

farmaceutickém prostiedku.

Ligandy P1 byly pouZivany v technologiich ,bacteriophage
panning* pro identifikaci novych mimotopl P1. Napfiklad monoklonalni
protilatka, ktera je schopnéa rozpoznévat P1, se vaze na bakteriofagy

exprimujici nasledujici sekvence:



SEQID Sekvence
29 C|F|I IN|K|Q|M|]A|D L|C
30 C|F|M|N|K|Q|L|A|D L | C
31 K|{C|R|E|V|IW|L|G]|E T I {M]|D

Dalsi peptidové mimotopy smycky C-D Ce2

identifikovany technologii bacteriophage

PTmAbO011 a-PTmADb0005. Pfiklady téchto mimotopl zahrnuji:

Mimotop peptidu P1 (PTmAb0011 phage panning) SEQ NO.
HCQQVFFPQDYLWCQRG SEQ ID No.32
SCREVWLGGSEMIMDCE SEQ ID No.33
ECNQNLSGSLRHVDLNC SEQ ID No.34
DCEEPMCSPVLLQKLKP SEQ ID No.35
SCREVWLGGSEMIMDCE SEQ ID No.36
RCDQQLPRDSYTFCMMS SEQ ID No.37
SCPAFPREGDLCAPPTV SEQ ID No.38
FCPEPICSPPLSRMTLS SEQ ID No.39
VCDECVSRELAL SEQ ID No.40
WCLEPECAPGLL SEQ ID No.41
VCDECVSRELAL SEQ ID No.42
DCLSKGQMADLC SEQ ID No.43
SCQGREVRRECW SEQ ID No.44
WCREVWLGESETIMDCE SEQ ID No.45
ACREVWLGESETIMDCD - SEQ ID No.46
. GCAEPKCWQALHQKLKP - SEQ ID No.47
Mimotop peptidu P1 (PTmAb0005 phage panning) SEQ NO.

IgE  byly
panning s protilatkami
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ECRGPNMQMQDHCPTTD SEQ ID No.48
QCNAVLEGLQMVDHCWN SEQ No. 49

CCVADPETQMTPSSEMF SEQ ID No.50
HCKNEFKKGQWTYSCSD SEQ ID No.51
QCRQFVMNQSEKEFGQC SEQ ID No.52
NCFMNKQLADLELCPRE SEQ ID No.53
SCAYTAQRQCSDVPNPG SEQ ID No.54
GCFMNKQMADLELCPRTAA SEQ ID No.55
ACFMNKQMADLELCPRVAA SEQ ID No.56
GCFINKdLADLELCPRVAA SEQ ID No.57
GCFMNKQLADWELCPRAAA SEQ ID No.58
ECFMNKQLADSELCPRVAA SEQ ID No.59
GCFMNKQLADPELCPREAE SEQ [D No.60
GCFMNKQLVDLELCPRGAA SEQ ID No.61
GCFMNKQLADLELCPREAA SEQ ID No.62
GCFMNKQQADLELCPRGAA SEQ ID No.63
GCFINKQMADLELCPREAA SEQ ID No.64

Proto tvofi dal§i dlleZité provedeni vynalezu mimotopy IgE Ce2,

které jsou schopné vézat se na PTmAbOOOS nebo PTmAbOO11, a

imunogeny obsahujici tyto mimotopy.

Bez omezeni na $ir$i definici mimotop P1 bylo z téchto
a dalgich fagovych sekvenci identifikovano uspofadani jadra pro
podmnozinu peptidd podobnych P1. Toto uspofadani je podmnoZzinou
mimotopti P1 a popisuje jeho mimotopy z hlediska chemickych

vlastnosti aminokyselin v kazdé polote, které jsou pozadovany pro

rozpoznani konkrétni monoklonalni protilatkou anti-P1:




10

15

20

25

.16 A
yhxdhhananxy
kde:
Voo oo y muze byt cyklizovano
h hydrofobni (cys; pro; gly; ala; val; ile; leu; trp; met; phe)
d donory iontové vazby (arg; lys; his; gln; asn; trp; tyr; thr;
ser)
a kyselé (asp; glu)
n iontové neutralni/nepolarni (véechny kromé asp, glu, lys,
arg)
X jakakoli aminokyselina (n = 0 - 3)

V jednom provedeni mohou byt tedy mimotopy P1 popsany
obecnym uspofadanim jadra yhxdhhananxy uvedenym vyse.
Peptid P1 nebo jeho mimotop mohou byt popfipadé obklopeny na
obou koncich dal§imi aminokyselinami, aby byla usnadnéna konjugace
nebo pro jiny ucel.

Zvlasté vyhodny mimotop P1 je P15s (SEQ ID No. 17), jehoz
zbytky Q, M a prvni D byly ukazany jako kritické pro vazebnou aktivitu
PTmAbO011 a PTmAb0O005 (viz pfiklady). Proto by byl vzorec
mimotopu pro P15s, ve kterém byly zbytky, které nejsou nezbytné,
nahrazeny podobnymi aminokyselinami (jak je uvedeno vyse)

nasledujici:
Q, X4, M, D, Xy, Xz, X3,

kde X je zvoleno z V, |, L, M, F nebo A; X; je zvoleno z D nebo

E;: a XsjezvolenozlL, |, V, M, AneboF.

Dalezité provedeni predkladaného vynalezu je také pouZiti
PTmADb0005 a PTmAb0011 pfi identifikaci novych mimotopl IgE pro
dalsi pouziti pfi lé€eni alergie. ProtoZe protilatka PTmADbO005 je
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komeréné dostupna, tento ligand netvofi prostfedek podle
pfedkladaného vynalezu, ale dvé dllezitd provedeni pfedkladaného
vynalezu tvofi farmaceutické prostfedky obsahujici PTmAb0005 a jeho

pouziti pfi identifikaci mimotopd P1.

Dulezité provedeni pfedkladaného vynalezu také tvori mimotopy
P2, P3, P4 a P5. Napiiklad P16 a P17 jsou mimotopy P2, popfipadé
P3. Tyto peptidy, jestlize jsou vhodné predkladany na nosicich, jsou
oba schopny indukovat silné protilatkové odpovédi anti-IgE, ktere

nejsou anafylaktogenni.

Ve vyhodném provedeni budou mit peptidy obsahujici vyse
identifikované epitopy nebo peptidické nebo nepeptidické mimotopy
podle predkladaného vynalezu malou velikost, takZe napodobuji oblast
zvolenou z celé domény Ce2. Je ziejmé, Ze peptidové mimotopy by
mé&ly proto mit délku mensi nez 100 aminokyselin, s vyhodou by mely
byt krat$i nez 75 aminokyselin, vyhodnéji mensi nez 50 aminokyselin a
nejvyhodné&ji v rozmezi délky 4 az 25 aminokyselin. specifické piiklady
vyhodnych pept'idovych mimotopd jsou PT1079 a P15q, které jsou
dlouhé 21, popfipadé 13 aminokyselin. Predpoklada se, e
nepeptidové mimotopy budou mit podobnou velikost z hlediska objemu

molekuly, jako jejich peptidové protéjsky.

Odbornikiim v oboru bude zfejmé, Ze mohou byt pouzity metody
pro potvrzeni statutu konkrétniho konstruktu jako mimotopu. Mezi tyto
techniky patfi nasledujici: domnély mimotop muiZe byt testovan pro
zji§téni imunogenicity konstruktu tim, Ze antiséra vytvofena timto
domné&lym mimotopem kiiZové reaguji s nativni molekulou IgE, a jsou
také funk&éni pfi blokovani uvoliiovani alergického mediatoru
z alergickych efektorovych bunék. Specificita téchto odpovedi mize
byt potvrzena kompetitivnimi experimenty blokovanim aktivity antiséra
samotnym mimotopem nebo nativnim IgE, a/nebo specifickymi
monoklonalnimi protilatkami, o kterych je znadmo, Ze se vazou na

epitop exponovany na povrchu v ramci Ce2 IgE. Mezi specifické
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priklady t&chto monoklonalnich protilatek pro pouZiti v kompetitivnich
testech patfi napfiklad PTmAb0005 a PTmAb0011, které by potvrdily
status domnélého mimotopu jako mimotopu smyc¢ky C-D domény Ce2
IgE.

V jednom provedeni pfedkladaného vynélezu se vaze alespon
jeden peptid definovany vyse, ktery obsahuje epitop nebo mimotop
IgE, na nosné molekuly za vytvofeni imunogen pro vakcinacni
protokoly. Nosné molekuly nejsou s vyhodou pfibuzné s nativni
molekulou IgE. Peptidy nebo mimotopy mohou byt navazany chemicky
kovalentnim spojenim nebo expresi flaznich partner ziskanych
metodami  genetického inZenyrstvi, popfipade prostfednictvim

propojovaci sekvence.

Kovalentni vazba peptidu na imunogenni nosic mazZe byt
provadéna zplsobem dobfe znamym v oboru. Tak napfiklad pro
pfimou kovalentni vazbu je moZné pouZivat karbodiimid, glutaraldehyd
nebo (N-[y-maleimidobutyryloxy])sukcinimidester, pouzitim bé&Znych
komeréné dostupnych heterobifunkénich propojovacich skupin jako je
CDAP a SPDP (viz doporugeni vyrobce). Po vazebné reakci mQze byt
imunogen snadno izolovan a ¢i$tén pomoci dialyzy, gelové filtrace,

frakcionace atd.

Typy nosiéll pouZivané u imunogend podle predkladaného
vynalezu budou znamé odbornikim v oboru. Funkci nosite je
poskytnout pomoc cytokinu pfi indukei imunitni odpovédi proti peptidu
IgE. Nevyderpavajici seznam nosiéd, které mohou byt pouZity v ramci
predkladaného vynalezu zahrnuje: Keyhole limpet Haemocyanin
(KLH), sérové albuminy jako je bovinni sérovy albumin (BSA),
inaktivoané bakterialni toxiny, jako jsou toxiny tetanu nebo zaskrtu (TT
a DT), nebo jejich rekombinantni fragmenty (napf. doména 1
fragmentu C TT nebo translokaéni doména DT), nebo purifikovany
proteinovy derivat tuberkulinu (PPD). Alternativn@ mohou byt

mimotopy nebo epitopy pfimo konjugovany k liposomovym nosi¢iim,
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které mohou dale obsahovat imunogeny schopné poskytnout pomoc T-
buttkam. S vyhodou je pomér peptidl k nosi¢i fadoveé 1:1 az 20 : 1

a s vyhodou by kazdy nosi¢ mél nést mezi 3 az 15 peptidy.

Ve vyhodném provedeni podle vynalezu je nosi¢ protein D
Haemophilus influenzae (EP 0 594 610 B1). Protein D je protein, ktery
se vaze na IgD pochéazejici z Haemophilus influenzae, ktery byl
patentovan Forsgrenem (WO 91/18926, udéleny EP 0594 610 B1).
V nékterych pfipadech, napfiklad v rekombinantnich systémech pro
expresi imunogend mize byt Zadouci pouzivat fragmenty proteinu D,
napfiklad Protein D 1/3"® (obsahujici 100 az 110 N-koncovych

aminokyselin proteinu D (GB 9717953.9)).

Dalsi vyhodny zplsob pfedkladani peptidd IgE podle
predkladaného vynalezu je v kontextu s rekombinantni fazni
molekulou. Napfiklad EP 0 421 635 B popisuje pouZiti &astic antigenu
chimérniho jadra hepadnaviru pro prezentaci - cizich peptidovych
sekvenci v &astici podobné viru. Jako takové mohou imunogeny podle
pfedkladaného vynalezu obsahovat peptidy IgE prezentované
v chimérnich &asticich slozenych z antigenu jadra hepatitidy B. Navic
mohou rekombinantni fuzni proteiny obsahovat mimotopy podle
pfedkladaného vynalezu a nosny protein jako je NS1 viru chfipky. Pro
jakykoli rekombinantné exprimovany protein, ktery je c&asti
predkladaného vynalezu, tvofi provedeni pfedkladaneho vynalezu take

nukleova kyselina kédujici uvedeny imunogen.

Peptidy pouzité v predkladaném vynalezu je mozno shadno
syntetizovat postupy na pevné fazi, které jsou v oboru dobfe znamy.
Vhodné syntézy mohou byt provédény s pouZitim postupl ,T-boc"
nebo ,F-moc*. Cyklické peptidy mohou byt syntetizovany na pevné fazi
pouZitim znamého postupu ,F-moc” a polyamidové pryskyfice na piné
automatickém zafizeni. Alternativné bude odbornikiim v oboru znamo,
které nezbytné postupy je tfeba pouZit pro provadéni zplsobu

manuainé. Technologie a postupy pro syntézu na pevné fazi se



10

15

20

25

30

popisuji v publikaci ,Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical
Approach* autorti E. Atherton a R. C. Sheppard, publikovano IRL
v Oxford University Press (1989). Alternativné je moZno peptidy
vyrabét rekombinantnimi metodami s pouzitim molekul nukleovych
kyselin vhodnych pro expresi kédujicich mimotopy v bakterialni nebo
savéi buné&éné linii s naslednym ¢isténim exprimovaného mimotopu.
Technologie pro rekombinantni expresi peptid( a protein(i jsou v oboru
znamé a popisuji se v knize Maniatis, T., Fritsch, E. F. a Sambrook a
dal&i, Molecular cloning, a laboratory manual, 2. vydani; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (1989).

Imunogeny podle predkladaného vynalezu mohou obsahovat
peptidy jak bylo popsano vys$e, véetné mimotopl, nebo mohou byt
jejich reaktivnimi derivaty nebo fragmenty. Cast predkladaného
vynalezu tvofi také &asti nukleové kyseliny, které koduji imunogeny
podle pfedkladaného vynalezu nebo peptidy, mimotopy nebo jejich
derivaty. Navic mohou imunogeny podle pfedkladaného vynalezu
obsahovat vice nez jeden typ epitopu, tj. P1 a P2, ve sfejném
imunogenu, nebo mlze samotny mimotop obsahovat vice nez jeden
typ epitopu.

Pfedkladany vynalez proto poskytuje pouZiti novych peptidd
zahrnujici epitopy nebo mimotopy podle pfedkladaného vynalezu (jak
bylo definovano vy8e), pii vyrobé farmaceutickych prostfedkl pro
prevenci nebo lé8eni alergii. Imunogeny obsahujici mimotopy nebo
peptidy podle pfedkladaného vynalezu a nosné molekuly jsou rovnéz
poskytovany pro pouZiti ve vakcinach pro imunoprofylaxi nebo terapii
alergii. Mimotopy, peptidy nebo imunogeny podle pfedkladaného
vynalezu se tedy poskytuji pro pouziti v Iékafstvi a pfi |&Eeni nebo
prevenci alergického onemocnéni. Poskytuje se tedy zplUsob léCeni
alergie zahrnujici podavani pacientovi trpicimu nebo vnimavému
k alergii  vakciny nebo  farmaceutického  prostfedku  podle

pfedkladaného vynalezu.
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Vakciny podle pfedkladaného vynalezu mohou také s vyhodou
obsahovat adjuvans. vhodnd adjuvans pro vakciny podle
pfedkladaného vynalezu zahrnuji ta adjuvans, kterd jsou schopna
zvy$ovat odpovédi protilatek proti imunogenu peptidu IgE. Adjuvans
jsou v oboru dobfe znama (Vaccine Design-The Subunit and Adjuvant
Approach, 1995, Pharmaceutical Biotechnology, dil 6, ed. Powell, M.
F., a Newman, M. J., Plenum Press, New York a London, ISBN 0-306-
44867-X). Vyhodna adjuvans pro pouZiti s imunogeny podle
predkladaného vynalezu zahrnuji hlinité nebo vapenaté soli (napfiklad
hydroxidy nebo fosfatové soli). Mezi dalsi adjuvans patii saponinova
adjuvans jako je Q821 (US 5,057,540) a 3D-MPL (GB 2220 211).

Vakciny podle pfedkiddaného vynélezu se budou obecné
podavat jak pro aktivacni, tak i zesilujici (boosting) davky. O&ekéava se,
e zesilujici davky budou pfiméfené vzdalené nebo se budou podavat
ro&né nebo v takovych &asech, kdy hladina cirkulujici protilatky klesne
pod pozadovanou uroven. Zesilujici davky se mohou skladat z peptidu

bez pfitomnosti plvodni nosné molekuly. Tyto zesilujici konstrukty

mohou obsahovat alternativni nosi&¢ nebo nemusi byt nosi¢ vlbec

pfitomen.

V dal$im provedeni predkladaného vynalezu se poskytuje

vakcina jak bylo popsano vy$e pro pouZiti v |ékarstvi.

Vakcinaéni prostiedek podle pfedkiddaného vynalezu mize byt
pouzit pro ochranu nebo léCeni savce vnimavého k nebo trpiciho
alergii prostfednictvim podavani uvedené vakciny systémové nebo
pfes sliznice. Tato podavani mohou zahrnovat intramuskularni,
intraperitonealni, intradermalni nebo subkutanni injekce, nebo
podavani pres sliznice do oralniho/alimentarniho, respiraéniho nebo
urogenitalniho traktu. Vyhodny zpusob podavani je transdermalne,

napfiklad naplastmi na kizi.

Mnozstvi proteinu v kazdé davce vakciny se voli jako mnozstvi,

které indukuje imunoprotektivni odpovéd bez vyraznych nepfiznivych
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vedlejich Gginkd v typickych vakcinach. Toto mnozstvi se bude lisit
v zavislosti na konkrétnim pouZitém imunogenu a na jeho pfedkladant.
Obecné se pFedpokIédé, e kazda davka bude obsahovat 1 az
1000 pg proteinu, s vyhodou 1 az 500 pg, s vyhodou 1 az 100 g,
pficemz 1 az 50 ug je nejvyhodnéjsi rozmezi. Optimalni mnozstvi pro
urditou vakcinu je moZno zjistit standardnimi studiemi zahrnujicimi
pozorovani pfislunych imunitnich odpovédi u pacientl. Po pocateéni
vakcinaci mohou dostat pacienti ve vhodnych ¢asovych intervalech

jednu nebo nékolik zesilujicich imuniza&nich davek.

Farmaceutické prostfedky obsahujici ligandy popisované vyse
tvofi také provedeni pfedkladaného vynalezu. Poskytuji se také pouziti
ligand( v |ékafstvi a pfi vyrobé farmaceutickych prostfedkt pro léCeni

alergif.

Né&ktera provedeni predkladaného vynalezu mohou byt také
vyuzita v diagnostickych testech. Napfiklad panely ligand(, ktere
rozpoznavaji rizné peptidy podle pfedkladaného vynalezu, mohou byt
pouzity pfi zjistovani titrll anti-IgE pfitomné v séru pacientd. Navic
mohou byt peptidy samy o sobé& pouzity pro typizaci cirkulujicich anti-
IgE. Za n&kterych okolnosti maZe byt vhodné zjistovat hladiny anti-Igk
v ob&hu, napfiklad u atopickych pacientl, a peptidy a poly/mono-
klonalni protilatky podle pfedkladaného vynalezu mohou byt tedy
pouzity pfi diagnéze atopie. Navic mohou byt peptidy pouzity pro
afinitni odstrafiovani cirkulujicich anti-IgE z krve pacientl pfed reinfuzi

zpét do krve pacienta.

Gast predkladaného vynalezu také tvofi zpusob identifikace
peptidovych imunogenti pro imunoprofylaxi nebo terapii alergie
zahrnujici pouziti po&itatového modelu struktury IgE a identifikaci téch
peptidd v IgE, které jsou exponovany na povrchu. Tyto oblasti mohou
potom byt formulovany do imunogentl a pouzity v lékafstvi. Dalsi

soutast predkladaného vynalezu tedy tvoii pouZiti PTmAbQO005 a
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terapii alergii.

Pfiprava vakcin se obecné popisuje v publikaci New Trends and
Developments in Vaccines, ed. Voller a dalsi, University Park Press,
Baltimore, Maryland, USA,1978. Konjugace proteinl
k makromolekulam se popisuje v Likhite, US patent 4,372,945 a Armor
a dalsi, US patent 4,474,757.

Pro zbytky aminokyselin IgE se Casto pouziva systém cislovani

popsany v Dorrington, K. J. a Bennich, H. (1978), Immunol. Rev. 41, 3

- 25: a také v Bennich, H. a Bahr-Lindastrom, H. von (1978), Prog.
Immunol. 11, 49 - 58. Dal$i ur€ovani sekvence genu a cDNA lidského
lgE véak ukazalo (Max, E. E. a dal8i, 1982, Cell 29, 691 - 699;
Flanagan, J. G. a Rabbitts, T. H., 1982, vyse; Kenten, J. H. a dalsi,
1982, vy$e) dalsi leucin v poloze 273 (Kabatovo gislovani) v Ce2, ktery
nebyl v dfivéjsich dokumentech uvadén. Schéma gislovani pouZivané
u autortl pfedkladaného vynalezu se proto muze odliSovat od ¢Cislovani

pouzitého v Dorrington, K. J. a Bennich.

Piehled obrazku na vykresech

Obr. 1, povrchova expozice aminokyselin IgE stanovena
pouZitim modelu Padlana a Daviese 1986.

Obr. 2, reakéni schéma 1, syntéza peptidu na pevne fazi.

Obr. 3, reakéni schéma 2 a schéma 3, pfiprava modifikovaného
nosice.

Obr. 4, reakéni schéma 4, konjugace peptid/nosic.

Obr. 5, udaje pro anti-lgg C67-8. (A) Reaktivita proti IgE
navazanému na destiéky séra mysi Balb C imunizovanych 25 pg BSA-

IgE C67-8 (konjugovano pouzitim chemické reakce PTL) nebo 3 ug
konstruktu jadra HepB-IgE C67-8. (B) Reaktivita proti IgE navazanému



20

25

30

na receptor séra mys$i Balb C imunizovanych 25 ug BSA-IgE C67-8
(konjugovano pouzitim chemické reakce PTL) nebo 3 g konstruktu
jadra HepB-IgE C67-8.

Obr. 6, kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem IgE Ce7-
8. Séra mysi imunizovanych BSA-IgE C67-8 nebo HBC-IgE C67-8 byla
pfedinkubovana rozpustnym IgE (10 pg/mi) nebo peptidem IgE C67-8
(25 M) nebo irelevantnim peptidem PT326 (25 uM) a pfidana

k destickam ELISA potazenym IgE. Udaje jsou ve formé stfedni hodna

+ S.E.M (n =10).
Obr. 7, udaje anti-lgE pro PT1079. (A) Reaktivita proti IgE

navazanému na desticky ze séra mysi Balb C imunizovanych 25 ug
BSA-PT1079 (konjugovano pouzitim chemické reakce PTL) nebo 3 ug
konstruktu jadro HepB-1079. (B) Reaktivita proti IgE navazanému na
receptor séra mysi Balb C imunizovanych 25 ug BSA-1079
(konjugovano pouZitim chemické reakce PTL) nebo 3 pg konstruktu

jadro HepB-1079.

Obr. 8, kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1079.
Séra mys$i imunizovanych BSA-1079 nebo HBC-1079 byla
pfedinkubovana s rozpustnym IgE (10 pg/ml) nebo peptidem PT1079
(25 uM) nebo nebo irelevantnim peptidem PT326 (25 uM) a pfidana k
destickam ELISA potaZzenym IgE. Udaje jsou ve formé stfedni hodnota

+ S.E.M (n = 10).

Obr. 9, Gdaje anti-IgE pro PT1078. (A) Reaktivita proti IgE
navazanému na desti¢ky séra z my$i Balb C imunizovanych 25 pg
BSA-PT1078 (konjugovano s pouZitim chemické reakce PTL).
(B) Reaktivita proti IgE navazanemu na receptor séra mys$i Balb C
imunizovanych 25 ug BSA-1078 (konjugovano s pouzitim chemické
reakce PTL).

Obr. 10, kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1078.
Séra mysi  imunizovanych  BSA-1078 byla predinkubovana
s rozpustnym IgE (10 pg/ml) nebo peptidem PT1078 (25 puM) nebo
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irelevantnim peptidem PT326 (25 yM) a pfidana do desticek ELISA

potaZzenych IgE. Data jsou ve formé stfedni hodnota + S.E.M (n = 10).

Obr. 11, Udaje anti-IgE pro PT1079gs. (A) Reaktivita proti IgE
navazanému na destiéky ze séra mysi Balb C imunizovanych 3 ug
HBC-1079gs, (B) Reaktivita proti IgE navazanému na receptor ze séra

my$i Balb C imunizovanych 3 ug HBC-1079gs.

Obr. 12, kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1079.
Séra my$i imunizovanych HBC-1079gs byla predinkubovana
s rozpustnym IgE (10 pg/ml) nebo peptidem PT1079 (25 uM) nebo
irelevantnim peptidem PT326 (25 uM) a pfidana do destiCek ELISA
potazenych IgE. Udaje jsou ve formé stfedni hodnota * S.EM (n =
10).

Obr. 13, inhibidni aktivita antiséra mysi indukovaného BSA-C67-
8. Buriky z darce citlivého na LolP1 byly smichany s mys$im sérem
(fedéni 1/50) a potom spustény LolP1 pro uvolnéni histaminu. Udaje

jsou ve formé stfedni hodnota * S.E.M. (n=10).

Obr. 14, inhibi¢ni aktivita mys$iho antiséra indukovaného BSA-
1078 a BSA 1079. Bufiky darce citlivého na LolP1 byly smichany
s my$im sérem (BSA a BSA1078 antiséra zifedé&na 1/50; BSA-1079
antisérum ziedéné 1/1250) a potom rozpustény LolP1 pro uvolnéni

histaminu. Udaje jsou ve formé stfedni hodnota + S.E.M. (n = 10).

Obr. 15, inhibi¢ni aktivita my8iho antiséra indukovaného HBC-
C67-8, HBC-1078, HBC-1079 a HBC-1079gs. Bunky darce citlivého na
LolP1 byly smiseny s my$im sérem (HBC standardniho typu (wild type,
wt)) a HBC-IgEC67-8 antiséra zfed&na 1/50; HBC1079 a HBC-1079gs
antiséra fedéna 1/1250) a potom bylo spusténo uvolfiovani histaminu

pomoci LolP1. Udaje jsou ve formé stfedni hodnota * S.E.M. (n=10).

Obr. 16 ukazuje vazbu zévislou na koncentraci protilatky
PTmAb0005 a PTmAb0011 na IgE.
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Obr. 17 ukazuje inhibici zavislou na koncentraci vazby IgE na
konstrukt FceR1a/lgG protilatkou PTmAbOOOS a PTmAbQ0011 ve

srovnani s kontrolou.

Obr. 18 ukazuje koncentra&né zavislou inhibici vazby IgE na
ektodoménu FceR1a navazanou pfimo na plastové desticky protilatkou

PTmAbO005 ve srovnani s kontrolou.

Obr. 19 ukazuje vazbu IgE na FceRIl (CD23) protilatkou
PTmAb0005 (GE-1) a PTmADbQ0011.

Obr. 20 ukazuje koncentraéné zavislé blokovani uvolfovani
histaminu z krevnich basofill alergického ¢&lovéka protilatkou

PTmAb0005 a PTmAb0011 ve srovnani s kontrolou.

Obr. 21, inhibice uvolfiovani histaminu spousténého LolP1
v basofilech alergického &lovéka PTmAbOOOS i PTmAbOO11.

Obr. 22, vazba PTmADb0011 na rdzné IgE; (A) vazba
PTmAbO011 na chimérni IgE; (B) vazba PTmADb0011 na myelomovy
IgE; (C) vazba PTmADb0011 na IgE orientovany antigenem; (D) vazba
PTmAbO0011 na IgE denaturovany teplem.

Obr. 23, inhibice vazby IgE na FceR1a zplsobend PTmAbOO11.
Obr. 24, vazba PTmAb0011 na IgE navazany na receptor.

Obr. 25, (A)vliv PTmAb0011 na vazbu IgE na FceRIl na
buiikach RPMI 8866. Buriky RPMI 8866 (1 x 10%/ml) byly inkubovany
1 hod na ledu s chimérnim IgE (1 pg/ml) a anti-IgE mAD (10 az
0 yg/ml). IgE a anti-IgE byly pfedinkubovany 1 hod pfi laboratorni
teploté pfed pfidanim k bufikam. Navazany IgE byl detekovan FITC-
kozim antisérem proti lidskému IgE. Vysledky ukazuji stfedni
fluorescenci v kanalu (mean channel fluorescence, MCF) u zdvojenych
vzork( pfi stanoveni analyzou pritokovou cytometrii pro 10 000
signalt  sepnutych pro Zivé burky. (B) Protilatka PTmADb0017

nespecificka pro P1.
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Obr. 26, vliv PTmAb0011 na vazbu IgE na FceRIl na primarnich
lidskych B-bufikach. Mononuklearni buriky periferni krve (1 X 10%/ml)
byly inkubovany 1 hod na ledu s chimérnim IgE (1 pg/ml) a anti-Igk
mAb (10 az 0 ug/ml; oteviena) nebo ekvivalentnimi koncentracemi
isotypové shodné kontrolni mAb (pevna latka). IgE a anti-IgE byly
pfedinkubovany 1 hod pfi laboratorni teploté pfed pfidanim k bufikam.
Navazany IgE byl detekovan FITC-kozim antisérem proti lidskému IgE
a primarni B-bufiky byly zviditelnény PE-konjugovanou anti-CD 19.
Vysledky ukazuji stfedni fluorescenci kanalu (MCF) zdvojenych vzork(
pfi stanoveni analyzou priatokovou cytometrii 5000 signald sepnutych
pro Zivé bunky.

Obr. 27, vlivy PTmAb0011 na sekreci IgE z primarnich lidskych
B-bun&k. Mononuklearni bufiky z periferni lidské krve (2 x 10%/jamka)
byly kultivovany v médiu dopInéném IL-4 (10 ng/ml) a protilatkou anti-
CD40 (1 pg/ml). Po dobu 14 dnl byly pfidavany PTmAbO011 nebo
isotypové shodné kontrolni mAb (1 pg/ml) a buné&éné supernatanty
byly odebirdny a analyzovany na celkovy obsah IgE metodou ELISA.
Vysledky jsou vyjadfeny jako procento mnozstvi IgE sekrenovaného

v nepiitomnosti jakékoli protilatky.

Obr. 28, anafylaktogenicita monoklonalnich protilatek proti
lidskému IgE v basofilech alergického (A) a nealergického (B) Elovéka.
PBMC od alergickych darcd nebo nealergickych darcli pasivné
senzitizované 1 upg/ml chimérniho IgE byly smichany s protilatkami
mADbs na 30 min pii 37 °C. Uvolfiovani histaminu bylo stanoveno
specifickou EIA. Data jsou stfedni hodnoty ze tifi nezavislych

experimentl, kazdy s odli§nymi darci.

Obr. 29, anafylaktogenicita protilatek proti lidskému IgE
v senzitizovanych (A) a nesenzitizovanych (B) zirnych burfkach
lidskych plic. Senzitizované nebo nesenzitizované surové suspenze
lidskych plicnich Zirnych bunék byly inkubovany s protilatkami 45 min

pfi 37 °C. Uvolflovani tryptazy v supernatantech bylo uréovano
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kolorimetricky. Udaje jsou stfedni hodnoty zdvojenych stanoveni

z jediného reprezentativniho experimentu.

Obr. 30, anafylaktogenicita protilatek proti lidskému IgE
v bufikach RBL J41 vyvolana lidskym FceRI (A) a mySim FceRIl (B).
Bufiky RBL J41 byly senzitizovany bud' lidskym chimérnim IgE nebo
my$im IgE a inkubovany s protilatkami 30 min pfi 37 °C. Uvolfiovani B-
hexosamihidézy bylo zjistovano v supernatantech kolorimetrickym
testem. Udaje jsou stfedni hodnoty trojnasobnych stanoveni z

jediného reprezentativniho experimentu.

Obr. 31, ihhibice uvolfiovani histaminu spousténého alergenem
v lidskych basofilech protilatkou PTmAb0011. PBMC byly inkubovany
s PTmAb0011 bud pfimo (alergicky test (A)) nebo spolu s IgE (test
blokovani (B)) 30 min pfi 37 °C. Bunky byly potom spustény antigenem
30 min pii 37 °C a uvoliiovani histaminu bylo uréovano specifickou
EIA. Udaje jsou ve formé stfedni hodnota = S.E.M. ze tfi rozdilnych

experimenti od riiznych darcu.

Obr. 32, inhibice pasivni kozni anafylaxe Vv kdazi opice
protilatkami PTmAb0011 a PTmADb0005. Monoklonalni protilatka
Dec7B (dekapeptid Stanworth) byla pouzita jako kontrola.

Predkladany vynalez je ilustrovan nasledujicimi neomezujicimi

priklady.

Pfiklady provedeni vynalezu

Gast 1 Mimotopy a imunogeny podle pfedkladaného vynalezu
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Priklad 1

1.1 Identifikace, chemicka konjugace a sérologické metody_

u epitopu exponovaného na povrchu

Epitopy vystavené na povrch domény Ce2 IgE byly identifikovany
pouZitim modelové struktury IgE popsané autory Padlan a Davies
(Mol. Immunol., 23, 1063 - 75, 1986). Byly identifikovany peptidy, které
byly jak spojité, tak i vystavené rozpoustédiu. Toho bylo dosazeno
pouzitim softwaru Molecular Simulations software (MSI) pro vypocet
dostupnosti pro kaZdou aminokyselinu IgE, dostupny povrch byl
zprimérovan v ramci ‘posuvného okénka péti zbytkd a tim byly
identifikovany oblasti peptidl IgE, které mély pramér pro tento 5-mer

vy$si nez 80 A% (0,8 nm?). Vysledky testu jsou ukézany na obr 1.

Vysledky

7 obr. 1 a také z opakovani stejnych postupd pouZitim modelu
7 roku 1990, Helm a daldi (model 2IgE struktury ulozeny 2/10/90
v PDB (Protein Data Bank, Research Collabarotory for Structural
Bioinformatics)), vyplyva cela fada nativnich peptid(, které mohou byt

pouzity jako imunogeny pro vyvolani protilatek proti IgE.

Tabulka 1: Nativni peptidy IgE vystavené na povrchu a spojité

Nazev |Sekvence Umisténi sekvence a doména IgE SEQ ID No.
peptidu

P1 EDGQVMDVD Ce2 (Glu270-Asp278) o1

P2 STTQEGEL Ce2 (Ser283-Leu290) 2

P3 |SQKHWLSDRT Ce2 (Ser300-Thr309) 3

P4 |GHTFEDSTKK Ce2 (Gly318-Lys327) 4

P5 |GGGHFPPT Ce2 (Gly245-Thr250) 5

P6 |PGTIN! Ce2 (Pro262-11€267) 6
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P7 FTPPT Ce2 (Phe231-Thr235) 7

Tyto peptidy nebo jejich mimotopy byly syntetizovany a bud
konjugovany s nosnymi proteiny, nebo vloZzeny do konstruktd
jaderného antigenu hepatitidy za vytvofeni Castic podobnych viru,

exprimujicich rekombinantni peptid.

1.2 Syntéza konjugatd peptid IgE /protein D s pouzitim

sukcinimidového-maleimidového zesitujiciho &inidla

Protein D mizZe byt konjugovan pfimo k peptiddm IgE za
vytvofeni antigent podle pfedkiadaného vynalezu pouZitim maleimid-
sukcinimidového zesitujiciho Cinidla. Tato chemicka reakce umoZni
¥izenou aktivaci skupin NH, nosnych zbytkl fixaci sukcinimidové
skupiny. Maleimidova skupina je vzebné misto pro cystein. Proto
vyzaduji pro ucely nasledujicich pfikladt peptidy IgE pro konjugaci

ptidavek N-koncového cysteinu.

Vazebné &inidlo je selektivni heterobifunkeni zesitujici Cinidlo,
na jednom konci slougeniny aktivujici aminoskupinu proteinového
nosice sukcinimidylesterem a na druhém konci vazajici sulfhydrylovou

skupinu  peptidu maleimidovou skupinou. Schéma reakce je

nasledujici:
a. Aktivace proteinu reakci mezi lysinem a sukcinimidylesterem:
- @) 0
N\
NH, + N—Oﬁ‘—(CHz):,—
\ 0 7
0 o

o
[l )
O ®)
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b. Vazba mezi aktivovanym proteinem a cysteinem peptidu reakci

s maleimidovou skupinou:

0

>_,

Protein NH—‘1F‘—(CH2)3—
o >_

© | 0

+ SHwwawy
Peptid

— & [ Protein NH—“C—(CHZ).’S_N
0
. 0
Konjugat

1.3 Pfiprava konjugatu peptid IgE-protein D

Protein D se rozpusti ve fyziologickém roztoku s fosfatovym
pufrem pfi pH 7,2 na koncentraci 2,5 mg/ml. K roztoku proteinu se
pfida vazebné <Cinidlo, (N-[y-maleimidobutyryloxy]sukcinimidester
GMBS) rozpusténé v koncentraci 102,5 mg/ml v DMSO. Pouzije se
1,025 mg GMBS na 1 mg proteinu D. Reakéni roztok se inkubuje
1 hod pfi laboratorni teploté. Vedlej$i produkty se odstrani odsolenim
na permeacnim gelu Sephacryl 200HR. Jako eluent se pouZije roztok
Tweenu 80 s koncentraci 0,1% ve fyziologickém roztoku s fosfatovym
pufrem pH 6,8. Aktivovany protein se oddéli a jednotlivé podily se
spoji. Peptidy (identifikované v tabulce 1 nebo jejich derivaty nebo
mimotopy) se rozpusti na koncentraci 4 mg/ml v 0,1 M kyseliné octove,
aby se zabranilo tvorbé disulfidické vazby. Pro vazbu se pouZije
molarni pomé&r mezi 2 az 20 peptidy na 1 molekulu aktivovaného
proteinu D. Roztok peptidu se pomalu pfidava k proteinu a smeés se
inkubuje 1 hod pfi 25 °C. pH se udrzuje v prib&hu vazebné faze na
hodnoté 6,6. Krok ukon&eni reakce se provede pitidanim cysteinu
(0,1 mg cysteinu na mg aktivovaného PD rozpuéténého na koncentraci

4 mg/ml v kyseliné octové 0,1 M) na 30 min p¥i 25 °C a pH 6,5. Pro
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odstranéni nadbyteéného cysteinu nebo peptidu se provede dialyza
proti roztoku NaCl 150 mM, Tween 80 0,1 %.

Posledni krok je sterilizace filtraci na membrané 0,22 um.
Hotovy produkt je giry filtrovatelny roztok zakonzervovany pfi 4 °C.
Koneé&ny pomé&r peptid/PD mizZe byt zjistén analyzou aminokyselin.

Analogickym zpUsobem mohou byt peptidy podle predkladaného

vynalezu konjugovany s jinymi nosi¢i véetné BSA.

Byl syntetizovan mimotop peptidu P1, CLEDGQVMDVDLL (SEQ
ID No. 8), ktery byl konjugovan jak s proteinem D, tak i BSA, pouZitim

vy$e popsaného zplsobu.

1.4 Metody ELISA

ELISA antipeptidu nebo antipeptidového nosice

Imunitni odpové&di antipeptidu a antinosice byly vySetfovany
s pouzitim metody ELISA popsané dale. Mikrotitraéni destiCky (Nunc)
se potahnou specifickym antigenem v PBS (4 °C pres noc)
s nasledujicimi latkami: Streptavidinem v koncentraci 2 upg/ml
(s naslednou inkubaci s biotinylovanym peptidem (1 pM) 1 hod pfi
37 °C), nasledné promyti 3 X PBS-Tween 20 0,1%. Desti¢ky se nasyti
PBS-BSA 1% - Tween 20 0,1% (pufr Sat) 1 hod pfi 37 °C. Prida se 1.
protilatka = séra v dvoustupfiovém fedéni (v pufru Sat), a provede se
inkubace 1 hod 30 min pfi 37 °C a trojnasobné promyti. 2. pfida se
antimy$i Ig (nebo antimysi isotyp specifické monoklonalni protilatky)
navazany na HRP. Inkubuje se 1 hod pfi 37 °C. Provede se
pétinasobné promyti. Vyvolani se provede TMB (BioRad) 10 min pfi

teploté mistnosti v temnu. Reakce se blokuje 0,4N H2SO4.
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Zpusob detekce reaktivity antilidského IgE v my$im séru (ELISA s IgE

navazanym na desticku)

Desticky ELISA se potahnou lidskym chimérnim IgE
v koncentraci 1 pg/ml v potahovacim pufru karbonat/bikarbonat s pH
9,6 1 hod pii 37 °C nebo pfes noc pfi 4 °C. Nespecificka vazebna
mista se blokuji PBS/0,05% Tween-20 s obsahem 5 %
hmotnost/objem su$eného mléka Marvel 1 hod pfi 37 °C. Provedou se
sériova fedéni mysiho séra v PBS/0,05% Tween-20/1%
hmotnost/objem BSA/4% fetalni teleci sérum a roztoky se pfidavaji na
1 hod pfi 37 °C. Vazba polyklonalniho séra se detekuje kozim
antimy$im IgG-Biotinem (1/2000) a potom se pfida Streptavidin-HRP
(1/1000). Konjugované protilatka se detekuje substratem TMB pfi 450
nm. Na kaZdou destiéku se pfida standardni kfivka pro PTmAb0O11

tak, ze reaktivitu anti-IlgE ve vzorcich séra je mozno vypodist v pg/ml.

Zplisob detekce reaktivity antilidsky receptor - navazany IgE v mys$im

séru

Desticky ELISA se potadhnou rekombinantnim lidskym FceR1a
pfi 0,5 pg/ml v karbonatovém/bikarbonatovém potahovacim pufru pH
9,6 1 hod pii 37 °C nebo pfes noc pfi 4 °C. Nespecifickd vazebna
mista se blokuji PBS/0,05% Tween-20 s obsahem 5% hmotnost/objem
nizkotuéného suéeného miéka Marvel 1 hod pfi 37 °C. Potom se pfida
lidsky IgE v koncentraci 1 ug/mi na 1 hod pfi 37 °C. Potom se pfidavaji
sériova fedéni mysiho séra v PBS/0,05% Tween-20/1%
hmotnost/objem BSA/4% fetaini teleci sérum na 1 hod pfi 37 °C.
Vazba polyklonalniho séra se detekuje kozim antimy$im lgG-Biotinem
(1/2000) a potom se pfida Streptavidin-HRP (1/1000). Konjugovana
protilatka se detekuje substratem TMB pfi 450 nm. Na kazdou desticku
se pfida standardni kfivka PTmAbQ011, takZze reaktivitu anti-IgE ve

vzorcich séra je mozno vypodist v pg/ml.
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SoutéZeni o vazbu IgE _mimotopovymi peptidy, rozpustnym IgE nebo

PTmAbO0O011

Jedina fedé&ni polyklonainiho mysiho séra se smichaji s jedinymi
koncentracemi bud mimotopového peptidu nebo lidského IgE
v pfedem blokované polypropylenové 96-jamkové desti¢ce. Smési se
inkubuji 1 hod pfi 37 °C a potom se pfidaji na desticky ELISA
potazené IgE na 1 hod pfi 37 °C. Vazba polyklonalniho séra se
detekuje kozim antimy$im IgG Biotinem (1/2000) a potom se piida
Streptavidin-HRP  (1/1000). Konjugovana protildtka se detekuje
substratem TMB pfi 450 nm. Pro soutéZeni mezi sérem a PTmAbO0011
o vazbu IgE se pfidavaji smeési séra a PTmAbO0O011-biotin na desticky
ELISA potaZzené IgE. Vazba PTmAbO011 se detekuje Streptavidinem-
HRP (1/1000). ‘

1.5 Testy lidskych basofilt

S lidskymi basofily (HBA) se provadi dva typy testl, jeden pro
stanoveni anafylaktogenicity monoklonalnich protilatek, ktery spociva
v piidani protilatek k izolovanym PBMC; a druhy pro méfeni inhibice
Lol P | (silny alergen) spousténého uvolfiovani histaminu

s pfedinkubaci HBA s monoklonalnimi protiiatkami.

Z zily alergickych darcli se odebira krev do zkumavek
obsahujicich 0,1 objemu 2,7% EDTA, pH 7,0. Potom se provede
fed&ni 1/2 stejnym objemem média HBH s obsahem 0,1% lidského
sérového albuminu (HBH/HSA). Ziskana bunécfna suspenze se
prevrstvi na 50 % obj. Ficoll-Paque a centrifuguje se pfi 400 g 30 min
pfi teplot®¢ mistnosti. Vrstva na rozhrani mononuklearnich bunék
(PBMC) periferni krve se oddéli a usazené buriky se vyliji do odpadu.
Buiiky se jednou promyji v HBH/HSA, pocitaji se a resuspenduji
v HBH/HSA s bun&&nou densitou 2,0 x 10° na ml. Do jamek 96-
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jamkové destitky se dnem ve tvaru V obsahujicich 100 pl zfedéného
testovaného vzorku nebo monoklonalni protilatky se pfida 100 pl
bunééné suspenze. Kazdy testovany vzorek se testuje v nékolika
fedénich s Sesti jamkami pro kazdé fedéni. Obsahy jamek se kratce
promichaji pouzitim tfepacky na desticky pfed inkubaci pfi 37 °C

30 min pfi tfepani 120 ot/min.

Pro kazdé fedéni séra se provede spusténi ve tfech jamkach
pfidanim 10 pl extraktu Lo/ p | (kone&né fedéni 1/10 000) a do tii
jamek se pfida 10 pl HBH/HSA pro testovani anafylaktogenicity.
Obsahy jamek se znovu kratce promichaji na tfepacce na desticky
pfed inkubaci pfi 37 °C dalSich 30 min za tfepani pfi 120 ot/min.
Inkubace se zakon&i centrifugaci pfi 500 g 5 min. Supernatanty se

oddé&li pro testovani histaminu pouZitim bézné dostupného kitu EIA pro

" mé&feni histaminu (Immunotech). B&zné& se pfidavaji kontrolni jamky

obsahujici buriky bez testovaného vzorku pro zjidténi spontanniho
a spousténého uvoliiovani. Pfidavaji se také jamky obsahujici buriky
+ 0,05% detergent Igepal pro zjisténi celkového obsahu histaminu

v bunkach.

Vysledky jsou vyjadieny nasledujicim zplsobem:

Test anafylaktogenicity

Uvolfiovani histaminu zplisobené testovanymi vzorky = % uvoliovani
histaminu z bunék s pfidanym testovanym vzorkem - % spontanniho

uvolfiovani histaminu.

Test blokovani

Stupefi inhibice uvolfiovani histaminu mze byt vypodéten podle

nasledujiciho vzorce:
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% inhibice = 1 - (uvolfiovani histaminu z bunék testovanym vzorkem®) y 100
(uvoliovani histaminu z bunék stimulovanych antigenem®)

Hodnoty jsou korigovany na spontanni uvolfiovani.

Priklad 2

Imunizace mys$i konjugaty P15 (P15-BSA nebo P15-PD) indukuje

produkci protilatek proti lidskému IgE

Konjugaty obsahujici mimotop P15 (25 pg proteinu/davku)
popsané v c&asti 1.4, byly podavany skupinam deseti mysi BalbC,
pficemZ jako adjuvans byla pouZita emulze olej ve vodé obsahujici
QS21 a 3D-MPL podle popisu ve WO 95/17210. Zesilujici davka byla
podana v den 21 a 42 a séra byla odebirana v den 42 a 56. Imunitni
odpovéd proti peptidu a IgE navazanému na desti¢ky byla sledovana

metodami popsanymi v pfikladu 1.

Vysledky
Vysledky odpovédi proti peptidu a IgE méfeni 14 dni po tfeti

vakcinaci jaou ukazany v tabulce 2.

Taulka 2 Vysledky imunogenicity P 15

Mimotopovy Odpoveédi proti peptidu Odpoveédi proti IgE
konjugat (titr stfedniho bodu) (ug/mi (PTmADbOO11)
pramér stand. geom. pramér stand. geom.
odch. stfed odch. stfed
P15-PD (n=16) | 41391 26858 36154 1,6 4,5 0,3
P15-BSA (n=10) | 49591 9259 48719 2,2 2,5 1,0
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Priklad 3

Anti-lgE indukované u my$i po imunizaci konjugatem _nejsou

anafylaktogenni

Né&kolik Fedéni kompletniho séra nebo 1gG vy&istény z konjugatu
imunizovanych mysi je moZno testovat v pfitomnosti basofilll z Cerstvé

odebrané periferni krve alergickych pacientd.

Anafylaktogenicita ~m0zZe byt vyhodnocovana  meéfenim
uvolfiovani histaminu indukovaného testovanymi protilatkami podle

nasledujiciho popisu:

Z periferni krve se odstrani erythrocyty na gradientu glukéza-

dextran.

Buriky se promyji a vyseji spolu s testovanymi vzorky (napfiklad

alergen, protilatky, alergen + protilatky, ...).

Po inkubaci se oddéli supernatanty a uvolfiovani histaminu se
méF podle doporuéeni vyrobce (Immunotech, imunologicky kit

pro stanoveni histaminu).

Bylo ukazano, Ze Zadné ze sér vytvofenych pomoci P15-BSA

nebo P15-PD neni anafylaktogenni.

Piiklad 4

Anti-lgE indukované u myS$i po imunizaci konjugatem jsou schopné

blokovat uvolfiovani histaminu zprostiedkované IgE indukované

spusténim lergenem v basofilech alergického pacienta

Uvolfiovani histaminu je mozZno méfit ve vzorcich basofill
spousténych rhznymi koncentracemi alergenu v pfitomnosti nebo
nepfitomnosti nékolika fedéni uplného séra nebo 1gG vycisténého
z my$i imunizovanych konjugatem. Blokujici aktivita protilatek anti-P15

v antiséru byla vyhodnocovéna méfenim inhibice uvolfiovani histaminu
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indukovaného alergenem. Uvolfiovani histaminu a inhibice byly
mé&feny podle popisu v pfikladu 3. Protoze P15 je mimotop P1, jako
kontrola byla pouzita protilatka PTmAb0011, protoZe je znamo, ze se

vaze na stejny epitop (P1). Vysledky jsou ukazany v tabulce 3.

Tabulka 3 Inhibice uvoliiovani histaminu z basofilt alergickych

pacientl

Antisérum Redéni % inhibice uvoliiovani
histaminu

P15-PD (my$ 4.12) 1/30 79 -
P15-PD (mys$ 4.5) 1130 57
P15-BSA (my$ 7.3) 1/30 67
P15-BSA (my$ 7.5) 1/30 57
PTmAbOO11 0,1 ug/ml 56
PTmAbOO11 1 pg/mi 90
anti-BSA sérum 1/30 40
anti-PD sérum 1/30 40
Ptiklad 5

Imunogenicita mimotopt P2 a P3

Nasledujici mimotopy byly konjugovany s BSA s pouzitim
technik popsanych v pfikladu 1.2, a my$i byly imunizovany témito
konjugaty s pouzitim stejnych smési a stejného postupu jak bylo

popsano v piikladu 2.

P 16 CSTTQEGELA-NH; P2 mimotop SEQ ID No.24

P17 CSQKHWLSDRT-NH; P3 mimotop SEQ ID No.26
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Mysim byla po posledni imunizaci odebrana krev a byly
provadény testy na reaktivitu anti-lgE metodou ELISA IgE navazaného
na destitky. V nasledujici tabulce jsou shrnuty jednotlivé vysledky,
priméry (Av), geometrické stfedni hodnoty (GM); (SD = standardni

odchylka).

Tabulka 4 Vysledky imunogenicity P 16 a P 17

Imunitni odpovédi proti peptidiim u mysf (14 dnl po treti vakcinaci),
titry stfednich bod

6

7

8

10

Av

SD

GM

P | 1891
16

649

1299

2349

591

1474

4605

918

4177

865

1882

1436

1478

100

4349

2850

3434

6133

2231

5085

2991

13070

8874

5446

3515

4656

Priklad 6

Produkce mimotopt P1 a jejich aktivita z hlediska imunogenicity/

funkce

6.1 Produkce imunogenl

Mimotopy P1 byly odvozovany bud technologii phage display
nebo teoretickym navrhem molekularnim modelovanim smycky C-D
domény Ce2 IgE. Byly syntetizovany nasledujici peptidy, které byly
formulovany jak do konjugatli BSA-peptid, tak i do rekombinantnich

konstruktl antigenu jadra HepB.

Nazev Sekvence SEQ D No.

peptidu

C67/8 CFINKQMADLELCPRE P1 mimotop 12

PT1079 CLEDGQVMDVDLCPREAAEGD P1 mimotop 14
PT1079GS |CLEDGQVMDVDLCGGSSGGP P1 mimotop 15

PT1078 CLEDGQVMDVDCPREAAEGDK P1 mimotop 16
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Konstrukty — peptidy/proteinovy  nosi¢  byly  produkovany
nasledovné. Acylhydrazinové derivaty peptidi byly pfipraveny na
pevné fazi jak je ukazano ve schématu 1 (obr 2). Tyto derivaty peptidl
mohou byt snadno pfipraveny s pouZzitim znamého postupu ,Fmoc”
vyuzivajiciho bud polyamidové nebo polyethylenglykolpolystyrenové
(PEG-PS) nosi¢e v Uplné automatickém zafizeni pomoci postupl
dobfe znamych v oboru (zpUsoby a postupy pro syntézu na pevné fazi
se popisuji v publikaci ‘Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical
Approach’, E. Atherton a R. C. Sheppard, publ. IRL, Oxford University
Press (1989). Odstépeni kyselinou poskytlo pfimy modifikovany peptid
zbaveny ochrannych skupin. Ten by moh! byt snadno oxidovan
a &istén za ziskani epitopu modifikovaného disulfidickymi mUstky
pouzitim metod uvedenych v ,Methods in Molecular Biology, dil 35:
Peptide Synthesis Protocols® (ed. M. W. Pennington a B. M. Dunn),
kapitola 7, str. 91 - 171, D. Andreau a dalsi.

Takto syntetizované peptidy mohou byt potom konjugovany
k nosnym proteinim (v tomto pfipadé bovinni sérovy albumin, BSA)

pouZitim nasledujiciho postupu:

6.2 Syntéza modifikovaného nosice

K zavadéni arylaldehydové funkéni skupiny bylo pouZito
sukcinimidového aktivniho esteru (BAL-OSu) pfipraveného jak je
ukazano na schématu 2 (obr. 3, viz WO 98/17628, kde jsou uvedeny
dalsi podrobnosti). Substituce aminovych funkénich skupin BSA
(bovinni sérovy albumin) z pfiblizng& 50 % rutinné poskytovala
rozpustny modifikovany protein. Vyssi substituce BSA vedla
k nerozpustnym konstruktim. BSA a BAL-OSu byly smiseny
v ekvimolarni koncentraci v pufru s DMSO (viz schéma 3, obr. 3)

2 hod. Tento protokol zaloZeny na experimentech poskytl pfibliZzné
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50% substituci BSA, jak bylo zji§téno fluorescaminovym testem na

volné aminové skupiny.

6.3 Konstrukt peptid-BSA

Jednoduché kombinace modifikovaneho peptidu a
derivatizovaného BSA poskytly konstrukty peptid-BSA, které byly
snadno izolovany dialyzou (schéma 4, obr. 4). Pro potvrzeni zvyseni

molekulové hmotnosti byla pouzita SDS-PAGE.

6.4 Konstrukty antigenu jadra hepatitidy

Rekombinantni konstrukty antigenu jadra hepatitidy (HBC) byly

také pfipraveny s pouZitim postupl molekularni biologie popsanych

vEP 0421635B. V téchto experimentech HBC byl PT1079
modifikovan pro odstran&ni koncového lysinu.
Peptid Sekvence SEQ NO.
PT1078HBC |CLEDGQVMDVDCPREAAEGD 65
PT1079HBC |CLEDGQVMDVDLCPREAAEGD 66

Exprese P1-mimotopovych peptidd byla potvrzena experimenty
BIAjadra s PTmAb0005 a PTmADb0O11. Byly vytvofeny vysledky pro

imunogenicitu s pouzitim davek pouze 3 pg/davku HBC.

6.5 Studie imunogenicity

Konstrukty mimotop/HBC a mimotop/BSA byly cistény a
formulovany do fakcin, kde jako adjuvans byla pouZzita emulze olej ve
vodé obsahujici QS21 a 3D-MPL popsana ve WO 95/17210 (davka
konjugatu BSA 25 pg). Tyto vakciny byly podavany skupinam deseti
mysi BalbC a zesilujici davky byly podany v den 14 a 28 a séra byla

odebirana v den 42. Imunitni odpovédi proti IgE navdzanému na
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destiky a receptorové orientovanému IgE byly sledovany pouzitim
technik popsanych v pfikladu 1.4. Byla také mefena aktivita antiséra
pfi inhibici uvolfiovani histaminu z alergickych basofill zplUsobem

popsanym v 1.5.

6.6 Vysledky

Vechny konstrukty BSA a HBC indukovaly vysoke titry
protilatek anti-IgE, jestlize byl IgE navazan pfimo na desti¢ku ELISA, a
jestlize byl orientovan na receptor s vysokou afinitou. Navic se
potvrdilo, Ze v8echny tyto odpovédi byly specifické tim zplsobem, Ze
bylo sledovano soutéZeni volného IgE a jeho mimotopl a nikoli
nespecifickych peptidl. Protilatky proti IgE indukované témito
imunogeny byly schopny inhibovat uvolfiovani histaminu z lidskych

basofilti odvozenych z alergického darce (jilek vytrvaly, LOLP1).

Vysledky pro C67-8 je mozno nalézt na obr. 5, 6, 13 a 15. Pro
vysledky pro PT1078 viz obr. 9, 10, 14 a 15. Pro vysledky pro PT1079
viz obr. 7, 8, 14 a 15. Pro vysledky pro PT1079GS viz obr. 11, 12 a 15.

Navic nebyly imunitni odpovédi vyvolané témito peptidovymi

mimotopy anafylaktogenni.

Tabulka 5

Anafylaktogenicita P1 mimotopovych antisér

imunogen Redéni séra % uvoliiovani histaminu
Spontanni uvoinovani 0,25+ 0,06
Prosté sérum 1/50 1,9+0,4

. B_SA 1/50 2,15+ 0,65
BSA-IgE C87-8 1/50 2,9+1,1
BSA-1078 1/50 5,00+ 1,40




10

15

20

»e
L

e
L]

2000

S e "0 s

- 4 . o« & o

o » o " ee o @

- 43 - eee 13- see een “es’ ite
BSA-1079 1/1250 0,43 + 0,04

HBCwt 1/50 3,6+1,0

HBC-1079 1/1250 0,12 £ 0,04
HBC-1079gs 1/1250 0,02 £ 0,02
HBC-IgE C67-8 1/50 2,14 + 0,26

Poznamka k tabulce: Bufiky darce citlivého na LolP1 byly smichana se
zfedénym my$im sérem na 30 min. Uvolfovani histaminu bylo
zjistovano komeréné dostupnym EIA specifickym pro histamin. Udaje
jsou ve formé stfedni hodnota £ S.E.M. (n = 10).

Cast 2 Ligandy, které se vaZou na epitopy a mimotopy podle

pfedkladaného vynalezu

V &asti 1 jsou popsany peptidové imunogeny, které po podani
savci ve formé& vakciny indukuji imunitni odpovédi které (a)
rozpoznavaji IgE, a (b) jsou schopny inhibovat uvolfiovani histaminu in
vitro. Cast 2 popisuje ligandy, které jsou schopné vazat se na epitopy
nebo mimotopy podle pfedkladaného vynélezu a popisuje jejich funkci.
Byly identifikovany dvé monoklonalni protilatky, PTmAb000S a
PTmADO011, které rozpoznavaji smycku c-d Ce2 IgE. Bylo zjisténo, Ze
mimotopy tohoto peptidu jsou, jak je ukazano v &asti 1, imunogenni
a funk&ni pFi aktivni vakcinaci. Tato ¢ast popisuje charakterizaci téchto

monoklonainich protilatek a poskytuje dikaz jejich vyuzitelnosti pfi

pasivni vakcinaci.

Cilovy epitop téchto protilatek byl identifikovan pouZitim
technologie fagového panningu (phage panning), tedy sekvenéniho
uspofadani vétsiho poctu bakteriofagovych cilil a nasledné vycisténi a
potvrzeni mapovanim domen a mistn& specifickou mutagenezi.
Funké&ni aktivita protilatek byla potvrzovana nejen in vitro testovanim

rozpoznavani anti-IgE a inhibici uvoliiovani alergickych mediatord, ale
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také in vivo na studiich pasivni koZni anafylaxe (Passive Cutaneous

Anaphylaxis, PCA) u opice.

Piiklad 7

7.1 Mapovani cile pro monoklonalni protilatku pomoci fagu

Pro mapovani vazebnych mist monoklonalnich protilatek byly
pouzity knihovny ziskané metodou phage display, pfi pouZiti tfi
rozdilnych fagovych knihoven, které zviditelfiuji bud peptidové
sekvence XCXys, XCX19 nebo XAXiq (kde X je jakakoli aminokyselina)
na N-konci faga gVlllp. Tabulky 6 a 7 ukazuji vysledky selekce
peptidovych ligandi monoklonainimi protilatkami PTmAb0O00S proti
lidskému IgE a . Podobnosti rozlozeni aminokyselin mezi peptidy a
lidskym IgE odhalily silnou homologii se smycCkou c-d v doméné Ce2
IgE. RozloZeni homologie ziskané z faga bylo: Qhhahah(kde h=
hydrofobni aminokyselina a a = kysela aminokyselina), coz bylo
souhlasné uspofadani se sekvenci QVMDVDL (SEQ ID No.17) ve
smyéce C-D domény Ce2 lidského IgE.

Bylo také provedeno epitopové mapovani IgEC67, coz je peptid
odvozeny z experimentl metodou phage panning, ktery mél nejvyssi
aktivitu k PTmAD0005. To bylo provedeno zavedenim nahodnych
mutaci mutagenezi PCR a subklonovanim do vektoru Fuse & pro
sobrazeni mendiho vlaknitého fagového proteinu gllip. Mutanty
IgEC67 byly hodnoceny z hlediska vazby na 'PTmAbO0005 jak je
ukazano v tabulce 8. Tyto a jiné vysledky potvrdily dulezitost
aminokyselin uvniti IgEC87, které souhlasily s epitopem Ce2.
Napfiklad mutanty L8P, D10G, L11M, E12G a L13R v§echny snizovaly
vazbu PTmAb0005 na anti-lgE (Udaje nejsou ukazany). Mutace na
jinych mistech mély na afinitu k PTmAb0005 maly vliv.

7 PTmAbO005 s nejvy$si afinitou byly vytvofeny nahodné

vedlej§i knihovny a technikou fagového zobrazeni odvozené peptidy
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PTmAb0011 pro zvy$eni afinity peptidu k protilatkam upravou vyse
popsanych metod (Yu, J. a Smith, G. P. (1996), ,Affinity maturation of
phage-displayed peptide ligands®. Methods in Enzymology, 267, 3 -
27). Metoda zahrnovala pfenos subklonovanim DNA z vlaknitého
fagového zobrazovaciho vektoru hlavniho povlakového proteinu
(gVlillp) do vektoru pro zobrazeni vedlej§iho fagového poviakového
proteinu (glllp) nahodnym krokem PCR. Z nékolika fagovych sekvenci
byly vytvofeny vedlej§i knihovny v&etne ligandi PTmADbO005 s nejvyssi-
afinitou IgECB7 a IgE C67-8. Afinity zralych sekvenci pro C67 a C67-8
jsou ukazany v tabulkach 8 a 9. V tabulkach jsou uvedeny hodnoceni
pofadi a také afinity k jadru BIA tam, kde byly dostupné. Jako
imunogen byl pouzit IgECE7-8 schopny indukovat odpovéd proti
lidskému IgE u mysi, jestlize byl jako imunogen pouZzit fag exprimujici

peptid.

7.2  Potvrzeni cile mapovanim domén

Byla vytvofena fada konstruktd s cilem mapovat vazebne
specifické ¢asti PTmAbO00S a PTmADb0011 s ohledem na konstantni
domény IgE. Byly vytvofeny nasledujici konstrukty: Ce2*-4, Cg2-3,
Ce3-4, Ce3-4L (Ce3-4 plus propojovaci sekvence mezi doménami Cg2

a Ce3) a samotny Ce2.

Fragmenty obsahujici rizné domény lidského IgE Fc byly
klonovany s pouzitim cDNA odvozené z hybridomové linie JW8/5/13,
které exprimuji chimérni lidsky IgE (Neuberger, M. S. a dalsi (1985),
Nature 314 268 - 270; Bruggemann, M. a dal$i (1987), J. Exp. Med.
166, 1351 - 61). Fragmenty IgE Fc byly amplifikovany pouZitim
vhodnych part primert a JW8/5/3 cDNA jako templatu. Fragment ce2-
4 koéduje aminokyseliny (aa) S225-K547. Fragment ce3-4 koduje
aminokyseliny G335-547. Fragment ce-3-4L (domény 3-4 plus
propojovaci sekvence, ktera spojuje ce2 s ce3) koduje aminokyseliny

E322-K547. Fragment ce2-3 koduje aminokyseliny $225-G436.
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Fragment ce2 koduje aminokyseliny S$225-8324. Vsechny konstrukty
obsahuji na konci COOH hexahistidinove zakonéeni pro detekci
a purifikaci. Tyto fragmenty byly klonovany do eukaryotickeho
expresniho vektoru v ramci s (vodni kédujici sekvenci odvozenou
z CD33 pro pfimou sekreci exprimovaného fragmentu. To umoznilo
expresi v savéich bunéénych liniich. Vektor byl odvozen z pcDNA3.1 +
(Invitrogen). Pro expresi klonovanych fragment byly vhodné klony
transfekovany do bunék COS-7 a ziskane kondicionované meédium

bylo sklizeno 48 az 60 hod po transfekci.

Vazba PTmAb0O005 a PTmAb0011 na exprimované domény IgE
byla sledovana testem ELISA, vazbou konstruktll na desticku ELISA
s naslednou inkubaci s monoklonalnimi protilatkami a vyvijenim anti-
my$imi protilatkami. Znamou technologii westernového pfenosu byla

také testovana vazba na denaturované konstrukty.

Vysledky pro PTmAb0O005 ukazaly silnou vazbu na Cg2-4, Ce2-3
a Ce2 v jejich nativnich formach a take vazbu na Ce2-4 a C2 po
denaturaci metodou westernového pfenosu. Pfi tomto testu nebyla

pozorovana vazba na Ce3-4 nebo Ce3-4L.

PTmAb0011 se také vaze na Ce2-4, Ce2-3 a Ce2 v jejich
nativnich formach; a vaze se také na Ce2-4 a Ce2 a Ce2 v jejich
denaturovanych formach.

Je proto jasné, Ze obé protilatky rozpoznavaly cilovy epitop

pfitomny v doméné Ce2 IgE.

73  Potvrzeni cile mistné specifickou mutagenezi

Studie mapovani domeén ukazala, e ob& mAb byly schopny
vazby na samotnou doménu Ce2. Analyza sekvenci ziskana metodou
biopanningu peptidovych knihoven zobrazenych fagem ukazala, ze
sekvence odvozené od PTmADb0005 ukazaly vyznamnou podobnost

k P1. Tato oblast vytvaii smy&ku mezi fetézci C-D § domény Ce2 ve
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struktufe modelu IgE. Mistné specifickd mutageneze byla provadéna
pro ovéfeni, Ze tato sekvence je epitopem pro PTmADbO00S a
PTmAbOO11.

Analyza fagem zpfistupnénych sekvenci a porovnani struktury
modelu IgE (Helm, a dal§i 1990, vySe) se znamou strukturou Fc
lidského 1gG1 (Deisenhoffer, J., 1981, Biochemistry, 20, 2361 - 2370)
vedla k identifikaci tii zbytk(i, které se pravdépodobné u&astnily
rozpoznavani protilatky. Teémito zbytky jsou 'glutamin (Q) 273,
methionin (M) 275 a aspartat (D) 276. Kazdy z téchto zbytkld byl
zmé&nén na alanin (A) a alespoil jeden dal$i zbytek aminokyseliny jak
je ukazano nize.

Q273: A a E (glutamat)

M275: A;  Q a K (lysin)

D276: A a N (asparagin)

Mutace alaninu zménila jak strukturu, tak i chemickou povahu
cilového zbytku, zatimco jiné mutace zachovaly strukturu (pokud
mozno co nejbliZze), ale zménily naboj, napfiklad Q273E. Glutamat mél
v tomto pfipadé v podstaté stejnou strukturu jako glutamin, ale je

negativné nabity misto neutralniho naboje.

Kazda mutace byla vytvofena nezdvisle v konstruktu Ce2-4.
Kazdy mutantni polypeptid byl exprimovan na podobnou hladinu jako
standardni typ (WT) Ce2-4 a kazdy byl schopen vazby na
rekombinantni ektodoménu FceR1a stejné G&inné jako standardni typ
produktu ce2-4, pficemZ pro stanoveni byly pouZivany testy na bazi
ELISA. Tyto Udaje tedy v souhrnu ukazaly, Ze mutace nemély zadny
vliv na produkci/sekreci polypeptidi v expresnim systému a

neovliviiovaly ve vétsi mife strukturu fragmentu ce2-4.

Vechny mutace v podstaté zrusily vazbu jak na PTmADbO0Q3,
tak i PTmADO011 kromé& D276N, ktery snizil vazbu na PTmAb0005
pouze o pfiblizné 50 % (tabulka 10). Jako kontrola k témto
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experimentim byla provedena mutace alternativniho glutaminového
zbytku uvniti Ce2, Q317. Byly vytvofeny mutanty Q317E a Q317K
abylo zjisténo, Ze vibec neovliviiuji schopnost PTmAbOOOS a
PTmAb0011 Ce2-4. Podobne

rozpoznavani FceR1a.

rozpoznavat nebylo ovlivnéno

Vazebné aktivity PTmAb0005 a PTmAb0011 jsou tedy specificky

ovliviiovany mutacemi uvniti smycky C-D domeény Ce2.

Sekvence P1 tedy obsahuje hlavni vazebnou determinantu jak
pro PTmAb0005, tak i pro PTmAbOO11.

Tabulka 10 Rozpoznavani konstruktl domény IgE protilatkami
PTmADbQ005 a PTmAb0011

Mutace _ Rozpoznavani Rozpoznavani Rozpoznavani
PTmADbOQO05 PTmAbOO11 ektodoménou
FceR1a
Wice2-4 ++++ ++++ FH+t
Q273A - - I
Q273E - - et
M275A + + FHEt
M275Q * + et
M275K + + ++++
D276A - - e+
D276N ++ - .
Q317E o+t e 4+
Q317K +4++ R et
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7.4 Zptesnéné modelovani smyéky C-D domény Ce2 IgE

Protoze dosud nebyla zjiténa pfesna struktura lidského IgE
(agkoli je dostupny model), pravdépodobné se v téeto modelové
struktufe pfi jejim podrobném zkoumani vyskytnou chyby. Autofi
pfedkladaného vynalezu proto zpfestiovali tento model v oblasti
smyéky Ce2 IgE mapovanim této smycky do ekvivalentni oblasti Cy2
lidského |gG1(Deisenhoffer, J., 1981 vyse).

Na zakladé této nové informace o omezenich tykajicich se
strukturnich vlastnosti byl navrzen cyklizovany peptid, ktery by pfi
syntéze mél pfijmout konformaci, ktera tésné napodobuje konformaci
smygky C-D domény Ce2 v kontextu s Gpinou molekulou IgE. Tento
peptid, Ac-CLEDGVQMDVDLCPREAAEGDK(Ac)-NHz, byl pojmenovan
PT1079 (SEQ ID No.14).

Afinita PT1079 k PTmAb0005 a PTmADbO0011 byla méfena
pouzitim technologie BlAcore a bylo zjisté&no, Ze jsou velmi silné
rozpoznavany obé tyto monoklonalni protilatky (rozpoznévané obema
protilatkami PTmAb0005 a PTmAb0O011 se zdanlivymi afinitami
~20nM, popfipadé ~250nM). Kontrolni derivaty peptidu PT1079, kde
bylo misto cyklizace posunuto pouze 0 jediny zbytek aminokyseliny,
&imz doslo ke snizeni délky peptidu mezi misty cyklizace o jeden
zbytek aminokyseliny (PT1078) snizily vazbu peptidu jak na
PTmAb00O5, tak na PTmAb0011. PT1078 byl modifikovan tak, Ze byl
pfidan dalsi zbytek takovym zplisobem, Ze oblast smy&ky méla stejny
podet zbytkl jako PT1079, ale tato modifikace nedokazala obnovit
vazbu na PTmAb0005 nebo PTmADb0011. To ukazuje dllezitost
spravného predkladani peptidi podle pfedkladaného vynalezu, aby
piijaly tvar, ktery blizce napodobuje pfirozeny cil v souvislosti s tplnou

molekulou IgE.
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Vy$e popsané experimenty ukazuji, Ze monoklonalni protilatky
PTmAbB0005 a PTmAbO011 specificky rozpoznavaji P1. Tyto latky byly
pouZity ve studiich zobrazeni fagem pro identifikaci mimotopQ smycky

c-d domény Ce2 IgE, které jsou rozpoznavany monoklonainimi

protilatkami s vysokou afinitou.

7.5 Funkéni charakterizace vlastnosti PTmAb0005 a PTmAbO011

[

Nasledujici experimenty popisuji funkeni vlastnosti PTmAb0GO3S
a PTmAbOO11. PouZiti cil téchto protilatek bude indukovat imunitni
odpovédi podobné PTmADOQOS a PTmADb0011. Vakcinace s pouzitim
t&chto imunogendl na bazi peptidd bude tedy mit stejné funkéni

vliastnosti.
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Prikiad 8

8.1 Materidly a metody

8 1.1 Test vazby FceR1a (destiéky s proteinem A)

V tomto testu se pouziva rekombinantni forma ektodomény alfa-
Fetézce receptoru s vysokou afinitou pro IgE (alfa-ektodoména) pro
vazbu chimérniho IgE. Karboxylovy konec alfa-ektodomény se fuzuje
k lidské sekvenci Fc 1gG1. To umozfiuje vazbu rekombinantni molekuly
na mikrotitraéni desti¢ky potaZzené proteinem A prostfednictvim oblasti
Fc. Vétdina molekul alfa-ektodomény by tedy méla byt dostupna pro
vazbu ligandu a poskytuje se tak systém pro analyzu interakci IgE-

receptor. Dale popsané experimenty maji za ukol detekovat blokujici

aktivitu protilatek anti-lgE na (vysoce afinitni) receptor.

8 1.2 Protokol ELISA pro detekci vazby IgE na ektodoménu alfa-

fetézce vysoce afinitniho receptoru

Destiéky se potahnou proteinem A a pfida se 100 pl/jamku
fazniho proteinu o-ecto-lg zfedéného na 0,25 pg/ml v blokovacim
pufru (PBS/5% BSA/0,05% Tween-20). Provede se inkubace 1 hod pfi
37 °C. Chimérni IgE se zfedi na koncentraci 0,03125 ug/ml v 10%
prasedim séru. Protilatka anti-IgE se zfedi na vhodné koncentrace
tohoto roztoku IgE pro test. Inkubuje se 1 hod pfi teploté mistnosti.
Desticky se tfikrat promyji PBS/0,05% Tween-20 s pouzitim zafizeni
na promyvani desticek. Pfida se 100 ul/jamku roztoku IgE : anti-IgE
(8tyfnasobné paraleini stanoveni kazdé koncentrace anti-IgE). Smes
se inkubuje 1 hod pfi 37 °C. Desticky se tfikrat promyji PBS/0,05%
Tween-20 s pouZitim zafizeni na promyvani desticek. Prida se
100 pl/jamku konjugované kozi protilatky proti my$imu lambda-fetézci
HRPO v fedéni 1 : 6000 v blokovacim pufru. Smés se inkubuje 1 hod
pfi 37 °C. Desticky se tfikrat promyj PBS/0,05% Tween-20 s pouZitim
zafizeni na promyvani desti¢ek. Pfida se 200 pl/jamku substratu OPD
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a inkubuje se pfi laboratorni teploté v temnu 2 az 10 min. Reakce se
ukongi pfidanim 25 pl 25% H,SO4. Zastavené reakéni smési se
michaji na ttepadce na desti¢ky pfi pomalé rychlosti. Odecitani OD se

provadi pfi 490 nm.

Je mozno vypoéist procenta inhibice vazby IgE na jeho receptor.
Maximalni hodnota vazby pro IgE se vypolte z priméru souboru
jamek, které obsahovaly IgE v samotném 10% prasedim séru (tj. bez

pfidavku anti-IgE).
Hodnota procenta inhibice se vypoclte:

(maximalni hodnota IgE - pramér paralelnich stanoveni anti-IgE) /

maximalni hodnota IgE x 100

8 1.3 Test vazby FceR1a (sestfizend ektodoména)

Tento test je v podstaté stejny jako pfedchazejici test s tim
rozdilem, Ze na konstrukt ektodoména FceR1a/lgG se plsobi
proteolytickym enzymem faktor X pro rozétépeni téchto dvou Casti.
Cast IgG Fc se odstrani pouzitim kuli¢ek s proteinem A a faktor X se
odstrani pomoci straptavidinovych kuli¢ek, takze se ziska v podstaté

gisty alfa-fetézec vyrobené ektodomény.

8 1.4 Vazebny test CD23 (FceRll, receptor s nizkou afinitou)

Tento test byl provadén jak na bufikach RPMI 8866, tak i na
primarnich lidskych B-burikach; mohou byt pouzity dva formaty, jeden
pro detekci protilatek, které se vaZou na IgE asociovany s FceRIl, a
druhy pro analyzu, zda mAb interferovaly s asociaci Igk s FcRIl. Pro
prvni test byl na bufiky nanesen chimérni IgE (1 pg/ml) na 1 hod na
ledu v PBS, 1% FBS, 0,1% NaN;. Nadbyte&ny IgE byl odstranén a byla
pfidana anti-lgE  mAb. Navazana mAb byla zviditelnéna krysi

protilatkou proti my$imu IgGs s konjugovanym FITC. Pro druhy test byl
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chimérni IgE (1 ug/ml) pfedinkubovan s IgE mAb 1 hod pfi teploté
mistnosti za mirného michani, pfed pfidanim k butkam. Tato smés
byla inkubovéna s bufikami 1 hod na ledu a potom promyta pro
odstranéni nenavazaného IgE. Navézany IgE byl detekovan
konjugatem FITC - kozi antimys$i IgE nebo navdazana mAb byla
detekovana konjugatem krysi protilatky proti my$imu  1gG;4
konjugované s FITC. KdyZ byly studie provadény na buiikach PBMC,
B-bufiky byly identifikovany protilatkou proti CD19 konjugovanou s PE.
Vzorky byly identifikovany pratokovou cytometrii.

8.2 Vysledky

Vysledky pro PTrhAbOOOS a PTmADb0011 jsou ukézany v obr. 16
as 21. Obr. 16 ukazuje koncentraéné zavislou vazbu monoklonalni
protilatky na IgE navazany na destigky. Obr. 17 ukazuje koncentracné
zavislou inhibici vazby IgE na konstrukt FceR1a/lgG protilatkami
PTmAbOOO5 a PTmAb0011. Obr. 18 ukazuje inhibici vazby IgE na
sestfizenou ektodoménu FceR1a navazanou pfimo na plastické
desti¢ky protilatkami PTmAbOOOS a PTmADbOO11. Obr. 19 ukazuje
nepfitomnost inhibice vazby IgE na FceRIl (CD23) protilatkou
PTmAbO005 (klon GE-1) a PTmAb0011. Obr. 20 a 21 ukazuji
koncentrainé zavislé blokovani uvolfiovani histaminu z krevnich
basofilt alergického &lovéka protilatkami PTmADb0005 a PTmAbOO11.

PTmADbO011 je mysi monoklonalni protilatka se specificitou pro
lidsky IgE, ktera nevykazuje Zadnou zkiizenou reaktivitu s jinymi
isotypy lidského IgE nebo krysiho/mysiho IgE. PTmAbO011 se vaze jak
k nativnimu, tak i teplem zpracovanému IgE, jestlize se vaze na
desti¢kach ELISA v nahodné orientaci, coz ukazuje, Ze jeji
rozpoznavaci misto na IgE neni tepeln& labilni. PTmAb0011 take
rozpoznava IgE, jestlize je navazany pies antigen na desti¢ku ELISA.
Je dulezité, e tato mAb mizZe Upiné blokovat interakci mezi lidskym

IgE a alfa-fetézcem vazebneé slozky vysoce afinitniho receptoru IgE
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(FceRl). Tato mAb vsak stale rozpoznava IgE, jestlize byla pfedem
navazana na FceRl, coz ukazuje, Ze vazebné misto pro mAb se po

navazani receptoru neztraci.

Piiklad 9

91 Analyza vazebnych vlastosti IgE pro protilatku PTmAb0011

normalni ELISA a ELISA s orientovanym antigenem

Jak je popsano v pfikladu 1, byla provadéna metoda ELISA
s normalni vazbou IgE potaZenim desti¢ek lidskym chimérnim IgE,
myelomovym IgE, isotypy lidskych Ig nebo IgE hiodavcl (1 pg/ml
v karbonatovém/bikarbonatovém potahovacim pufru pH 9,6). Pro
ELISA s orientovanym antigenem bylo pfed pfidanim chimérniho IgE
(1 ug/ml) pouZito potaZeni NP-BSA v saturadni koncentraci.
Alternativné bylo provedeno potaZeni rozpustnym lidskym alfa-
fetézcem FceRI (0,25 ug/ml) s naslednym potazenim chimérnim IgE.
Metoda ELISA byla dale provadéna jak bylo popsano v experimentu 1
(protokol ELISA pro detekci my$ich protilatek proti lidskému IgE).

9.2 Vysledky

Obr. 22 ukazuje, 2¢ PTmAb0011 se vaZe jak na lidsky/mysi
chimérni IgE, tak i na lidsky myelomovy IgE, jestlize jsou navazany na
destitku ELISA v nahodné orientaci. Podobné vazba na IgE s
orientovanym antigenem (tj. IgE navazany na destiCku s navazanym
NP-BSA) je zavisla na davce. PTmAb0011 byla také analyzovana na
schopnost rozpoznavat chimérni IgE po tepelném plsobeni pfi 56 °C
v riznych &asovych obdobich. Obr. 22 také ukazuje, Ze vazebna

schopnost PTmAb0011 pro IgE neni ovlivnéna plisobenim tepla.

Charakterizace mAb byla dale rozifena pro zji$téni, zda byla
PTmAb0011 schopna inhibovat interakci IgE se sloZkou alfa-fetétzce

receptoru IgE s vysokou afinitou (obr. 23). Piedinkubace IgE
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s PTmAb0011 pifed pfidavkem k alfa-fetézci FceRl navazanému na
desti¢ky vedla k inhibici interakce IgE s alfa-fetézcem FceRI zavislé na
davce. PTmADbOO11 také rozpoznava (obr. 24) IgE asociovany s alfa-

fetézcem FceRI v zavislosti na davce.

Piiklad 10

10.1 Analyza sekrece IgE z primarnich lidskych B-bunék

Bufiky PBMC byly vysety v koncentraci 2 x 10® bunék/jamku
v 96-jamkovych destickach s jamkami ve tvaru U, v mediu doplnéném
jak IL-4, tak anti-CD40. Byly pfidany PTmAb0O11 nebo isotypové
shodna kontrolni mAb a bufky byly inkubovany 14 dnti pred sklizenim
supernatantll pro analyzu IgE. Celkové hladiny IgE byly méfeny
potazenim destiCek ELISA kraligi protilatkou proti lidskému IgE
(10 yg/ml) v 0,5M karbonatovém/bikarbonatovém pufru (pH 9,6).
Promyté desticky byly blokovany PBS, 0,05% Tween 20,5% BSA.
Bun&&né supernatanty i standardy IgE byly inkubovany se saturacnimi
mnoZstvimi PTmAb0011 (10 ug/ml) 1 hod pri laboratorni teploté pied
pfidanim na desticky ELISA, kde se mohou vytvofit komplexy IgE/anti-
IgE. Po inkubaci a promyvacich krocich byl navazany IgE detekovan
HRP - ové&i protilatka proti lidskému IgE a potom substratem OPD.
Hladiny IgE v buné&cnych supernatantech potom byly odhadnuty na

zakladé standardni kfivky.

10.2 Vysledky

IgE byl pfedinkubovan s PTmADb0011 v rozmezi davek od
10 ug/mi do 0,5 pg/ml a vy$etfovan na vliv na naslednou vazbu IgE na
FceRIl na linii lidskych B-bunék RPMI8866. Obr. 25 ilustruje, Ze
pfedinkubace IgE s PTmADO011 zvySuje vazbu IgE na FceRII.
Monoklonalni protilatka, ktera neni specificka pro P1 (PTmAb0017)
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vazbu IgE na receptor FceRIl nezvySovala. PTmADbO011 také zvySuje

vazbu IgE na FceRIl na primarnich B-burikach (obr. 26).

10.3 Uginky PTmAb0011 na sekreci IgE z primarnich lidskych B-

bunék

Mononuklearni  bufiky  periferni  krve  byly kultivovany
s PTmAb0011 v pfitomnosti daliho IL-4 a protilatky anti-CD40, aby se
podpofilo pfepnuti isotypu B-buné&k na sekreci IgE. Byl vyvinut test
ELISA, ktery umoznil méfeni celkovych hladin IgE, tj. volného IgE
a komplexu PTmAb0011 a IgE. Pro zjisténi tohoto mnoZstvi byl

sekrenovany IgE pfedinkubovan se saturaénimi hladinami PTmAb0011

- pro umoznéni pfevedeni veskerého IgE do komplexu. Celkovy IgE

v supernatantu tkanové kultury byl kvantifikovan na zékladé standardni
kiivky pro IgE, ktery byl rovnéz v komplexu se satura¢nimi hladinami
PTmADbO011. Obr. 27 ilustruje, Ze u tfi riznych darcl vedla inkubace
primarnich B-bunék s PTmADbB0011 (1 pg/ml) k podstatnému snizeni
celkovych hladin sekrenovaného IgE. Zadna takovéa inhibice nebyla

pozorovana s isotypové shodnou kontrolini protilatkou.

10.4 Stanoveni uvolfiovani histaminu z lidskych basofilll

Byly pouzity dva formaty testu. PBMC od nealergickych darch
byly paéivné senzitizovany 1 pg/ml chimérniho IgE 30 min pfi 37 °C,
promyty a smichany s monoklonalnimi protilatkami na 30 min pfi
37 °C. alternativné bylo na PBMC od darcl citlivych na LolP1 pfimo
smichano s monoklonalnimi protilatkami na 30 min pfi 37 °C. Reakce
byly zakon&eny centrifugaci. Uvolfiovani histaminu v bunécnych
supernatantech bylo zjistovano specifickym imunologickym testem
(Immunotech 2562). Celkovy obsah bunééného histaminu byl stanoven

v bufikach lysovanych 0,5% detergentem lgepal.
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10.5 Test blokovani basofill

Schopnost protilatek anti-IgE blokovat vazbu chimérniho IgE na
FceRl na lidskych basofilech byla zjistovana inkubaci PBMC od
nealergickych darct s chimérnim IgE v pfitomnosti monoklonalnich
protilatek a IL-3 po dobu 30 min pfi 37 °C. Buiiky byly promyty
a uvolfiovani histaminu bylo spusténo NP-BSA na dalsich 30 min pfi
37 °C. Reakce byly zakon&eny centrifugaci a uvolfiovani histaminu

bylo mé&feno vy$e popsanym zpusobem.

10.6 Test inhibice alergickych basofild

Schopnost protilatek anti-IgE inhibovat degranulaci spousténou
alergenem byla zji§tovana pfedinkubaci PBMC od darcl citlivych na
LolP1 s monoklonalnimi protilatkami po dobu 30 min pfi 37 °C pfed

spuséténim pomoci LolP1.

10.7 Zjistovani uvoliiovani tryptazy z lidskych plicnich Zirnych bunek

Surové suspenze Zirnych bunék byly pfipraveny z lidské plicni
tkané enzymatickym travenim smési obsahujici hyaluronidazu,
pronazu a DNA&zu. Buriky byly bud pouzity pfimo nebo byly pfedem
aktivovany chimérnim IgE pfed smichanim s protilatkami anti-IgE.
Degranulace zirnych bunek byla zjistovana kolorimetrickym testem

granula&niho enzymu tryptazy.

10.8 Stanoveni uvoliiovani B-hexosaminidazy z bunék RBL

transfekovanych lidskym FceR1a

Transfekovana bun&éna linie RBL J41 byla ziskana od Dr B.
Helma, University of Sheffield. Bunky byly pasivné senzitizovany bud

my$im monoklonainim IgE anti-DNP nebo lidskym chimérnim IgE anti-
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NP a spudtény protilatkami proti lidskému IgE. Degranulace byla

méfena kolorimetrickym testem uvolfiovani p-hexosaminidazy.

10.9 Vysledky

10.9.1 Anafylaktogenicita monoklonélnich protilatek anti-IgE v lidskych

basofilech

Rada rtiznych monoklonalnich protilatek proti IgE byla testovana
na svou schopnost spoust&n uvolfiovani histaminu jak z alergickych,
tak i nealergickych basofill (obr. 28). Na rozdil od ostatnich protilatek
nebyla PTmAb0011 opakované schopna vyvolat vyznamné uvolfiovani

histaminu.

10.9.2 Anafylaktogenicita monoklonéinich protilatek proti IgE

v lidskych plicnich Zirnych bufikach

Protilatka PTmADb0011 nebyla rovnéZz schopna uvoliovat
vyznamna mnoZzstvi tryptazy jak v senzitizovanych, tak i
nesenzitizovanych lidskych plicnich 2irhych bufikdch (obr. 29).
Polyklonalni protilatka proti lidskemu IgE poskytla v téchto buikach

uvolfiovani 60 az 70 %.

10.9.3 Anafylaktogenicita monokionalnich protilatek proti IgE

v buiikach RBL transfekovan\’/éh lidskym FceR1a

Buiky RBL J41, pasivné senzitizované chimérnim lidskym IgE
anti-NP, by mohly byt spoustény antigenem NP-BSA a polyklonalni
protilatkou proti lidskému IgE, ale nikoli PTmAb0011 (obr. 30).
Naopak, jestlize jsou burfiky senzitizovany my$im IgE anti-DNP, byly
bez Gdinku obé& protilatky proti lidskému IgE. Tyto bufiky mohly byt
stale spoustény antigenem DNP-BSA.
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10.9.4 Test blokovani basofill

Protilatka PTmADb0011 byla schopna blokovat vazbu IgE na
FceR| v nealergickych basofilech a tak inhibovat nasledné spousténi
antigenem NP-BSA. Hodnota ICsg této aktivity byla pfiblizné 60 ng/ml
(obr. 31). PTmAb0011 byla takeé schopna adinné inhibovat uvolfovani
histaminu spousténé LolP1 z alergickych basofilll s hodnotou |Cso
40 ng/ml (obr. 31).

Piiklad 11

Studie pasivni koZni anafylaxe u opice

Protilatky PTmAb0005 a PTmAb0011 byly také testovany na
aktivitu in vivo. Stru¢né fedeno, mistni kozZni Zzirné bunky opice
kotkodana bélozeleného (Cercopithecus aethiops) byly oholeny a
senzitizovany intradermalnim podanim 100 ng IgE proti haptenu NP
(lidsky IgE anti-nitrofenylacetyl(NP) firmy Serotech) do obou paZi. Po
24 hod bylo do stejného mista na jedné paZi vstiiknuto rozmezi
mnozstvi monokionalnich protilatek, které byly testovany. Do
kontrolnich mist na druhé paZzi stejnych vzifat byl vstfiknut bud
fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (PBS) nebo nespecificky lidsky
IgE (specificky pro lidsky cytomegalovirus ((CMV) nebo virus lidského
imunodeficitu (HIV)). Po 5 hod bylo intravendzni injekci podano 10 mg
konjugatu BSA-NP (firmy Biosearch Laboratories). Po 15 az 30 min se
u kontrolnich zvifat vyvinul snadno pozorovatelny pfiblizné kruhovy
otok z anafylaxe, ktery je mozno méfit v milimetrech. Vysledky jsou
vyjadfeny bud jako stfedni prumeér otoku skupin tfi opic nebo jako
procento inhibice ve srovnani s kontrolami PBS. Dec7B byla pouZita
jako pozitivni kontrola a je popsana v EP 0477 231B a rozpoznava

peptid 496-506 v doméné Ce4 lidského IgE.



Stfedni pramér otoku (mm)

Mnozstvi
testovaného

vzorku

(MG) mAb0005 mAbO0011 Dec7B IgEa-CMV IgEa-HIV
kontrola kontrola
20 0 0 0 19,5 21
10 0 0 20 20,7 22
1 4 45 25 22,7 23

0,1 14,8 15,7 20 21,8 22,5
0,05 17,8 18,7 22,5 21,5 22,8
PBS 23,2 28,2 26 24,5 22,5

Procenta inhibice anafylaxe jsou ukdzéana na obr 32.
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Tabulka 9 - pokracovani

Kion Hodnoceni A Hodnoceni B | SEQ ID NO.
igeC67-8 GCFINKQMADLELCPRE 1,00 1,00 12
1-9, 2-5 ADGAGCFINDKQMADLELCPRAAAEA 1,21 1,41 172
2-9, 2-6 ADGAGCFINKQMADLELCRREAGEA 1,19 1,54 173
1-16 ADGAGCFKNKQMVDSELCARQAAEA 1,14 1,17 174
1-5 ADGAGCFQNKQMADLELCPREAAEA 1,13 1,73 175
4-2, 4-3 ADGAECFINKQRADLELCPGEAAEA 1,11 1,60 176
1-10 ADGAGCFINKQMADSELCPAAAAEA 1,10 1,08 177
Mutanty s podobnou afinitou pro PTmAb0005

5-11 ADGAGCFINRQMADPELCPREAAEA 1,09 1,97 178
1-8 ADGAGCFIEKQMADMELCQARAAEA 1,08 1,32 179
5-10 ADGAGCFINKQMADWELCPREAAEA 1,05 1,83 180
5-2 ADGAGCFINNQMADLELCPREAAEA 1,04 1,24 181
1-1 ADGAGCFIEKQMADMELCQRETAEA 1,04 1,29 182
2-3 ADGAGCFINKQMADMELCPREAAEA 1,03 1,31 183
2-8,1-13,4-11, 1-14 ADGAGCFINKQMADLELCPREAAEA 1,00 1,00 184
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Tabulka 9 - pokradovani

Klon Hodnoceni A Hodnoceni B | SEQ ID NO.

{gEC67-8 GCFINKQMADLELCPRE 1,00 1,00 12

1-6 ADGAGCFRNKQMADLELCPREAAEA 0,95 1,16 185

1-7 >DO>®Om:4XD§>Drerﬂ>m>>m> 0,91 1,25 186

2-11,2-4,2-10,2-7 ADGAGCFINRQLADMELCSRGAAEA 0,79 1,39 187

4-4 ADGAECFINRQMADLELCGREAAEA 0,69 1,03 188

Mutanty s afinitou pro streptavidin

6-9,5-1,6-2,6-8, 6-4 ADGAGCFISPQLADWKRCMREAAEA 1,63 1,19 189

6-12, 5-8 ADGAGCSIHTQMADWERCLREGAEA 0,93 0,67 190
ADGAGCSIHRQMADWERCLREGAEA 0,91 0,69 191

6-10
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Udaje o uloZeném mikroorganismu nebo jiném biologickém materialu

A The indicauons mage below relats to Mz geposited MISTOCIZERISM OF OtRsT btotogical matenat rederred 0 ia the assepion
on pags 11 Jline . 12-17
8. [DENTIFICATION OF DEPQSIT Further d=sosics Irs idzatified on an 2dditional shee 1
Name af @zpostary tnsutunon
European Collection of Cell Culcures
Adersss of dzposiary instieution (inciuding postai code and cazrury)
Vaccine Research and Produczion Laberatory
Public Health Laboratory Service
Centre For Applied Microbiology Researbh
Porton Down, Salisbury
Wiltshire SP4 QJG, GB
Date of dzzostt Acczssion Number
08 March 1999
(08/03/99) 99030803
C. ADDITIONAL INDICATIONS (leave biank if not cogiicztie) This informztion is condiaued on an addidonat shezt ||

Ia respect of those designacions where a European Patent is sought, a sample
the descsiced microorgznism will be made available until the publicacion
the mencion of the granc of che Euzopean Patent or uatil che dace on waich
e application has been refused cr withdrawn, only by issue of such a sample
o an expert nominated by the persca requesting the sample.

¥

oo 00

0. DESIGNATED STATES FOR WHICH INDICATIONS ARE MADE (if the indications cre not for ail designated Stees)

SEPARATE FURNISHING OF INDICATIONS (lecve diank if not agpiiczote)

TThe maicuons lists2 beiow will be susmittza to e laternacionai Burean laer (spesy tne Jenerc: ranure of the ndicaions £.2., “Acezzzion

Numeer of Degasit”)

sl

For rzesiving Officz use aaly Far intemanional Burmn use only =" |
{ This shesr was ressived with (e meemnational appiicstisa | [ This she=z was mesived by the intermacional Burszy 08¢
po —
Autnarizad ofliesr Autnanzegd officsr
_

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Peptid obsahujici izolovany povrchové exponovany epitop

domény Ce2 IgE, nebo jeho mimotop.

2. Peptid podle naroku 1, kde povrchoveé exponovanym epitopem

Ce2 je P1 (SEQ ID No. 1) nebo jeho mimotop.

10 3. Peptid podle naroku 1, kde povrchoveé exponovanym epitopem

Ce2 je P2 (SEQ ID No. 2) nebo jeho mimotop.

4. Peptid podle naroku 1, kde povrchové exponovanym epitopem

Ce2 je P3 (SEQ ID No. 3) nebo jeho mimotop.

15

5. Peptid podle naroku 1, kde povrchové exponovanym epitopem

Ce2 je P4 (SEQ ID No. 4) nebo jeho mimotop.

6. Peptid podle naroku 1, kde povrchove exponovanym epitopem

20 Ce2 je P5 (SEQ ID No. 5) nebo jeho mimotop.

7. Peptid podle naroku 1, kde povrchove exponovanym epitopem

Ce2 je P6 (SEQ ID No. 6) nebo jeho mimotop.

25 8. Peptid podle naroku 1, kde povrchove exponovanym epitopem

Ce2 je P7 (SEQ ID No. 7) nebo jeho mimotop.
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Mimotop podle né&kterého z narokd 1 az 8, kde timto

mimotopem je peptid.

Peptid podle naroku 1, kde izolovany epitop je odvozeny' ze

struktury smycky domény Ce2 IgE.

Peptid podle naroku 10, kde struktura smycky domény Ce2 IgE
je smy¢ka A-B nebo smycka C-D.

Peptid podle naroku 2, kde mimotopem P1 je peptid obecného
vzorce:hxdhhananxy;

kde h je zbytek hydrofobni amindkyseliny; d je zbytek
aminokyseliny schopné poskytnout iontovou vazbu; a je zbytek
kyselé aminokyseliny; n je zbytek iontové neutralni/nepolarni

aminokyseliny; a x je néjaka aminokyselina.

Peptid podle naroku 2, kde mimotopem P1 je peptid obecného

vzorce.
Q, X1, M, D, X4, Xz, X3

kde X4 je zvoleno z V, |, L, M, F nebo A; Xz je zvoleno z D nebo

E:a Xsje zvolenoz L, I, V, M, A nebo F.

Peptid podle naroku 2, kde mimotop P1 je zvolen ze skupiny
P15q (SEQ ID No. 11), PT1079 (SEQ ID No. 13), PT1079GS
(SEQ ID No. 15), PT1078 (SEQ ID No. 16), PT15 (SEQ ID No.

8).
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

2688

Peptid podle naroku 3, kde mimotopem P2 je P16 (SEQ ID No.
24).

Peptid podle naroku 4, kde mimotopem P3 je P17 (SEQ ID No.
26).

Imunogen pro Iéeni alergie, ktery obsahuje peptid nebo
mimotop podle nékterého z naroki 1 az 16 a navic obsahuje

nosnou molekulu.

Imunogen podie naroku 17, kde nosna molekula je zvolena

z proteinu D nebo jaderného antigenu hepatitidy B.

Imunogen podle naroku 17 nebo 18, kde imunogen je chemicky
konjugat peptidu nebo mimotopu podle n&kterého z narokd 1

aZz 16, nebo kde iymunogen je exprimovan jako flzni protein.

Imunogen podle nékterého z narokl 17 az 19, kde peptid nebo

mimotop peptidu je pFitomen uvnitf primarni sekvence nosice.

Vakcina pro légeni alergie, vyznacujici se tim,
> e obsahuje imunogen podle nékterého z naroki 17 az 20

a dale obsahuje adjuvans.

Ligand schopny rozpoznéavat povrchoveé exponovany epitop
domény Ce2 IgE, vyznadlujici se tim, Ze

timto ligandem neni PTmAb0OQOQS.
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Ligand podle naroku 22, kterym je ligand PTmADb0011 uloZeny
podle Budape$tské Umiuvy u ECACC 8. bfezna 1999 pod
depozitnim &islem No. 99030803.

Farmaceuticky prosttedek, vyznadujici se im,

zZe obsahuje ligand schopny rozpoznavat povrchové

exponovany epitop domény Ce2 IgE.

Farmaceuticky prostifedek podle naroku 24,
vyznacujici se tim, 7 e ligand je schopny

rozpoznavat smycku C-D domény Ce2 IgE.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 25,
vyznacujici se tim, Ze ligand je monoklonalni
protilatka zvolena z PTmAb0005 nebo PTmAbO0011.

Peptid podle néktereho z narokll 1 az 16 pro pouziti v |ékafstvi.

Vakcina podle naroku 21 pro pouZiti v lékafstvi.

Imunogen podle nékterého z narokd 17 az 20 pro pouziti
v |ékafstvi.
Pouziti peptidu podle nékterého z narokl 1 az 16 pfi vyrobé

farmaceutického prostfedku pro lé¢eni nebo prevenci alergie.
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

*ea

Ligand schopny rozpoznéavat povrchové exponovany epitop

domény Ce2 IgE pro pouziti v lekafstvi.

Pouziti ligandu schopného rozpoznavat povrchové exponovany
epitop domény Ce2 IgE pfi vyrobé farmaceutického prostiedku

pro lé€eni alergie.

Pouziti ligandu podle nékterého z narokd 31 nebo 32, kde
ligandem je PTmAbO0O5 nebo PTmAbOO11.

Pouziti PTmAb0005 nebo PTmADb0011 pii identifikaci

mimotopl P1.
Peptid rozp_oznatelny PTmAb0005 nebo PTmAbOO11.
Imunogen obsahujici peptid podle naroku 35.

Pouziti peptidu podle nékterého z narok( 1 aZ 16 pfi diagndze

nebo pfi afinitni purifikaci cirkulujicich protilatek anti-IgE z krve.

ZpUsob vyroby vakciny, vyznadujici se tim,
3 e zahrnuje vyrobu imunogenu podle nékterého z narokd 17

a? 20 a formulaci imunogenu s adjuvans.

ZpUsob lé&eni pacienta trpiciho nebo vhimaveého k alergii, ktery
zahrnuje podavani peptidu podle nékterého z narokll 1 az 16

pacientovi.



40.
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- 79 -

ZpUsob légeni pacienta trpiciho nebo vnimavého k alergii, ktery

zahrnuje podavani vakciny podle néroku 21 pacientovi.

Zplsob légeni pacienta trpiciho nebo vhimavého k alergii, ktery

zahrnuje podavani farmaceutickeho prostfedku  podle

n&kterého z narokl 24 az 26 pacientovi.

Zastupuje:
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Glu

wn
[0}
H

Ser

Gly

<110>

<120>

<130>
<160>

<170>

©<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Gly

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

<400>

Thr Thr

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

<4Q00>

Gln Lys

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

<400>

His Thr

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

<400>

Gly Gly Gly
1

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

(Vaccine = vakcina, PRT = protein, Human a
lidské a umélé sekvence)

SmithKline Beecham Biologicals s.a.

Peptide Therapeutics

Vaccine

B45172
183

FastSEQ for Windcws Version 3.0

1

9

PRT .

Human and artificial seguences

1
Gln Val Met Asp Val Asp
5 =

2

8

PRT

Human and artificial sequences

2
Gln Glu Gly Glu Leu
5

3

10

PRT

Human and artificial sequences

3
His Trp Leu Ser Asp Arg Thr
S 10

4

10

PRT

Human and artificial sequences

4
Phe Glu Asp Ser Thr Lys Lys
5 ' 10

5

8

PRT

Human and artificial sequences

5
His Phe Pro Pro Thr
5

6

6

PRT

Human and artificial sequences

<400> 6
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Pro

Phe

Cys

Leu

-

13

-
U

Cys

Gly Thr

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

<400>
Thr Pro

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

<400>
Leu Glu

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

<400>
Leu Asp

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

<400>
Leu Glu

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

<400>
Leu Glu

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

<400>
Phe Ile

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

<400>
Phe Met

Ile Asn Ile
S

4
5

PRT

Human and artificial sequences

5
Pro Thr
5

8

13

PRT

Human and artificial segquences

8
Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp
5 10

9

13

PRT

Human and artificial sequences

S
Val Asp Met Val Gln Gly Asp Glu
5 10

10
13
PRT
Human and artificial sequences

10 .
Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp
3 10

11
13
PRT
Human and artificial sequences

11
Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp
5 10

12
16
PRT
Human and artificial segquences

12
Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 10

13
16
PRT
Human and artificial sequences

13
Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu
5 10

)

Leu Leu

Leu Cys

Leu Cys

Leu Cvs

Leu Cys Pro Arg Glu

15

Leu Cys Pro Arg Glu
15
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Cys

Ala

Cys

Ser

Cys

Ala

Gln

Lys

Glu

<210>
<211>
<21l2>
<213>

<400>
Leu Glu

Ala Glu

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<400>
Leu Glu

Gly Gly

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

<400>
Leu Glu

Glu Gly

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

<400>
Val Met

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

<400>
Cys Arg

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

<400>
Cys Arg

<210>
<211>

14
22
PRT
Human and artificial sequences

14

Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp Leu Cys Pro Arg Glu
5 10 15

Gly Asp Lys

20

15
20
PRT
Human and artificial sequences

15 -

Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp Leu Cys Gly Gly Ser
S 10 15

Pro

20

16
21
PRT
Human and artificial sequences

16

Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp Cys Pro Arg Glu Ala
) 10 15

Asp Lys

20

17

5

PRT

Human and artificial sequences

17
Asp Val Asp Leu
5

18
17
PRT
Human and artificial sequences

18
Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Ile Met Asp Cys
S 10 15

19
17
PRT
Human and artificial seguences

19
Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Ile Met Asp Cys
5 10 15

20
17

W
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Ser

<212>
<213>

<400>
Cys Arg

Gly

Asn

Met

Leu

[

Cys

Thr

Cys
1

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
Cys Glu

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

<400>
Glu Asp

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

<400>
Ser Thr

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

<400>
Thr Gln

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

<400>
Ser Gln

PRT
Human and artificial seguences

20
Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Val Met Asp Cys
5 10 ‘ 15

21

17

BRT

Human and artificial sequences

21 .
Asp Leu Met Leu Arg Glu Asp Ala Gly Cys Trp Ser Lys
5 10 15

22
17
PRT
Human and artificial seguences

22
Glu Pro Met Cys Ser Pro Val Leu Leu Gln Gln Leu Lys
5 10 15

23
10
PRT
Human and artificial sequences

23 :
ly Gln Val Met Asp Val Asp
3 10

24

10

PRT

Human and artificial sequences

24
Thr Gln Glu Gly Glu Leu Ale
5 10

25

6

PRT

Human and artificial seguences

25
Glu Gly Glu
5

26

11

ERT

Human and artificial sequences

26

Lys His Trp Leu Ser Asp Arg Thr
5 10
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Thr

Ser

Gly

Cys

Cys

f—

Lys

His

Gly

Ser

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

<400>
Tyr Gln

Asn Pro

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

<400>
Gly His

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

<400>
Phe Ile

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

<400>
Phe Met

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>
Cys Arg

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
- Cys Arg

27

22

PRT

Human and artificial sequences

27

Gly His Thr Phe Glu Asp Ser Thr Lys Lys Cys

5 10
Arg Gly Val
20

28

6

PRT

Human and artificial sequences

28
Phe Pro Pro
5

29
13
PRT
Human and artificial sequences

29
Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu Leu Cys
5 10

30
13
PRT
Human and artificial sequences

30
sn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu Leu Cys
5

10

31
16
PRT
Human and artificial sequences

31
Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Ile
5 10

32
17
PRT
Human and artificial sequences

32
Gln Val Phe Phe Pro Gla Asp Tyr Leu Trp
5 10

33

17

PRT

Human and artificial sequences

33

Glu Val Trp Leu Gly Gly Ser Glu Met Ile Met Asp Cys

5

Met Asp Cys
15

Cys Gln Arg
15

Ala Asp -
15
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Glu

Glu

Cys

Ser

Glu

Arg

Ser

Val

Phe

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

<400>
Cys Asn

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

<400>
Cys Glu

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

<400>
Cys Arg

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

<400>
Cys Asp

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

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Pro

': ... Q: 0: .... .:
: e o : : o: : :
o:o 0:00 o:o o:. .... .:
5 10 15 *
34
17
PRT
Human and artificial sequences
34
Gln Asn Leu Ser Gly Ser Leu Arg His Val Asp Leu Asn
5 10 15
35
17
PRT
Human and artificial sequences
35
Glu Pro Met Cys Ser Pro Val Leu Leu Gln Lys Leu Lys
5 10 15
36
17
PRT .

Human and artificial sequences

36
Glu Val Trp Leu Gly Gly Ser Glu Met Ile Met Asp Cys
5 : i 10 15

37

17

PRT

Human and artificial sequences

37
Gln Gln Leu Pro Arg Asp Tyr Thr Phe Cys Met Met
S 10 15

Ser

& -

38
17
ERT
Human and artificial seguences

38 -
Ala Phe Pro Arg Glu Gly Asp Leu Cys Ala Pro Pro Thr
S 10 15

39
17
PRT
Human and artificial seguences

39
Glu Pro Ile Cys Ser Pro Pro Leu Ser Arg Met Thr Leu
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Ser

Val

-

[andl 1)

+3
o=y

(9]
[

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

<400>
Cys Asp

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

<400>
Cys Leu

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

<400>
Cys Asp

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

<400>
Cys Leu

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
Cys Arg

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

<400>

40
12
PRT
Human and artificial sequences

40
Glu Cys Val Ser Arg Glu Leu Ala Leu
. 5 10

41
12
PRT
Human and artificial sequences

41

Glu Pro Glu Cys Ala Pro Gly Leu Leu
5 10

42

12

PRT

Human and artificial seguences

42

Glu Cys Val Ser Arg Glu Leu Ala Leu
5 10

43

12

PRT

Buman and artificial seguences

43

Ser Lys Gly Gln Met Ala Asp Leu Cys
S 10

44

12

PRT

Human and artificial sequences

44

Gly Arg Glu Val Arg Arg Glu Cys Trp
5 10

45

17

PRT

Human and artificial sequences

45

(XXX R Y]

H
e

Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Ile Met Asp Cys

5 10

46

17

PRT

Human and artificial sequences

46

15
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Gly

Pro

Glu

Asp

Gln

Asn

Cys
1
Phe

His

Asp

<210>
<211>
212>
<213>

<400>
Cys Ala

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

<400>
Cys Arg

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

<400>
Cys Asn

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

<400>
Cys Val

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

<400>
Cys Lys

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

<400>

!:o 0:00 o:o XX .‘.

Glu Val Trp Leu Gly Glu Ser Glu Thr Ile Met Asp Cys
g 10 13

47

17

PRT

Human and artificial sequences

47

Glu Pro Lys Cys Trp Gln Ala Leu His Gln Lys Leu Lys
5 10 15

48

17

PRT

Human and artificial sequences

48

Gly Pro Asn Met Gln Met Gln Asp His Cys Pro Thr Thr
5 10 15

49

17

PRT

Human and artificial sequences

45

Ala Val Leu Glu Gly Leu Gln Met Val Asp His Cys Trp
5 10 15

50

17

PRT

Human and artificial sequences

50

Ala Asp Pro Glu Thr Gln Met Thr Pro Ser Ser Glu Met
5 10 15

51

17

PRT

Human and artificial seguences

51

Asn Glu Phe Lys Lys Gly Gln Trp Thr Tyr Ser Cys Ser
5 10 15

52

17

PRT

Human and artificial sequences

52
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Gln

Cys

Asn

Glu

Ser

Gly

Gly

Thr

Ala

" Val

Gly

Val

e

Cys Arg Gln Phe Val Met Asn Gln Ser Glu Lys Glu Phe GiLy Gin
5

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

<400>
Cys Phe

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

<400>

Cys Ala

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

<400>
Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

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

<400>

10

53
17
PRT

Human and artificial sequences

53

15

Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg

S 10

54
17
PRT
Buman and artificial sequences

54

15

Tyr Thr Ala Gln Arg Gln Cys Ser Asp Val Pro Asn Pro

S 10

55
19
PRT
Human and artificial sequences

85

15

Met Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg

5 10

56
19
PRT
Human and artificial sequences

56

135

Met Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg

5 10

57
19
PRT
Human and artificial sequences

57

15

Ile Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg

5 10

S8
19
PRT
Human and artificial sequences

58

15
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Gly
1

Ala

Glu

Val

Gly

Glu

Gly

Gly

Gly
»

Glu

Gly

Gly

Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

Ala Gluv

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

<400>
Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Cys Phe

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

<4Q00>

(X

e % . (X3

L

seod 00
onoe

s000e

(A XN J

[ XXX ]

e o:oo o:o 'YY} »e

Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Trp Glu Leu Cys Pro Arg
S 10 15

59

138

PRT

Human and artificial segquences

59

Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Ser Glu Leu Cys Pro Arg
5 10 15

60

19

PRT

Human and artificial sequences

60 .

Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Pro Glu Leu Cys Pro Arg
5 10 15

61

19

PRT

Human and artificial seguences

61

Met Asn Lys Gln Leu Val Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg
5 10 15

62

19

PRT

Human and artificial sequences

62

Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg
5 10 15

63

19

PRT

Human and artificial sequences

63

Met Asn Lys Gln Gln Ala Asp Leu Glu Leu Cys Pro Arg
5 10 15

64

19

PRT

Human and artificial seguences

64

10

A X XYY X
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Gly

Glu

Cys

Ala

Cys

Ala

Gln

Asn

Cys

Phe

Glu

Arg

Cys Phe

Ala Ala

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

<400>
Leu Glu

Glu Gly

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

<400>
Leu Glu

Ala Glu

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

<400>
Cys Asn

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

<400>
Cys Val

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

<400>
Cys Leu

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

<400>

* .
o® o Y e .o .
. o’ . . e
. L bl
Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Led'&I%’Leu ‘éys Pro Ay
5 10 15
65
20
PRT '
Human and artificial segquences
65
Asp Gly Gln Val Met Asp val Asp Cys Pro Arg Glu RAla
5 10 15
Asp
20
66
21
ERT
Human and artificial sequences
66
Asp Gly Gln Val Met Asp Val Asp Leu Cys Pro Arg Glu
5 10 15
Gly Asp
20
67
17
PRT
Human and artificial seguences
67
Ala Val Leu Glu Gly Leu Gln Met Val Asp His Cys Trp
5 10 15
68
17
PRT
Human and artificial sequences
68
Ala Asp Pro Glu Thr Gln Met Thr Pro Ser Ser Glu Met
S 10 15
69
17
PRT
Human and artificial seguences
69 )
Lys Ile Glu Gln Gln Cys Ala Asp Ile Val Glu Ile Pro
5 10 . 15
70
17
ERT
Human and artificial sequences
70

I1
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Ser
1
Gly

Glu

Asp

Glu

Pro

Gln

Cys

BeE
o

Cys

Gln

Cys Ala

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

<400>
Cys Arg

<210>
<211>
<212>

<213>

<4Q00>
Cys Leu

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

<400>
Cys Arg

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

<400>
Cys Lys

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

<400>
Cys Val

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

<400>

e
. " e » . b

oes e
o ce
L XX T )

.
* .
: LA Dt

Tyr Thr Ala Gln Arg-Gln Cys SeweAspeval P&o &sn P3¢
C] 10 ' 15

71

17

PRT

Human and artificial sequences

71

Gly Pro Asn Met Gln Met Gln Asp His Cys Pro Thr Thr
5 10 . 15

72

17

PRT

Human and artificial sequences

72

Val Tyr Gly Gln Met Ala Asp Cys Ala Ala Gly Gly Trp
5 10 15

73

17

PRT

Human and artificial sequences

73

Gln Phe Val Met Asn Gln Ser Glu Lys Glu Phe Gly Gln
5 10 15

74

17

PRT

Human and artificial sequences

74 .

Asn Glu Phe Lys Lys Gly Gln Trp Thr Tyr Ser Cys Ser
S 10 15

IE)

17

PRT

Human and artificial segquencss

75 :

Thr Asp Val Gln Thr Thr Asn Met Asp Val Pro Ala Gly
5 10 . 15

76

17

PRT

Human and artificial sequences

76

12

seies

g

XX XX
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Thr
1
Gly

Cys

Pro

Cys
1

Lys

Cys

val

Cvs

Cys
1

Trp

Cys Cys

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

<400>
Cys Glu

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

<400>
Cys Lys

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
Cys Met

<210>
<21l1i>
<212>
<213>

<400>
Cys Met

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

<400>

L4 ) »
b . X s e o
M 4 . o s
— Ld * & * Y o 0 * -
coe eses eoe . o0s e’
Val Thr Asp Ile Pro Pro Pro Asp Tyr Glu &1n ‘ser ‘leu’
5 10 15
77
17
PRT
Human and artificial sequences
77
Ser Asp Ile Pro Leu Asn Glu Leu His Ala Leu Ala Asp
5 10 15
78
17
PRT
Human and artificial seguences
78
Ser Asp Ile Pro Ser Pro Val Thr Gln Phe Asn Thr Met
5 10 15
75
17
PRT : .
Human and artificial. sequences
79
Ser Asp Val Pro His Gln Pro Gly Ile Asn Asp Leu His
5 10 15
80
17
BRT
Human and artificial sequences
80
Ser Asp Thr Pro Asp Ile Ser Arg Leu Pro Val Pro Asp
5 10 15
81
17
PRT
Human and artificial sequences
81 i
Ser Asp Ser Pro Ala Asp Pro Asn Arg Gly Leu Pro Ile
S 10 15
82
14
PRT

Human and artificial sequences

82

13
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Cys Cys Leu

1

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

<400>

Cys Cys Ile
1
Asp

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

<400>
Glu Cys Lys

Asn
<210>
<211>
"<212>
<213>
<400>
Cys Cys Met
1
Arg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Cys Met
1
Arg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Cys Val
1
Lys
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Cys Glu
1

o2 s e og .E :-o: 'E
e LA 14 2 o » P
eoe cans .e M L .S

Ser Asp Asp Ala Pro Thr Leu Pro Val’arg"A-g** ** °°¢
5 10

83

17

BRT

Human and artificial sequences

83 .

Thr Asp Val Pro Gln Gly Val Met Tyr Lys Gly Ser Pro
5 10 15

84

17

PRT

Human and artificial sequences

84

Val Asp Gly Gln Leu Ser Asp Ser Pro Leu Leu Arg Asn
5 10 15

85

17

‘PRT

Human and artificial sequences

85 '

Thr Asp Asp Pro Met Asp Pro Asn Ser Thr Trp Ala Ile
5 10 . 15

86

17

PRT

Human and artificial sequences

86

Thr Asp Asp Pro Met Tyr Thr Asn Ser Thr Trp Ala Ile
S 10 15

87

17

PRT

Human and artificial sequences

87

Asp Asp Thr Pro Asn Ser Gly Leu Ala Met Arg Val Ser
5 10 15

88

17

PRT

Human and artificial sequences

88

Val Asp Asp Phe Pro Thr His His Pro Gly Trp Thr Leu
5 10 15

14
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Ser

ile

Cys

Cys
1

Cys
1

Cys
1

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

<400>
Cys Asn

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>
Cys Met

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

<400>
Cys Val

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

<400>
Cys Val

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
Cys Arg

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

89

17

PRT

Human and artificial sequences

89

5 10

90
i7
PRT
Human and artificial sequences

90

Leu Asn His Gln Ser Cys Asp Ile Pro Pro Val Lys Gln

15

Ala Asp Gln Glu Leu Asp Leu Gly His Asn Ala Ala Asno

] 10

91

12

PRT

Human and artificial sequences

91

Met Asp Leu Glu Leu Ala Ser Gly Phe
5 10

92

12

PRT

Human and artificial segquences

92

Met Asp Ile Glu Val Arg Gly Ser Ala
5 10

93

12

PRT

Human and artificial sequences

93

Arg Asp Val Glu Leu Val Phe Gly Ser
S 10

94

12

PRT

Human and artificial sequences

94

Ala Asp Phe Glu Val Gly Asn Gly Gly
5 10

95

12

PRT

Human and artificial sequences

15

15
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<400>
Cys Cys Val

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

<400>
Gly Ala Gly

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

<400>
Gly Ala Met

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

<400>
Val Ala Gly

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

<400>
Lys Ala Gly

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

. <400>
Arg Gly Arg

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

<400>
Gln Ile Asp

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

<400>
Arg Glu Gln
1

95 cen soue

Ser Asp Glu Pro Ala Gly Val Arg Asp
S 10

96
12
BRT
Human and artificial sequences

96
Trp Gln Glu Lys Asp Lys Glu Leu Arg
S 10

97

12

PRT

Human and artificial seguences

97

Thr Ala Gly Gln Leu Ser Asp Leu Pro
5 10

98

12

PRT

Human and artificial sequences

98

Gly Gln Val Val Asp Arg Glu Leu Lys
5 10

99

12

PRT )

Human and artificial sequences

99 :

Glu Gln Ala Met Asp Met Glu Leu Arg
) 10

100

11

PRT

Human and artificial sequences

100

Asn Gln Ile Met Asp Leu Glu Ile
5 10

101

11

PRT

Human and artificial sequences

‘101

Arg Gln Ile Thr Asp Thr Leu Leu
5 10

102

11

PRT

Human and artificial sequences

102

Gln Ile Ser Asp Val Pro Arg Val
5 10

16
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Cys

Gly

Ser

e

-3
b
H

Ser

Ser

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<400>-

Gln Ala

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

<400>
Gln Met

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

<400>
Met Glu

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

<400>
Gln Gln

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

<400>
Met Gly

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

<400>
Met Gly

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

<400>
Glu Asn

<210>
<211>

103

12

PRT

Human and artificial sequences

103

Met Asp Ala Glu Ile Leu Asn Gln Val
5 10

104

11

BRT

Human and artificial sequences

104

Met Asp Thr Glu Leu Leu Asn Arg
5 10

105

11

PRT

Human and artificial sequences

105

Gly Gln Val Arg Asp Ile Gln Val
5 10

106

11

PRT

Human and artificial segquences

106

Arg Asp Leu Glu Leu Leu Ala Glu
5 10 -

107

11

PRT

Human and artificial seguences

107

Gln Lys Val Asp Arg Glu Leu Val
3 10

108

11

PRT

Human and artificial seguences

108 :

Gln Glu Val Asp Arg Glu Leu Val
5 10

109

11

BRT

Human and artificial sequences

109 :

Asp Gln Met Val Asp Trp Glu Ile
5 10

110

11

17

L]
XA X XN S
L ]
oosete
XX X
R XX R]
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<213>

<400>
Gly Gly Trp
1

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

<400>
Gly Gly Trp
1

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

<400>
His Cys Cys
1

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

<400>
Cys Ala Pro

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

<400>
Ser Cys Arg

Glu

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

<400>
Ser Cys Pro

vVal

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Phe Cys Pro
1
Ser

<212>

. LXJ L d L d LE ] L]
o * L4 LR ] e L L] L X ]
. . . . . . . .
L] . . L . ¢ o .
PRT .:. ':.. 0:. .:O ..'. .:
Human and artificial sequences
110
Gln Glu Ser Asp Ile Pro Gly Arg
5 10
111
11
PRT
Human and artificial sequences
111
Gln Glu Lys Asp Lys Glu Leu Arg
5 10
112
12
PRT
Human and artificial seguences
112
Arg Ile Asp Arg Glu Val Ser Gly Ala
5 10
113
12
PRT
Human and artificial segquences
113
Gly Met Gly Cys Trp Glu Ser Val Lys
3 10
114
17
PRT .
Human and artificial sequences
114 ‘
Glu Val Trp Leu Gly Gly Ser Glu Met Ile Met Asp Cys
5 10 15
115
17
PRT
Human and artificial sequences
115
Ala Phe Pro Arg Glu Gly Asp Leu Cys Ala Pro Pro Thr
5 10 15
116
17
PRT
Human and artificial sequences
116 .
Glu Pro Ile Cys Ser:Pro Pro Leu Ser Arg Met Thr Leu

5 10 15

18
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<210>
<211>
212>
<213>

<400>
Glu Cys Asn
1
Cys

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>
Arg Cys Asp
1 )
Ser

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

<400>
His Cys Gln
1
Gly

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

<400>

Asp Cys Glu
1
Pro

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

<400>

Asn Cys Gln
1
Ile

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

<400>
His Cys Glu
1
Arg

L] L]

117

17 -

PRT

Human and artificial sequences

117

Gln Asn Leu Ser Gly Ser Leu Arg His Val Asp Leu Asn
5 10 15

118

17

PRT

Human and artificial sequences

118

Gln Gln Leu Pro Arg Asp Ser Tyr Thr Phe Cys Met Mst
5 10 . 15

119

17

PRT

Human and artificial sequences

119

Gln Val Phe Phe Pro Gln Asp Tyr Leu Trp Cys Gln Arg
S 10 15

120

17

PRT

Human and artificial sequences

120

Glu Pro Met Cys Ser Pro Val Leu Leu Gln Lys Leu Lys
5 10 15

121

17

PRT .

Human and artificial sequences

121

Asp Gln Met Leu Arg Glu Asp Ala Gly Cys Trp Ser Lys
5 10 13

122

17

PRT

Human and artificial sequences

122 '

Glu Pro Glu Tyr Ser Pro Ala Thr Arg Val Phe Cys Gly
5 10 15

19

esan
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Asp
1
Thr

Ala

Lys

Pro

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

<400>
Cys Asp

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

<400>
Cys Phe

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

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Pro

<210>
<211>
212>
<213>

<400>
Cys Glu

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

<400>

Thr Cys Gly
1

ES

Val

0.‘:.' [ XX ] LR X J

123

17

BRT

Human and artificial sequences

123

Trp Ile Asn Pro Pro Asp Pro Pro His Phe Tzp Lys Asp
5 ) 10 15

124

17

PRT

Human and artificial sequences

124

Ser Arg Asn Gly Gln Val Thr Asp Val Pro His Ser Cys
5 10 15

125

17

PRT

Human and artificial sequences

125

Thr Tyr Pro Lys Pro Asn Asp Arg Cys Leu Trp Pro Val
5 10 15

126

17

PRT

Human and artificial sequencss

126

Lys Tyr Pro Leu Glu Gly Asp Cys Leu Leu Asp Asn Asp
5 10 15

127

17

PRT

Human and artificial seguences

127

Glu Trp Leu Cys Ile Pro Pro Ala Pro Ala Phe Ala Pro
5 10 15

128

17

PRT

Human and artificial sequences

128 ]

Gln Ser Glu Leu Arg Cys Ala Ser Leu Glu Thr His His
S 10 15

20




10

15

20

30

35

40

45

50

60

Asn

Asp

Ser

&)
- H
Qe

Val

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

<400>
Cys Asn

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

<400>
Ala Leu

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

<400>
Cys Gln

<210>
<211>
212>
<213>

<400>
Cys Asp

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

<400>
Cys Leu

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

<400>
Cys Leu

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

<400>
Cys Asp

<210>
<211>

129

16

PRT

Human and artificial sequences

129

Asp Asn Pro Met Leu Asp Cys Met
5 10

130

12

PRT

Human and artificial sequences

130

Asp Glu Arg Ala Trp Arg Ala Arg
5 10

131

12

ERT

Human and artificial sequences

131 :

Gly Arg Glu Val Arg Arg Glu Cys
5 1C

132

12

PRT

Human and artificial seguences

132

Glu Cys Val Ser Arg Glu Leu Ala
5 10

133

12

PRT

Human and artificial sequences

133

Glu Pro Glu Cys Ala Pro Gly Leu
5 . 10

134

12

PRT

Human and artificizl sequences

134

Ser Lys Gly Gln Met Ala Asp Leu
5 _ 10

135

12

PRT

Human and artificial sequences

135

Glu Cys Val Ser Arg Glu Leu Ala
5 10

136

12

21

cessse
-

Pro Ala Trp Ser Ser
13

Ala

Leu

Cys

Leu

“«n

XX B J

[}
[ EYR ¥4
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Gly

Arg

Ser

Gly

Glu

Gly

<212>
<213>

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Gln

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>
Cys Ala

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

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Gln

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

<400>

Gln Cys Val

1

<210>
<211>
<21l2>
<213>

PRT .
Human and artificial seguences

136
Thr Trp Pro Arg Val.Gly Asp His Cys
5 10

137
12
PRT
Human and artificial segquences

137
Ser Ala Arg Val Val Pro Glu Cys Trp
] 10

138
12
PRT
Human and artificial sequences

138
Pro Ser Gly Asp Cys Gly Tyr Lys Gly
5 10

139
12
PRT
Human and artificial sequences

139
Met Trp Pro Gln Pro Asp Asp Glu Cys
S 10

140

12
PRT
Human and artificial sequences

140
Arg Trp Pro Leu Met Gly Asp Gly Cys
5 19

141
12
BRT
Human and artificial sequences

141
val Gly Glu Leu Val Trp Cys Arg Glu
5 10

142
12
PRT
Human and artificial sequences

142
Arg Asp Gly Thr Arg Lys Val Cys Met
5 1¢

143

12

PRT _

Human and artificial sequences

[ 2 2 B J
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Thr

Asp

Val

Met

Alé

Leu

Ala

Leu

<400>

Cys Leu

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

<400>
Cys Val

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

<400>
Cys Glu

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

<400>
Cys Pro

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

<400>
Cys Gln

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

. L

X X B2

A d

L

143 e 0000

Val Asp Arg Gln Glu Ser Asp Val Cys
5 10 -

144

12

PRT

Human and artificial sequences

144
val Asp Gly Asp Arg Leu Val Cys Leu
5 . 10

145

12

PRT .

Human and artificial sequences

145

Gln Gly Ala Leu Arg Cys Val Gly Glu
3 10

146

12

PRT

Human and artificial seguences

146
Pro Gly Trp Lys Asn Leu Gly Cys Asn
5 10

147

12

PRT ,

Human and artificial sequences

147
Gly Trp Glu Ile Val Ser Glu Cys Trp
5 10

148
25
PRT
Human and artificial sequences

148

Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
15

5 10
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25

149
25
PRT
Human and artificial sequences

149

Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
15

S 10
Arg Thr Rla Ala Glu Ala
20 25

150

25

ERT ,

Buman and artificial sequences

23

-
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Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Met

Ala

Leu

Ala

Leu

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

qse 4086 L X2 ) LR 2]

150

Ala Ala Cys Phe Met Asn Lys Gln Met Ala Asp leu Glu
5 10 15

Arg Val Ala Ala Glu Ala

20 25

151

25

PRT

Human and artificial sequences

151

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu
S 10 15

Arg Val Ala Ala Glu Ala

20 25

152

25

PRT

Human and artificial segquences

152 :

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu
S . 10 15 :

Arg Glu Ala Ala Glu-Ala

20 25

153

25

PRT

Human and artificial sequences

153

Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu
5 10 15

Arg Asp Asp Ala Glu Ala

20 25

154

25

PRT

Human and artificial segquences

154

Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Pro Glu
5 10 15

Arg Glu Ala Glu Glu Ala

20 25

155

25

PRT

Human and artificial sequences

135

Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Leu Val Asp Leu Glu
S 10 15

Arg Gly Ala Ala Glu Ala

20 25

156

25

PRT

Human and artificial sequences

24
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Ala

Met

Ala

=

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

<210>
<211>
212>
<213>

* LA * L d LA .
.e L 90 . L4 a e
L] . - . L] » [ 4
LTt R
s80 OSRGOS L X ] «a0 LR .:-
156
Ala Gly Cys Phe Met Asn Asn Gln Leu Ala Asp Trp Glu
5 : 10 15
Arg Ala Ala Ala Glu Ala
20 25
157
25
PRT
Human and artificial sequences
157 .
Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Met Ala Asp Trp Glu
5 10 15
Arg Ala Ala Ala Glu Ala
20 25
158
25
PRT
Human and artificial segquences
138
Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Gln Ala Asp Leu Glu
) 10 15
arg Gly Ala Ala Glu Ala
20 25
159
25
PRT
Human and artificial sequences
159
Ala Glu Cys Phe Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Ser Glu
.3 10 15
Arg Val Ala Ala Glu Ala
20 - 25
160
25
PRT
Human and artificial sequences
160
Ala Gly Cys Phe Met Asn Lys Gln Leu Ala Asp Leu Glu
S 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
161
25
PRT
Human and artificial sequences
16l
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Met Gln Met Ala Asp Gln Glu
5 10 15
Arg Ala Ala Ala Glu Ala
20 25
162
25
BRT
Human and artificial sequences

25
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Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

162

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lvs Gln Met Ser Asp Phe Glu
15

5 .
Arg Glu Ala Gly Glu Ala
20 '
163
25
PRT

Human and artificial sequences

163

25

19

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5

Arg Glu Ala Ala Glu Ala

20

164
25
PRT

Human and artificial sequences

164

25

10

15

Ala Gly Cys Phe Ile‘Asn Lvs Gln Met Ala Asp Leu Glu

5

Arg Gln Ala Alz Glu Ala

20

165
25
PRT

Human and artificial seguences

165

25

10

15

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Asa Gln Met Ala Asp Leu Glu
S

Arg Gly Gly Ala Glu Ala

20

166
25
PRT

Human and arcificial

166

25

sequences

10

15

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Trp Glu
5

Arg Glu Gly Ala Glu Ala

20

167
25
PRT
Human and artif

167

Ala Gly Cys Phe Ile Asn
5

Ser Gln Ala Ala Glu Ala

20

168
25
PRT

Human and artificial sequences

i1cla

25

sequencss

25

26

10

15

Lvs Gln Met Ala Asp Leu Glu

10

15



10

15

20

25

35

40

45

50

55

60

65

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<400>
Asp Gly

Cys Ala

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

<210>
<21ll>
<212>
<213>

<400>
Asp Gly

Cys Arg

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

snsese
»
a9t

168 :

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 10 15

Arg Glu Gly Ala Glu Ala

20 25

169

25

PRT

Human and artificial sequences

169

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Ser Glu
5 10 15

Arg Glu Pro Ala Glu Ala :

20 25

170

25

PRT

Human and artificial sequences

170

Ala Gly Cys Phe Ile Lys Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5- 10 15

Arg Glu Ala Trp Glu Ala

20 25

171

25

PRT

Human and artificial sequences

171 .

Ala Glu Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Arg Glu
S 10 15

Arg Glu Val Ala Glu Ala

20 25

172

25

PRT

Human and artificial sequences

172

Ala Gly Cys Phe Ile Asp Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 10 15

Arg Ala Ala Ala Glu Ala

20 25

173

25

PRT

Human and artificial sequences

173

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 10 15

Arg Glu Ala Gly Glu Ala

20 +25

174

25

PRT

Human and artificial segquences
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15

20

30
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40
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60

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

<400>
Asp Gly

Cys Ala

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Gln

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

. *e : . A4 L]

AR S S S
. - . e T T e T T

— L] . [ L] L] L] L]
e o0 e LE R ] .00 LR 4 ase

174

Ala Gly Cys Phe Lys Asn Lys Gln Met Val Asp Ser Glu

5 10 15

Arg Gln Ala Ala Glu Ala

20 25

175

25

PRT

Human and artificial sequences

175
Ala Gly Cys Phe Gln Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5

10 15

Arg Glu Ala Ala Glu Ala

20 25

176

25

PRT

Human and artificial sequences

176

Ala Glu Cys Phe Ile Asn Lys Gln Arg Ala Asp Leu Glu
5 10 15

Gly Glu Ala Ala Glu Ala

20 ' 25

177

25

PRT

Human and artificial sequences

177

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Ser Glu
5 10 : 135

Ala Ala Ala Ala Glu Ala

20 25

178

25

PRT

Human and artificial sequences

178 .

Ala Gly Cys Phe Ile Asn Arg Gln Met Ala Asp Pro Glu
5 10 , 15

Arg Glu Ala Ala Glu Ala

20 25

179

25

PRT

Human and artificial seguences

179

Ala Gly Cys Phe Ile Glu Lys Gln Met Ala Asp Met Glu
S 10 15

Ala Arg Ala Ala Glu Ala

20 25

180

25

PRT

Human and artificial segquences
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15
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25
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40
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65

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Gln

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

.<400>
Asp Gly

Cys Pro

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

Q: > .: .: .
L [ d . L d
* . L] L4 L4 LI
. [ L] -t
"oO 999 s LA X ]
180
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Trp Glu
5 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
181
25
PRT
Human and artificial sequences
181
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Asn Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala ’
20 25
182
25
PRT
Human and artificial sequences
182
Ala Gly Cys Phe Ile Glu Lys Gln Met Ala Asp Met Glu
5 10 13
Arg Glu Thr Ala Glu Ala
20 25
183
25
PRT :
Human and artificial sequences
183
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Met Glu
5 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
184
25
PRT
Human and artificial seguences
184
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
S 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
185
25
PRT
Human and artificial sequences
185 .
Ala Gly Cys Phe Arg Asn Lys Gln Met Ala Asp Leu Glu
5 ' 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
186
25
PRT

Human and artificial sequences
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10

15

20

25

30

40

45

50

55

60

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

Arg

Ala

Arg

Ala

Arg

<400>
Asp Gly

Cys Pro

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

<400>
Asp Gly

Cys Ser

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

<400>
Asp Gly

Cys Gly

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

<400>
Asp Gly

Cys Met

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

<400>
Asp Gly

Cys Leu

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

<400>
Asp Gly

Cys Leu

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

o o - .
AL A
AR R T
o0 9080 ar e L X
186
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Lys Gln Met Ala AsSp Leu Glu
5 10 : 15
Ala Arg Ala Ala Glu Ala
20 25
187
25
PRT
Human and artificial sequences
187 :
Ala Gly Cys Phe Ile Asn Arg Gln Leu Ala Asp Met Glu
5 : 10 15
Arg Gly Ala Ala Glu Ala
20 .25
188
25
PRT
Human and artificial seguences
188
Ala Glu Cys Phe Ile Asn Arg Gln Met Ala Bsp Leu Glu
5 10 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
189
25
PRT
Human and artificial sequences
189
Ala Gly Cys Phe Ile Ser Pro Gln Leu Ala Asp Trp Lys
S 10 . 15
Arg Glu Ala Ala Glu Ala
20 25
190
25
PRT
Human and artificial sequences
180
Ala Gly Cys Ser Ile His Thr Gln Met Ala Asp Trp Glu
5 10 15
Arg Glu Gly Ala Glu Ala
20 25
191
25
PRT
Human and artificial sequences
181
Ala Gly Cys Ser Ile His Arg Gln Met Ala Asp Trp Glu
5 10 15
Arg Glu Gly Ala Glu Ala
20 25
192
16
PRT
Human and artificial sequences

30

.

s e

L

[ EXT X 24



10

15

<400>
Cys Ser Ser
1

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

<400>

Cys Leu Gln
1

Gln Leu Leu

[ 4 L3 L4 L]
. L] ae . * . -0
B L] * L d Ll Ll *
L] - L] L * * @ L] L
e L ] ] L] L4 .
[EX YR Q) a0 200 - e e
132
Cys Asp Gly Gly Gly His Lys Prc Pro Thr Ile Gln Cys
5 10 15
193
20
PRT
Human and artificial sequences
183
Ser Ser Cys Asp Gly Gly Gly His Phe Pro Pro Thr Ile
5 10 15
Cys
20

31



obr 1 1/32 P/ vt Yod v

Povrchovéa expozice aminokyselin IgE stanovena pouZitim modelu
Padlana a Daviese 1986.

Zbytek Plocha povrchu

770322723 Pramer/s >50 >80

139.374542
64298927  117.361489
46.170193 64.494911
T 66.64106  39.0209532
5989833 29.3644934
12004753  21.4426604
16.016628 8.6200336
6.561028  10.2708042
2.527926 9.5044914
14.243686 13375776
8.173189  19.2992118
35.373051 29.1890154
36.178207  32.6313328
51.976944  39.0100884
31455273 45.6135238
40.066%7  50.0871888
68.390228  46.99579%4

58.546532  59.6253914 P5
36519997  63.4215874 P
94603233 68.1998406 P5
59.047947  65.8523506 P5
92.281494  62.0824146 PS-
46809082 501635586 P5
17670317 38.6392736
1426522 12.5259452
7215665  10.5518628
1.308269 3.5500722
7.799905 4.8164434
0 4.0672202
7.758378 3.8055664
3.469549 95755666
0 207786542
©36.449906  28.9967052
56015438  50.2230378 P6
48.848633 57590085 P
109.601212 7350021 Pé
36.835236  70.1846368 P
116200531  73.2560022 P6
39437572 51721702 P4

6420546  49.2710734
1929714 352314448
2458209  49.7665942
46.002388  50.9119188
112113319 74.3084848
69.932083  91.0816862
118912544 B5.9516244
108.448097  91.6210626

|
]
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
0
|
]
]
]
]
1
0
35.008953  21.6261078 0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
1
]
1
]
]
]
0
0
0
1
1
]
]
1



20.352079
140.46051
59.019928
57.198666
51.290497
56.1208
6.335252
75.773476
49.095795
32.142174
94.933693
45.083069
141.8909
52903122
164.143127
49.109997
8.986602
10.957844
4.554589
11.432554
0578914
§.743536
0
24.028803
20.709
62.925049
78.660713
16055278
75.474831
13.18373
61.726234
72108871
129.281219
§9.921066
56.828159
1.391324
15707874
0

45.4] 6678
62.3368
3.817901
130.451477
31.364498
11560145
136.468475
149.18042
99.088516
39.657249
28.674351
62.741261
§0.831024
100.786125
36428219
45930443
67.14827

2/32

89.4386314
77.095856
65.664336

72.8180802

45.9930286

49.3437382
47.723164

43.89349%4
51.656078

59.4056414

72.6291262

73.3905916

99.7907822
90.626043

83.4067496

572201384

475504318

17.0083172
73021006
72534874
5.0619186
8.9567614

10.8120506

232812776
37.264713
69.375269

79.6644746

78.1594206

779196576

76.6092892
70.354977
73.244224

§1.9731098

69.9061278

58.6259284

32.7696346

23.8688072

125031754

24.6922706
22.314276

48.4045714

455941352

47.9061642

62.7324992
91.805003 -

85.5324108
87.190961

90.6138422

75.86839%4

62.1985202
62.538042
61.892236

65.3434144

662248162

63.0386422
64.611715
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71.4769134 ]

64.900154
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Obr. 2
Reakéni schéma 1, syntéza peptidu na pevné fazi

Schéme. 1
Rinkova pryskyfice

l Syntéza peptidu na pevné fazi

X = AA...C(Trt)....C(TY)....AA, —Lys(Dde)— Rinkova pryskyfice
Hydrat hydrazinu

X-—AA1...C(Trt)....C(Tr’t)....AAn—Lys(NHQ)- Rinkova pryskyfice

(i) Sukcinanhydrid

(i) HBTU/HOBYNMM/NoH,

o)
!
Rinkova N HN Hy

X AA]...C(Trt)....C(TFt)A...AAn"'L}IIS" ‘pryskyfice =

N HZ— 0
TFA

N HN H
X — AA;...C-SH)....C(-SH)... AAq—Lys—CONH, Z= 2

l
N HZ— o]

HyO7 oxidace

|
N HZ—
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0 —V(IHO)—00—HNWA/VSH
K 0
.. HO
R L ez
(ovOeN W 2’0 ‘52’2 HA)
T 1nd/OSNA %0Y

nso—1vaw + “CEHNVWMYSE

0
nso—1vd | N—O O
| Vizfovio
O O H
OH

uexoli(

¢ BWOYOS

5/32

O

N—OH + O\IZHOHZIlO + Hoo—V(HD)—0

O 221sou oyaueaoyipow eAeldlid OH

¢ ewsyos
€ 190




Obr. 4

Reaké&ni schéma 4, konjugace peptid/nosic

Schéma 4
- o
% T
BSAwWNO +3m X—AA.C..C..AA;—Lys—CONH,
H : I
L 4m NH—Z
BSA—BAL
50% DMSO/pufr
(pH 3,5, 0,1 M NaHCOy9)
~8-16 h
Y
OH
H
BSAWAO y 0
N—N
NH
° |
HoN Lys..AA,...C.........C.AA]—X
- 0 dm
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Obr. 5
Data anti-IgE C67-8
A
BSA-IgE C67-8 HBC-IgE C67-8
3 31
2 2. \
z z
H |
0 N 0 .
i 00 10000 1000000 o 100 10000 1000000
Redéni séra Redéni séra
B.
BSA-IgE C67-8 HBC-IgE C67-8
3'1 37
24 ?
= \ S
1-

\ ]‘

1 100 10000 1000000 | 00 10000 1000000
Redéni séra Redéni séra




Vazba IgE (OD 450)

00
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Obr. 6

Kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem IgE Cce7-8

BSA-IgECE7-8

X

Samotné Sérum Sérum

sérum

Sérum

+IgE +peptid *
|gEC67-8-P_T326

PR e S

Vazba IgE (OD 450)

&

HBC-IgeCE7-8

——

BZXR

0.00

Samotné Sérum Sérum

sérum

Sérum
+ IgE + peptid *
IgEC67-8PT326

~
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Obr. 7
Udaje anti-IgE pro PT1079
A.
BSA-1079 HBc-1079
31 3-
2 9-
R v
S a
<o o
14 1-
0 T T i 0 T T i 1
] 100 10000 1000000 ] 100 10000 1000000
Redéni séra Redé&ni séra v
B.
BSA-107¢% "HBc-1079
3 3
24 25
2 2
o [ ]
] 15
0 ' . . . 0 . . .
] 100 10000 1000000 ] 100 - ]0000 1000000
Redéni séra Redéni séra
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Obr. 8

Kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1079

HBC-1079

BSA-1078

9,0,0,9,9,0.9.0.0.v
0008e%stste00008 0%e?

otetotetesesatetetetes &
1620%6%%4%"% R528X

196%%,949.9,0,04 |
oonu"nnunoouuu"“

0.6.0.0.6.6.00.¢

R R RRRAIHRAULNS

— — « - _
5 0 5 RU B
— =1 [ (=)

(o6t QO) A6 eqzep

0.00

T

T ¥
o) v
LN o~
(=} (=1

075 1

(0S¥ o) 361 eqzep

0.00

SamotnéSérumSérum Sérum

SamotnéSérumSérum Sérum

sérum

PT1079 PT326

+ IgE + peptid +

PT1079 PT326

+ IgE + peptid+

sérum
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Obr. 9
Udaje anti-IgE pro PT1078

A.
BSA-1078
3
2—.
=R
2
-
=]
0 3 [} 1
I 100 10000 1000000
Redéni séra
B.
BSA—1078
I
E 2-
=
0 : T ! *
] 100 10000 1000000

Redéni séra



Obr. 10

Kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1078

BSA-1078
1.00 ]
2os 4 T
rs
o)
C
050 —
5 T
«©
X
N 025 -
>
0.00 e
Samotné  Sérum Sérumd Sérum
S + IgE + pepti +
serm ° PT326

PT1078



Obr. 11
Udaje anti-lgE pro PT1079gs

0D450

10000 1000000
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| 100
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0D450

10000 1000000

Redéni séra

| 0




14/32

Kompetitivni test s rozpustnym IgE a peptidem PT1079

Vazba IgE (OD 450)

HBC-1079gs
T
T
Samotné Sérum Sérum Sérum
+ IgE + peptid +

PT1079 PT326
v

Inhibiéni aktivita mysiho antiséra indukovaného BSA-C67-8

% uvolnéni histaminu

Spontanni
- uvolfiovani

LolP1  LolP1  LoiP1
kontrola + +

antisérum antisérum
BSA BSA-IgECE7-8
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Obr. 14
Inhibi&ni aktivita my$iho antiséra indukovaného BSA-1078 a BSA-1079

75
_ i
= ——
g
Z 50
w I .
= . i —
=
< : T
S |
> s wnd
®©
0 -
Spontanni LolP1 LolP1 LolP1 LolP1
uvoliovani kontrola + + +
antisérum antisérum antiserum
BSA BSA-1078 BSA-1079
Obr. 15

Inhibiéni aktivita my$iho antiséra indukovaného HBC-C67-8, HBC-
1078, HBC-1079 a HBC-1079gs

50
—_

£ 40 -

5

% 30 -

2

S 20

£

o) —— e |

=

X 0 PORRR 7
Sponténni . LolP1 LoiP1 LolP1 LolP1 LolP1
uvoliovani kontrola + + + +

antisérum gntisérum antisérum  antisérum
HBCwt HBC-1079HBC-1079gsHBC-IgEC67-8



Obr. 16
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Ukazuje vazbu zavislou na koncentraci protilatky PTmAbOQQOOS a

PTmAb0011 na IgE
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Obr. 17 ukazuje inhibici zavislou na koncentraci vazby IgE na
konstrukt FceR1a/IgG, protilatkou PTmAb0005 a PTmAbD0011 ve

srovnani s kontrolou.
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o
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40
& 1626 Kontrola
20
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—#— |gG1 Kontrola
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Obr. 18 ukazuje koncentraéné zavislou inhibici vazby IgE na

ektodoménu FceR1a navazanou pfimo na plastové desticky,

100

)
S
I

-o- PTmAbC00S

60
= gG2b Kontrola

40

20

9% inhibice vazby IgE na FceR1a

oot gt opeend 3 e

20

— — f—]
= -

0.001
0.01

ug/ml protilatky

—e— PTmAbOOTT
—=— g6l Kontrola

0.D. 490nm
T

40 ] et
10-2 10-1 100
ug/ml protilatky
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Obr. 19 ukazuje vazbu IgE na FceRIl (CD23), protilatkou PTmAbOQOS5
(GE-1) a PTmADO011.
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Obr. 20 ukazuje koncentraéne zavislé blokovani uvolfiovani histaminu

7 krevnich basofildl alergického Clovéka protilatkou PTmADbOQ0OS5 a

PTmAD0011 ve srovnani s kontrolou
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Obr. 21
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Inhibice uvolfiovani histaminu spousténého LolP1 v basofilech

alergického Cloveka.
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Obr. 22
Vazba PTmAbO011 na rizné IgE

(A) Chimérni IgE

2.0 -
15 -
E ]
= 104 e PTmABOOTI
= i —_— Isotypové kontrola
'0.5':
00 - . : — 1
10-3 10-2 10-] 100 10! 102

[mADb] pg/ml

(B) Vazba na myelomovy IgE
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Obr 22

(C) Vazba na IgE orientovany antigenem

QQQQQQQQQQQQ
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(D) Vazba na IgE denaturovany teplem
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Obr. 23
Inhibice vazby IgE na FceR1a zplUsobena PTmAbOO11
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Obr. 24
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Vazba PTmAbQ0011 na IgE navazany na receptor
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Obr. 25
Vliiv PTmADb0011 na vazbu IgE na FceRIl na buiikach RPMI 8866
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Obr. 26
Analyza viivu PTmAD0011 na vazbu IgE na FceRIl na primarnich

lidskych B-burikach
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Obr. 27

Vlivy PTmAb0011 na sekreci IgE z primarnich lidskych B-bunék
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Obr. 28
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Anafylaktogenicita monoklonalnich protilatek proti lidskému IgE

v basofilech alergického (A) a nealergického (B) Cloveka
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Obr. 29
Anafylaktogenicita protilatek proti lidskému IgE v senzitizovanych (A)

a nesenzitizovanych (B) Zirnych bufikach lidskych plic
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Obr. 30
Anafylaktogenicita protilatek proti lidskému IgE v buikach RBL J41

vyvolana lidskym FceRI (A) a mySim FceRI (B)
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Obr. 31.
Inhibice uvoliiovani histaminu spousténého alergenem v lidskych
basofilech protilatkou PTmAb0011
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Obr. 32

Inhibice pasivni kozni anafylaxe v kliZi opice protilatkami PTmADbOO11
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