SLOVENSKA REPUBLIKA , .
am  SK VYNALEZU
(22) Détum podania prihladky: 22.04.1999
(31)  Cislo prioritnej prihlasky: 98107925.4
(32) Détum podania prioritnej prihladky: 30.04.1998
(33) Krajina alebo regiondlna organizécia prionty: EP
(40)  Déatum zverejnenia prihlasky: 09.04.2001
URAD (62)  Cislo pdvodnej prihlasky v pripade
PRIEMYSELNEHO vylacenej prihlasky:
VLASTNIiCTVA
SLOVENSKEJ REPUBLIKY (86)  Cislo podania medzinérodnej prihlasky
podl'a PCT: PCT/EP99/02711
(87)  Cislo zverejnenia medzinarodnej prihlasky
podla PCT: WO 99/57151

@n

Cislo dokumentu:

1619-2000

(13)
Gn

Druh dokumentu: A3
Int CL7:

C 07K 16/00

(71)  Prihlasovatel: BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH, Ingelheim am Rhein, DE;

(72) Pévodca vynalezu: Park John Edward, Dr., Biberach, DE;
Garin-Chesa Pilar, Dr., Biberach/Riss, DE;
Bamberger Uwe, Dr., Ochsenhausen, DE;

Rettig Wolfgang J., Dr. med., Biberach/Riss, DE;
L3ger Olivier, Annemasse, FR;

Saldanha Jose Wlliam, Enfield, Middlesex, GB;

(74)  Zastupca: Majlingova Marta, Ing., Bratislava, SK;

(54) Nizov prihladky vynalezu: Protilitkovy protein, nukleotidové sekvencia kédujaca protein, rekombinantny DNA vektor,
hostitel’ska bunka, spbsob jeho vyroby, farmaceuticky prostriedok s jeho obsahom a jeho

(57) Anotécia:

pouZitie

Rekombinantné proteiny protilatok, ktoré maji kom-
plementaritu determinujiice oblasti monoklonélinej pro-
tilatky F19, ATCC ¢ HB8269 a Specificky sa viaZu na
fibroblastovy aktivatny protein alfa (FAPa), obsahuji
modifikicie kostry, ktorych vysledkom je zlepSena
schopnost’ ich produkcie hostite'skymi bunkami v po-
rovnani s chimérnou protilatkou, ktord ma variabilné
oblasti F19 a cudzie kon3tantné oblasti. Dalej je opisa-
né pouZitie uvedenych protilatok na diagnostické a te-
rapeutické G&ely a spdsoby ich vyroby.
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Protilatkovy protein, nukleotidova sekvencia kddujica protein, rekombinantny DNA
vektor, hostitefska bunka, spdsob jeho vyroby, farmaceuticky prostriedok s jeho

obsahom a jeho pouzitie

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka protilatkovych proteinov, ktoré Specificky viazu
fibroblastovy aktivaény protein alfa (FAPa). Vynalez sa tyka aj pouzitia tychto

protilatok na diagnostické a terapeutické ucely a spésobov vyroby protilatok.

DoterajSi stav techniky

Invazivny rast epitelidlnych rakovin je spojeny s mnozstvom charakteristic-
kych bunkovych a molekulovych zmien v podpornej stréme. Velmi typickou
molekulovou €értou reaktivnej stromy mnohych typov epitelidinej rakoviny je indukcia
fibroblastového aktivaéného proteinu alfa (dalej oznaéovany ako FAP), bunkovej
povrchovej molekuly reaktivnych strdmovych fibroblastov, ktora bola pévodne
identifikovana monoklonalnou protilatkou F19 (Garin-Chesa P., Old L. J. a Retting
W. J. (1990) Cell surface glycoprotein of reactive stromal fibroblasts as a potential
antibody target in human epithelial cancers. Proc. Natl. Acad Sci. 87: 7235). Kedze
FAP antigén sa selektivnhe exprimuje v strome radu epiteliainych karcinémov,
nezavisle od lokalizacie a histologického typu, vyvinul sa FAP-zacielovaci koncept
na zobrazenie, diagnostiku a lieCbu epitelialnych rakovin a uréitych inych stavov. Za
tymto Gcéelom sa vyvinula monoklonalna protilatka nazyvana F19, ktora sa
$pecificky viaze na FAP, a je opisana v US patentoch ¢&. 5059523 a WO 93/05804,
ktoré su tu celé zaclenené ich citaciou.

Vaznym problémom, ktory vznika pri pouziti nehumannych protilatok na in
vivo aplikacie fudom, je Ze tieto rychlo vyvolavaju odpoved Cloveka proti
nehumannej protilatke, ktora znizuje ucinok protilatky u pacientov a brani tomu, aby
sa pokracovalo v jej podavani. Humanizacia nehumannych protilatok sa bezne

dosahuje jednym z dvoch spésobov: 1) konStrukciou nehumannych/humannych
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chimérnych protilatok, v ktorych st nehumanne variabilné oblasti spojené s
humannymi konstantnymi oblastami (Boulianne G.L., Hozumi N. a Shulman, M. J.
(1984) Production of functional chimeric mouse/human antibody Nature 312:643)
alebo 2) zaStepenim komplementaritu determinujucich oblasti (CDRs) z
nehumannych variabilnych oblasti do humannych variabilnych oblasti, a potom
spojenim tychto "pretvarovanych humannych" variabilnych oblasti s humannymi
konstantnymi oblastami (Riechmann L., Clark M., Waldmann H. a Winter G. (1988)
Reshaping human antibodies for therapy. Nature 332: 323). Chimérne protilatky,
hoci st vyznamne lepSie ako mySie protilatky, mézu este vzdy vyvolat anti-mysiu
odpoved' u ludi (LoBuglio A.F., Wheeler R. H., Trang J., Haynes A., Rogers K.,
Harvey E. B., Sun L., Ghrayeb J. a Khazaeli M. B. (1989) Mouse/human chimeric
monoclonal antibody in man: Kinetics and immune response. Proc. Natl. Acad. Sci.
86: 4220). CDR-stepené alebo pretvarované humanne protilatky obsahuja malé
alebo ziadne proteinové sekvencie, ktoré mdze byt oznadené ako odvodené od
mySich protilatok. Hoci protilatka humanizovana CDR-zastepenim mézZe byt este
schopna vyvolat nejaké imunitné reakcie, ako napriklad anti-alotypovu alebo anti-
idiotypovu odpoved, ktoré je mozZné pozorovat aj pri prirodzenych humannych
protilatkach, bude CDR-zastepena protilatka vyznamne menej imunogénna ako
mysSia protilatka, &im sa umozni dlhSia lie€ba pacientov.

Dal$im vaznym obmedzenim tykajicim sa komeréného pouzitia protilatok na
diagnostiku, zobrazovanie a lie€bu je schopnost ich produkcie vo velkych
mnozstvach. V mnohych pripadoch je rekombinantna expresia prirodzenych,
chimérnych a/alebo CDR-zastepenych protilatok v systémoch bunkovych kuitur
slaba. Faktory, ktoré sa podiefaju na slabej schopnosti produkcie mézu zahfmiat
vyber veduicich sekvencii a vyber hostitelskych buniek na produkciu, ako aj
nespravne sformovanie a znizenu sekréciu. Nespravne sformovanie méze viest k
nedostatoénému spajaniu tazkych a fahkych retazcov alebo ku konformacii, ktoru
nie je mozné transportovat, a ktora brani vylu€ovaniu jedného alebo oboch
retazcov. Vo vSeobecnosti sa akceptuje, Zze L-retazec zabezpeduje schopnost
sekrécie zostaveného proteinu. V niektorych pripadoch méze byt vysledkom

viacnasobnych alebo aj jednej substiticie zvySena schopnost produkcie protilatok.



-3.-

Kvéli klinickej ddlezitosti Specifického imunologického in vitro a in vivo
nasmerovania Specifickych antigénov spojenych s ochorenim, na diagnostiku a
lie€bu fudi, existuje rastuca potreba protilatok, ktoré maju kombinované znaky
antigénovej Specificity, nizkej imunogénnosti a schopnosti vysokej produkcie.

Preto je problémom, ktory riesi predloZeny vynalez poskytnutie protilatkovych
proteinov, ktoré maju kombinované vlastnosti, a sice, ze sa Specificky viazu na
FAP, maja nizku imunogénnost u fudi a v rekombinantnych systémoch je ich

mozné produkovat vo velkych mnozstvach.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu su protilatkové proteiny, ktoré maja komplementaritu
determinujlice oblasti monoklonalnej protilatky F19 (ATCC pristupové ¢. HB 8269),
Specificky sa viazu na fibroblastovy aktivaény protein (FAP), a ktoré obsahuiju
modifikacie kostry, ktorych vysledkom je zlepSena schopnost ich produkcie v
hostitel[skych bunkach v porovnani s chimérnou protilatkou, ktora ma variabilné
oblasti z F19 a cudzie kon&tantné oblasti.

Tu pouzivany vyraz “"protilatkovy protein" znamena protein s antigénovou
véazobnou $pecificitou monoklonalnej protilatky.

"Komplementaritu determinujice oblasti monoklonainej protilatky" su tie
aminokyselinové sekvencie, ktoré sa podielaju na Specifickom viazani antigénu
podlfa Kabata (Kabat E. A.,, Wu T. T., Perry H. M., Gottesman K. S. a Foeller C.
(1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest (5. vyd.). NIH publikacia ¢.
91-3242. U.S. Department of Health and Human Services, Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD.), v spojitosti s Chothia a Lesk (Chothia
a Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917).

Tu pouzivany vyraz "modifikacie kostry" znamena zamenu, deléciu alebo
pridanie jednej alebo viacerych aminokyselin do variabilnych oblasti, ktoré
obklopuji jednotlivé komplementaritu determinujice oblasti. Modifikacie kostry
mo6zu vplyvat na imunogénnost, schopnost produkcie alebo vazobnu $pecificitu

protilatkového proteinu.
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"Fibroblastovy aktivacny protein (FAP)", oznaovany aj ako fibroblastovy
aktivacény protein alfa (FAPa), je ha membranu viazany glykoprotein patriaci do
serin proteazovej génovej rodiny (WO 97/34927). Nie je znama Ziadna rozdelena
alebo sekretovana forma FAP. FAP je mozné charakterizovat jeho vdzbou na
monoklonalnu protilatku F19 (F19 je mozné ziskat z hybridomovej bunkovej linie s
pristupovym &. HB 8269, ktora je ulozena v ATCC).

Vyraz "fibroblastovy aktivaény protein Specificky viazuci" protilatkovy protein
je tu definovany prostrednictvom schopnosti Specificky rozoznavat a viazat FAP-
exprimujlice fudské bunky. Vazobna $pecificita proteinov podia vynalezu sa méze
stanovit Standardnymi metédami na zhodnotenie véazobnej Specificity, ako je
opisané formou prikladov v prikladoch 6, 8 a 12.

Vyraz "chimérna protilatka” znamena protilatkovy protein, ktory obsahuje
variabilné oblasti lahkého a tazkého retazca ako si znazornené na obrazkoch 17 a
18 a cudzie kon$tantné oblasti. "Cudzie konstantné oblasti", ako su tu definované,
su konstantné oblasti, ktoré sa liSia od konstantnych oblasti F19. Je potrebné, aby
bolo zrejmé, Ze na porovnavanie protilatkového proteinu podla vynalezu s
chimérnou protilatkou, musi takato chimérna protilatka obsahovat rovnaké
konstantné oblasti ako uvedeny protilatkovy protein. Za Guéelom demonstracie a
porovnania sa ako priklad pouzZili samostatné kons$tantné tazké a [ahké retazce
znazornené na obrazkoch 19 az 22.

Na poskytnutie protilatkovych proteinov podfa predlozeného vynalezu sa
urdili nukleotidové sekvencie génov tazkého a lahkého retfazca hlodavéej protilatky
oznacenej ako F19 z RNA extrahovanej z F19 hybriddmovych buniek (ATCC
pristupové ¢. HB 8269).

Jedno uskutoénenie prediozeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov,
ktoré maju komplementaritu determinujice oblasti monoklonalnej protilatky F19
(ATCC pristupové €. HB 8269), Specificky sa viazu na fibroblastovy aktivaény
protein (FAP), a vyznaduju sa tym, Ze maju modifikacie kostry, ktorych vysledkom je
zlepSena schopnost ich produkcie v hostitefskych bunkach v porovnani s

chimérnou protilatkou, ktora ma variabilné oblasti F19 a cudzie konstantné oblasti,
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pricom uvedeny protilatkovy protein je odvodeny od hlodavéej protilatky oznacenej
ako F19 (ATCC pristupové ¢. HB 8269).

Na generovanie humanizovanych FAP-§pecifickych protilatkovych proteinov
sa skons§truovala chimérna protilatka, ktora ma variabilné oblasti lahkého a tazkého
refazca z F19 a konStantné oblasti fudského fahkého a tazkého retazca.
Konstrukcia a produkcia chimérnych mySich/fudskych protilatok je dobre znama
(Boulianne a dalsi, (1984), citované vyssie) a formou prikiadov je demonstrovana v
prikladoch 1 a 2.

Variabilné oblasti protilatkovych proteinov podfa predlozeného vynalezu su
typicky spojené aspoii ¢astou imunoglobulinovej konstantnej oblasti (Fc), typicky
tou castou, ktora prislicha fudskému imunoglobulinu. DNA sekvencie [udskej
konstantnej oblasti je mozné izolovat podfa dobre znamych postupov z réznych
fudskych buniek, ale vyhodne z imortalizovanych B buniek (pozri Kabat a dalsi,
vyS§Sie, a WO 87/02671). TakzZe protilatkové proteiny podla vynalezu mézu
obsahovat cell alebo len ¢ast’ konStantnej oblasti, pokial vykazuji Specificku vazbu
na FAP antigén. Volba typu a rozsahu kon$tantnej oblasti zavisi na tom, aké
efektorové funkcie, napriklad komplementova fixacia alebo na protilatke zavisla
bunkova toxicita, su pozadované, a na pozadovanych farmakologickych
vlastnostiach protilatkového proteinu. Protilatkovy protein podfa vynalezu bude
typicky tetramér pozostavajuci z dvoch parov fahky retazec/tazky retazec, alebo
moéze byt aj dimérom, tzn. mbéze pozostavat z paru lahky retazec/tazky retazec,
napr. Fab alebo Fv fragment.

Preto sa dalSie uskutoénenie vynalezu tyka protilatkovych proteinov podfla
vynalezu, ktoré maju oblast variabilného lahkého retazca a oblast variabilného
tazkého retazca spojent fudskou kons$tantnou oblastou. Konkrétne, variabilna
oblast Tahkého retazca sa spojila s fudskou kappa konstantnou oblastou a
variabilna oblast tazkého retazca sa spojila s fudskou gama-1 konstantnou
oblastou. Pre odbornika su dostupné aj iné ludské konstantné oblasti na
humanizaciu lahkého a tazkého retazca.

Preto v jednom konkrétnom uskutoéneni protilatkové proteiny podfa

vynalezu obsahuju fudskd kapa konStantnu oblast.
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V inom konkrétnom uskutoCneni protilatkové proteiny podfa vynalezu
obsahuju ludsku gama-1 konstantnu oblast.

Jeden konkrétny "chimérny F19 protilatkovy" protein (cF19) pozostava z
variabilnych oblasti fahkého a tazkého retazca a z konStantnych oblasti
znazornenych na obrazkoch 17 az 22. CF19 demonstruje S$pecifickl vazbu a
vysokl aviditu voéi FAP antigénu. Ako je ukazané v priklade 2, expresia cF19 v
COS bunkach (bunky odvodené od obliiek africkej zelenej opice) je slaba, v
rozsahu od priblizne 10 do 60 ng/ml, o je najmenej 10 krat menej ako pre vaésinu
protilatok.

Pri pokuse zvysit hladiny expresie cF19 sa zmenila vedica sekvencia F19 V,
oblasti substittuciou prolinu za leucin v polohe -9. Vysledkom tejto jedinej zmeny v
aminokyseline vo veducej sekvencii bolo najmenej zdvojnasobenie mnozstva
chimérnej protilatky produkovanej v COS bunkach. Na expresiu tejto konkrétnej
chimérnej protilatky v COS bunkach sa pouzila nasledujiuca mutovana veduica
sekvencia lahkého retazca: MDSQAQVLMLLLLVWSGTCG, a nasledujica veduca
sekvencia tazkého retazca; MGWSVWFLFLLSGTAGVLS.

Podia vynalezu znamena vyraz "zlepSena schopnost produkcie" v
hostitelskych bunkach podstatné zlepSenie hladin expresie a/alebo vytazkov
purifikovanej protilatky, v porovnani s hladinami expresie a/alebo vytazkami
protilatky pri chimérnej protilatke bez modifikacii kostry, ako bola definovana vyssie.
Dva konkrétne, ale neobmedzujuce, priklady na demonstraciu zlepSenej schopnosti
produkcie su uvedené pre COS expresny systém (v prikladoch 2 a 5) a pre CHO
bunkovy expresny systém (v prikladoch 10 a 11).

Zatial ¢o mutacia vo veducej sekvencii vedie len k zdvojnasobeniu vytazku
expresie chimérnej F19 protilatky, tu definované podstatné zlepSenie znamena
Zlep$enie hladiny expresie a/alebo vytazku purifikacie najmenej 10 nasobne.

Vyhodné uskuto&nenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov, ktoré sa
vyznadéuju tym, Ze ich Urovne expresie vo vzorkach surového média, stanovené
prostrednictvom ELISA, a/alebo vytazky purifikovanej protilatky presahuju Grovne
expresie alalebo purifikacné vytazky chimérnych protilatok bez modifikacii kostry

najmenej 10 nasobne.
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VyhodnejSie uskutonenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov, ktoré
sa vyznacuju tym, Ze ich urovne expresie vo vzorkach surového média, stanovené
prostrednictvom ELISA, a/alebo vytazky purifikovanej protilatky presahuja Grovne
expresie alalebo purifikaéné vytazky chimérnych protilatok bez modifikacii kostry
najmenej 20 nasobne.

NajvyhodnejSie uskutoénenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov,
ktoré sa vyznacuju tym, Ze ich Urovne expresie vo vzorkach surového meédia,
stanovené prostrednictvom ELISA, al/alebo vytazky purifikovanej protilatky
presahuju urovne expresie al/alebo purifikaéné vytazky chimérnych protilatok bez
modifikacii kostry najmenej 100 nasobne.

Zlepsenu schopnost produkcie rekombinantnych protilatkovych proteinov
podfa vynalezu je mozné demonstrovat v eukaryotickych bunkach, ako je vo
vS§eobecnosti ukazané pre COS a CHO (bunky odvodené z vajec¢nikov &inskeho
Skreéka) eukaryotické bunky (pozri priklady 5 a 11). DalSie uskutoénenie
predlozeného vynalezu sa tyka rekombinantnych protilatkovych proteinov, ktoré sa
vyznaduju tym, Ze je ich mozné lepSie produkovat v eukaryotickych bunkach.

Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu sa tyka protilatkovych
proteinov, pri ktorych produkcii sa pouzivaju ako eukaryotické bunky vaje¢nikové
bunky ¢inskeho Skrec¢ka (CHO bunky).

Neocakavane sa zistilo, Ze urdité modifikacie kostry variabilnych oblasti
lahkého retazca zlepSuju schopnost produkcie protilatkovych proteinov podfa
vynalezu. Pripravili sa tri verzie pretvarovanych variabilnych retazcov, oznaéené
ako verzia A, B a C, ako je znazornené na obrazkoch 1 az 6.

Verzie variabilnej oblasti fahkého retazca A, B a C vykazuju podstatne
zlepSenu schopnost produkcie v CHO bunkach (pozri priklad 11). Hoci sa A a C
verzie variabilnej oblasti fahkého retazca liSia od B verzie variabilnej oblasti
fahkého retazca len dvoma spoloénymi aminokyselinovymi zvy§kami, vykazuju este
podstatnejSie zlepSenie schopnosti ich produkcie. Existuje najmenej 10 nasobny
rozdiel v trovniach vylu€ovania protilatky medzi B verziou fudského pretvarovaného
F19 lahkého retfazca a A alebo C verziou. A a B verzie pretvarovaného fudského

F19 lahkého retazca sa liSia v ich aminokyselinovej sekvencii len dvoma zvyskami
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v polohach 36 (mutacia Tyr na Phe) a 87 (mutacia Tyr na Asp) (nomenklattira podfa
Kabata). Tento negativny uc€inok na vylu€ovaciu schopnost' protilatok obsahuijtcich
B verziu variabilnej oblasti fahkého retazca, by mohol byt nepriamy, ak by mutacie
Tyr na Asp a Tyr na Phe, brané do uvahy jednotlivo alebo spolu, spésobovali len
nespravne podkladanie proteinu. Tento pripad je vS8ak nepravdepodobny, pretoze
antigénové véazobné testy ukazali, Ze imunoglobuliny obsahujuce B verziu F19
fahkého retazca maju podobné avidity ako imunogloguliny spojené s A alebo C
verziami F19 lahkého retazca, ¢o naznaduje, Zze nie sU vyrazne nespravne
poskladané.

Ked sa porovnavajua verzie A a C, za redukciu vyluCovania B verzie sa zda
byt zodpovedny najma zvySok 87 v pretvarovanom fudskom F19 lahkom retazci.

Vyhodné uskutoénenie predlozeného vynalezu sa tyka protilatkovych
proteinov podlfa vynalezu, v ktorych aminokyselina v Kabat polohe 87 oblasti
fahkého retazca nie je asparagin.

VyhodnejSie uskuto¢nenie predlozeného vynalezu sa tyka protilatkovych
proteinov podla vynalezu, v ktorych aminokyselina v Kabat polohe 87 oblasti
fahkého retazca je vybrana z aromatickych alebo alifatickych aminokyselin.

NajvyhodnejSie uskuto€nenie predlozeného vynalezu sa tyka protilatkovych
proteinov podfa vynalezu, v ktorych aminokyselina v Kabat polohe 87 oblasti
fahkého retazca je tyrozin alebo fenylalanin.

Dalsie uskutoénenie predloZzeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov
podfa vynalezu, v ktorych aminokyselina v Kabat polohe 36 oblasti [ahkého retazca
je vybrana z aromatickych aminokyselin.

Konkrétne uskutocnenie vynalezu sa tyka Specifickych protilatkovych
proteinov, ktoré je mozné pripravit z jednotlivo opisanych pretvarovanych
variabilnych oblasti lahkych a tazkych retazcov.

Na uskutocCifiovanie vynalezu su vhodné najméd A a C verzie variabilnych
oblasti fahkého retazca, pretoze maju vynimoéne vysoku schopnost produkcie,
pricom si zachovavaju upind FAP-vazobni S$pecificitu a dosahuja nizku

imunogénnost. To plati najmé pri porovnani s chimérnou protilatkou, ktora ma



-9-

variabilné oblasti F19 a rovnaké konstantné oblasti, ale aj pri porovnani s B verziou
ahkého retazca.

Preto sa jedno uskutognenie predloZzeného vynalezu tyka protilatkovych
proteinov, ktoré obsahuju variabilnt oblast lahkého retazca uvedent ako sekv. &.
2.

Dalsie uskuto&nenie vynalezu sa tyka aj protilatkovych proteinov, ktorych
variabilna oblast fahkého retazca je kddovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou
v sekv. €. 1.

Jedno uskutocnenie predlozeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov,
ktoré obsahuju variabilni oblast lahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 6.

DalSie uskutoénenie vynalezu sa tyka aj protilatkovych proteinov, ktorych
variabilna oblast ahkého retazca je kddovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou
v sekv. €. 5.

PredloZzeny vynalez opisuje aj niekolko réznych variabilnych oblasti tazkého
refazca, ktoré velmi dobre funguji s A a C verziami variabilnych oblasti lahkého
refazca, ak sa berie do uvahy zlepSena ucéinnost ich produkcie.

Jedno uskutoénenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov, ktoré
obsahuju ktorukolvek variabilnt oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €. 8, 10,
12, 14.

DalSie uskutodnenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov, ktorych
variabilnd oblast tazkého retazca je koédovana ktoroukolvek nukleotidovou
sekvenciou uvedenou v sekv. &. 7, 9, 11, 13.

Velmi konkrétne uskuto&nenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov,
ktoré obsahuju variabilni oblast lahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 2 a
variabilnt oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €. 12. NajvyhodnejSie tento
protilatkovy protein navySe obsahuje konstantnu oblast fahkého retazca uvedenu
ako sekv. €. 20 a konstantnu oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €. 22.

Takze dal$im predmetom predloZzeného vynalezu je protilatkovy protein,
ktory obsahuje aminokyselinovl sekvenciu uvedent ako sekv. &. 2. VyhodnejSie
takyto protilatkovy protein dalej obsahuje aminokyselinovi sekvenciu uvedenu ako

sekv. & 12. VyhodnejSie protilatkovy protein dalej obsahuje aminokyselinovu
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sekvenciu uvedenu ako sekv. €. 20 a aminokyselinovu sekvenciu uvedenu ako
sekv. & 22. Dal§im predmetom vynalezu je protilatkovy protein opisany v tomto
odstavci, ktory je konjugovany s radioizotopom, vyhodne 1, '%|, " Re, '®®Re alebo
%Y. Dalsim predmetom predioZzeného vynalezu je DNA molekula, ktora kéduje
protilatkovy protein opisany v tomto odstavci. Dal$im predmetom vyndlezu je
hostitefska bunka nestcu tuto DNA molekulu. Dal$im predmetom vynalezu je
spbsob vyroby protilatkového proteinu opisaného v tomto odstavci, ktory zahfiia
kultivaciu uvedenej hostitefskej bunky v podmienkach, v ktorych je protilatkovy
protein hostitelskou bunkou exprimovany, a izolaciu proteinu. Dal$im predmetom
vynalezu je farmaceuticky prostriedok, ktory obsahuje protilatkovy protein podfa
prediozeného vynalezu a farmaceuticky prijatefny nosié. DalSie konkrétne
uskutoénenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov, ktorych variabilna oblast
lahkého retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. ¢. 1 a
variabilna oblast' tazkého retazca je kddovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou
v sekv. €. 11.

Dalsie konkrétne uskutoénenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov
obsahuijtcich variabilna oblast lahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 2 a variabilnu
oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €. 8.

DalSie konkrétne uskutoénenie vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov,
ktorych variabilna oblast lahkého retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou
uvedenou v sekv. €. 1, a ktorych variabilna oblast tazkého retazca je kédovana
nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. €. 7.

Humanizacia variabilnej oblasti hlodavéej protilatky sa mdze dosiahnut
pouzitim spoésobov znamych v oblasti. EP 0239400 opisuje zastepenie CDRs
hlodavéej variabilnej oblasti do kostry ludskej variabilnej oblasti. WO 90/07861
opisuje sposoby pretvarania CDR-zastepenej variabilnej oblasti zavedenim dalSich
modifikacii kostry. WO 92/11018 opisuje spbsoby produkcie humanizovanej Ig
kombinovanim donorovych CDRs s akceptorovou kostrou, ktora je vysoko
homologicka s donorovou kostrou. WO 92/05274 opisuje pripravu protilatok s
mutovanou kostrou vychadzajic z hlodavéej protilatky. Dal$imi publikaciami

predchadzajiceho stavu techniky, ktoré sa tykaji humanizacie hlodavéich
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monoklonalnych protilatok, su EP 0368684; EP 0438310; WO 92/07075 alebo WO
92/22653. Takze odbornik méze vyrobit protilatky podfa predlozeného vynalezu
vychadzajuc z verejne dostupnej hlodavéej monoklonalnej protilatky F19 a pouzitim
technik znamych v oblasti, napr. z WO 92/05274. Samozrejme, DNA molekuly
kédujuce protilatkové proteiny podla predloZzeného vynalezu je mozZné ziskat
syntetickymi postupmi znamymi v oblasti, napr. chemickou syntézou prislunych
oligonukleotidov a naslednou ligaciou a amplifikaciou (pozri napr. Frank a dalsi,
(1987) Methods Enzymol. 154: 221-249).

Dali predmet predloZeného vynalezu sa tyka molekdl nukleovej kyseliny,
ktoré obsahuju kodujicu informaciu pre protilatkové proteiny podfa vynalezu, ako
sU opisané vysSSie. Vyhodne molekula nukleovej kyseliny podfa predloZzeného
vynalezu obsahuje nukleotidovi sekvenciu vybranu zo sekv. &. 1, 3,5, 7, 9, 11, 13
alebo 15.

Dalsim predmetom predloZzeného vynalezu je rekombinantny DNA vektor
obsahujuci nukleotidovu sekvenciou ktorejkolvek z vysSie uvedenych nukleovych
kyselin, najmd ak je uvedena nukleotidova sekvencia operaéne spojena s
expresnou riadiacou sekveniou, ako v expresnych vektoroch. Vyhodnym
rekombinantnym DNA vektorom je expresny vektor.

Dals$im predmetom predlozeného vynalezu je hostitefska bunka nestca
opisany vektor, najma expresny vektor. Takouto hostitelskou bunkou moéze byt
prokaryoticka alebo eukaryoticka bunka. Vyhodne je takouto hostitefskou bunkou
eukaryotickd bunka, kvasinkova bunka alebo cicavéia bunka. VyhodnejSie je
takouto hostitefskou bunkou CHO bunka alebo COS bunka.

ESte dalSim predmetom predlozeného vynalezu je spbsob produkcie
protilatkovych proteinov podfa vynalezu. Takyto spdsob zahiiia nasledujice kroky:

a) kultivaciu vySsie opisanej hostitefskej bunky v podmienkach, v ktorych je
protilatkovy protein hostitefskou bunkou exprimovany, a

b) izolaciu protilatkového proteinu.

Vyhodné su cicavéie hostitelské bunky, vyhodne CHO alebo COS.
Hostitefské bunky na produkciu protilatkovych proteinov podfa vynalezu sa mézu

transfekovat jednym vektorom obsahujicim expresné jednotky pre oba, lahky aj
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tazky retazec (pozri napr. WO 94/11523). Jedno konkrétne uskutonenie spésobu
vyroby protilatkovych proteinov podla vynalezu pouZiva hostitelské bunky, ktoré su
kotransfekované dvoma plazmidmi, z ktorych jeden nesie expresnt jednotku pre
fahky a druhy expresnu jednotku pre tazky retazec (pozri napr. EP 0481790).
Protilatkoveé proteiny podfa vynalezu poskytuju vysoko Specificky nastroj na
nasmerovanie terapeutickych &inidiel vogi FAP antigénu. Preto sa dal§i predmet
vynalezu tyka protilatkovych proteinov podla vynalezu, ktoré st konjugované s
terapeutickym ¢inidlom. Z mnohych terapeutickych &inidiel znamych v oblasti su
vyhodné terapeutické €inidla vybrané zo skupiny, ktora zahffia radioizotopy, toxiny,
toxoidy, inflamatogénne ¢inidla, enzymy, antisense molekuly, peptidy, cytokiny a
chemoterapeutické ¢inidla. Spomedzi radioizotopov je mozné ako terapeutické
¢inidla pouzit radioizotopy emitujice gama, beta a alfa Ziarenie. Ako terapeutické
radioizotopy su vyhodné pB-emitujuce radioizotopy. Na dosiahnutie lokalizovaného
Ziarenia a na destrukciu malignych nadorovych buniek sa osvedcili ako uzitoéné B-
emitujice izotopy '®rénium, '*rénium, 'jod a *ytrium. Preto su radioizotopy

¥jod a Pytrium vynimoéne

vybrané zo skupiny zahifiajucej '**rénium, **rénium,
vyhodné ako terapeutické &inidla na konjugovanie s protilatkovymi proteinmi podfa
vynalezu. Na oznacenie protilatky podfa vynalezu radioaktivnym jodom moéze byt
pouzity napriklad sp6sob opisany vo WO 93/05804.

Dalsim predmetom predloZzeného proteinu st znagené protilatkové proteiny
podla vynalezu. Takato FAP-Specificky znadena protilatka umoziiuje lokalizaciu
alalebo detekciu FAP antigénu in vitro a/alebo in vivo. Znacka je definovana ako
marker, ktory moze byt priamo alebo nepriamo detekovatefny. Nepriamy marker je
definovany ako marker, ktory neméze byt detekovany ako taky, ale vyZzaduje dalSi
priamo detekovatefny marker Specificky pre nepriamy marker. Vyhodnymi znackami
na uskutoéfiovanie vynalezu su detekovatelné markery. Z velkého mnoizstva
detekovatefnych markerov su najvyhodnejSie detekovatelné markery vybrané zo
skupiny zahimiajucej enzymy, farbi¢ky, radioizotopy, digoxygenin a biotin.

Dalsi predmet predloZeného vynalezu sa tyka protilatkovych proteinov podfa

vynalezu, ktoré st konjugované so zobrazitelnym &inidlom. Zo stavu techniky je
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dostupné velké mnoZstvo réznych zobrazitelnych ¢&inidiel. Na uskutoéiiovanie
vynalezu su vyhodnejSie gama-emitujuce izotopy. Najvyhodnejsi je '*jod.

Jeden predmet prediozeného vynalezu sa tyka farmaceutickych prostriedkov,
ktoré obsahuju vy3Sie opisany protilatkovy protein podla predlozeného vynalezu a
farmaceuticky prijatefny nosi¢. Takéto farmaceutické prostriedky su uzitoéné na
lieCbu nadorov, ktoré su spojené s aktivovanymi stromalnymi fibroblastmi. Existuju
dva mozné efektorové principy na protinadorova stromalnu imunoterapiu, ktoré
mbZu udinkovat synergicky: a) Nemodifikovana (nekonjugovana, "naha") protilatka
podla vynalezu méze indukovat imunitni deStrukénu reakciu alebo zapalova
reakciu v nadorovej strébme, zatial ¢o b) protilatka konjugovana s terapeutickym
ginidlom, ako napriklad radioizotopom alebo inou toxickou latkou, méze spdsobit
lokalizované oZiarenie a destrukciu malignych nadorovych buniek. Z toho vyplyva,
Ze dalsim predmetom predloZeného vynalezu je pouZitie opisaného protilatkového
proteinu na vyrobu farmaceutického prostriedku najmé na liecbu nadorov.

Dal§im uskutoénenim st farmaceutické prostriedky obsahujuce protilatkovy
protein podfa vynalezu konjugovany s vysSie opisanym terapeutickym cinidlom a
farmaceuticky prijatefny nosi¢, ktoré su uZito¢né na lie€bu nadorov, priom uvedené
nadory st asociované s aktivovanymi stromainymi fibroblastami. DalSie uskutoéne-
nie sa tyka farmaceutickych prostriedkov, ktoré obsahuiju protilatkovy protein podfa
predlozeného vynalezu konjugovany s vySSie opisanym zobrazitelnym Cinidlom a
farmaceuticky prijatelny nosi¢, ktoré sG uzitoéné na zobrazovanie pritomnosti
aktivovanych stromélnych fibroblastov v hojacej sa rane, zapalenej pokozke alebo
nadore u [ludského pacienta. NajvyhodnejSie uskutoénenie sa tyka vySSie
uvedenych farmaceutickych prostriedkov, kde nadory st vybrané z rakovinovej
skupiny zahffiajicej kolorektalnu rakovinu, pfacnu rakovinu inych ako malych
buniek, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku, rakovinu vajeénikov, rakovinu pfuc,
invazivnu rakovinu moc&ového mechura, rakovinu pankreasu a metastaticki
rakovinu mozgu.

V pripade Zivogisneho alebo fudského tela sa mézZe osvediit ako vyhodné
aplikovat vys$ie opisané farmaceutické prostriedky intravenéznou alebo inou

cestou, napr. systémovo, lokalne alebo do ciefového tkaniva alebo organu, v
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zavislosti na type a pdvode ochorenia alebo problému, ktory sa ma lieéit, napr.
nadoru. Sytémovy spdsob Gginku je Zzelatelny napriklad ked je potrebné lie€it rézne
organy alebo systémy organov, ako je tomu napr. pri systémovych autoimunitnych
ochoreniach alebo alergiach alebo pri transplantaciach cudzich organov alebo
tkaniv alebo pri nadoroch, ktoré su difuzne alebo tazko lokalizovatelné. Lokainy
spbsob ucinku by mal byt brany do uvahy, ked sa ocakavaju len lokalne
manifestacie neoplastického alebo imunologického U€inku, ako napriklad pri
lokalnych nadoroch.

Protilatkové proteiny podfa predloZzeného vynalezu je mozné podavat
roznymi spOsobmi aplikacie, ktoré su odbornikovi zname, najmé intravenéznou
injekciou alebo priamou injekciou do ciefovych tkaniv. Na systémovu aplikaciu st
vyhodné intravenézne, intravaskularne, intramuskularne, intraarterialne, intra-
peritonedlne, oralne alebo intratekalne spdsoby. LokalnejSia aplikacia sa mdze
uskutoériovat subkutanne, intrakutanne, intrakardialne, intralobalne, intra-
medularne, intrapulmonalne alebo priamo do alebo blizko tkaniva, ktoré sa ma
oSetrit' (spojovacie, kostné, svalové, nervové, epitelialne tkanivo). V zavislosti na
poZzadovanom trvani a GCinnosti lie€by sa moézu farmaceutické protilatkové
prostriedky podavat' raz alebo niekolkokrat, aj periodicky, naprikiad denne pocas
niekofkych dni, tyZdiiov alebo mesiacov a v odliSnych davkach.

Na pripravu vhodnych protilatkovych prostriedkov na vy38ie opisané
aplikacie musi odbornik pouzit zname injektovatelné, fyziologicky prijatelné sterilné
roztoky. Na pripravu roztokov pripravenych na pouZitie na parenteralnu injekciu
alebo infuziu si bezne dostupné vodné izotonické roztoky, ako napr. fyziologicky
roztok alebo zodpovedajiuce plazmatické proteinové roztoky. Farmaceutické
prostriedky mézu byt vo forme lyofylizatov alebo ako suché pripravky, ktoré je
mozné rekonstituovat znamym injektovatefnym roztokom priamo pred pouzitim v
sterilnych podmienkach, napr. ako sada jednotiek. Finalne pripravky protilatkovych
prostriedkov podfa predloZzeného vynalezu si pripravené na injekciu, infaziu alebo
perfiziu zmieSanim purifikovanych protilatok podla vynalezu so steriinym,
fyziologicky prijatefnym roztokom, ktory méze byt obohateny o zname nosiové

latky a/alebo aditiva (napr. sérovy albumin, dextr6zu, siran sodny, EDTA).
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Mnozstvo aplikovanej protilatky zavisi na povahe ochorenia. U pacientov s
rakovinou mdzZe byt aplikovana davka "nahej" protilatky medzi 0,1 a 100 mg/m?,
vyhodne medzi 5 a 50 mg/m? na aplikaciu. Pre radioaktivne znadené protilatky,
napr. s jodom-131, sa musi stanovit maximaina tolerovana davka (MTD), ktora sa
nesmie pri lieCbe prekroCit. Aplikacia radioaktivne znacenej protilatky pacientom s
rakovinou sa potom mézZe uskutofiovat opakovane (mesacne alebo tyZdenne)
intravendznou infziou davky, ktora je nizSia ako MTD (pozri napr. Welt a dal$i
(1994) J. Clin. Oncol. 12: 1193-1203).

Dalej sa jeden predmet vynalezu tyka pouzitia protilatkovych proteinov podfa
vynalezu na lie€bu rakoviny. Vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu sa tyka
pouzitia protilatkovych proteinov podfa vynalezu, konjugovanych s vyssie opisanym
terapeutickym &inidlom, na lieébu rakoviny. Iné vyhodné uskutoénenie
predloZzeného vynalezu sa tyka pouZitia protilatkovych proteinov podfa vynalezu,
konjugovanych so zobrazitelnym €inidlom, na zobrazenie aktivovanych stromainych
fibroblastov. Dalsie vyhodné uskuto&nenie predlozeného vynalezu sa tyka pouzitia
znacenych protilatkovych proteinov podla vynalezu na detekciu pritomnosti
aktivovanych stromainych fibroblastov vo vzorke.

Jeden predmet vynalezu sa tyka spdsobu lieéby nadorov, ktoré maiju
spojitost s aktivovanymi stromalnymi fibroblastami schopnymi Specificky vytvarat
komplex s protilatkovymi proteinmi podfla vynalezu, ktoré si vo forme
nahych/nemodifikovanych protilatok, modifikovanych protilatkovych proteinov, ako
napr. fazovanych proteinov, alebo protilatkovych proteinov konjugovanych s
terapeutickym &inidlom, priéom tento spdsob zahffia uvedenie nadoru do kontaktu s
ucinnym mnozstvom uvedenych protilatok. Vyhodné uskutoénenie predlozeného
vynalezu sa tyka vy$Sie uvedeného spdsobu lie€by nadorov, pricom nadorom je
nador majuaci rakovinové bunky vybrané so skupiny rakovin, ktora zahfiia
kolorektalnu rakovinu, pfacnu rakovinu inych ako malych buniek, rakovinu prsnika,
rakovinu hlavy a krku, rakovinu vaje€nikov, rakovinu pfuc, invazivnu rakovinu
mocového mechura, rakovinu pankreasu a metastaticki rakovinu mozgu. Vyssie

opisany spdsob liecby nadorov sa méze uskutocriovat in vitro alebo in vivo.
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Dal$i predmet vynalezu sa tyka sposobu detekcie pritomnosti aktivovanych

stromalnych fibroblastov pri hojeni ran, zapale alebo nadoroch, ktory zahfiia:
a) uvedenie vzorky, ktora moZzno obsahuje aktivované stromaine fibroblasty, do
kontaktu s protilatkovym proteinom podfa vynalezu v podmienkach, ktoré su
vhodné na vytvorenie komplexu medzi protilatkou a antigénom,
b) detekciu pritomnosti komplexu, a tym detekciu pritomnosti aktivovanych
stromainych fibroblastov pri hojeni ran, zapale alebo v nadore.

Vyhodné uskutoénenie predloZeného vynalezu sa tyka spOsobu detekcie
pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov v nadore, pricom nadorom je
nador majaci rakovinové bunky vybrané so skupiny rakovin, ktora zahffia
kolorektalnu rakovinu, plicnu rakovinu inych ako malych buniek, rakovinu prsnika,
rakovinu hlavy a krku, rakovinu vaje¢nikov, rakovinu pfuic, invazivnu rakovinu
mocového mechura, rakovinu pankreasu a metastatickd rakovinu mozgu.
NajvyhodnejSimi protilatkovymi proteinmi podla vynalezu su proteiny zna¢ené ako
bolo opisané vysSie.

Dal§i predmet vynalezu sa tyka sposobu zobrazenia pritomnosti
aktivovanych fibroblastov v hojacej sa rane, zapalovom tkanive (pozitivha je aj
reumatoidna artritida a cirh6za) alebo v nadore fudskych pacientov, ktory zahiia:

a) podanie protilatkového proteinu podfa predloZeného vynalezu, ktory je
konjugovany so zobrazitelnym ¢&inidlom, fudskému pacientovi v podmienkach
vhodnych na vytvorenie komplexu protilatka-antigén,

b) zobrazenie akéhokolvek komplexu vytvoreného tymto spésobom,

c) tym zobrazenie pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov v fudskom
pacientovi.

Vyhodné uskutocnenie predlozeného vynalezu sa tyka vysSie opisaného
spbsobu zobrazenia pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov v nadoroch,
pricom nadorom je nador majuci rakovinové bunky vybrané so skupiny rakovin,
ktora zahfma kolorektalnu rakovinu, pfacnu rakovinu inych ako malych buniek,
rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku, rakovinu vajeénikov, rakovinu plic,

rakovinu mocoveého mechura, rakovinu pankreasu a metastatick( rakovinu mozgu.
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Dal§i predmet predioZeného vynalezu sa tyka sposobu detekcie nadorovej
stromy, ktory zahfiia:
a) uvedenie vhodnej vzorky do kontaktu s protilatkovym proteinom podfa
predlozeného vynalezu v podmienkach vhodnych na vytvorenie komplexu
protilatka-antigén,
b) detekciu pritomnosti akéhokolvek takto vytvoreného komplexu,
c) odvodenie pritomnosti nadorovej stromy od pritomnosti uvedeného komplexu.
Protilatkové proteiny na uskutoCfiovanie vynalezu si vyhodne znadené
detekovatelnym markerom.
Dalsi predmet predlozeného vyndlezu sa tyka spésobu zobrazenia nadorovej
stromy v fudskom pacientovi, ktory zahfia:
a) podanie protilatky podla vynalezu, konjugovanej s vysSie opisanym zobrazova-
telnym cinidlom, pacientovi v podmienkach vhodnych na vytvorenie komplexu
protilatka-antigén,
b) zobrazenie takto vytvoreného komplexu, a tym, zobrazenie pritomnosti nadorovej

stromy u ludského pacienta.

Prehfad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1. DNA sekvencia A verzie variabilnej oblasti ludského F19 pretva-
rovaného lahkého retazca (hF19L,), sekv. ¢. 1.

Obrazok 2. Aminokyselinova sekvencia A verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaného lahkého retazca (hF19L,), sekv. &. 2.

Obrazok 3. DNA sekvencia B verzie variabilnej oblasti ludského F19
pretvarovaného [ahkého retazca (hF19L;), sekv. €. 3. Nukleotidy, ktorymi sa li§i od
A verzie su podciarknuté a vytiaéené hrubo.

Obrazok 4. Aminokyselinova sekvencia B verzie variabilnej oblasti ludského
F19 pretvarovaného fahkého retazca (hF19Lg), sekv. €. 4. Aminokyseliny, ktorymi

sa liSi od A verzie su podciarknuté a vytlaéené hrubo.
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Obrazok 5. DNA sekvencia C verzie variabiinej oblasti ludského F19
pretvarovaneého lahkeho retazca (hF19L.), sekv. €. 5. Nukleotidy, ktorymi sa lisi od
A verzie su poddiarknuté a vytlatené hrubo.

Obrazok 6. Aminokyselinova sekvencia C verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaneho fahkého retazca (hF19L.), sekv. & 6. Aminokyseliny, ktorymi
sa liSi od A verzie su podciarknuté a vytlaéené hrubo.

Obrazok 7. DNA sekvencia A verzie variabilnej oblasti fudského F19
pretvarovaného tazkého retazca (hF19H,), sekv. &. 7.

Obrazok 8. Aminokyselinova sekvencia A verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaného tazkého retazca (hF19H,), sekv. &. 8.

Obrazok 9. DNA sekvencia B verzie variabilnej oblasti fudského F19
pretvarovaneho tazkého retazca (hF19Hg), sekv. &. 9. Nukleotidy, ktorymi sa lisi od
A verzie st podc¢iarknuté a vytlacené hrubo.

Obrazok 10. Aminokyselinova sekvencia B verzie variabilnej oblasti ludského
F19 pretvarovaného tazkého retazca (hF19H;), sekv. €. 10. Aminokyseliny, ktorymi
sa liSi od A verzie su podg¢iarknuté a vytlaéené hrubo.

Obrazok 11. DNA sekvencia C verzie variabilnej oblasti fudského F19
pretvarovaneho tazkeho retazca (hF19H), sekv. &. 11. Nukleotidy, ktorymi sa lisi
od A verzie su pod¢iarknuté a vytlacené hrubo.

Obrazok 12. Aminokyselinova sekvencia C verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaného taZkého retazca (hF19H,), sekv. &. 12. Aminokyseliny, ktorymi
sa liSi od A verzie s podciarknuté a vytlaéené hrubo.

Obrazok 13. DNA sekvencia D verzie variabilnej oblasti fudského F19
pretvarovaneho tazkého retazca (hF19H,), sekv. & 13. Nukleotidy, ktorymi sa lisi
od A verzie st pod¢iarknuté a vytlacené hrubo.

Obrazok 14. Aminokyselinova sekvencia D verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaneho tazkého retazca (hF19H,), sekv. &. 14. Aminokyseliny, ktorymi
sa liSi od A verzie su podéiarknuté a vytlaéené hrubo.

Obrazok 15. DNA sekvencia E verzie variabilnej oblasti fudského F19
pretvarovaného tazkého retazca (hF19H;), sekv. & 15. Nukleotidy, ktorymi sa lisi

od A verzie su podciarknuté a vytlatené hrubo.
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Obrazok 16. Aminokyselinova sekvencia E verzie variabilnej oblasti fudského
F19 pretvarovaného tazkého retazca (hF19Hg), sekv. €. 16. Aminokyseliny, ktorymi
sa liSi od A verzie su podciarknuté a vytlaéené hrubo.

Obrazok 17. Aminokyselinova sekvencia variabilnej oblasti F19 chimérneho
lahkého retazca (chF19LC), sekv. . 17.

Obrazok 18. Aminokyselinova sekvencia variabilnej oblasti F19 chimérneho
tazkého retazca (chF19HC), sekv. &. 18.

Obrazok 19. DNA sekvencia fudského kapa lahkého konstantného retazca,
sekv. &. 19.

Obrazok 20. Aminokyselinova sekvencia ludského fahkého kons$tantného
retazca, sekv. €. 20.

Obrazok 21. DNA sekvencia ludského tazkého konstantného retazca, sekv.
¢. 21.

Obrazok 22. Aminokyselinova sekvencia fudského tazkého konstantného
retazca, sekv. €. 22.

Obrazok 23. Cicavéie bunkové expresné vektory pouzité na vyrobu
chimérnych a pretvarovanych [udskych protilatok s fudskymi kapa [fahkymi
retazcami a fudskymi gama-1 tazkymi retazcami.

A. Expresny vektor pre lahky retazec: pKN100
B. Expresny vektor pre tazky retazec: pG1D105

Obrazok 24. DNA a aminokyselinova sekvencia variabilnej oblasti my$ieho
F19 lahkého retazca ako boli modifikované na pouzitie na konstrukciu chimérneho
F19 Tlahkého retazca. Restrikéné miesta su oznaéené hrubo vytlaéenymi
pismenami. Kozak sekvencia, CDRs 1 aZ 3 a zostrihové donorové miesto su
podciarknuté.

Obrazok 25. DNA a aminokyselinova sekvencia variabilnej oblasti mysieho
F19 tazkeého retazca ako boli modifikované na pouzitie na konstrukciu chimérneho
F19 tazkého retazca. Restriktné miesta st oznaCené hrubo vytlaéenymi
pismenami. Kozak sekvencia a zostrihové donorové miesto su podd&iarknuté.

Obrazok 26. DNA sekvencia F19 chimérnej protilatky klonovanej do pKN100

cicavcieho expresného vektora. Restrikéné miesta st oznacené hrubymi pismenami
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a podciarknuté. CDRs 1 az 3 a zostrihové donorové miesto su pod¢iarknuté. Toto je
DNA sekvencia mySieho F19 lahkého retazca vo vnuatri pKN100 eukaryotického
expresného vektora. Tento vektor ma cDNA verziu génu ludskej kapa konstantnej
oblasti (alotyp Km(3)), ktora je ukonéena silnou umelou termina¢nou sekvenciou.
Okrem toho, aj Neo selekény gén je ukonéeny touto umelou sekvenciou a je aj v
rovnakej orientacii ako expresna kazeta pre kapa lahky retazec.

Zakladnymi zlozkami pKN100 eukaryotického expresného vektora su:

1az6 EcoRI miesto

7 az 1571 HCMVi prométor/zosifoval
583 az 587 TATAA box

610 zadiatok transkripcie

728 az 736 zostrihové donorové miesto
731 zadiatok intrénu

1657 koniec intrénu

1544 az 1558 zostrinoveé akceptorové miesto

1590 az 1598 Kozak sekvencia

1599 az 1658 peptidova vedica sekvencia
1659 az 1997 mysi F19 lahky retazec
1996 az 2004 zostrihové donorové miesto

2011 az 2657 cDNA koépia génu ludskej kapa konstantnej oblasti (Km(3))
2664 az 2880 umela spaC2 termina¢na sekvencia
2887 az 7845 to je DNA fragment pSV2neo vektora, ktory obsahuje gén Amp-
rezistencie (v opacnej orientacii), ColEl a SV40 podiatky
replikacie a gén Neo-rezistencie (v rovnakej orientacii ako
HCMVIi-KCT kazeta)
7852 az 8068 umely spaC2 terminacny signal
Tato sekvencia kon&i presne pred EcoRI/ miestom (poloha 1 aZz 6) na
zaciatku sekvencie. Ako vektor by bola tato DNA sekvencia kruhova.
Obrazok 27. DNA sekvencia F19 chimérnej protilatky klonovanej do pg1d105
cicavCieho expresného vektora. Restrikéné miesta s ozna¢ené hrubo vytlaéenymi

pismenami a pod¢&iarknuté. CDRs 1 az 3 a zostrihové donorové miesto su
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pod&iarknuté. Toto je DNA sekvencia eukaryotického expresného vektora
pG1D105, ktory obsahuje variabilni oblast mySieho F19 tazkého retazca. Tento
vektor obsahuje cDNA verziu fudskej gama-1 konstantnej oblasti (alotyp G1m (non-
a, z, -x), tiez znamy ako Gm1(17) alotyp).

Zakladnymi zlozkami konstruktu su:

1 az 2501 sekvencia zaloZzena na pBR322 obsahujiuca gén ampicilinovej
rezistencie, ColEl a SV40 pociatky replikacie a poskodeny
SV40 skory prométor

2502 az 3226 dhfr gén

3233 az 4073 SV40 poly A sekvencia atd.

4074 az 4079 ligované BamH/ a Bglll miesto (BstY/)

4080 az 4302 SPA miesto plus C2 terminacény signal

4303 az 5867 HCMVi prométor

5879 az 5885 unikatne  Hindlll  restrikéné miesto na  klonovanie
imunoglobulinovych variabilnych génov

5886 az 5894 Kozak sekvencia

5895 az 5951 signalny peptid

5952 az 6323 mysSi F19 tazky retazec

6323 az 6330 zostrihové donorové miesto

6331 az 6336 unikatne  BamHI| restrikéné miesto na  klonovanie

imunoglobulinovych variabilnych génov

6337 az 7388 cDNA képia fudskych gama-1 konstantnych oblasti, ktorym
predchadza 62 bp intrén
7389 az 7709 Arnie terminac¢na sekvencia

Ludska gama-1 kons$tantna oblast pouzita v tomto konstrukte ma G1m (non-

a, z,-X), znamy aj ako Gm1(17) alotyp, ktory je definovany zvySkom kyseliny
glutamovej (E) v polohe 356 (podfa Eu &islovania), metioninovym (M) zvySkom v
polohe 358 (podla Eu Cislovania) a lyzinovym (K) zvy§8kom v polohe 214 (podfa Eu
¢islovania). Vo vy$Sie uvedenej sekvencii su tieto tri zvy$ky pod&iarknuté.

Obrazok 28. Spdsob konstrukcie fudského pretvarovaného F19 fahkého

retazca na zaklade PCR. Tento obrazok poskytuje schematicky pohfad na stratégiu
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konstrukcie. Bodkované Ciary oznacuju komplementarne sekvencie medzi primermi,
ktoré maju dizku najmenej 21 baz.

Obrazok 29. Nukleotidovd a odvodena sekvencia A, B a C verzie
variabilnych oblasti ludského F19 [ahkého retazca. Nukleotidové a odvodené
aminokyselinové sekvencie su zoradené a porovnané s A verziou, Ciarky
znamenaju zhodu nukleotidov, bodky znamenaji zhodu aminokyselin. Amino-
kyseliny su Cislované podla Kabat a dalSi (1991). Lokalizacie CDRs s oznaéené
ramikmi.

Obrazok 30. DNA sekvencia F19L, (A verzia ludského pretvarovaného
lahkého retazca) klonovana do pKN100 cicavéieho expresného vektora. Restrikéné
miesta su oznadené hrubymi pismenami a podéiarknuté. CDRs 1 azZ 3 a zostrihové
donorové miesto su podéiarknuté. Toto je DNA sekvencia A verzie pretvarovaného
F19 fahkého retazca, ktora je klonovana do pKN100 eukaryotického expresného
vektora. Tento vektor ma cDNA verziu génu fudskej kapa konstantnej oblasti (alotyp
Km(3)), ktora je ukoncena siinou umelou terminaénou sekvenciou. Okrem toho, aj
Neo selekény gén je ukonCeny touto umelou sekvenciou a je aj v rovnakej orientacii
ako expresna kazeta pre kapa lahky retazec.

Zlozkami vektora su:

7 az 1571 HCMVi prométor/zosilovaé
583 az 587 TATAA box

610 zadiatok transkripcie

728 az 736 zostrihové donorové miesto
731 zaciatok intrénu

1557 koniec intronu

1544 az 1558 zostrihové akceptorové miesto
1590 az 1598 Kozak sekvencia

1599 az 1658 peptidova veduica sekvencia
1659 az 1997 A verzia pretvarovaného F19 fahkého retazca
1996 az 2004 zostrihové donorové miesto

2011 az 2657 cDNA kopia génu fudskej kapa konstantnej oblasti (Km(3))

2664 az 2880 umela spaC2 terminaéna sekvencia
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2887 az 7845 to je DNA fragment pSV2neo vektora, ktory obsahuje gén Amp-
rezistencie (v opacnej orientacii), ColEl a SV40 podciatky
replikacie a gén Neo-rezistencie (v rovnakej orientacii ako
HCMVi-KCT kazeta)

7852 az 8068 umely spaC2 terminacny signal

Tato sekvencia konéi presne pred EcoRI/ miestom (poloha 1 aZz 6) na
zaciatku sekvencie. Ako vektor by bola tato DNA sekvencia kruhova.

Obrazok 31. Sposob konstrukcie fudského pretvarovaného F19 tazkého
retazca na zaklade PCR. Tento obrazok poskytuje schematicky pohlad na stratégiu
konstrukcie. Bodkované ciary oznacéuju komplementarne sekvencie medzi primermi,
ktoré maji dizku najmenej 21 baz.

Obrazok 32. Nukleotidova a odvodena sekvencia a az e verzie variabilnych
oblasti pretvarovaného fudského F19 tazkého retazca. Nukleotidové a odvodené
aminokyselinové sekvencie sU zoradené a porovnané s A verziou, Ciarky
znamenaju zhodu nukleotidov, bodky znamenaji zhodu aminokyselin.
Aminokyseliny su Cislované podfa Kabat a dai$i (1991). Lokalizacie CDRs su
oznacené ramikmi.

Obrazok 33. DNA sekvencia F19Ha (a verzia fudského pretvarovaného
tazkého retazca) klonovana do pg1d105 cicavCieho expresného vektora.
Restrikéné miesta st oznacené hrubo vytlaenymi pismenami a podciarknuteé.
CDRs 1 az 3 a zostrihové donorové miesto su podciarknuté. Toto je DNA sekvencia
eukaryotického expresného vektora pG1D105, ktory obsahuje A verziu variabilnej
oblasti pretvarovaného F19 tazkeho retazca. Tento vektor obsahuje cDNA verziu
fudskej gama-1 konStantnej oblasti (alotyp G1m (non-a, z, -x), tiez znamy ako
Gm1(17) alotyp).

Zakladnymi zlozkami konStruktu su:

1 az 2501 sekvencia zalozena na pBR322 obsahujica gén ampicilinovej
rezistencie, ColEl a SV40 pociatky replikacie a poskodeny
SV40 skory prométor

2502 az 3226 dhfr gén

3233 az 4073 SV40 poly A sekvencia atd.



4080 az 4302
4303 az 5867
2879 az 5885

5886 az 5894
5895 az 5951
5952 az 6323
6323 az 6330
6331 az 6336

6337 az 7388

7389 az 7709

-24 -

SPA miesto plus C2 terminaény signal

HCMVi prométor/zosifovaé

unikatne Hindlll restrikéné miesto na klonovanie imuno-
globulinovych variabilnych génov

Kozak sekvencia

signalny peptid

A verzia pretvarovaného F19 tazkého retazca

zostrihové donorové miesto

unikatne BamHI! restrikcné miesto na klonovanie imuno-
globulinovych variabilnych génov

cDNA képia ludskych gama-1 konsStantnych oblasti, ktorym
predchadza 62 bp intrén

Arnie terminacna sekvencia

Ludska gama-1 konstantna oblast pouzita v tomto konstrukte ma G1m (non-

a, z,-X), znamy aj ako Gm1(17) alotyp, ktory je definovany zvy$kom kyseliny

glutamovej (E) v polohe 356 (podlfa Eu ¢islovania), metioninovym (M) zvySkom v

polohe 358 (podfa Eu ¢islovania) a lyzinovym (K) zvySkom v polohe 214 (podfa Eu

¢islovania). Vo vyssSie uvedenej sekvencii su tieto tri zvySky pod¢iarknuté.

Obrazok 34. Schematicky prehfad. Pocas expresie protilatky F19 v cicavéich

bunkach prebieha RNA rozstrih tazkych (panel A) a fahkych (panel B) retazcov.

A. zostrih RNA pre tazky retazec

B. zostrih RNA pre kapa lahky retazec

Obrazok 35. Koncentra¢na zavislost vazby L,H. supernatantu na CD8-FAP.
Obrazok 36. Vazba biotinylovaného L,H. na ludsky FAP.
Obrazok 37. CD8-FAP nesie F19 epitop, ako sa detegovalo s cF19.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Konstrukcia mysich-fudskych chimérnych génov
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Navrhla sa chimérna F19 (cF19) protilatka tak, aby mala my$iu F19V, oblast
spojenu s fudskou kapa konstantnou oblastou a mysiu F19V,, oblast spojent s
fudskou gama-1 konstantnou oblastou. Pouzili sa PCR primery na modifikaciu 5'- a
3'-sekvencii ohraniCujucich cDNA sekvencie, ktoré koduju F19V, a V, oblasti
(tabufka 1). Navrhli sa PCR primery $pecifické pre V-oblast F19 lahkého retazca.
Tieto adaptované mysie F19 variabilné oblasti sa potom subklonovali do cicavéich
bunkovych expresnych vektorov, ktoré uz obsahuju fudska kapa (pPKN100 vektor)
alebo gama-1 (pG1D104 vektor) konStantni oblast (obrazok 23). Tieto vektory
vyuzivaju fudsky cytomegalovirusovy (HCMV) prométor/zosifovaé na ddinnu
transkripciu lahkého a tazkého retazca. Vektory obsahuju aj SV40 podiatok
replikacie, ktory umoziiuje Géinni DNA replikaciu a nasledn( expresiu proteinu v
COS bunkach. Expresné vektory boli navrhnuté tak, aby mali variabilné oblasti
zacClenené ako Hindlll-BamHI DNA fragmenty. Navrhli sa PCR primery na
zavedenie tychto restrikénych miest na 5'- (Hindlll) a 3'-(BamHI) konce cDNA
kédujucej V-oblasti. Okrem toho boli navrhnuté PCR primery na zavedenie Kozak
sekvencie (GCCGCCACC) na 5-konce cDNA pre fahky aj tazky retazec, aby sa
umoznila u¢inna translacia (Kozak M.: At least six nucleotides preceding the AUG
initiator codon enhance translation in mammalian cells. (1987) J. Mol. Biol. 196:
947), a na zavedenie zostrihovych donorovych miest na 3'-konce cDNA pre tahky aj
tazky retazec, aby sa variabilné oblasti zostrihli do susedstva konstantnych oblasti.
PCR primery pouzité na kon$trukciu chimérnych F19 lahkych a tazkych retazcov st
znazornené v tabulke 1. DNA a aminokyselinové sekvencie mysich F19 V, a V,
oblasti, ako boli upravené na pouZzitie na konstrukciu chimérnych F19 fahkych a
taZzkych retazcov, st znazornené na obrazkoch 24 a 25. DNA sekvencie mysich
F19 fahkych a tazkych retazcov klonované do eukaryotickych expresnych vektorov
pKN100 a pG1D105 su znazornené na obrazkoch 26 a 27.

Tabulka 1
PCR primery na kon$trukciu chimérnej F19 protilatky
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A. Variabilna oblast lahkého retazca

1. Primer na kon$trukciu 5'-konca (37mér)
5 CAGA AAGCTT GCCGCCACC ATG GAT TCA CAG GCC CAG 3
Hindlll Kozaksekv. M D S Q A Q

2. Primer na kons$trukciu 3'-konca (35mér)
5' CCGA GGATCC ACTCACGTTT CAG CTC CAG CTT GGT 3'

BamHI| zostrihové donorové miesto

A. Variabilna oblast tazkého retazca

1. Primer na kons$trukciu 5'-konca (37mér)
5' CAGA AAGCTT GCCGCCACC ATG GGA TGG AGC TGG GTC 3'
Hindlll Kozaksekv. M G W S W V

2. Primer na kon$trukciu 3'-konca (35mér)
5' CCGA GGATCC ACTCACGTT TGA GGA GAC GGT GAC TGA 3'

BamH!I zostrihové donorové miesto

Priklad 2

Expresna a vazobna aktivita chimérnej F19 protilatky

Dve plazmidové DNA kédujice chimérne F19 lahké a tazké retazce (pozri

priklad 1) sa ko-transfekovali do COS buniek na prechodnt expresiu chimérnej F19

protilatky ako je opisané nizSie. Po 72 hodinovom inkubovani sa zhromazdilo

meédium, centrifugovalo sa, aby sa odstranili bunkové zvy$ky, a analyzovalo sa

prostrednictvom ELISA z hladiska produkcie fudskej protilatky podobnej IgG1.

Supernatatn COS buniek obsahujuci chimérnu F19 protilatku sa analyzoval z

hfadiska jeho schopnosti viazat sa na HT 1080 bunky (pozri priklad 13), ktoré na

svojom povrchu exprimuju FAP antigén.
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Transfekcia COS buniek pouzitim elektroporacie

Cicavei expresny vektor pg1d105 obsahujiuci verziu pretvarovaného
fudského tazkého retazca a cicavéi expresny vektor pKN100 obsahujlci verziu
pretvarovaného ludského fahkého retazca sa testovali v COS bunkach z hfadiska
prechodnej expresie F19 protilatok. COS7 bunky s rutinne pasazovali v DMEM
(Gibco BRL, ¢&. kat. 41966) s obsahom penicilinu (50 IU/ml), streptomycinu (50
ug/ml), L-glutaminu a 10% teplom inaktivovaného fetalneho hovadzieho séra bez
gama globulinu (FCS, Harlan Sera-Lab ¢&. kat. D0001). DNA sa zaviedla do COS
buniek elektroporaciou pouzitim Gene Pulsar aparatary (BioRad). DNA (10 ug z
kazdého vektora) sa pridala k 0,8ml alikvote 1x107 buniek/ml vo fosfatom timenom
fyziologickom roztoku (PBS, bez Ca** a Mg?). Dodal sa pulz s hodnotou 1900
voltov, a kapacitou 25 uF. Po 10 minutovej zotavovacej periéde pri teplote okolia sa
elektroporované bunky pridali do 8 ml DMEM s obsahom 5% FCS. Po 72 hodinach
inkubovania pri 37 °C sa médium zhromazdilo, centrifugovalo, aby sa odstranili
bunkové zvysky, a uskladnilo sa v sterilnych podmienkach pri 4 °C na kratky cas

alebo pri -20 °C na dlhsi Cas.

ELISA spdsob na meranie koncentracii zostavenej IgG1/kapa protilatky v
supernatantoch COS buniek

Vzorky protilatok produkovanych v transfekovanych COS bunkach sa
testovali prostrednictvom ELISA, aby sa stanovilo kolko chimérnej alebo
pretvarovanej ludskej protilatky sa produkovalo. Na detekciu protilatky sa platne
pokryli kozou anti-fudskou IgG (Specifickou voéi Fcy fragmentu) protilatkou (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., €. 109-005-098). Vzorky z COS buniek sa
sériovo nariedili a pridali sa do kazdej jamky. Po hodinovom inkubovani pri 37 °C a
premyti sa pridal s chrenovou peroxidazou konjugovany kozi anti-fudsky kapa fahky
retazec (Sigma, A-7164). Po 30 minutovom inkubovani pri 37 °C a premyti sa pridal
K-blue substrat (zmes 3,3',5,5'-tetrametylbenzidinu a hydrogénperoxidu, Bionostics
Limited, €. KB175) na 30 minut pri laboratérnej teplote. Reakcia sa zastavila

pouzitim Red Stop roztoku (Bionostics Limited, €. RS20) a od¢itala sa opticka
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hustota na mikroplathiovom snimaégi pri 650 nm. Ako standard sa pouzila
purifikovana ludska IgG1/kapa protilatka (Sigma, 1-3889) so znamou koncentraciou.

Expresia chimérnej F19 protilatky v COS bunkach bola slaba (tabulka 2),
medzi 10 a 60 ng/ml, &o je najmenej 10 krat menej ako pri vaésine protilatok.

Ako pokus zvysit expresné hladiny chimérnej F19 protilatky sa zmenila
veduca sekvencia F19V, oblasti substittciou leucinu na prolin v polohe -9. Tato
zmena jedinej aminokyseliny vo veducej sekvencii viedla k najmenej zdvojnaso-
beniu mnoZstva chimérnej protilatky produkovanej v COS bunkach.

Vysledky bunkovej vézby ukazuju, Ze chimérna F19 sa viaZze $pecificky, a s

predpokladanou aviditou na FAP ciel.

Tabulka 2
Koncentracie chimérnej F19 protilatky v COS bunkovych supernatantoch (st to

vysledky troch nezavislych transfekcii)

Transfekované zlozky protilatky fudska y1/K
Tazky retazec Kapa lahky retazec [ng/mi]
cF19 cF19 (cF19 vedlca sekvencia) 0,060
cF19 cF19 (cF19 mutovana veduca sekvencia) 0,212
cF19 cF19 (cF19 veduca sekvencia) 0,056
cF19 cF19 (cF19 mutovana vedtca sekvencia) 0,108
cF19 cF19 (cF19 veduca sekvencia) 0,011
cF19 cF19 (cF19 mutovana vedlca sekvencia) 0,087

Prikiad 3

Konstrukcia A verzie pretvarovaného fudského F19 lahkého retazca na C(L,-L;)

Kon&trukcia prvej verzie pretvarovanej fudskej F19V,_ oblasti (L,) sa
uskutocCiiovala pouzitim prekryvajucich sa PCR fragmentov spésobom podobnym

metdde opisanej v Daugherty B. L., DeMartino J. A., Law M. F., Kawka D. W.,
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Singer I. I. a Mark G. E. (1991) Polymerase chain reaction (PCR) facilitates the
cloning, CDR-grafting, and rapid expression of a murine monoclonal antibody
directed against the CD18 component of leukocyte integrins. Nucl. Acids Res. 19:
2471. Syntetizovalo sa desat oligonukleotidov, ktoré pozostavali z piatich parov
primerov, APCR1-vla1, vla2-vla3, vla4-via5, vla6-via7 a vla8-APCR4 (tabulka 3 a
obrazok 28). Prifahlé pary mali prekryvajlice sa sekvencie s dizkou najmenej 21 baz
(obrazok 28). APCR1 a APCR4 hybridizovali s ohrani€ujucimi sekvenciami pUC19
vektora. Mutagénne primery sa navrhli tak, aby ich 5' koniec nasledoval hned za
kolisavou polohou kodénu. Tato stratégia sa pouzila preto, aby sa zabranilo
zbyto&nému pridaniu jedného nukleotidu na 3' koniec vlakna komplementarneho s
mutagénnym primerom DNA polymerazou po¢as PCR (Sharrocks A. D. a Shaw P.
E. (1992) Improved primer design for PCR-based, site-directed mutagenesis. Nucl.
Acids Res. 20: 1147). Vhodny par primerov (0,2 uM z kazdého) sa kombinoval s 10
ng cDNA pre "B" verziu pretvarovanej fudskej L25V, oblasti a 1 jednotkou AmpliTaq
(Perkin Eimer Cetus) DNA polymerazy v 50 pl PCR timivého roztoku obsahujice-
ho10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50mM KCI, 200pM dNTPs a 1,5mM MgCl,. Toto sa
prekrylo mineralnym olejom a PCR sa uskutoéfiovala v 25 cykloch, pricom kazdy
cyklus pozostaval s denaturaéného kroku v trvani 1 minuty pri 94 °C, kroku
anelovania primeru v trvani 1 minaty pri 55 °C a predlzovacieho kroku v trvani 2
minat pri 72 °C. Potom nasledoval jeden cyklus pozostavajici z dalSieho
elongacného kroku v trvani 10 minut pri 72 °C a nasledovalo ochladenie na 4 °C.
Casovy rozdiel medzi krokom anelacie primerov a predlZzovacim krokom bol 2,5
minuty. PCR produkty piatich reakcii (A, B, C, D a E) sa potom purifikovali gélovou
elektroforézou a nasledovala DNA elucia pouzitim Wizard PCR preps (Promega).
PCR produkty A, B, C, D a E sa zostavili prostrednictvom ich vzajomnej
komplementarity. V druhej sade PCR reakcii sa PCR produkty Ba C, a D a E (50
ng z kazdého) pridali do 50ul PCR reakénych zmesi (ako boli opisané vy$sie), z
ktorych kazda obsahovala 1 jednotku AmpliTaq (Perkin Elmer Cetus) DNA
polymerazy. Uskuto€nilo sa 20 reakénych cyklov, ktoré boli opisané vyssie s tou

vynimkou, Ze anelaéna teplota sa zvySila na 60 °C. V tretej sade PCR reakcii sa
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PCR produkty F a G PCR amplifikovali pouzitim 1 pl z kaZdej predchadzajicej PCR
reakénej zmesi a prislusného paru PCR primerov (vla2-vlia5 alebo via6-APCR4).
PCR reak&né zmesi obsahovali 1 jednotku AmpliTag DNA polymerazy v 50 pl PCR
reakénej zmesi (ako bola opisana vyssie) a amplifikovali sa 25 cyklov ako v prvom
Stadiu. V Stvrtej sade PCR reakcii s prostrednictvom PCR amplifikoval PCR produkt
H pouzitim 1 pl kazdej z predchadzajucich PCR reakénych zmesi a via2-APCR4
paru PCR primerov. Nakoniec sa PCR produkty A a H zostavili prostrednictvom ich
vzajomnej komplementarity v dvojkrokovej PCR reakcii podobnej s reakciou
opisanou vysSie pouzitim RSP a UP ako terminalnych primerov. Kompletne
zostaveny fragment predstavujtci celt pretvarovani F19V_ oblast vratane veducej
sekvencie sa postiepil s Hindlll a BamHI| a klonoval sa do pUC19, za ucelom
sekvenovania. Klon so spravhou DNA sekvenciou sa oznacil reshF19La (obrazok
29) a potom sa subklonoval do eukaryotického expresného vektora pKN100. DNA
sekvencia reshF19La klonovaného do pKN100 je znazornena na obrazku 30.

Druha verzia pretvarovanej F19V, oblasti (Lg) sa skonStruovala pouzitim
rovnakej schémy ako bola opisana pre L,, ale vla4 a via7 primery boli nahradené
primermi vib4 a vib7 (tabufka 3). DNA sekvencia Lg je znazornena na obrazku 29.

Tretia verzia pretvarovanej ludskej F19V,_ oblasti (L;) sa skonStruovala
pouZitim QuikChange™ miestne $pecifického mutagenizaéného kitu od Stratagene.
QuikChange miestne $pecificky spdsob mutovania sa uskutoéfioval podfa inStrukcii
vyrobcu, pouzitim reshF19La v pKN100 vektore ako dvojviaknového DNA templatu.
V sulade s instrukciami vyrobcu sa navrhli mutagenické oligonuklotidové primery
F19Lc-sense a F19Lc-antisense (tabulka 3) na pouzite v tomto postupe. Stru¢ne,
oba mutaéné primery obsahovali poZzadované miesto mutacie (kodén TTT v Kabat
polohe 49 (Phe) sa zamenil na TAT, ktory kéduje Tyr) a anelovali na rovnaku
sekvenciu na opacnych viaknach L, v pKN100 vektore. Miesto mutacie bolo
overené DNA sekvenovanim celej V, oblasti. DNA sekvencia L. je znazornena na
obrazku 29. Aby sa eliminovala moznost nahodnych mutacii v pKN100 poéas PCR
reakcie, V, oblast sa vystiepila z pKN100 vektora ako Hindlll/BamHI fragment a
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znovu sa subklonovala do nemodifikovaného pKN100 vektora, ktory bol predtym

postiepeny rovnakymi restrikénymi enzymami.

Tabulka 3
PCR primery na konS$trukciu variabilnych oblasti pretvarovaného fudského F19

fahkého retazca

1. Primery na syntézu "A" verzie
F19vla1 (36mér)
5' GTCATCACAATGTCTCCGGAGGAACCTGGAACCCAG 3'

F19via2 (29mér)
5' CTCCGGAGACATTGTGATGACCCAATCTC 3'

F19via3 (45mér)
5'GAATATAAAAGGCTCTGACTGGACTTGGACTTGCAGTTGATGGTGGCCCTC 3

F19vlad (72mér)
5'CAGTCAGAGCCTTTTATATTCTAGAAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTATC
AGCAGAAACCAGGACAGCC 3

F19via5 (44mér)
5' ACCCCAGATTCCCTAGTGCTAGCCCAAAAGATGAGGAGTTTGGG 3'

F19vla6 (67meér)
5'TAGCACTAGGGAATCTGGGGTACCTGATAGGTTCAGTGGCAGTGGGTTTGG
GACAGACTTCACCCTC 3'

F19via7 (53mér)
5'GTCCCTTGTCCGAACGTGAGGCGGATAAGCTAAAATATTGCTGACAGTAATA

AAC 3'
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F19vila8 (33mér)
5 GCTCACGTTCGGACAAGGGACCAAGGTGGAAAT 3

2. Primery na syntézu "B" verzie

F19vib4 (72mér)
5'CAGTCAGAGCCTTTTATATTCTAGAAATCAAAAGAACTACTTGGCCTGGTTCC
AGCAGAAACCAGGACAGCC 3'

F19vib7 (57mér)
5'GTCCCTTGTCCGAACGTGAGCGGATAGCTAAAATATTGCTGACAGTCATAAA
CTGCC 3'

3. Primery na syntézu "C" verzie
F19Lc-sense (34mér)

5' CCCAAACTCCTCATCTATTGGGCTAGCACTAGGG 3'

F19Lc-antisense (34-mér)
5' CCCTAGTGCTAGCCCAATAGATGAGGAGTTTGGG 3'

4. Primery hybridizujice s ohrani¢ujucimi sekvenciami pUC19 vektora

APCR1 (17mér, sense primer): 5' TACGCAAACCGCCTCTC 3
APCR4 (18mér, anti-sense primer): 5' GAGTGCACCATATGCGGT 3
RSP (-24) (16mér, sense primer): 5' AACAGCTATGACCATG 3

UP (-40) (17mér, anti-sense primer): 5 GTTTTCCCAGTCACGAC 3'

Priklad 4

Kons$trukcia A az E (H,-H;) verzii pretvarovaného ludského F19 tazkého retazca

"A" verzia pretvarovanych oblasti fudského F19 V, (H,) sa skonStruovala
pouzitim rovnakych PCR metéd ako boli opisané pre konstrukciu "A" verzie

pretvarovanej ludskej F19 V, oblasti (L,) (obrazok 31). Templatovou DNA bola "A"
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verzia fudského 226 V, (Léger O. J. P., Yednock T. A., Tanner L., Horner H. C.,
Hines D. K., Keen S., Saldanha J., Jones T., Fritz L. C. a Bendig M. M. (1997).
Humanization of a mouse antibody against human alpha-4 integrin: a potential
therapeutic for the treatment of multiple sclerosis. Hum. Antibod. 8: 3). Navrhlo a
syntetizovalo sa Sest PCR primerov na kon$trukciu "A" verzie pretvarovanej ludskej
F19 V, oblasti (tabulka 4). PCR produkty A, B, C a D sa ziskali pouzitim APCR1-
Vha1l, Vha2-Vha3, Vha4-Vha5 a Vha6-APCR4 parov PCR primerov. PCR
podmienky boli v podstate rovnaké ako bolo opisané pri konstrukcii pretvarovane;j
fudskej F19 V_ oblasti. Klon majici spravnu DNA sekvenciu sa oznadil ako
reshF19Ha (obrazok 32) a potom sa tato sekvencia subklonovala do
eukaryotického expresného vektora pG1D105. DNA sekvencia reshF19Ha
klonovana v pG1D105 je znazornena na obrazku 33.

Tretia verzia pretvarovanej fudskej F19 V,, oblasti (H.) sa skonstruovala
pouZitim rovnakej schémy ako bola opisana pre H,, ale Vha4 primer bol nahradeny
primerom Vhc4 (tabulka 4). DNA sekvencia H, je znazornena na obrazku 32. Druha
(Hg) a stvrta (H,) verzia pretvarovanej ludskej F19 V, oblasti sa skonstruovali na
zaklade PCR-mutagenizaénych metdéd podfa Kamman a dal$i (Kamman M., Laufs
J., Schell J. a Gronenborn B. (1989) Rapid insertional mutagenesis of DNA by
polymerase chain reaction (PCR). Nucl. Acids Res. 17: 5404). Na konstrukciu H, a
Hp sa pouzili v PCR reakciach mutacné primery F19VHbd6 (Tyr-91 az Phe-91,
tabulka 4) spolu s APCR4, pricom ako templatova DNA sa pouZili H,, respektive
Hc. PCR produkty Vhb a Vhd sa postiepili restrikcnymi enzymami Pst/ a BamHI a
subklonovali sa do reshF19Ha a reshF19Hc, ktoré sa predtym postiepili rovnakymi
restrikénymi enzymami. DNA sekvencie Hg a H, st znazornené na obrazku 32.

"E" verzia pretvarovanej fudskej F19 V, oblasti (H:) sa skonstruovala na
zaklade PCR-mutageniza&nych metéd podfa Kamman a dalsi (1989), ktoré uz boli
uvedené vyssie:

Pre reshF19He sa pouZil mutagenizacny primer F19MsclHe (tabulka 5) v
pare s primerom F19VHHindlll (tabulka 5) v PCR reakciach, pricom templatovou
DNA bol H¢ klonovany v pg1d105 cicavéom expresnom vektore. Prisluny par

primerov (0,2 pM z kazdého) sa skombinoval z 10 ng cDNA "A" verzie
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pretvarovanej ludskej 226 V,, oblasti v 100 pl PCR tlmivom roztoku obsahujucom
10mM KCI, 10mM (NH,),SO,), 20mM Tris-HCI (pH 8,8), 2mM MgSO,, 0,1% Triton
X-100 a 200uM dNTPs. Reakéné zmesi sa preliali mineralnym olejom a nechali sa
pri 94 °C 5 minut. Potom sa pridala 1 jednotka Deep Vent DNA polymerazy (New
England Biolabs) ("Hot Start” PCR; Chou Q, Russell M., Birch D., Raymond J. a
Bloch W. (1992) Prevention of pre-PCR mis-priming and primer dimerization
improves law-copy-number amplifications. Nucl. Acids Res. 20: 1717) a PCR sa
uskuto&fiovala v 25 cykloch na TRIO-Thermoblock termalnom cykleri (Biometra,
Géttingen, Nemecko). Kazdy cyklus pozostaval z denaturaéného kroku pri 94 °C v
trvani 1 minaty, z kroku anelovania primerov pri 70 °C v trvani 1 minuty a
predizovacieho kroku pri 72 °C v trvani 2 minat. Nasledoval jediny cyklus
pozostavajlici z dalSieho elongaéného kroku pri 72 °C v trvani 10 minGt a
nasledovalo ochladenie na 4 °C. PCR produkty sa potom extrahovali a purifikovali z
TAE 1,4% Standardného agarézového gélu pouzitim QIAquickTM gélového
extrakéného kitu podfa protokolu dodaného vyrobcom (QIAGEN Ltd., UK). PCR
produkt Ve sa potom postiepil restrikénymi enzymami Msc/ a Hindlll a ligoval sa do
reshF19Hc klonovaného v pg1d105, ktory sa predtym postiepil rovnakymi
restrikénymi enzymami. Mcs/ restrikéné rozoznavacie miesto je len jedno vo
vietkych verziach pretvarovanej fudskej F19 V,, oblasti a nenachadza sa v pg1d105
expresnom vektore. V pg1d105 sa nachadza len jedno restrikéné miesto
rozoznavané Hindlll na klonovanie V, imunoglobulinovych génov. Na elektro-
poraciu kompetentné XL-1 Blue E. coli bunky sa transformovali s 1 pl ligovanej DNA
a vysiali sa na agar6zové platne obsahujice ampicilin. Kolénie sa potom skrinovali
s hladiska pritomnosti spravnych inzertov prostrednictvom priamej PCR kolonii
(Gussow D. a Clackson T. (1989) Direct clone characterization from plaques and
colonies by the polymerase chain reaction. Nucl. Acids Res. 17: 4000) s primermi
HCMi a Hucy1 hybridizujacimi s ohrani€ujucim rekvenciami pg1d105 vektora
(tabufka 5). DNA z pozitivnych kolénii sa pripravila pouZitim Plasmid Midi kitu podfa
protokolu dodaného vyrobcom (QIAGEN Ltd.,, UK). DNA sekvenovanie sa

uskutodriovalo dideoxy retazcovym terminaénym spdsobom (Sanger F., Nicklen S.
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a Coulson A. (1977) DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74: 5463) priamo z kruhovej vektorovej DNA pouzitim beZnej
denaturacie teplom (Andersen A., Pettersson A. a Kieldsen T. (1992) A fast and
simple technique for sequencing plasmid DNA with sequenase using heat
denaturation. Biotechniques 13: 678) a sekvenazy 2.0 (USB, Cleveland, OH). DNA

sekvencia reshF19He je znazornena na obrazku 32.

Tabulka 4
PCR primery na konStrukciu A az D verzii pretvarovanych variabilnych oblasti

fudského F19 tazkého retazca

1. Primery na syntézu "A" verzie
F19vha1 (47mér)
5 GTGTATTCAGTGAAGGTGTATCTACTAGTTTTACAGCTGACTTTCAC 3

F19vha2 (63mér)
5TAGTAGATACACCTTCACTGAAGACACCATACACTGGGTTAGACAGGCCCCT
G3

F19vha3 (71mér)
5'CCCTTGAACTTCTGGTTGTAGTTAGGAATACCATTGTTAGGATTAATACCTCC
TATCCACTCCAGCCTTTG 3'

F19vha4 (71mér)
5TAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGCCACCTTGACCGTAGGCAAGTCT
GCCAGCACCGCCTACATGG 3

F19vha5 (63mér)
5'GCATGGCCCTCGTCGTAACCATAGGCGATTCTTCTTCTGGCGCAGTAGTAGA
CTGCAGTGTCC 3'
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F19vha6 (48meér)
S'CTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAAC 3'

2. Primery na syntézu "C" verzie

F19vhc (71mér)
5'TAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCCGGGTCACCATCACCGTAGACACCTCT
GCCAGCACCGCCTACATGG 3'

3. Primery na syntézu verzii "B" a "C"
F19vhbd6 (27mér)
5' GGACACTGCAGTCTACTTCTGCGCCAG 3'

4. Primery hybridizujuce s ohrani¢ujacimi sekvenciami pUC19 vektora
APCR1 (17mér, sense primer) 5' TACGCAAACCGCCTCTC 3
APCR4 (18mér, anti-sense primer) 5' GAGTGCACCATATGCGGT 3'

Tabufka 5
PCR primery na konstrukciu E verzie pretvarovanych variabilnych oblasti ludského

F19 tazkého retazca

1. Primer na syntézu "E" verzie
F19MsclHe (65mér, anti-sense)
5'CCTTTIGGCCAGGGGCCTGTCTAACCCAGTGTATGGTGTATTCAGTGAAGGTG
TATC

Mscl
CACTAGTTTCCACTAGTTT 3'

2. Primery hybridizujace s ohranicujucim sekvenciami pg1d105 cicavCieho expres-
ného vektora

HCMi (28mér, sense) 5'GTCACCGTCCTTGACACGCGTCTCGGGA 3'

Hucy1 (17mér, anti-sense) 5' TTGGAGGAGGGTGCCAG 3'
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Priklad 5
Koncentracie pretvarovanej fudskej F19 protilatky v supernatantoch COS buniek

COS bunky sa transfekovali jednym parom série pretvarovanych fudskych
F19 protilatkovych konstruktov a merala sa koncentracia ludskej protilatky pouzitim

IgG1/kapa ELISA, ako bolo opisané v priklade 2.

Tabulka 6

Koncentracie pretvarovanej fudskej F19 protilatky v supernatantoch COS buniek

Transfekované protilatkové zloZzky Ludska y1/K
Tazky retazec Kapa lahky retazec Koncentracia [ug/mi]

Ha, La 2,5

Ha Lg 0,18

Hs La 1,25

Hsg Ls 0,10

Hp La 1,15

Ho Ls 0,18

H, La 1,50

Ha Lc 1,56

Hc La 1,47

Hc Le 1,97
cF19 La 1,54
cF19 Lg 0,07
cF19 Lc 2,14
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Tabulka 7
Koncentracie pretvarovanej fudskej F19 protilatky v supernatantoch COS buniek

Transfekované protilatkové zlozky Ludska y1/K
Tazky retazec Kapa lahky retazec Koncentracia [ug/mi]
Ha L, 2,00
Ha Le 2,50
He La 2,90
He Le 3,00
He La 2,80
He Lc 3,50

RNA zostrih je nevyhnutny na expresiu imunoglobulinovych génov v cicavéich
bunkach

Oba cicavéie expresné vektory pKN100 a pg1d105 maju intron medzi
variabilnou a konstantnou oblastou, ktory sa odstrafiuje po¢as procesu génovej
expresie, kedy vznika mRNA. Zostrihovy dej, ktory pozostava z DNA rekombinacie
medzi zostrihovymi donorovymi miestami tazkého a [ahkého retazca a
imunoglobulinovym zostrihovym akceptorovym miestom, je znazorneny na obrazku
34.

Priklad 6
Prietokova cytometricka analyza véazby cF19 a L,H; na fudské bunky exprimujlce
FAP

Testovala sa schopnost L,H; viazat sa tak na rekombinantny, ako aj na
endogénne exprimovany FAP na bunkovom povrchu.

Uskutocrioval sa experiment na stanovenie vazby L,H; na bunkovy FAP.
Ako bunkovy ciel sa pouzili tak fudské MF-SH nadorové bunky, ktoré prirodzene
exprimuju FAP (Shirasuma, K. a dalsi, Cancer 1985, 55:2521-32), ako aj fudské
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nadorové bunkové linie transfekované s FAP. L,H. sa $tudoval cytofluorometric-
kymi testami stanovujacimi priamu vézbu na ciefové bunky, ako aj prostrednictvom
inhibicného ucinku bud' hlodavéej F19 protilatky, alebo chimérnej cF19 anti-FAP
protilatky, na vazbu.

Pouzitymi protilatkami a bunkovymi liniami boli F19 (hlodavéia monoklonalna
anti-humanna FAP protilatka, IgG1 podtrieda), migG (hlodavéi imunoglobulin, IgG
trieda), cF19 (chimérna monoklonalna anti-humanna FAP protilatka, IgG1
podtrieda), L,H. (pretvarovana anti-humanna FAP protilatka IgG1 podtrieda), higG1
(fTudsky imunoglobulin, I9gG1 podtrieda), MF-SH (bunkova linia fudskych malignych
vlaknitych histiocytov), HT-1080 (fudska fibrosarkomova bunkova linia), HT-
1080FAP klon 33 (HT-1080 bunkova linia transfekovana cDNA kédujucou fudsky
FAP). Protilatky boli biotinylované, ako je opisané v prikladoch 8 a 12.

Priama véazba L,H. na FAP na povrchu fudskych nadorovych bunkovych linii

5x10° buniek skimanej nadorovej bunkovej linie sa inkubovalo s uvedenou
koncentraciou testovanej alebo kontrolnej protilatky v celkovom objeme 0,2 mi
fosfatom timeného fyziologickom roztoku (PBS), ktory bol doplneny 1% hovadzim
sérovym albuminom (BSA), 30 minat na fade. Nasledne sa bunky dva krat premyli s
2 ml PBS, resuspendovali sa v 0,2 ml PBS, do ktorého sa doplnilo 1% BSA, pridal
sa mySi anti-fudsky IgG FITC-znageny (Dianova) ako sekundarne reakéné éinidlo v
riedeni 1:20, a inkubovanie prebiehalo dalSich 30 minat na fade.

Alternativne sa 5x10° buniek skimanej nadorovej bunkovej linie inkubovalo s
uvedenou koncentraciou biotinom znagenej cF19 v celkovom objeme 0,2 ml PBS,
ktory bol doplneny 1% BSA, 30 minut na lade. Nasledne sa bunky dva krat premyli
s 2 ml PBS, resuspendovali sa v 0,2 ml PBS, do ktorého sa doplnilo 1% BSA, a
inkubovali sa dalSich 30 minit na lade so streptavidin-FITC (Dianova) ako
sekundarnym ¢inidlom v riedeni 1:40.

Bunky sa znova dvakrat premyli s 2 ml PBS, resuspendovali sa v celkovom
objeme 0,5 ml PBS doplnenom s 1% paraformaldehydom (PFA) a udrziavali sa na

lade. Fluorescencia jednej bunky sa determinovala cytofluorometricky analyzou
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bunkovej zelenej fluorescencie pri 488 nm v EPICS XL (Coulter) fluorescenéne

aktivovanom bunkovom analyzatore.

Kompeticia Ly,H; pri vézbe biotinylovanej cF19 na bunkovy povrchovy FAP na
fudskych bunkovych liniach exprimujucich FAP

5x10° buniek skiimanej nadorovej bunkovej linie sa inkubovalo s uvedenymi
mnozstvami neznacenej testovanej alebo kontrolnej protilatky, ktora sa pridaia
spolu s 1 pg/ml biotinom znacenej cF19 protilatky. Nasledne sa bunky dva krat
premyli s 2 ml PBS, resuspendovali sa v 0,2 ml PBS, do ktorého sa doplnilo 1%
BSA, a inkubovali sa dalSich 30 minat na lade so streptavidin-FITC (Dianova) ako
sekundarnym ¢inidlom v riedeni 1:40.

Bunky sa potom dvakrat premyli s 2 ml PBS, resuspendovali sa v celkovom
objeme 0,5 ml PBS doplnenom s 1% PFA a udrziavali sa na [ade. Fluorescencia
jednej bunky sa determinovala cytofluorometricky analyzou bunkovej zelenej
fluorescencie pri 488 nm v EPICS XL (Coulter) fluorescenéne aktivovanom
bunkovom analyzatore.

Tak cF19, ako aj L,H. sa viazu na koncentracii zavislym spésobom
Specificky na FAP-transfekovany HT-1080FAP klon 33 ludské nadorové bunky
(tabufka 8). Nedetegovala sa Ziadna vadzba na FAP-negativhe HT-1080 bunky
(tabufka 9). Tak cF19, ako aj LAHC sa viazali na koncentracii zavislym spésobom
na fudské MF-SH bunky, ktoré endogénne exprimuja FAP (tabufka 10).

Biotinylovana cF19 sa viaZze na fudsky HT-1080FAP klon 33 (tabulka 11) na
koncentracii zavislym spésobom. Ziadna vézba sa nedetegovala na FAP-negtativne
HT-1080 bunky (tabulka 12).

Véazba biotinylovanej cF19 na fudsky HT-1080FAP klon 33 bola inhibovana
tak neznagenou cF19, ako aj neznaenou L,H, (tabulka 13).

Ukazalo sa, Zze chimérna anti-fludska FAP monoklonalna protilatka cF19, ako
aj pretvarovana ludska anti-humanna FAP monoklonalna protilatka L H; (priklad
10) sa priamo viaze na FAP, ktory je exprimovany na fudskych bunkovych linidch
bud’ endogénne exprimujucich tento protein, alebo transfekovanych s cDNA, ktora

ho koduje. Ukazalo sa, Ze tato vézba je zavisldA na koncentracii. Vazba
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biotinylovanej cF19 sa mohla inhibovat tak neznatenou cF19, ako aj neznaéenou
LaHe.

PouZitim cytofluorometrickej technolégie priama vézba, ako aj inhibicia
Specificky sa viazucich reakénych dCinidiel vykazala $pecificitu chimérnej cF19
protilatky a pretvrarovanej L,H. fudskej monoklonalnej protilatky voéi na bunkovom

povrchu exprimovanému FAP.

Tabulka 8
Véazba anti-FAP protilatok na bunky HT-1080FAP klonu 33

Koncentracia protilatky Priemerna intenzita fluorescencie
[ng/mi] higG1 cF19 L H¢
500,0 0,12 6,65 2,76
100,0 0,12 1,63 0,66
20,0 0,12 0,43 0,22
4,0 0,12 0,17 0,15
0,8 0,12 0,14 0,13
Tabufka 9

Vézba anti-FAP protilatok na netransfekované bunky HT-1080

Koncentracia protilatky Priemerna intenzita fluorescencie
[ng/mi] higG1 cF19 LaHc
500,0 0,11 0,11 0,12
100,0 0,11 0,11 0,11
20,0 0,11 0,11 0,12
4,0 0,11 0,11 0,12
0,8 0,11 0,11 0,11
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Vézba anti-FAP protilatok na MF-SH bunky

Koncentracia protilatky

Priemerna intenzita fluorescencie

[ng/ml] higG1 cF19 L H¢
4000 0,6 3,6 2,8
2000 n.d. 3,3 2,5
1000 n.d. 2,4 1,9

500 nd. 1,8 1,3

n.d.: neuskutocnené

Tabulka 11

Vazba biotinylovanej cF19 protilatky na bunky HT-1080FAP kilonu 33

Koncentracia protilatky

Priemerna intenzita fluorescencie

[ng/ml] Biotinylovana higG1 Biotinylovana cF19
5000,0 0,2 36,5
1000,0 0,2 18,1
200,0 0,2 4,5

40,0 0,2 1,3

8,0 0,2 0,5

1,6 0,3 0,3

Tabulka 12

Vézba biotinylovanej cF19 protilatky na netransfekované bunky HT-1080
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Koncentracia protilatky Priemerna intenzita fluorescencie
[ng/ml] Biotinylovana higG1 Biotinylovana cF19
5000,0 0,1 0,1
1000,0 0,1 0,1
200,0 0,1 0,1
40,0 0,1 0,1
8,0 0,1 0,1
1,6 0,1 0,1
Tabufka 13

Kompeticia anti-FAP protilatok s vézbou biotinylovanej cF19 na bunky HT-1080FAP
kionu 33

Kompeti€na protilatka €. Koncentracia Priemerna
kompetiénej protilatky fluorescenéna
[ng/ml] koncentracia
Ziadna 0,00 11,2
higG1 1,00 9,0
higG1 3,16 11,3
higG1 10,00 9,8
higG1 31,66 10,3
cF19 1,00 7,5
cF19 3,16 4.8
cF19 10,00 1,3
cF19 31,66 1,2
LaHc 1,00 8,0
LaHc 3,16 5,5
LaHc 10,00 2,9
L.Hc 31,66 1,7
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Vo v8etkych testoch znazornenych v tabufke 13 bola biotinylovana cF19

pouzita v koncentracii 1 ug/mil.

Priklad 7

In vitro imunitné efektorové funkcie monoklonainej protilatky L,H,

Tento experiment sa uskutocfioval na stanovenie potencialu monoklonainej
protilatky (mAb) L,H; so $pecificitou voii fibroblastovému aktivaénému antigénu
(FAP) lyzovat FAP-exprimujice ciele v pritomnosti fudského komplementu alebo
ludskych mononuklearnych leukocytov.

Studovala sa najma schopnost L,H. sprostredkovat cytotoxické Ug&inky vogi
bunkam HT-1080FAP klonu 33, ktoré na svojom povrchu exprimuju ludsky FAP.
Cytotoxicita sa stanovovala in vitro pouzitim nasledujiceho postupu: *'Cr-znagené
ciefové bunky sa inkubovali v pritomnosti L\H; s fudskym sérom ako zdrojom
komplementu alebo s fudskymi MNC (periférnych krvnych mononuklearnych
buniek) ako efektormi. Ako miera lyzy cielovych buniek sa meralo vyluGovanie *'Cr.

Pouzitymi protilatkami a bunkovymi liniami boli L,H. (pretvarovana fudska
anti-ludska FAP IgG1 protilatka), higG1 (kontrola fTudského IgG1 izotypu), 35193
(hlodavéia monoklonalna anti-Lewis’ 1gG3 protilatka), migG (hlodavéia IgG
kontrola), HT-1080 (fudsky fibrosarkom), HT-1080FAP klon 33 (HT1080
transfekovany s cDNA kédujucou ludsky FAP), MCF-7 (fudska adenokarcindmova

bunkova linia).

Lyza cielovych buniek prostrednictvom L,H. sprostredkovana komplementom
Nadorové bunky sa radioaktivne znagili inkubovanim v RPMI1640 médiu so
100 uCi *'Cr(NEN) pri 37 °C jednu hodinu. Nasledne sa bunky dva krat premyli s
médiom bez °'Cr a resuspendovali sa na koncentraciu 2x10° buniek na ml.
Ludské sérum ako zdroj komplementu sa &erstvo pripravilo z krvi réznych
dobrovolnikov. Krv sa odobrala vpichom do ramennej Zili, nechala sa pri

laboratérnej teplote jednu hodinu, ¢im sa umoznilo uskuto¢nenie zraZania, a cez
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noc sa udrziavala pri 4 °C. Sérum sa separovalo centrifugaciou a oddelilo sa od
sedimentu.

Studovana protilatka sa nariedila zo zasobného roztoku na prislusnu
koncentraciu v RPMI1640 bunkovom kultivaénom médiu.

1x10° radioaktivne znaéenych nadorovych buniek uvedenej bunkovej linie sa
inkubovalo 2 hodiny pri 37 °C v inkubatore (95 % vzduchu a 5 % CO,) v pritomnosti
réznych koncentracii testovanej alebo kontrolnej protilatky a 25% (v/v) fudského
séra ako zdroja fudského komplementu. Inkubacie sa uskutoéiiovali v platnickach s
96 jamkami v tvare U v celkovom objeme 200 pul RPMI1640 a uskuto¢riovali sa
trojmo. Po inkubaénej dobe sa platne centrifugovali, 100 ul supernatatnu sa
odstranilo a radioaktivita sa snimala v gama snimaéi. Celkové mnoZstvo
zabudovanej radioaktivity sa determinovalo meranim 10* ciefovych buniek.
Spontanne uvoliiovanie bolo definované ako aktivita uvofnena z ciefovych buniek
bez pritomnosti tak protilatky, ako aj komplementu, poas opisanej inkubacénej
doby.

Specificka lyza sa vypocitala nasledovne:

(aktivita vzorky) - (aktivita spontanneho uvolnenia)
Specificka lyza (v %) = x 100
(max. aktivita) - (aktivita spontanneho uvolnenia)

Bunkova cytotoxicita L,H. zavisla na protilatke (ADCC)

Nadorové bunky sa radioaktivne znacili inkubovanim v RPMI1640 médiu so
100 uCi 3'Cr pri 37 °C jednu hodinu. Nasledne sa bunky dva krat premyli s médiom
bez *'Cr a resuspendovali sa na koncentraciu 2x10° buniek na ml.

MNC (periférne krvné mononuklearne bunky) sa pripravili z periférnej krvi
odobranej z ramennej Zili zdravych ludskych dobrovolnikov. Zrazaniu sa zabranilo
pridanim 20% citratového timivého roztoku. MNC zo 4 ml tohto krvného pripravku

sa purifikovali centrifugaciou (30 minut pri 400 g a laboratérnej teplote) v 3 mi
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lymfocytového pripravhého média (Boehringer Mannheim, Nemecko). MNC
(periférne krvné mononuklearne bunky) sa odobrali z gradientu, tri krat sa premyli a
nariedili sa s RPMI1640 na prislusni koncentraciu. Lymfocytové aktivované
zabijaCské (LAK) bunky sa odvodili z MNC (periférne krvné mononuklearne bunky)
inkubovani po€as najmenej 5 dni pri 37 °C v inkubatore s 95% vzduchu a 5% CO,
pri pogiato¢nej hustote 1,3x10° buniek na ml v pritomnosti 100 U rekombinantného
ludského interleukinu-2 (IL-2). Studovana protilatka sa nariedila zo zasobného
roztoku na prislusna koncentraciu v RPMI1640 bunkovom kultivaénom médiu.

1x10* radioaktivne znagenych nadorovych buniek uvedenej bunkovej linie sa
inkubovalo 5 hodin pri 37 °C a 5% CO, v pritomnosti réznych koncentracii
testovanej a kontrolnej protilatky a MNC. MNC sa pridavali v takych mnoZstvach,
aby dosiahli uvedeny pomer efektor:cielova bunka. Inkubovanie sa uskutoénovalo v
96 jamkovych platniach s U-tvarom v celkovom objeme 200 ul RPMI1640 a
uskutoénovalo sa dvojmo.

Po inkubacnej dobe sa platne centrifugovali, 100 pl supernatatnu sa
odstranilo a radioaktivita sa snimala v gama snimaci. Celkové mnozZstvo
zabudovanej radioaktivity sa determinovalo meranim 10* ciefovych buniek.
Spontanne uvofiiovanie bolo definované ako aktivita uvolnena z ciefovych buniek
bez pritomnosti tak protilatky, ako aj efektorovych buniek, pocas opisanej

inkubaénej doby.

Specificka lyza sa vypoéitala nasledovne:

(aktivita vzorky) - (aktivita spontanneho uvolnenia)
Specificka lyza (v %) = x 100
(max. aktivita) - (aktivita spontanneho uvolnenia)
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Protilatkou sprostredkovana komplementova lyza nadorovych buniek
Nebola pozorovana Ziadna L,Hc-Specifickd komplementom sprostredkovana
lyza (vySSia ako lyza pozorovana s izotypovou kontrolou) buniek HT-1080FAP klonu
33, ktore boli oSetrené s L,H v koncentracii do 50 ug/ml (tabufka 14, tabulka 15a).
Lyticka aktivita fudského séra pouzitého ako zdroj komplementu sa dokazala
prostrednictvom lyzy MCF-7 fudskych prsnikovych nadorovych buniek v pritomnosti
12,5 pg/ml 3S193, hlodav&ej monoklonalnej anti-Lewis’ protilatky so znamou

schopnost'ou aktivovat komplement (tabulka 15b).

Protilatkou sprostredkovana bunkova lyza nadorovych buniek

V pritomnosti L,H; v koncentraciach do 10 ug/ml nebola detekovatelna
Ziadna ADCC (na protilatke zavisla bunkova toxicita) sprostredkovana fudskymi
MNC (tabufka 16) alebo fudskymi LAK bunkami (lymfokinové aktivované zabijadské
bunky, tabulka 17) prostrednictvom L,H, na HT-1080FAP klone 33 &o bolo merané
prostrednictvom lyzy, ktora by bola vy$Sia ako ADCC pre izotypovu kontrolu, pri
pomere efektor:ciel 50:1.

V prisluSnych in vitro testoch bud s fudskym komplementom, alebo s
fudskymi MNC, ako efektorovymi mechanizmami, sa neodhalili Ziadne detekovatel-
né cytotoxické ucinky ludskej anti-FAP monoklonalnej protilatky L,H. na FAP-
exprimujucu nadorovu bunkovu liniu HT-1080FAP klonu 33, ktoré by boli vysie ako

izotypové kontroly.

Tabulka 14
Specifickd komplementova lyza (v %) HT-1080FAP klonu 33 nadorovych

bunkovych ciefov sprostredkovana L,H.

Zdroj ludského séra HT-1080 klon 33:
Koncentracia protilatky | hlgG1 izotypova kontrola L.H¢
A 50 pg/ml 5 4
A 10 ug/mi 5 3
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B 50 pug/mi 7 5
B 10 pg/ml 6 5
0 ng/mi 0 0

Inkubovanie: 2 hodiny pri 37 °C, 25% sérum z fudskych dobrovolnikov A alebo B
ako zdroj komplementu

Taburka 15a

Specificka komplementova lyza (v %) HT-1080FAP klonu 33 nadorovych
bunkovych cielov sprostredkovana fudskou anti-FAP monoklonalnou protilatkou
LaHc

Zdroj fudského séra HT-1080 klon 33:
Koncentracia protilatky higG1 LaHc

A 10 pg/mi 2 1
A 2,50 pg/ml 2 2
A 0,60 pug/ml 1 1
A 0,15 pg/mi 1 2
A 0,00 pg/ml 2 2

B 10 pg/ml 2 2
B 2,50 pg/ml 2 2
B 0,60 pg/mi 2 2
B 0,15 pug/ml 2 2
B 0,00 pg/ml 2 2

C 10 pg/ml 2 2
C 2,50 pg/mi 1 1
C 0,60 ug/mi 1 1
C 0,15 pg/ml 2 1
C 0,00 ug/ml 3 3
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Inkubovanie: 2 hodiny pri 37 °C, 25% sérum z fudskych dobrovofnikov A, B alebo C

ako zdroj komplementu

Tabufka 15b
Specificka komplementova lyza (v %) MCF-7 nadorovych bunkovych cielov

sprostredkovana hlodavéou anti-Lewis’ monoklonalnou protilatkou 3S193

Zdroj fudského séra MCF-7:
Koncentracia protilatky migG 38193
A 10 pg/ml 0 21
A 2,50 pg/mi 1 21
A 0,60 pg/ml 0 21
A 0,15 pg/mi 1 18
A 0,00 pg/ml 0 0
B 10 ug/ml 1 13
B 2,50 pg/ml 0 17
B 0,60 pg/ml 1 18
B 0,15 pug/ml 1 15
B 0,00 pg/mi 0 0
C 10 pg/mi 1 22
C 2,50 pug/ml 0 23
C 0,60 ug/ml 1 26
C 0,15 pg/ml 1 20
C 0,00 pg/ml 1 1

Inkubovanie: 2 hodiny pri 37 °C, 25% sérum z [udskych dobrovolnikov A, B alebo C

ako zdroj komplementu



Tabulka 16

ADCC (na protilatke zavisla bunkova cytotoxicita) (Specificka lyza v %) HT-

1080FAP klon 33 ciefovych buniek prostrednictvom MNC (periférne krvné
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mononuklearne bunky) sprostredkovana L,H.

Koncentracia protilatky

HT-1080FAP klon 33:

pg/mi higG1 LaHc
10000 2 2
2500 2 2
0,625 2 2
0,156 3 3
0,000 3 3

Inkubovanie: 5 hodin pri 37 °C, 10* ciefovych buniek a pomer efektor:cielova bunka

50:1

Tabulka 17

ADCC (na protilatke zavisla bunkova cytotoxicita) (Specificka lyza v %) HT-
1080FAP klon 33 ciefovych buniek prostrednictvom LAK buniek (lymfokinové

aktivované zabijacské bunky) sprostredkovana L,H,

Koncentracia protilatky

HT-1080FAP klon 33:

png/mi higG1 LaHc
10000 12 14
2500 14 17
0,625 14 21
0,156 15 21
0,000 14 14
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Inkubovanie: 5 hodin pri 37 °C, 10* ciefovych buniek a pomer efektor:cielova bunka
50:1

Prikiad 8
Imunohistochemicka analyza vézby monoklonalnej protilatky L,H. na normalne a
neoplastické fudské tkaniva

Tento experiment sa uskuto€iioval na determinaciu vézobnych charakteristik
humanizovanej mAb L, H; pre normalne a neoplastické ludské tkaniva.

Pouzili sa nasledujtice protilatky: L,H., cF19 a negativna kontrola higG1 sa
priamo biotinylovali sp6sobmi znamymi v oblasti a pouzili sa koncentracie 2,5 az
0,25 mg/ml v 2% BSA/PBS (hovadzi sérovy albumin vo fosfatom timenom
fyziologickom roztoku). Hlodavéia mAb F19 sa pouzila vo forme supernatatnu
tkanivovej kultary F19 hybridému, v riedeniach 1:5 az 1:10 v 2% BSA/PBS.

Na imunochemické testy boli pouzité nasledujuce reakéné d&inidla:
streptavidin-peroxiddzovy komplex (Vector Labs, Burlingame, CA, USA), avidin-
biotin peroxidazovy komplex (Vector Labs), biotinylovana koiiska anti-mysia
protilatka (Vector Labs.), DAB (diaminobenzidin, Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA), Harrisov hematoxylin.

Skumané derstvé mrazené tkanivové vzorky zahffialii normaine crevo,
prsnik, pfica, Zaludok, pankreas, pokozka, larynx, moéovy mechar, hladké a
kostrové svaly. Medzi testované nadory boli zaradené karcinomy prsnika, ¢reva,
pluc, ezofagu, maternice, vajecnikov, pankreasu, zaludka a hlavy a krku.

Nepriama imunoperoxidazova metdéda sa uskutoéiiovala podfa spdsobov
doterajSieho stavu techniky (Garin-Chesa P., Old L.J., Rettig W.J.. Cell surface
glycoprotein of reactive stromal fibroblasts as a potential antibody target in human
epithelial cancers. Proc Natl Acad Sci USA (1990) 87:7235-7239) na &erstvych
mrazenych rezoch s hriubkou pat mikrometrov. DAB bol pouzity ako substrat pre
finalny reakény produkt. Rezy boli kontrastne farbené Harrisovym hematoxylinom a

skumali sa z hladiska expresie antigénu.
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L,H. expresia v normainych fudskych tkanivach

Testované normalne tkaniva neexprimovali L,H; s vynimkou pankreasu, v
ktorom sa identifikovala podsada pozitivnych endokrinnych buniek v
Langerhansovych ostrovéekoch (A bunky) s L,H;, cF19 a F19 (tabulka 18).
Nepozorovala sa Ziadna imunoreaktivita s higG1 (fudska imunoglobulinova IgG1

podtrieda), ktory bol pouzity ako negativna kontrola.

L.H. expresia v nadoroch

V nadorovych vzorkach vykazovali L,H., cF19 a F19 nejasny vzor expresie v
nadorovych stromalnych fibroblastoch. Vo vacésine skiumanych pripadov sa zistila
silnA a homogénna expresia, najmd v testovanych nadorovych vzorkach
odvodenych od prsnika, €reva, plic, pankreasu a v karcinémoch Supinovych buniek
(SQCC) hlavy a krku (tabulka 19). Ziadna imunoreaktivita nebola pozorovana s
higG1, ktory bol pouzity ako negativna kontrola.

L.He, cF19 a F19 vykazovali imunoreaktivitu s nadorovymi stromalnymi
fibroblastami v testovanych epitelidinych nadorovych vzorkach. Ziadna L,H, alebo
F19 imunoreaktivita nebola pozorovana ani s fibrocytmi normalnych organovych
mezenchymovych, ani parenchymovych buniek normalnych dospelych organov.
Anti-FAP imunoreaktivita bola pozorovana len v podtriede endokrinnych buniek v
ostrovéekoch pankreasu, pravdepodobne v glukakén produkujucich A bunkach, a v
Styroch z deviatich testovanych vzoriek maternice, ktoré predstavovali podtriedu
stromalnych fibroblastov v tychto tkanivach.

Imunohistochemické analyzy L,H; v normainych ludskych tkanivach a v
fudskych karcinomoch exprimujucich FAP vykazovali nejasné vzory vazby pri L,H,,
cF19 a hlodavéej mAb F19.
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Typ tkaniva

pt

BIBH 1

cF19

F19

Prsnik

- kanaliky/lal6¢iky pre
epitelialne bunky

- myoepitelialne bunky
- spojovacie tkanivo

- krvné cievy

Crevo

- Lieberkiihnove krypty
- spojovacie tkanivo

- lymfoidné tkanivo

- hladné svaly

- krvné cievy

- myentericky plexus

Pluca

Bronchus:

- bronchialny epitel

- hyalinova chrupavka
- spojovacie tkanivo

- mukézne zlazy
Alveoly:

- pneumocyty (typ I/1l)
- alveolarne fagocyty

- alveolarne kapilary
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Typ tkaniva

_C)<

BIBH 1

cF19

F19

Zaludok

- povrchovy epitel

- Zalidoéné zlazy:
- hlavné bunky
- parietalne (oxyntické)
bunky
- mukézne bunky
-neuroendokrinné b.

- spojovacie tkanivo

- krvné cievy

- hladky sval

Ezofagus
- povrchovy epitel

- spojovacie tkanivo

Tenké Crevo
- epitel klkov a krypt
- spojovacie tkanivo
- hladky sval
- krvné cievy

- lymfoidné tkanivo

Mocovy mechur

- urotelium

- spojovacie tkanivo
- hladky sval

- krvné cievy
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Typ tkaniva

BIBH 1

cF19

F19

Pankreas
- epitel kanalika

- epitel laléCikov

- Langerhansove ostrovéeky:

- B bunky

- A bunky

- D bunky
- spojovacie tkanivo
- krvné cievy

- nervy

Larynx

- Supinovy epitel

- mukézne zlazy

- spojovacie tkanivo

- hyalinova chrupavka
- krvné cievy

- kostrovy sval

Lymfaticka uzlina
- lymfoidné bunky
- lymfatické fistuly
- spojovacie tkanivo

- krvné cievy

Slezina
- éervena a biela dren
- fistuly

- spojovacie tkanivo
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Typ tkaniva

pc

BIBH 1

cF19

F19

Pecer
- hepatocyty
- ZIGovody

- portalna trojica

Stitna Ztaza
- folikularny epitel
- parafolikularne bunky

- spojovacie tkanivo

Prostaticka zlaza
- Zlazovy epitel

- strbma

Semeniky
- semenovody

- stréma

Vaje€nik
- folikuly
- strbma

Kréok maternice
- epitel

- strdma

Maternica
- endometrium:
- Zlazy
- stroma
- krvné cievy

- myometrium

+#

+#

+#
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Typ tkaniva ¢. BIBH 1 cF19 F19
Mozgovy kortex 1
- neurény - - -

- neurogliové bunky - - -

- krvné cievy - - -

Mozodek 1
- molekulova vrstva - - -
- vrstva granularnych buniek - - -
- Purkineho bunky - - -

- krvné cievy - - -

Koza 3
- Supinovy epitel - - -
- melanocyty - - -
- kozné privesky - - -
- spojovacie tkanivo - - -

- krvné cievy - - -

Aceténom fixované zmrazené rezy sa testovali avidin-biotin komplexovym
imunoperoxidazovym postupom.
¢. - pocet testovanych tkanivovovych vzoriek odobranych od réznych jedincov
* - identifikacia A buniek bola zaloZzena na morfologii a lokalizacii vo vnutri
ostrovéekov
# - pozitivha imunoreaktivita v strome 4 z 9 testovanych vzoriek; pozitivhe vzorky

predstavovali proliferativne endometrium v skorej (2x) a v strednej (2x) faze

Priklad 9
Druhova $pecificita L,H vézby v tkanivovych rezoch

Tento experiment sa uskuto€iioval na stanovenie reaktivity L,H. s tkanivami

z mysi, potkana, kralika a paviana imunohistochemickymi metédami.
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Aj v tychto testoch sa pouzila cF19 a fudsky IgG1 (higG1) ako negativne
kontroly. Reakénymi ¢Cinidlami pouZitymi na imunohistochémiu boli streptavidin
peroxidazovy komplex (Vector Labs., Burlingame, CA, USA), DAB (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) a Harrisov hematoxylin.

Testované boli nasledujuce Cerstvé mrazené tkanivové vzorky z mysi,
potkana, kralika a paviana: mozog, pecen, pluca, oblicky, zalidok, pankreas, tenké
¢revo, tymus, koZa, sval, srdce, slezina, vajecnik, maternica a semeniky. Ako
pozitivna kontrola boli do kazdého testu zahrnuté rezy normaineho fudského

pankreasu a vzorka nadora prsnika.

Imunohistochémia

Nepriamy imunoperoxidazovy spdsob sa uskutoéfioval ako je opisané v
stave techniky (Garin-Chesa P., Old L.J., Rettig W.J.: Cell surface glycoprotein of
reactive stromal fibroblasts as a potential antibody target in human epithelial
cancers. Proc Natl Acad Sci USA (1990) 87: 7235-7239) na &erstvych zmrazenych
rezoch s hribkou pat mikrometrov. Protilatky LyH;, cF19 a higG1 (1 pg/ml) sa
biotinylovali v sulade so stavom techniky a detegovali sa streptavidin
peroxidazovym komplexom. DAB sa pouzil ako substrat pre konecny reakény
produkt. Rezy sa kontrastne farbili Harrisovym hematoxylinom a skumala sa
expresia antigénu.

Normalne testované tkaniva v experimentoch nereagovali ani s L,H¢, ani s
cF19 (tabufka 1).

Normalny fudsky pankreas pouZity ako pozitivna kontrola vykazoval L,H; a
cF19 vazbu v podtriede endokrinnych buniek v Langerhansovych ostrovéekoch, ako
bolo predtym opisané pre F19. NavySe sa pozorovala vdzba L,H; a cF19 v
nadorovych stromalnych fibroblastoch vo vzorke karcindmu prsnika.

Imunohistochemické analyzy normalnych tkaniv z mysi, potkana, kralika a
paviana v uskutociiovanych experimentoch nedetegovali Ziadnu vézbu ani L,Hc, ani
cF19.
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Tabulka 20
Véazba L H; na tkanivové rezy inych ako fudskych druhov, ako sa determinovalo

imunohistochemicky

Typ organu/tkaniva mys$ potkan kralik pavian

Mozog
- mozgovy kortex - - - -

- mozocek - - - -

Pecen
- hepatocyty - - - -

- portalna trojica - - - -

Plica
- pltcnica - - - -

- alveoly - - - -

Oblicky
- glomeruli - - - -

- tubularny epitel - - - -

Zaludok
- epitel Zliaz - - - -

- hladky sval - - - -

Pankreas
- exokrinné laléciky - - - -

- endokrinné ostrovéeky - - - -

Tenké crevo
- Z[azovy epitel - - - -

- hiadky sval - - - -

Tymus - lymfocyty - - - -
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Typ organu/tkaniva mys$§ potkan kralik pavian

Koza
- keratinocyty - - - -
- potné Zlazy - - - .

- vlasoveé folikuly - - - -

Kostrovy sval - - - -

Srdce - - - _

Slezina - lymfocyty - - - -

Vajecniky
- folikularny epitel - - - -

- strbma - - - -

Maternica
- myometrium - - - -

- kréek maternica - - - -

Semeniky - tubularny epitel nt nt nt -

Spojovacie tkanivo - - - -

nt - netestované

Prikiad 10
Konstrukcia bunkovych linii produkujacich chimérne a pretvarované anti-FAP

monoklonalne protilatky

Predmetom tohto experimentu bolo demonstrovat stabilné bunkové linie
podfa vynalezu, ktoré exprimuja L,H;, LiHa, LgHg, LgHp a cF19 v CHO DG44
bunkach. Vyrobili sa stabilné bunkové linie transfekované humanizovanou alebo
chimérnou F19 protilatkou a ich identita sa potvrdila PCR amplifikaciou variabilnych
oblasti tazkého a lahkého retazca pouzitim genomickej DNA odvodenej z kaZzdého
transfektantu ako templatu.

CHO DG44 bunky sa udrziavali v podmienkach bez séra v SFM-Il médiu.

Lipofektin a SFM-Il médium bez séra sa ziskali od Gibco/BRL. Geneticin a v§etky



-61 -

restrikéné enzymy sa ziskali od Boehringer Mannheim. Pfu polymeraza sa ziskala
od Stratagene.

DNA na transfekcie sa purifikovala z E. coli buniek pouzitim QiaFilter Maxi
Cartidges (Qiagen) v sulade s inStrukciami vyrobcu. VSetky DNA pripravky sa
skamali prostrednictvom Stiepenia restrikénymi enzymami. Sekvencie L,H.
variabilnych oblasti a ich prislu§nych vektorov sa potvrdili pouzitim ABI PRISM 310
sekvenatora (Perkin-Elmer).

Dalsie informacie tykajlice sa pouZitych vektorov a DNA sekvencii su

dostupné v predchadzajlcich prikladoch.

Transfekcia CHO DG44 buniek

Bunky v logaritmickej faze rastu sa umiestnili na 6 jamkové platne
obsahujuce 1 ml éerstvého SFM-II média. Plazmidy kédujuce tazky a lahky retazec
humanizovanej alebo chimérnej F19 verzie sa kotransfekovali do CHO DG44
buniek pouZitim lipozomalnej transfekcie. Lipozomy sa pripravili pouzitim 6 pl
liofektinového reakéného ¢inidla a 0,5 ug kazdého vektora (jeden pre pozadovany
tazky retazec a jeden pre lahky retazec), ako je opisané pre LipofectAMINE
transfekcie s tou vynimkou, Ze na riedenie vSetkych reakénych &inidiel bolo pouzité
SFM-Il médium. O 24 hodin sa bunky nariedili na 1:10 v SFM-lI médiu
obsahujucom 300 pg/ml geneticinu. Po skonéeni podiatoénej fazy bunkového
zabijania (10 az 14 dni) sa koncentracia geneticinu znizila na 200 mg/ml a pridal sa
metotrexat do finalnej koncentracie 5 nM. Po 10 az 14 dnoch sa koncentracie

metotrexatu zvysili na koneénu koncentraciu 20 nM.

PCR amplifikacia transfektantovej DNA

10" CHO DG44 buniek sa centrifugovalo v Eppendorfovej mikrocentrifige,
kratko pri plnej rychlosti, raz sa premylo s PBS a eSte raz sa peletovalo. Genomicka
DNA sa pripravila etanolovou precipitaciou bunkovych peletov po SDS lyze a

oSetreni s proteinazou K.
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Zmes obsahujuca jeden z nasledujicich parov primerov, dNTPs, timivy
roztok a Pfu polymerazu sa pouzila na amplifikaciu variabilnej oblasti bud' tazkého,
alebo lahkého retazca, pricom sa genomicka DNA pouzZila ako templat. Vysledné
PCR produkty sa postiepili s prisluSnym restrikénym enzymom a analyzovali sa

agarézovou gélovou elektroforézou, aby sa potvrdila ich identita.

Set primerov pre lahky retazec:
5'-GAG ACA TTG TGA CCC AAT CTC C-3' PKN 1690
5'-GAC AGT CAT AAA CTG CCA CAT CTT C-3' PKN.1930.R

Set primerov pre tazky retazec:
5'-TTG ACA CGC GTC TCG GGA AGC TT-3' PG5863
5'-GGC GCA GAG GAT CCACTC ACC T-3' PG 6332.R

Nepostiepeny PCR produkt pre tazky retazec mal predpokladanu veflkost
469 bp, zatial ¢o PCR produkt pre fahky retazec mal predpokladanu vefkost 286
bp. Overenie identity sa uskutocnilo Stiepenim restrikénym enzymom BstEll (tazky
retazec) alebo NlalV (fahky retazec).

CHO bunkové linie sa transfekovali s L,H, LyHA, LgHg, LgHp, ako aj s cF19.
Ziskali sa geneticin-rezistentné bunky a tieto bunky sa dalej selektovali na
rezistenciu voéi metotrexatu. PCR amplifikdcia a nasledne stiepenie
vyprodukovanej DNA pre lahky a tazky retazec restrikénymi enzymami viedlo k
odakavanym pasom a potvrdilo identitu L\H, LgHg, LyH, a LgH,, transfektantov.

Opisané bunky sa stale udrziavali v podmienkach bez séra a neoSetrovali sa
Ziadnym zivo¢iSnym produktom, akym je napriklad trypsin.

Vyrobili sa produkéné bunkové linie transfekované exprimujacimi sa
monoklonalnymi protilatkami L,H., L,H,, LgHg, LgHp @ cF19. Ich identity sa potvrdili
pouzitim PCR amplifikacie a restrikcnym Stiepenim vyslednych PCR produktov

variabilnych oblasti tak ich tazkého, ako aj fahkého retazca.
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Priklad 11
Expresia protilatkovych proteinov v DG44 vajeénikovych bunkéch ¢inskeho Skrecka

a ich purifikacia

Predmetom tohto experimentu bolo exprimovat a purifikovat L H;, LiH,,
LsHs a LgH, mAbs, aby sa umoznila ich charakterizacia. Dalsie ciele zahfiiali
pouzitie kvantitativnej ELISA, aby sa umoznilo meranie protilatkovych koncentracii
tak vo vzorkach surového média, ako aj vo vzorkach purifikovaného Ig, a
determinaciu relativnych hladin expresie roznych humanizovanych F19 konstruktov
pouzitim tohoto testu.

CHO DG44 bunky zbavené séra a USP-stupifiovy metotrexat sa ziskali od
Biotechnical Production Unit of the Dr. Karl Thomae GmbH, Biberach, Nemecko;
oba produkty su aj komeréne dostupné. Bunky sa stale udrziavali v podmienkach
bez séra. SFM-Il médium bez séra sa ziskalo od Gibco/BRL. Protein A agar6za
bola od Pierce Chemical (Indianapolis, IN, USA). Ludské IgG1 Standardy (€.
katalégu | 3889), p-nitrofenylfosfatové tablety (N 2640), hovadzi sérovy albumin
(BSA) (A 7906) a kozia anti-fudskd kapa retazcova 3$pecificka protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatazou (A 3813) sa ziskali od Sigma Chemical (St.
Louis, MO, USA). Kozia anti-fudskda gama-retazcova Specificka protilatka
konjugovana s alkalickou fosfatazou sa ziskala od Jackson Immunoresearch
Laboratories (cez Stratech Scientific). Tris-timeny fyziologicky roztok (TBS)
pozostaval zo 150mM NaCl, 50mM Tris, pH 7,5.

Bunkové kultivacné podmienky na expresiu protilatok

Bunky sa kultivovali a udrZiavali v T-175 ffasiach v SFM-Il médiu bez séra
bez pretrepavania. Médium obsahovalo 200 pg/ml genticinu a 20nM metotrexat bez
antibiotik. Bunky sa pasazovali riedenim, neboli prifnuté a rastli v malych klastroch.
Ked bunky dosiahli stacionarnu fazu, médium sa odobralo a scentrifugovalo, aby sa

odstranili bunky, a zamrazilo sa na -20 °C, pokial nebolo potrebné.
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Purifikacia LyH.

VSetky purifikaéné kroky sa uskutoCiovali pri 4 °C. C10/10 koléna
(Pharmacia Fine Chemicals) sa naplnila Protein A agarézou (3 ml nanasaci objem).
Kol6na sa premyla s TBS a jeden krat sa predeluovala s 0,1M citratom sodnym, pH
3,0, aby sa zaistilo, ze na kolone nezostal Zziadny omylom naviazany material.
Koléna sa potom okamzite znovu ekvilibrovala s TBS a uskladnila sa pri 4 °C.
Supernatanty z vy€erpanej kultiury sa rozmrazili a centrifugovali sa pri 10000 ot/min
30 minat pred Protein A chromatografiou, aby sa odstranili zvySky, a nariedili sa v
rovnakom objeme TBS. Tento material sa naniesol na Protein A kolénu rychlostou
0,5 mi/min pouzitim P-1 peristaltickej pumpy (Pharmacia) a premyl sa s TBS, pokial
nebola detekovatelna absorbancia pri 280 nm. Eluovanie protilatky sa zacalo s
0,1mM citratom sodnym pH 3,0 rychlostou priblizne 0,2 ml/min. Eluovanie sa
monitorovalo pri 280 nm a zbierali sa jedno ml frakcie eluovaného materialu do
skimaviek obsahujucich dostatoéné mnozZstvo Tris bazy, pH 9, na neutralizaciu
citratového timivého roztoku. Frakcie obsahujuce protein sa zhromazdili a
zakoncentrovali sa pouzitim Amicon filtraénej aparatiry s YM-30 filtrom a dialyzovali
sa oproti PBS. Kolona sa okamzite regenerovala s TBS. Uskutocnili sa proteinové
farbiace testy s BioRad (Hercules, Kalifornia) proteinovym determinaénym kitom v

sulade s inStrukciami vyrobcu pouzitim sérového albuminu ako §tandardu.

ELISA s Tudskym IgG (gama imunoglobulin)

ELISA platne sa cez noc pokryli so 100 pl kozej anti-fudskej protilatky
Specifickej pre gama retazec konjugovanej s alkalickou fosfatazou v 0,4 mg/ml v
pokryvacom timivom roztoku pri 4 °C. Pokryvacia protilatka sa odstranila a platne sa
blokovali s 2% BSA v PBS 2 hodiny. VSetky nasledujuce kroky sa uskutocriovali pri
37 °C. Blokovaci timivy roztok sa nahradil vzorkami protilatky alebo lTudskym IgG1
Standardom, ktoré boli nariedené v riediacom timivom roztoku, sériovo nariedené v
objeme 200 ml a inkubovali sa jednu hodinu. Negativne kontroly zahfiiali riediaci
timivy roztok a/alebo kultivatné meédium netransfekovanych buniek. Jamky sa

premyli a pridalo sa 100 ul kozej anti-fudskej protilatky Specifickej voéi kapa
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retazcu konjugovanej s alkalickou fosfatazou a nariedenej v pomere 1:5000 a
inkubovanie prebiehalo jednu hodinu. Jamky sa premyli a pridalo sa 100 pl
reakéného timivého roztoku a inkubovalo sa 30 minGt. Reakcia sa ukonéila pridanim
1M NaOH a odcitavala sa absorbancia pri 405 nm v snimadi ELISA platni. Vysledky
sa analyzovali porovnavanim s iterativnou krivkou bertc do Gvahy Styri parametre.

Aminokyselinova analyza sa uskutofiovala v sulade so spdsobmi
dostupnymi zo stavu techniky.

Vyrobila sa monoklonalna protilatka L,H; a purifikovala sa, az kym nebola
homogénna, pouzitim Protein A afinitnej chromatografie. Z ELISA testov
vyuzivajucich ludsky IgG1 ako Standard vyplyval vytazok L,H; presahujici 70%.
Cistota materialu bola prostrednictvom SDS-polyakrylamidovej gélovej elektroforézy
odhadnuta na viac ako 90 %. Reprezentativne udaje o expresii a typické purifikaéné

vytazky su uvedené v tabufke 21.

Tabulka 21
Udaje o expresii a purifikaéné vytazky FAP protilatkovych proteinov v CHO buniek

Protilatka Urovne expresie Vytazky ZlepSenie

vo vzorkach purifikovanej vytazku

surového meédia protilatky purifikovanej

(ELISA) protilatky
LaHc 7 az 10 mg/mi ~5az 7 mgll 500 az 700
LaHaA 5 az 7 mg/mi ~2 az4 mgll 300 az 400
LgH; 0,5 az 1 mg/ml ~0,2az 0,5 mg/l 20 az 50
LsHp 0,8 az 1,5 mg/mi ~ 0,3 az 0,8 mg/l 30 az 60
chimérna F19 ~ 0,02 mg/ml menej ako 0,01 mg/i 1

Uvedené su reprezentativne udaje o expresii pre kazd( z anti-FAP protilatok

produkovanych v tejto stadii. Vytazky po Protein A agarézovej afinitnej
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chromatografii sa ur€ili na zaklade merani prostrednictvom véazby farbicky

purifikovanym Ig pouzitim BSA ako s$tandardu.

Priklad 12
Véazba monoklonalnej protilatky L,H¢ na izolovany rekombinantny fudsky FAP

Predmetom tejto Studie bolo charakterizovat vazbu L,H. na izolovany

rekombinantny fudsky FAP.

CD8-FAP ELISA

ELISA platne sa cez noc pokryli so 100 ul mySej anti-potkanej protilatky
(Sigma Chemical R0761) v riedeni 1:2000 v pokryvacom timivom roztoku pri 4 °C.
Pokryvacia protilatka sa odstranila a platne sa blokovali s 2% BSA v PBS jednu
hodinu. VSetky nasledujuce kroky sa uskutoéiiovali pri laboratérnej teplote.
Blokovaci timivy roztok sa nahradil 100 ul 1 pg/ml potkanej anti-CD8 protilatky
(Pharmingen 01041D) a platne sa inkubovali jednu hodinu. Platne sa premyli a
pridalo sa 100 ul supernatatnu CD8-FAP kultary (pozri priklad 14) (1:2 v PBS), ktory
sa nechal viazat jednu hodinu. Platne sa premyli a pridali sa vzorky protilatky
(dvojnasobné sériové riedenia) v objeme 100 pl a inkubovali sa jednu hodinu.
Negativne kontroly zahffiali fudsky 1IgG a/alebo kultivatné médium
netransfekovanych buniek. Jamky sa premyli a pridalo sa 100 ul my$ej anti-fudskej
IgG1 protilatky konjugovanej s chrenovou peroxidazou (HRP) (Zymed 05-3320)
nariedenej v 1:500 v riediacom tlmivom roztoku a nechali sa jednu hodinu
inkubovat. Jamky sa premyli a pridalo sa 100 pl HRP substratu (kyselina azino-
bis(3-etylbenztiazolin-6-sulfénova), Sigma Chemical A9941) a inkubovalo sa 60
minat. Reakcia sa ukonéila pridanim 1M NaOH a od¢itavala sa absorbancia pri
405/490 nm v snimadéi ELISA platni. Vysledky sa analyzovali porovnavanim s
iterativnou krivkou bertc do tivahy Styri parametre.

Alternativne sa platne pokryli priamo s cF19. FAP (rekombinantny ludsky

FAP, pozri priklad 13) sa nechal viazat na tieto platne, ako bolo opisané vyssie, a
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potom sa pridala biotinylovana L,H. (priblizne 1 pg/ml). Vazba protilatky sa

detegovala s HRP-streptavidinovym konjugatom, ako bolo uvedené vyssie.

Solubilizacia na membranu viazaného FAP

293FAP 1/2 bunky exprimujuce FAP alebo kontrolné 293 bunky sa premyli s
PBS a lyzovali sa s 1% Triton X-114 v Tris timenom fyziologickom roztoku. Jadra a
zvysky sa odstranili centrifugaciou pri 10000 ot/min. Supernatant sa fazovo rozdelil
(Estreicher A, Wohlend A, Belin D, Scheuning WD, Vasalli JD. Characterization of
the cellular binding site for the urokinase-type plasminogen activator. (1989) J Biol
Chem 264:1180-1189), aby sa obohatii o membranové proteiny. Odobrala sa
detergentna faza a nariedila sa v timivom roztoku obsahujicom 1% Empigén BB
(Calbiochem), aby sa zabranilo op&tovnej agregacii Triton X-114. Tento material sa
podrobil Konkanavalin A agarézovej chromatografii (Rettig WJ, Garin-Chesa P,
Healey JH, Su SL, Ozer HL, Schwab, M, Albino AP, OIld LJ. Regulation and
heteromeric structure of the fibroblast activation protein in normal and transformed
cells of mesenchymal and neuroectodermal origin. (1993) Cancer Res 53:3327-
3335).

Biotinylacia L,H.

L\Hc (1 a2 2 mg) sa dialyzovala oproti 50mM hydrogénuhli¢itanovému
timivému roztoku a biotinylovala sa s desatnasobnym molarnym nadbytkom sulfo-
sukcinimidyl-6-biotinamido hexanoatu (NHS-LC biotin, Peirce Chemical, Rockford,
lllinois, USA) 2 hodiny pri laboratérnej teplote. Nezreagovany produkt sa odstranil

opakovanymi mikrodialyzami v mikrokoncentratore.

Prechodné transfekcie

COS-7 bunky (American Type Tissue Culture Collection, referenéné cislo
CRL 1651) sa kotransfekovali elektroporaciou s vektormi kédujacimi tazky a lahky
retazec L, H;.

Na mikrotitraénych platniach sa imobilizovala anti-CD8 monoklonalna

protilatka. Na tieto platne sa nechal naviazat CD8-FAP z média hmyzich buniek
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infikovanych s CD8-FAP bakulovirusom. Vy&erpané médium z COS-7 bunkovych
kultar, ktoré boli prechodne transfekované dvoma separatnymi vektormi kodujucimi
L,H.., sa sériovo nariedilo a pridalo sa do jamiek obsahujucich imobilizovany CD8-
FAP. L,H; sa naviazal a izolovany imobilizovany CD8-FAP protein (obrazok 35).
Supernatatny kultar faloSne transfekovanych COS-7 buniek nedemonstrovali vazbu.

Rekombinantny membranovo viazany FAP 2z detergentnych extraktov
293FAP 1/2 buniek alebo z kontrolnych extraktov sa sériovo nariedil a imobilizoval
sa prostrednictvom chimérnej F19 monoklonalnej protilatky na mikrotitraénych
platniach. Biotinylovana L,H. viazala rekombinantnych FAP imobilizovany s cF19
(obrazok 36) na koncentracii zavislym spésobom.

L,H; rozoznavala izolovany imobilizovany rekombinantny fudsky FAP nesuci
epitop hlodavéej F19. L,H,; sa viazala tak na CD8-FAP produkovany v hmyzich
bunkach, ako aj na FAP protein produkovany v 293FAP 1/2 bunkach.

Supernatatny kultir COS7 buniek transformovanych bud vektormi kédujtcimi
tazky a lahky retazec L,H;, alebo bez DNA (kontrola), sa izolovali tri dni po
transfekcii. CD8-FAP sa imobilizoval prostrednictvom anti-CD8 protilatky ako je
opisané v texte. Sériové riedenia COS7 supernatantov sa nechali viazat na
imobilizovany CD8-FAP a nasledne sa detegovali s HRP-konjugovanou anti-
fudskou IgG1 protilatkou.

Detergenéné exptrakty FAP-exprimujicich 293FAP 1/2 buniek alebo
kontrolnych 293 buniek sa sériovo nariedili a pridali sa do mikrotitracnych platni
pokrytych s cF19. Pridala sa biotinylovana L,H, a vdzba biotinylovanej L,H. sa

detegovala s HRP-konjugovanym streptavidinom.

Priklad 13
Charakterizacia HT-1080 fibrosarkdbmovych buniek a 293 ludskych embryotickych
oblickovych buniek transfekovanych cDNA kédujacou fudsky FAP

Fibroblastovy aktivaény protein (FAP) je bunkovy povrchovy, na membranu
naviazany protein, ktory nesie F19 epitop a exprimuje sa na nadorovych

stromainych fibroblastoch. Na charakterizaciu anti-FAP monoklonainych protilatok
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sa generovali bunkové linie exprimujuce rekombinantny FAP protein a
zodpovedajlce kontrolné linie bez FAP.

Pouzité boli HT-1080 bunky (referenéné &islo CCL 121) a 293 ludské
embryotické oblickové bunky (referenéné &islo CRL 1573), ktoré sa ziskali z
American Type Culture Collection (Maryland, USA). Transfectam sa ziskal od
Promega (Madison, WI). Geneticin a vSetky restrikéné enzymy sa ziskali od
Boehringer Mannheim. DNA na transfekcie sa purifikovala z E. coli buniek pouzitim
QiaFilter Maxi Cartridges (Qiagen) v sllade s inStrukciou vyrobcu. VSetky DNA
pripravky sa skumali prostrednictvom Stiepenia restrikénymi enzymami. Vektorové
sekvencie boli potvrdené pouzitim ABI PRIS 310 Sekvenatora.

Dalsie informacie tykajice sa pouZitych vektorov a DNA sekvencii boli
opisané v Scanlan MJ, Raj BK, Calvo B, Garin-Chesa P, Sanz-Moncasi MP, Healey
JH, Old LJ, Rettig WJ. Molecular cloning of fibroblast activation protein alpha, a
member of the serine protease family selectively expressed in stromal fibroblasts of
epithelial cancers. (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:10832-10836. FAP cDNA

sekvencia bola uloZzena v Genbank (pristupové ¢islo HS09287).

Bunkova kultura a imunologické testy

HT-1080 bunky sa transfekovali 1 mg DNA pouzitim Transfectam v sulade s
in§trukciami vyrobcu. Ludské embryotické oblickové 293 bunky sa transfekovali
transfekciou prostrednictvom fosforeénanu vapenatého (Brann MR; Buckley NJ;
Jones SVP; Bonner TI. Expression of cloned muscarinic receptor in A9 L bunkach.
(1987) Mol Pharmacol 32:450-455) s 10 mg DNA. O 24 hodin sa bunky nariedili
cerstvym médiom s obsahom 200 mg/ml geneticinu v pomere 1:10. Kolénie sa
odpichli a skimali sa prostrednictvom imunofluorescencie z hfadiska FAP expresie,
ako je opisané v Rettig WJ; Garin-Chesa P; Beresford HR; Oettgen HF; Melamed
MR; Old LJ. Cell-surface glycoproteins of human sarcomas: differential expression
in normal and malignant tissues and cultured cells. (1988) Proc Natl Acad Sci USA
85:3110-3114.

Uskutocériovali sa imunoprecipitacie s cF19 s metabolicky znagenymi

bunkami ako je opisané v Rettig WJ, Garin-Chesa P, Healey JH, Su SL, Ozer HL,
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Schwab, M, Albino AP, OIld LJ. Regulation and heteromeric structure of the
fibroblast activation protein in normal and transfomed cells of mesenchymal and
neuroectodermal origin. (19993) Cancer Res 53:3327-3335.

HT-1080 a 293 bunky sa testovali z hladiska expresie FAP antigénu v
imunofluorescenénych testoch s anti-FAP protilatkami a zistilo sa, Ze su antigén-
negativne. Vysledkom transfekcie tychto buniek s FAP.38 vektorom bolo
generovanie geneticin-rezistentnych kolénii. lzolované kolénie sa odpichli a
imunofluorescenciou sa analyzovala expresia FAP. ldentifikovali sa dve koldnie
oznaéené ako HT-1080FAP klon 33 a 293FAP 1/2, ktoré exprimuja na bunkovy
povrch naviazany FAP protein, ktory bol rozoznavany cF19 protilatkou. Farbenie
nepermeabilizovanych buniek HT-1080FAP klonu 33 a 293FAP 1/2 s cF19
protilatkou potvrdilo lokalizaciu FAP proteinu na bunkovom povrchu.

Vysledkom imunoprecipitacie radioaktivne znaéeného FAP proteinu s cF19 z
extraktov *S-metioninom znaéenych buniek HT-1080FAP klonu 33 alebo 293FAP
I/2 buniek bolo objavenie sa 93 kilodaltonového pasu po autoradiografii. Tento pas
nie je detekovatelny v imunoprecipitatoch rodiGovskych HT-1080 alebo 293
bunkovych expraktoch.

Dve stabilne transfekované bunkové linie, HT-1080FAP klon 33 a 293FAP
I/2, exprimujd na bunkovom povrchu FAP, &o bolo stanovené imunologickymi
testami s anti-FAP mAbs. Ani rodi¢ovské HT-1080 bunky, ani rodi¢ovské 293

bunky, neexprimuju detekovatefné hladiny FAP.

Priklad 14
Generovanie a charakterizacia CD8-FAP fizovaného proteinu

Na charakterizaciu véazobného miesta pre anti-FAP mAbs v L,H, sa v
hmyzich bunkach vyrobila rozpustna forma FAP (fibroblastovy aktivaény protein) vo
forme CD8-FAP fuzovaného proteinu.

cDNA koédujuca extracelularnu doménu CD8, pozostavajucu z prvych 189
aminokyselin hlodav&ieho CD8a (Genbank M12825), sa spojila s DNA extracelular-
nej domény FAP (aminokyseliny 27 az 760), ktora je v podstate opisana v Lane a

dalsi (Lane P, Brocker T, Hubele S, Padovan E, Lazavecchia A, McConnell.
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Soluble CD40 ligand can replace the normal T cell-derived CD40 ligand signal to B
cells in T cell-dependent activation. (1993) J Exp Med 177:1209-1213) pouZzitim
Standardnych PCR protokolov. Autenticita vSetkych klonov sa overila DNA
sekvenovanim. Vysledna DNA sa zaviedla do pVL1393 vektora (Invitrogen) a
uskutocnila sa transfekcia Sf9 buniek (Invitrogen) s tymto vektorom a amplifikacia
vysledného rekombinantného bakulovirusu, ako je opisané v Baculovirus
Expression Vectors. A laboratory Manual. O'Reilly DR, Miller LK, Luckow VA, (vyd.),
Oxford University Press: New York, 1994. Vyéerpané médium High Five™ buniek
(Invitrogen), infikovanych rekombinantnym CD8-FAP bakulovirusom poéas $tyroch
dni, sa izolovalo a vygéistilo ultracentrifugaciou.

CD8-FAP ELISA (s enzymom spojeny imunoadsorbény test) bola opisana
vysSie (priklad 12).

Kultury hmyzych buniek infikovanych CD8-FAP virusom sekretovali fizovany
protein do média, ktoré nesie F19 epitop a je rozoznavané anti-FAP protilatkou
(obrazok 1). Ani samotné médium bunkovej kultary, ani médium z hmyzich buniek
infikovanych CD8-CD40L fuzovanym proteinom, neviazali anti-FAP protilatku.

Rozpustny CD8-FAP protein nesuci F19 epitop bol sekretovany do média
infikovanych hmyzich bunkovych kultir. Supernatanty z buniek infikovanych
kontrolnym konstruktom neobsahovali antigén nestci F19 epitop.

V hmyzich bunkach bola produkovana rozpustna forma FAP, CD8-FAP a
ukazalo sa, Ze CD8-FAP nesie epitop rozoznavany prostrednictvom cF19.

Styri dni po infekcii sa izolovali supernatanty z hmyzich buniek infikovanych
rekombinantnym bakulovirusom kédujacim bud CD8-FAP, alebo CD8-CD40L
fazovany protein. Bunkové kultivaéné médium bez buniek bolo pouzité ako dal$ie
kontrolné medium. Sériové riedenia tychto materialov sa pridali do mikrotitracnych
platni pokrytych anti-CD8 protilatkou a nechali sa naviazat sa. Nasledne sa pridala
cF19 (1 mg/ml) a nechala sa naviazat sa. Vazba cF19 sa detekovala anti-fudskou

protilatkou konjugovanou s chrenovou peroxidazou.
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Zoznam sekvencii

<110> Boehringer Ingelheim International GmbH

<120> FAPa-Specificka protilatka so zlepSenou schopnostou produkcie

<130> 12-196-PCT

<140> PCT/EP99/02711

<141> 1998-04-30

<160> 101

<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1
<211> 339
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

gacattgtga
atcaactgca
tggtatcagc

gaatctgggg
attagcagcc

ccgctcacgt

<210> 2
<211> 113
<212> PRT

tgacccaatc
agtccagtca
agaaaccagg
tacctgatag
tgcaggctga
tcggacaagg

<213> Homo sapiens

<400> 2

tccagactct
gagcctttta
acagccaccc
gttcagtggc
agatgtggca
gaccaaggtg

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro

1

5

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys

20

Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala
35

40

ttggctgtgt
tattctagaa
aaactcctca
agtgggtttg
gtttattact
gaaataaaa

Asp Ser Leu Ala Val

10

ctctagggga
atcaaaagaa
tcttttggge
ggacagactt
gtcagcaata

gagggccacc
ctacttggce
tagcactagg
caccctcacc
ttttagetat

Ser Leu Gly

15

Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
30

25

Trp Tyr Gln Gln Lys

45

Pro Gly Gln

60

120
180
240
300
339



Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp
50 55
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly
65 70
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp
85
Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe
100

Lys
<210> 3
<211> 339
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3

gacattgtga tgacccaatc tccagactct
atcaactgca agtccagtca gagcctttta
tggttccagc agaaaccagg acagccaccc
gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc
attagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ccgctcacgt tcggacaagg gaccaaggtg
<210> 4
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

-73-

Ala Ser Thr Arg

Phe Gly Thr Asp
75

Val Ala Val Tyr

90

Gly Gln Gly Thr

105

ttggctgtgt
tattctagaa
aaactcectca
agtgggtttg
gtttatgact
gaaataaaa

60

Phe

Lys

Glu Ser Gly Val

Thr Leu Thr

80

Tyr Cys Gln Gln

95

Val Glu Ile

110

ctctagggga
atcaaaagaa
tettttgggc
ggacagactt
gtcaacaata

gagggccacc
ctacttggcec
tagcactagg
caccctcacc
ttttagctat

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

1

5

10

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

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

15

Tyr Ser

Gly Gln

60

120
180
240
300
339
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Pro Pro Lys Leu Leu Ile Phe Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

50 55

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp

85
Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe
100

Lys
<210>5
<211> 339
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 5
gacattgtga tgacccaatc tccagactct
atcaactgca agtccagtca gagcctttta
tggtatcagc agaaaccagg acagccaccc
gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc
attagcagcc tgcaggctga agatgtggca
ccgctcacgt tcggacaagg gaccaaggtg
<210>6
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Phe Gly Thr Asp Phe Thr Leu
75

Val Ala Val Tyr Asp Cys Gln

90

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu

105

ttggctgtgt
tattctagaa
aaactcctca
agtgggtttg
gtttattact
gaaataaaa

60

Thr
80

Gln
95

Ile

110

ctctagggga
atcaaaagaa
tctattgggce
ggacagactt
gtcagcaata

gagggccacc
ctacttggee
tagcactagg
caccctcacc
ttttagctat

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

1

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu

Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

5

20

35

40

10

25

15

Leu Tyr Ser

30

45

Pro Gly Gln

60

120
180
240
300
339



Pro Pro Lys Leu Leu

50
Pro Asp Arg Phe Ser
65
Ile Ser Ser Leu Gln
85
Tyr Phe Ser Tyr Pro
100
Lys
<210>7
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

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

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

<213> Homo sapiens

<400> 8

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

Thr Ile His

5

20

35

Gly Gly Ile

50

-75 -

Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val

55

Gly Ser Gly Phe

70

Ala Glu Asp Val

Leu Thr Phe Gly

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggccaccttg
ctccgaggac
gggccatgct

Leu Val Gln Ser Gly

Val Ser Cys Lys Thr

Trp Val Arg Gln Ala

40

Asn Pro Asn Asn Gly

55

Gly Thr Asp

60

Phe

75

90

105

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtaggca
actgcagtct
atggactact

Ala
10

Ser
25

Pro

Ile

Ala Val Tyr

Gln Gly Thr

Glu Val Lys Lys

Arg Tyr Thr Phe

Gly Gln Arg Leu

Pro Asn Tyr Asn

Tyr

Lys

Thr

Cys

val

Leu Thr
80

Gln Gln
95

Glu Ile

110

ccggtgette
tacactgggt
acaatggtat
agtctgccag
actactgcgc
ggggtcaagg

45

60

Pro

Thr

Glu

Gln

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

Gly Ala
15

Glu Tyr
Trp Ile

Lys Phe

60

120
180
240
300
360
372
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Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Gly Lys Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 20 95

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

100 105 110
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
<210>9
<211> 372
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 9
caggtgcaac tagtgcagtc cggcgccgaa gtgaagaaac ccggtgcttc cgtgaaagtc
agctgtaaaa ctagtagata caccttcact gaatacacca tacactgggt tagacaggcc
cctggccaaa ggctggagtg gataggaggt attaatccta acaatggtat tcctaactac
aaccagaagt tcaagggccg ggccaccttg accgtaggca agtctgccag caccgcctac
atggaactgt ccagcctgcg ctccgaggac actgcagtcect acttctgcgec cagaagaaga
atcgcctatg gttacgacga gggccatgct atggactact ggggtcaagg aacccttgtc
accgtctcct ca
<210> 10
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

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

1

Ser Val Lys

Thr Ile His
35

5

10

15

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

20

25

30

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile

40

45

60

120
180
240
300
360
372



Gly Gly Ile Asn Pro Asn Asn Gly Ile Pro

50

Lys
65

Gly
Met Glu
Ala Arg

Tyr Trp

Arg

Leu

Arg

Gly

Ala Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

<210> 11
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

caggtgcaac

agctgtaaaa
cctggeccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgectatg
accgtctect

<210> 12
<211> 124
<212> PRT

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgceg
gttacgacga
ca

<213> Homo sapiens

<400> 12

Leu

Leu

Ala

Thr

55

70

120

Thr Val Gly Lys

Arg Ser Glu Asp

Tyr Gly Tyr Asp

Leu Val Thr Val

~-77 -

90

105

Ser Ala
75

Thr Ala

Glu Gly

60

Asn Tyr Asn Gln Lys Phe

Ser Thr Ala Tyr

80

Val Tyr Phe Cys

95

His Ala Met Asp

110

Ser Ser

cggcgccgaa gtgaagaaac ccggtgcttce

caccttcact
gataggaggt
ggtcaccatc
ctccgaggac
gggccatgct

gaatacacca
attaatccta
accgtagaca
actgcagtct
atggactact

tacactgggt
acaatggtat
cctctgccag
actactgcgc

ggggtcaagg

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

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

1

5

10

15

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

20

25

120
180
240
300
360
372



Thr Ile

His

Trp Val

35

Gly Gly
50

Lys Gly
65
Met Glu

Ala Arg

Tyr Trp

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Asn Pro

val Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

<210> 13
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

<210> 14
<211> 124
<212> PRT

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

<213> Homo sapiens

<400> 14

Arg Gln

Asn Asn

Ile

70

Leu Arg

Ala

Thr

Ala
40

Gly
55

Thr Val

Ser
Gly

Tyr

val
120

Leu

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggtcaccatc
ctccgaggac
gggccatgct

-78 -

Pro Gly Gln

Ile Pro Asn

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90
Tyr Glu
105

Asp

Thr Val Ser

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtagaca
actgcagtct
atggactact

Arg Leu
45

Tyr Asn
60
Ala Ser

Ala Vval

Gly His

Gln

Thr

Tyr

Ala

Glu Trp Ile

Lys Phe
Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Met Asp

110

Ser

ccggtgcecttce
tacactgggt
acaatggtat
cctctgecag
acttctgcgce
ggggtcaagg

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

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

1

5

10

15

60

120
180
240
300
360
372



Ser Val

Thr Ile

Lys

His

Val
20

Ser

Trp Val

35

Gly Gly

S0
Lys Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Tyr Trp

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Asn Pro

Val Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

<210> 15
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaadt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

<210> 16
<211> 124
<212> PRT

tagtgcagtc
ctagtggata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

<213> Homo sapiens

<400> 16

Cys

Arg

Asn

Ile

Leu

Ala

Thr

Lys Thr

Gln Ala

40

Asn
55

Gly

Thr Val

70

Arg Ser

Tyr Gly

Val
120

Leu

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggtcaccatc
ctccgaggac
gggccatgcet
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Ser Arg Tyr
25

Pro Gly Gln

Ile Pro Asn

Thr Ser

75

Asp

Glu Asp Thr

90
Tyr Glu
105

Asp

Thr Val Ser

gtgaagaaac
gaatacacca
attaatccta
accgtagaca
actgcagtct
atggactact

Thr Phe

Thr

Glu Tyr

30

Leu
45

Arg

Tyr Asn

60

Ala Ser

Ala Val

Gly His

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Phe
95

Cys

Met Asp

110

Ser

ccggtgcettc
tacactgggt
acaatggtat
cctctgeccag
actactgcgce

ggggtcaagg

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tcctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

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

1

5

10

15

60

120
180
240
300
360
372
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Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr
20 25 30

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

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

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

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

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

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

<210> 17
<211> 220
<212> PRT

<213> umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: chimérna variabilna oblast fahkého retazca

<400> 17

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Val Giy
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

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

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

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Phe Gly Thr Asp Phe Asn Leu Thr
65 70 75 80
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Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Asp Cys Gln Gln
85 90 95

Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr

180 185 190
Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200 205
Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 18
<211> 453
<212> PRT

<213> umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: chimérna variabilna oblast tazkého retazca

<400> 18

Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser
1 ) 10 15

val Lys Met Ser Cys Lys Thr Ser Arg Tyr Thr Phe Thr Glu Tyr Thr
20 25 30

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



Gly

Gly

65

Glu

Arg

Trp

Pro

Thr

145

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

225

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr
305

Asn

Pro

Gln

Ile

50

Arg

Leu

Arg

Gly

Ser

130

Ala

Val

Ala

Val

His

210

Cys

Gly

Met

His

Val

290

Tyr

Gly

Ile

val

Asn

Ala

Arg

Arg

Gln

115

Val

Ala

Ser

Val

Pro

195

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
355

Pro

Thr

Ser

Ile

100

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

180

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

260

Asp

Asn

Val

Glu

Lys
340

Thr

Asn

Leu

Leu

85

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

165

Gln

Ser

Ser

Thr

Ser

245

Arg

Pro

Ala

val

Tyr
325

Thr

Leu

Asn

Thr

70

Thr

Tyr

Ser

Leu

Cys

150

Ser

Ser

Ser

Asn

His

230

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

310

Lys

Ile

Pro

Gly

55

Val

Ser

Gly

Val

Ala

135

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

215

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

295

Val

Cys

Ser

Pro

-82-

Ile Pro Asn

Gly

Glu

Tyr

Thr

120

Pro

Vval

Ala

Gly

Gly

200

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

280

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser
360

Lys

Asp

Asp

105

Val

Ser

Lys

Leu

Leu

185

Thr

val

Pro

Phe

Val

265

Phe

Pro

Thr

val

Ala
345

Arg

Ser

Ser

90

Glu

Ser

Ser

Asp

Thr

170

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

250

Thr

Asn

Arg

Val

Ser
330

Lys

Glu

Tyr

Ser

75

Ala

Gly

Ser

Lys

Tyr

155

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

315

Asn

Gly

Glu

Asn

60

Ser

Val

His

Ala

Ser

140

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

220

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

300

His

Lys

Gln

Met

Gln

Thr

Tyr

Ala

Ser

125

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

205

Val

Ala

Pro

Val

val

285

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr
365

Lys

Ala

Phe

Met

110

Thr

Ser

Glu

His

Ser

190

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

270

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg
350

Lys

Phe

Tyr

Cys

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

175

val

Asn

Pro

Glu

Asp

255

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro
335

Glu

Asn

Lys
Met

80
Ala
Tyr
Gly
Gly
Val
160
Phe
Vval
Val
Lys
Leu
240
Thr
Val
Val

Ser

Leu

320

Ala

Pro

Gln



Val Ser

370

Val
385

Glu
Pro Pro
Thr Val

Val Met

Leu

Trp

Val

Asp

His

Thr Cys

Glu Ser

Leu Val Lys

375

Asn Gly Gln

390

Leu Asp

405
Lys Ser
420

Glu Ala

435

Ser
450

Leu

<210> 19
<211> 321
<212> DNA

Pro

Gly Lys

<213> Homo sapiens

<400> 19

cgtactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca

<210> 20
<211> 107
<212> PRT

ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgectg

ggggagagtg

<213> Homo sapiens

<400> 20

Ser Asp Gly

Arg Trp Gln

Leu His Asn

440

tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagce
cgaagtcacc
t

-83-

Gly Phe Tyr

Pro Glu Asn

395

Ser Phe
410

Phe

Gln Gly Asn

425

His Tyr Thr

ttcccgeccat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgce
catcagggcc

Pro Ser

380

Asn Tyr

Leu

Tyr

Val Phe

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Ser Cys

Ala

Thr
400

Leu
415

Ser

430

Gln Lys

445

ctgatgagca
ccagagaggec
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcce

Ser Leu

Ser

gttgaaatct 60
caaagtacag 120
agagcaggac 180
agactacgag 240
cgtcacaaag 300
321

Arg Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

1

5

10

15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

20

25

30



Tyr Pro Arg

Ser Gly Asn

50

Thr Tyr Ser

65

Lys His Lys

Pro Val Thr

<210> 21
<211> 990

<212> DNA

Glu Ala

35

Ser Gln

Leu Ser

Val Tyr

85
Lys Ser
100

<213> Homo sapiens

<400> 21

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

cagcagggga
cagaagagcc

<210> 22
<211> 330
<212> PRT

agggcccatc
ccctgggcetg
gcgccctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tecctettcecce
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctccetgtce

<213> Homo sapiens

Lys

-84 -

40

Glu
55

Ser
70

Ala

Phe

ggtcttcccce
cctggtcaag
cagcggcgtg
cgtggtgacc
caagcccagc
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcagcceg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

90

105

ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgccctcca
aacaccaagg
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctcccagccc
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

45

60

75

Asn Arg Gly Glu Cys

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

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

80

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

95

cacctcéggg
gacggtgtcg
acagtcctca
cacccagacc
agttgagccc
cctgggggga
ccggacccct
gttcaactgg
gcagtacaac
gaatggcaag
aaccatctcc
ccgggaggag
cagcgacatc
gcctcccgtg
gagcaggtgg
ccactacacg

60

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



<400> 22
Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Leu

Val
305

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyx

Tyr

290

Phe

Lys

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro
115
Lys

val

Asp

Tyr

Asp

185

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

ol

Lys
Gly

20
Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Lcu

Gly

Gly

Vval

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Vval

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser

St

325

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Thr

Val

310

Leu

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

295

Met

Zol

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
120
Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val

280

Asp

His

-85-

Phe Pro
10

Leu Gly
25

Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

Pro Ser
90

Lys Thr
105

Pro Ser

Ser Arg

Asp Pro

Asn Ala
170

Val Val
185

Glu Tyr

Lys Thr

Thr Leu

Thr Cys

250

Glu Ser
265

Leu Asp
Lys Ser

Glu Ala

Gly Ly
330

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
315

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

300

His

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Gln
Gly
285

Gln

Asn

Ser
Lys

30
Leu
Leu
Thr
Val
Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

Ser

15
Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Gly

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
320



<210> 23
<211> 427
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 23

aagcttgccg
tctggtacct
ggagagaagg
aagaactact
tgggcatcca
gatttcaatc
caatatttta
tggatcc

<210> 24
<211> 133
<212> PRT

ccaccatgga
gtggggacat
ttactatgag
tggcctggtt
ctagggaatc
tcaccatcag
gctatccgcect

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met Asp Ser Gln

1

Gly Thr

Val Ser

Cys

Val

Ala

Gly
20

Asp I

Gly Glu

35

Leu
50

Leu

Lys Pro

65

Glu Ser

Phe

Asn

Asp Cys

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser Arg

Gln Ser P

Val Pro

85

Thr
100

Ile S

Gln Tyr P

115

Leu
130

Lys

Glu

Leu Lys

Gln

Lys

Asn

Asp

ttcacaggcc
tgtgatgtca
ctgcaagtcc
ccagcagaag
tggggtcecct
cagtgtgcag
cacgttcggt

Vval Leu

le vVal Met

Thr
40

val

Gln
55

Lys

ro Leu

70

Lys

Arg Phe

er Ser Val

he Ser Tyr

120

- 86 -

caggttctta
cagtctccat
agtcagagcc
ccagggcagt
gatcgcttca
gctgaggacc
gctgggacca

Met Leu Leu

10

Ser Gln Ser

25
Met

Ser Cys

Asn Tyr Leu

Leu Ile Phe

75
Thr

Gly Ser

20

Gln
105

Ala Glu

Pro Leu Thr

tgttactgcc
cctccctage
ttttatatag
ctcctaaact
caggcagtgg
tggcagttta
agctggagcect

Pro Leu

Pro Ser

Trp

Ser

gctatgggta
tgtgtcagtt
tcgtaatcaa
gctgattttc
atttgggacg
tgactgtcag
gaaacgtgag

Val Ser
15

Leu Ala

30

Ser
45

Lys

Ala
60

Trp
Trp Ala
Gly Phe

Asp Leu

Ser

Phe

Ser

Gly

Ala

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg

80

Thr
95

Asp

Val Tyr

110

Phe Gly

125

Ala

Gly Thr

60

120
180
240
300
360
420
4217



<210> 25
<211> 457
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25
aagcttgccg ccaccatggg atggagctgg
ggtgtcctct ctgaggtcca gctgcaacag
tcagtaaaga tgtcctgcaa gacttctaga
gtgagacaga gccatggaaa gagccttgag
attcctaact acaaccagaa gttcaagggc
agcaccgcct acatggagct ccgcagectg
gcaagaagaa gaatcgccta tggttacgac
ggaacctcag tcaccgtctc ctcaggtgag
<210> 26
<211> 143
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 26
Met Gly Trp Ser Trp Val Phe Leu
1 5
Val Leu Ser Glu Val Gln Leu Gln
20
Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser
35 40
Thr Glu Tyr Thr Ile His Trp Val
S0 55
Glu Trp Ile Gly Gly Ile Asn Pro
65 70
Gln Lys Phe Lys Gly Arg Ala Thr
85
Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser
100
T9r Phe Cys Ala Arg Arg Arg Ile
115 120
Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
130 135

-87 -

gtctttctct
tctggacctg
tacacattca
tggattggag
agggccacat
acatctgagg

gagggccatg
tggatcc

Phe Leu Leu

10

Gln
25

Ser Gly

Cys Lys Thr

Arg Gln Ser

Gly
75

Asn Asn

Thr
90

Leu Val

Leu Thr Ser

105

Ala Tyr Gly

Thr Ser Vval

ttctcctgtce
agctggtgaa
ctgaatacac
gtattaatcc
tgactgtagg
attctgcggt
ctatggacta

Ser Gly

Pro Glu

Ser Arg T

45

His Gly Lys Ser

60

Ile Pro

Gly Lys Ser Ser

Glu Asp Ser Ala

Thr Ala

Leu Val

aggaactgca
gcctgggget
catacactgg
taacaatggt
caagtcctcc
ctatttctgt
ctggggtcaa

Gly
15

Lys
30

yr Thr Phe

Leu

Asn Tyr Asn

80

Ser
95

Val

110

Tyr Asp Glu Gly

125

His

Thr Val Ser Ser

140

60

120
180
240
300
360
420
457



<210> 27
<211> 8068
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 27

gaattccagc
agttcatagce
ctgaccgccc
gccaataggg
ggcagtacat
atggecccgcece
catctacgta
gcgtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa
agtgaaccgt
ccgggaccga
caagagtgac
atgctatact
ggtatagctt
acgatacttt
atatgccaat
tctcatttat
ttattaaaca
cttctccggt
atggtcgctc
gcccaccacc
gctcggggag
agatgcaggc
gctgttaacg
cagacataat
ccgtecttga
ttatgttact
catcctccect
gccttttata
agtctcctaa
tcacaggcag
acctggcagt
ccaagctgga
tccctaacat
taaacaccat
ttcccgceccat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgce
catcagggcc
aagtgccccc
cctttttcca
ccctcctect
atctttgcac

acactggcgg
ccatatatgg

aacgaccccc
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatcg
cggtttgact
tggcaccaaa
atgggcggta
cagatcgcct
tccagcctcce
gtaagtaccg
gtttttggct
agcctatagg
ccattactaa
acactgtcct
tatttacaaa
taacgtggga
agcggcggag
ggcagctcct
accagtgtgc
cgggcttgca
agctgagttg
gtggagggca
agctgacaga
cacgcgtctc
gccgctatgg
agctgtgtca
ttctagaaat
actgctgatt
tggatttggg
ttatgactgt
gctgaaacgt
gccctgtgat
cctgtttgct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcc
acctgctcct
caggggacct
ccttggcttt

ctgtggtgga

ccgttactag
agttccgecgt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg
ggagacgcca
gcggccggga
cctatagagt
tggggtctat
tgtgggttat
tccataacat
tcagagactg
ttcacatata
tctccacgcg
cttctacatc
tgctcctaac
cgcacaaggc
ccgctgacgce
ttgtgttctyg
gtgtagtctg
ctaacagact
gggaagcttg
gtatctggta
gttggagaga
caaaagaact
ttctgggcat
acggatttca
cagcaatatt
gagtggatcc
tatgcgcaaa
tctttectca
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
cagttccagce

-88 -

ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgccccct
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tccaagtctc
ctttccaaaa
gtgggaggtc
tccacgetgt
acggtgcatt
ctataggccc
acacccccgce
tgaccattat
ggctctttgc
acacggactc
caacaccacc
aatctcgggt
cgagccctgce
agtggaggcc
cgtggcggta
atttggaaga
ataagagtca
agcagtactc
gttcctttcc
ccgccaccat
cctgtgggga
aggttactat
acttggcctg
ccactaggga
atctcaccat
ttagctatcc
atctgggata
caacacaccc
ggaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
ctgaccccct

acccctattg cggtcctcca
aattatgcta atgttggagg
tctaataaaa gatatttatt

taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtcgtaaca
tatataagca
tttgacctcc
ggaacgcgga
acccccttgg
ttcctcatgt
tgaccactcc
cacaactctc
tgtattttta
gtccccagtg
acgtgttccg
tcccatgcect
agacttaggc
gggtatgtgt
cttaaggcag
gaggtaactc
gttgctgcecg
atgggtcttt
ggattcacag
cattgtgatg
gagctgcaag
gttccagcag
atctggggtc
cagcagtgtg
gctcacgttce
agcatgctgt
aagggcagaa
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgcctg
ggggagagtg
cccatccttt
gctcatcttt
agaatgaata
ttcattagat

cggggtcatt
gcccgcectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actccgccece
gagctcgttt
atagaagaca
tteccecegtge
cttcttatgc
tataggtgat
cctattggtg
tttattggct
caggatgggg
cccgcagttt
gacatgggct
ccagcgactc
acagcacgat
ctgaaaatga
cggcagaaga
ccgttgecggt
cgcgcgccac
tctgcagtca
gcccaggttc
tcacagtctc
tccagtcaga
aagccagggc
cctgatcgcet
caggctgagg
ggtgctggga
tttctgtctg
ctttgttact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc
ttagagggag
ggcctctgac
cacctcaccc
aataaagtga
atgtgtgttg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



gttttttgtg
aggccagaat
tggctggact
gaattcttga
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgccgcata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggcettt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgce
cgcatagtta
cgacacccgce
tacagacaag
ccgaaacgcg
tccccagceag
agcaggcaga
aactccgccce
actaattttt
gtagtgagga
caagcactca
gaaacggtgc
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctéctgcee
tccggctacce
gatggaagcc

tgcagtgcct
gactccaaga
ctgcaccata
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagcecggtg
tccecgtatcg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctgce
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggectt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
agccagtata
caacacccgc
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gcagaagtat
agtatgcaaa
atccecgeccce
tttatttatg
ggcttttttg
gggcgcaagg
tgaccccgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tctcecggeecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccattcg
ggtcttgteg

ctatctggag
gctacaggaa
acacacaatc
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgccttcc
agttgggtgc
gttttcgcecc
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgcg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatatg
cactccgcta
tgacgcgccc
ctccgggagc
gtggaatgtg
gcaaagcatg
gcatgcatct
taactccgcc
cagaggccga
gaggcctagg
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgeccgtgtt
ccggtgccct
gcgttccttg
tgggcgaagt
ccatcatggc
accaccaagc

atcaggatga

-89-

gccaggtagg
ggcaggtcag
aacaggggag
acgcctattt

ttttcgggga
gtatccgctc
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgcagca
ttcccggceaa
ctcggeccctt
tcgcggtatce
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagyg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttect
tgataccgct
agagcgcctg
gtgcactctc
tcgetacgtg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
tgtcagttag
catctcaatt
caattagtca
cagttccgcc
ggccgectcg
cttttgcaaa
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagctggg
cttgccgcecca
atcgtttcgce
gaggctattc
ccggctgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggcag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa

gctggccttg
agaccccact
tgagctggaa
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcegtce
aacgcggect
gcgttatcce
cgccgeagcec
atgcggtatt
agtacaatct
actgggtcat
gtctgctccce
agaggttttc
ggtgtggaaa
agtcagcaac
gcaaccatag
cattctccge
gcctctgage
aagctagctt
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatagce
gcgccctctg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggcetgce
atcgagcgag
gagcatcagg

ggggaggggg
ggacaaacag

atttgctagc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcecct
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgectttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctccttac
gctctgatgce
ggctgcgceccce
ggcatccget
accgtcatca
gtccccagge
caggctcccc
tccegeccct
cccatggctyg
tattccagaa
cacgctgccg
ccagtccgcea
gggaaaacgc
tagactgggc
gtaaggttgg

ggcgcagggyg
aagatggatt

gggcacaaca
gccecggttct
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgcgcece

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360



agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctcccgat
actctggggt
tccaccgcecg
atgatcctcc
ctcgcgagtt
tgcaaatccg
ctgcaggagt
cttctgtggt
tataaaattt
gattccaacc
cctgttttgce
ttctactcct
gctaagtttt
caccacaaag
ctttataagt
gcatagagtg
ttgtaaaggg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
tatttatttt
caggtagggc
caggtcagag
caggggagtg

<210> 28
<211> 239

<212> PRT

ttcgccaggce
gcctgcttgce
cggctgggtg
gagcttggceg
tcgcagcgca
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgcgggga
ggttcagctg
tcggcatcca
ggggaggcac
gtgacataat
ttaagtgtat
tatggaactg
tcagaagaaa
ccaaaaaaga
ttgagtcatg
gaaaaagctg
aggcataaca
tctgctatta
gttaataagg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
cattagatat
tggccttggg
accccactgg
agctggaaat

<213> Homo sapiens

<400> 28

Asp Ser

1

Thr Cys

Ser Val

Leu Tyr

50

Pro
65

Gly
Ser

Gly

Asn Leu

Gln

Gly

Gly

35

Ser

Gln

Val

Thr

Ala Gln

Asp Ile

20

Glu Lys

Arg Asn

Ser Pro

Pro Asp

85

Ile
100

Ser

tcaaggcgcg
cgaatatcat
tggcggaccg
gcgaatgggce
tcgecttcta
cgaccaagcg
aaggttgggc
tctcatgctg
ctgcctgagqg
ggaaaccagc
gatggccgcet
tggacaaact
aatgtgttaa
atgaatggga
tgccatctag
agagaaaggt
ctgtgtttag
cactgctata
gttataatca
ataactatgc
aatatttgat
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gtgtgttggt
ggagggggag
acaaacagtg
ttgctagc

Val Leu Met

Val Met Ser

Thr Met

40

Val

Gln Lys Asn

55

Lys Leu Leu

70

Arg Phe Thr

Ser Val Gln

-90-

catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc
tcgeccttcett
acgcccaacc
ttcggaatcg
gagttcttcg
ctggacgacc
agcggctatc
ttggtcccgg
acctacagag
actactgatt
gcagtggtgg
tgatgatgag
agaagacccce
taatagaact
caagaaaatt
taacatactg
tcaaaaattg
gtatagtgcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tttttgtgtg
gccagaatga
gctggactct

Leu Pro

10

Leu

Gln Pro

25

Ser

Ser Cys Lys

Tyr Leu Ala

Ile Phe Trp

75

Ser
90

Gly

Ala
105

Glu Asp

Gly

ggcgaggatc
ggccgctttt
atagcgttgg
ctcgtgcecttt
gacgagttct
tgccatcacg
ttttccggga
cccaccccgg
tcgecggagtt
cgcgcatcca
atctttgtga
atttaaagct
ctaattgttt
aatgccttta
gctactgctg
aaggactttc
cttgcttget
atggaaaaat
ttttttctta
tgtaccttta
ttgactagag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggatc
cagtgcctct
ctccaagagc
gcaccataac

Leu Trp

Ser

Ser

Ser
45

Ser

Trp Phe

60

Ala Ser

Phe Gly

Leu Ala

Val

Leu

3C

Gln

Gln

Thr

Thr

Val

tcgtcgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgce
tctgagcggg
agatttcgat
cgccggcetgg
gctcgatccc
ctaccggcag
tgcccccgaa
aggaacctta
ctaaggtaaa
gtgtatttta
atgaggaaaa
actctcaaca
cttcagaatt
ttgctattta
attctgtaac
ctccacacag
gctttttaat
atcataatca
ctccceccectga
gcttataatg
tcactgcatt
taataaaaga
atctggaggc
tacaggaagg
acacaatcaa

Ser
15

Gly
Ala Vval

Ser Leu

Gln Lys

Glu
80

Arg

Asp Phe

95

Tyr Asp

110

6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8068
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Cys Gln Gln Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys
115

120

125

Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro

130

Pro Ser
145

Leu Asn

Asn Ala

Ser Lys

Ala Asp

210

Gly
225

Leu

<210> 29
<211> 7731
<212> DNA

Asp

Tyr

Asp Glu Gln

Asn Phe Tyr

165

Gln
180

Leu Ser

Ser Thr

195

Glu Lys

Ser Ser Pro

<213> Homo sapiens

<400> 29

ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctccegt
tagacagatc
ttactcatat

aagggcctcg
acgtcaggtyg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga

135

Leu
150

Lys

Pro Arg

Gly Asn Ser

Leu
200

Tyr Ser

His Lys Val

215

Val
230

Thr Lys

tgatacgcect
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtgt
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgce
tagcttcccg
tgecgctcgge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa

Ser

Glu

Gly Thr

Ala Ser

140

'Val

155

Ala Lys

170

Gln
185

Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe

Val Gln

Ser Val

Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg

Trp

Thr

Thr

205

Val
220

Gly

235

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcegget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt

gttaatgtca
cgcggaacce
caataaccct
ttccgtgtcyg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa

Thr

Glu

Val Cys Leu

160

Val
175

Lys Asp

Glu
190

Gln Asp

Leu Ser Lys

His Gln

Cys

tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcc
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140



gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgc
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtgce
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtg
gtgcggtatt
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgaggce
catcccgceccec
ttttatttat
aggctttttt
tcgcgccaaa
atcatggttc
aacggagacc
acaacctctt
tccattcctg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttacc
atgcaggaat
ctcccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
cccecctgaac
ttataatggt
actgcattct
ataaaagata
ctggaggcca
caggaaggca
acaatcaaca
tactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca

tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgctc
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgctgacgc
ccgtctccgg
agcatgcatc
ctaactccgce
gcagaggccg
ggaggcctag
cttgacggca
gaccattgaa
taccctggcce
cagtggaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccaggcgt
acgagaagaa
gcatttttat
tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctc
ctactcctcc
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
tttattttca
ggtagggctg
ggtcagagac
ggggagtgag
taatagtaat
taacttacgqgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccctattg
ttatgggact
atgcggtttt
agtctccacc

tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
tatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg
gagctgcatg
tcaattagtc
ccagttccgce
aggccgcctce
gcttttgcaa
atcctagcgt
ctgcatcgtc
tccgctcagg
taaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgtttttc
cctctctgag
agactaacag
aagaccatgg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
ttagatatgt
gecttggggg
cccactggac
ctggaaattt
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt

-92-

aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgctgcc
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctcgccgce
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctgce
tgtcagaggt
agcaaccata
ccattctccg
ggcctctgag
aaagctagct
gaaggctggt
gccgtgtccc
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
cttgccaaaa
gtagacatgg
ggccacctca
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gacttttgct
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgcet
aattgttgtt
cacaaatttc
catcaatgta
gtgttggttt
agggggaggce
aaacagtggc
gctagcgaat
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt

cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca

ccagggggaa
cgtcgatttt

gecctttttac
tcccctgatt
agccgaacga
tattttctcce
atctgctctg
tcatggctgc
tcccggcatce
tttcaccgtc
gtcccgecce
ccccatggcet
ctattccaga
tacagctcag
aggattttat
aaaatatggg
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagttctc
ggctttagat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tttgtgtgca
cagaatgact
tggactctgc
tccagcacac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
cccgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttggce

cgttccactg
ttectgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtcet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctgge
ctgtggataa
ccgagcgcag
ttacgcatct
atgccgcata
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
taactccgcc
gactaatttt
agtagtgagg
ggctgcgatt
cceccgctgece
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgctceccectce
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactttcct
tgcttgcttt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttagc
gactagagat
tcccacacct
ttattgcagc
catttttttc
tctggatcta
gtgcctctat
ccaagagcta
accataacac
tggcggeegt
atatggagtt
acccccgcecce
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
ccgggaacgg
tagagtctat
gtctatacac
ggttattgac
taacatggct
agactgacac
catatacaac
cacgcgaatc
tacatccgag
cctaacagtg
caaggccgtg
tgacgcattt
gttctgataa
agtctgagca
cagactgttc
agcttgccge
gtgtcctctc
cagtaaagat
tgagacagag
ttcctaacta
gcaccgccta
caagaagaag
gaacctcagt
ccacaccgcg
tcccectgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcc
ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct
aagccctccc
cacaggtgta
cctgcctggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaatgagt
gcttggcacg
atctaataaa
tctatctgga
agctacagga
aacacacaat

<210> 30
<211> 472
<212> DNA

ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg
tgcattggaa
aggcccaccc
ccccgettcece
cattattgac
ctttgccaca
ggactctgta
accaccgtcc
tcgggtacgt
ccctgctcce
gaggccagac
gcggtagggt
ggaagactta
gagtcagagg
gtactcgttg
ctttccatgg
caccatggga
tgaggtccag
gtcctgcaag
ccatggaaag
caaccagaag
catggagctc
aatcgcctat
caccgtctcc
gtcacatggc
accctcctcecce
cttcccecgaa
cttcccggcet
ctccagcagc
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac
agcccccatc
caccctgccc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggccg
taccccctgt
agatatttat
ggccaggtag
aggcaggtca
caacagggga

<213> Homo sapiens

gtaacaactc
taagcagagc
acctccatag
cgcggattcc
ccttggcttc
tcatgttata
cactccccta
actctcttta
tttttacagg
ccagtgcccg
gttccggaca
atgcctccag
ttaggcacag
atgtgtctga
aggcagcggc
taactcccgt
ctgccgecgeg
gtcttttctg
tggagctggg
ctgcaacagt
acttctagat
agccttgagt
ttcaagggca
cgcagcctga
ggttacgacg
tcaggtgagt
accacctctc
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
gagaaaacca
ccatcccggg
tatcccagcg
accacgcctc
gacaagagca
cacaaccact
gcaagccccg
acatacttcc
tttcattaga
ggctggcctt
gagaccccac

gtgagctgga

-93.

cgccccattg
tcgtttagtg
aagacaccgg
ccgtgccaag
ttatgcatgc
ggtgatggta
ttggtgacga
ttggctatat
atggggtctc
cagtttttat
tgggctcttc
cgactcatgg
cacgatgccc
aaatgagctc
agaagaagat
tgcggtgctg
cgccaccaga
cagtcaccgt
tctttctett
ctggacctga
acacattcac
ggattggagg
gggccacatt
catctgagga
agggccatgce
ggatcctctg
ttgcagcctc
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
aggagatgac
acatcgccgt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctcceceggge
cgggcgcecca
tatgtgtgtt
gggggagggg
tggacaaaca
aatttgctag

acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
agtgacgtaa
tatactgttt
tagcttagcce
tactttccat
gccaatacac
atttattatt
taaacataac
tccggtageg
tcgctcggcea
accaccacca
ggggagcggg
gcaggcagct
ttaacggtgg
cataatagct
ccttgacacg
tctcctgtca
gctggtgaag
tgaatacacc
tattaatcct
gactgtaggc
ttctgcggtce
tatggactac
cgcctgggcc
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggecgcc
ctactccctc
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgggtg
caagtgcaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctccgacggce
ggggaacgtc
gagcctctcc
tctcgeggtce
gcatggaaat
ggttttttgt
gaggccagaa
gtggctggac
cgaattaatt

gcggtaggceg
tcgecctggag
gcctceccgegg
gtaccgccta
ttggcttggg
tataggtgtg
tactaatcca
tgtccttcag
tacaaattca
gtgggatctc
gcggagcectte
gctcecttget
gtgtgccgcea
cttgcaccgce
gagttgttgt
agggcagtgt
gacagactaa
cgtctcggga
ggaactgcag
cctggggctt
atacactggg
aacaatggta
aagtcctcca
tatttctgtg
tggggtcaag
cagctctgtc
ccatcggtct
ggctgcctgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca
ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttecttece
ttctcatgct
ctgtctccgg
gcacgaggat
aaagcaccgg
gtgcagtgcc
tgactccaag
tctgcaccat
c

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7731



<400> 30

Met Gly Trp

1

Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Ala

Thr
145
Ser
GIu
His
Ser
Cys
225
Glu
Pro
Lys

Val

Asp
305

Leu

Gly

Glu

50

Trp

Lys

Ala

Phe

Met
130

Lys

Gly

Pro

Thr

val

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Asp

Gly

Gly

Val

Phe

195

val

Val

Lys

Leu

Thr

275

Val

val

Ser

Glu

20

Ser

Thr

Gly

Lys

Met

100

Ala

Tyr

Pro

Thr

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Trp

Val

val

Ile

Gly

Gly

85

Glu

Arg

Trp

Ser

Ala

165

val

Ala

Val

His

Cys

245

Gly

Met

His

val

Val

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Gly

Val

150

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

230

Asp

Gly

Ile

Glu

His
310

Phe

Leu

Met

Trp

55

Asn

Ala

Arg

Arg

Gln
135

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Leu

Gln

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Ile

120

Gly

Pro

Gly

Asn

Gln

200

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

280

Pro

Ala

-94-

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Asn

Leu

Leu

105

Ala

Thr

Leu

Cys

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Val

265

Thr

Glu

Lys

Leu

10

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

90

Thr

Tyr

Ser

Ala

Leu

170

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

Leu

Gly

Thr

Ser

Gly

75

Val

Ser

Gly

Val

Pro

155

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

235

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys
315

Ser

Pro

Ser

His

60

Ile

Gly

Glu

Tyr

Thr
140

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

220

Val

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Gly Thr
Glu Leu
30

Arg Tyr
45

Gly Lys

Pro Asn

Lys Ser

Asp Ser
110

Asp Glu
125

Val Ser

Ser Lys

Asp Tyr

Thr Ser
190

Tyr Ser
205

Gln Thr

Asp Lys

Pro Cys

Pro Pro

270

Thr Cys
285

Asn Trp

Arg Glu

Ala

15
Val
Thr
Ser
Tyr
Ser

95
Ala

Gly

Ser

Ser

Phe

175

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

255

Lys

val

Tyr

Glu

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

Val

His

Ser

Thr
160
Pro
Val
Ser
Ile
Val
240
Ala
Pro
vVal

Val

Gln
320



Tyr Asn
Asp Trp

Leu Pro

Ser

Leu

Ala

Thr Tyr

325

Asn
340

Gly

Pro Ile

355

Glu
370

Arg

Lys Asn

385

Asp Ile

Lys Thr

Ser Lys

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

Gln Val

Val Ser

Glu
405

Val

Pro Pro

420

Thr Vval

435

Ser Cys

450

Ser Leu

<210> 31
<211> 339
<212> DNA

Ser

Ser

Val Met

Leu Ser

<213> Homo sapiens

<400> 31

gacattgtga
atcaactgca
tggtatcagc

gaatctgggg
attagcagcc

ccgctcacgt

<210> 32
<211>113
<212> PRT

tgacccaatc
agtccagtca
agaaaccagg
tacctgatag
tgcaggctga
tcggacaagg

<213> Homo sapiens

<400> 32

Arg Val Val

Lys Glu Tyr

Thr
360

Glu Lys

Thr
375

Tyr Leu

Leu Thr

390

Cys

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

Ser
440

Asp Lys

Glu Ala

455

His

Pro Gly Lys

tccagactct
gagcctttta
acagccaccc
gttcagtggc
agatgtggca
gaccaaggtg

-95-
Ser Val
330

Lys
345

Cys
Ile Ser
Pro

Pro

Leu Val

Leu Thr val

Lys

Lys

Ser

Lys

Val Ser

Leu

Asn

His Gln

335

Lys Ala

350

Ala Lys

365
Arg Glu
380

Gly Phe

395

Asn Gly

410

Ser
425

Asp

Arg Trp

Leu His

ttggctgtgt
tattctagaa
aaactcctca
agtgggtttg
gtttattact
gaaataaaa

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro Glu

Ser Phe

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

Gln Pro

Met Thr

Ser
400

Pro

Asn
415

Tyr

Leu Tyr

430

Gln Gly

445
His
460

Tyr

ctctagggga
atcaaaagaa
tcttttgggce
ggacagactt
gtcagcaata

Asn

Thr

Val Phe

Gln Lys

gagggccacc
ctacttggcc

tagcactagg
caccctcacc
ttttagctat

60

120
180
240
300
339



Asp Ile Val Met

Glu Arg Ala Thr

Arg Asn Gln
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65

Ile Ser Ser

Tyr Phe Ser

Lys

<210> 33
<211> 113
<212> PRT

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

<213> Homo sapiens

<400> 33

Asp Ile Val
1

Glu Arg Ala

Arg Asn Gln
35

Pro Pro Lys
50

Pro Asp Arg
65
Ile Ser Ser

Tyr Phe Ser

Lys

Met
Thr
20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Thr

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

70

Ala

Leu

Gln

Asn

Tyr

Ile
Gly
70

Ala

Leu

Ser

Cys

Leu

Phe

55

Ser

Glu

Thr

Ser

Cys

Leu

Phe
55
Ser

Glu

Thr

-96 -

Pro Asp

Lys Ser

Gly Phe

Asp Val

Phe Gly
105

Ser

10
Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90

Gln

Leu Ala

Gln Ser

Gln Gln

Thr Arg

60

Thr Asp
75

Val Tyr

Gly Thr

Pro Asp Ser Leu Ala

Lys Ser
25

Ala Trp
40

10

Ser

Phe

Gln Ser

Gln Gln

Trp Ala Ser Thr Arg

60

Gly Phe Gly Thr Asp

75

Asp Val Ala Val Tyr

90

Phe Gly Gln Gly Thr

105

Val

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Lys
45
Glu

Phe

Asp

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

Ser

Leu
30

Pro

Ser

Thr

Cys

val
110

Leu
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Leu
15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Val
Thr
80

Gln

Ile



<210> 34
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 34
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu
20 25 30
Arg Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40 45
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Phe Gly Thr Asp Phe Thr
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90
Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100 105 110
Lys
<210> 35
<211> 8068
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 35
gaattccagc acactggcgg ccgttactag ttattaatag taatcaatta
agttcatagc ccatatatgg agttccgcgt tacataactt acggtaaatg
ctgaccgccc aacgaccccc gecccattgac gtcaataatg acgtatgttc
gccaataggg actttccatt gacgtcaatg ggtggagtat ttacggtaaa
ggcagtacat caagtgtatc atatgccaag tacgccccct attgacgtca
atggcccgcee tggcattatg cccagtacat gaccttatgg gactttccta
catctacgta ttagtcatcg ctattaccat ggtgatgcgg ttttggcagt
gcgtggatag cggtttgact cacggggatt tccaagtctc caccccattg
gagtttgttt tggcaccaaa atcaacggga ctttccaaaa tgtcgtaaca
attgacgcaa atgggcggta ggcgtgtacg gtgggaggtc tatataagca
agtgaaccgt cagatcgcct ggagacgcca tccacgctgt tttgacctcc
ccgggaccga tccagcctcc gcggccggga acggtgcatt ggaacgcgga
caagagtgac gtaagtaccg cctatagagt ctataggccc acccccttgg

Leu

15
Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95

Glu

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile

cggggtcatt
gcccgectgg
ccatagtaac
ctgcccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actccgcecccce
gagctcgttt
atagaagaca
ttccecgtge
cttcttatgce

60

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



atgctatact
ggtatagctt
acgatacttt
atatgccaat
tctcatttat
ttattaaaca
cttctceggt
atggtcgctc
gcccaccacce
gctcggggag
agatgcaggc
gctgttaacg
cagacataat
ccgteccttga
tatgggtgct
cagactcttt
gccttttata
agccacccaa
tcagtggcag
atgtggcagt
Ecaaggtgga
tccctaacat
taaacaccat
ttcccgccat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgc
catcagggcc
aagtgccccc
cctttttcca
ccctectcect
atctttgcac
gttttttgtg
aggccagaat
tggctggact
gaattcttga
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgccgcata
tcttacggat
cactgcggcc
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcyg
gcgcgtaatc
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac

gtttttggct
agcctatagg
ccattactaa
acactgtcct
tatttacaaa
taacgtggga
agcggcggag
ggcagctcct
accagtgtgc
cgggcttgca
agctgagttg
gtggagggca
agctgacaga
cacgcgtctc
gctgctctgg
ggctgtgtct
ttctagaaat
actcctcatc
tgggtttggg
ttattactgt
aataaaacgt
gccctgtgat
cctgtttgct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcce
acctgctcct
caggggacct
ccttggettt
ctgtggtgga
tgcagtgcct
gactccaaga
ctgcaccata
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggcecat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tcccgtatcg
cagatcgcetg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcttgce
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctgce

tggggtctat
tgtgggttat
tccataacat
tcagagactg
ttcacatata
tctccacgcg
cttctacatc
tgctcctaac
cgcacaaggc
ccgctgacgc
ttgtgttctg
gtgtagtctg
ctaacagact

gggaagcttg
gttccaggtt

ctaggggaga
caaaagaact
ttttgggcta
acagacttca
cagcaatatt
gagtggatcc
tatgcgcaaa
tctttcctca
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag
cgtcacaaag
cagttccagc
acccctattg
aattatgcta
tctaataaaa
ctatctggag
gctacaggaa
acacacaatc
gcctcgtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttcec
agttgggtgc
gttttcgccc
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctagce
cacttctgcg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtgc
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
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acacccccgce
tgaccattat
ggctctttgce
acacggactc
caacaccacc
aatctcgggt
cgagccctgce
agtggaggcc
cgtggcggta
atttggaaga
ataagagtca
agcagtactc
gttectttec
ccgccaccat
cctccggaga
gggccaccat
acttggcctyg
gcactaggga
ccctcaccat
ttagctatcc
atctgggata
caacacaccc
ggaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag
agcttcaaca
ctgaccccct
cggtcctcca
atgttggagg
gatatttatt
gccaggtagg
ggcaggtcag
aacaggggag
acgcctattt

ttttcgggga
gtatccgcectce
tatgagtatt
tgtttttgct
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtgttgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgcagca
ttcccggcecaa
ctcggecctt
tcgcggtatce
cacgacgggyg
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggc
aggccaccac
accagtggct

ttcctcatgt
tgaccactcc
cacaactctc
tgtattttta
gtccccagtg
acgtgttccg
tcccatgect
agacttaggc
gggtatgtgt
cttaaggcag
gaggtaactc
gttgctgccg
atgggtcttt
ggagacagac
cattgtgatg
caactgcaag
gtatcagcag
atctggggta
tagcagcctg
gctcacgttc
agcatgctgt
aagggcagaa
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag
tctacgcctg
ggggagagtg
cccatccttt
gctcatcttt
agaatgaata
ttcattagat
gctggecttg
agaccccact
tgagctggaa
ttataggtta
aatgtgcgcg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ccggctggcet
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccagcggtgg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg

tataggtgat
cctattggtyg
tttattggcet
caggatgggg
cccgcagttt
gacatgggct
ccagcgactc
acagcacgat
ctgaaaatga
cggcagaaga
ccgttgecggt
cgcgcgecac
tctgcagtca
acactcctgce
acccaatctc
tccagtcaga
aaaccaggac
cctgataggt
caggctgaag
ggacaaggga
tttctgtctg
ctttgttact
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc
ttagagggag
ggcctctgac
cacctcaccc
aataaagtga
atgtgtgttg
gg9g9gagggdgyg
ggacaaacag
atttgctagce
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgectttttt
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgcc
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380



gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaagce
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggeccttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
gcatctgtgc
cgcatagtta
cgacaccegce
tacagacaag
ccgaaacgcg
tccccagcag
agcaggcaga
aactccgccce
actaattttt
gtagtgagga
caagcactca
gaaacggtgc
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctgce
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggc
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctcctgec
tccggctacc
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcgat
cgactgtggc
tattgctgaa
cgctcccgat
actctggggt
tccaccgceccg
atgatcctcc
ctcgcgagtt
tgcaaatccg
ctgcaggagt
cttctgtggt
tataaaattt
gattccaacc
cctgttttgce
ttctactcct
gctaagtttt
caccacaaag
ctttataagt
gcatagagtg
ttgtaaaggg
gccataccac
acctgaaaca
gttacaaata
ctagttgtgg
tatttatttt
caggtagggc
caggtcagag
caqqggaqgtq

gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggteg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggcctt
attaccgcct
tcagtgagcg
ggtatttcac
agccagtata
caacaccecgc
ctgtgaccgt
cgaggcagct
gcagaagtat
agtatgcaaa
atcccgcecccc
tttatttatg
ggcttttttg
gggcgcaagg
tgaccccgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tctccggccg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgctat
gagaaagtat
tgcccattcg
ggtcttgtcg
ttecgccaggce
gcctgettge
cggctgggtg
gagcttggeg
tcgcagcgca
tcgaaatgac
ccttctatga
agcgegggga
ggttcagctg
tcggcatcca
ggggaggcac
gtgacataat
ttaagtgtat
tatggaactg
tcagaagaaa
ccaaaaaaga
ttgagtcatg
gaaaaagctg
aggcataaca
tctgctatta
gttaataagg
atttgtagag
taaaatgaat
aagcaatagc
tttgtccaaa
cattagatat
tggccttggg
accccactgg
agrtqoaaat

caagacgata
agcccagctt
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
accgcatatg
cactccgcta
tgacgcgccc
ctccgggage
gtggaatgtg
gcaaagcatg
gcatgcatct
taactccgcece
cagaggccga
gaggcctagg
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgecegtgtt
ccggtgccct
gcgtteccttg
tgggcgaagt
ccatcatggc
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgcg
cgaatatcat
tggcggaceg
gcgaatgggce
tcgecttcta
cgaccaagcg
aaggttgggce
tctcatgctg
ctgcctgagg
ggaaaccagc
gatggccgcet
tggacaaact
aatgtgttaa
atgaatggga
tgccatctag
agagaaaggt
ctgtgtttag
cactgctata
gttataatca
ataactatgc
aatatttgat
gttttacttg
gcaattgttg
atcacaaatt
ctcatcaatg
gtgtgttggt
ggagggggag
acaaacagtg
ttgctaqgre
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gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttctttcct
tgataccgct
agagcgcctg
gtgcactctc
tcgctacgtg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
tgtcagttag
catctcaatt
caattagtca
cagttccgcc
ggccgcctcg
cttttgcaaa
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagctggg
cttgccgcecca
atcgtttcgce
gaggctattc
ccggctgtca
gaatgaactg
cgcagctgtg
gccggggceag
tgatgcaatg
gaaacatcgc
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgcttc
tcgeccttctt
acgcccaacc
ttcggaatcg
gagttcttcg
ctggacgacc
agcggctatc
ttggtccecgg
acctacagag
actactgatt
gcagtggtgg
tgatgatgag
agaagacccc
taatagaact
caagaaaatt
taacatactg
tcaaaaattg
gtatagtgcc
ctttaaaaaa
ttgttaactt
tcacaaataa
tatcttatca
tttttgtgtg
gccagaatga
gctggactct

aaggcgcagce
acctacaccqg
gggagaaagg
gagcttccag
cttgagcgtc
aacgcggcct
gcgttatccc
cgccgcagcce
atgcggtatt
agtacaatct
actgggtcat
gtctgctccc
agaggttttc
ggtgtggaaa
agtcagcaac
gcaaccatag
cattctccgc
gcctctgagce
aagctagctt
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatagc
gcgccctctg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggctge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagcgttgg
ctcgtgcttt
gacgagttct
tgccatcacg
ttttccggga
cccacccecgg
tcgcggagtt
cgcgcatcca
atctttgtga
atttaaagct
ctaattgttt
aatgccttta
gctactgctg
aaggactttc
cttgcttgct
atggaaaaat
ttttttctta
tgtaccttta
ttgactagag
cctcccacac
gtttattgca
agcatttttt
tgtctggatc
cagtgcctct
ctccaagagc
gcaccataac

ggtcgggctg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
ttctccttac
gctctgatgc
ggctgcgccc
ggcatcecgct
accgtcatca
gtccccaggce
caggctcccce
tccegeéect
cccatggctg
tattccagaa
cacgctgccg
ccagtccgca
gggaaaacgc
tagactgggc
gtaaggttgg

ggcgcagggg
aagatggatt

gggcacaaca
gcccggttct
cagcgcggct
tcactgaagc
catctcacct
atacgcttga
cacgtactcg
ggctcgcgcec
tcgtcgtgac
ctggattcat
ctacccgtga
acggtatcgc
tctgagcggg
agatttcgat
cgccggetgg
gctcgatccc
ctaccggcag
tgccceccgaa
aggaacctta
ctaaggtaaa
gtgtatttta
atgaggaaaa
actctcaaca
cttcagaatt
ttgctattta
attctgtaac
ctccacacag
gctttttaat
atcataatca
ctccecectga
gcttataatg
tcactgcatt
taataaaaga
atctggaggce

tacaggaagg
acacaatcaa

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8068



<210> 36

<211> 234

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Met

1

Gly

Val

Leu

Lys

65

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

val
225

Glu

Ser

Ser

Leu

50

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Thr

Ser

Leu

35

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

115

Glu

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

Asp

Gly

20

Gly

Ser

Gln

Vval

Thr

100

Gln

Ile

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asp

Glu

Arg

Pro

Pro

85

Ile

Tyr

Lys

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

Ile

Arg

Asn

Pro

70

Asp

Ser

Phe

Arg

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Leu

val

Ala

Gln

55

Lys

Arg

Ser

Ser

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Leu

Met

Thr

40

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

val

Gly

-100 -

Trp

Thr

25

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

105

Pro

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

val

10

Gln

Asn

Tyr

Ile

Gly

90

Ala

Leu

Phe

Cys

val

170

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Cys

Leu

Phe

75

Ser

Glu

Thr

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Pro

Lys

Ala

60

Trp

Gly

Asp

Phe

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Leu

Asp

Ser

45

Trp

Ala

Phe

Vval

Gly

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Trp

Ser

30

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

110

Gln

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

val

15

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

95

Val

Gly

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Pro

Ala

Ser

Gln

Arg

80

Asp

Tyr

Thr

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro



<210> 37
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 37

caggtgcaac
agctgtaaaa
cctggccaaa
aaccagaagt
atggaactgt
atcgcctatg
accgtctcct

<210> 38
<211> 124
<212> PRT

tagtgcagtc
ctagtagata
ggctggagtg
tcaagggccg
ccagcctgcg
gttacgacga
ca

<213> Homo sapiens

<400> 38

Gln Vval
1

Ser Val

Thr Ile

Gln

Lys

His

Leu Val

Val Ser

20

Trp Val

35

Gly Gly

50

Lys
65

Gly
Met Glu
Ala Arg

Tyr Trp

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Asn Pro

Ala Thr

Ser
85

Ser

Arg Ile

100

Gln Gly

115

Gln

Cys

Arg

Asn

Leu

70

Leu

Ala

Thr

cggcgccgaa
caccttcact
gataggaggt
ggccaccttg
ctccgaggac
gggccatgct

Ser Gly

Lys Thr

Gln Ala

40

Asn
5%

Gly
Thr Vval

Arg Ser

Tyr Gly

Val
120

Leu

-101 -

gtgaagaaac ccggtgctte
gaatacacca tacactgggt
attaatccta acaatggtat
accgtaggca agtctgccag
actgcagtct actactgcgce
atggactact ggggtcaagg

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Gly

Glu

Tyr

105

Thrx

Glu

10
Arg
Gly
Pro
Lys
Asp

90

Asp

Val

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Glu

Ser

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

His

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala
110

Gly

15
Glu
Trp
Lys
Ala
Tyr

95

Met

cgtgaaagtc
tagacaggcc
tecctaactac
caccgcctac
cagaagaaga
aacccttgtc

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

60

120
180
240
300
360
372



<210> 39
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys
Thr Ile His
35

Gly Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Arg Arg Ile Ala

Leu

val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

100

Val Gln Ser

5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Asn
55

Pro Asn

Thr Leu Thr

70

Ser Leu
85

Arg

Tyr

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Val

Ser

Gly

-102 -

Ala Glu
10

Ser Arg
25

Pro Gly

Ile Pro

Gly Lys

Glu Asp

90

Tyr Asp
105

Val Lys Lys

Tyr Thr Phe

Gln Leu

45

Arg

Asn Tyr Asn

60

Ser Ala Ser

75

Thr Ala Val

Glu Gly His

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

115

<210> 40
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys
Thr Ile His
35

Gly Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

vVal Gln Ser
5

Ser Cys Lys

val Arg Gln

Pro Asn Asn
55

Thr Ile Thr
70

120

Gly
Thr
Ala

40

Gly

val

Ala Glu
10

Ser Arg
25
Pro Gly

Ile Pro

Asp Thr

Val Lys Lys

Tyr Thr Phe

Gln Arg Leu

45
Asn Tyr Asn
60
Ser Ala Ser
75

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala
110

Pro
Thr

30
Glu

Gln

Thr

Gly

15
Glu
Trp
Lys
Ala
Phe

95

Met

Gly

15
Glu
Trp

Lys

Ala

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser

85

Ala Arg Arg Arg Ile Ala Tyr Gly

100

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val

115

<210> 41
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Thr Ile His
35

Gly Gly Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Arg

Tyr Trp Gly

<210> 42
<211> 7731
<212> DNA

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Ser

Arg

100

Gln

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ile

Gly

<213> Homo sapiens

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Asn Asn

55

Ile Thr
70

Leu Arg

Ala Tyr

Thr Leu

120

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Val

Ser

Gly

val

-103-

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

95

Tyr Asp Glu Gly His Ala Met Asp

105

Thr Val Ser Ser

Ala

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Tyr

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Pro

Thr

Asp
90

Asp

Val

Val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Glu

Ser

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

Val

His

110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Ala
110

Gly

15

Glu

Trp

Lys

Ala

Tyr
95

Met

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp



<400> 42

ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
‘aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gccctccegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgce
agagctacca
tgtccttcta
atacctcgct
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtg
gtgcggtatt
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgaggce
catccecgcecce
ttttatttat
aggctttttt
tcgcgcecaaa
atcatggttc
aacggagacc
acaacctctt
tccattcctg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttacc
atgcaggaat
ctcccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat

aagggcctcg
acgtcaggtyg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgctc
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgca
tatacactcc
ccgctgacgce
ccgtctecgg
agcatgcatc
ctaactccgce
gcagaggcceg
ggaggcctag
cttgacggca
gaccattgaa
taccctggcce
cagtggaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccaggcegt
acgagaagaa
gcatttttat

tgatacgcct
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
ttcctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatcccgtgt
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatcg
cgatgcctgc
tagcttcccg
tgcgctcgge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagcyg
ccacgcttcc
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcgd
tatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg
gagctgcatg
tcaattagtc
ccagttccgce
aggccgectc
gcttttgcaa
atcctagcgt
ctgcatcgtc
tccgectcagg
taaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgtttttc
cctctctgag
agactaacag
aagaccatgg

- 104 -

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccggyg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcatttt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcagce
ccacttcaag
ggctgctgcece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgcgtta
cgctcgeccgce
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctgce
tgtcagaggt
agcaaccata
ccattctccg
ggcctctgag
aaagctagct
gaaggctggt
gcecgtgtecce
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
cttgccaaaa
gtagacatgg
ggccacctca
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gacttttgct

gttaatgtca
cgcggaaccc
caataaccct
ttccgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tccecctgatt
agccgaacga
tattttctce
atctgctctg
tcatggctgce
tcccggeatce
tttcaccgtc
gtcccgeccce
ccccatggcet
ctattccaga
tacagctcag
aggattttat
aaaatatggg
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagttctc
ggctttagat

tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattcc
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgeeg
agcatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgcgcegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctggce
ctgtggataa
ccgagcgcag
ttacgcatct
atgccgcata
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
taactccgcce
gactaatttt
agtagtgagg
ggctgcgatt
ccccgctgcece
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgctcccectce
ctttgtgaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattgc
gctatttaca
tctgtaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
cccccectgaac
ttataatggt
actgcattct
ataaaagata
ctggaggcca
caggaaggca
acaatcaaca
tactagttat
ccgcgttaca
attgacgtca
tcaatgggtg
‘gccaagtacg
gtacatgacc
taccatggtg
gggatttcca
acgggacttt
tgtacggtgg
acgccatcca
ccgggaacgg
tagagtctat
gtctatacac
ggttattgac
taacatggcet
agactgacac
catatacaac
cacgcgaatc
tacatccgag
cctaacagtg
caaggccgtg
tgacgcattt
gttctgataa
agtctgagca
cagactgttc
agcttgccgce
gggcccacag
ccgtgaaagt
ttagacaggc
ttcctaacta
gcaccgccta
ccagaagaag
gaacccttgt
ccacaccgcg
tcccecectggce
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgcecc
ccagcaacac
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtcct

tctgtggtgt
taaaattttt
ttccaaccta
tgttttgctc
ctactcctcce
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
tttattttca
ggtagggctg
ggtcagagac
ggggagtgag
taatagtaat
taacttacgg
ataatgacgt
gagtatttac
ccccctattg
ttatgggact
atgeggtttt
agtctccacc
ccaaaatgtc
gaggtctata
cgctgttttg
tgcattggaa
aggcccaccce
cccegettece
cattattgac
ctttgeccaca
ggactctgta
accaccgtce
tcgggtacgt
ccctgetece
gaggccagac
gcggtagggt
ggaagactta
gagtcagagg
gtactcgttg
ctttccatgg
caccatggac
ccaggtgcaa
cagctgtaaa
ccctggccaa
caaccagaag
catggaactg
aatcgcctat
caccgtctcc
gtcacatggc
accctcctcc
cttccccgaa
cttccecggcet
ctccagcagc
caaggtggac
cccagcacct
caccctcatg
agaccctgag
aaagccgcgg
gcaccaggac

gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
ttagatatgt
gccttggggg
cccactggac
ctggaaattt
caattacggg
taaatggccc
atgttcccat
ggtaaactgc
acgtcaatga
ttcctacttg
ggcagtacat
ccattgacgt
gtaacaactc
taagcagagc
acctccatag
cgcggattcce
ccttggcttc
tcatgttata
cactccccta
actctcttta
tttttacagg
ccagtgcccg
gttccggaca
atgcctccag
ttaggcacag
atgtgtctga
aggcagceggce
taactcccgt
ctgccgegeg
gtcttttctg
tggacctggce
ctggtgcagt
actagtagat
aggctggagt
ttcaagggcc
tccagcctge
ggttacgacg
tcaggtgagt
accacctcte
aagagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttgggcaccc
aagaaagttg
gaactcctgg
atctcccgga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggctgaatg
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gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aattgttgtt
cacaaatttc
catcaatgta
gtgttggttt
agggggaggc
aaacagtggc
gctagcgaat
gtcattagtt
gcctggctga
agtaacgcca
ccacttggca
cggtaaatgg
gcagtacatc
caatgggcgt
caatgggagt
cgccccattg
tcgtttagtg
aagacaccgg
ccgtgccaag
ttatgcatgc
ggtgatggta
ttggtgacga
ttggctatat
atggggtctc
cagtttttat
tgggctcttce
cgactcatgg
cacgatgccce
aaatgagctc
agaagaagat
tgcggtgety
cgccaccaga
cagtcaccgt
gegtgttttg
ccggcgccga
acaccttcac
ggataggagg
gggccacctt
gctccgagga
agggccatgc
ggatcctctg
ttgcagcctc
ctgggggcac
tgtcgtggaa
cctcaggact
agacctacat
agcccaaatc
ggggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
gcaaggagta

ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gttaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tttgtgtgca
cagaatgact
tggactctgce
tccagcacac
catagcccat
ccgcccaacg
atagggactt
gtacatcaag
ccecgectgge
tacgtattag
ggatagcggt
ttgttttgge
acgcaaatgg
aaccgtcaga
gaccgatcca
agtgacgtaa
tatactgttt
tagcttagcc
tactttccat
gccaatacac
atttattatt
taaacataac
tccggtageg
tcgctcggea
accaccacca
ggggagcggg
gcaggcagcet
ttaacggtgg
cataatagct
ccttgacacg
cctgctecgece
agtgaagaaa
tgaatacacc
tattaatcct
gaccgtaggc
cactgcagtc
tatggactac
cgcctgggcecc
caccaagggc
agcggccctg
ctcaggcgcc
ctactccctc
ctgcaacgtg
ttgtgacaaa
agtcttcctc
cacatgcgtg
ggacggcgtg
gtaccgggtg
caagtgcaag

ttaaagctct
aattgtttgt
tgcctttaat
tactgctgac
ggactttcct
tgcttgcttt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttage
gactagagat
tcccacacct
ttattgcagc
catttttttc
tctggatcta
gtgcctctat
ccaagagcta
accataacac
tggcggcecgt
atatggagtt
acccccgecc
tccattgacg
tgtatcatat
attatgccca
tcatcgctat
ttgactcacg
accaaaatca
gcggtaggeg
tcgcctggag
gcctecgegg
gtaccgccta
ttggcttggg
tataggtgtg
tactaatcca
tgtccttcag
tacaaattca
gtgggatctc
gcggagette
gctcecttget
gtgtgccgca
cttgcaccgce
gagttgttgt
agggcagtgt
gacagactaa
cgtctcggga
gtggctcctg
cccggtgcett
atacactggg
aacaatggta
aagtctgcca
tactactgceg
tggggtcaag
cagctctgtc
ccatcggtct
ggctgectgg
ctgaccagcg
agcagcgtgg
aatcacaagc
actcacacat
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc
gtctccaaca

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020



aagccctccc
cacaggtgta
cctgccectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgca
gtaaatgagt
gcttggcacg
atctaataaa
tctatctgga
agctacagga
aacacacaat

<210> 43
<211> 472
<212> PRT

agcccccatc
caccctgccc
caaaggcttc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
gcgacggccg
taccccctgt
agatatttat
ggccaggtag
aggcaggtca
caacagggga

<213> Homo sapiens

<400> 43

Thr

gagaaaacca
ccatccecggg
tatcccageg
accacgcctce
gacaagagca
cacaaccact
gcaagccecceg
acatacttcc
tttcattaga
ggctggcctt
gagaccccac

gtgagctgga

Val Phe

- 106 -

tctccaaagce
aggagatgac
acatcgcegt
ccgtgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa
ctcceecggge
cgggcgcccea
tatgtgtgtt
gggg99agggg
tggacaaaca
aatttgctag

Leu Leu

caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggag
ctcecgacggce
ggggaacgtc
gagcctctcce
tctegeggte
gcatggaaat
ggttttttgt
gaggccagaa
gtggctggac
cgaattaatt

Ala Val Ala

Met Asp

1

Ala

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Ala

Thr

145

Ser

His

Gly

Glu

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Met

130

Lys

Gly

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Asp

Gly

Gly

Trp

Gln Val

20

Ser Val

Thr Ile
Gly Gly

Gly
85

Lys

Met Glu

100

Ala Arg

Tyr Trp

Pro Ser

Thr Ala

165

Arg

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Arg

Gly

Val

150

Ala

Leu

Val

Trp

55

Asn

Ala

Ser

Arg

Gln

135

Phe

Leu

Vval

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Ile

120

Gly

Pro

Gly

Cys
10

Gln
25

Ser Gly

Cys Lys Thr

Arg Gln Ala

Asn Asn Gly

75

Thr
g0

Leu Val

Leu Ser

105

Arg

Ala Tyr Gly

Thr Leu Val

Ala Pro

155

Leu

Leu Val

170

Cys

Ala

Ser

Pro

60

Ile

Gly

Glu

Tyr

Thr

140

Ser

Lys

Glu

Arg

45

Gly

Pro

Lys

Asp

Asp

125

Val

Ser

Asp

Val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Glu

Ser

Lys

Tyr

ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggce
tccttettee
ttctcatgct
ctgtctecgg
gcacgaggat
aaagcaccgg
gtgcagtgce
tgactccaag
tctgcaccat
c

Pro Gly

15

Lys Lys

Thr Phe
Leu

Arg

Asn
80

Tyr

Ala
95

Ser

Ala Val

Gly His
Ser

Ser

Thr
160

Ser

Phe
175

Pro

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7731



Glu

His

Ser

Cys
225

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

305

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

385

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
465

Pro

Thr

val

210

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

290

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

370

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

450

Leu

Val

Phe
195
val

val

Lys

Leu

Thr

275

Val

Val

Ser

Leu

Ala

355

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

435

Ser

Ser

Thr

180

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

260

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

340

Pro

Gln

Val

Val

Pro

420

Thr

Val

Leu

Val

Ala

Val

His

Cys

245

Gly

Met

His

Val

Tyr

325

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

405

Pro

Val

Met

Ser

Ser

Val

Pro

Lys
230

Asp

Gly

Ile

Glu

His

310

Arg

Lys

Glu

Leu

390

Trp

val

Asp

His

Pro
470

Trp
Leu
Ser

215

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

295

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

375

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

455

Gly

Asn
Gln
200

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

280

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

360

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

440

Ala

Lys

-107 -

Ser

185

Ser

Ser

Asn

His

Val

265

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

345

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

425

Arg

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

250

Phe

Pro

Val

Thr

Val

330

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

410

Asp

Trp

His

Ala

Gly

Gly

Lys
235

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

315

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

395

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu
Leu
Thr

220

val

Pro

Phe

Val

Phe

300

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

380

Gly

Pro

Ser

Gln

His
460

Thr
Tyr
205

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

285

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

365

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

445

Tyr

Ser
190
Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

270

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

430

Asn

Thr

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

255

Lys

Val

Tyr

Glu

His

335

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

415

Leu

val

Gln

Val

Ser

Ile

val
240

Ala

Pro

Val

Val

Gln

320

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

400

Tyr

Tyr

Phe

Lys



<210> 44
<211> 25
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 44
accgtctcect caggtgagtg gatcc

<210> 45
<211> 14
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 45

cctctcttgc agcc

<210> 46
<211> 14
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 46

cctctcttge agcc

<210> 47
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47

Thr Val Ser Ser
1

- 108 -

25

14

14



- 109 -

<210> 48
<211>4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48

Ser Thr Lys Gly
1

<210> 49
<211> 27
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 49

accgtctcct cagecctccac caagggce
<210> 50

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Thr Val Ser Ser Ser Thr Lys Gly
1 5

<210> 51
<211> 27
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 51

accgtctcct cagcctccac caagggc

27

27
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<210> 52
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
1 5

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

<213> Homo sapiens

<400> 53

gaaataaaac gtgagtggat cc 22
<210> 54

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 54

cttectttcet caggaactgt ggctgca 27
<210> 55

<211> 4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55

Thr Val Ala Ala
1



<210> 56
<211> 24
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 56

gaaataaaac gaactgtggc tgca

<210> 57
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57

Glu Ile Lys Thr Vval Ala Ala

1 5

<210> 58
<211> 24
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 58

gaaataaaac gaactgtggc tgca

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

<213> Homo sapiens

<400> 59

1

Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
5

111 -

24

24
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<210> 60
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15

Gly Thr Cys Gly
20

<210> 61
<211>19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

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

Val Leu Ser

<210> 62
<211>9
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 62
gccgccacce
<210> 63
<211> 37
<212> DNA



-113-

<213> umela sekvencia
<220>
<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 63

cagaaagctt gccgccacca tggattcaca ggcccag

<210> 64
<211>6
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64

Met Asp Ser Gln Ala Gln
1 5

<210> 65

<211> 35

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 65
ccgaggatce actcacgttt cagctccage ttggt

<210> 66

<211> 37

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>
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<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 66
cagaaagctt gccgccacca tgggatggag ctgggtc

<210> 67
<211>6
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67

Met Gly Trp Ser Trp Val
1 5

<210> 68

<211> 35

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 68
ccgaggatcc actcacctga ggagacggtg actga

<210> 69

<211> 36

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER



-115-

<400> 69

gtcatcacaa tgtctccgga ggaacctgga acccag 36

<210> 70

<211> 29

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 70
ctccggagac attgtgatga cccaatctc 29

<210> 71

<211> 45

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 71
gaatataaaa ggctctgact ggacttgcag ttgatggtgg ccctc 45

<210> 72

<211>72

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER



- 116 -

<400> 72

cagtcagagc cttttatatt ctagaaatca aaagaactac ttggcctggt atcagcagaa 60
accaggacag cc 12

<210> 73

<211> 44

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 73
accccagatt ccctagtgct agcccaaaag atgaggagtt tggg 44

<210> 74

<211> 67

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 74

tagcactagg gaatctgggg tacctgatag gttcagtggc agtgggtttg ggacagactt 60
caccctc 67

<210> 75

<211> 53

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER



- 117 -

<400> 75
gtceccttgte cgaacgtgag cggatagcta aaatattgct gacagtaata aac

<210> 76

<211> 33

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 76

gctcacgttc ggacaaggga ccaaggtgga aat

<210> 77

<211>72

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 77

53

33

cagtcagagc cttttatatt ctagaaatca aaagaactac ttggcctggt tccagcagaa 60

accaggacag cc

<210> 78

<211> 57

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

72
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<400> 78

gtcccttgtc cgaacgtgag cggatagcta aaatattgct gacagtcata aactgcce

<210> 79

<211> 34

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 79

cccaaactcc tcatctattg ggctagcact aggg

<210> 80

<211> 34

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 80
ccctagtget agcccaatag atgaggagtt tggg

<210> 81

<211> 17

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

57

34

34



- 119 -

<400> 81

tacgcaaacc gcctctc

<210> 82

<211> 18

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 82
gagtgcacca tatgcggt

<210> 83

<211> 16

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 83

aacagctatg accatg

<210> 84

<?211> 17

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

17

18

16



- 120 -

<400> 84

gttttcccag tcacgac

<210> 85

<211> 47

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 85
gtgtattcag tgaaggtgta tctactagtt ttacagctga ctttcac

<210> 86

<211> 53

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 86

tagtagatac accttcactg aatacaccat acactgggtt agacaggccc ctg

<210> 87

<211> 71

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

17

47

53
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<400> 87

cccttgaact tctggttgta gttaggaata ccattgttag gattaatacc tecctatccac 60
tccageettt g 71

<210> 88

<211> 71

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 88

taactacaac cagaagttca agggccgggc caccttgacc gtaggcaagt ctgccagcac 60
cgcctacatg g 71

<210> 89

<211> 63

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 89

gcatggccct cgtcgtaacc ataggcgatt cttcttctgg cgcagtagta gactgcagtg 60
tce 63

<210> 90

<211> 48

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER
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<400> 90
ctatggttac gacgagggcc atgctatgga ctactggggt caaggaac 48

<210> 91

<211> 71

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 91

taactacaac cagaagttca agggccgggt caccatcacc gtagacacct ctgccagcac 60
cgcctacatg g 71

<210> 92

<211> 27

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 92
ggacactgca gtctacttct gcgccag 21

<210> 93

<211> 17

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER



- 123 -

<400> 93

tacgcaaacc gcctctce 17

<210> 94

<211> 18

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 94

gagtgcacca tatgcggt 18

<210> 95

<211>75

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 95

cctttggcca ggggcctgtc taacccagtg tatggtgtat tcagtgaagg tgtatccact 60
agtttccact agttt 75

<210> 96

<211> 28

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER



-124 -

<400> 96
gtcaccgtcc ttgacacgcg tctcggga

<210> 97

<211> 17

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 97
ttggaggagg gtgccag

<210> 98

<211> 22

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 98

gagacattgt gacccaatct cc

<210> 99

<211> 25

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

28

17

22
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<400> 99

gacagtcata aactgccaca tcttc 25

<210> 100

<211> 23

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 100
ttgacacgcg tctcgggaag ctt 23

<210> 101

<211> 22

<212> DNA

<213> umela sekvencia

<220>

<213> Opis umelej sekvencie: PRIMER

<400> 101
ggcgcagagg atccactcac ct 22



Py 1672-2000
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PATENTOVE NAROKY

1. Protilatkovy protein, ktory ma komplementaritu determinujice oblasti
monoklonalnej protilatky F19, ATCC & HB8269, a $pecificky sa viaze na
fibroblastovy aktivaény protein, pri¢om obsahuje modifikacie kostry, ktorych
vysledkom je zlep$ena shopnost jeho produkcie hostitefskymi bunkami v porovnani

s chimérnou protilatkou, ktora ma variabilné oblasti F19 a cudzie konstantné oblasti.

2. Protilatkovy protein, ktory ma variabilni oblast fahkého retazca a
variabiln oblast tazkého retazca podfa naroku 1, a kazda je pripojena na fudskud

konstantnu oblast.

3. Protilatkovy protein podfa naroku 2, pricom fudska konStantna oblast

fahkého retazca je fudska kapa konstantna oblast.

4. Protilatkovy protein podfa naroku 2, pricom fudska kons$tantna oblast

tazkého retazca je fudska gama-1 konstantna oblast.

5. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4, ktorého hladina
expresie vo vzorkach surového média stanovena prostrednictvom ELISA alalebo
vytaZzok purifikovanej protilatky presahuje hladinu expresie a/alebo purifikaény

vytazok chimérnej protilatky bez modifikacii kostry najmenej desatnasobne.

6. Protilatkovy protein podrfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 4, ktorého hladina
expresie vo vzorkach surového média stanovena prostrednictvom ELISA a/alebo
vytazok purifikovanej protilatky presahuje hladinu expresie alalebo purifikacny

vytazok chimérnej protilatky bez modifikacii kostry najmenej dvadsatnasobne.

7. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 4, ktorého hladina

expresie vo vzorkach surového média stanovena prostrednictvom ELISA a/alebo
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vytazok purifikovanej protilatky presahuje hladinu expresie afalebo purifikacny

vytazok chimérnej protilatky bez modifikacii kostry najmenej stonasobne.

8. Protilatkovy protein podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 7, ktory vykazuje

zlep$enu schopnost byt produkovany eukaryotickymi bunkami.

9. Protilatkovy protein podfa naroku 8, pricom eukaryotickou bunkou je

vajeénikova bunka ¢inskeho 3krecka - CHO bunka.

10. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, pricom

aminokyselinou v Kabat polohe 87 oblasti fahkého retazca nie je asparagin.

11. Protilatkovy protein podfa naroku 10, priom aminokyselina v Kabat
polohe 87 oblasti fahkého retazca je vybrana z aromatickych alebo alifatickych

aminokyselin.

12. Protilatkovy protein podfa naroku 11, pricom aminokyselinou v Kabat

polohe 87 oblasti fahkého retazca je tyrozin alebo fenylalanin.

13. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 12, priom
aminokyselina v Kabat polohe 36 oblasti lahkého retazca je vybrana z

aromatickych aminokyselin.

14. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 13, ktory

obsahuje variabiln(i oblast lahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 2.

15. Protilatkovy protein podfa naroku 14, ktorého variabilna oblast fahkého

retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. €. 1.

16. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 13, ktory

obsahuje variabilnu oblast fahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 6.
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17. Protilatkovy protein podfa naroku 16, ktorého variabilna oblast fahkého

retazca je kddovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. €. 5.

18. Protilatkovy protein podla ktoréhokofvek z narokov 1 az 17, ktory
obsahuje variabilnu oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €.: 8, 10, 12 alebo
14.

19. Protilatkovy protein podfa naroku 18, ktorého variabilna oblast tazkého
retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. &.: 7, 9, 11 alebo
13.

20. Protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 14, ktory
obsahuje variabilnu oblast lahkého retazca uvedent ako sekv. €. 2 a variabilnu

oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. ¢. 12.

21. Protilatkovy protein podfa naroku 20, ktorého variabilna oblast [ahkého
retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. . 1 a variabilna
oblast tazkého retazca je kodovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. €.
11.

22. Protilatkovy protein podfa naroku 20 alebo 21, ktory obsahuje kon$tantnu
oblast lahkého retazca uvedenu ako sekv. & 20 a konstantni oblast tazkého

refazca uvedenu ako sekv. ¢. 22.

23. Protilatkovy protein podla ktoréhokofvek z narokov 1 az 13, 18 alebo 19,
ktory obsahuje variabilni oblast fahkého retazca uvedenu ako sekv. €. 2 a

variabilnt oblast tazkého retazca uvedenu ako sekv. €. 8.

24. Protilatkovy protein podfa naroku 23, ktorého variabilna oblast lahkého

retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. &. 1 a variabilna
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oblast tazkého retazca je kédovana nukleotidovou sekvenciou uvedenou v sekv. &.

7.

25. Nukleotidova sekvencia kédujuca protilatkovy protein podfa
ktoréhokolvek z narokov 1 az 24.

26. Rekombinantny DNA vektor, ktory obsahuje nukleotidovi sekvenciu
podla naroku 25.

27. Rekombinantny DNA vektor podfa naroku 26, ktorym je expresny vektor.

28. Hostitelska bunka nesuca vektor podia naroku 26 alebo 27.

29. Hositel'ska bunka podfa naroku 28, ktorou je eukaryoticka bunka.

30. Hostitel[ska bunka podfa naroku 29, priom eukaryotickou bunkou je

cicavéia bunka.

31. Hostitelska bunka podla naroku 30, ktorou je CHO alebo COS bunka.

32. Sposob vyroby protilatkovych proteinov podra ktoréhokolvek z narokov 1
az24,vyznacdujluci sa tym, Ze zahfila:

a) kultivaciu hostitelskej bunky podfia ktoréhokolvek z narokov 28 az 32 v
podmienkach, pri ktorych sa v uvedenej hostitelskej bunke exprimuje protilatkovy
protein, a

b) izolaciu protilatkového proteinu.

33. Spdsob podla naroku 32, vyznadujuci sa tym, Ze hostitelskou
bunkou je cicavéia bunka, vyhodne CHO alebo COS bunka.
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34. Spdsob podfa naroku 32 alebo 33, vyznacdujuci sa tym, Ze
hostitelska bunka je kotransfekovana dvoma plazmidmi nestcimi expresné jednotky

pre fahky, respektive tazky retazec.

35. Protilatkovy protein podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 24, ktory je

konjugovany s terapeutickym &inidlom.

36. Protilatkovy protein podfa naroku 35, pricom terapeutické c&inidlo je
vybrané zo skupiny zahffiajucej radioizotopy, toxiny, toxoidy, zapalové cinidla a

chemoterapeutické Cinidla.

37. Protilatkovy protein podla naroku 36, pri¢om radioizotopom je B-emitujtci

radioizotop.

38. Protilatkovy protein podfa naroku 37, priCom radioizotop je vybrany zo

131;

188 j6d a Pytrium.

skupiny zahifajucej "*rénium, "**rénium,
39. Protilatkovy protein podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 24, ktory je

znaceny.

40. Protilatkovy protein podla naroku 39, pricom znackou je detekovatelny

marker.

41. Protilatkovy protein podfa naroku 40, priSom detekovatefny marker je
vybrany zo skupiny zahfiiajucej enzymy, farbiéky, radioizotopy, digoxygenin a

biotin.

42. Protilatkovy protein podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 24, ktory je

konjugovany so zobrazitelnym ¢inidlom.
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43. Protilatkovy protein podla naroku 42, priom zobrazitefnym ¢inidlom je

radioizotop.

44. Protilatkovy protein podla naroku 43, priom radioizotopom je y-emitujuci

radioizotop.

45. Protilatkovy protein podfa naroku 44, pri¢om radioizotopom je #I.

46. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujaci sa tym, Ze obsahuje
protilatkovy protein podfa ktoréhokofvek z narokov 1 az 24 a farmaceuticky

prijatelny nosic.

47. Farmaceuticky prostriedok, vyznaéujuci sa tym, Ze obsahuje
protilatkovy protein podfa ktoréhokolfvek z narokov 35 az 38 a farmaceuticky
prijatefny nosic.

48. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujaci sa tym, Ze obsahuje
protilatkovy protein podfa ktoréhokofvek z narokov 42 aZz 45 a farmaceuticky

prijatefny nosi¢.

49. Farmaceuticky prostriedok podfa narokov 46 aZ 48 na pouzitie na lie¢bu
alebo zobrazenie nadorov, vyznadujuci sa tym, Ze nadory su asociované
s aktivovanymi stromalnymi fibroblastmi, priom vyhodne si nadory vybrané z
rakovinovej skupiny zahffiajucej kolorektalnu rakovinu, pficnu rakovinu inych ako
malych buniek, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku, rakovinu vajeénikov,
rakovinu pfuc, rakovinu mo€ového mechdra, rakovinu pankreasu a metastaticku

rakovinu mozgu.

50. Pouzitie protilatkového proteinu podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 24

na lieGbu rakoviny.
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51. Pouzitie protilatkového proteinu podfla ktoréhokofvek z narokov 35 az 38

na lieGbu rakoviny.

52. Pouzitie protilatkového proteinu podfla ktoréhokofvek z narokov 42 az 45

na zobrazenie aktivovanych stromalnych fibroblastov.

53. Poutzitie protilatkového proteinu podfa ktoréhokolvek z narokov 39 az 41

na detekciu pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov vo vzorke.

54. Spésob lie€by nadorov, ktoré st asociované s aktivovanymi stromainymi
fibroblastami schopnymi Specificky vytvarat komplex s protilatkovymi proteinmi
podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 24 alebo 35 az 38, vyznacdujuci sa
tym, Ze zahffia uvedenie nadora do kontaktu s protilatkovymi proteinmi v

mnozstve ucéinnom na lieébu nadora.

55. Spbésob podlfa naroku 54, vyznadujuci sa tym, Ze nador ma
rakovinové bunky vybrané z rakovinovej skupiny zahimajicej kolorektalnu rakovinu,
placnu rakovinu inych ako malych buniek, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku,
rakovinu vajeénikov, rakovinu pfuc, rakovinu mocového mechura, rakovinu

pankreasu a metastatickd rakovinu mozgu.

56. Spdsob podia naroku 54, vyznadujuci sa tym, Ze uvedenie do

kontaktu sa uskuto&riuje in vitro.

57. Spdsob podla naroku 54, vyznacdujlici sa tym, Ze uvedenie do

kontaktu sa uskuto&riuje in vivo.

58. Spdsob detekcie pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov v
hojacej sa rane, pri zapale alebo v nadore,vyznadujuci sa tym, ze:
a) vzorka, ktora mdze obsahovat aktivované stromalne fibroblasty, sa uvedie do

kontaktu s protilatkovym proteinom podia ktoréhokolvek z narokov 1 az 24 alebo 39
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az 41 v podmienkach vhodnych na vytvorenie komplexu medzi protilatkou a
antigénom,
b) deteguje sa pritomnost komplexu, a tym sa deteguje pritomnost aktivovanych

stromalnych fibroblastov v hojacej sa rane, pri zapale alebo v nadore.

59. Sposob podfa naroku 58, vyznadujuci sa tym, Ze nador ma
rakovinové bunky vybrané z rakovinovej skupiny zahfiiajucej kolorektalnu rakovinu,
plucnu rakovinu inych ako malych buniek, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku,
rakovinu vajeénikov, rakovinu pfuc, rakovinu mocového mechura, rakovinu

pankreasu a metastatick rakovinu mozgu.

60. Spdsob podfa naroku 58 alebo 59, vyznaéujuci sa tym, Ze

protilatkovym proteinom je protein podla ktoréhokolvek z narokov 39 az 41.

61. Spdsob zobrazenia pritomnosti aktivovanych stromalnych fibroblastov v
hojacej sa rane, zapalenej kozi alebo nadore u fudského pacienta,
vyznadujluci sa tym,zZe
a) protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 24 konjugovany so
zobrazitefnym é&inidlom sa podava fudskému pacientovi v podmienkach vhodnych
na vytvorenie komplexu protilatka-antigén,

b) zobrazenie akéhokolvek tymto spésobom vytvoreného komplexu.

62. Sposob podlfa naroku 61, vyznaéujaci sa tym, Ze nador ma
rakovinové bunky vybrané z rakovinovej skupiny zahfiiajicej kolorektalnu rakovinu,
plticnu rakovinu inych ako malych buniek, rakovinu prsnika, rakovinu hlavy a krku,
rakovinu vajeénikov, rakovinu pfac, rakovinu mocového mechura, rakovinu

pankreasu a metastaticku rakovinu mozgu.
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63. Sposob detekcie nadorovej stromy,vyznadujuci sa tym, Ze
a) vhodna vzorka sa uvedie do kontaktu s protilatkovym proteinom podla
ktoréhokolvek z narokov 1 az 24 v podmienkach vhodnych na vytvorenie komplexu
protilatka-antigén,
b) deteguje sa pritomnost akéhokolvek takto vytvoreného komplexu,

c) odvodenie pritomnosti nadorovej stromy z pritomnosti uvedeného komplexu.

64. Sposob podfla naroku 62, vyznacujici sa tym, Ze protilatka je

znaéena detekovatelnym markerom.

65. Sposob zobrazenia nadorovej strémy u [udského pacienta,
vyznadujluci sa tym,Ze zahiia:
a) podavanie protildtkového proteinu podfa ktoréhokolvek z narokov 42 az 45
fudskému pacientovi v podmienkach vhodnych na vytvorenie komplexu protilatka-
antigén,
b) zobrazenie akéhokolvek takto vytvoreného komplexu, a tym zobrazenie

pritomnosti nadorovej stromy u fudského pacienta.

66. Protilatkovy protein obsahujuci aminokyselinovi sekvenciu uvedenu v

sekv. €. 2.

67. Protilatkovy protein podfa naroku 66, ktory dalej obsahuje

aminokyselinovu sekvenciu uvedenu v sekv. €. 12.

68. Protilatkovy protein podfa naroku 66 alebo 67, ktory dalej obsahuje
aminokyselinovi sekvenciu uvedenu v sekv. €. 20 a aminokyselinova sekvenciu

uvedenu v sekv. ¢. 22.

69. DNA molekula, ktora koduje protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z

narokov 66 az 68.
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70. Hostitelska bunka, ktora nesie DNA molekulu podfa naroku 69.

71. Spdsob produkcie protilatkového proteinu podfa ktoréhokolvek z narokov
66az68,vyznacdujuci sa tym, Ze zahiia:

a) kultivaciu hostitefskej bunky podfa naroku 70 v podmienkach, pri ktorych
sa v uvedenej hostitefskej bunke exprimuje protilatkovy protein, a

b) izolaciu proteinu.

72. Protilatkovy protein podfa ktoréhokofvek z narokov 66 az 68, ktory je

konjugovany z radioizotopom, vyhodne ¥, '%|, '®Rge, ®Re alebo %Y.

73. Farmaceuticky prostriedok, vyznacdujuci sa tym, Ze obsahuje
protilatkovy protein podfa ktoréhokolvek z narokov 66 az 68 alebo 72 a

farmaceuticky prijatelny nosic.
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AACCAGAAGT
CACCGCCTAC
ACTACTGCGC

ATGGACTACT

PV 1679-2000

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG

41
PGQRLEWIGG
91

TAVYFCARRR

CCGGTGCTTC
GAATACACCA
GATAGGAGGT
TCAAGGGCCG.
ATGGAACTGT
CAGAAGAAGA

GGGGTCAAGG



Obr. 16

1
QVQLVQSGAE
51
INPNNGIPNY
101
IAYGYDEGHA

Obr. 17

1
DIVMSQSPSS
51
KLLIFWASTR
101
PLTFGAGTKL
151
KVQWKVDNAL
201
EVTHQGLSSP

Obr. 18

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

PGK

11
VKKPGASVKV
61
NQKFKGRVTI
111
MDYWGQGTLV

LAVSVGEKVT
ESGVPDRFTG
ELKRTVAAPS
QSGNSQESVT

VTKSFNRGEC

VKPGASVKMS
QKFKGRATLT
DYWGQGTSVT
TVSWNSGALT
KPSNTKVDKK
RTPEVTCVVV
VLTVLHQDWL
REEMTKNQVS

FLYSKLTVDK
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21
SCKTSGYTFT
71
TVDTSASTAY
121-124
TVSS

MSCKSSQSLL
SGFGTDFNLT
VFIFPPSDEQ

EQDSKDSTYS

CKTSRYTFTE
VGKSSSTAYM
VSSASTKGPS
SGVHTFPAVL
VEPKSCDKTH
DVSHEDPEVK
NGKEYKCKVS
LTCLVKGFYP

SRWQQGNVFS

31

PV 7677~ 2002

21

EYTIHWVRQA PGQRLEWIGG

81

91

MELSSLRSED TAVYYCARRR

YSRNQKNYLA
ISSVQAEDLA
LKSGTASVVC

LSSTLTLSKA

YTIHWVRQSH
ELRSLTSEDS
VFPLAPSSKS
QSSGLYSLSS
TCPPCPAPEL
FNWYVDGVEV
NKALPAPIEK
SDIAVEWESN

CSVMHEALHN

WFQQKPGQSP
VYDCQQYFSY
LLNNFYPREA

DYEKHKVYAC

GKSLEWIGGI
AVYFCARRRI
TSGGTAALGC
VVITVPSSSLG
LGGPSVFLFP
HNAKTKPREE
TISKAKGQPR
GQPENNYKTT

HYTQKSLSLS



PV 1619-2000

7143
Obr. 19
340 350 360 370 380
CGTACTGTGG CTGCACCATC TGTCTTCATC TTCCCGCCAT CTGATGAGCA
390 400 410 420 430
GTTGAAATCT GGAACTGCCT CTGTTGTGTG CCTGCTGAAT AACTTCTATC
440 450 460 470 480
CCAGAGAGGC CAAAGTACAG TGGAAGGTGG ATAACGCCCT CCAATCGGGT
490 500 510 520 530 -
AACTCCCAGG AGAGTGTCAC AGAGCAGGAC AGCAAGGACA GCACCTACAG
540 550 560 570 580
CCTCAGCAGC ACCCTGACGC TGAGCAAAGC AGACTACGAG AAACACAAAG
590 600 610 620 630
TCTACGCCTG CGAAGTCACC CATCAGGGCC TGAGCTCGCC CGTCACAAAG
640 650 660
AGCTTCAACA GGGGAGAGTGT
Obr. 20
114 124 134 144 154
RTVAAPSVFI FPPSDEQLKS GTASVVCLLN NFYPREAKVQ WKVDNALQSG
164 174 184 194 204

NSQESVTEQD SKDSTYSLSS TLTLSKADYE KHKVYACEVT HQGLSSPVTK
214-220
SFNRGEC



Obr. 21

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

AGGGCCCATC
GGCACAGCGG
GACGGTGTCG
CGGCTGTCCT
GTGCCCTCCA
CAAGCCCAGC
ACAAAACTCA
CCGTCAGTCT
CCGGACCCCT
CTGAGGTCAA
AAGACAAAGC
CGTCCTCACC
GCAAGGTCTC
AAAGCCAAAG
CCGGGAGGAG
GCTTCTATCC
GAGAACAACT
CTTCCTCTAC
ACGTCTTCTC

CAGAAGAGCC

8/43

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

TCTCCCTGTC

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

1362
TCCGGGTAAA

PV 159%-200p

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

CTCTGCACAA



Obr. 22

125
ASTKGPSVFP LAPSSKSTSG
175
HTFPAVLQSS GLYSLSSVVT
225
KSCDKTHTCP PCPAPELLGG
275
HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA
325
EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS
375
LVKGFYPSDI AVEWESNGQP
425
QQGNVFSCSV MHEALHNHYT

9/43

GTAALGCLVK DYFPEPVTVS
VPSSSLGTQT YICNVNHKPS
PSVFLFPPKP KDTLMISRTP
KTKPREEQYN STYRVVSVLT
KAKGQPREPQ VYTLPPSREE
ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY

454
QKSLSLSPGK

WNSGALTSGV
NTKVDKKVEP
EVTCVVVDVS
VLHQDWLNGK
MTKNQVSLTC

SKLTVDKSRW

Pv 7679-2009



TV 16 79-2000
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Obr. 23A
BamHIBglII (BstYI) . e EcoRI

gén-neo-rezistencie HCMVi prométor

Sv40e

SV40 pogiatok replikcie _ _i_ pPKN1088

7.7 kb

(not to scale)

7 Tudské kapa konétantna oblast (cDNA)

Sv40!
_ ..BamHI/Bgll! (BstYI)
\\ ‘ X Eco RI
JTT g gén ampicilinovej rezistencie

ColEl podiatok replikacie ~

HCMVi zosilfiovacie/prométorové/intréonove elementy
. polyklonovacie miesto : 5° Mlul-HindIII-Sall-Xbal-BamHI 3’
. spaC2 termina¢na signalna sekvencia (tiez znama ako Arnie)
fragment pSV2neo vektora

Amie  EcoRI

Obr. 23B BamHUBgI BstYD) | %
gén-dhfr-rezistencie " A

,HCMVi promotor

poskodeny SV40e _ “Hind It
SV40 pociatok replikacie _ MCS
Svaol pG1D185 -
7.3 kb )
! (not to scale) Bam H|

Tudska gama-1 konstantna oblast (cDNA)

ColE!l podiatok replikacie .~~~ .
» «  BamHIBglI (BstYl)
gén ampicilinovej rezistencie Arnie

HCMVi zosiliovacie/prométorové/intronove elementy

[l rolyklonovacie miesto: 5° Mlul-HindII-Sse83871-Pmel-Sall-
Xbal-Pacl-BamHI 3’
. spaC2 terminacna signélna, sekvencia (tiez znama ako Arnie)

fragment pSV2neo vektora



PV 1679 -2000
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Obr. 24
HindITI
aagcttGCCGCCACCatggattcacaggcccaggttcttatgttactgecgectatgggta
l ~-======- e o dormemmm——— hmmm—————— e ke +

ttcgaaCGGCGGTGGtacctaagtgteccgggtccaagaatacaatgacggcgatacccat

Kozak sekvencia
M D S QA Q VL M L L P L W V

tctggtacctgtggggacattgtgatgtcacagtctccatecctcectagetgtgtcagtt
6l --=------- dmmmmeem—- tremmm—n—- Frmmmm———— tmmmmm———- drmmmmeme +

agaccatggacacccctgtaacactacagtgtcagaggtaggagggatcgacacagteaa
s 6 T ¢C GDI VM S Q S P S S L AV S v

ggagagaaggttactatgagctgcaagtccagtcagagecttttatatagtegtaatcaa
121 -----==-~ - tommmmm———— e ————— Fmmmmmm— e m e +
cctctcttccaatgatactcgacgttcaggtcagtctcggaaaatatatcagecattagtt

G E K vV T M S C K S § 0 8 L L Y S R N Q
CDR 1

aagaactacttggcctggttccagcagaagccagggcagtctcecctaaactgetgattttce
181 --------- t--------- tmmmmmm - dmmmmm-—-- tommme————— dmmmm - +
ttcttgatgaaccggaccaaggtcgtecttecggtcccgtcagaggatttgacgactaaaag

K N Y L AW F Q Q K P G Q S P K L L I F

tgggcatccactagggaatctggggtccctgatcgcttcacaggcagtggatttgggacg
241 --=------ prmmmm—m—- $mmmmm———- 4mmmmme——- R L tmmmmemaa +
acccgtaggtgatcccttagaccccagggactagcgaagtgtcecegtcacctaaaccetge

W A S TR E S GV P DU RVF TGS G F G T
CDR 2

gatttcaatctcaccatcagcagtgtgcaggctgaggacctggcagtttatgactgtcag
301 -------~- tomecmmee—- dmmmmem—- o= dommmm - - mmmm e +
ctaaagttagagtggtagtcgtcacacgtccgactcctggaccgtcaaatactgacagte

D F NL TTI S SV QAZEUDIULAWVYDCQ

caatattttagctatccgctcacgttcggtgectgggaccaagetggagetgaAACCGTGAG

361 - -------- S e e fommmmmmem- dommemmmm—- +
gttataaaatcgataggcgagtgcaagccacgaccctggttcgacctcgact TTGCACTG
zostrihové donorové miesto

Q Y F §S YP L TF G AOGTIK L E L K
CDR 3

BamHI

Tggatcc
421 ------- 427

Acctagg



PV 1677200,
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Obr. 25

HindIII
AAGCTTGCCGCCACCATGGGATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTTCTCCTGTCAGGAACTGCA

TTCGAACGGCGGTGGTACCCTACCTCGACCCAGAARGAGAAAGAGGACAGTCCTTGACGT

Kozak sekvencia
M G W S WV F L F L L S8 G T A

GGTGTCCTCTCTGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCT

61 ~-------=~ T e o= mmmm- - $m----- Pt TR PP +
CCACAGGAGAGACTCCAGGTCGACGTTGTCAGACCTGGACTCGACCACTTCGGACCCCGA

G VL S EV QL Q Q S G P E L V K P G A
TCAGTAAAGATGTCCTGCAAGACTTCTAGATACACATTCACTGAATACACCATACACTGG
121 -------=- e R et domm - to-mmm - dommm e +

AGTCATTTCTACAGGACGTTCTGAAGATCTATGTGTAAGTGACTTATGTGGTATGTGACC

S V X M s ¢C K TSR Y TV FTE Y T I HW
CDR 1

GTGAGACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGGTATTAATCCTAACAATGGT

181 --------- - trmmmem—e- fommmmm——— e Fommmm e +
CACTCTGTCTCGGTACCTTTCTCGGAACTCACCTAACCTCCATAATTAGGATTGTTACCA

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

ATTCCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACATTGACTGTAGGCAAGTCCTCC
24} --------- #rmmem-- e R $-—mmm— - dommmmmm - +
TAAGGATTGATGTTAGTCTTCAAGTTCCCGTCCCGGTGTAACTGACATCCGTTCAGGAGG

I P N Y N Q K F KGR ATULTV G K S s

AGCACCGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGATTCTGCGGTCTATTTCTGT
301 ------=-- *mmmmmm-— #--------= $mmmem———- $ommmmm - trmmmm——- +
TCGTGGCGGATGTACCTCGAGGCGTCGGACTGTAGACTCCTAAGACGCCAGATAARAGACA

S T A YMETLU RS ST LTS ED S AV Y F C
GCAAGAAGAAGAATCGCCTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAA
361 ~=------- e R T $---mmm - Frmmmmmm o - #m—mmmmmmm +

CGTTCTTCTTCTTAGCGGATACCAATGCTGCTCCCGGTACGATACCTGATGACCCCAGTT

A R R R I A Y GY D E G H A MD Y W G Q

CDR 3
BamHI
GGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCC
421 --------- tm=------- $-mmmmmm - #-rm-e--- 468

CCTTGGAGTCAGTGGCAGAGGAGTCCACTCACCTAGG
zostrihové donorové miesto
G T s v T V § 8§



Obr. 26/1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

gaattccagc
CGGGGTCATT
ACGGTAAATG
GTCAATAATG
GACGTCAATG
CAAGTGTATC
ATGGCCCGCC
CTTGGCAGTA
TTTTGGCAGT
TCCAAGTCTC
ATCAACGGGA
ATGGGCGGTA
AGTGAACCGT
ATAGAAGACA
GGAACGCGGA
CTATAGGCCC
TGGGGTCTAT
AGCCTATAGG
ACGATACTTT
TTTATTGGCT
TGTATTTTTA
CAACACCACC
TCTCCACGCG
AGCGGCGGAG
ATGGTCGCTC

ACAGCACGAT

acactggcgg
AGTTCATAGC
GCCCGCCTGG
ACGTATGTTC
GGTGGAGTAT
ATATGCCAAG
TGGCATTATG

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

GCCTACCACC
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Spe I

ccgt tACTAG

CCATATATGG

CTGACCGCCC

CCATAGTAAC

TTACGGTAAA

TACGCCCCCT

CCCAGTACAT

TTAGTCATCG

GCGTGGATAG

ACGTCAATGG

TGTCGTAACA

GTGGGAGGTC

GGAGACGCCA

TTATTAATAG

AGTTCCGCGT

AACGACCCCC

GCCAATAGGG

CTGCCCACTT

ATTGACGTCA

GACCTTATGG

CTATTACCAT

CGGTTTGACT

GAGTTTGTTT

ACTCCGCCCC

TATATAAGCA

TCCACGCTGT

Sac I1I
GCGGCCGGGA

TCCAGCCTCC

CAAGAGTGAC

CTTCTTATGC

TTCCTCATGT

TGACCATTAT

TCCATAACAT

ACACTGTCCT

TCTCATTTAT

CCCGCAGTTT

GTAAGTACCG
ATGCTATACT
TATAGGTGAT
TGACCACfCC
GGCTCTTTGC
TCAGAGACTG
TATTTACAAA

TTATTAAACA

BspE I

GACATGGGCT

ACGTGTTCCG GA

CGAGCCCTGC

TGCTCCTAAC

ACCACTGTGC

TCCCATGCCT

AGTGGAGGCC

CGCACANLGTC

PU #7%- 2000

TAATCAATTA

TACATAACTT

GCCCATTGAC

ACTTTCCATT

GGCAGTACAT

ATGACGGTAA

GACTTTCCTA

GGTGATGCGG

CACGGGGATT

TGGCACCAAA

ATTGACGCAA

GAGCTCGTTT

TTTGACCTCC

ACGGTGCATT

CCTATAGAGT

GTTTTTGGCT

GGTATAGCTT

CCTATTGGTG

CACAACTCTC

ACACGGACTC

TTCACATATA

TAACGTGGGA

CTTCTCCGGT

CCAGCGACTC

AGACTTAGGC

CGTGGLGGLA



P 7679 -2p0g
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Obr. 26/2
1301 GGGTATGTGT CTGAAAATGA GCTCggggag cgggcttgca ccgctgacgc
Afl II
1351 atttggaaga cttaaggcag cggcagaaga agatgcaggc agctgagttg
1401 ttgtgttctg ataagagtca gaggtaactc ccgttgecggt gctgttaacg
1451 gtggagggca gtgtagtctg agcagtactc gttgctgccg cgcgcgccac
1501 cagacataat agctgacaga ctaacagact gttcctttcc atgggtcttt
Mlu I Hind IIT
1551 tctgcagtca ccgtccttga cacgegtctc gggaagettG CCGCCACCAT
M
Kpn I
1601 GGATTCACAG GCCCAGGTTC TTATGTTACT GCCGCTATGG GTATCTGGTA
D S Q A Q V L M L L P L W vV 8§ G
1651 CCTGTGGGGA CATTGTGATG TCACAGTCTC CATCCTCCCT AGCTGTGTCA
T C G D I VvV M S Q S P § S8 L A V S
1701 GTTGGAGAGA AGGTTACTAT GAGCTGCAAG TCCAGTCAGA GCCTTTTATA
vV G E K VvT M S C K S§ S @Q S L L Y
Xbal CDR 1
1751 TTCTAGAAAT CAAAAGAACT ACTTGGCCTG GTTCCAGCAG AAGCCAGGGC
S R N Q K N Y L A W F Q Q K P G
1801 AGTCTCCTAA ACTGCTGATT TTCTGGGCAT CCACTAGGGA ATCTGGGGTC
Q 8§ P K L L I F W A S T R E S G V
CDR 2
1851 CCTGATCGCT TCACAGGCAG TGGATTTGGG ACGGATTTCA ATCTCACCAT
P D R F T G S G F G T D F N L T I
1901 CAGCAGTGTG CAGGCTGAGG ACCTGGCAGT TTATGACTGT CAGCAATATT
S s V Q A E D L A V Y D C Q QO Y
1951 TTAGCTATCC GCTCACGTTC GGTGCTGGGA CCAAGCTGGA GCTGAARACGT
F § Y p L T F G A G T K L E L K R
CDR 3
BamH I
2001 GAGTggatcc ATCTGGGATA AGCATGCTGT TTTCTGTCTG TCCCTAACAT
2051 GCCCTGTGAT TATGCGCAAA CAACACACCC AAGGGCAGAA CTTTGTTACT
2101 TAAACACCAT CCTGTTTGCT TCTTTCCTCA GGAACTGTGG CTGCACCATC
T V A A P S
2151 TGTCTTCATC TTCCCGCCAT CTGATGAGCA GTTGAAATCT GGAACTGCCT
vV F I F P P S D E Q L K S G T A
2201 CTGTTGTGTG CCTGCTGAAT AACTTCTATC CCAGAGAGGC CAAAGTACAG
S VvV Vv cC L L N N F Y P R E A K V Q
2251 TGGAAGGTGG ATAACGCCCT CCAATCGGGT AACTCCCAGG AGAGTGTCAC
W K V D N A L Q S G N S Q E §s Vv T
2301 AGAGCAGGAC AGCAAGGACA GCACCTACAG CCTCAGCAGC ACCCTGACGC
E Q D S K D S T Y S L S S T L T



Obr. 26/3
2351 TGAGCAAAGC AGACTACGAG
L § K A D Y E
2401 CATCAGGGCC TGAGCTCGCC
H Q G L 8 S P
2451 TTAGAGGGAG AAGTGCCCCC
*
2501 CCCATCCTTT GGCCTCTGAC
2551 CGGTCCTCCA GCTCATCTTT
2601 AATTATGCTA ATGTTGGAGG
2651 CTGTGGTGGA TCTAATAAAA
2701 GTTTTTTGTG TGCAGTGCCT
2751 GGGGAGGGGG AGGCCAGAAT
2801 AGACCCCACT GGACAAACAG
2851 AACAGGGGAG TGAGCTGGAA
2901 GCCTCGTGAT ACGCCTATTT
2951 TCTTAGACGT CAGGTGGCAC
3001 TTGTTTATTT TTCTAAATAC
3051 AACCCTGATA AATGCTTCAA
3101 CAACATTTCC GTGTCGCCCT
3151 TGTTTTTGCT CACCCAGAAA
3201 AGTTGGGTGC ACGAGTGGGT
3251 ATCCTTGAGA GTTTTCGCCC
3301 TAAAGTTCTG CTATGTGGCG
3351 AGCAACTCGG TCGCCGCATA
3401 TCACCAGTCA CAGAAAAGCA
3451 ATGCAGTGCT GCCATAACCA
Pvu I
3501 TGACAACGAT CGGAGGACCG
3551 GGGGATCATG TAACTCGCCT
3601 CATACCAAAC GACGAGCGTG

15/43

AAACACAAAG
K H K
CGTCACAAAG
v T K
ACCTGCTCCT
CCTTTTTCCA
CACCTCACCC
AGAATGAATA
GATATTTATT
CTATCTGGAG
GACTCCAAGA
TGGCTGGACT
ATTTGCTAGC
TTATAGGTTA
TTTTCGGGGA
ATTCAAATAT
TAATATTGAA
TATTCCCTTT
CGCTGGTGAA
TACATCGAAC
CGAAGAACGT
CGGTATTATC
CACTATTCTC
TCTTACGGAT
TGAGTGATAA
AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

ACACCACGAT

TCTACGCCTG
Vv Y A C
AGCTTCAACA
S F N
CAGTTCCAGC
CAGGGGACCT
CCCTCCTCCT
AATAAAGTGA
TTCATTAGAT
GCCAGGTAGG
GCTACAGGAA
CTGCACCATA
GAATTCTTGA
ATGTCATGAT
AATGTGCGCG
GTATCCGCTC
AAAGGAAGAG
TTTGCGGCAT
AGTAAAAGAT
TGGATCTCAA
TTTCCAATGA
CCGTGTTGAC
AGAATGACTT
GGCATGACAG
CACTGCGGCC
CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

GCCTGCAGCA

V 1679-z000

CGAAGTCACC
E V T
GGGGAGAGTG
R G E C
CTGACCCCCT
ACCCCTATTG
CCTTGGCTTT
ATCTTTGCAC
ATGTGTGTTG
GCTGGCCTTG
GGCAGGTCAG
ACACACAATC
AGACGAAAGG
AATAATGGTT
GAACCCCTAT
ATGAGACAAT
TATGAGTATT
TTTGCCTTCC
GCTGAAGATC
CAGCGGTAAG
TGAGCACTTT
GCCGGGCAAG
GGTTGAGTAC
TAAGAGAATT
AACTTACTTC
GCACAACATG

TGAATGAAGC

ATGGCAACAR



Obr. 26/4

3651 CGTTGCGCAA
3701 CAATTAATAG
3751 CTCGGCCCTT
3801 AGCGTGGGTC
3851 TCCCGTATCG
3901 ACGAAATAGA
3951 AACTGTCAGA
4001 CATTTTTAAT
4051 GACCAAAATC
4101 TAGAAAAGAT
4151 TGCTGCTTGC
4201 GGATCAAGAG
4251 CGCAGATACC
4301 TTCAAGAACT
4351 ACCAGTGGCT
4401 CAAGACGATA
4451 TCGTGCACAC
4501 CCTACAGCGT
4551 CGGACAGGTA
4601 GAGCTTCCAG
4651 CCACCTCTGA
4701 GCCTATGGAA
4751 TGCTGGCCTT
4801 GGATAACCGT
4851 GAACGACCGA

4901

ATGCGGTATT

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

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

AACGCGGCCT

BspLUl11lI

GTTCTTTCCT

TIGCTCACAT GT

ATTACCGCCT
GCGCAGCGAG

TTCTCCTTAC

TTGAGTGAGC

TCAGTGAGCG

GCATCTGTGC

TTACTCTAGC

GTTGCAGGAC

TGATAAATCT

TGGGGCCAGA

AGTCAGGCAA

CTCACTGATT

TTTAGATTGA

ATCCTTTTTG

CCACTGAGCG

CTTTTTTTCT

CCAGCGGTGG

GGTAACTGGC

AGCCGTAGTT

CTCGCTCTGC

GTGTCTTACC

GGTCGGGCTG

ACCTACACCG

GCTTCCCGAA

GAACAGGAGA

TATAGTCCTG

ATGCTCGTCA

TTTTACGGTT

GCGTTATCCC

TGATACCGCT

AGGAAGCGGA

GGTATTTCAC

P 1619-200p

TTCCCGGCAA

CACTTCTGCG

GGAGCCGGTG

TGGTAAGCCC

CTATGGATGA

AAGCATTGGT

TTTAAAACTT

ATAATCTCAT

TCAGACCCCG

GCGCGTAATC

TTTGTTTGCC

TTCAGCAGAG

AGGCCACCAC

TAATCCTGTT

GGGTTGGACT

AACGGGGGGT

AACTGAGATA

GGGAGAAAGG

GCGCACGAGG

TCGGGTTTCG

GGGGGGCGGA

CCTGGCCTTT

CTGATTCTGT

CGCCGCAGCC

AGAGCGCCTG

ACCGCATATG



PV 1672-2000
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Obr. 26/5

Bst11071
4951 GTGCACTCTC AGTACAATCT GCTCTGATGC CGCATAGTTA AGCCAGTATA
5001 CACTCCGCTA TCGCTACGTG ACTGGGTCAT GGCTGCGCCC CGACACCCGC
5051 CAACACCCGC TGACGCGCCC TGACGGGCTT GTCTGCTCCC GGCATCCGCT
5101 TACAGACAAG CTGTGACCGT CTCCGGGAGC TGCATGTGTC AGAGGTTTTC
5151 ACCGTCATCA CCGAAACGCG CGAGGCAGCT GTGGAATGTG TGTCAGTTAG
5201 GGTGTGGAAR GTCCCCAGGC TCCCCAGCAG GCAGAAGTAT GCAAAGCATG
5251 CATCTCAATT AGTCAGCAAC CAGGCTCCCC AGCAGGCAGA AGTATGCAAA
5301 GCATGCATCT CAATTAGTCA GCAACCATAG TCCCGCCCCT AACTCCGCCC
5351 ATCCCGCCCC TAACTCCGCC CAGTTCCGCC CATTCTCCGC CCCATGGCTG
5401 ACTAATTTTT TTTATTTATG CAGAGGCCGA GGCCGCgiéGIGCCTCTGAGC

Stu I/Avr II
5451 TATTCCAGAA GTAGTGAGGA GGCTTTTTTG GAGGCCTAGG CTTTTGCAAA
5501 AAGCTAGCTT CACGCTGCCG CAAGCACTCA GGGCGCAAGG GCTGCTAAAG
5551 GAAGCGGAAC ACGTAGAARAG CCAGTCCGCA GAAACGGTGC TGACCCCGGA
5601 TGAATGTCAG CTACTGGGCT ATCTGGACAA GGGAAAACGC AAGCGCAAAG
5651 AGAAAGCAGG TAGCTTGCAG TGGGCTTACA TGGCGATAGC TAGACTGGGC
5701 GGTTTTATGG ACAGCAAGCG AACCGGAATT GCCAGCTGGG GCGCCCTCTG
5751 GTAAGGTTGG GAAGCCCTGC AAAGTAAACT GGATGGCTTT CTTGCCGCCA
Bgl II/Bcl I

5801 AGGATCTGAT GGCGCAGGGG ATCAAGATCT GATCAAGAGA CAGGATGAGG
5851 ATCGTTTCGC ATGATTGAAC AAGATGGATT GCACGCAGGT TCTCCGGCCG
5901 CTTGGGTGGA GAGGCTATTC GGCTATGACT GGGCACAACA GACAATCGGC
5951 TGCTCTGATG CCGCCGTGTT CCGGCTGTCA GCGCAGGGGC GCCCGGTTIT
6001 TTTTGTCAAG ACCGACCTGT CCGGTGCCCT GAATGAACTG CAGGACGAGG
6051 CAGCGCGGCT ATCGTGGCTgs;CéACGACGG GCGTTCCTTG CGCAGCTGTG
6101 CTCGACGTTG TCACTGAAGC GGGAAGGGAC TGGCTGCTAT TGGGCGAAGT
6151 GCCGGGGCAG GATCTCCTGT CATCTCACCT TGCTCCTGCC GAGAAAGTAT
6201 CCATCATGGC TGATGCAATG CGGCGGCTGC ATACGCTTGA TCCGGCTACC



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

ACCACCAAGC

GGTCTTGTCG

AGCCGAACTG

TCGTCGTGAC

GGCCGCTTTT

CTATCAGGAC

GCGAATGGGC

TCGCAGCGCA
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GAAACATCGC
ATCAGGATGA
TTCGCCAGGC
CCATGGCGAT
CTGGATTCAT
ATAGCGTTGG
TGACCGCTTC

TCGCCTTCTA

Nsp V

ACTCTGGGGT

AGATTTCGAT

TTTTCCGGGA

GAGTTCTTCG

CTGCCTGAGG

TCGGCATCCA

CTGCAGGAGT

AGGAACCTTA

ATTTAAAGCT

ACTACTGATT

ATGAATGGGA

TCAGAAGAAA

TTCTACTCCT

CTTCAGAATT

CTTGCTTGCT

CAAGAAAATT

GTTATAATCA

TCTGCTATTA

TCGARATGAC

TCCACCGCCG

CGCCGGCTGG

Sma I
CCCACCCCGE G

CTGGACGACC

GGAAACCAGC

GGGGAGGCAC

CTTCTGTGGT

CTAAGGTAAA

CTAATTGTTT

GCAGTGGTGG

TGCCATCTAG

CCARAARAGA

GCTAAGTTTT

TTGCTATTTA

ATGGAAAAAT

TAACATACTG

ATAACTATGC

ATCGAGCGAG

TCTGGACGAA

TCAAGGCGCG

GCCTGCTTGC

CGACTGTGGC

CTACCCGTGA

CTCGTGCTTT

TCGCCTTCTT

CGACCAAGCG

CCTTCTATGA

ATGATCCTCC

GCTCGATCCC

TCGCGGAGTT

AGCGGCTATC

GATGGCCGCT

GTGACATAAT

TATAAAATTT

GTGTATTTTA

AATGCCTTTA

TGATGATGAG

AGAGAAAGGT

TTGAGTCATG

CACCACAAAG

ATTCTGTAAC

TTTTTTCTTA

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

TGTACCTTTA
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Obr. 26/7

7551 GCTTTTTAAT TTGTAAAGGG GTTAATAAGG AATATTTGAT GTATAGTGCC
7601 TTGACTAGAG ATCATAATCA GCCATACCAC ATTTGTAGAG GTTTTACTTG
7651 CTTTAAAAAA CCTCCCACAC CTCCCCCTGA ACCTGAAACA TAAAATGAAT
7701 GCKK?TéTTG TTGTTAACTT GTTTATTGCA GCTTATAATG GTTACAAATA
7751 AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA AGCATTTTTT TCACTGCATT
7801 CTAGTTGTGG TTTGTCCAAA CTCATCAATG TATCTTATCA TGTCTGGATC
7851 TAATAAAAGA TATTTATTTT CATTAGATAT GTGTGTTGGT TTTTTGTGTG
7901 CAGTGCCTCT ATCTGGAGGC CAGGTAGGGC TGGCCTTGGG GGAGGGGGAG
7951 GCCAGAATGA CTCCAAGAGC TACAGGAAGG CAGGTCAGAG ACCCCACTGG
8001 ACAAACAGTG GCTGGACTCT GCACCATAAC ACACAATCAA CAGGGGAGTG
8051 AGCTGGAAAT TTGCTAGC

Obr. 27/1

1 TTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAAT

61 GGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT

121 ATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCT

181 TCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC

241 CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAA

301 AGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG

361 TAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT

421 TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG

481 CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTAC

GGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGC
Pru I
GGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAA

541
601
CATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACC

Fsp I
AARCGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATT

661
721

781 AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCANCAATTAATAGACTGGATAGAGGCGGA
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Obr. 27/2

841 TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA
901 ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAL
961 GCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAA
1021 TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT
1081 TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
1141 GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
1201 AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
1261 AATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
1321 AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
1381 TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
1441 ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCT
1501 TACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGG
1561 GGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACA
1621 GCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
1681 AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
1741 TCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
1801 GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
1861 CTTTTGCTGGCCTTTTGCTCizigg;%éTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA
1921 CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
1981 CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
2041 GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATA
2101 GTTAAGCCi:;i;EZAéTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
2161 CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGA
2221 CAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA
2281 CGCGCGAGGCAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC
2341 CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTC?GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTT
2401 TTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCSgéTgGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGG

Stu I/Avr II
2461 AGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCITTTGCAAAAAGCTAGCTTACAGCTCAGGGCTGCGATT
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Obr. 27/3

2521 TCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCC
2581 ATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAG
2641 AACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACC
2701 ACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTC
2761 TCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAA
2821 CTCARAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAARAGTTTGGATGATGCCTTAAGA
2881 CTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
2941 TCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATC
3001 ATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTT
3061 CTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAG
3121 TTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTC
3181 CTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTAE?%C;;TGTGAAG
3241 GAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCT
3301 AAGGTAAATATAARATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGT
3361 GTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAAT
3421 GAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGAC
3481 TCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCT
3541 TCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTT
3601 GCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATAT
3661 TCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTGTTTTTTCTTACT
3721 CCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAAAATTGTGTACCTTTAGC
3781 TTTTTAATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAE&E
3841 gz;:A;CAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCT
3901 CCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCg:;TéTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGC
3961 TTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTITTTTC

4021 ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTA

4081 ATAAARGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCCTCTAT
4141 CTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAGAGCTA

4201 CAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCATAACAC
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Obr. 27/4
EcoR I
4261 ACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGAAATTTGCTAGCGAATTCCagcacactggcggccgt
Spe I

4321 tACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTT
4381 CCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
4441 ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACG
4501 TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATAT
4561 GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
4621 GTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATC?ﬁggTiTTAGTCATCGCTAT
4681 TACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
4741 GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCA
4801 ACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCG
4861 TGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAG
4921 ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGG
4981 CCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAGTACCGCCTA
5041 TAGAGTCTATAGGCCCACCCCCTTGGCTTCTTATGCATGCTATACTGTTTTTGGCTTGGG
5101 GTCTATACACCCCCGCTTCCTCATGTTATAGGTGATGGTATAgggéiggéTATAGGTGTG

Xcm I
5161 GGTTATTGACCATTATTGACCACTCCCCTATTGGTGACGATACTTTCCATTACTAATCCA

5221 TAACATGGCTCTTTGCCACAACTCTCTTTATTGGCTATATGCCAATACACTGTCCTTCAG
5281 AGACTGACACGGACTCTGTATTTTTACAGGATGGGGTCTCATTTATTATTTACAAATTCA

5341 CATATACAACACCACCGTCCCCAGTGCCCGCAGTTTTTATTAAACATAACGTGGGATCTC
BspE I
5401 CACGCGAATCTCGGGTACGTGTTCCGGACATGGGCTCTTCTCCGGTAGCGGCGGAGCTTC

5461 TACATCCGAGCCCTGCTCCCATGCCTCCAGCGACTCATGGTCGCTCGGCAGCTCCTTGCT

5521 CCTAACAGTGGAGGCCAGACTTAGGCACAGCACGATGCCCACCACCACCAGTGTGCCGCA
5581 CAAGGCCGTGGCGGTAGGGTATGTGTCTGAAAATGAGCTngggagcgggcttgcaccgc
(Pvu II)

5641 tgacgcatttggaagacttaaggcagcggcagaagaagatgcaggeagetgagttgttgt
5701 gttctgataagagtcagaggtaactcccgttgeggtgetgttaacggtggagggcagtgt

5761 agtctgagcagtactegttgctgececgegegegecaccagacataatagetgacagactaa
Mlu I
5821 cagactgttcctttccatgggtcttttctgcagtcaccgtccttgacACGCGTCTCGGGﬂ
Hind IIIX
5881 AGCTTGCCGCCACCATGGGATGGAGCTGGGTCTTTCTCTTTCTCCTGTCAGGAACTGCAG
M G W S8 W V F L F L L S G T A
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Obr. 27/5

(Pvu II)

5941 GTGTCCTCTCTGAGGTCCAGCTGCAACAGTCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCTT

G VvV L 8§ E V Q L Q Q 8 G P E L VvV K P G A
Xba I Dra III
6001 CAGTAAAGATGTCCTGCAAGACTTCTAGATACACATTCACTGAATACACCATACACTGGG
Ss v .K M 8 ¢C K T S R Y T VF T FE Y T I H W

CDR 1

6061 TGAGACAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAGGTATTAATCCTAACAATGGTA

V R Q S HG K S L EW I G G I N P NN G
6121 TTCCTAACTACAACCAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACATTGACTGTAGGCAAGTCCTCCA
I P NY N Q K F KGR AT L TV G K S S
CDR 2
6181 GCACCGCCTACATGGAGCTCCGCAGCCTGACATCTGAGGATTCTGCGGTCTATTTCTGTG
S T A Y M EUL R S L T S E D S A V Y F C

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

6361 CCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCT
S T K G P S8 V

6421 TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGG
F P L A P S S K S TS G G TAWAULGTCL
Age I
6481 TCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
V X DY F PEPV TV S W NS GA AULT S

6541 GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
G V H T F P A VL Q §$ $ G L Y S L 8§ 8 V
BstE II

6601 TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
vV T VvV P § §8$ S L G T Q T Y I C N V N H K

6661 CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACAT
P S NT K VD K KV E P K S CD K TUHT

6721 GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
c pPCUPAUPETLLSGTCGU®P SV F L F P P

6781 AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
..K P KD TULMTISURTU?PEVTCVV VD

6841 TGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
V S H EDUPEV K VF¥F NW Y V DG V E V H

6901 ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCC
N A KT K PREEQY N S T Y R V V §V

6961 TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
L T v L H Q DW L NGIKE Y K C KV S N
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7021 AAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGANAC
K AL P A P I E KT I S KAIKUGOQUP R E

7081 CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
P Q VY TUL PP S R EEMTIKNOQV S L

7141 CCTGCCTGGTCARAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
T ¢C L vV K GG F Y P S DI A V E W E S N G

7201 AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
Q P E NNY K TTT P P VL D S DG S F F

7261 TCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
L Y S KL T v D K S R W Q Q G N V F 8§ C

7321 CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG

S VM HE ALHNUHYTOQQ K S L S L 8 P
NgoM I

7381 GTARATGAGTGCGACGGCCGGCAAGCCCCGCTCCCCGGGCTCTCGCGGTCGCACGAGGAT
G K +*

7441 GCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCATGGAAATAAAGCACCGG

7501 ATCTAATARAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCC

7561 TCTATCTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAG

7621 AGCTACAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCAT

7681 AACACACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGaaatttgctagcgaattaattc 7731
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GGCAGCTCCT
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Spe I

CcgttACTAG T

CCATATATGG
CTGACCGCCC
CCATAGTAAC
TTACGGTAAA
TACGCCCCCT
CCCAGTACAT
TTAGTCATCG
GCGTGGATAG
ACGTCAATGG
TGTCGTAACA
GTGGGAGGTC

GGAGACGCCA

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

TCCACGCTGT

Sac II
CC _GCGGCCGGGA

TCCAGCCTCC
CAAGAGTGAC
CTTCTTATGC
TTCCTCATGT
TGACCATTAT
TCCATAACAT
ACACTGTCCT
TCTCATTTAT

CCCGCAGTTT

GTAAGTACCG
ATGCTATACT
TATAGGTGAT
TGACCACTCC
GGCTCTTTGC
TCAGAGACTG
TATTTACAAA

TTATTAAACA

(BspE I)

GACATGGGCT

ACGTGTTCCG GA

CGAGCCCTGC

TGCTCCTAAC

TCCCATGCCT

AGTGGAGGCC

PV 16 79- 2000

TAATCAATTA
TACATAACTT
GCCCATTGAC
ACTTTCCATT
GGCAGTACAT
ATGACGGTAA
GACTTTCCTA
GGTGATGCGG
CACGGGGATT
TGGCACCAAA
ATTGACGCAA
GAGCTCGTTT
TTTGACCTCC
ACGGTGCATT
CCTATAGAGT
GTTTTTGGCT
GGTATAGCTT
CCTATTGGTG
CACAACTCTC
ACACGGACTC
TTCACATATA
TAACGTGGGA
CTTCTCCGGT
CCAGCGACTC

AGACTTAGGC



Obr. 30/2

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

ACAGCACGAT
GGGTATGTGT
atttggaaga
ttgtgttctg
gtggagggca
cagacataat
tctgcagtca

GGAGACAGAC
E T D
(BspE I)

CCTCCGGAGA

S 8§ G D

CTAGGGGAGA
L G E
Xbal

TTCTAGAAAT

S R N

GCCCACCACC

CTGAAAATGA
Afl II

cttaaggcag
ataagagtca
gtgtagtctg
agctgacaga
ccgtecttga

ACACTCCTGC
T L L

CATTGTGATG
I V M

GGGCCACCAT
R A T I

CAAAAGAACT
Q K N

28/43

ACCAGTGTGC CGCACAAGGC

GCTCggggag
cggcagaaga
gaggtaactc
agcagtactc

ctaacagact
Mlu I

cacgcgtctc

TATGGGTGCT
L W V L

ACCCARTCTC
T Q S

CAACTGCAAG
N C K

cgggcettgca
agatgcaggc
ccgttgeggt
gttgctgccg

gttectttee

?V 1617-2000

CGTGGCGGTA
ccgectgacgce
agctgagttg
gctgttaacg
cgcgcegcecac

atgggtcttt

Hind III

gggaagcttG

GCTGCTCTGG
L L W

CAGACTCTTT
P D S L

TCCAGTCAGA
§ § Q

CCGCCACCAT

M
GTTCCAGGTT
VvV P G

GGCTGTGTCT
A V S

GCCTTTTATA
S L L Y

ACTTGGCCTG
Y L A W

AGCCACCCAA
Q P P K

CCTGATAGGT
P D R

TAGCAGCCTG
S 8§ L
TTAGCTATCC
F § Y P

ACTCCTCATC
L L I

TCAGTGGCAG
F 8§ G s

CAGGCTGAAG
Q A E
GCTCACGTTC
L T F

CDR
BamH I

GAGTggatcc
GCCCTGTGAT

TAAACACCAT

TGTCTTCATC
V F I
CTGTTGTGTG
s vV v C
TGGAAGGTGG
W K V
AGAGCAGGAC
E QD

3

ATCTGGGATA
TATGCGCAAA
CCTGTTTGCT

TTCCCGCCAT
F P P
CCTGCTGAAT
L L N
ATAACGCCCT
D N A L
AGCAAGGACA
S K D

TTTTGGGCTA
F W A

GTATCAGCAG
Y Q 0

GCACTAGGGA
S T R E

CDR 1
ARACCAGGAC
K P G

Kpnl
ATCTGGGGTA
S G V

TGGGTTTGGG
G F G

ATGTGGCAGT
D v a Vv
GGACAAGGGA
G Q G
AGCATGCTGT

CARCACACCC

CDR 2
ACAGACTTCA
T D F

TTATTACTGT
Yy Y C

CCAAGGTGGA
T K V E

TTTCTGTCTG

AAGGGCAGAA

TCTTTCCTCA GGAACTGTGG

CTGATGAGCA
S D E Q
AACTTCTATC
N F Y
CCAATCGGGT
Q s G
GCACCTACAG
S T Y S§

T V
GTTGAAATCT
L X S
CCAGAGAGGC
P R E A
AACTCCCAGG
N S Q
CCTCAGCAGC
L 8§ S8

CCCTCACCAT
T L T I

CAGCAATATT
Q Q Y
AATAAAACGT
I K R

TCCCTAACAT
CTTTGTTACT

CTGCACCATC
A A P S
GGAACTGCCT
G T A
CAAAGTACAG
K v Q
AGAGTGTCAC
E s v T
ACCCTGACGC
T L T



Obr. 30/3

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

TGAGCAAAGC
L § K A
CATCAGGGCC
H Q G
TTAGAGGGAG

*
CCCATCCTTT
CGGTCCTCCA
ARTTATGCTA
CTGTGGTGGA
GTTTTTTGTG
GGGGAGGGGG
AGACCCCACT
ARCAGGGGAG
GCCTCGTGAT
TCTTAGACGT
TTGTTTATTT
AACCCTGATA
CAACATTTCC
TGTTTTTGCT
AGTTGGGTGC
ATCCTTGAGA
TAAAGTTCTG
AGCAACTCGG

TCACCAGTCA

ATGCAGTGCT
Pvu I

AGACTACGAG
D Y E
TGAGCTCGCC
L 8§ s P
AAGTGCCCCC
GGCCTCTGAC
GCTCATCTTIT
ATGTTGGAGG
TCTAATAARA
TGCAGTGCCT
AGGCCAGAAT
GGACAAACAG
TGAGCTGGAA
ACGCCTATTT
CAGGTGGCAC
TTCTAAATAC
AATGCTTCAA
GTGTCGCCCT
CACCCAGAAA
ACGAGTGGGT
GTTTTCGCCC
CTATGTGGCG
TCGCCGCATA
CAGAAAAGCA

GCCATAACCA

CGGAGGACCG

TGACAACGAT

GGGGATCATG

TAACTCGCCT

29/43

AAACACAAAG
K H K
CGTCACAAAG
V T K
ACCTGCTCCT
CCTTTTTCCA
CACCTCACCC
AGAATGAATA
GATATTTATT
CTATCTGGAG
GACTCCAAGA
TGGCTGGACT
ATTTGCTAGC
TTATAGGTTA
TTTTCGGGGA
ATTCARAATAT
TAATATTGAA
TATTCCCTTT
CGCTGGTGAA
TACATCGAAC
CGAAGAACGT
CGGTATTATC
CACTATTCTC
TCTTACGGAT
TGAGTGATAA
AAGGAGCTAA

TGATCGTTGG

TCTACGCCTG
VY A C
AGCTTCAACA
S F N

CAGTTCCAGC

PspS II
CAGGGGACCT
CCCTCCTCCT
AATAAAGTGA
TTCATTAGAT
GCCAGGTAGG
GCTACAGGAA
CTGCACCATA
GAATTCTTGA
ATGTCATGAT
AATGTGCGCG
GTATCCGCTC
AAAGGAAGAG
TTTGCGGCAT
AGTARAAGAT
TGGATCTCAA
TTTCCAATGA
CCGTGTTGAC
AGAATGACTT
GGCATGACAG
CACTGCGGCC
CCGCTTTTTT

GAACCGGAGC

PV 1679-2000

CGAAGTCACC
E v T
GGGGAGAGTG
R G E ¢
CTGACCCCCT
ACCCCTATTG
CCTTGGCTTT
ATCTTTGCAC
ATGTGTGTTG
GCTGGCCTTG
GGCAGGTCAG
ACACACAATC
AGACGAAAGG
ARTAATGGTT
GAACCCCTAT
ATGAGACAAT
TATGAGTATT
TTTGCCTTCC
GCTGAAGATC
CAGCGGTAAG
TGAGCACTTT
GCCGGGCAAG
GGTTGAGTAC
TAAGAGAATT
AACTTACTTC
GCACAACATG

TGAATGAAGC
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3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

4551

4601

4651

4701

4751

4801

CATACCAAAC
CGTTGCGCAA
CAATTAATAG
CTCGGCCCTT
AGCGTGGGTC
TCCCGTATCG
ACGAAATAGA
AACTGTCAGA
CATTTTTAAT
GACCAAAATC
TAGAARAGAT
TGCTGCTTGC
GCGATCAAGAG
CGCAGATACC
TTCAAGAACT
ACCAGTGGCT
CAAGACGATA
TCGTGCACAC
CCTACAGCGT
CGGACAGGTA
GAGCTTCCAG
CCACCTCTGA
GCCTATGGAA
TGCTGGCCTT

GGATAACCGT

GACGAGCGTG
ACTATTAACT
ACTGGATGGA
CCGGCTGGCT
TCGCGGTATC
TAGTTATCTA
CAGATCGCTG
CCAAGTTTAC
TTAARAGGAT
CCTTAACGTG
CAAAGGATCT
ARACAAAAAA
CTACCAACTC
AAATACTGTC
CTGTAGCACC
GCTGCCAGTG
GITACCGGAT
AGCCCAGCTT
GAGCTATGAG
TCCGGTAAGC
GGGGAAACGC
CTTGAGCGTC

AARCGCCAGC

30/43

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

AACGCGGCCT

BspLULlI

GTTCTTTCCT

TTGCTCACAT

ATTACCGCCT

TTGAGTGAGC

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

TGATACCGCT

PV 1679-2000

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

CGCCGCAGCC
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4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
$301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001

6051

. 30/5

GAACGACCGA
ATGCGGTATT
GTGCACTCTC
CACTCCGCTA
CAACACCCGC
TACAGACAAG
ACCGTCATCA
GGTGTGGAAA
CATCTCAATT
GCATGCATCT
ATCCCGCCCC
ACTAATTTIT
TATTCCAGAA
AAGCTAGCTT
GAAGCGGAAC
TGAATGTCAG
AGAAAGCAGG
GGTTTTATGG
GTAAGGTTGG
AGGATCTGAT
ATCGTTTCGC
CTTGGGTGGA
TGCTCTGATG
TTTTGTCAAG

CAGCGCGGCT

GCGCAGCGAG
TTCTCCTTAC
AGTACAATCT
TCGCTACGTG
TGACGCGCCC
CTGTGACCGT
CCGAAACGCG
GTCCCCAGGC
AGTCAGCAAC
CAATTAGTCA
TAACTCCGCC
TTTATTTATG
GTAGTGAGGA
CACGCTGCCG
ACGTAGARAG
CTACTGGGCT
TAGCTTGCAG
ACAGCAAGCG
GAAGCCCTGC
GGCGCAGGGG
ATGATTGAAC
GAGGCTATTC
CCGCCGTGTT

ACCGACCTGT

31/43

TCAGTGAGCG
GCATCTGTGC
GCTCTGATGC
ACTGGGTCAT
TGACGGGCTT
CTCCGGGAGC
CGAGGCAGCT
TCCCCAGCAG
CAGGCTCCCC
GCAACCATAG
CAGTTCCGCC
CAGAGGCCGA
GGCTTTTTTG
CAAGCACTCA
CCAGTCCGCA
ATCTGGACAA
TGGGCTTACA
AACCGGAATT

AAAGTAAARCT

PV 1619-2000

AGGAAGCGGA AGAGCGCCTG

GGTATTTCAC
CGCATAGTTA
GGCTGCGCCC
GTCTGCTCCC
TGCATGTGTC
GTGGAATGTG
GCAGAAGTAT
AGCAGGCAGA
TCCCGCCCCT
CATTCTCCGC

Sfi I
GGCCGCCTCG

ACCGCATATG

Bst11071

AGCCAGTATA
CGACACCCGC
GGCATCCGCT
AGAGGTTTTC
TGTCAGTTAG
GCAAAGCATG
AGTATGCAAA
ARCTCCGCCC
CCCATGGCTG

GCCTCTGAGC

Stu I/Avr
GAGGCCTAGG

GGGCGCAAGG
GAAACGGTGC
GGGAAAACGC
TGGCGATAGC
GCCAGCTGGG

GGATGGCTTT

Bgl II/Bcl 1

ATCAAGATCT

GATCAAGAGA

AAGATGGATT

GGCTATGACT GGGCACAACA

CCGGCTGTCA

CCGGTGCCCT GAATGAACTG

Msc I
ATCGTGGCTG GCCACGACGG GCGTTCCTTG

GCACGCAGGT

GCGCAGGGGC

IIX
CTTTTGCAAA

GCTGCTAAAG

TGACCCCGGA

AAGCGCAAAG

TAGACTGGGC

GCGCCCTCTG

CTTGCCGCCA

CAGGATGAGG

TCTCCGGCCG

GACAATCGGC

GCCCGGTTCT

CAGGACGAGG

CGCAGCTGTG



Obr

6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751
6801
6851
6901
6951
7001
7051
7101
7151
7201
7251

7301

. 30/6

CTCGACGTTG
GCCGGGGCAG
CCATCATGGC
TGCCCATTCG
GATGGARGCC
GGCTCGCGCC
GGCGAGGATC
GGTGGARAAT
Rer II
TGGCGGACCG
GAGCTTGGCG
CGCTCCCGAT
TCTGAGCGGG
TGCCATCACG
TTCGGAATCG
TCTCATGCTG
GGTTCAGCTG
TGCARATCCG
TGCCCCCGAA
ATCTTTGTGA
ACCTACAGAG
AATGTGTTAA
TATGGAACTG
CCTGTTTTGC
ACTCTCAACA

AAGGACTTIC

TCACTGAAGC
GATCTCCTGT
TGATGCAATG
ACCACCAAGC
GGTCTTGTCG
AGCCGAACTG
TCGTCGTGAC
GGCCGCTTTT
CTATCAGGAC
GCGAATGGGC

TCGCAGCGCA

32/43

GGGAAGGGAC
CATCTCACCT
CGGCGGCTGC
GAAACATCGC
ATCAGGATGA
TTCGCCAGGC
CCATGGCGAT
CTGGATTCAT
ATAGCGTTGG
TGACCGCTTC

TCGCCTTCTA

Nsp V

ACTCTGGGGT

AGATTTCGAT

TTTTCCGGGA

GAGTTCTTCG

CTGCCTGAGG

TCGGCATCCA

CTGCAGGAGT

AGGAACCTTA

ATTTAAAGCT

ACTACTGATT

ATGAATGGGA

TCAGAAGAAA

TTCTACTCCT

CTTCAGAATT

T_TCGARATGAC

TCCACCGCCG

CGCCGGCTGG
Sma I

CCCACCCCGG

CTGGACGACC
GGAAACCAGC
GGGGAGGCAC
CTTCTGTGGT
CTAAGGTAAA
CTAATTGTTT
GCAGTGGTGG
TGCCATCTAG
CCAAAAAAGA

GCTAAGTTTT

TGGCTGCTAT
TGCTCCTGCC
ATACGCTTGA
ATCGAGCGAG
TCTGGACGAA
TCAAGGCGCG
GCCTGCTTGC
CGACTGTGGC
CTACCCGTGA
CTCGTGCTTT
TCGCCTTCTT
CGACCAAGCG
CCTTCTATGA
ATGATCCTCC
GCTCGATCCC
TCGCGGAGTT
AGCGGCTATC
GATGGCCGCT
GTGACATAAT
TATAAAATTT
GTGTATTTTA
AATGCCTTTA
TGATGATGAG
AGAGAAAGGT

TTGAGTCATG

PV 9677-2000

TGGGCGAAGT
GAGAAAGTAT
TCCGGCTACC
CACGTACTCG
GAGCATCAGG
CATGCCCGAC
CGAATATCAT
CGGCTGGGTG
TATTGCTGAA
ACGGTATCGC
GACGAGTTCT
ACGCCCAACC
AAGGTTGGGC
AGCGCGGGGA
Nru I

CTCGCGAGTT
CTACCGGCAG
CGCGCATCCA
TTGGTCCCGG
TGGACAAACT
TTAAGTGTAT
GATTCCAACC
ATGAGGAARA
GCTACTGCTG

AGAAGACCCC

CTGTGTTTAG
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7351

7401

7451

7501

7551

7601

7651

7701

7751

7801

7851

7901

7951

8001

8051

TAATAGAACT
CACTGCTATA
AGGCATAACA
GCATAGAGTG
GCTTTTTAAT
TTGACTAGAG
CTTTAAAAAA
Mun I
GCAATTGTTG
AAGCAATAGC
CTAGTTGTGG
TAATAAAAGA
CAGTGCCTCT
GCCAGAATGA
ACARACAGTG

AGCTGGAAAT

CTTGCTTGCT
CAAGAAAATT
GTTATAATCA
TCTGCTATTA
TTGTAARGGG
ATCATAATCA
CCTCCCACAC
TTGTTAACTT
ATCACAAATT
TTTGTCCAAA
TATTTATTTT
ATCTGGAGGC
CTCCAAGAGC
GCTGGACTCT

TTGCTAGC

33/43

TTGCTATTTA
ATGGAARAAT
TAACATACTG
ATAACTATGC
GTTAATAAGG
GCCATACCAC
CTCCCCCTGA
GTTTATTGCA
TCACAAATAA
CTCATCAATG
CATTAGATAT
CAGGTAGGGC
TACAGGAAGG

GCACCATAAC

CACCACAAANG

ATTCTGTAAC

TTTTTTCTTA

TCAAAAATTG

AATATTTGAT

ATTTGTAGAG

ACCTGAAACA

GCTTATAATG

AGCATTTTTT

TATCTTATCA

GTGTGTTGGT

TGGCCTTGGG

CAGGTCAGAG

ACACAATCAA

PV 1677-2000

GAARAAGCTG
CTTTATAAGT
CTCCACACAG
TGTACCTTTA
GTATAGTGCC
GTTTTACTTG
TAAAATGAAT
GTTACAAATA
TCACTGCATT
TGTCTGGATC
TTTTTGTGTG
GGAGGGGGAG
ACCCCACTGG

CAGGGGAGTG
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1st PCR
APCRI A vhal
da2i B a3
viug vha$
»rus D  apcre
2nd PCR
APCRI E vha3
ihat, F APCR4
3rd PCR
APCRI

APCR4




TV 16772000

35/43
Obr. 32/1
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Obr. 32/2

m U 0 w P
'
]

CDR3 100 A B € D I J K 101 103
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Obr. 33/1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

TTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAAT
GGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTT
ATTTTTCTAAATACATTCARATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCT
TCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC
CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAA
AGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGG
TAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGT
TCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCG
CATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAARGCATCTTAC
GGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGC

Pvu I
GGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAA

CATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGARTGAAGCCATACC
Fsp I
ARACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATT

AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAAT TARTAGACTGGATGGAGGCGGA
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Obr. 33/2

841 TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAA
901 ATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAA
961 GCCCTCCCGTATCGTAGITATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGARA
1021 TAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGT
1081 TTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGT
1141 GAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTG
1201 AGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGT
1261 AATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCA
1321 AGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
1381 TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
1441 ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCT
1501 TACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGG
1561 GGGTTCGTIGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACA
1621 GCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGT
1681 AAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTA
1741 TCTTTATAGTCCIGICGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
1801 GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGC
1861 CTTTTGCTGGCCTTTTGCTC:Zggg;%éTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAA
1921 CCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAG
1981 CGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
2041 GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATA
2101 GTTAAGCCiZ;;égZAéTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACAC
2161 CCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGA
2221 CAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAA
2281 CGCGCGAGGCAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCC
2341 CATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTC?GCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTT
2401 TTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCngéTéGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGG

Stu I/avr 1I
2461 AGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTAGCTTACAGCTCAGGGCTGCGATT
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2521 TCGCGCCAAACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCC
2581 ATCATGGTITCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAG
2641 AACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACC
2701 ACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTC
2761 TCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAA
2821 CTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGA
2881 CITATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
2941 TCTGTTITACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATC
3001 ATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTIGATTTGGGGAAATATAAARCTT
3061 CTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAARAGGCATCAAGTATAAG
3121 TTTGAAGTCTACGAGAAGARAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCCTC

Bgl II
3181 CTAAAGCTATGCATTTTTATAAGACCATGGGACTTTTGCTGGCTTTAGATCTTTGTGAAG

3241 GAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCT
3301 AAGGTAARTATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAARACTACTGATTCTAATTGTTIGT
3361 GTATTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAAT
3421 GAGGAAAACCTGTTTTGCTCAGAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGAC
3481 TCTCAACATTCTACTCCTCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCT
3541 TCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCTGTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTT
3601 GCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATACAAGAAAATTATGGAAAAATAT
3661 TCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTGTTTTTTCTTACT
3721 CCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAARATTGTGTACCTTTAGC
3781 TTTTTAATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGAT
3841 g::iAéCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCT
3901 CCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCi:?TéTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGC
3961 TTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTITITC
4021 ACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGATCTA
4081 ATAAAAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCAGTGCCTCTAT

4141 CTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAGAGCTA
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4201 CAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCATAACAC
EcoR I

4261 ACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGAAATTTGCTAGCGAATTCcagcacactggcggccgt
4321 tiggiG;;ATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTT
4381 CCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCC
4441 ATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTARCGCCAATAGGGACTTTCCATTGACG
4501 TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAARGTGTATCATAT
4561 GCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCA
4621 GTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCizggT:TTAGTCATCGCTAT
4681 TACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACG
4741 GGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCA
4801 ACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCG
4861 TGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGTAG
4921 ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCGCGG
4981 CCGGGAACGGTGCATTGGAACGCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAGTACCGCCTA
5041 TAGAGTCTATAGGCCCACCCCCTTGGCTTCTTATGCATGCTATACTGTTTTTGGCTTGGG
5101 GTCTATACACCCCCGCTTCCTCATGTTATAGGTGATGGTATAgg;;;ggéTATAGGTGTG

Xcm I
5161 GGTTATTGACCATTATTGACCACTCCCCTATTGGTGACGATACTTTCCATTACTAARTCCA

5221 TAACATGGCTCTTTGCCACAACTCTCTTTATTGGCTATATGCCAATACACTGTCCTTCAG
5281 AGACTGACACGGACTCTGTATTTTTACAGGATGGGGTCTCATTTATTATTTACAAATTCA
6341 CATATACAACACCACCGTCCCCAGTGCCCGCAGTTTTTATTAAACATAACGTGGGATCTC
5401 CACGCGAATCTCGGGTACGTGT?ZEEG:CATGGGCTCTTCTCCGGTAGCGGCGGAGCTTC
5461 TACATCCGAGCCCTGCTCCCATGCCTCCAGCGACTCATGGTCGCTCGGCAGCTCCTTGCT
5521 CCTAACAGTGGAGGCCAGACTTAGGCACAGCACGATGCCCACCACCACCAGTGTGCCGCA
5581 CAAGGCCGTGGCGGTAGGGTATGTGTCTGAAAATGAGCTCggggagcgggcttgcaccgce
5641 tgacgcatttggaagacttaaggcagcggcagaagaagatgcagéizzci;;gttgttgt
5701 gttctgataagagtcagaggtaactcccgttgcggtgctgttaacggtggagggcagtgt
5761 agtctgagcagtactcgttgctgccgcgegegecaccagacataatagectgacagactaa

Mlu I
5821 cagactgttcctttccatgggtcttttctgcagtcaccgtecttgacACGCGTCTCGGGA
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Hind IIX
5881 AGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACCTGGCGCGTGTTTTGCCTGCTCGCCGTGGCTCOTS
M DWTWURV F CL L A VvV A P

5941 GGGCCCACAGCCAGGTGCAACTGGTGCAGTCCGGCGCCGAAGTGAAGAMACCCGGTGCTT

G A H S Q V QL V Q 8 G A E V K K P G A
(Pvu II) (Spe I)

6001 CCGTGAAAGTCAGCTGTAARACTAGTAGATACACCTTCACTGAATACACCATACACTGGG

S v X vs ¢ K TS RY TV F T E Y T I HWUW
Msc I CDR 1

6061 TTAGACAGGCCCCTGGCCAAAGGCTGGAGTGGATAGGAGGTATTAATCCTAACAATGGTA

V R Q A PG QIRULEWTI G G I NP NUNG

6121 TTCCTAACTACAACCAGAARGTITCAAGGGCCGGGCCACCTTGACCGTAGGCAAGTCTGCCA
I P N Y N Q K F K GRATUL TV G K S A
CDR 2
6181 GCACCGCCTACATGGAACTGTCCAGCCTGCGCTCCGAGGACACTGCAGTCTACTACTGCG
S T A YMETULS S LRSS EUDTA AUV Y YC

6241 CCAGAAGAAGAATCGCCTATGGTTACGACGAGGGCCATGCTATGGACTACTGGGGTCAAG
A R R R I A Y G Y D E G HA MDY WG Q
CDR 3 BamH I
6301 GAACCCTTGTCACCGTCTCCTCAGGTGAGTGGATCCTCTGCGCCTGGGCCCAGCTCTGTC
G T L VvV T V § S

6361 CCACACCGCGGTCACATGGCACCACCTCTCTTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCT
S T K G P 8§ V

6421 TCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGG
F P L A P S S K ST S G GGTA A AULGT CL
Age I
6481 TCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
V X DY F P EUPV TV S WN S GO AULT S

6541 GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGG
G VH TV FUPAV L QS S GL Y S L 8 sV
BstE II

6601 TGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGC
v T v P § §s S L 6T QT Y I C N V N H K

6661 CCAGCAACACCAAGGTGGACAAGARAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACAT
P S N T K VDK KIKVE P K S CDKTHT

6721 GCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAA
¢c p P CPAUPETLTLGSGU©P SV F L F PP

6781 AACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACG
K P K D TLWMTISURTUPEV T CV V VD

6841 TGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
V S HEDUPEV KV FNWY VDGV E V H

6901 ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGGGTGGTCAGCGTCC
N A K T K P R E E Q YN S T Y R V V 5 V
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6961 TCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACA
L T V L. H Q D W L NG K E Y K C K V S N

7021 AAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
K AL P A P I E KTTI S KA IKSGTU QUPTR RE

7081 CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGA
P QVYTULZPZPSURETEMTIE KNG QVS L

7141 CCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGC
T ¢ L v K G F Y P 8§ DI AV EWE S8 NG

7201 AGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
Q P ENNUYKTTTTUPUPV LD SDGSF F

7261 TCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
L Y $S K L T v D K SR W QQGNV F s C

7321 CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGG

S VM HEA ALUHNUHYTOQZ XK STLSTIL S P
NgoM I

7381 GTAAATGAGTGCGACGGCCGGCAAGCCCCGCTCCCCGGGCTCTCGCGGTCGCACGAGGAT
G K *

7441 GCTTGGCACGTACCCCCTGTACATACTTCCCGGGCGCCCAGCATGGAAATAAAGCACCGG

7501 ATCTAATAARAGATATTTATTTTCATTAGATATGTGTGTITGGTTTTTTGTGTGCAGTGCC

7561 TCTATCTGGAGGCCAGGTAGGGCTGGCCTTGGGGGAGGGGGAGGCCAGAATGACTCCAAG

7621 AGCTACAGGAAGGCAGGTCAGAGACCCCACTGGACAAACAGTGGCTGGACTCTGCACCAT

7681 AACACACAATCAACAGGGGAGTGAGCTGGaaatttgctagcgaattaatte 7731

Obr. 34A
INTRON

3'end V gene 5"end of CHI
ACC GTC TCC TCA G::GTGAGTGGATCC-(N)48-CCTCTCTTGCAG::CC-

T V S S zostrihové donorové zostrihové akceptorové miesto

miesto BamHI

-TCC ACC AAG GGC

S T K G Y

ACCGTCTCC TCA G::::CC TCC ACC AAG GGC
T V § S S T K G
Y

ACC GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG GGC
T V. S S§ A S T K G
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Obr. 34B
INTRON
3'end V gene 5' end Kappa constant
GAA ATA AAA C::GTGAGTGGATCC-(N)108-CTTCTTTCCTCAG::GA-
E I K zostrihové donorové miesto BamH| zostrihové akceptorové miesto

-ACT GTG GCT GCA
T V A A

U
GAA ATA AAA C::::GA ACT GTG GCT GCA
E I K T V A A
U

GAA ATA AAA CGA ACT GTG GCT GCA
E I XK R T V A A

Obr. 35
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