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Inventia se refera la o metoda pentru tratarea unei tulburari legata de celulele B.

Este cunoscut ca pentru tratamentul limfomului celulei B se folosesc anticorpi
himerici si radiomarcati pentru antigenul de suprafata Bp35(“CD 20”) al celulei B.

Sistemul imun al vertebratelor (de exemplu, primate care includ oameni, maimute
antropoide, alte maimute, etc), consta dintr-un numar de organe si tipuri de celule care
trebuie sd contribuie la recunoasterea specifica si cu precizie a microorganismelor straine
(“antigen”) care invadeaza gazda vertebrata, legarea specifica la asemenea microorganisme
straine si eliminarea/distrugerea unor astfel de microrganisme straine.

Printre altele, pentru sistemul imun limfocitele sunt critice. Limfocitele sunt produse
in timus, splind si maduva osoasa (la adult) si reprezinta circa 30% din totalul celulelor
sanguine albe prezente in sistemul circulator al oamenilor (adulti). Exista doua sub-populatii
principale de limfocite: celule T si celule B.

Celulele T sunt responsabile pentru imunitatea mediata celular, in timp ce, celulele
B sunt responsabile pentru producerea anticorpului (imunitate umorala).

Cu toate acestea, celulele T si celulele B pot fi considerate ca interdependente intr-
un raspuns imun tipic. Celulele T sunt activate cand receptorul celulei T se leaga la fragmen-
tele unui antigen care a fost legat la glicoproteinele complexului de histocompatibilitate prin-
cipald (“MHC”) pe suprafata unei celule care prezinta un antigen. Asemenea activare pro-
duce eliberarea de mediatori biologici (“interleukine”) care, in esenta, stimuleaza celulele B
sa se diferentieze si sa produca anticorpul (“imunoglobuline”) impotriva antigenului.

Fiecare celula B din gazda exprima pe suprafata sa un anticorp diferit, astfel, o celula
B va exprima anticorpul specific pentru antigen, in timp ce alta celula B va exprima anticorpul
specific pentru un antigen diferit.

Pentru conformitate, celulele B sunt in totalitate deosebite si aceasta diversitate este
critica pentru sistemul imunitar.

La oameni, fiecare celuld B poate produce un numar enorm de molecule anticorp
(adica, circa 107 pana la 108). Asemenea producere de anticorpi, cel mai adesea inceteaza
(sau descreste substantial) cand antigenul stréin a fost neutralizat. Ocazional totusi, proli-
ferarea unei anume celule B va continua fara intrerupere; asemenea proliferare poate avea
ca rezultat un cancer denumit “limfomul celulei B”.

Ambele celule T si B, cuprind proteine celulare de suprafata care pot fi utilizate ca
“markeri” pentru diferentiere si identificare. Un asemenea marker de celula B umana este
antigenul uman Bp35, B limfocitar diferentiat restrictiv, cunoscut ca “CD20".

CD20 este exprimat in timpul dezvoltarii timpurii a pre-celulei B si rdmane pana cand
se diferentiaza plasma celulara. Molecula CD20 poate regla in mod specific o etapa in pro-
cesul de activare, care este necesar pentru initierea ciclului celular si diferentiere si de
obicei, este exprimat la niveluri foarte ridicate pe celule neoplastice (tumori).

Prin definitie, CD20 este prezent pe ambele celule B, a caror proliferare nelimitata
poate duce la limfomul celulei B. Astfel, antigenul de suprafata CD20 are potentialul de a
servi drept candidat pentru “tintirea” limfoamelor celulei B.

in esentd, asemenea tintire se poate generaliza astfel: anticorpii specifici la antigenul
de suprafatda CD20 al celulelor B sunt de exemplu, injectati intr-un pacient. Acesti anticorpi
anti-CD20 se leaga specific la antigenul celular de suprafata CD20, atat a celulelor B
normale, cat si maligne; anticorpul anti-CD20 legat la antigenul de suprafata CD20 poate
duce la distrugerea si reducerea celulelor B neoplastice. Suplimentar, se pot conjuga la
anticorpul anti-CD20 agenti chimici sau marcaje radioactive care au potentialul de a distruge
tumoarea, astfel, incat antigenul este “eliberat’ specific spre de exemplu, celulele B
neoplazice.
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Fara a avea legatura cu o circumstanti anume, un obiectiv initial este distrugerea
tumorii; abordarea specifica se poate determina printr-un anticorp anti-CD20 anume care
se utilizeaza si astfel, abordéri accesibile spre tintirea antigenului CD20 pot varia consi-
derabil.

De exemplu, au fost raportate asemenea incercéri de tintire a antigenului de supra-
fata CD20. S-a raportat administrarea prin infuzie intravenoasa continu la pacientii cu
limfom celular B, a anticorpului monoclonal murin (soarece) 1F5 (un anticorp anti-CD20).

S-au raportat niveluri extrem de ridicate (>2 g) de 1F5 necesare pentru reducerea
celulelor tumorale din circulatie si rezultatele s-au descris ca fiind “pasagere”. Press et al.,
“Monoclonal Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human B-Cell Lymphomas” Blood
69/2 : 584-591 (1987).

O problema potentiala legati de aceasti abordare este cea a faptului ca anticorpii
monoclonali non-umani (de exemplu, anticorpi monoclonali murini) de obicei sunt lipsiti de
functionalitate umana efectoare, adica ei sunt incapabili, inter alia, sa medieze liza depen-
denta de complement sau liza celulelor umane tint3, prin toxicitate celulara dependenta de
anticorp sau fagocitoza mediata de receptorul Fc.

Mai mult decét atat, anticorpii monoclonali non-umani pot fi recunoscuti de catre
gazda umana ca o proteina striina; prin urmare, injectii repetate, de asemenea, anticorpi
straini pot duce la inducerea de rispunsuri imune, care conduc la hipersensibilizare
daunatoare.

Pentru anticorpii monoclonali pe bazi de murina, aceasta este adesea cunoscuti ca
un raspuns anticorp uman anti-goarece sau raspuns “HAMA”. in plus, acesti anticorpi
“straini” pot fi atacati de catre sistemul imunitar al gazdei, astfel, incat ei sunt ca urmare
neutralizati inainte sa atinga locul lor de tinta.

Limfocitele si celulele limfomului sunt inerent, sensibile la radioterapie din cateva
motive: emisia locala de radiatii ionozante ale anticorpilor radiomarcati, poate omori celulele
cu sau fara antigenul tinta (de exemplu, CD20) in imediata vecinitate la anticorpul legat la
antigen. Radiatia penetrant3 poate preveni problema accesului limitat pentru anticorpi in
tumorile bogat sau sédrac vascularizate si cantitatea totald de anticorp necesar poate fi
redusa.

Radionuclizii emit particule radioactive care pot deteriora ADN-ul celular, la punctul
unde mecanismele de reparatie celulara sunt incapabile si permita celulei s continue sa
traiasca; prin urmare, dacé celulele tinti sunt tumori, marcajul radioactiv omoara benefic
celulele tumorale.

Anticorpii radiomarcati, prin definitie, includ utilizarea unei substante radioactive care
poate cere precautii, atat pentru pacient (adici posibilitatea transplantului de maduva
osoasa), cat si pentru cadrul medical care-l ingrijeste (adic3, este nevoie si se exercite un
grad inalt de precautie cand se lucreaza cu radioactivitate).

De aceea, abordarea imbunatatirii abilitatii anticorpilor monoclonali murini de a fi efi-
cienti in tratamentul tulburérilor celulei B a fost conjugarea unui marcaj radioactiv sau toxina
la anticorp, astfel, incat marcajul sau toxina sa se localizeze la locul tumorii.

De exemplu, anticorpul IF5 la care s-a facut referire mai sus, a fost “marcat” cu iod-
131(“3'") si s-a raportat evaluarea pentru biodistributia la doi pacienti, conform: J.F. et al.,
“Imaging and Treatment of B-Cell Lymfoma” J. Nuc. Med. 31/8:1257-1268 (1990).

Vezi, de asemenea, Press, O.W. et al., “Treatment of Refractory Non-Hodgkin’s
Limphoma with Radiolabeled MB-1 (Anti-CD37) Antibody” J. Clin. Onc. 7/8:1027-1038
(1989), (cu indicatia ca un pacient tratat cu "' marcat IF-5 a atins un “rispuns partial”);

Goldberg, D.M. et al., “Targeting, dosimetry and Radioimmunotherapy of B-Cell
Lymphomas with lodine-131- Labelled LL2 Monoclonal Antibody” J. Clin. Onc. 9/4:548-564
(1991), (trei din opt pacienti primind injectii multiple au fost raportati ca dezvoltand un
raspuns HAMA);
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Appelbaum, F.R.,”"Radiolabeled Monoclonal Antibodies in the Treatment of Non-
Hodgkin’s Lymphoma” Hem/Onc. Clinics of N.A. 5/5:10131025(1991), (articol de revista);

Press, O.W. et al., “Radiolabeled-Antibody Therapy of B-Cell Lymphomy with
Autologus Bone Marrow Suport”, New England Journal of Medicine 329/17:1219-1223
(1993), (iodine-131-labeled anti-CD20 antibody IF5 and B1);

Kaminski, M.G. et al.,”"Radioimunotherapy of B-Cell Lymphoma with (**'1) anti-B1
(Anti-CD20) Antibody”. NEJM 329/7(1993), (iodine-131 labeled anti-CD20 antibody B1;
hereinafter “Kaminski”).

La anticorpi s-au conjugat, de asemenea, toxine (adica, agenti chemoterapeuti,
precum doxorubicina sau mitomicina C). Vezi, de exemplu, descrierea PCT publicata WO
92/07466 (publicata in 14 mai 1992).

Anticorpii “himerici”, adica anticorpii care cuprind portiuni de la doud sau mai multe
specii diferite (de exemplu, soarece si om) au fost dezvoltati ca o alternativa pentru anticorpi
“conjugati”. De exemplu, Liu, A.Y. et al., “Production of a Mouse-Human Chimeric
Monoclonal Antibody to CD20 with Potent Fc-Dependent BiologicActivity”, J. Immun. 139/10:
3521-3526 (1987), descrie un anticorp himeric directionat impotriva antigenului CD20, de
asemenea, publicatia PCT nr. WO 88/04936.

Totusi, nu este furnizata nici o informatie precum abilitatea, eficacitatea sau utilizarea
practica de astfel de anticorpi himerici pentru tratamentul tulburarilor celulei B in aceste
referinte. Este de notat ca in cercetérile functionale in vitro (de exemplu, lizad de complement
dependenta (“CDC”), citotoxicitate celulara dependenta de anticorpi (“ADCC”), etc., nu se
poate prezice capacitatea inerenta in vivo a unui anticorp himeric de a distruge sau reduce
celulele tinta care exprima antigenul specific.

Vezi, de exemplu, Robinson, R.D. et al., “Chimeric mouse-human anti-carcinoma
antibodies that mediate different anti-tumor cell biological activities”, Hum. Antibod.
Hibridomas 2:84-93 (1991), (anticorp himeric soarece-uman avand activitate ADCC
nedetectabild). Prin urmare, potentialul eficacitatii terapeutice al anticorpului himeric poate
fi cercetat numai prin experimentare in vivo.

De ceea ce este nevoie si ceea ce ar fi un avantaj mare in domeniu, sunt abordarile
terapeutice tintind antigenul CD20 pentru tratamentul limfoamelor celulei B la primate,
inclusiv, dar fara sa se limiteze la oameni.

Metoda conform inventiei consta in aceea ca, cuprinde administrarea parenterala la
un pacient care are nevoie de un asemenea tratament, a unei cantitati de dozare eficienta
terapeutic a unui prim anticorp himeric anti-CD20 avand o secventa variabilad cu catena
usoara, substantial la fel cu secventa aratata in fig.4, o secventa variabila cu catena grea,
substantial la fel cu secventa aratata la fig.5, i domenii constante IgG1 umane, sau un al
doilea anticorp himeric anti-CD20 avand substantial aceeasi activitate de epuizare a celulelor
B ca primul anticorp himeric anti-CD20 mentionat, in care o cantitate eficienta terapeutic
este in domeniul 0,001...30 mg/kg greutate corporald, administrata pe o perioada de 1...7
zile.

Inventia prezintd urmatoarele avantaje pentru tratarea unei tulburari legata de
celulele B, in special, a limfoamelor celulei B:

- protocoalele terapeutice se bazeaza pe administrarea anticorpilor himerici anti-
CD20 imunologic activi, pentru reducerea celulelor B din sangele periferic, inclusiv celulele
B asociate cu limfom;

- se administreaza anticorpi anti-CD20 radiomarcati pentru tintirea celulelor B locali-
zate periferic si a celor asociate tumorilor;

- administrarea anticorpilor anti-CD20 himerici si a anticorpilor anti-CD20 radio-
marcati se efectueaza intr-o strategie terapeutica asociata.
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in conditiile prezentei inventii se folosesc termeni care au urmatoarele semnificatii:

Asa cum s-a folosit aici termenul “anticorp anti-CD20” este un anticorp care recu-
noagte specific o fosfoproteina celulars de suprafata neglicozilata de 35000 Da, de obicei
denumita ca antigenul Bp35, limfocitar B uman diferentiat restrictiv, denumit in mod uzual
CD20. ‘

Termenul “himeric”cand s-a folosit cu referire la anticorpul anti-CD20, cuprinde anti-
corpi care sunt derivati mai ales folosind tehnici acid dezoxiribonucleic recombinant si tehici
care cuprind, atat componente umane, cat gi non umane (incluzand specii “inrudite” imuno-
logic, de exemplu, cimpanzeu), regiunea variabil3 a anticorpului himeric este cel mai adesea
derivata de la o surs3 non-umana $i are antigenitatea si specificitatea dorita fata de anti-
genul celular de suprafata CD20. Sursa non-umana poate fi orice surs4 vertebrata care se
poate folosi pentru a genera anticorpi fata de antigenul celular de suprafatda CD20 uman sau
un alt material care cuprinde un antigen celular de suprafatd CD20 uman. Asemenea surse
non-umane includ far3 ins3 a se limita rozatoare, de exemplu: goarece, sobolan, iepure,
etc.), si primate non-umane (Old World Monkey, maimute, etc). in special, componenta non-
umana (regiunea variabila) este derivati dintr-o sursa murina.

Asa cum s-a folosit aici denumirea “imunologic activd” cand s-a folosit cu referire la
anticorpi himerici ani-CD20, inseamna un anticorp himeric care se leaga la C1q uman, care
mediatizeaz3 liza dependenti de complement (‘CDC”) a liniei celulare umane B limfoide si
lizeaza celulele tinta umane prin citotoxicitate celulara dependenta de anticorp (“ADCC").

Expresiile “marcare indirects” si “abordare de marcare indirects”, ambele inseamns
Cca un agent chelator este atagat covalent la un anticorp $i ca cel putin un radionuclid este
inserat in agentul de chelare. De preferinta, agentii de chelare si radionuclizii sunt cei enu-
merati de Srigavatava, S. C. si Mease, R. C.; “Progress in Research on Ligands, Nuclides
and Technique for Labeleing Monoclonal Antibodies”, Nucl. Med. Bio. 18/6: 589-603 (1991),
(“Srivagtava™) care este incorporat aici pentru referinta.

Un agent de chelare preferat in mod deosebit este acidul 1-izotiocicmatobenzil-3-
metildiotelen triaminepent acetic (“MX-DTPA”"); radionuclizii preferati in mod special pentru
marcare indirecta includ indiu (11 1) si ytriu (90).

Expresiile “marcare directs” si “abordare de marcare directs” inseamna c3 un
radionuclid este atagat covalent direct Ia un anticorp (de obicei, pe calea unui rest
aminoacid). Radionuclizii preferati sunt prezentati in Srivagtava; un radionuclid preferat in
mod deosebit pentru marcare directs este iodul (131) atasat covalent pe calea resturilor
tirozinice. In mod special, este preferati abordarea marcirii indirecte.

Abordarile terapeutice descrise aici se bazeaza pe capacitatea sistemului imunitar
al primatelor de a recupera rapid sau de a reintineri celulele B din sangele periferic. in plus,
datorita raspunsului imun principal al primatelor, ocazionat de celulele T, cand sistemul
imunitar are o deficienta a celulelor B din sangele periferic, nevoia pentru precautii “extra-
ordinare” (adica, izolarea pacientului, etc) nu este necesari. Ca o consecinta a acestora si
a altor nuante ale sistemului imunitar al primatelor, abordarea terapeutica pentru tulburarile
celulei B permite inlaturarea celulelor B din sangele periferic folosind anticorpi himerici anti-
CD20 imunologic activi.

Din cauza tulburérilor celulelor B din sangele periferic, prin definitie, se poate indica
0 necesitate de acces la sange pentru tratament, ruta administrarii anticorpilor himerici anti-
CD20 imunologic activi si anticorpi anti-CD20 radiomarcati fiind de preferinta parenterala.

Asa cum s-a folosit termenul “parenteral”, acesta include: administrarea intra-
venoasa, intramusculara, subcutanata, rectala, vaginala sau intraperitoneala. Dintre acestea,
calea cea mai preferats este cea intravenoasa.
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in conditiile prezentei inventii se folosesc figuri care au urmatoarele semnificatii:

- fig.1, este o reprezentare diagramaticé a unui tandem anticorp himeric vector de
expresie, util in producerea de anticorpi himerici anti-CD20 imunologic activi (‘TCAE”);

- fig.2A pana la 2B reprezinta secventa acidului nucleic a vectorului din fig.1;

- fig.3A pand la 3F reprezinta secventa acidului nucleic a vectorului din fig.1, cuprin-
zand in plus regiunile variabile ale catenelor ugoara si grea murine (“anti-CD20 in TCAE 8");

- fig.4, este acidul nucleic si secventele aminoacide (inclusiv CDR si regiunile in
cadru) ale regiunii variabile ale catenei ugoare murine derivata de la anticorpul monoclonal
murin anti-CD20 2B8;

- fig.5, este acidul nucleic si secventele aminoacide (inclusiv CDR si regiunile din
cadru) ale regiunii variabile ale catenei grele murine derivate de la anticorpul monoclonal
anti-CD20 murin, 2B8;

- fig.6, reprezinta rezultatele ratei citometrice, care evidentiaza legarea lui C1q uman
marcat prin fluorescent la anticorpul himeric anti-CD20, incluzand controale C1q marcate;
C1q marcat si anticorp monoclonal anti-CD20 murin 2B8, C1q marcat si lgG1, k uman;

- fig.7, reprezinta rezultatele lizei legate de complement, prin comparatie cu anti-
corpul himeric anti-CD20 si anticorpul monoclonal anti-CD20 murin 2B8;

- fig.8, reprezinta rezultatele citotoxicitatii celulare mediata de anticorp cu celule
efectoare umane in vivo prin comparatie cu anticorpul himeric anti-CD20 si 2B8;

- fig.9A, 9B si 9C, furnizeaza rezultatele distrugerii limfocitelor B in sangele periferic
la primate non-umane, dupé infuzia a 0,4 mg/kg (A), 1,6 mg/kg (B) si 6,4 mg/kg (C) de
anticorp himeric anti-CD20 imunologic activ;

- fig.10, reprezint4 rezultatele a, inter alia, distrugerii limfocitului B in sangele periferic
la primate non-umane, dupa infuzia a 0,01 mg/kg anticorp himeric anti-CD-20 imunologic
activ;

-fig.11, arata rezultatele impactului tumoricid al lui Y2B8 intr-un model goarece xeno-
grafic, utilizand o tumoare limfoblastoida de celula B;

- fig.12, prezinta rezultatele impactului tumoricid al lui C2B8 intr-un model soarece
xenografic, utilizand o tumoare limfoblastoida de celule B;

- fig.13, furizeaz3 rezultatele impactului tumoricid a unei combinatii Y2B8 si C2B8
intr-un model soarece xenografic, utilizand o tumoare limfoblastoida de celula B;

- fig.4A si 14B dau rezultatele de la analiza clinica a fazei I/l a lui G2B8, evidentiind
distrugerea populatiei de celule B, peste timp, pentru pacienti care evidentiaza o emisie
partiala a bolii (14A) si o remisie minoré a bolii (14B).

Informatii privind depozitul

Anti-CD20 in TCAE 8 (transformat in E. Coliin vederea depozitarii) s-a depozitat in
colectia americand de de tipuri de culturi (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockuville,
Maryland, 20852, in conditiile tratatului de fa Budapesta pentru Recunoagsterea Internationala
a Depozitului Microorganismelor in vederea Procedurii de Brevetare (“Tratatul de la
Budapesta”).

Microrganismul a fost testat de c&tre ATCC pe 9 noiembrie 1992 si s-a determinat
ca fiind viabil la aceea datid. ATCC-ul a acordat acestui organism urmatorul numar de
depozit: ATCC 69119 (anti-CD20 in TCAE 8).

Hibridomul 2B8 s-a depozitat la ATCC pe 22 iunie 1993, in conditiile Tratatului de la
Budapesta. Viabilitatea culturii s-a determinat pe 25 iunie 1993 si ATCC a acordat acestui
hibridom urméatorul numar de depozit: HB 1138.

In general, anticorpii sunt compusi din molecule cu doua catene ugoare si doua
catene grele; aceste catene au forma generala a literei “Y”, cu ambele catene usoara si grea
formand bratele Y - ului si catenele grele formand baza Y - ului. Catenele usoare si grele
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sunt divizate in domenii de homologie structurali si functionala. Domeniile variabile, atit ale
catenei ugoare (“V,") si grea (“V,”) determina recunoasgterea si specificitatea. Domeniile
regiunii constante ale catenelor usoara (“C,”) si grea (“C,") confers proprietati biologice
importante, de exemplu, asocierea catenei anticorpului, secretarea, mobilitatea transpla-
centara, legarea la complementul receptorului Fc de legare, etc,.

Seriile evenimentelor duc la expresia genei imunoglobinei in celulele care produc
anticorp si sunt complexe. Secventele genetice ale regiunii domeniului variabil sunt localizate
in segmente genetice de linie germinala separata, cunoscute ca: V', “D” §i Uy, sau “v,”
s$i “J”. Aceste segmente genetice sunt legate prin rearanjamente AND, pentru a forma
regiuni V complete, exprimate in catene grele si, respectiv in usoare. Segmentele (V, - J,
$i Vi - D - Jy), rearanjate legate V, codifica apoi regiunile variabile complete sau domeniile
de legare antigenica ale catenelor ugoare, respectiv grele.

Seroterapia limfoamelor celulelor B umane folosind un anticorp monoclonal murin
anti-CD20 (1F5) a fost descrisi de catre Press et al., (69 Blood 584, 1987, de mai sus);
raspunsurile terapeutice raportate din nefericire au fost pasagere. in plus, la 25 % din
pacientii testati s-a raportat dezvoltarea prin seroterapie a unui raspuns anticorp uman anti-
goarece (HAMA). Press et al., sugereaza ca acesti anticorpi conjugati la toxine sau radio-
izotopi pot permite un beneficiu clinic, in cele din urmi mai mare decat anticorpul
neconjugat.

Datorité efectelor de slébire a limfomului celulei B $i @ unei necesitti foarte reale de
a asigura abordarea tratamentului viabil pentru aceasta boala, s-a pornit la drum printr-o
abordare diferits, avand ca trasiturs comuna intre cele doud abordari un anticorp anume
2B8. O asemenea abordare exploateaza avantajos capacitatea sistemelor de la mamifere
de a recunoaste cu usurinta si eficient celule sanguine periferice B. Folosind aceast3 abor-
dare s-a c3utat in esenta, inlaturarea sau reducerea celulelor B din sangele periferic si
tesutul limfatic si mijloace de indepdrtare a limfoamelor celulei B. Aceasta s-a realizat prin
utilizarea, inter alia, a anticorpilor himerici anti-CD20 imunologic activi.

intr-o aitd abordare s-a cautat fintirea celulelor tumorale pentru distrugerea cu
marcaje radioactive.

Anticorpii himerici anti-CD20 imunologic activi si anticorpii anti-CD20 radiomarcati vor
fi de obicei asigurati prin tehnici standard intr-un tampon acceptabil farmaceutic, de
exemplu, solutie salin sterils, apa sterila tamponaté, propilenglicol, combinatii ale celor
dinainte, etc.,

Metode pentru prepararea agentilor administrabili parenteral sunt descrise in
Pharmaceutical Carries & Formulations, Martin, Remington’s Pharmaceuticals Sciences, 15
th Ed. (Mack Pub. Co., Easton, PA 1975) sl este incorporat aici pentru referinta.

Cantitatea eficienta terapeutic, specifica anticorpilor anti-CD20 himerici activi imuno-
logic, este utild pentru producerea unui efect terapeutic unic la orice pacient, dar poate fi
determinatd prin tehnici standard binecunoscute pentru cei cu pregatire obignuita in
domeniu.

Dozele eficiente (adic3, cantitatile eficiente terapeutic) ale anticorpilor himerici anti-
CD20 activi imunologic, sunt in domeniul de la circa 0,01 pan4 la circa 30 mg/kg greutate
corporald, de preferinta, de la circa 0,01 pana la circa 25 mg/kg greutate corporala, si cel
mai bine, de la circa 0,4 pani la circa 20,0 mg/kg greutate corporala.

Sunt viabile si alte dozaje, factorii care influenteaza dozajul, includ ins3 nu se limi-
teaza la severitatea bolii, tratamentele anteriore, starea globala de sinatate a pacientului,
alte boli prezente, etc. Specialistul in domeniu este in stare sa analizeze cu usurintd un
pacient anume gi sa determine un dozaj corespunzitor, care intra sub incidenta domeniilor
sau, dacéa este necesar, iese in afara domeniilor.
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Introducerea anticorpilor himerici anti-CD20 activi imunologic in aceste domenii doza,
poate fi realizati ca un tratament unic sau ca o serie de tratamente. Avand in vedere anti-
corpii himerici, este de preferat ca o asemenea introducere sé fie realizata printr-o serie de
tratamente.

Aceasta abordare preferata este previzibila pe baza metodologiei de tratament aso-
ciatd cu aceastd boald. Desi nu se doreste asocierea la o teorie anume, datorita activitatii
imunologice, anticorpii himerici anti-CD20 sunt imunologic activi si se leaga la CD20. La
introducerea initiald de anticorpi himerici anti-CD20 activi imunologic, va incepe la individ
reducerea celulelor B din sangele periferic. S-a observat o-reducere aproape completa in
circa 24 h dupa tratamentul prin infuzie.

Datoritd acesteia, introducerea/introducerile ulterioare a anticorpilor himerici anti-
CD20 activi imunologic (sau anticorpi anti-CD20 radiomarcati) la pacient se presupune:

a) clarificarea celulelor B rdmase in sangele periferic;

b) inceperea reducerii celulelor B din nodulii limfatici;

c) inceperea reducerii celulelor B din alte surse tisulare, de exemplu, maduva
osoasa, tumoare, etc.

Formulat din nou, prin folosirea introducerilor repetate ale anticorpilor himerici anti-
CD20 activi imunologic, vor avea loc o serie de evenimente, fiecare eveniment fiind con-
siderat de catre noi ca important pentru tratamentul eficient al bolii. Primul “eveniment” poate
fi considerat ca orientat in principal pentru reducerea substantiala a celulelor B din séngele
periferic al pacientului.

Urmatoarele “evenimente” pot fi considerate, fie in principal orientate spre indepar-
tarea simultana sau seriald a celulelor B remanente din sistemul celulelor B din nodulii
limfatici, fie ca indepartarea celulelor B din alte tesuturi.

Ca urmare, in timp ce un dozaj unic asigura beneficii si poate fi utilizat eficient, pentru
tratarea/conducerea bolii, un tratament prefererat de durata poate fi intainit in cateva etape;
cel mai de dorit se introduce la pacient o data pe s3ptaméana, pentru circa 4 séptamani, intre
circa 0,4 si circa 20 mg/kg greutate corporald de anticorpi himerici anti-CD20 activi
imunologic.

Referitor la folosirea anticorpilor anti-CD20 radiomarcati, exista o preferinta deoarece
anticorpul nu este himeric. Aceasta preferinta este dictatd de timpul de injumatatire in
circulatie, semnificativ mai lung al anticorpilor himerici faté de anticorpi murini (adica, cu un
timp de injumététire a vietii in circulatie mai lung; radionuclidul este prezent n pacient pentru
perioade mai lungi).

Anticorpii himerici radiomarcati pot fi utilizati benefic cu dozajele folosite mai scazute
in mili-Currie (“mCi”) in legatura cu anticorpii himerici relativ la anticorpul murin. Acest
scenariu permite o descrestere a toxicitatii in maduva osoasa pana la un nivel acceptabil,
mentinand in acelasi timp utilitatea terapeutica.

La prezenta inventie sunt aplicabili o multitudine de radionuclizi si specialitii in
domeniu sunt acreditati cu abilitatea de a determina cu ugurinta ce radionuclid este cel mai
adecvat intr-o multitudine de imprejurari. De exemplu, iodul (131) este un radionuclid
binecunoscut pentru imunoterapie. Cu toate acestea, utilitatea chimica deplina a iodului
(131) poate fi limitatd prin cativa factori incluzand injumatatirea vietii fizice de 8 Zzile,
dehalogenarea anticorpului iodat, atat in sange, cat si la locul de situare al tumorilor si
emisia caracteristica (de exemplu, componentul gama mare) care poate fi suboptimal pentru
depozitul dozei localizate in tumoare.

Cu aparitia agentilor chelatori superiori, oportunitatea atasarii gruparilor chelatoare
metalice la proteine a marit posibilititile de a utiliza alti radionuclizi ca indiul (131) si
ytriul (90).
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Ytriul (90) asiguré cateva avantaje pentru utilizare in aplicatii radioimuno-terapeutice:
timpul de injumatatire a vietii ytriului (90) de 64 h este suficient de lung pentru a permite
acumularea anticorpului de catre tumors si spre deosebire de iod (131), ytriu (90) este un
emitator beta pur de inalta energie, fars insotirea de iradiere gama, in imbétranirea sa cu
un domeniu in diametrele tesuturilor de 100 pana la 1000 celule.

Mai muit decét atat, cantitatea minima de radiatie care penetreaza, permite admi-
nistrarea anticorpilor marcati cu ytriu (90) pacientilor, fara sa fie in mod necesar spitalizati.
Interalierea anticorpului marcat nu este necesars pentru uciderea celulelor, emisia locala de
radiatie ionizanta va fi letald pentru celulele tumorale invecinate lipsite de antigen tinta.

0 limitare neterapeutica pentru ytriu (90) se bazeaza pe absenta radiatiei gama
semnificativa care face dificila vizualizarea acestora. Pentru evitarea acestor probleme se
poate utiliza un radionuclid de diagnosticare precum indiu (111) care “formeaza imagini"
pentru determinarea localizarii gi marimii relative a unei tumori inaintea administrarii dozei
terapeutice de ytriu(90) impreun3 cu anti-CD20.

Indiu (111) este preferat in mod deosebit ca radionuclid pentru diagnostic, deoarece:
intre circa 1 pana la circa 10 mCi se pot administra in sigurant, fara toxicitate detectabil3;
datele sub forma de imagini sunt, in general, previzibile pentru distributia ulterioars a anti-
corpului marcat cu ytriu (90). Majoritatea studiilor imagineaza utilizarea anticorpului marcat
cu 5 mCi indiu (111) deoarece aceasts dozi este pe de o parte sigura si are o eficienta de
formare a imaginillor crescuts, comparativ cu dozele mai mici, cu imaginea optimala formata
la 3 pana la 6 zile dupa administrarea anticorpului. Vezi, de exemplu, Murray J.L., 26
J.Nuc.Med. 3328 (1985) si Garraguiilo, J.A. et al., 26 J.Nuc.Med. 67 (1985).

Dozajul tratamentului unic eficient (adica, cantitatile eficiente terapeutic) ale anti-
corpilor anti-CD20 marcate cu ytriu (90) sunt in domeniul dintre circa 5 si circa 75 mCi, pre-
ferabil intre circa 10 si circa 40 mCi. Dozajele eficiente de tratament unic ablativ (adica, pot
necesita transpiantare de maduvi osoas3 autologa) de anticorpi anti-C020 marcati cu iod
(131) sunt in domeniul dintre circa 30 $i circa 600 mCi, de preferints, intre circa 50 si mai
putin, decéat circa 500 mCi. :

in legatura cu un anticorp himeric anti-CD20, datorit3 vietii de injumatatire mai lunga
in circulatie fata de anticorpii murini, un dozaj ablativ non-maduvi eficient ca tratament unic
cu anticorpi himci anti-CD20 marcati cu iod (131) este in domeniul dintre circa 5 si circa 40
mCi, de preferintd mai mic decat circa 30 mCi. Criteriile imaginate pentru, de exemplu,
marcaj indiu (111) tipic, sunt mai mici decat circa 5 mCi.

in legatura cu anticorpi anti-CD20 radiomarcati, se poate intalni, de asemenea,
terapia cu acestia, folosind un tratament terapeutic unic sau folosind tratamente multiple.
Datorita componentului radionuclid, este de preferat ca inaintea tratamentului s fie
prelevate celule din curentul periferic ("PSC") sau maduva osoasa ("BM") de la pacienti,
pentru experimentarea toxicitatii potentiale fetale a maduvei osoase, care ar rezulta de la
radiatie.

BM si/sau PSC se preleveazi folosind tehnici standard $i apoi se curata si se
ingheata pentru o posibila reinfuzare. Suplimentar, este de preferat ca anterior tratamentului
sa se faca un studiu de diagnosticare dozimetric, folosind un anticorp marcat pentru diag-
nostic (de exemplu, folosind indiu (111) asupra pacientului, in vederea asigurarii c&
anticorpul marcat este terapeutic (de exemplu, folosind ytriu (90)) si nu va deveni in mod
nedorit "concentrat” in orice tesut sau organ normal.

Au fost descrisi anticorpi himerici soarece/om. Vezi, de exemplu, Morrison, S.L. et
al., PNAS | 1;6851-6854 (Noiembrie 1984); publicatia de brevet european nr. 172494,
Boulianne, G..L. et al., Nature 312;642(decembrie 1984); Neubeiger, M.S. et al., Nature 4x
314 : 268 (martie 1985); publicatia brevetului european 125023; Tan et al.,
J.Immunol.135;8564 (noiembrie 1985); Sun, L.K. et al, Hyrbridoma 5/1: 517 (1986); Sahagan.
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et al, J.Immunol. 137;1066-1074 (1986) . Vezi, in general, Muron, Nature 312;597
(Decembrie 1984); Dickson, Genetic Engineering News 5/3 (martie 1985); Marx, Science
229;455 (august 1985); si Morrison Science 229;1202-1207 (septembrie 1985). Robinson
et al,, descriu in publicatia PCT nr. WO 88/04936 un anticorp himeric cu regiune constants
umana si regiune variabild muring, avand specificitate fatd de un epitop al CD20; portiunea
murina a anticorpului himeric din referinta Robinson este derivat de la anticorpul monoclonal
de soarece 2H7 (gama 2b, kapa).

Deoarece, referinta remarca faptul ca anticorpul himeric descris este un "prim
candidat" pentru tratamentul tulburararilor celulei B, aceasta formulare nu poate fi vazuta
mai mult decét ca o sugestie pentru specialistii in domeniu, sa determine daca da sau nu
aceasta sugestie este exacta pentru acest anticorp anume; in special, datorita lipsei oricaror
date de referinta in sprijinul unei afirmatii asupra eficacitatii terapeutice, a datelor privind
folosirea la mamifere superioare, precum primate sau oameni.

Metodologii pentru generarea de anticorpi himerici sunt accesibile specialigtilor in
domeniu. De exemplu, catenele usoare si grele se pot exprima separat folosind, de exemplu,
catena ugoara a imunoglobulinei si catene grele ale imunoglobulinei in plasmizi separati.
Apoi, acestea se pot purifica $i asambla in vitro in anticorpi completi.

Metodologii pentru realizarea unor asemenea asamblari au fost descrise. Vezi, de
exemplu, Scharff, M; Harvey Lectures 69:125 (1974). Parametrii reactiei in vitro pentru for-
marea anticorpilor IgG de la catene grele si usoare izolate reduse au fost, de asemenea,
descrigi. Vezi, de exemplu, Beychok, S., Cells of Immunoglobulin Synthesis, Academic
Press, New York, p.69, 1979.

De asemenea, este posibila, co-expresia catenelor ugoara si grea in aceleasi celule,
pentru a obtine asocierea intracelulara si linkajul catenelor grea si usoara in anticorpi
complecsi H,L,IgG. Asemenea co-expresie se poate realiza folosind, fie acelasi plasmid, fie
plasmizi diferiti in aceiasi celula gazda.

O altd abordare si care pentru noi este cea mai preferata pentru dezvoltarea
anticorpului himeric anti-C020 non-uman/uman, se bazeaza pe utilizarea unui vector de
expresie care include ab initio ADN, care codifica regiunile constante din catenele grea si
usoara dintr-o sursa umana.

Un asemenea vector permite insertarea de ADN care codifica regiunea variabila non-
umana, astfel, incat se pot genera diversi anticorpi anti-CD20 non-umani, care se pot
cerceta pentru diferite caracteristici (de exemplu, tipul specificitatii de legare, regiunile epitop
de legare, etc.); ulterior, se pot incorpora in vector CADN-uri care codifica regiuni variabile
ale catenei ugoara si grea de la un anticorp anti-CD20 preferat sau dorit.

Se face referire la aceste tipuri de vectori, ca vectori Expresie in Tandem Anticorp
Himeric ("“TCAE"). Cel mai preferat vector TCAE care s-a folosit pentru generarea anti-
corpilor himerici anti-CD20 activi imunolologic pentru tratamentul terapeutic al limfoamelor
este TCAE 8. Acesta este un derivat al unui vector propriu al solicitantilor acestui brvetet
denumit ca TCAE 5.2, diferenta fiind aceea ca in TCAE 5.2 situl de start al initierii translatiei
markerului selectabil dominant (neomicin fosfotransferaza, "NEQ") este o secventa Kozak
consens, in timp ce pentru TCAE 8, aceasta regiune este o0 secventa Kozac consens partiala
nepereche.

Detalii referitoare la impactul sitului de stare a initierii markerului selectabil dominant
al vectorilor TCAE (de asemenea, denumiti ca "vector ANEX") fatd de expresia proteinei,
sunt descrise in amanunt in cererea in curs de rezolvare, depusa cu cea de fata.

TCAE 8 cuprinde patru (4) casete transcriptionale si acestea sunt in ordine tandem,
adic3, o regiune variabila absenta a catenei ugoare de la o imunoproteina umana, o regiune
variabila absenta a catenei grele de la o imunoproteina umana, DHFR si NEO.
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Fiecare caseta transcriptionala contine propriul sau promotor eucariotic si regiunea
de poliadenilare (referinta este ficuti la fig.1, care este o reprezentare diagramatica a
vectorului TCAES8). Cu specificarea:

1) Promotorul/intensificatorul CMV in fata catenei grele a imunoglobulinei este o ver-
siune truncata a promotorului /intensifictorului din fata catenei ugoare de la situl Nhe | la-350
pana la situl Sst | la -16 (vezi, 41 Cell 521,1985);

2) O regiune constants a catenei ugoare de imunoglobulind umana s-a derivat pe
calea amplificarii CADN-ului printr-o reactie PCR in TCAES8, aceasta a fost regiunea
constanta kapa, a catenei ugoare de imunoalobulind umana (Kabat numerotare aminoacizii
108-214 alotip Km 3, (vezi, Kabat, E.A. "Sequences of Proteins of immunological interest",
NIH Publication, Fifth Ed. nr. 91-3242, 1991), si regiunea constantd gama 1 a catenei grele
de imunogrobulind umana (numerotare Kabat aminoacizii 11 4-478, alotip Gmla, Gmiz).
Catena ugoara s-a izolat din sange uman normal (IDEC Pharmaceuticals Corporation, La
Jolla, CA); ARN-ul de aici s-a folosit pentru sinteza cADN care apoi a fost amplificat folosind
tehnici PCR [primerii s-au derivat fatd de consensul de la Kabat). Catena grea s-a izolat (fol-
osind tehnici PCR) de la cADN preparat de la ARN care, in schimb s-a derivat de la celule
transfectate cu un vector IgG1 uman (vezi, 3 Prot. Eng. 531, 1990; vectorul pNy, 62). S-au
schimbat 2 aminoacizi in IgG1 uman izolat pentru imperecherea secventei aminoacide
consens de la Kabat, la sens: aminoacidul 225 s-a schimbat din valina la alanina, (GTT la
GCA), si aminoacidul 287 s-a schimbat de la metionini la lizina (ATG la AAG);

3) Casetele catenei ugoara i grea de imunoglobulind umana contin secvente semnal
sintetice pentru secretarea catenelor imunogobulinei;

4) Casetele catenei usoara si grea de imunoglobulind umana contin situri de restrictie
ADN specifice care permit insertarea ragiunilor variabile imunoglobulinice ugoara si grea
care mentin cadrul de citire tranzitional si nu altereazi aminoacizii gasiti in mod normal in
catenele imunoglobulinei;

5) Caseta DHFR a continut propriul sau promotor eucariotic (promotorul principal al
b-globinei de soarece, "BETA") si regiunea de poliadenilare (poliadenilarea hormonului bovin
de crestere, "BGH"); si

6) Caseta NEO a continut propriul sau promotor eucariotic (BETA) si reagiunea de
poliadenilare (poliadenilare timpurie SV40, “SV*).

Considerand vectorul TCAE 8 si caseta NEO, regiunea Kozac a fost o secventa
Kozac consens partial nepereche (care include un sit Cla | in amonte):

Cla | -3 +1
GGGAGCTTGC ATCGAT ccTct ATG Gtt

(in vectorul TCAE 5.2, schimbarea este in regiunile Cla | si ATG, la sens: ccAcc).

Lista completé a secventei lui TCAE 8 (inclusiv componentele specifice ale celor 4
casete transcriptionale) este mentionata in fig.2 (Secventa ID nr.1).

Asa cum se va aprecia de specialisti in domeniu, vectorii TCAE permit reducerea
substantiala avantajoasa a timpului necesar pentru generarea anticorpilor himerici anti-CD20
activi imunologic. Generarea si izolarea regiunilor variabile ale catenei ugoara si grea non-
umane urmata de incorporarea acestora in caseta transcriptionala constants a catenei
usoare si in caseta transcriptionala constanta a catenei grele umane permit producerea de
anticorpi himerici anti-CD20 imunologic activi.

S-a derivat o regiune variabild non-umana, cea mai de dorit cu specificitate fata de
antigenul CD20 folosind o sursa murina si tehnologia hibridomilor. Folosind reactia poli-
merazica de lant ("PCR"), regiunile variabile murine usoara si grea s-au clonat direct in
vectorul TCAE 8 aceasta fiind ruta cea mai preferata pentru incorporarea regiunii variabile
non-umane in vectorul TCAE.
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Aceastéa preferinta, este in principal, bazata pe eficienta reactiei PCR si corectitu-
dinea inserarii. Totusi, pentru realizarea acestei sarcini sunt accesibile si alte proceduri echi-
valente. De exemplu, folosind TCAE 8 (sau un vector echivalent) se poate obtine secventa
regiunii variabile a anticorpului anti-CD20 non-uman, urmata de sinteza oligonucleotidelor,
portiunilor secventei sau daca corespunde, a intregii secvente.

Ulterior, portiunile sau intreaga secventa sintetica se poate insera in localizarile
corespunzatoare din vector. Specialigti in domeniu au pregatirea necesara pentru realizarea
acesteia.

Anticorpii nogtri himerici anti-CD20 activi imunologic, cei mai preferati s-au derivat
din utilizarea vectorului TCAE 8 care a inclus regiuni variabile murine derivate de la anti-
corpul monoclonal fata de CD20; acest anticorp (va fi discutat in detaliu mai jos), s-a denu-
mit ca "2B8". Secventa completa a regiunilor variabile obtinute de la 2B8 in TCAE 8 (*anti-
CD20 in TCAE 8") este mentionata in fig.3 (Secventa ID nr. 2).

Linia celulara gazda utilizati pentru expresia proteinei cel mai adesea este de origine
mamifera; specialigtii in domeniu au pregatirea de a determina preferential liniile celulare
gazda speciale, care sunt cele mai adecvate pentru produsul genetic dorit si fie exprimat
aici. Linii celulare gazda exemplare includ fara ins3 sa fie limitate, DG44 si DUXB11 (linii
ovariene de hamster chinezesc minus DHFR), HELA (carcinom uman cervical), CVI (linie
renala de maimutd), COS (un derivat al CVI cu antigen SV 40 T), R1610 (fibroblaste de
hamster chinezesc), BALBC/3T3 (fibroblaste de soarece), HAK (linie renald de hamster),
SP2/0 (mielom de soarece), P3x63Ag3.653 (mielom de soarece), BFA-1c1BPT (celule
endoteliale bovine), RAJI (limfocite umane) si 293 (rinichi uman). Linii celulare gazda sunt
accesibile de obicei prin servicii comerciale de la ATCC sau din literatura publicata.

De preferintd, linia celulara gazda este fie DG44 ("CHO”) sau SP2/0. Vezi Urland,
G. et al, "Effect of gamma rays and the dihydrofolate reductase locus: deletions and
inversions" Som. Cel & Mol. Gen. 12/6;555-566 (1986); si, respectiv, Shulman, M. et al.,. "A
better cell line for making hybridomas secreting specific antibodies" Nature 276;269 (1978).
Cea mai preferata este linia celulard gazda DG44.

Transfectia plasmidului in celula gazda se poate realiza prin orice tehnica accesibila
specialigtilor in domeniu. Acestea includ, insa nu se limiteaza la transfectie (inclusiv,
electroforeza si electroporarea), fuziunea celulard cu ADN invelit, microinjectarea si infectia
cu virus intact. Vezi Ridhway, A.A.G. "Mammalian Expression Vectors" capitolul 24.2, pp.
470-472 Vectors, Rodrigues and Denhardt Eds (Butterworth, Boston, MA 1988). Cel mai de
preferat, introducerea plasmidului in gazda este pe calea electroporarii.

Urmatoarele exemple nu au intentia si ele nici nu vor fi interpretate ca limitand
inventia. Exemplele au intentia sa evidentieze: formarea unei imagini asupra dozei folosind
un anticorp anti-CD20 radiomarcat ("12B8"); anticorpul anti-CD20 radiomarcat (Y2B8."); si
anticorpul himeric anti-CD20 activ imunologic ("C2B8") derivat prin utilizarea unui vector
specific (“TCAE 8") si regiuni variabile derivate de la un anticorp monoclonal murin anti-
CD20("2B8"). in continuare, se dau cateva exemple de realizare a inventiei, de la | la V,
dupa cum urmeaza:

Exemplul 1. Anticorp 2B8 anti-CD20 radiomarcat

A. Producerea anticorpului monoclonal [Murin) anti-CD20(“2B8”)

S-au imunizat repetat soareci BALB/C cu linia celulara limfoblastoida umana SB
(Vezi, Adams, R.A. et al., "Direct implantation and serial transplantation of human acute
lymphoblastic leukemia in hamsters, SB-2", Can Res 28:1121-1125 (1968); aceasta linie
celulara este accesibila de la colectia americana de culturi de tesuturi, Rockville, MD., sub
nr. de acces ATCC, ATCC CCL 120), cu injectii saptdmanale timp de 3-4 luni. S-au iden-
tificat goareci care evidentiaza titruri serice ridicate de anticorpi anti-CD20 asa cum s-a
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determinat prin inhibitia anticorpilor CD-20 specifici cunoscuti (anticorpii anti-CD20 utilizaji
au fost Leu 16, Beckton Dickinson, San Jose, CA nr. catalog 7670; si B1, Coulter Corp;
Hialeah, FL, Nr. catalog 6602201); apoi, s-a indepartat splina de la asemenea soareci.
Celulele splenice de soarece SP2/0 in conformitate cu protocolul descris in EINFELD D.A.
etal., (1988) EMBO 7:711 (SP2/0 are numirul de acces la ATCC, ATCC CRL 8006).

Examinarile pentru specificitate CD20 s-au realizat prin: radioimunotest. Pe scurt, B1
anti-CD20 purificati s-au radiomarcat cu ['25 prin metoda descrisa in: Valentine E.A. et al.,
(1989) J.Biol Chem. 264:1128.2. (lodura de sodiu 1'%, ICN, Irvine, CA, nr.catalog 8665H).

S-au cercetat hibridomii prin co-incubare a 0,05 ml de mediu de la fiecare godeu de
fuziune fmpreuna au 0,05 mi de B1 anti-CD20 marcat |2 (10 ng) in BSA, PBS 1% (pH=7,4)
$i 0,5 ml din acelasi tampon care contine 100 000 celule SB. Dupa incubare timp de o ora
la temperatura camerei s-au recoltat celulele prin transferare la placi de titrare de 96 godeuri
(V&P Scientific, San Diego, CA) si s-au splat cu atentie. S-au folosit drept controale pozitive
$i, respectiv, negative , godeuri duplicat continand B1 anti-CD20 nemarcat $i godeuri lipsite
de inhibitori pentru anticorp. S-au dezvoltat $i clonat godeurile continand mai mult de 50%
inhibitie. Anticorpul care demonstreaza cea mai ridicata inhibitie s-a derivat de la linia
celulara clonata desemnats aici ca "2B8".

B. Prepararea conjugatului 288-MX-DTPA

i. MX-DTPA

S-a utilizat ca agent chelator pentru conjugarea radiomarcajului la 2B8 acid 1-izotio-
cianatobenzil-3-metildietilen-triaminpenta  acetic-marcat C" ("MX-DTPA-marcat Cc™).
Manipularile lui MX-DTPA-ului s-au ficut pentru mentinerea conditiilor f4r3 metal, adic3,
reactivi lipsiti de metal si, cand a fost posibil, s-au utilizat containere din polipropilena
(baloane, cilindri gradati, pahare de laborator, pipete) spalate cu Alconox si clatite cu apa
Milli-Q.

S-a obtinut MX-DTPA sub forma de solid uscat de la Dr. Otto Gansow [National
Institute of Health, ethesda, MD) si s-a depozitat deshidratat la 48 C (protejat de lumina),
solutiile stoc fiind preparate in apa Milli-Q la o concentratie de 2-5 mM, cu depozitare la
—~70°C.

MX-DTPA s-a obtinut, de asemenea, de la Coulter Immunology (Hialeah, Florida) ca
sare de sodiu in apa si s-a depozitat la -70°C-

ii. Prepararea lui 2B8

S-a preparat 2B8 purificat pentru conjugare cu MX-DTPA prin transferarea
anticorpului in 50 mM bicin-NaOff lipsit de metal, pH=8,6 contindnd NaCl 150 mM, utilizand
in mod repetat tampon de schimb cu filtre spin CENTRICON 30™ (30000 D, MWCO;
Amicon). in general, s-au adaugat la unitatea de filtrare 50-200 ul de proteina (10 mg/ml)
urmat de 2 ml tampon bicin. S-a centrifugat filtrul la 4°C intr-o centrifuga Sorval SS - 34
(6000 rpm, 45 min). Volumul retinut a fost de aproximativ 50-100 ul; acest procedeu s-a
repet de doua ori folosind acelasi filtru. S-a transferat ceea ce s-a retinut la o eprubeta din
propilena de 1,5 ml previzuta cu dispozitiv de rotire la partea superioara, s-a examinat
pentru protein, s-a diluat pana la 10,0 mg/mi si s-a depozitat la 4°C pana la utilizare; in mod
similar, proteina s-a transferat in citrat de sodiu 50 mM, pH=5,5, continand NaCl 15 mM,
pH=5,5, continand NaCl 150 mM si azida de sodiu 0,05 %, folosind protocolul de mai sus.

iii. Conjugarea lui 2B8 cu MX-DTPA

Conjugarea lui 2B8 cu MX-DTPA s-a realizat in eprube de propilena la temperatura
ambianta. Solutiile stoc de MX-DTPA inghetate s-au dezghetat imediat inainte de utilizare.
S-au reactionat 50-200 ml de proteind la 10 mg/ml cu MX-DTPA la un raport molar de MX-
DTPA -la-2B8de 4 1.
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Reactiile s-au initiat prin adaugarea solutiei stoc MX-DTPA gi agitare blanda; peste
noapte lasat si continue conjugarea [14 pana la 20 h) la temperatura ambianta. S-a
indepartat MX-DTPA nereactionat din conjugat prin dializa sau ultrafiltrare repetata aga cum
s-a descris mai sus in exemplul 1.B.ii, in solutie salind normala lipsita de metal (0,9 % g/v)
care contine azida de sodiu 0,05 %. Concentratia proteinei s-a corectat pana la 10 mg/ml
si s-a depozitat la 4°C intr-o eprubeta de polipropilena pana la radiomar-care.

iv. Determinarea incorporarii de MX-DTPA

Incorporarea MX-DTPA s-a determinat prin numaratoare de scintilatie si s-a com-
parat valoarea obtinutd cu conjugatul purificat pentru activitatea specifica a MX-DTPA
marcat C'. Pentru anumite studii in care s-a utilizat MX-DTPA neradioactiv (Coulter
Immunology) incorcoparea MX-DTPA s-a examinat prin incubarea conjugatului cu o solutie
in exces purtatoare de ytriu (90) radioactiv de concentratie si activitate specifica cunoscuta.

S-a preparat o solutie stoc de clorura de ytriu de concentratie cunoscuta in HCI 0,0N
fira metal la care s-a adaugat yitriu (90) fara purtator (sare clorica). S-a analizat un alicot
al acestei solutii prin numararea de scintilatii in lichid pentru a determina o activitate specifica
precisa pentru acest reactiv. intr-o eprubeta de propilena s-a addugat un volum de reactiv
clorura de ytriu egal cu de 3 x numarul de moli de chelat agteptat sa se atageze la anticorp
(de obicei, 2 mol/mol anticorp) si s-a corectat pH-ul pana la 4,0-4,5 cu acetat de sodiu 2M.
Ulterior, s-a adaugat anticorpul conjugat si amestecul s-a incubat 15-30 min, la temperatura
ambianti. Reactia s-a oprit prin addugare de EDTA 20 mM péna la o concentratie finala de
1 mM si pH-ul solutiei s-a ajustat pana la aproximativ pH=6 cu acetat da sodiu 2M.

Dupa o incubare de 5 min, intregul volum s-a purificat prin cromatografie de inalta
performamt3, de excludere dupa marime (s-a descris mai jos). Proteina eluata care contine
fractiunile s-a combinat, s-a determinat concentratia proteinei i s-a examinat pentru radio-
activitate un alicot. ncorporarea chelatului s-a calculat folosind activitatea specifica a
preparatului de clorura de ytriu. (90) si concentratia proteinei.

v. Imunoreactivitatea lui 2B8 — MX - DTPA

Imunoreactivitatea conjugatului 2B8 s-a examinat folosind celula integrala ELISA.

S-au recoltat din cultura celule SB in faza Mid-log prin centrifugare si s-au spalat de
2 ori cu 1 X celule HBSS. S-au diluat celulele pana la 1-2 x 10° celule/ml in HBSS si s-au
impartit in pl&ci de microtitrare din polistiren cu 96 godeuri la 50000 — 100 000 celule/godeu.

Placile s-au uscat la vid timp de 2 h la 40-45°C pentru fixarea celulelor la plastic;
pani la utilizare placile s-au pastrat la loc uscat, la -20°C. Pentru examen s-au incalzit
placile la temperatura ambiantd imediat inaintea folosirii, apoi s-au blocat cu 1 x PBS ,
pH=7,2-7,4 care contine BSA 1% (2 h). Probele pentru examinare s-au diluat in1x
PBS/BSA 1%, s-au aplicat la placi si s-au diluat serial (1 :2) in acelasi tampon. Dupa
incubarea placilor timp de o oré la temperatura ambianta, plécile s-au spalat de 3 ori cu 1
x PBS. S-a ad&ugat la godeuri anticorpul secundar (50 il conjugat HRP capra anti-goarece
IgG1-specific) (dilutie 1:1 500 in 1 x PBS/BSA 1%) si s-au incubat o oré la temperatura
ambianta.

Plicile s-au spalat de 4 ori cu 1 x PBS urmat de adaugarea de solutie substrat ABTS
[citrat de sodiu 50 mM, pH=4,5 continad ATBS 0,01% si H,0,0,001%). Placile s-au citit la
405 nm dupa incubare 15-30 min. Celulele HSB antigen-negative s-au inclus in examinari
pentru urmarirea legarii nespecifice.

Imunitatea conjugatului s-a calculat prin marcarea valorilor absorbantei fata de
factorul de dilutie respectiv si comparand acestea la valorile obtinute folosind anticorp nativ
(care reprezintd 100 % imunoreactivitate) s-au testat pe aceeasi placa; s-au comparat
cateva valori de pe portiunea lineara a profilului titrarii $i s-a determinat o valoare medie
(date neprezentate).
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Vi. Prepararea lui 2B8 — MX - DTPA marcat indiu(111) ("12B8")

Conjugatele s-au radiomarcat cu indiu (111) f4ra purtator. S-a transferat un alicot al
izotopului (0,1-2 mCi/mg anticorp) in HC! 0,05 M intr-o eprubeta de propilen si s-a addugat
aproximativ 1/10 la volum de HCI 2M f4ra metal, Dupa incubare timp de 5 min, s-a adaugat
acetat de sodiu 2M fara metal pentru a ajusta pH-ul solutiei pana la 4,0-4,4. S-au addugat
dintr-o solutie stoc DTPA 10,0 ng/ml in solutie salind normal aproximativ 0,5 mg de 2B8-
MX-DTPA sau citrat de sodiu 50 mM/NaCl 150 mM continand azida de sodiu 0,05 % si
solutia s-a amestecat imediat cu griji. S-a controlat pH-ul solutiei cu hartie de pH masurand
o valoare de 4,0-4,5 si amestecul s-a incubat la temperatura camerei timp de 15-30 min.
Ulterior, reactia s-a oprit prin adaugare de EDTA 20 mM pani la o concentratie finala de 1
mM si amestecul de reactie s-a adus la pH aproximativ 6,0 folosind acetat de sodiu 2M.

Dupa o incubare de 5-10 min radioizotopul necomplexat s-a indepértat prin cromato-
grafie de excludere dupa marime. Unitatea HPLC a constat dintr-un Waters Model 6000 sau
TosoHaas Model TSK- 6110, avand sistem de eliberare respectiv, fiind prevazut cu o valva
de injectare Waters U6K sau Rheodine 700.

Separdrile cromatografice s-au realizat folosind o coloand cu gel de permeatie
(BioRad SEC-250; 7,3 x 300 mm sau o coloan3 comparabila TosoHaas) si 0 coloana de
garda SEC-250 (7,5 x 100 mm). Sistemul a fost echipat cu un colector de fractiune
(Pharmacia Frac200) si un monitor UV prevazut cu un filtru de 280 nm (Pharmacia model
UV-1). S-au aplicat probele si s-au eluat izocratic folosind 1 x PBS , PH=7,4, la o rata de
curgere de 1,0 ml/min.

S-au colectat in eprubete de sticla 100 ml de fractiuni si alicoti; din acestia s-au
cuantificat intr-un numarator gama. Ferestrele, inferioars i superioara, s-au montat la 100
si respectiv 500 Kev.

S-a calculat radioincorporarea prin insumarea radioactivititii asociate cu maximul
proteinei eluate si impartirea acestui numar prin radioactivitatea totala eluati din coloana;
aceasta valoare a fost apoi exprimata ca procent (datele nu s-au prezentat); in cateva cazuri
radioincorporarea s-a determinat folosind cromatografia instantanee in strat subtjre (ITLC").

Conjugatul radiomarcat s-a diluat 1:10 sau 1:20 in 1 x PBS sau in 1 x PBS/DTPA
1mM, apoi 1 ul s-a coloratla 1,5 cm de la capatul unei fasii de hartie ITLC SGde 1 x5 cm.
Hartia s-a developat prin cromatografie ascendenta folosind acetat de amoniu 10 % in
metanol:apa [1:1 v/v).

Fagia s-a uscat, s-a taiat in jumatati transversale $i s-a determinat radioactivitatea
asociata cu fiecare sectiune prin numarare gama. Radioactivitatea asociats cu jumatatea
superioara a fasiei (radioactivitatea asociati proteinei) s-a exprimat ca un procent al radioac-
tivitatii totale, determinata prin insumarea valorilor, atat de Ia baza, cat si de la varful
jumatatilor (date neprezentate).

Activitatile specifice s-au determinat prin masurarea radioactivitatii unui alicot
corespunzator al conjugatului radiomarcat. Aceasti valoare s-a corectat pentru eficienta
numaratorii (de obicei 75%) si s-a raportat la concentratia proteinei conjugatului, determinata
anterior prin absorbanta la 280 nm si valoarea rezultati s-a exprimat ca mCi / mg proteina.

Pentru cateva experimente, 2B8-MX-DTPA s-a radiomarcat cu indiu (111) urmand
un protocol similar cu unul dintre cele descrise mai sus, dar fara purificare prin HPLC; acesta
a fost denumit protocol "mix-and-shoot".

vii. Prepararea de 2B8 — MX - DTPA marcat ytriu (90)("Y2B8")

Pentru prepararea de conjugat 2B8-MX-DTPA marcat ytriu (90)("Y2B8") s-a urmat
acelasi protocol descris pentru prepararea lui I2B8, cu exceptia ca nu s-a folosit HCL 2 ng;
toate preparatele conjugatelor marcate cu ytriu s-au purificat prin cromatografie de excludere
dupa marime, asa cum s-a descris mai sus.
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C. Studii pe animal non-uman

i. Biodistributia lui 2B8 — MX - DTPA radiomarcat

S-a evaluat 12B8, pentru biodistributie tisulara in goareci BALB/c de 6 pana la 8
saptamani. Conjugatul radiomarcat s-a preparat folosind 2B8-MX-DTPA grad-clinic, urmand
protocolul "mix-and-shoot" descris mai sus. Activitatea specifica a conjugatului a fost 2,3
mCi/mg si conjugatul s-a formulat in PBS, pH=7,4 care contine HSA.

S-au injectat intravenos soareci cu 100 ul de 12B8 (aproximativ 21 pCi) si grupuri de
cate 3 soareci s-au sacrificat prin dislocare cervicala la 0, 24, 48 si 72 h. Dupa sacrificare,
s-au pastrat: coada, inima, plamanii, ficatul, rinichii, splina, muschii si femurul care s-au
spalat si s-au cantarit. De asemenea, s-a recuperat pentru analiza o proba de sange.

Radioactivitatea asociata cu fiecare specimen s-a determinat prin numarare gama
si ulterior s-a determinat procentul dozei injectate/g de tesut. Nu s-a acordat atentie contri-
butiei scaderii activitatii reprezentata prin sangele asociat cu organele individuale.

Intr-un protocol separat, s-au incubat alicoti de 2B8 — MX-DTPA la 4°C si 30°C timp
de 10 s3ptamani si s-au radiomarcat cu indiu (111) pentru activitate specifica de 2,1 mCi/mg
pentru ambele preparate. Aceste conjugate s-au folosit apoi in studiile biodistributiei la
soareci asa cum s-a descris mai sus.

Pentru determinari dozimetrice s-a radiomarcat 2B8-MX-DTPA cu indiu (111) pana
la o activitate specifica de 2,3 mCi/mg si s-au injectat aproximativ 1,1 pCi in fiecare din cei
20 soareci BALB/c. in continuare, grupuri de cate 5 goareci fiecare s-au sacrificat la 1, 24,
48 si 72 h, iar organele s-au oprit si s-au preparat pentru analiza. Suplimentar, s-au recu-
perat portiuni de piele, mugchi si os si s-au prelucrat pentru analize; de asemenea, s-au
colectat urina si fecalele si s-au analizat, dupa sacrificarile de la 24 gi 72 h.

Folosind o abordare similard, 2B8-MX-DTPA s-a radiomarcat de asemenea, cu ytriu
(90) si distributia s-a biologica s-a evaluat in soareci BALB/c dupa o perioda de timp de 72 h.
Dupa purificare prin HPLC cromatografie de excludere dupad marime, 4 grupe de 5 goareci
fiecare s-au injectat intravenos cu aproximativ 1 pCi de conjugat formulat clinic (activitate
specifici: 12,2 mCi/mg); grupurile au fost apoi sacrificate la 1, 24, 48 $i 72 h, iar organele ‘
si tesuturile lor s-au analizat aga cum s-a descris mai sus.

Radioactivitatea asociata cu fiecare specimen de tesut s-a determinat prin masurarea
energiei radiatiei de franare cu un contoar de scintilatie gama. Valorile activitatii au fost
exprimate ulterior ca procent doza injectatd per gram tesut sau procent doza injectata per
organ. Deoarece, organele si alte tesuturi s-au clatit repetat pentru indepartarea sangelui
superficial, organele nu au fost perfuzate. Astfel, valorile activitatilor organului nu s-au scazut
din contributia de activitate reprezentaté de cétre sangele intern asociat.

ii. Localizarea tumorala a lui 12B8

Localizarea lui 2B8-MX-DTPA radiomarcat s-a determinat in goareci purtatori de
tumori ale celulelor B atimice Ramos. soareci atimici in varsta de 6 pana la 8 séptamani s-au
injectat subcutanat (in partea dorsala stanga) cu 0,1 mi de RPMI - 1640, continand 1,2 x 107
celule tumorale Ramos care au fost anterior adaptate pentru crestere in goareci atimici.
Tumorile au fost provocate in doua saptamani si au fost cuprinse in domeniul de greutate
de la 0,07 pani la 1,1 g. S soarecii s-au injectat intravenos cu 100 pl de 2B8-MX-DTPA
marcat indiu (111) (16,7 uCi) si grupuri de céte 3 soareci s-au sacrificat prin dizlocare cer-
vicaldala 0, 24, 48 si 72 h.

Dupa sacrificare s-au recuperat coada, inima, plamanii, ficatul, rinichii, splina, mus-
chiul, femurul si tumoarea, s-au spalat si s-au cantarit; de asemenea, s-a prelevat pentru
analiz o proba de sange. S-a determinat radioactivitatea asociata cu fiecare specimen prin
numérare gama si s-a determinat procentul doza injectata/g tesut.
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fii. Studlii privind biodistributia si localizarea tumorals cu 288-MX. -DTPA radiomarcat

Dupa experimentul preliminar asupra biodistributiei descris mai sus (exemplul 1.B.viii.)
s-a radiomarcat conjugatul 2B8 cu indiu (111) pané la o activitate specifica de 2,3 mCi/mg
si aproximativ 1,1 uCi,apoi s-au injectat in fiecare din cei 20 de goareci BALB/c pentru a
determina biodistributia materialului marcat.

in continuare, s-au sacrificat grupuri de céte 5 soareci fiecare, la 1, 24, 48 si72h,
prelevandu-se organele lor si portiuni de piele, mugchi si os care s-au prelucrat pentru
analize. in plus, s-a colectat urina si fecalele si s-au analizat pentru momentele de timp 24
$i 72 h. Nivelul radioactivitatii in sénge a scazut de la 40,3 % doza injectaté per gram la o
ora, pand la 18,9 % la 72 h (datele nu au fost prezentate). Valorile pentru inima, rinichi,
mugchi si splind au ramas in domeniul 0,7 - 0,9 % de-a lungul experimentului. Nivelurile de
radioactivitate gésite in piamani au scizut de la 14,2 % la o ors panala 7,6 % la 72 h; in
mod aseménator, respectiv doza injectata per gram in ficat a scazut de la 10,3 % la 9,9 %.
Aceste date s-au folosit in determinarea dozei de radiatii absorbitd estimatd de 12B8
descrisd mai jos.

Biodistributia conjugatului marcat ytriu [90) avand o activitate specifica de 12,2
mCi/mg anticorp s-a evaluat in soareci BALB/c. S-au obtinut radioincorporéri de peste 90 %
$i anticorpul radiomarcat s-a purificat prin HPLC. Depozitul tisular de radio-activitate s-a
evaluat in organele principale si piele, mugchi, os, urind si fecale dupa 72 h si s-a exprimat
ca procent doza injectata/g tesut.

Rezultatele (neprezentate) au evidentiat c& in timp ce nivelurile de radioactivitate
asociata cu sangele au scazut de la aproximativ 39,2 % doza injectatéd/g la o ora, pani la
aproximativ 15,4 % dupa 72 h; nivelurile radioactivitatii asociati cu coada, inima, rinichiul,
muschiul si splina au rimas indeajuns de constante la 10,2 % sau mai in cursul
experimentului.

Important a fost faptul ca radioactivitatea asociaté cu osul a fost in domeniul de la
4,4 % de doza injectatd/g os la 0 or3, pana la 3,2 % la 72 h. Toate acestea, luate impreun3,
sugereaza ca putin ytriu liber s-a asociat cu conjugatul si ca putin radiometal liber s-a
eliberat in timpul desfasurarii studiului. Aceste date s-au folosit pentru determinarea estimarii
dozei de radiatii absorbitd pentru Y2B8 descris mai jos. Pentru studii asupra localizarii
tumorale s-a preparat 288-MX-DTPA si s-a marcat radioactiv cu indiu (111) pana la o activi-
tate specificd de 2,7 mCi/mg. in continuare, s-au injectat 100 pl de conjugat marcat
(aproximativ 24 uCi) in fiecare din 12 soareci atimici purtatori de tumori Ramos ai celulei B,
Tumorile au apartinut in greutate domeniului de la 0, 1 pandla1,0g.

La momentele de timp 0, 24, 48 5i 72 h dupa injectie s-au prelevat 50 pl de sénge
prin punctie retro-orbitald, soarecii s-au sacrificat prin dizlocare cervicala si s-au retinut
coada, inima, plamanii, ficatul, rinichiul, splina, muschiul, femurul si tumoarea. Dupa pre-
lucrarea si cantarirea tesuturilor s-a determinat radioactivitatea asociata cu fiecare tip de
tesut folosind un contoar gama si valorile s-au exprimat ca procent doz3 injectata/g.

Rezultatele (neprezentate) au evidentiat ca, concentratiile tumorale ale 2B8-MX-
DTPA marcat indiu (111) au crescut constant in cursul experimentului. Din doza injectats
30 % s-a acumulat in tumora dupa 72 h. in contrast, nivelurile sanguine au scizut in timpul
experimentului, de la peste 30 % la momentul 0 ,Pandla 13 % la 72 h.

Toate tesuturile cu exceptia muschiului au un continut intre 1,3 si 6,0% doza injec-
tata/g tesut la sfarsitul experimentului; tesutul muscular a avut un continut de aproximativ
13% din doza injectata/g.
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D. Studii umane

i. 2B8 gi 2B8-MX-DTPA: Studii imunohistologice cu tesuturi umane

Reactivitatea tisulard a anticorpului monoclonal murin 2B8 s-a evaluat folosind o
gama de 32 tesuturi umane diferite, fixate cu acetona. Anticorpul 2B8 reactioneaza cu anti-
genul anti-CD20 care are o imagine foarte restrictiva a distributiei tisulare fiind observat doar
intr-un subset de celule in tesuturi limfoide, incluzandu-le pe cele de origine hematopoietica.

in nodulii limfoizi s-a observat imunoreactivitate intr-o populatie de limfocite B
corticale mature la fel de bine ca si in celulele proliferative din centrele germinale. De ase-
menea, s-a observat reactivitate pozitiva in sangele periferic, ariile de celule B ale amigda-
lelor, pulpa alba a splinei gi 40-70% din limfocitele medulare gasite in timus.

De asemenea, s-a observat reactivitate pozitiva in foliculii laminei propria (Peyer’s
Patches) ale intestinelor mari. Au fost de asemenea, rezultate pozitive cu anticorpul 2B8 la
celule grupate sau izolate in stroma a diferite organe incluzand vezica urinara, san, col
uterin, esofag, pldman, parotida, prostata, intestin subtire si stomac (datele nu s-au
prezentat).

Toate celulele simple precum si epiteliul diferitelor organe s-a gasit a fi nereactiv. in
mod asemanator, nu s-a observat reactivitate in celulele neuroectodermale, inclusiv cele din
creier, coarda spinala si nervii periferici. De asemenea, s-au gasit a fi negative elementele
mezenchimale precum si celulele musculare, scheletice si netede, fibroblastele, celulele
endoteliale si celulale polimorfonucleare inflamatoare (nu s-au prezentat datele).

Reactivitatea tisulara a conjugatului 2B8-MX-DTPA s-a evaluat folosind o0 gama de
16 tesuturi umane care s-au fixat cu acetona. Aga cum s-a demonstrat anterior cu anticorpul
nativ (date neprezentate), conjugatul 2B8-MX-DTPA a recunoscut antigenul CD20 care a
prezentat o imagine a distributiei strict restrictionata, fiind gasit doar pe un subset de celule
de origine limfoida.

in noduli limfoizi s-a observat imunoreactivitate in populatia de celule B. Reactivitate
puternica s-a vazut in pulpa alba a splinei si in limfocitele medulare ale timusului.

De asemenea, s-a observat imunoreactivitate in limfocite izolate din vezica urinara,
inima, intestinul gros, ficat, plamani si uter si s-a atribuit prezentei celulelor inflamatoare
aflate in aceste tesuturi. Ca si in cazul anticorpului nativ, nu s-a observat reactivitate in
celulele neuroectodermice sau in celulele mezenchimului (datele nu s-au prezentat).

ii. Analiza clinica a 12B8 (formare de imagine) si Y2B8 (terapie)

a) Experiment clinic faza I/ll, studiu terapeutic cu doza unica

in mod curent, s-a condus o analiza clinic faza I/ll a 12B8 (formare de imagine)
urmata de tratament cu o doza unica de Y2B8. Pentru studiul dozd unica s-a folosit
urmatoarea schema:

1. Recoltare cu eliminare de celule stemice periferice (PSC) sau maduva osoasa
(BM);

2. Formare de imagine 12B8;

3. Terapie Y2B8 (trei niveluri de doza); si

4. Transplantare PSC sau BM autologa (daca este necesar, pe baza numararii
neutrofilelor sub 500/mm® timp de trei zile consecutive sau plachete sanguine sub
20000/mm? fara evidentiere de recuperare a maduvei prin examinarea maduvei osoase timp
de trei zile consecutive).

Nivelurile dozei Y2B8 au fost urmatoarele:

Nivelul dozei Doza (mCi)
1. 20
2. 30

3. 40
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Au fost tratati trei pacienti la fiecare din nivelurile de doza pentru determinarea unei
doze maxime tolerate ("MTD").

Studiile privind formarea de imagine (dozimetria) s-au condus dupa cum urmeaza:
fiecare pacient a fost cuprins in dous studii in vivo asupra biodistributiei folosind 12B8.

In primul studiu s-a administrat ca infuzie intravenoas3 (i.v.) In timp de o or3 o can-
titate de 2 mg 12B8 (5 mCi); o séptdmana mai tarziu s-a administrat 2B8 (adica anticorp ne-
conjugat) i.v. la o rat3 care nu depageste 250 mg/h urmat imediat de 2 mg de 12B8 (5 mCi)
administrat i.v. pe parcursul unei ore.

in ambele studii, imediat dup3 infuzia 12B8, fiecare pacient s-a supus formarii unei
imagini si aceasta s-a repetat la momentul t=14-18 h, t=24 h, t=72 h $i t=96 h.

S-au determinat timpii de retentie medii pentru indiu (11 1) marcat pentru intregul
corp; de asemenea, s-au ficut astfel de determinari pentru recunoasterea organelor sau
leziunilor tumorale (“regiuni de interes"). Regiunile de interes s-au comparat la concentratiile
marcajului din intregul corp; pe baza acestei comparatii, se poate determina o estimare a
localizarii i concentratiei lui Y2B8 folosind protocoale standard. Daca doza cumulativi
estimata a lui Y2B8 este mai mare decat 8 x doza estimata pentru intregul corp sau daci
doza cumulativa estimata pentru ficat depaseste 1500 c¢Gy, nu va avea nici un tratament cu
Y2B8.

Daca studiile de formare a imaginii sunt acceptabile, se administreaza i.v. 0,0 sau
1,0 mg/kg greutate corporal a pacientului 2B8 la o rati de infuzie care nu depaseste
250 mg/h.

Aceasta este urmati de administrare de Y2B8 (10, 20 sau 40 mCi) la o rats de
infuzie de 20 mCith.

b) Experiment clinic faza I/lI: studiy terapeutic cu dozd multipls

S-a condus in mod curent o analiz3 clinics faza I/l a lui Y2B8. Pentru studiul dozei
multiple s-a folosit urmatoarea schema:

1. Prelevare PSG sau MB;

2. Formare de imagine 12B8;

3. Terapie Y2B8 (trei niveluri de doza) pentru patru doze sau o dozi cumulativa
totala de 80 mCi; si

4. Transplantare PSC sau BM autologa (pe baza deciziei medicului practicant).

Nivelurile dozei lui Y2B8 au fost dupa cum urmeazi:

Nivelul dozei Doza (mCi)
1. 10
2. 15
3. 20

Au fost tratafi trei pacienti la fiecare din nivelurile de doza pentru determinarea unui
MTD.

Studiile privind formarea de imagine (dozimetrie) au fost conduse dupa cum ur-
meaza: s-a determinat cu primii 2 pacienti o doza preferata asupra formdrii imaginii pentru
anticopul nemarcat (adica, 2B8). Primii 2 pacienti au primit 100 mg de 2B8 nemarcat in
250 cm® in solutie salina normal3 pe parcursul a 4 h, urmat de 0,5 mCi de 12B8; s-a recoltat
sénge pentru datele de biodistributie la momentele t=0, t=120 min, t=24 h si t=48 h. Pacientii
au fost scanati cu o camera pentru imagini gama din regiuni multiple la momentele t=2 h,
t=24 h, t=48 h. Dupa scanare, la t=48 h, pacientii au primit 250 mg 2B8, urmat de 4,5 mCi
12B8.

Asa cum s-a descris urmeaza recoltarea de probe de sange si scanarea. Daca
100 mg de 2B8 produc imagini superioare, atunci urmatorii 2 pacienti vor primi 50 mg de
2B8 aga cum s-a descris, urmat de 0,5 mCi de 12B8, urmat 48 h mai tarziu de 100 mg 2B8
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si apoi cu 4,5 mCi de 12B8. Daca 250 mg de 2B8 produc imagini superioare, atunci urmatorii
2 pacienti vor primi 250 mg de 2B8 aga cum s-a descris, urmat de 0,5 mCi de 12B8, urmat
48 h mai tarziu de 500 mg 2B8 si apoi de 4,5 mCi de 12B8.

Urmdtorii pacienti vor fi tratati cu cele mai scazute cantitati de 2B8 care furnizeaza
formarea optima de imagini. Formarea optima de imagine va fi definita prin: (1) cea mai efi-
cienta formare de imagine cu cea mai lenta disparitie a anticorpului, (2) cea mai buna distri-
butie care micgoreaza repartizarea intr-un singur organ si (3) cea mai buna rezolutie
subiectiva a leziunii (tumoare/evolutia comparativa).

Pentru primii 4 pacienti, prima doza terapeutica de Y2B8 va incepe la 14 zile dupa
ultima doza de 12B8; pentru urmatorii pacienti prima doza terapeutica de Y2B8 va incepe
intre 2 pana la 7 zile dupa 12B8.

inaintea tratamentului cu Y2B8, pentru pacientii altii decat primii 4, 2B8 se va admi-
nistra aga cum s-a descris urmat de infuzie i.v. de Y2B8 dupa 5-10 min. Se vor recolta probe
de sange pentru biodistributie la momentele =0, t=10 min, =120 min, t=24 h §i t=48 h.
Pacientii vor primi doze repetitive de Y2B8 [aceiasi doz& administratd ca §i in cazul primei
doze), aproximativ in fiecare 6 pan la 8 saptamani pentru un maxim de 4 doze sau in total
doza cumulatd de 80 mCi. Cel mai adesea este de preferat ca pacientii s& nu primeasca
urmétoarea doza de Y2B8 pana cand WBC-ul pacienjilor este mai mare decat/egal la 3 000
si AGC este mai mare decat/egal la 100000.

Dupa completarea studiului nivelului celor trei doze se va defini un MTD. Apoi, in
studiu vor fi cupringi pacienti suplimentari si acestia vor primi MTD-ul.

Exemplul ll. Producerea de anticorp himeric anti-CD20 (*C2B8’)

A. Constructia vectorului de expresie ADN a imunoglobulinei himerice anti-CD20

S-a izolat ARN de la celule hibridomice de soarece 2B8 (asa cum s-a descris in
Chomczynki, P. et al., Single step method RNA isolation by acid guanidinium thiocyate-
phenol-chloroform extraction* Anal. Biochem.162;156-159 (1 987) si s-a preparat de la
acesta cADN.

ADN-ul regiunii variabile a catenei ugoare de imunoglobulind de soarece s-a izolat -
de la cADN prin reactie polimerazica de lant, folosind un set de primeri ai ADN-ului cu
homologie la secventele semnal ale catenei ugoare de soarece la capatul 5' si regiunea J
a catenei usoare de soarece la capatul 3'. Secventele primer au fost dupa cum urmeaza:
1. V_Sens ( secventa ID nr. 3)
5'ATC AC AGATCT CTC ACC ATG GAT TTT CAG GTG CAG ATT ATC AGC TTC &'
(Portiunea subliniata este un sit Bgl II; portiunea subliniata mai sus este codonul de start).
2.V, Antisens (Secventa ID nr. 4)

5 TGC AGC ATC CGTACG TTT GAT TTC CAG CTT &
(Portiunea subliniata este un sit Bsi WI)

Vezi fig.1 si 2 pentru siturile corespunzénd la Bgl 1l si Bsi WI in TCAE 8, si fig.3
pentru siturile corespunzatoare n anti-CD20 in TCAE 8.

Acest fragment ADN rezultat s-a clonat direct in vectorul TCAE 8 in fata domeniului
constant al catenei usoare kapa umane si s-a secventiat. Secventa ADN determinata pentru
regiunea variabila a catenei ugoare murine este mentionata in fig.4 (Secventa ID nr.5); de
asemenea, vezi fig.3 nucleotidele 978 péna la 1362.

Fig.4 asigura suplimentar secventa aminoacida de la aceastd regiune variabila
murina, CDR-ul si regiunile cadru. Regiunea variabilé a catenei ugoare de soarece de la 2B8
este din familia kapa VI de soarece. Vezi Kabat de mai sus.

Regiunea variabild a catenei grele de goarece s-a izolat in mod asemanator si s-a
clonat in fata domeniilor constante IgGl.
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Primerii au fost dupa cum urmeaza:
1.V, Sens (Secventa ID nr. 6)
5'GCG GCT CCC ACGCGT GTC CTG TCC CAG 3'
(Portiunea subliniat este un sit Miu ).
2.V, Antisens (Secventa ID nr. 7) .
5' GG(G/C) TGT TGT GCTAGC TG(A/C) (A/G)GA GAC (G/A)GT GA 3’
(Portiunea subliniata este un sit Nhe i).

Vezi fig.1 si 2 pentru siturile corespunzitoare Miu | si Nhe | in TCAE 8 si fig.3 pentru
siturile corespunzatoare in anti-CD20 in TCAE 8.

Secventa pentru aceasta catend grea de goarece este prezentata in fig.5 (Secventa
ID nr.8); vezi de asemenea, fig.3 nucleotidele 2401 pani la 2820. De asemenea, fig.5 da
secventa aminoacida de la aceasta regiune variabild murinia, CRD-ul i regiunile cadru.
Regiunea variabilé a catenei grele de goarece de la 2B8 este din familia VH 2B de soarece.
Vezi Kabat de mai sus.

B. Crearea de anti-CD20 himerici care produc transfectomati CHO gi SP2/0

S-au crescut celule de DG44 dintr-o linie celulari ovariana de hamster chinezesc
(*CHO") in mediu SSFM I f4ra hipoxantin si timidina [Gibco, Grand Island, NY, Forma nr.
91-0456PK; celule mielomice de soarece SP2/0 s-au crescut pe mediu Dulbecco Modiefied
Eagles Medium ("DMEM") (Irvine Scientific, Santa Ana”, Ca., Cat. nr,9024), avand adadugat
S % ser fetal bovin i 20 mlA glutamina. S-au suspus electroporarii 4 milioane celule, fie cu
25 pg CHO, fie cu 50 pg SP2/0 plasmid ADN care fusese restrictionat cu Not | folosind un
sistem de electroporare BTX 600 (BTX, San Diego, CA) in cuve de 0,4 mi nerecuperabile.

Conditiile au fost fie 210 V pentru CHO, fie 180 V pentru SP2/0, 400 uF, 13 Q.
Fiecare electroporat s-a depus in 6 placi cu 96 de godeuri (circa 7000 celule pe godeu).
Discurile s-au alimentat cu mediu contindnd G418 (GENETICIN, Gibco, nr. catalog 860-
1811) la 400 pg/ml compus activ pentru CHO (mediul a inclus suplimentar 50 puM
hipoxantina gi 8 pM timidina) sau 800 ug/ml pentru SP2/0, doua zile dupa electroporare si
apoi 2 sau 3 zile pana cand au apérut coloniile. S-au examinat supernatante de la colonii
pentru prezentd de imunoglobulina himerica pe calea unei ELISA specifica pentru anticorp
uman.

Coloniile care produc cea mai ridicats cantitate de imunoglobuliné s-au extins si s-au
depus in placi cu 96 godeuri continand mediu plus metrotexat (25 nM pentru SP2/0 si 5 nM
pentru CHO) si s-au alimentat la fiecare 2 sau 3 zile. Supernatantele s-au cercetat ca mai
sus si s-au examinat coloniile care produc cea mai ridicata cantitate de imunoglobulina. S-a
purificat din supernatant anticorpul himeric anti-CD20 folosind proteina A de afinitate
cromatografica.

S-a analizat himericul anti-CD20 purificat prin electroforeza in geluri poliacrilamidice
si s-a estimat a fi mai pur decét circa 95 %. Afinitatea si specificitatea anticorpului himeric
s-a determinat pe baza 2B8. Anticorpul himeric anti-CD20 s-a testat in incerciri de legare
directa si competitiva, cdnd comparandu-se la anticorpul monoclonal anti-CD20 murin 2B8,
s-a evidentiat afinitatea si specificitatea comparabild pe un numar de linii celulare B CD20
pozitive (datele nu s-au prezentat).

Afinitatea aparentd constanta ("Kap") a anticorpului himeric s-a determinat prin
legare directd de anti-CD20 himeric radiomarcat I'® si s-a comparat la 2B8 radiomarcat prin
plot Scatchard; Kap-ul estimat pentru CHO produs himeric anti-CD20 a fost 5,2x10° M si
pentru SP2/0 a fost 7,4 x 107° M. Kap-ul estimat pentru 2B8 a fost 3,5 x 10°M.
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S-a utilizat competitia directa prin radioimuotest pentru a confirma, atat specificitatea,
cét si retentia de imunoreactivitate a anticorpului himeric prin compararea capacitatii sale de
a concura eficient cu 2B8. Au fost necesare cantitati substantiale echivalente de anticorpi
himerici anti-CD20 si 2B8 pentru a produce inhibarea a 50 % a legarii la antigeni CD20 pe
celule B (date neprezentate), adica, a fost o piedere minima de activitate de inhibare a
anticorpilor anti-CD20 probabil himerizarii.

Rezultate de la exemplul Il. B. indica, printre altele, ca anticorpii himerici anti-CD20
s-au generat de la produsele de transfectie CHO si SP2/O folosind vectori TCAE 8 si ca
acesti anticorpi himerici au avut in principal aceeasi specificitate si capacitate de legare ca
anticorpul monoclonal anti-C020 murin 2B8.

C. Determinarea activitatii imunologice a antcorpilor himerici anti-CD20

i. Analiza C1q uman

Anticorpii himerici anti-CD20 produsi, atat prin linia celulara CHO, cat si SP2/0, s-au
evaluat pentru legare C1q uman intr-un test de curent citometric folosind C1q marcat cu
fluoresceina (C1q s-a obtinut de la Quidel, Mira Mesa, CA, Prod. Nr. A400 si FITC label de
la Sigma, St. Louis MC, Prod. nr. F-7250); FITC. Marcarea lui C1q s-a realizat in concor-
danta cu protocolul descris in Selected Methods In Cellular Immunology, Michell & Shiigi,
Ed.(W.H.Freeman &Co., San Francisco, CA, 1980, p. 292).

Rezultatele analitice s-au derivat folosind un citometru de flux Decton Dickinson
FACScan™ (fluoresceina s-a masurat pe un domeniu de 515-545 nm).

S-au incubat cantitati echivalente de anticorp himeric anti-CD20, IgG1 uman, pro-
teind mielomica K (Binding Site, San Diego, CA, Prod. Nr. BP078) si 2B8 cu un numar
echivalent de celule SB CD20 pozitive, urmat de o etapa de spalare cu tampon FACS (2%
BSA in PBS, pH 7,4, 0,2 % azida de sodiu) pentru indepartarea anticorpului neatagat,
urmata de incubare cu C1q marcat FITC. Dupa o incubare de 30-60 min, celulele s-au spalat
din nou. Cele trei conditii inclusiv C1q marcat FITC drept control s-au analizat pe FACScan™
urmand instructiunile fabricantului. Rezultatele sunt prezentate in fig.6.

Asa cum rezulta din fig.6, s-a observat o cresgtere semnificativa in fluorescentd numai
pentru conditiile anticorp himeric anti-CD20; adica, numai celulele SB cu anticorp himeric
anti-CD20 aderent au fost C1q pozitive, in timp ce alte conditii au produs aceiasi imagine ca
si controlul.

ii. Lize celulare dependente de complement

Anticorpii himerici anti-CD20 s-au analizat pentru capacitatea lor de a liza linii
celulare de limfom in prezenta serului uman (sursd de complement). Celule SB CD20 pozi-
tive s-au marcat 5'Cr prin amestecarea a 100 uCide *'Crcu 1 x 10 € celule SB timp de o ord
la 37°C; celulele SB marcate au fost incubate apoi in prezenta de cantitati echivalente de
complement uman si cantitati echiavalente (0-50 pg/ml) de, fie anticorpi himerici anti-C020,
fie 2B8 timp de 4 h la 37°C (vezi Brunner, K.T. et al.,"Quantitative assay of the lytic action
of immune lymphoid celss on *'Cr-labeled allogeneic target cells in vitro". Immunology
14:181-189 (1968).

Rezultatele sunt prezentate in fig.7.Rezultatele din fig.7 indica printre altele ca
anticorpii himerici anti-CD20 au produs liza semnificativa (49 %) in aceste conditii.

iii. Examinarea citotoxicitatii celulare dependenta de anticorpul efector

Pentru acest studiu s-au folosit celule pozitive CD20 (SB) si celule negative CD20
(celule T linie leucemica HSB; vezi, Adams. Richard, "Formal Discussion”, Can. Res.
27:2479-2482 (1967); depozit ATCC nr. ATCC CCL 120.1); ambele s-au marcat cu *'Cr.
Analizele au urmat protocolul descris in Brunner, K.T. et al., Quantitative assay of the lytic
action of immune lymphoid cells on °'Cr-labeled allogeic target cells in vitro; inhibition by
isoantibody and drugs". Immunology 14:181-189 (1968); s-a observat liza celulara mediata
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de anticorpul himeric anti-CD20 a celulelor tinta SB pozitive CD20 (marcate 5'Cr) la sfarsitul
incubrii 4 h la 37°C si acest efect s-a observat pentru ambii anticorpi produgi CHO si SP2/0
(celulele efectoare au fost. limfocite umane; raportul celule efectoare:tints a fost 100:1). Liza
eficientd a celulelor tinta s-a obtinut la 3,9 pg/ml. Spre deosebire, in aceleasi conditii, anti-
corpul monoclonal anti-CD20 murin 2B8 a avut un efect statistic nesemnificativ si celule
CD20 negative HSB nu au fost lizate. Rezultatele sunt prezentate in fig.8.

Rezultatele exemplului 11, indica, intre altele c3 anticorpii himerici anti-CD20 din
exemplul | au fost imunologic activi.

Exemplul Ill. Reducerea in vivo a celulelor B folosind himeric anti-CD20

A. Studiu la primate non-umane

S-au efectuat 3 studii separate la primate neumane. Pentru convenienta, acestea au
fost numite aici ca "Himeric anti-CD20; CHO & SP2/0"; "Himeric anti-CD20:CHO"; si "Dozaj
ridicat himeric anti-C020 Conditiile au fost precum urmeaza: Anti-CD20 himeric:CHO &
SP2/0.

$ase maimute cynomolgus cu greutatile cuprinse intre 4,5 si 7 kg (White Sands
Research Center, Alamogordo, NM) s-au impartit in 3 grupuri de cate 2 maimute fiecare.
Ambele animale din fiecare grup au primit aceiasi doza de anticorp himeric anti-CD20
imunologic activ. Un animal din fiecare grup a primit anticorp purificat produs prin
transfectom CHO; altul a primit anticorp produs prin transfectom SP2 /0. Cele trei grupuri
au primit dozaje de anticorp corespunzand la 0,1 mg/kg, 0,4 mg/kg, si 1,6 mg/kg in fiecare
zi timp de 4 zile consecutiv.

Anticorpul himeric anti-CD20 imunologic activ, care s-a amestecat cu solutie salini
sterila s-a administrat prin infuzie intravenoasa; au fost luate probe de sange inainte de
fiecare infuzie. S-au luat probe suplimentare de sénge incepand la 24 h dup3 ultima injectie
(T=0) si apoi in zilele 1, 3, 7, 14 si 28; De asemenea, probe de singe au fost luate dups
aceea la intervale biséptamanale pana la finalizarea studiului la ziua 90.

S-au centrifugat aproximativ 5 ml din intregul sange de la fiecare animal la 2000 pm,
timp de 5 min. S-a recuperat plasma pentru examenul nivelurilor de anticorp himeric anti-
CD20 solubil. Peletul (care contine leucocite din sange periferic si celule sanguine rosii) s-a
resuspendat in ser fetal de vitel pentru analiza anticorpului marcat fluorescent (vezi,
“Fluorescent Antibody Labeling of Lymphoid Cell Population" de mai Sus).

Anti-CD20 himeric:CHO

Sase maimute cynomolgus cu greutatea cuprinsa intre 4-6 kg (White Sands) s-au
impartit in 3 grupuri de cate 2 maimute fiecare. Toate amimalele s-au injectat cu anticorpi
himerici anti-CD20 imunologic activi produsi de transfectomul CHO (in solutie salina sterila).

S-au separat trei grupuri dupa cum urmeazi: subgrupul 1 a primit injectii intrave-
noase zilnice de 0,01 mg/kg anticorp o perioads de 4 Zile; subgrupul 2 a primit zilnic injectii
intravenoase de 0,4 mg/kg anticorp o perioada de 4 zile; subgrupul 3 a primit o singura
injectie intravenoasa de 6,4 mg/kg anticorp.

Pentru toate trei subgrupurile s-a obtinut o proba de sange inaintea initierii tratamen-
tului; de asemenea, suplimentar, s-au luat probe de sangelaT=0, 1, 3, 7, 14 i 28 zile dupa
ultima injectare aga cum s-a descris mai sus si aceste probe s-au prelucrat pentru analiza
anticorpului marcat fluorescent (vezi, "Fluorecent Antibody, Labeling" de mai sus). Pe langa
cuantificarea celulelor B din sangele periferic s-au prelevat biopsii din nodulii limfatitci la
zilele 7, 14 si 28 dupa ultima injectie si s-a colorat un singur preparat de celule pentru
cuantificarea populatiilor de limfocite prin citometrie in flux.

Dozaj ridicat de anti-CD20

S-au infuzat doud maimute cynomolgus (White Sands) cu 16,8 mg/kg anticorpi
himerici anti-CD20 imunologic activi de la trasfectomi CHO (in solutie salina sterila) sapta-
manal pe o perioada de 4 saptamani consecutive. La incheierea tratamentului ambele
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animale au fost anesteziate pentru recuperarea maduvei osoase; de asemenea, s-au luat
biopsii din noduli limfatici. Ambele seturi de tesuturi s-au colorat pentru prezenta de limfocite
B folosind Leu 16 prin citometrie in flux folosind protocolul descris in Ling, N.R., et al., "B-cell
and plasma cell antigens" Leucocyte Typing Ill White Cell Differentiations Antigens, A. J.
McMichael, Ed. (Oxfora Univetsity Press, Oxford UK, 1987), p.302.

Populatia celulara limfoida de anticorpi marcati fluorescent

Dup3 indepartarea plasmei, leucocitele s-au spalat de 2 ori cu solutie salina echi-
libratd Hanks ("HBSS") si s-au resuspendat intr-un volum de plasma echivalent de ser fetal
bovin (inactivata termic la 56°C, timp de 30 min).

S-a distribuit un volum de 0,1 preparat celular la 6 eprubete conice de centrifuga de
15 ml. S-au adaugat la 3 dintre eprubete, anticorpi monoclonali marcati cu fluoresceina
pentru marcherii limfocitari umani de suprafatd CD2 (AMAC, Westbrook, ME), CD20 (Becton
Dickinson) si IgM uman (Binding Site, San Diego, CA) pentru identificarea populatiilor de
limfocite T si B.

Toti reactivii au fost testati anterior ca pozitivitate la antigenii corespunzatori limfo-
citelor de maimuta. Legarea anticorpului himecic anti-CD20 la CD20 de la suprafata celulei
B de maimuti s-a masurat in 4 eprubete folosind anticorp policlonal capra-anti-lgG uman
cuplat cu ficoeritrina (AMAC). Acest reactiv s-a preadsorbit pe o coloana de Sepharoza Ig
maimuta, pentru a preveni reactivitatea incrucigata la 1G maimuta, permitand astfel detec-
tarea specific si cuantificarea anticorpului himeric anti-CD20 legat la celule.

A-5-a eprubeta a inclus reactivi anti-lgM si anti-lgG uman pentru coloratie dubla a
populatiei de celule B. A-6-a probé nu a inclus mici un reactiv pentru a se putea determina
autofluorescenta.

Celulele s-au incubat cu anticorpi fluorescenti timp de 30 min, s-au spalat si s-au fixat
cu 0,5 ml tampon de fixare (NaCl 0,15 M paraformaldehida 1 %, pH=7,4 si s-au analizat pe
un instrument Becton Dickinson FACScan™.

Populatiile limfocitare s-au identificat initial prin sens direct contra unghiului drept al
luminii difuze intr-o hartd punctiformé cu leucocite nemarcate. Apoi, s-a izolat populatia -
total3 de limfocite prin eliminarea tuturor celorlalte evenimente. Masuratorile ulterioare de
fluorescenta au reflectat doar evenimentele specifice limfocitelor selectate.

Distrugerea limfocitelor B din sdngele periferic

Nu s-a putut stabili nici o diferenta observabila intre eficienta anticorpilor produsi
CHO si SP2/0 in distrugerea in vivo a celulelor B, desi o ugoara crestere in recuperarea
celulelor B a inceput dupa 7 zile, pentru maimutele injectate cu anticorpi himerici anti-CD20
derivati de la transfectari CHO la nivelurile de dozare 1,6 mg/kg si 6,4 mgkg, observandu-se
si pentru maimuta injectats cu anticorp produs SP2/0 la un nivel de dozare de 0,4 mg/kg.

Fig.9A, B si C dau rezultatele derivate de la studiul anti-C020 himeric: CHO & SP2/O,
cu fig.9A orientata spre nivelul dozei de 0,4 mg/kg, fig.9B orientaté spre nivelul dozei de
1,6 mg/kg, si fig.9C orientata spre nivelul dozei de 6,4 mg/kg.

Asa cum esta evident din fig.9, a existat o descrestere dramatica in nivelul celulelor
B periferice (> 95%) dupa tratamentul terapeutic fata de toate domeniile de doza testata, iar
aceste nivele s-au mentint pan3 la 7 zile post-infuzie; dupé aceasta perioada, celulele au
inceput sa se recupereze si in momentul initierii recuperarea a fost independenta de
nivelurile dozei.

in studiul anti-CD20 himeric:CHO s-a utilizat o concentratie de dozare a anticorpului
de 10 ori mai scizuta (0,01 mg/kg) o perioada de timp de 4 injectii zilnice (total 0,04 mg/kg).

Fig.10 da rezultatele acestui studiu. Acest dozaj a distrus populatia de celule san-
guine B periferice pana la aproximativ 50 % din nivelurile normale estimate, fie cu antigen
de suprafata IgM, fie cu anticorp Leu 16.




RO 118524 B1

De asemenea, rezultatele indici saturatia antigenului CD20 pe populatia limfocitara
B, care nu s-a obtinut cu anticorpul himeric anti-CD20 imunologic activ la aceasts concen-
tratie a dozei in aceasts perioads de timp pentru primate non-umane. Limfocite B acoperite
Cu anticorpi s-au detectat in primele 3 zile ale tratamentului terapeutic. Totusi, de prin ziua
a-7-a nu s-au mai detectat celule acoperite cu anticorp.

Tabelul 1 rezuma rezultatele anticorpului himeric anti-CD20 activ imunologic in dozi

unica si doze multiple asupra populatiilor san

guine periferice; conditia doza unica a fost 6.4

mg/kg; conditia doza multipli a fost 0,4 mg/kg timp de 4 zile consecutiv (aceste rezultate au
fost derivate de la maimutele descrise mai sus).

Studiul C2B8 din Ppopulatia sanguina periferics de Ia primate

Tabelul 1
Maimuta Doza Ziua CD20 Anti-Hu IgG-
uman
A 0,4 mg/kg sange prelevat 81,5 -
(4 doze) anterior
0 86,5 0,2
7 85,5 0,0
21 93,3 -
28 85,5 -
B 0,4 mg/kg sénge prelevat 81,7 -
(4 doze) anterior
0 94,6 0,1
7 92,2 0,1
21 84,9 -
28 84,1 -
C 6,4 mg/kg sange prelevat 77,7 0,0
(1 doza) anterior
7 85,7 0,1
21 86,7 -
28 76,7 -
D 6,4 mg/kg sange prelevat 85,7 0,1
(1 doza) anterior
94,7 0,1
85,2 -
85,9 -
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Tabelul 1 (continuare)

Maimuta Anti-Hu igG-uman Leu-16 Distrugerea celulei
Anti-Hu IgM-uman* B %

A - ' 9,4 0
0,3 0,0 97

0,1 1,2 99

- 2,1 78

- 41 66

B - 14,8 0
0,2 0,1 99

0,1 0,1 99

- 6,9 53

- 8,7 41

C 0,2 17,0 0
0,1 0,0 99

- 14,7 15

- 8,1 62

D 0,1 14,4 0
0,2 0,0 99

- 9,2 46
- 6,9 53

*Populatie dublu colorata care indica dezvoltarea anti-CD20 himeric celule B invelite.

Datele rezumate in tabelul 1, arata ca distrugerea celulelor B din séngele periferic
in conditiile excesului de anticorpi se produc rapid $i eficient indiferent de nivelurile de
dozare unice sau multiple. Suplimentar, s-a observat distrugere la cel putin 7 zile dupa ultima
injectie, cu recuperarea partiala de celule B observata prin ziua 21.

Tabelul 2 rezuma efectul anticorpilor himerici anti-CD20 imunologic activi asupra
populatiilor celulare ale nodulilor limfatici, folosind regimul de tratament din tabelul 1 (4 doze
zilnice de 0,4 mg/kg; o doza de 6,4 mg/kg); de asemenea, se dau valori comparative pentru
nodulii limfatici normali (maimuta de control, axilar si ingvinal) si maduva osoasa normala
(2 maimute).
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Populatia celulard a nodulilor limfatici

Tabelul 2
Maimuta Doza Ziua CD2 Anti-Hu IgM
A 0,4 mg/kg 7 66,9 -
(4 doze) 14 76,9 19,6
28 84,1 15,7
B 0,4 mg/kg 7 59,4 -
(4 doze) 14 83,2 9,9
28 84,1 15,7
c 6,4 mg/kg 7 75.5 -
(1 dozd) 14 74,1 17,9
28 66,9 23,1
D 6,4 mg/kg 7 83,8 -
(1 doz3) 14 74,1 17,9
28 84,1 12,8
Maimuta Anti-Hu IgG-uman Leu-16 Distrugerea
Anti-Hu IgM-uman limfocitelor B %
A 74 40,1 1
0,8 22,6 44
- 26,0 36
B 29,9 52,2 0
0,7 14,5 64
- 14,6 64
C 22,3 35,2 13
1,1 23,9 41
- 21,4 47
D 12,5 19,7 51
0,2 8,7 78
- 12,9 68
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Tabelul 2 (continuare)
CD2 | AntiHulgG* | Anti Leu 16 Distrugere
Anti Hu IgM | Hu IgM limfocite 30%
Noduli limfatici normali
Control 1
Axilar 55,4 25,0 - 41,4
Inghinal 52,1 31,2 - 39,5
Maduva osoasa normala
Control 2 65,3 19,0 - 11,4 NA
Control 3 29,8 28,0 - 16,6 NA

Rezultatele din tabelul 2 evidentiaza reducerea eficienta a limfocitelor B pentru ambele
regimuri de tratament. Tabelul 2 indica suplimentar, ca pentru primatele non-umane nu s-a
atins saturatia completa a celulelor B din tesutul limfatic cu anticorp himeric anti-CD20 imuno-
logic activ; in plus, s-a observat acoperirea celulelor cu anticorp dupa 7 zile de tratament,
urmata de o reducere marcata a celulelor B din nodulii limfatici incepand din ziua a 14-a.

Pe baza acestor date, studiul la care s-a facut referire mai sus ca doza unicé ridicata
de anti-CD-20 himeric s-a efectuat in principal spre determinarea farmaco-toxicologica. Adica,
acest studiu s-a orientat spre evaluarea oricarei toxicitati asociata cu administrarea anti-
corpului himeric, precum si a eficientei distrugerii celulelor B din sangele periferic, noduli
limfatici si maduva osoasa.

Suplimentar, deoarece datele din tabelul 2 aratéd ca pentru acest studiu majoritatea
celulelor B din nodulii limfatici au fost distruse intre 7 si 14 zile de tratament, un regim de
dozare saptamanal poate avea rezultate mai eficiente.

Tabelul 3 prezinta rezultatele studiului dozei ridicate anti-CD20 himeric.

Populatia celulard a nodulilor limfatici si a maduvei osoase
Populatii limfocitare (%)

Tabelul 3
Maimuta CcD2 CcD20* migM-+anti- Cc2Bg° Ziua“
c2Bg®

Noduli limfatici inghinali

E 90,0 5,3 4,8 6,5 22
F 91,0 6,3 5,6 6,3 22
G 89,9 5,0 3,7 5,8 36
H 85,4 12,3 1,7 1,8 36
Mé&duva osoasa

E 46,7 4,3 2,6 2,8 22
F 41,8 3,0 2,1 2,2 22
G 35,3 0.8 1,4 1,4 36
H 25,6 4.4 4,3 4,4 36

2 Indica populatia colorata cu Leu 16;

® Indica populatia dublu colorata pozitiva pentru IgM celular de suprafata si anticorpul himeric celule acoperite;
¢ Indica totalul populatiei colorate pentru anticorp himeric inclusiv celulele dublu colorate IgM de suprafata pozitiv
si coloratia unica (IgM celular de suprafata negativ);

4 Zile dupa injectarea dozei finale de 16,8 mg/kg.
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Ambele animale evaluate la 22 zile dupa incetarea tratamentului au continut mai
putin de 5 % celule B comparativ cu 40 % continute in nodulii limfatici de la control (vezi
tabelul 2 de mai sus). in mod asemanator, in maduva osoas3 a animalelor tratate cu anti-
corp himeric anti-CD20, nivelurile celulelor CD20 pozitive au fost mai mici decat 3% com-
parativ cu 11-15 % in animalele normale (vezi tabelul 2 de mai sus).

in animalele evaluate Ia 36 zile dupé incetarea tratamentului unul dintre animale (H)
a avut aproximativ 12 % celule B in noduli limfatici $i 4,4 % celule B in miduva osoasi in
timp ce lotul (G) a avut aproximativ 5 % celule B in nodulul limfatic si 0,8 % in maduva
0soasd, aceste date indicand o distrugere semnificativa a celulelor B.

Rezultatele de la exemplul 3A. indic3 printre altele ca dozele scizute de anti-CD20
himeric imunologic activ conduc pe termen lung la distrugerea celulelor B din sangele peri-
feric la primate. De asemenea, datele arats c3 distrugerea semnificativi a populatiilor de
celule B s-a atins in nodulii limfatici periferici gi m&duva osoas3 cand s-au administrat doze
de anticorp mari i repetate.

Continuarea urmaririi testului pe animale a aratat ¢4, chiar cu 0 asemenea distrugere
severa de limfocite B periferice in timpul primei saptamani de tratament, nu au aparut alte
efecte adverse.

Mai mult decét atat, s-a observat o recuperare a populatiei de celule B putandu-se
trage concluzia ca celulele stemice pluripotente ale acestor primate nu au fost afectate in
mod advers prin tratament.

B. Analiza clinicd a C2B8

i. Test clinic faza I/l a C2B8; Studiul terapiei doza unics

S-au tratat cu C2B8 intr-un test clinic faza /1l 15 pacienti avand documentatia histo-
logica de recadere in limfom al celulei B.

Fiecare pacient a primit o singura doza de C2B8 intr-un studiu de dozs crescadtoare
Cu trei pacienti/doza: 10 mg/m?, 50 mg/m?, 100 mg/m?, 250 mg/m?2.

Tratamentul a fost prin infuzie i. v. printr-un filtru in linie de 0,22 p cu C2B8 diluat intr-
un volum final de 250 cm?® sau o concentratie maxima de 1 mg/ml in solutie salind normal3.
Rata initiala a fost 50 cm¥h, in prima ord; dacé nu s-a observat nici o toxicitate doza ratei
s-a crescut pana la un maxim de 200 cm3h.

Toxicitatea (asa cum s-a indicat de citre clinician) a fost de la "nici una", la “febra”,
la *moderat" (2 pacienti); la "severs" (1 pacient).

Toti pacientii au primit tratamentul terapeutic complet.

S-au analizat limfocite sanguine periferice pentru a determina, printre altele, impactul
C2B8 asupra celulelor T si celulelé B. in mod consistent, pentru toti pacientii limfocitele B
din séngele periferic au fost distruse dupa infuzia cu C2B8 si asemenea distrugere s-a men-
tinut in exces timp de 2 saptamani. '

Unul dintre pacienti (primitor a 100 mg/m? de C2B8) a evidentiat un raspuns partial
la tratamentul cu C2B8 (reducere mai mare de 50 % in suma produselor diametrelor perpen-
diculare a tuturor indicatorilor masurabili ai leziunilor dupa mai mult de 4 saptamani, timp in
care nu au mai aparut leziuni noi si nici nu au existat leziuni mai mari).

La cel putin un alt pacient (care a primit 500 mg/m?) s-a evidentiat un raspuns minor
la tratamentul C2B8 (reducere mai mica decat 50 % dar cel putin 25 % in suma produselor
celor doud diametre perpendiculare a celor mai lungi ale tuturor indicatorilor masurabili ai
leziunii).

Pentru eficienta sugerata rezultatele PBL-urilor sunt prezentate in fig.14; datele
pentru pacientul care evidentiaza un PR sunt prezentate in fig.14A; pentru pacientul care
evidentiaza un MR, datele sunt prezentate in fig.14B.
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in fig.14, sunt aplicabile urmatoarele: # = limfocite; B  =CD3 + celule
(Celule T); & = CD20 + celule; = = CD19 + celule; < =kappa; A =lambda si
- =C2B8. |

Asa cum s-a evidentiat, markerii celulei B CD20, CD19, kappa si lambda s-au distrus
dupa o perioada depasind 2 saptdmani; in timp ce a existat o reducere ugoara initiald in
numarul celulelor T, acestea au revenit la un nivel aproximativ liniei de baza intr-un timp-
cadru relativ rapid.

ii. Test clinic faza I/ll a C2B8; studiul terapiei doza multipla

Pacientii avand limfom al celulei B confirmat histologic cu boala in progres vizibil, au
fost alesi pentru acest studiu care este impértit in doua parti; in faza |, constand dintr-o doza
crescitoare pentru caracterizarea toxicitatilor dozelor limité i determinarea nivelului dozei
active tolerata biologic, grupuri de cate 13 pacienti au primit saptdmanal infuzii i.v. de C2B8
pentru un total de 4 infuzii separate.

Doza cumulata la fiecare dintre cele 3 niveluri a fost dupa cum urmeaza: 500 mg/m?
(125 mg/m?finfuzie); 100mg/m’ (250mg/m?%infuzie); 1500 mg/m? (375 mg/m?/infuzie).

Se defineste o doza activa tolerata biologic si se va determina ca cea mai scazuta
doza avand, atat toxicitate tolerabild, cat si activitate adecvata.

in faza Il, pacienti suplimentari vor primi doza activa tolerata biologic cu subliniere
asupra determindrii activitatii pentru cele 4 doze de C2B8.

Exemplul IV. Terapie combinati : C2B8 i Y2B8

S-a investigat o abordare terapeutica combinata folosind C2B8 si Y2B8 intr-un model
soarece xenografic (soareci nu/nu, femele de aproximativ 10 s&ptamani ca varsta) utilizand
o tumora de celula B limfoblastoida (celule tumorale Ramos).

Pentru scopuri comparative, s-au tratat de asemenea, goareci suplimentar cu C2B8
si Y2B8. Celule tumorale Ramos (ATCC, CRL 1596) s-au mentinut in cultura folosind PRMI-
1640 suplimentat cu 10 % ser fetal de vitel si glutamina la 37°C si5 % CO, .

S-au initiat tumori in 9 femele de goareci lipsiti de par, in varsta de aproximativ 7-10
saptamani, prin injectare subcutanata de 1,7 x 10° celule Ramos intr-un volum de 0,10 ml
(HBSS) folosind o seringa de 1 cm®, prevézuta cu un ac de 25 g. Toate animalele s-au
manipulat intr-o hota cu flux laminar si toate custile, asternuturile, alimentele si apa s-au
autoclavat.

Celulele tumorale s-au recuperat prin excizarea tumorilor si trecerea acestora printr-o
sita de 40 mesh; celulele s-au spalat de 2 ori cu 1 x HBSS (50 mi) prin centrifugare
(1300 rpm), s-au resuspendat in 1 x HBSS la 10 x 10° celule / mi si s-au inghetat la -70°C
pana la folosire.

Pentru conditiile experimentale, s-au dezghetat celule din citeva loturi inghetate, s-au
pelevat prin centrifugare (1300 rpm) si s-au spélat de 2 ori cu 1 x HBSS apoi, celulele s-au
resuspendat pana la aproximativ 2,0 x 10° celule /ml. S-au m]ectat aproximativ 9 -12 goareci
cu 0,10 ml suspensie celulara (s.c.) folosind o seringa de 1 cm?® prevazuta cu un ac de 25 g;
injectiile s-au facut pe partea stangad a animalului aproximativ pe portiunea mediana.
Tumorile s-au dezvoltat in aproximativ 2 saptamani. S-au excizat tumorile si s-au prelucrat
cum s-a descris mai sus.

Soarecii luati in studiu s-au injectat cum s-a descris mai sus cu 1,67 x 10° celule in
0,10 ml HBSS. Pe baza experimentelor preliminare de dozare, s-a determinat ca s-ar putea
utiliza pentru studiu 200 mg de C2B8 si 100 1Ci Y2B8. S-au injectat 90 femele de soareci
nu/nu (in varsta de aproape 10 séptamani) cu celule tumorale.

Dupa aproape 10 zile, s-au desemnat 24 de soareci pentru 4 grupuri de studiu
(6 soareci/grup) urmarind in acest timp mentinerea unei distributii a marimii tumorilor
comparabili in fiecare grup (marimea medie a tumorii, exprimata ca produs dintre lumgimea
x latimea tumorii a fost de aproximativ 80 mm ).
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Urmatoarele grupuri s-au tratat cum s-a indicat pe calea injectiilor coada-inutila,
folosind o seringa Hamilton de 100 pl prevazutd cu un ac de 25 .

A. Solutie salind normala

B. Y2B8 (100 uCi)

C. C2B8 (200 ug) :

D. Y2B8 (100 uCi) + C2B8 (200 1a)

Grupurile testate C2B8 au primit o a doua injectie C2B8 (200 ng/soarece) la 7 zile
dupa injectia initiala. Masuratorile tumorii s-au facut la fiecare 2-3 zile folosind un subler.

Prepararea materialelor pentru tratament s-au facut conform cu urméatoarele
protocoale:

A. Prepararea lui Y2B8

S-a transferat clorura de ytriu (90) intr-o eprubeti de propilena $i s-a ajustat pH-ul
1a 4,1 - 4,4 folosind acetat de sodiu 2M lipsit de metal. S-a adiugat 2B8-MX-DTPA (0,3mg
in solutie salini normal3; vezi mai sus prepararea lui 2B8-MX-DTPA) si s-a amestecat cu
grija prin turbionare.

Dupéa 15 min de incubare, reactia s-a oprit prin addugarea a 0,05 x 20 mM volum
EDTA si 0,05 x 2M volum acetat de sodiu.

Radioactivitatea concentratului s-a determinat prin diluarea a 5,0 pl de amestec de
reactie in 2,5 ml 1 x PBS care contine 75 mg/ml HSA si 1 mM DTPA (“formulare tampon").
Numératoarea s-a realizat prin adaugarea de 10,0 pl la 20 ml de amestec de scintilare
Ecolume™. Amestecul reactiv ramas s-a adaugat la 3,0 mi formulare tampon, s-a filtrat steril
§i s-a depozitat la 2-8°C pana la utilizare.

S-a calculat activitatea specifica (14 mCi/mg la momentul injectarii) folosind concen-
tratia de radioactivitate si concentratia proteinei, calculate pe baza cantitatii anticorpului
adaugat amestecului de reactie.

Radioactivitatea asociata proteinei s-a determinat folosind cromatografia instantanee
in strat subtire. Radioincorporarea a fost 95 %. S-a diluat Y2B8 in formularea tampon ime-
diat inaintea folosirii si s-a filtrat steril (concentratia radioactivitatii finale a fost 1,0 mCi/ml).

B. Prepararea lui C2B8

C2B8 s-a preparat cum s-a descris mai sus. C288 s-a asigurat ca reactiv steril in
solutie salind normala la 5,0 mg/ml. inainte de injectare C2B8 s-a diluat in solutie salina
normald péna la 2,0 mg/ml si s-a filtrat steril.

C. Rezultate

Dupa tratament, marimea tumorii s-a exprimat ca un produs al lungimii si al 1atimii
$i masuratorile s-au ficut in zilele indicate in fig.11 (Y2B8 vs. salin); fig.12 (C2B8 vs.salin);
$i fig.13 (Y2B8 + C2B8 salin). De asemenea, s-a determinat eroarea standard.

Asa cum s-a indicat in fig.13, combinatia lui Y2B8 si C2B8 prezinta efecte tumoricide
comparabile efectelor evidentiate, fie de citre Y2BS, fie de citre C2B8.

Exemplul V. Strategii de terapie alternativi

Strategiile terapeutice alternative recunoscute din punctul de vedere al exemplelor
anterioare sunt evidente.

O asemenea strategie foloseste utilizarea unei doze terapeutice de C2B8 urmati in
circa 1 saptamana de o combinatie de, fie 2B8, fie 2B8 radiomarcat (de exemplu, Y2B8);
sau 2B8, C2B8 si de exemplu, Y2B8; sau C2B8 si de exemplu, Y2B8.

O strategie suplimentara este utilizarea de C2B8 radiomarcat. O asemenea strategie
permite utilizarea avantajelor portiunii active imunologic ale lui C2B8 plus acele avantaje
asociate cu un radiomarcaj.

Marcajele radioactive preferate includ ytriu-90 care da o viata de injumatatire a lui
C2B8 in circulatie, mai mare fata de anticorpul murin 2B8.
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Datorita capacitatii lui C2B8 de a distruge celule B, si avantajelor de a fi derivat de
la folosirea unui radiomarcaj, o strategie alternativa preferatad este de a trata pacientul cu
C2B8 (fie cu 0 doza unica, fie cu doze multiple), astfel, incat majoritatea, daca nu toate
celulele periferice B sa fie distruse. Aceasta ar fi apoi urmata de utilizarea lui 2B8 radio-
marcat datorita distrugerii celulelor periferice B; 2B8 radiomarcat mentine o gansa crescuta
de tintire a celulelor tumorale.

Este preferata utilizarea lui 2B8 marcat cu iod (131) dat fiind tipurile rezutatelor rapor-
tate in literatura cu acest marcaj (vezi Kaminski).

O preferinta alternativa implica utilizarea unui 2B8 radiomarcat (sau C2B8) initial intr-
un efort de crestere a permeabilitatii unei tumori, urmata de tratamente unice sau multiple
cu C2B8; intentia acestei strategii este cresterea sanselor lui C2B8 de a ajunge atét in exte-
riorul, cat si in interiorul masei tumorale. O strategie ulterioara implica utilizarea agentilor
chemoterapeutici in combinatie cu C2B8.

Aceste strategii includ aga-numitele tratamente “ingelatoare” adica tratament cu
agent chemoterapeutic urmat de tratament cu C2B8, urmat de o repetitie a acestui protocol.

Alternativ, este viabil tratamentul initial cu o doza unica sau doze multiple de C2B8,
dup3 care urmeaza tratamentul chemoterapeutic. Agenti chemoterapeutici preferati, includ,
dar nu se limiteaza la, ciclofosfamida, doxorubicind, vincristina si prednison, vezi Armitage,
J.O. et al., Cancer 60:1695 (1982), incorporat aici ca referinta.
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() CARACTERISTICILE SECVENTEI :

(A)  LUNGIME : 8540 baze
(B)  TIP: acid nucleic

(C)  IMPLETIRE: simpla
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(ii) TIPUL MOLECULEI : ADN (genomic)

(iii) IPOTETICA: da

(iv) ANTI-SENS: nu

(ix) DESCRIEREA SECVENTEI: Secventa ID nr. 1:

GACGTCGCGG CCGCTCTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA
AATAGCTCAG 60
AGGCCGAGGC GGCCTCGGCC TCTGCATAAA TAAAAAAAAT
TGCATGGGGC 120
GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGGATGG
GGGCGGGACT 180
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT TGCATACTTG
GGAGCCTGGG 240
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG AGATGCATGC
TCTGCCTGCT 300
GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT
TAATTCCCCT 360
AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA TTAGTTCATA

GGAGTTCCGC

420

GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC

CCGCCCATTG 4

ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG
TTGACGTCAA 5

TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC
TCATATGCCA 600

AGTACGCCCC ATATTGACGT CAATGACGGT AAATGGCCCG
TGCCCAGTAC 660

ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG
CGCTATTACC 720

ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT
CTCACGGGGB 780

TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT
AAATCAACGG 840 ‘

GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGC
TADGCGTGTA 900

CGGTGGGAGG TGTATATAAG CAGAGCTGGG TACGTGAACC
CTGGAGACGC 960

CATCACAGAT CTCTCACCAT GAGGGTCCCC GCTCAGCTCC

GCTGCTCTGG

1020

CTACTTCTGG
TAGTCAGCCA
GCGGAGTTAG
GCCTGCTGG
TTTGCATACT
TCCACAGAAT
GCCCATATAT
CCAACGACCC
GGACTTTCCA
ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGA
TTTGGCACCA
AAATGGGCGG
GTCAGATCGC

TGGGGCTCCT
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CTCCCAGGTG CACGATGTGA TGGTACCAAG GTGGAAATCA
GGCTGCACCA 1080
TCTGTCTTCA TCTTCCCGCC ATCTGATGAG CAGTTGAAAT
CTCTGTTGTG 1140
TGCCTGCTGA ATAACTTCTA TCCCAGAGAG GCCAAAGTAC
GGATAACGCC 1200
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC ACAGAGCAGG
CAGCACCTAC 1260
AGCCTCAGCA GCACCCTGAG GCTGAGCAAA GGAGAGTACG
AGTCTACGCC 1320
TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCGTAGCTCG CCCGTCACAA
CAGGGGAGAG 1380
TGTTGAATTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA
GACAACATGC 1440
GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTCG AGTGTGCCTT
GCCATCTGTT 1500
GTTTGCCCCT CCCCCGTGCC TTCCTTG~CC CTGGAAGGTG
TGTCCTTTCC 1560
TAATAAAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT
TCTGGGGGGT 1620
GGGGTGGGGC AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA
TGCTGGGGAT 1680
GCGGTGGGCT CTATGGAACC AGCTGGGGCT CGACAGCTAT
CCCCCTATTG 1740
ACGTCAATGA CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA
AAATGGGACT 1800
TTCCTACTTG GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT
ATGCGGTTTT 1860
GGCAGTACAT CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG
AGTCTCCACC 1920
CCATTGACGT CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA
CCAAAATGTC 1980
GTAACAACTC CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG
GAGGTCTATA 2040
TAAGCAGAGC TGGGTACGTC CTCACATTCA GTGATCAGCA
ACCCGTCGAC 2100
ATGGGTTGGA GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG
CGCTAGCACC 2160
AAGGGCCCAT CGGTCTTCCC CCTGGCACCC TCCTCCAAGA
GGGCACAGCG 2220
GCCCTGGGCT GCCTGGTCAA GGACTACTTC CCCGAACCGG
GTGGAACTCA 2280
GGCGCCCTGA CCAGCGGCGT GCACACCTTG CCGGCTGTCC
AGGACTCTAC 2340
TCCCTCAGCA GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC AGCAGCTTGG
CTACATCTGC 2400
AACGTGBATC ACAAGCCCAG CAABACCAAG GTGGACAAGA

CAAATCTTGT

2460

AACGTACG:GT
CTGGAACTGC
AGTGGAAGGT

ACAG.CAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA

CTGGATTCGT
CTAGTTGCCA
CCACTCCCAC
GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
GCCAAGTACG
GTACATGACC
TACCATGGTG
GGGATTTCCA
ACGGGACTTT
TGTACGG-GG
CTGAACACAG
CTACGGGTGT
GCACCTCTGG
TGACGGTGTC
TACAGTCCTC
GCACCCAGAC

AAGCAGAGCC
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GACAAAACTC ACACATGCCC ACCGTGCCCA GCACCTGAAC TCCTGGGGGG

ACCGTCAGTC 2520

TTCCTCTTCC CCCCAAAACC CAAGGACACC CTCATGATCT CCCGGACCCC

TGAGGTCACA 2580

TGCGTGGTGG TGGACGTGAG CCACGAAGAC CCTGAGGTCA

GTACGTGGAC 2640
GGCGTGGAGG TGCATAATGC CAAGACAAAG
CAGCACGTAC 2700
CGTGTGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC
GGAGTACAAG 2760
TGCAAGGTCT CCAACAAAGC CCTCCCAGCC
CAAAGCCAAA 2820
GGGCAGCCCC GAGAACCACA GGTGTACACC
GCTGACCAAG 2880
AACCAGGTCA GCCTGACCTG CCTGGTCAAA
CGCCGTGGAG 2940
TGGGAGAGCA ATGGGCAGCC GGAGAACAAC
GGTGGACTCC 3000

CCGCGGGAGG

CAGGACTGGG

CCCATCGAGA

CTGCCCCCAT

GGCTTCTATC

TACAAGACCA

AGTTCAACTG

AGCAGTACAA

TGAATGGCAA

AAACCACCTC

CCCGGGATGA

CCAGCGACAT

CGCCTCCCGT

GACGGCTCCT TCTTCCTCTA CAGCAAGCTS ACCGTGGACA AGAGCAGGTG

GCAGCAGGGG 3060
ACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGGATGAG
GGAGAAGAGC 3120
CTCTCCCTGT CTCCGGGTAA ATGAGGATCC
TAGACTGGAT 3180

TCGTGACAAC ATGCGGCCGT GATATCTACG
CCTTCTAGTT 3240
GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG
GGTGCCACTC 3300
CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA
AGGTGTCATT 3360
CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGACA
GACAATACCA 3420
GGCATGCTGG GGATGCGGTG GGCTCTATGG
CGCTGGATCT 3480
CCCGATCCCC AGCTTTGCTT CTCAATTTCT
AAGGAAAATT 3540
AATTTTAAGA CCAATTCAGT AGTTGATTGA
GATGCTTTAG 3600
AGACAGTGTT CTCTGCACAG ATAAGGACAA
CCAGAGCTGA 3660
GACTCCTAAG CCAGTGAGTG GCACAGCATT
CATCACCGAA 3720
GCCTGATTCC GTAGAGCCAC ACCTTGGTAA
GATAGAGAGG 3780

GCAGGAGCCA GGGCAGAGCA TATAAGGTGA
AGATTTGCTT 3840

CTGACATAGT TGTGTTGGGA GCTTGGATAG
GATTTCGCGC 3900

GCTCTGCACA

GTTAACGGTT

TATGATCAGC

TGCCTTCCTT

TTGCATCGCA

GCAAGGGGGA

AACCAGCTGG

TATTTGCATA

GCAAATGCGT

ACATTATTCA

CTAGGGAGAA

GGGCCAATCT

GGTAGGATCA

CTTGGACAGC

ACCACTACAC
ACCAAGTACC
CTCGAGTGTG
GACCCTGGM
TTGTCTGAGT
GGATTGGGAA
GGCTCGACAG
ATGAGAAAAA
TGCCAAAAAG
GAGGGAGTAC
ATATGCTTGT
GCTCACACAG
GTTGCTCCTC

TCAGGGCTGC
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CAAACTTGAC GGCAATCCTA GCGTGAAGGC TGGTAGGATT TTATCCCCGC
TGCCATCATG 3960
GTTCBACCAT TGAACTGCAT CGTCGCCGTG TCCCAAAATA TGGGGATTGG
GAAGAACGGA 4020
GACCTACCCT GGCCTCCGCT CAGGAACGAG TTCAAGTACT TCCAAAGAAT
GACCACAACC 4080
TCTTCAGTGG AAGGTAAACA GAATCTGGTG ATTATGGGTA GGAAAAGCTG
GTTCTCCATT 4140
CCTGAGAAGA ATCGACCTTT AAAGGACAGA ATTAATATAG TTCTCAGTAG
AGAACTCAAA 4200
GAACCACCAC GAGGAGCTCA TTTICTTGCC AAAAGTTTGG ATGATGCCTT
AAGACTCATT 4260
GAACAACCGG AATT6GCAAG TAAAGTAGAC ATGGTTTGGA TAGTCGCAGG
CAGTTICTGTT 4320
TACCAGGAAG CCATGAATCA ACCAGGCCAC CTTAGACTCT TTGTGACAAG
GATCATGCAG 4380
GAATTTGAAA GTGACACGTT TTTCCCAGAA ATTGATCTGG GGAAATATAA
ACTTCTCCCA 4440
GAATACGCAG GCGTCCTCTC TGAGGTCCAG GAGGAAAAAG GCATCAAGTA
TAAGTTTGAA 4500
GTCTACGAGA AGAAAGACTA ACAGGAAGAT GATTTCAAGT TGTCTGCTCC
CCTCCTAAAG 4560
CTATGCATTT TTATAAGACC ATGGGACTTIT TGCTGGCTTIT AGATCAGCGT
CGACTGTGCC 4620
TTICTAGTTGC CAGCCATCTG TIGTTTGCCC CTCCCCCGTG CCTTCCTTGA
CCCTGGAAGG 4680
TGCCACTCCC ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT GGATCGCATT
GTCTGAGTAG 4740
GTGTCATTCT ATTCTGGGGG GTGGGGTGGG GCAGGACAGC AAGGGGGAGG
ATTGGGAAGA 4800
CAATAGCAGG CATGGTGGGG ATGCGGTGGG CTCTATGGAA CCAGCTGGGG
CTCGAGCTAC 4860
TAGCTTTGCT TCTCAATTTC TTATTTGQBT AATGAGAAAA AAAGGAAAAT
TAATTTTAAC 4920
ACAATTCAG TAGTTGATTG AGCAAATGCG TTGCCAAAAA GGATGCTTTA

GAGACAGTGT

4980

TCTCTGCACA GATAAGGACA AACATTATTC AGAGGGAGTA CCCAGAGCTG
AGACTCCTAA 5040
GCCAGTGAGT GGCACAGCAT TCTAGGGAGA AATATGCTTG TCATCACCGA
AGCCTGATTC 5100
CGTAGAGCCA CACCTTGGTA AGGGCCAATC TGCTCACACA GGATAGAGAG
GGCAGGAGCC 5160
AGGGCAGAGC ATATAAGGTG AGGTAGGATC AGTTGCTCCT CACATTTGCT
TCTGACATAG 5220
TIGTGTTGGG AGCTTGGATC GATCCTCTAT GGTTGAACAA GATGGATTGC
ACGCAGGTTC 5280
TCCGGCCGCT TGGGTGGAGA GGCTATTCGG CTATGACTGG GCACAACAGA
CAATCGGCTG 5340
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CTCTGATGCC GCCGTGTTCC GGCTGTCAGC GCAGGGGCGC CCGGTTCTTT
TTGTCAAGAC 5400
CGACCTGTCC GGTGCCCTGA ATGAACTGCA GGACGAGGCA GCGCGGCTAT
CGTGGCTGGC 5460 '
CACGACGGGC GTTCCTTGCG CAGCTGTGCT CGACGTTGTC ACTGAAGCGG
GAAGGGACTG 5520
GCTGCTATIG GGCGAAGTGC CGGGGCAGGA TCTCCTGTCA TCTCACCTTG
CTCCTGCCGA 5580
GAAAGTATCC ATCATGGCTG ATGCAATGCG GCGGTCGCAT ACGCTTEATC
CGGCTACCTG 5640
CCCATTGGAC CACCAAGCGA AACATCGCAT CGAGCGAGCA CGTACTSGGA
TGGAAGCCGG 5700
TCTTGTCGAT CAGGATGATC GGGACGAAGA GCATCAGGGG CTCGCGCCAG
CCGAACTGTT 5760
CGCAAGGCTC AAGGCGCGCA TGCCCGACGG GCAGGARGIC GTCGTGACCC
ATGGCGATGG 5820
CTGCTTGCCG AATATCATGG TGGAAAATGG CCGCTTTTCT GGATTCATCG
ACTGTGGCCG 5880
GCTGGGTGTG GCGGACCGCT ATCAGGACAT AGCGTTGGCT ACCCGIGATA
TTGCTGAAGA 5940
GCTTGGCGGC GAATGGGCTG AGCGCTTCCT CGTGCTITAC GGTATCGCCG
CTCCCGATTC 6000
GCAGCGCATC GCCTTCTATC GCCTTCTTGA CGAGTTCTTC TGAGCGGGAC
TGTGGGGTTC 6060
GAAATGACCG ACCAAGCGAC GCCCAACGTG CCATCACGAG ATTTCGATTC
CACCGCCGCC 6120
TTCTATGAAA GGTTGGGCTT CGGAATCGTT TTCCGGGACG CCGGCTGGA
GATCCTCCAG 6180 ‘
CGCGGGGATC TCATGCTGGA GTTCTTCGCC CACCCCAACT TGTTTATTGC
AGCTTATAAT 6240
GGTTACAAAT  AAAGCAATAG CATCACAAAT TTCACAAATA AAGCATTTTT
TTCACTGCAT 6300
TCTAGTTGTG ~ GTTTGTCCAA ACTCATCAAT CTATCTTATC ATGTCTGGAT
CGCGGCCGCG 6360
ATCCCGTCGA GAGCTTGGCG TAATCATGGT CATAGCTGTT TCCTGTGTGA
AATTGTTATC 6420
CGCTCACAAT TCCACACAAC ATACGAGCCG GAAGCAIAAA GTGTAAAGCC
TGGGGTGCCT 6480
AATGAGTGAG CTAACTCAGA TTAATTGCGT TGCGCTCACT GCCCGCTTTC
CAGTCGGGAA 6540
ACCTGTCGTG CCAGCTGCAT TAATGAATCG GCCAACGCGC GGGGAGAGGC
GGTTTGCGTA 6600
TTGGGCGCTC TTCCGCTTCC TCGCTCACSG ACTCGCTGCG CTCGGTCGTT
CGGCTGCGGC 6660
GAGCGGTATC AGCTCACTCA AAGGCGGTAA TACGGTTATG CACAGAATCA
GGGGATAAGC 6720
CAGGAAAGAA CATGTGAGCA AAAGGCCAGC AAAAGGCCAG GAACCGTAAA
AAGGCCGCGT 6780
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TGCTGGCGTT
CGACGCTCAA
GTCAGAGGTG
CCTGGAAGCT
CCCTCGTGCG
GCCTTTCTCC
CTTCGGGAAG
TCGGTGTAGG
TCGTTCGCTC
CGCTGCGCCT
TATCCGGTAA
CCACTGGCAG
CAGCCACTGG
GAGTTCTTGA
AGTGGTGGCC
GCTCTGCTGA
AGCCAGTTAC
ACCACCGCTG
GTAGCGGTGG
GGATCTCAAG
AAGATCCTTT
TCACGTTAAG
GGATTTTGGT
AATTAAAAAT
GAAGTTTTAA
TACCAATGCT
TAATCAGTGA
GTTGCCTGAC
TCCCCGTCGT
AGTGCTGCAA
TGATACCGCG
CBGCCAGCCG
GAAGGGCCGA
TCTATTAATT
GTTGCGGGGA
GTTGTTGCCA
TTGCTACAGG
AGCTCCGGTT
CCCAACGATC
GTTAGCTCCT
TCGGTCCTCC
ATGGTTATGG
CAGCACTGCA
GTGACTGGTG
AGTACTCAAC
TCTTGCCCGG
CGTCAATACG
ATCATTGGAA
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TTTCCATAGG CTCCGCCCCC
6840

GCGAAACCCG ACAGGACTAT
6900

CTCTCCTGTT CCGACCCTGC
6960

CGTGGCGCTT TCTCAATGCT
7020

CAAGCTGGGC TGTGTGCACG
7080

CTATCGTCTT GAGTCCAACC
7140

TAACAGGATT AGCAGAGCGA
7200

TAACTACGGC TACACTAGAA
7260

CTTCGGAAAA AGAGTTGGTA
7320

TTTTTTTGTT TGCAAGCAGC
7380

GATCTTTTCT ACGGGGTCTG
7440

CATGAGATTA TCAAAAAGGA
7500

ATCAATCTAA AGTATATATG
7560

GGCACCTATC TCAGCGATCT
7620

GTAGATAACT ACGAT6CGGG
7680

AGACCCAGGC TCACCGGCTC
7740

GCGCAGAAGT GGTCCTGCAA
7800

AGCTAGAGTA AGTAGTTCGC
7860

CATCGTG6TG TCACGCTCGT
7920

AAGGCGAGTT ACATGATCCC
7980

GATCGTTGTC AGAAGTAAGT
8040

TAATTCTCTT ACTGTCATGC
8100

CAAGTCATTC TGAGAATAGT
8160

GGATAATACC GCGCCACATA
8220

CTGAGGAGCA

AAAGATACCA

CGCTTACCGG

CACGCTGTAG

AACCCCCCGT

CGGTAAGACA

GGTATGTAGG

GGACAGTATT

GCTCTTGATC

AGATTACGCG

ACGCTCAGTG

TCTTCACCTA -

AGTAAACTTG

GTCTATTTCG

AGGGCTTACG

CAGATTTATC

CTTTATCCGC

CAGTTAATAG

CGTTTGGTAT

CCATGTTGTG

TGGCCGGAGT

CATCCGTAAG

GTATGCGGCG

GCAGAACTTT

TCACAAAAAT

GGCGTTTCCC

ATACCTGTCC

GTATCTCAGT

TCAGCCCGAC

CGACTTATCG

CGGTGCTACA

TGGTATCTGC

CGGCAAACAA

CAGAAAAAAA

GAACGAAAAC

GATCCTTTTA

GTCTGACAGT

TTCATCCATA

ATCTGGCCCC

AGCAATAAAC

CTCCATCCAG

TTTGCGCAAC

GGCTTCATTC

CAAAAAAGCG

GTTATCACTC

ATGCTTTTCT

ACCGAGTTGC

AAAAGTGCTC




AACGTTCTTC

AGTTCGATGT
AACCCACTCG
GTTTCTGGGT
GAGCAAAAAC
CGGAAATGTT
GAATACTCAT

TATTGTCTCA

TGAGCGGATA
CCGCGCACAT
TTCCCCGAAA

(©)

RO 118524 B1

GGGGCGAAAA CTCTCAAGGA TCTTACCGCT
8280

TGCACCCAAC TGATCTTCAG CATCTFTTAC
8340

AGGAAGGCAA AATGCCGCAA AAAACCCAAT
8400

ACTCTTCCTT TTFCAATATT ATTGAAGCAT
8460

CATATTTGAA TGTATTTAGA AAAATAAACA
8520
AGTGCCACCT 8540

INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR: 2

() CARACTERISTICILE SECVENTEI
(A) LUNGIME: 9209 baze

(B) TIP: acid nucleic

(C) IMPLETITURA: simpla

(D) TOPOLOGIE: circulara
(i) MOLECULA : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC: da
(iv) ANTI-SENS : nu
(i) DESCRIEREA SECVENTEI : SECVENTA ID NR. 2:
CCGCTCTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA CTACTTCTGG

GGCCTCGGCC TCTGGATAAA TAAAAAAAAT

CGGAGTTAGG GGCGGGATGG

ATGCATGCTT TGCATACTTC

TGACTAATTG AGATGCATGC

GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT

AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGG~CA TTAGTTCATA

TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC

GACGTCGCGG
AATAGCTCAG 60
AGGCCGAGGA
TGCATGGGGC 120
GGAGAATGGG CGGAACTGGG
GGGCGGGACT 180
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG
GGAGCCTGGG 240
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC
TCTGCCTGCT 300
GGGGAGCCTG

- TAATTCCCCT 360
GGAGTTCCGC 420
GTTACATAAC
CCGCCCATTG 480
ACGTCAATAA TGACGTATGT
TTGACGTCAA 540
TGGGTGGACT ATTTACGGTA
TCATATGCCA 600
AGTACGCCCC CTATTGACGT
TGCCCAGTAC 660
ATGACCTTAT GGGACTTTCC
CGCTATTACC 720
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA
CTCACGGGGA 780

TCCCATAGTA ACGCCAATAG

AACTGCCCAC TTGGCAGTAC

CAATGACGGT AAATGGCCCG

TACTTGGCAG TACATCTACG

GTACATCAAT GGGCGTGGAT

GTTGAGATCC

TTTCACCAGC

AAGGGCGACA

TTATCAGGGT

AATAGGGGTT

TAGTCAGCCA

GCGGAGTTAG

TGCCTGCTGG

TTTGCATACT

TCCACAGAAT

GCCCATATAT

CCAACGACCC

GGACTTTCCA

- ATCAAGTGTA

CCTGGCATTA

TATTAGTCAT

AGCGGTTTGA

1775

1780

1785

1790

1795

1800

1805

1810

1815

1820



1825

1830

1835

1840

1845

1850

1855

1860

1865

TTTCCAAGTC
AAATGAACGG
GACTTTCCAA
TAGGCGTGTA
CGGTGGGAGG
CTGGAGACGC
CATCACAGAT
GCTAATCAGT
GCTTCAGTCA
AATCCTGTCT
GCATCTCCAG
AAGTTACATC
CACTGGTTCC
CACATCCAAC
CTGGCTTCTG
TTACTCTCTC
ACAATCAGCA
GTGGACTAGT
AACCCACCCA
GGCTGCACCA
TCTGTCTTCA
CTCTGTTGTG
TGCCTGCTGA
GGATAACGCC
CTCCAAPCGG
CAGCACCTAC
AGCCTCAGCA
CGTCTACGCC
TGCGAAGTCA
CAGGGGAGAG
TGTTGAATTC
GACAACATGC
GGCCGTGATA
GCGATCTGTT
GTTTGCCCCT
TGTCCTTCC
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TCCACCCCAT TGACGTCAAT
840

AATGTCGTAA CAACTCCGCC
900

TCTATATAAG CAGAGCTGGG
960

CTCTCACTAT GGATTTTCAG
1020

TAATGTCCAG AGGACAAATT
1080

GGGAGAAGGT CACAATGACT
1140

AGCAGAAGCC AGGATCCTCC
1200

GAGTCCCTGT TCGCTTCAGT
1260

GAGTGGAGGC TGAAGATGCT
1320

CGTTCGGAGG GGGGACCAAG
1380

TCTTCCCGGC ATCTGATGAG
1440

ATAACTTCTA TCCCAGAGAG
1500

GTAACTCCCA GGAGAGTGTC
1560

GCACCCTGAC GCTGAGCAAA
1620

CCCATCAGGG
1680

AGATCCGTTA
1740

TCTACGTATG
1800

CCCCCGTGCC
1860

CCTGAGCTCG

ACGGTTACCA

ATCAGCCTCG

TTCCTTGACC

TATAAAATG AGGAAATTGC ATCGCATTGT

TCT6GGGGGT

GGGGTGGGGC AGGACAGCAA GGGGGAGGAT

TGCTGGGGAT
GCGGTGGGCT
CCCCCTATTG
ACGTCAATGA
TTATGGGACT
TTCCTACTTG
ATGCGGTTTT
GGCAGTACAT
AGTCTCCACC

1920

1980

CTATGGAACC AGCTGGGGCT
2040

CGGTAATGG CCCGCCTGGC
2100

GCAGTACATC TACGTATTAG
2160

CAATGGGCGT GGATAGCGGT
2220

GGGAGTTTGT

CCATTGACGC

TACGTGAACC

GTGCAGATTA

GTTICTCTCCC

TGCAGGGCCA

CCCAAACCCT

GGCAGTGGGT

GGGACTTATT

CTGGAAATCA

CAGTTGAAAT

GCCAAAGTAC

ACAGAGCAGG

GCAGACTACG

CCCGTCACAA

ACTACCTAGA

ACTGTGCCTT

CTGGAAGGTG

CTGAGTAGGT

TGGGAAGACA

CGACAGCTAT

ATTATGCCCA

TCATCGCTAT

TTGACTCACG

TTTGGCACCA
AAATGGGCGG
GTCAGATCGC
TCAGCTTCCT
AGTCTCCAGC
GCTCAAGTGT
GGATTTATGC
CTGGGACTTC
ACTGCCAGCA
AACGTACGGT
CTGGAACTGC
AGTGGAAGGT
ACAGCAAGGA
AGAAACACAA
AGAGCTTCAA
CTGGATTCGT
CTAGTTGCCA
CCACTCCCAC
GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
GCCAAGTACG
GTACATGACC
TACCATGGTG

GGGATTTCCA




CCATTGACGT
CCAAAATGTC
GTAACAACTC
GAGGTCTATA
TAAGCAGAGC
ACCCGTCGAC
ATGGGTTGGA
CCTGTCCCAG
GTACAACTGC
GAAGATGTCC
TGCAAGGCTT
ACAGACACCT
GGTCGGGGCC
TTCCTACAAT
CAGAAGTTCA
AGCCTACATG
CAGCTCAGCA
ATCGACTTAC
TACGGCGGTG
CGTCTCTGCA
GCTAGCACCA
CACCTCTGGG
GGCACAGCGG
GACGGTGTCG
TGGAACTCAG
ACAGTCCTCA
GGACTCTACT
CACCCAGACC
TACATCTGCA
AGCAGAGCCC
AAATCTTGTG
CCTGGGGGGA
CCGTCAGTCT
CCGGACCCCT
GAGGTCACAT
GTTCAACTGG
TACGTGGACG
GCAGTACAAC
AGCACGTACC
GAATGGCAAG
AGCACGTACC
GAATGGCAAG
GAGTACAAGT
AACCATCTCC
AAAGCCAAAG
CCGGGATGAG
CTGACCAAGA
CAGCGACATC
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CAATGGGAGT TTTGTTTTGGC ACCAAAATCA

2280

CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG

2340

TGGGTACGTC CTCACATTCA

2400

GCCTCATCTT GCTCTTCCTT

2460

AGCAGCCTGG GGCTGAGCTG

2520

CTGGCTACAC ATTTACCAGT

2580

TGGAATGGAT TGGAGCTATT

2640

AAGGCAAGGC CACATTGACT

2700

GCCTGACATC TGAGGACTCT

2760

GTGATCAGCA

GTCGCTGTTG

GTGAAGCCTG

TACAATATGC

TATCCCGGAA

GCAGACAAAT

GCGGTCTATT

ACTGGTACTT CAATGTCTGG GGCGCAGGGA

2820

AGGGCCCATC GGTCTTCCCC

2880

CCCTGGGCTG CCTGGTCAAG

2940

GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG

3000
CCCTCAGCAG
3060
ACGTGAATCA
3120
ACAAAACTCA
3180
TCCTCTTCCC
3240

GCGTGGTGGT GGACGTGAGC

3300

CGTGGTGACC

CAAGCCCAGC

CACATGCCCA

CCCAAAACCC

GCGTGGAGGT GCATAATGCC

3360

GTGTGGTCAG CGTCCTCACC

3360
GTGGGTCAG
3420
GCAAGGTCTC
3480

GGCAGCCCCG AGAACCACAG

3540

ACCAGGTCAG CCTGACCTGC

3600

CGTCCTCACC

CAACAAAGCG

CTGGCACCCT

GACTACTTCC

CACACCTTCC

GTGCCCTCCA

AACACCAAGG

CCGTGCCCAG

AAGGACACCG

CACGAAGACC

AAGACAAAGC

GTCCTGCACC

GTCCTGCACC

CTCCCAGCCC

GTGTACACCC

CTGGTCAAAG

ACGGGACTTT
TGTACGGTGG
CTGAACACAG
CTACGCGTGT
GGGCCTCAGT
ACTGGGTAAA
ATGGTGATAC
CCTCCAGCAC
ACTGTGCAAG
CCACGGTCAC
CCTCCAAGAG
CCGAACCGGT
CGGCTGTCCT
GCAGCTTGGG
TGGACAAGAA
CACCTGAACT
TCATGATCTC
CTGAGGTCAA
CGCGGGAGGA
AGGACTGGCT
AGGACTGGCT
CCATCGAGAA
TGCCCCCATC

GCTTCTATCC

1870

1875

1880

1885

1890

1895

1900

1905

1910

1915



1920

1925

1930

1935

1940

1945

1950

1955

1960

GCCTCCCGTG
CTGGACTCCG
GAGCAGGTGG
CAGCAGGGGA
CCACTACACG
CAGAAGAGCC
CCAACTACCT
AGACTGGATT
TGCACTGTGC
CTTCTAGTTG
ACCCTGGAAG
GTGCCACTCC
TGTCTGAGTA
GGTGTCATTC
GATTGGGAAG
ACAATAGCAG
GCTCGACAGC
GCTGGATCTC
TGAGAAAAAA
AGGAAAATTA
GCCAAAAAGG
ATGCTTTAGA
AGGGAGTACC
GAGAGCTGAG
TATGCTTGTC
ATCACCGAAG
CTCACACAGG
ATAGAGAGGG
TTGCTCCTCA
CATTTGCTTC
GAGGGCTGCG
ATTTCGCGCC
TATCCCCGCT
GCCATCATGG
GGGGATTGGC
AAGAACGGAG
CCAAAGAATG
ACCACAACCT
GAAAACCTGG
TTCTCCATTC
TGTCAGTAGA
GAACTCAAAG
TGATGCCTTA
AGACTTATTG
AGTCGGAGGC
AGTTCTGTTT
TGTGACAAGG
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GCC6TGGAGT GGGAGAGCAA TGGGCAGCCG GAGAACAACT

3660
ACGGCTCCTT
3720
ACGTCTTCTC
3780
TCTCCCTGTC
3840
CGTGACAACA
3900
CCAGCCATCT
3960
CACTGTCCTT
4020

CTTCCTCTAC AGCAAGCTCA

ATGCTCCGTG
TCCGGGTAAA
TGCGGCCGTG
GTTGTTTGCC

TCCTAATAAA

ATGCATGAGG

TGAGGATCCG

ATATCTACGT

CCTCCCCCGT

ATGAGGAAAT

TATTCTGGGG GGTGGGGTGG GGCAGGACAG

4080

GCATGCTGGG GATGCGGTGG GCTCTATGGA

4140

CCGATCCCCA GCTTTGCTTC TCAATTTCTT

4200
ATTTTAACAC
4260
GACAGTGTTC
4320
ACTCCTAAGC
4380
CCTGATTCCG
4440
CAGGAGCCAG
4500
TGACATAGTT
4560
AAACTTGACG
4620
TTCGACCATT
4680
ACCTACCCTG
4740
CTTCAGTGGA
4800
CTGAGAAGAA
4860
AACCACCACG
4920
AACAACCGGA
4980
ACCAGGAAGC
5040

CAATTCAGTA

TCTGCACAGA

CAGTGAGTGG

TAGAGCCACA

GGCAGAGCAT

GTGTTGGGAG

GCAATCCTAG

GAACTGCATC

GCCTCCGCTC

AGGTAAACAG

TCGACCTTTA

AGGAGCTCAT

ATTGGCAAGT

CATGAATCAA

GTTGATTGAG

TAAGGACAAA

CACAGCATTC

CCTTGGTAAG

ATAAGGTGAG

CTTGGATAGC

CGTGAAGGCT

GTCGCCGTGT

AGGAACGAGT

AATCTGGTGA

AAGGACAGAA

TTTCTTGCCA

AAAGTAGACA

CCAGGCCACC

ACAAGACCAC
CCGTGGACAA
CTCTGCACAA
TTAACGGTTA
ATGATCAGCC
GCCTTCCTTG
TGGATCGCAT
CAAGGGGGAG
ACCAGCTGGG
ATTTGCATAA
CAAATGCGTT
CATTATTCAG
TAGGGAGAAA
GGCCAATCTG
GTAGGBTCAG
TTGGACAGCT
GGTAGGATTT
CCCAAAATAT
TCAAGTACTT
TTATGGGTAG
TTAATATAGT
AAAGTTTGGA
TGGTTTGGAT

TTAGACTCTT




ATGATGCAGG
GAAATATAAA
CTTCTCCCAG
CATCAAGTAT
AAGTTTGAAG
CTCTGGTCCC
CTCCTAAAGC
GATCAGCCTC
CAGTGTGCCT
CTTCCTTGAC
CCTGGAAGGT
CATCGCATTG
TCTGAGTAGG
AGGGGGAGGA
TTGGGAAGAC
CAGCTGGGGC
TCGAGCTACT
AAGGAAAATT
AATTTTAACA
GATGCTTTAG
AGACAGTGTT
CCAGAGCTGA
GACTCCTAAG
CATCACCGAA
GCCTGATTCC
GATAGAGAGG
GAAGGAGCCA
ACATTTGCTT
CTGACATAGT
ATGGATTGCA
CGCAGGTTCT
CACAACAGAC
AATCGGCTGC
CGGTTCTTTT
TGTCAAGACC
CGCGGCTATC
GTGGCTGGCC
CTGAAGCGGG
AAGGGACTGG
CTCACCTTGC
TCCTGCCGAG
CGCTIiGATCC
GGCTACCTGC
GTACTCGGAT
GGAAGCCGGT
TCGCGCCAGC
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AATTTGAAAG
5100
AATACCCAGG
5160
TCTACGAGAA
5220
TATGCATTTT
5280
TCTAGTTGCC
5340

TGACACGTTT TTCCCAGAAA
CGTCCTCTCT GAGGTCCAGG
GAAAGACTAA CAGGAAGATG
TATAAGACCA TGGGACTTTT

AGCCATCTGT TGTTTGCCCC

GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAATAAAAT

5400

TGTCATTCTA TTICTGGGGGG TGGGGTGGGG

5460
AATAGCAGGC
5520
AGCTTTGCTT
5580
CCAATTCAGT
5640
CTCTGCACAG
5700

CCAGTGAGTG GCACAGCATT CTAGGGAGAA

5760
GTAGAGCCAC
5820

ATGCTGGGGA TGCGGTGGGC

CTCAATTTCT TATTTGCATA

AGTTGATTGA GCAAATGCGT

ATAAGGACAA ACATTATTCA

ACCTTGGFAA GGGCCAATCT

GGGCAGAGCA TATAAGGTGA GGTAGGATCA

5880
TGTGTTGGGA
5940 '
CCGGCCGCTT
6000

GCTTGGATCG ATCCTCTATG

GGGTGGAGAG GCTATTCGGC

TTGATTTGGG
AGGAAAAAGG
CTTTCAAGTT
GCTGGCTTTA
TCCCCCGTGC
GAGGAAATTG
GAGGACAGCA
TCTATGGAAC
ATGAGAAAAA
TGCCAAAAAG
GAGGGAGTAC
ATATGCTTGT
GCTCACACAG
GTTGCTCCTC
GTTGAACAAG

TATGACTGGG

TCTGATGCCG GGGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGG6GCC

6060

GACCTGTCCG GTGCCCTGAA TGAACTGCAG GACGAGGCAG

6120

ACGACGGGCG TTCCTTGCGC AGCTGTGCTC GACGTTGTCA

6180
CTGCTATTGG
6240
AAAGTATCCA
6300

G.CGAAGTGCC GGGGCAGGAT CTCCTGTCAT

TCATGGCTGA TGCAATGCGG

CGGCTGCATA

CCATTCGACC ACCAAGCGAA ACATCGCATC GAGCGAGCAC

6360
CTTGTCGATC
6420

CGAACTGTTC GCCAGGCTCA

TCGTGACCCA

6480

AGGATGATCT GGACGAAGAG CATCAGGGGC

AGGCGCGCAT GCCCGACGGC

GAGGATCTCG

1965

1970

1975

1980

1985

1990

1995

2000

2005

2010



2015

2020

2025

2030

2035

2040

2045

2050

2055

2060

TGGCGATGCC TGCTTGCCGA ATATCATGGT GGAAAATGGC
GATTCATCGA 6540

CTGTGGCCGG CTGGGTGTGG CGGACCGCTA TCAGGACATA
CCCGTGATAT 6600

TGCTGAAGAG CTTGGCGGCG AATGGGCTGA CCGCTTCCTC
GTATCGCCGC 6660

TGCTGAAGAG CAGCGCATCG CCTTCTATCG CCTTCTTGAC
GAGCGGACT 6720

CTGGGGTTCG AAATGACCGA CCAAGCGACG CCCAACCTGC
TTTCGATTCC 6780

ACCGCCGCCT TCTATGAAAG GTTGGGCTTC GGAATCGTTT
CGGCTGGATG 6840

ATCCTCCAGC GCGGGGATCT CATGCTGGAG TTCTTCGCCC
GTTTATTGCA 6900

GCTTATAATG GTTACAAATA AAGCAATAGC ATCACAAATT
AGCATTTTTT 6960

TCACTGCATT CTAGTTGFGG TTTGTCCAAA CTCATCAATC
TGTCTGGATC 7020

GCGGCCGCGA TCCCGTCGAG AGCTTGGCGT AATCATGGTC
CCTGTGTGAA 7080

ATTGTTATCC GCTCACAATT CCACACAACA TACGAGCCGG
TGTAAAGCCT 7140

GGGGTGCCTA ATGAGTGAGC TAACTCACAT TAATTGCGTT
CCCGCTTTCC 7200

AGTCGGGAAA CCTGTCGTGC CAGCTGCATT AATCAATCGG
GGGAGAGGCG 7260

GTTTGCGFAT TGGGCGCTCT TCCGCTTCCT CGCTGACTGA
TCGGTCGTTC 7320

GGCTGCGGCG AGCGGTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT
ACAGAATCAG 7380

GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA
AACCGTAAAA 7440

AGGCCGCGTT GCTGGCGTTT TTCCATAGGC TCCGCCCCCC
CACAAAAATC 7500

GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA CAGGACTATA
GCGTTTCCCC 7560

CTGGAAGCTC CCTCGTGCGG TCTCCTGTTC CGACCCTGCC
TACCTGTCCG 7620

CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT CTCAATGCTC
TATCTCAGTT 7680

CGGTGTAGGT CGTTCGCTCC AAGCTGGGCT GTGTGCACGA
CAGCCCGACC 7740

GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTC7TG AGTCCAACCC
GACTTATCGC 7800

CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGCGAG
GGTGCTACAG 7860

AGTTCTTGAA GTGGTGGCCT AACTACGGCT ACACTAGAAG

GGTATCTGCG

RO 118524 B1

7920

CGCTTTTCTG

GCGTTGGCTA

GTGCTTTACG

GAGTTCTTCT

CATCACGAGA

TCCGGGACGC

ACCCCAACTT

TCACAAATAA

TATCTTATGA

ATAGCTGTTT

AAGCATAAAG

GCGCTCACTG

CCAACGCGCG

CTCGCTGCGC

ACGGTTATCC

AAAGGCCAGG

TGACGAGCAT

AAGATACCAG

GCTTACCGGA

ACGCTGTAGG

ACCCCCCGTT

GGTAAGACAC

GTATGTAGGC

GACAGTATTT
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CTCTGGTGAA GCCAGTTACC TTCGGAAAAA GAGTTGGTAG CTCTTGATCC
GGCAAACAAA 7980

CCACCGCTGG TAGCGGTGGT TTTTTTGTTT GCAAGCAGCA GATTACGCGC
AGAAAAAAAG 8040

GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATGTTTTCTA CGGGGTCTGA CGCTCAGTGG
AACGAAAACT 8100 '

CACGTTAAGG GATTTTGGTC ATGAGATTAT CAAAAAGGAT CTTCACCTAG
ATCCTTTTAA 8160

ATTAAAAATG  AAGTTTTAAA TGAATCTAAA GTATATATGA GTAAACTTGG
TCTGACAGTT 8220

ACCAATGCTT AATCAGTGAG GCACCTATCT CAGCGATCTG TCTATTTCGT
TCATCCATAG 8280

TTGCCTGACT CCCCGTCGTG TAGATAACTA CGATACGGGA GGGCTTACCA
TCTGGCCCCA 8340

GTGCTGCAAT GATACCGCGA GACCCACGCT CACCGGCTCC AGATTTATCA
GCAATAAACC 8400

AGCCAGCCGG AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC TTTATCCGCC
TCCATCCAGT 8460

CTATTAATTG TTGCCGGGAA GC2AGAGTAA GTAGTTCGCC AGTTAATAGT
TTGCGCAACG 8520

TTGTTGCCAT TGCTACAGGC ATCGTGGTGT CACGCTCGTC GTITGGTATG
GCTTCATTCA 8580

GCTCCGGTTC CCAACGATCA AGGCGAGTTA CATGATCCCC CATGTTGTGC
AAAAAAGCGG 8640

TTAGCTCCTT CGGTCCTCCG ATCGTTGTCA GAAGTAAGTT GGCCGCAGTG
TTATCACTCA 8700

TGGTTATGGC AGCACTGCAT AATTCTCTTA CTGTCATGCC ATCCGTAAGA
TGCTTTTCTG 8760 ‘
TGACTGGTGA GTACTCAACC AAGTCATTCT GAGAATAGTG TATGCGGCGA
CCGAGTTGCT 8820

CTTGCCCGGC GTCAATACGG GATAATACCG CGCCACATAG CAGAACTTTA
AAAGTGCTCA 8880

TCATTGGAAA  ACGTTCTTCG GGGCGAAAC TCTCAAGGAT CTTACCGCTG
TTGAGATCCA 8940

GTTCGATGTA  ACCCACTCGT GCACCCAACT GATCTTCAGC ATCTTTTACT
TTCACCAGCG 9000

CCCGTGGGTG AGCAAAAACA GGAAGGCAAA ATGCCGCAAA AAAGGGAATA
AGGGCGACAC 9060

TTTCTGGGTG ~ AATACTCATA  CTCTTCCTTT TTCAATATTA TTGAAGCATT
TATCAGGGTT 9120

ATTGTCTCAT = GAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA AAATAAACAA
ATAGGGGTTC 9180

CGCGCACATT TCCCCGAAAA GTGCCACCT

9209

4) INFORMATIE PENTRU SECVENTAID NR. 3
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEI :
(A) LUNGIME: 54 baze

(B) TIP:acid nucleic
(C) IMPLETIRE : simpla
(D) TOPOLOGIE: lineara

2065

2070

2075

2080

2085

2090

2095

2100

2105

2110



2115

2120

2125

2130

2135

2140

2145

2150

2155
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(i) TIPUL MOLECULEI : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC: da
(iv) ANTI-SENS : nu
(ix) DESCRIEREA SECVENTEI: SECVENTA ID NR: 3
5' ATC ACA GAT CTC TCA CCA TGG ATT TTC AGG TGC AGA TTA TCA GCT 52
TC3 2

(5) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 4
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEL:
(A) LUNGIME: 30 baze
(B) TIP : acid nucleic
[C) IMPLETIRE : simpl3
(D) TOPOLOGIE: lineara
(i) TIPUL MOLECULEI : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC :da
(iv) ANTI-SENS
(ix) DESCRIEREA SECVENTEIL: SECVENTA ID NR. 4:
5' TGC AGC ATC CGT ACG TTT GAT TTC CAG CTT 3'

(6) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 5
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEI
(A) LUNGIME: 384 baze
(B) TIP : acid nucleic
(C) IMPLETIRE : simpla
(D) TOPOLOGIE : lineara
(i) TIPUI MOLECULEI : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC : da
(iv) ANTI-SENS : nu
(ix) DESCRIEREA SECVENTEI: SECVENTA ID NR. 5:
ATG GAT TTT CAG GTG CAG ATT ATC AGC TTC CTG CTA ATC AGT GCT CTA GTC
51
ATA ATG TCC AGA GGG CAA ATT GTT CTC TCC CAG TCT CCA GCA ATC CTG TCT
102
GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACA ATG ACT TGC AGG GCC AGC TCA AGT GTA
153 :
AGT TAG ATC CAC TGG TTC CAG CAG AAG CCA GGA TCC TCC CCC AAA CCC TGG
204
ATT TAT GCC ACA TCC AAC CTG GCT TCT GGA GTC CCT GTT CGC TTC AGT GGC
255
AGT GGG TCT GGG ACT TCT TAC TCT CTC ACA ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAA
306
GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CAG TGG ACT AGT AAC CCA CCC ACG TTC
357
GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATC AAA 384

(7) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 6
(i) CARACTERIZAREA SECVENTEI
(A) LUNGIME : 27 baze
(B) TIP: acid nucleic
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(C) IMPLETIRE : simpl3
(D) TOPOLOGIE ; lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI : ADN (genom)
(iii) IPOTETIC: da
(iv) ANTI-SENS : nu .
(ix) DESCRIEREA SECVENTEI : SECVENTA ID NR. 6 :
5'GCG GCT CCC ACG CGT GTC CTG TCC CAG 3' 27

(8) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 7
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEI
(A) LUNGIME : 29 baze
(B) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE : lineara
(iiTIPUL MOLECULEI : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC : da
(iv) ANTI-SENS : da
(ix) DESCRIEREA SECVENTEI; SECVENTA ID NR. 7 :
5'GGS TGT TGT GCT AGC TGM RGA GAC RGT GA 3' 29

(9) INFORMATIE PENTRU SECVENTA ID NR. 8;
(i) CARACTERISTICILE SECVENTEI
(A) LUNGIME : 420 baze
(C) TIP: acid nucleic
(C) IMPLETIRE: simpla
(D) TOPOLOGIE : lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI : ADN (genomic)
(iii) IPOTETIC : da
(iv) ANTI-SENS : nu
(ix) DESCRIEREA SECVENTEI: SECVENTA ID NR. 8 :

ATG GGT TGG AGC CTC ATC TTG CTC TTC CTT GTC GCT GTT CGT GCT ACG GTC
?TG TCC CAG GTA CAA CTG CAG CAG CCT GGG GCT GAG CTG GTG AAG CCT GGG
::‘:(2320 TCA GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACATTT ACC AGT TAC
/1-\5A?l‘ ATG CAC TGG GTA AAA CAG ACA CCT GGT CGG GGC CTG GAATGG ATT GGA
é(?T ATT TAT CCC GGA AAT GGT GAT ACT TCC TAC AAT CAG AAG TTC AAA GGC
/2\256 GCC ACA TTG ACT GCA GAC AAA TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAG CTC
iOGGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT GCA AGA TCG ACT
$i7C TAC GGC GGT GAC TGG TAC TCC AAC GTC TGG GGC GCA GGG ACC ACG GTC
408

ACC GTC TCT GCA 420

2160

2165

2170

2175

2180

2185

2190

2195

2200

2205



2210

2215

2220

2225

2230

2235

2240
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Revendicari

1. Metoda pentru tratarea unei tulburari legatd de celulele B, caracterizata prin
aceea ca, cuprinde administrarea parenterald la un pacient care are nevoie de un asemenea
tratament, a unei cantititi de dozare eficienta terapeutic a unui prim anticorp himeric anti-
CD20 avand o secvent? variabild cu catena usoara substantial la fel cu secventa aratata in
fig.4, o secventa variabild cu catena grea substantial la fel cu secventa aratata in fig.5, si
domenii constante IgG1 umane, sau a unui al doilea anticorp himeric anti-CD20 avand
substantial aceeasi activitate de epuizare a celulelor B ca primul anticorp himeric anti-CD20
mentionat, in care o cantitate eficienta terapeutic este in domeniut 0,001...30 mg/kg greutate
corporala, administrata pe o perioada de 1...7 zile.

2. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, primul anticorp
himeric anti-CD20 are secventa variabila cu catend ugoara aratata in fig.4 si secventa
variabila cu catena grea aratata in fig.5.

3. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, primul anticorp
himeric anti-CD20 este produs de produsul de transfectie ATTC 69 119.

4. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca, acest prim anticorp
este produs din transfectoma care cuprinde anti-CD20 in TCAES8 ca parte a depozitului
ATTC nr. 69 119, activ imunologic.

5. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea cé, mai cuprinde faza
de administrare a unei a doua cantitati eficiente terapeutic, a cel putin unei a doua dozari
dintr-un al doilea anticorp himeric anti-CD20 activ imunologic, cu activitate de epuizare a
celulelor B.

6. Metoda, conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca se administreaza o
a treia cantitate eficienta terapeutic a numitului anticorp, in decursul a 14 zile de la prima
administrare.

7. Metod, conform revendicarii 1 sau 4, caracterizata prin aceea ca, un anticorp
anti-CD20 marcat radioactiv se administreaza intr-o a doua perioada de administrare.

8. Metoda, conform revendicdrii 7, caracterizata prin aceea ca, anticorpul
radiomarcat cuprinde un anticorp monoclonal secretat de un hibridom, identificat prin
depozitul ATCC nr. HB 11 388.

9. Metoda, conform revendicarii 8, caracterizata prin aceea ca, anticorpul este
radiomarcat cu ytriu (90), indiu (111), iod (131), de preferinta ytriu (90).

Presedintele comisiei de examinare: ing. Georgescu Mirela
Examinator: dr.med.vet. Moroianu luliana-Emilia
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1) Int.CL.” A 61 K 39/395;
C 12N 15/02; C 12 P 21/08

LINKER #1 15bp ORIGINE SV40 =332bp
GACGTCGCGG CCGCTICTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA CTACTTCTGG AATAGCTCAG 60
AGGCCGAGGC GGCCTCGGCC TCTGCATAAA TAAAAAAAAT TAGTCAGCCA TGCATGGGGC 120
GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGGATGG GCGGAGTTAG GGGCGGGACT 180
ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG 240
GACTTTCCAC ACCTGGTTGC TGACTAATTG AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT 300
LINKER #2=13bp|
GGGGAGCCTG GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT chngz; éAT TAATTCCCCT| 360
360'1
AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC 420
GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGCCCGCCT GGCTGACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG 480
PROMOTOR -INTENSIFICATOR CMV=567bp
ACGTCAATAA TGACGTATGT TCCCATAGTA ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA 540
TGGGTGGACT ATTTACGGTA AACTGCCCAC TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA 600
AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC 660
ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC 720
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA 780
TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAACGG 8B40
GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGCC CCATTGACGC AAATGGGCGG TAGGCGTGTA 900
LINKER #3=78b
CGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGAﬁEﬂGGG TACGFGAACC GTCAGATCGC CTGGAGACGC 960
Bg Il 72718 LEADER=60bp
CATCACAGAT CTCTC£$S J GAGGGTCCCC GCTCAGCTCC TGGGGCTCCT GCTGCTCTGG 1020
+1 ]101102 107 1108
CTCCCAGGTG CACGATGTRA TGGTACGAAG GTGGAAATCA AﬁkGIAgGGY GGCTGCACCA 1080
1038'9 1062'3 Bsi WI
TCTGTCTTCA TCTTCOCGCC ATCTGATGAG CAGTTGAAAT CTGGAACTGC CTCTGTTGTG 1140
TGCCTGCTGA ATARCTTCTA TCCCAGAGAG GCCAAAGTAC AGTGGAAGGT GGATAACGCC 1200
CONSTANTA KAPPA UMANA 324bp 107 AMINOACID SI CODON STOP
CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC ACAGAGCAGG ACAGCAAGGA CAGCACCTAC 1260
AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA GCAGACTACG AGAAACACAA AGTCTACGCC 1320
TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG CCCGTCACAA AGAGCTTCAA CAGGGGAGAG 1380
CATENA
¥38eRAECo RI LINKER #4=85bp
TGT TTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA CTGGATTCGT GACAACATGC 1440
138617
GGCCGTGATA TCTACGTATG ATCAGCCTCG 4CTGTGCCTT CTAGTTGCCA GCCATCTGTT 1500
147

1'2

Fig. 2A
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GTTTGCCCCT
TAATAAAATG
GGGGTGGGGE
GCGGTGGGCT
ACGTCAATGA

TTCCTACTTG

GGCAGTACAT
CCATTGACGT
GTAACAACTC

CCCCCGTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC
BGH POLI-A=231bp
AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT
AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA
LINKER #5=15bp
CTATGGAACC AGCTGGGGCT CGACAGCOTAT GCCAAGTACG
170213 1717'8

CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC

GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG

PROMOTOR-INTENSIFICATOR CMV=334bp
CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTCCA

CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT
CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG

LINKER #6=7b

TAAGCAGAGC

GGTACGTC CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG

2051'2 2058'9

k;ﬁGGTTGGA

CATENA GREA DE START

AAGGGCCCAT
GCCCTGGGCT
GGCGCCCTGA

TCCCTCAGCA

AACGTGAATC
GACAAAACTC

LEADER=51bp Miu I
GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CTACGLGIGT

-5 -4
CGGTCTTCCC CCTGGCACCC - TCCTCCAAGA GCACCTCTGG

GCCTGGTCAA GGACTACTTC CCCGAACCGG TGACGGTGTC

CCAGCGGCGT GCACACCTTC CCGGCTGTCC TACAGTCCTC
CONSTANTA GAMMA 1 UMANA
GCGTGGTGAC CGTGCCCTCC AGCAGCTTGG GCACCCAGAC

993bp=330 AMINOACID SI CODON STOP
ACAAGCCCAG CAACACCAAG GTGGACAAGA AAGCAGAGCC

u I 2151

ACACATGCCC

TTCCTCYTCC gceccanaace
TGCGTGATGG ¥GGACGTGAG

GGCGTGGAGG
CGTGTGGTCA
TGCAAGGTCT
GGGCAGCCCC
AACCAGGTCA

TGGGAGAGCA

TGCATAATGC
GCGTCCTCAC
CCAACAAAGC
GAGAACCACA
GCCTGACCTG
ATGGGCAGCC

ACCGTGCCCA
CAAGGACACC
CCACGAAGAC
CAAGACAAAG
CGTCCTGCAC
CCrcccacee
GGTGTACACC
CCTGGTCAAA
GGAGAACAAC

GCACCTGAAC
CTCATGATCT
CCTGAGGTCA
CCGCGGGAGG
CAGGACTGGC
CCCATCGAGA
CTGCCCCCAT
GGCTTCTATC
TACAAGACCA

Fig. 2B

TCCTGGGGGG
Cccogacccee
AGTTCAACTG
AGCAGTACAA
TGAATGGCAA
AAACCATCTC
CCCGGGATGA
CCAGCGACAT

Ccoecrecear

TGTCCTTTCC

TCTGGGGGS T
TGCTGGGGAT
CCCCCTATTG
TTATGGGACT
ATGCGGTTTT
AGTCTCCACC
CCAAAATGTC
GAGGTCTATA
ACCCGi‘C_lG_AQ

Nhe 1
CTAGCACT

-3 114 115

GGGCACAGCG
GTGGAACTCA
AGGACTCTAC

CTACATCTGC

CAAATCTTGT
ACCGTCAGTC
TGAGGTCACA
GTACGTGGAC
CAGCACGTAC
GGACTACAAG
CAAAGCCAAA
GCTGACCAGG
CGCCGTGGAG
GCTGGACTCC

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920
1980
2040

2100

2160

2220
2280
2340

2400

2460
2520
2580
2€40
2700
2760
2820
2880
2940

3000
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GACGGCTCCT TCTTCCTCTA CAGCAAGCTC ACCGTGGACA AGAGCAGGTG GCAGCAGGGG 3360

AACGTCTTCT CATGCTCCGT GATGCATGAG GCTCTGCACA ACCACTACAC GCAGAAGAGC 3120

3180

CATENA GREA STOP_ |Bam HI LINKER #7=81bp
CTCTCCCTGT CTCCGGGTAA : 55GATCC GTTAACGGTT ACCAACTACC TAGACTGGAT
144

TCGTGACAAC ATGCGGCCGT GATATCTACG

GCCAGCCATC TGTTGTTTGC CCCTCCCCCG

REGIUNEA DE POLIADENILARE
CCACTGTCCT TTCCTAATAA AATGAGGAAA

CTATTCTGGG GGGTGGGGTG GGGCAGGACA

GGCATGCTGG GGATGCGGTG GGCTCTATGG

CCCGATCCCC| AGCTTTGCTT CTCAATTTCT
3490°'1

AATTTTAACA CCAATTCAGT AGTTGATTGA
PROMOTOR MAJOR AL BETA GLOBINEI DE SOARECE = 386b

AGACAGTGTT
GACTCCTAAG
GCCTGATTCC
GCAGGAGCCA

CTGACATAGT
CAAACTTGAC

GTTCGACCAT
GACCTACCCT
TCTTCAGTGG

CTCTGCACAG
CCAGTGAGTG
GTAGAGCCAC
GGGCAGAGCA

ATAAGGACAA
GCACAGCATT
ACCTTGGTAA
TATAAGGTGA

LINKER #9=19bp

TGYGTTGGGA
3856'7
GGCAATCCTA

TGAACTGCAT
GGCCTCCGCT
AAGGTAAACA

DHFR DE SOARECE

CCTGAGAAGA
GAACCACCAC
GAACAACCGG
TACCAGGAAG
GAATTTGAAA

GAATACCCAG

ATCGACCTTT
GAGGAGCTCA
AATTGGCAAG
CCATGAATCA
GTGACACGTT

GCGTCCTCTIC

GCTTGGATAG
GCGTGAAGGC

CGTCGCCGTG
CAGGAACGAG

GAATCTGGTG

=564bp=187
AAAGGACAGA

TTTTCTTGCC
TAAAGTAGAC
ACCAGGCCAC
TTTCCCAGAA

TGAGGTCCAG

TATGATCAGC

TGCCTTCCTY

CTCG4CTGTG CCTTCTAGTT
322516

GACCCTGGAA GGTGCCACTC

3240

3300

A HORMONULUI DE CRESTERE BOVIN=23lbp
TTGCATCGCA TTGTCTGAGT AGGTGTCATT 3360

GCAAGGGGCA
AACCACQCTGG
34567
TATTTGCATA
GCAAATGCGT

ACATTATTCA
CTAGGGAGAA
GGGCCAATCT

GGTAGGATCA

DHFR
CTTGGACAGC
3875'6

TGGTAGCATT
TCCCAAAATA

TTCAAGTACT

ATTATGGGTA

AMINOACID
ATTAATATAG

AAAAGTTTGG
ATGGTTTGGA
CTTAGACTCT
ATTGATTTGG

GAGGAAAAAG

Fig. 2C

GGATTGGGAA GACAATAGCA

LINKER #8=34bp
GGCTCGACAG CGCTGGATCT

ATGAGAAAAA AAGGAAAATT
TGCCAAAAAG GATGCTTTAG

GAGGGAGTAC CCAGAGCTGA
ATATGCTTGT CATCACCGAA
GCTCACACAG GATAGAGAGG

GTTGCTCCTC ACATTTGCTT

NETRADUS LA 5' =82bp
TCAGGGCTGC GATTTCGCGL

START DHFR
TTATCCCCGC TGCCAT
3957

TGGGGATTGG CAAGAACGGA

TCCAAAGAAT GACCACAACC

GGAAAACCTG GTTCTCCATT

81 CODON STOP

TTCTCAGTAG AGAACTCAAA
ATGATGCCTY AAGACTTATT
TAGTCGGAGG CAGTTCTGTT
TTGTGACAAG GATCATGCAG
GGAAATATAA ACTTCTCCCA

GCATCAAGTA TAAGTTTGAA

3420

3480

3540

3600

3660
3720
3780
3840
3900

3960

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500
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DHFR NETRADUS LA 3°

RO 118524 B1

STOP.

DHFR
AGAAAGACTA_ACAGGAAGAT GCTTTCAAGT TCT

4521' 2
'=82b

TCATGCATTT TTATAAGACC ATGGGA%TTT TGCTGGCTTT

REGIUNEA DE

TGCCACTCCC

GTGTCATTCT ATTCTGGGGG GTGGGGTGGG GCAGGACAGC AAGGGGGAGG ATTGGGAAGA

4

ACTGTCCTTT CCTAATAAAA TGAGGAAATT

61 Int.CL” A 61 K 39/395;
C12N15/02:C 12 P 21/08

D& CRESTERE

CGACTGTGCC

613'4
GA CCCTGGAAGG 4380
BOVIN231bp

GCATCGCATT GTETGAGTAG

LINKER #11=17b
CAATAGCAGG CATGCTGGGG ATGCGGTGGG CTCTATGGAA 5%1%4%;6666

CTCGAGCTAC

dAGCTTTGCT TCTCAATTTC TTATTTGCAT AATGAGAAAA AAAGGAAAAT TAATTTTAAC

ACCAATTCAG TAGTTGATTG AGCAAATGCG TTGCCAAAAA GGATGCTTTA

PROMOTOR MAJOR AL B

TCTCTGCACA

GATAAGGACA AACATTATTC

AGAGGGAGTA

ETA GLOBINEI OE SOARECE =366b

CCCAGAGCTG

GCCAGTGAGT GGCACAGCAT TCTAGGGAGA AATATGCTTG TCATCACCGA

CGTAGAGCCA
AGGGCAGAGC
TT%&%;j%PG
TCCGGCCaeT
CTCTGATGCC

CGACCTGTCC

CACGACGGGC
GCTGCTATTG
GAAAGTATCC
CCCATTCGAC
TCTTGTCGAT
CGCCAGGCTC
CTGCTTGCCG
GCTGGGTGTG
GCTTGGCGGL

CACCTTGGTA AGGGCCAATC

ATATAAGGTG AGGTAGGATC

LINKER #12=21b
AGCTTGGATC GATECTC
524819

TGGGTGGAGA GGCTATTCGG
GCCGTGTTCC GGCTYGTCAGC

TGCTCACACA

AGTTGCTCCT

START
TTGAACAA

CTATGACTGG
GCAGGGGCGC

GGATAGAGAG
CACATTTGCT

GATGGATTGC

GCACAACAGA
CCGGTTCTTT

NEOMYCIN FOSFOTRANSFERAZA

GGTGCCCTGA

ATGAACTGCA GGACGAGGCA GCGCGGCTAT

795bp=264 AMINOACIZI SI CODON STOP

GTTCCTTGEG CAGCTGTGCT
GGCGAAGTGC CGGGGCAGGA
ATCATGGETG
CACCAAGCGA

ATGCAATGCG
AACATCGCAT
CAGGATGATC TGGACGAAGA
AAGGCGCGCA TGCCCGACGG
AATATCATGG TGGAAAATGG
GCGGACCGCT ATCAGGACAT

GAATGRGCTG ACCGLCTTCLT

CGACGTTGTC
TCTCCTGTCA
GCGGCTGCAT
CGAGCGAGCA
GCATCAGGGG
CGAGGATCTC
CCGCTTTTCT
AGCGTTGGCT
CGTGCTTTAC

Fig. 2D

ACTGAAGCGG
TCTCACCTTG
ACGCTTGATC
CGTACTCGGA
CTCGCGCCAG
GTCGF¥GACCC
GGATTCATCG
ACCCGTGATA

GGTATCGCLG

GAGACAGTGT

AGACTCCTAA
AGCCTGATTC
GGCAGGAGCC
TCTGACATAG

ACGCAGGTTC

CAATCGGCTG
TTGTCAAGAC

CGTGGCTGGE

GAAGGGACTG
CTCCTGCCGA
CGGCTACCTG
TGGAAGCCGG
CCGAACTGTT
ATGGCGATGC
ACTGTGGCCG

TTGCTGAAGA

CTGCTCC CCTCCTAAAG 4560

LINKER #10=10b
JEZVCAGCCT

603 '4 4
TTCTAGTTGC CAGCCATCTG TTGTTTGCCC CTCCCCCGTG CCTTCCTT

POLIADENILARE A HORMONULUI

4620

4740

4800

4860

4920

4980

5040
S100
S16C

$220

5280

5340
S400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5940

CTTCCCGATTC 6000
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NEQ ST
GCAGCGCATC GCCYTCTATC GCCTTCTTGA CGAGTTCTTC EE#GCGGGAC

604314
ACCAAGCGAC GCCCAACCTG CCATCACGAG ATTTCGATTC

NEO NETRADUSA LA 3.'.=173bp
GGTTGGGCTT CGGAATCGTT TTCCGGGACG CCGGCTGGAT

TCTGGGGTTC 6060

GAAATGACCG

CACCGCCGCC 6120

TTCTATGAAA

GATCCTCCAG 6180

CGCGGGGATC

AGCTTATAAT

TCATGCTGGA GTTCTTCGCC CﬁggﬁfhﬁCT TQTTTATTGC €240

GGTTACAAAT AAAGCAATAG CATCACAAAT TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAT 6300

TCTAGTTGTG

ATCCCGTCkA
6368'9

CGCTCACAAT

AATGAGTGAG
ACCTGTCGTG

TTGGGCGCTC
GAGCGGTATC

CAGGAAAGAA

TGCTGGCGTT
GTCAGAGGTG
CCCTCGTGCG
CTTCGGGAAG
TCGTTCGGER
TATCCGGTAA
CAGCCACTGG
AGTGGLTGGCC
AGCCAGTTAC
GTAGCGGTGG
AAGATCCTTT

CGGATTTTGGT

POLI-A INCIPIENT SV40 =133bp

GTTTGTCCAA ACTCATCAAT CTATCTTATC

GAGCTTGGCG TAATCATGGT CATAGCTGTT

TCCACACAAC
CTAACTCACA
CCAGCTGCAT

TTCCGCTTCC
AGCTCACTCA
CATGTGAGCA

ATACGAGCCG
TTAATTGCGT
TAATGAATCG

PVC
TCGCTCACTG

AAGGCGGTAA
AAAGGCCAGC

GAAGCATAAA
TGCGCTCACT
GCCAACGCGC
19
ACTCGCTGCG
TACGGTTATC

AAAAGGCCAG

6792= ORIGINEA BACTERIANA A
TMTCCATAGG CTCCGCCCCC CTGACGAGCA TCACAAAAAT CGACGCTCAA

GCGAAACCCG ACAGGACTAT AAAGATACCA

CTCTCCTGTT
CGTGGCGCTT
CAAGCTGGGC
CIATCGTCTT
TAACAGGATT
TAACTACGGC
CTTCGGAAAA
TITTTTIGTT
CATCTTTITCT

CATGAGATTA

CCGACCCTGC
TCTCAATGCT
TGTGTGCACG
GAGTCCAACC
AGCAGAGCGA
TACACTAGAA
AGAGTTGGTA
TGCAAGCAGC
ACGGGGTCTG

TCAAAAAGGA

CGCTTACCGO
CACGCTGTAG
AACCCCCCGT
CGGTAAGACA
GGTATGTAGG
GGACAGTATT
GCTCTTGATC
AGATTACGCG
ACGCTCAGTG

TCTTCACCTA

Fig. 2E

LINKER #13=18bp

ATGTCTGG
6349

TCCTGTGTGA

GTGTAAAGCC

GCCCGCTTTC
GGGGAGAGGC

CTCGGTCGTT
CACAGAATCA

GAACCGTAAA

CGCGGCCGCG
50

AATTGTTATC

TGGGGTGCCT
CAGTCGGGAA
GGTTTGCGTA

CGGCTGCGET
GGGGATAACS
AAGGCCGCGT

A REPLICATIEIL

GGCGTTTCCC
ATACCTGTCC
GTATCTCAGT
TCAGCCCGAC
CGACTTATCG
CGGTGCTACA
TGGTATCTGC
CGGCAAACAA
CAGAAAAAAA
GAACGAAAAC

GATCCTTTIA

CCTGGAAGCT
GCCTTTCTCC
TCGGTGTAGG
CGCTGCGCCT
CCACTGGCAG
GAGTTCTTGA
GCTCTGCTGA
ACCACCGCTG
GGATCTCAAG
TCACGTTAAG

AATTAAAAAT

6360
6420

£480
5540
6600

6660
6720
6780

6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440

7500
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A LACTAMAZA S
GAAGTTTTAA ATCAATCTAA AGTATATATG AGTAA ACTT

TAATCAGTGA
TCCCCQTCGT
TGATACCGCG

GAAGGGCCGA

GTTGCCGGGA
TTGCTACAGG
CCCAACGATC
TCGGTCCTCC
CAGCACTGCA
AGTACTCAAC
CGTCAATACG
AACGTTCTTC
AACCCACTCG
GAGCAAAAAC

GAATACTE

STOP
G GTCT GACAG TACCAATGCT
7550

GGCACCTATC TCAGCGATCT GTCTATTTCG TTCATCCATA GTTGCCTGAC

GTAGATAACT ACGATACGGG AGGGCTTACC ATCTGGCCCC AGTGCTGCAA

AGACCCACGC TCACCGGCTC CAGATTTATC AGCAATAAAC
LACTAMAZA«BB

GCGCAGAAGT

286
AGCTAGAGTA

CATCGTGGTG
AAGGCGAGTT
GATCGTTGTC
TAATTCTCTT
CAAGTCATTC
GGATAATACC
GGGGCGAAAA
TGCACCCAAC
AGGAAGGCAA

ACTCTTCCTT

8410
TGAGCGGATA GATATTTGAA TGTATTTAGA

TTCCCCGAAA

AGTGCCACCT

BETA

GGTCCTGCAA C
AMINOACIO
AGTAGTTCGC
TCACGCTCGT
ACATGATCCC
AGAAGTAAGT
ACTGTCATGC
TGAGAATAGT
GCGCCACATA
CTCTCAAGGA
TGATCTTCAG

AATGCCGCAA

A LACTAMAZA START

TTTCAATATT

TATCCG%

CTCCATCCAG

SI-CODON STOP

CAGTTAATAG
CGTTTGGTAT
CCATGTTIGTG
TGGCCGCAGT
CATCCGTAAG
GTATGCGGCG
GCAGAACTTT
TCTTACCGCT
CATCTTTTAC

AAAAGGGAAT
ATTGAAGCAT

AAAATAAACA

Fig. 2F

TTTGCGCAAC
GGCTTCATTC
CAAAAAAGCG
GTTATCACTC
ATGCTTTTCT
ACCGAGTTGC
ARAAGTGCTC
GTTGAGATSC
TTTCACCAGC
AAGGGCGACA

TTATCAGGGT

AATAGGGGTT

CAGCCAGCCG
TCTATTAATT

GTTGTTGCCA
AGCTCCGGTT
GTTAGCTCCT
ATGGTTATGG
GTGACTGGTG
TCTTGCCCGG
ATCATTGGAA
AGTTCGATGT
GTTTCTGGGT
CGGAAATGTT

TATTGTCTCA

CCGCGCACAT

7560

7620
7680
7740

7800

7860
7920
7980
89240
8100
8160
8220
8280
8340
8400

8460

8520
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LINKER #l=15b%
GACGTCGCGG CCGlﬁTkGTAGG CCTCCAAAAA AGCCTCCTCA

GGCCTCGGCC TCTGCATAAA TAAAAAAAAT
ORIGINEA Sv40 =332b

CTACTTCTGG AATAGCTCAS 60

AGGCCGAGGC TAGTCAGCCA TGCATGGGGC 120

GGAGAATGGG
ATGGTTGCTG
GACTTTCCAC

GGGGAGCCTG

AGTTATTAAT
GTTACATAAC

ACGTCAATAA

CGGAACTGGG
ACTAATTGAG
ACCTGGTTGC

GGGACTTTCC

AGTAATCAAT
TTACGGTAAA
TGACGTATGT

PROMOTOR=-INTENSIFICATOR- CVM

TGGGTGGACT ATTTACGGTA
AGTACGCCCC CTATTGACGT
ATGACCTTAT GGGACTTTCC
ATGGTGATGC GGTTTTGGCA
TTTCCAAGTC TCCACCCCAT
GACTTTCCAA AATGTCGTAA

CGGTGGGAGG TCTATATAAG

Bgl 2

CGGAGTTAGG
ATGCATGCTT
TGACTAATTG

ACACCCTAAC

TACGGGGTCA
TGGCCCGCCT
TCCCATAGTA

AACTGCCCAC
CAATGACGGT
TACTTGGCAG
GTACATCAAT
TGACGTCAAT
CAACTCCGCC

P
GGCGGGATGG
TGCATACTTC
AGATGCATGC

TGACACACAT

TTAGTTCATA
GGCTGACCGC
ACGCCAATAG

TTGGCAGTAC
AAATGGCCCG
TACATCTACG
GGGCGTGGAT
GGGAGTTTGT
CCATTGACGC

LINKER #3=7b

CAGAGCTIGGG
927'8

TACGITGAACC
934'5

GCGGAGTTAG GGGCGGGACT
TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG
TTTGCATACT TCTGCCTGCT

LINKER #2=13b

TCCACAGAAT
347'8
GCCCATATAT

CCAACGACCC
GGACTTTCCA

=567bp

ATCAAGTGTA
CCTGGCATTA
TATTAGTCAT
AGCGGTTTGA
TTTGGCACCA
AAATGGGCGG

GTCAGATCGC

TAATTCCCC%

GGAGTTCCGC
CCGCCCATTG
TTGACGTCAA

TCATATGCCA
TGCCCAGTAC
CGCTATTACC
CTCACGGGGA
AAATCAACGG
TAGGCGTGTA

CTGGAGACGC

CATENA USOARA START LEADER NATURAL _ggp

D& <
CATCACAGAT CTCTCAcﬁ@ATTTTCAG GTGCAGATTA TCAGCTTCCT GCTAATCAGT
9

978

GCTTCAGFCA FAATGTCCAG AGGQFAAATT GTTCTCTCCC AGTCTCCANRC AATCCTGTCT

1044's5%!

GCATCTCCRE GGGAGAAGGT CACAATGACT TGCAGGGCCA GCTGAAGTGT AAGTTACATC

CACTGGTTCC AGCAGAAGCC AGGATCCTCC CCCAAACCCT GGATTTATGC CACATCCAAC

REGIUNEA VARIABILA A CATENEI USOARE. 318bp 106 AMINO ACID
CTYGGCTTCTG GAGTCCCTGT TCGCTTCAGT GGCAGTGGGT CTGGGACTTC TTACTCTCTC

ACCATCAGCA GAGTGGAGGC TGAAGATGCT GCCACTTATT ACTGECAGCA GTGGACTAGT

BsiWl
AACCCACCCA CGTTCGGAGG GGGGACCAAG CTGGAAATC& é\;katmﬁcr GGCTGCACCA

TCTGVCTTCA TCTTCCCGEC ATCTGATGAG CAGTTGAAAT CTGGAACTGC CTCTGTTGTG

180
240
300

360

420
480
540

600
660
720
780
840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1520

1380

1440

TGCCTGCTLA ATAACTTCTA TCCCAGAGAG GCCAAAGTAC AGTGGAAGGT GGATAACGCC 1500

Fig. 3A
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CONSTANTA KAPPA UMANA .=324bp=107 AMINOACID SI CODON STOP

CTCCAATCGG GTAACTCCCA GGAGAGTGTC ACAGAGCAGH ACAGCAAGGA CAGCACCTAC 1560

AGCCTCAGCA GCACCCTGAC GCTGAGCAAA GCAGACTACG AGAAACACAA AGTCTACGCC 1620

TGCGAAGTCA CCCATCAGGG CCTGAGCTCG CCCGTCACAA AGAGCTTCAA CAGGGGAGAG 680

CATENA

USOARA

STOE...|Eco RI LINKER #4=8ibp

TGQ?jEFTTC AGATCCGTTA ACGGTTACCA ACTACCTAGA CTGGATTCGT GACAACATGC 1740
16467

GGCCGTGATA

GTTTGCCCCT

TAATAAAATG

REGIUNEA
GGGGTGGGGE

GCGGTGGGET

ACGTCAATGA
TTCCTACTTG

GGCAGTACAT
CCATTGACGT
GTAACAACTC

TCTACGTATG ATCAGCCTE;%#E{GTGCCTT CTAGTTGCCA GCCATCIGTT 1800

CCCCCGTGCC TTCCTTGACC CTGGAAGGTG CCACTCCCAC TGTCCTTTCC 1860

1920
E BOVIN=231bp

AGGAAATTGC ATCGCATTGT CTGAGTAGGT GTCATTCTAT TCTGGGGGGT

DE_POLIADENILARE A HORMONULUI DE CRESTER
AGGACAGCAA GGGGGAGGAT TGGGAAGACA ATAGCAGGCA

LINKER #5=15bp
CTATGGAACC Adcrsccccr CGACAGc}rAT GCCAAGTACG
2002'3 201778

CGGTAAATGG CCCGCCTGGC ATTATGCCCA GTACATGACC

GCAGTACATC TACGTATTAG TCATCGCTAT TACCATGGTG

PROMOTOR-INTENSIFICATOR CMV=334bp
CAATGGGCGT GGATAGCGGT TTGACTCACG GGGATTTC A

CAATGGGAGT TTGTTTTGGC ACCAAAATCA ACGGGACTTT
CGCCCCATTG ACGCAAATGG GCGGTAGGCG TGTACGGTGG

LINKER #6=7b
TAAGCAGAGC GGTAcqu CTCACATTCA GTGATCAGCA CTGAACACAG
START 235112 23s58l9

: ENA GREA LEADER SINTETIC SI NATURAL Mlu I ‘ 245718
GCCTCATCTT GCTCTTCCTT GTCGCTGTTG CT COLGTQT CCTGICOCA
-5 -4 -3 -2 -1+

GTTGGA
2401

GTACAACTGC

TGCAAGICTT
REGIUNEA

AR

CAGAAGTTCA
CAGCTCAGCA
TACGGCGGTG

cRtickacca

GGCACAGCGG

TGGAACTCAG

AGCAGCCTGG GGCTGAGCTG GTGAAGCCTG GGGCCTCAGT

CTGGCTACAC ATTTACCAGT TACAATATGC ACTGGGTAAA

A CATENEI GRELE =363bp=121 AMINO ACID
TGGAATGGAT TGGAGCTATT TATCCCGGAA ATGGTGATAC

AAGGCAAGGC CACATTGACT GCAGACAAAT ccTccaGeac
GCCTGACATC TGAGGACTCT GCGGTCTATT ACTGTGCAAG
ACTGGTACTT CAATGTCTGG GGCGCAGGGA CCACGGTCAC

AGGGCCCATC GGTCTTCCCC CTGGCACCCT CCTCCAAGAG

CCCTGGGCTG CCTGGTCAAG GACTACTTCC CCGAACCGGT

CONSTANTA GAMMA 1 UMANA =993bp
GCGCCCTGAC CAGCGGCGTG CACACCTTCE CGoerareer

Fig. 3B

TGCTGGGGAT.
CCCCCTATTG

TTATGGGACT
ATGCGGTTTT

AGTCTCCACT
CCAAAATGT

GAGGTCTATA

Sal I
ACCCGTCGAC

GAAGATGTCC
ACAGACACCT

TTCCTACAAT
AGCCTACATG
ATCGACTTAC
CGTCTCTGC4

CACCTCTGGG
GACGGTGTCG

ACAGTCCTCA

1980
2040
2100
2160
2220

2280
2340

2400

2460

2520

2580

2640
2700
2760

2820

2880

2940

3000
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GGACTCTACT
TACATCTGCA
AAATCTTGTG
CCGTCAGTCT
GAGGTCACAT
TACGTGGACG
AGCACGTACC
GAGTACAAGT
AAAGCCAAAG
CTGACCAAGA
GCCGTGGAGT
CTGGACTCCG
CAGCAGGGGA

CAGAAGAGCC

AGACTGGATT

CTTCTAGTTG
GTGCCACTCC

330 AMINQ ACID SI CODON

CCCTCAGCAG
ACGTGAATCA
ACAAAACTCA
TCCTCTTCCC
GCGTGGTGGT
GCGTGGAGGT
GTGTGGTCAG
GCAAGGTCTC
GGCAGCCCCG
ACCAGGTCAG
GGGAGAGCAA
ACGGCTCCTT
ACGTCTTCTC

CGTGGTGACC
CAAGCCCAGC
CACATGCCCA
CCCAAAACCC
GGACGTGAGC
GCATAATGCC
CGTCCTCACC
CAACAAAGCC
AGAACCACAG
CCTGACCTGC
TGGGCAGCCG
CTTCCTCTAC
ATGCTCCGTG.

CATENA GREA S

T I
TCCGGGTAAAi!EE#GATCCG

3813'4
CGTGACAACA TGCGGCCGTG ATATCTACGT

TCTCCCTGTC

GTGCCCTCCA
AACACCAAGC
CCGTGCCCAG
AAGGACACCC
CACGAAGACC
AAGACAAAGC
GTCCTGCACC
cTcccaGCce
GTGTACACCC
CTGGTCAAAG
GAGAACAACT
AGCAAGCTCA
ATGCATGAGG

CCAGCCATCT GTTGTTTIGCC CCTCCCCCGT

CACTQTCCTT TCCTAATAAA ATGAGGAAAT

REGIUNEA DE POLIADENILARE- A HORMONULUI DE CRESTERE BQVINa23lb
GGTGTCATTC TATTCTGGGG GGTGGGGTGG GGCAGGACAG CAAGGGGGAG GATTGGGAAG

LINKER #8=34bp
ACAATAGBAG GCATGCTGGG GATGCGGTGG GCTCTATGGA ACCAGLTGGG GCTCGACAGC

STOP
GCAGCTTGGG

TGGACAAGAA
CACCTGAACT
TCATGATCTC
CTGAGGTCAA
CGCGGGAGGA
AGGACTGGCT
CCATCGAGAA
TGCCCCCATC
GCTTCTATCC
ACAAGACCAC
CCGTGGACAA
CTCTGCACAA

CACCCAGACC
AGCAGAGCCC
CCTGGGGGGA
CCGGACCCCT
GTTCAACTGG
GCAGTACAAC
GAATGGCAAG
AACCATCTCC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGGTGG
CCACTACACG

LINKER #7=81b

TTAACGGTTA

ATGATCAGCC

CCAAC?ACCT

TCGACTGIGE
389{*% N

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
5780
3840

3900

GCCTTCCTTG ACCCTGGAAG 3960

TGCATCGCAT TGTCTGAGTA 4020

GCTGGATCTC CCGATCCCCF GCTTTGCTTC TCAATTTCTT ATTTGCATAA TGAGAAAAAA

AGGAAAATTA ATTTTAACAC CAATTCAGTA GTTGATTGAG CAAATGCGTT GCCAAAAAGG
PROMOTOR MAJOR AL BETA GLOBINEI DE SOARECE =368bp
ATGCTTTAGA GACAGTGGTC TCTGCACAGA TAAGGACAAA CATTATTCAG AGGGAGTACC

CAGAGCTGAG ACTCCTAAGC CAGTGAGTGG CACAGCATTC TAGGGAGAAA TATGCTTGTC

ATCACCGAAG CCTGATTCCG TAGAGCCACA CCTTGGTAAG GGCCAATCTG CTCACACAGG

ATAGAGAGGG CAGGAGCCAG GGCAGAGCAT ATAAGGTGAG GTAGGATCAG TTGCTCCTCA

Fig. 3C

080

4140

4200
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4520
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CATTTGCTTC TGACATAGTT %

ATTTCGCGCC AAACTTGACG GCAATCCTAG CGTGAAGGCT GGTAGGATTY

R START
GCCAT TTCGACCATT GAACTGCATC GTCGCCGTGT CCcCAAAATAT

4626 7
AAGAACGGAG ACCTACCCTG GCCTCCGCTC AGGAACGAGT TCAAGTACTT
ACCACAACCT CTTCAGTGGA AGGTAAACAG AATCTGGTGA TTATGGGTAG

DHFR=564%p=187 AMINOACID SI CODON STOP

TTCTCCATTC CTGAGAAGAA CGACCTTTA AAGGACAGAA TTAATATAGT

GAACTCAAAG
AGACTTATTG
AGTTCTGTTT
ATCATGCAGG

AACCACCACG AGGAGCTCAT TTTCTTGCCA AAAGTTTGGA
AACAACCGGA ATTGGCAAGT AAAGTAGACA
ACCAGGAAGC CATGAATCAA CCAGGCCACC
AATTTGAAAG TGACACGTTT TTCCCAGAAA

AATACCCAGG CGTCCTCTCT GAGGTCCAGG

TGGTTTGGAT
TTAGACTCTT

TTGATTTGGG

CTTCTCCCAG AGGAAAAAGG

OHFR STOpP
AAGTTTGAAG TCTACGAGAA GAAAGAgﬂ%%ifAGGAAGATG CTTTCAAGTT
14

CTCCTAAAGC
=10bp

GACTGTGCCT TCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGL

REGTUNEA DE POLIADENILARE A HORMONULUY DE CRESTERF
CCFE%AA%GT GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAATAAAAT GAGGAAATT

TCTGAGTAGG TGTCATTCTA TTCTGGGGGG TGGGGTGGGG CAGGACAGCA

TTGGGAAGAC AATAGCAGGC ATGCTGGGGA TGCGGTGGGE TCTATGGAAC;5

=17h
TCGAGC%&&Y ,AIGCTTTGCTT CTCAATTTCT TATTTGCATA ATGAGAAAAA
Q.

AATTTTAACA CCAATTCAGT AGTTGATTGA GCAAATGCGT TGCCAAAAAG

PROMOTOR MAJOR AL BETA GLOBINEI DE SOARECE=366b¢
AGACAGTGTT CTCTGCACAG ATAAGGACAA CTAGGGAGAA ATATGCT GT

GACTCCTAAG CCAGTGAGTG GCACAGCATT CTAGGGAGAA ATATGCTTGT
GCCTGATTCC GTAGAGCCAC ACCTTGGTAA GGGCCAATCT GCTCACACAG

GCAGGAGCCA GGGCAGAGCA TATAAGGTGA GGTAGGATCA GTTGCTCCTC

LINKER #12=21bp

0 START
CTGACATAGT TGTGTTkGGA GCTTGGATCG ATCCTC GTTGAACAAG
5896 '7 5917 :

CGCAGGTTCT CCGGCCGLTT GGGTGGAGAG GCTATTCGGE TATGACTGGG

Fig. 3D

TATGCATTTT TATAAGACCA TGGGACTTTY GCTGGCTTI;E;%

C
513

LINKER #9=19bP |.DHFR NETRADUS LA 5'=82bp
TTIGGGAG CTTGGATAGC ]iﬁqACAGCT CAGGGCTGCH
525'6 4544°'5

TATCCCCGCT
GGGGATTGGC

CCAAAGAATG
GAAAACCTGG
TCTCAGTAGA
TGATGCCTTA
AGTCGGAGGC

4560

4620

4680

4740
4300

4860
4920
4980

TGTGACAAGE 5040

GAAATATAAA
CATCAAGTAT

DHFR NETRADUS LA 3'=82bp

CTCTGCTCCT

LINKER #10
3CAGCCTC

CTTCCTTGAC
BOVIN=23

St00
S160

S220
5280

5340

lbg
CATCGCATTG 5400

AGGGGGAGGA
LINKER #11
AGCTGGGGC
4
AAGGAAAATT
GATGCTTTAG

CATCACCGAA
CATCACCGAA
GATAGAGAGG
ACATTTGCTT

ATGGATTGCA

CACAACAGAC

5460

5700
5760
5820
5880

5940

6G00
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AATCGGCTGC

NEOMYCIN
TGTCAAGACC

GTGGCTGGEL
AAGGGACTGG
TCCTGCCGAG
GGCTACCTGC
GGAAGCCGGT
CGAACTGTTC
TGGCGATGCC
CTGTGGCCGG
TGCTGAAGAG

TCCCGATTCG
CTGGGGTTCG

ACCGCCOCCT
ATCCTCCAGC

GCTTATAATG

REGIUN
TCACTGCATY

TCTGATGCCG CCGTGTTCCG GCTGTCAGCG CAGGGGCGCC CGGTTCTTITT
FOSFOTRANSFERAZA =795bP=264 AMINOACID SI CODON STOP

GACCTGTCCG
ACGACGGGCG
CTGCTATTGG
AAAGTATCCA
CCATTCGACC
CTTGTCGATC
GCCAGGCTCA
TGCTTGCCGA
CTGGGTGTGG
CTTGGCGGLa

CAGCGCATCG

AAATGACCGA

NEO NETRADUS LA 3* =1

TCTATGAAAG
GCGGGGATCT

GTGCCCTGAA
TTCCTTGCGC
GCGAAGTGCC
TCATGGCTGA
ACCAAGCGAA
AGGATGATCT
AGGCGCGCAT
ATATCATGGT
CGGACCGCTA
AATGGGCTGA

CCTTCTATCG
CCAAGCGACG

GTTGGGCTTC
CATGCTGGAG

TGAACTGCAG
AGCTGTGCTC
GGGGCAGGAT
TGCAATGCGG
ACATCGCATC
GGACGAAGAG
GCCCGACGGC
GGAAAATGGC
TCAGGACATA
CCGCTTCCTC

CCTTCTTGAC
CCCAACCTGC

GGAATCGT
TTCTTCGCCC

73b
17

GACGAGGCAG
GACGTTGTCA
CTCCTGTCAT
CGGCTGCATA
GAGCGAGCAC
CATCAGGGGC
GAGGATCTCG
CGCTTTITCTG
GCGTTGGCTA
GTGCTTTACG

NEQ STOP

CGCGGCTATC
CTGAAGCGGGH
CTCACCTTGC
CGCTTGATCC
GTACTCGGAT
TCGCGCCACGC
TCGTGACCCA
GATTCATCGA
CCCGTGATAT
GTATCGCCGC

G

GAGTTCTTCI
8
CATCACGAGA

CCGGGACGC

ACCCdAACTT
6885'6

GTTACAAATA AAGCAATAGC ATCACAAATT TCACAAATAA

E OE POLIADE

CTAGTTGTGG

LINKER #13=19bp
rcqg&;;h?c AGCTTGGCGT AATCATGGTC ATAGCTGTTT

GCGGCCGCGA

AR AN TR A R 4T T TR T

PUC_ 19
ATTGTTATCC GCTCACAATT CCACACAACA TACGAGCCGG AAGCATAAAG

712

IGCGGGACT
3
TTTCGATTCC

CGGCTGGATG
GTTTATTGCA

AGCATTTTTT
TGTCIGGATC

70181 ¢
CCTGTGTGAA

TGTAAAGCCT

6060

6120
6130
6240
€300
6560
6420
6480
6540
6600
6660

6810

6900

6960

7020

7080

7140

GGGGTGCCTA ATGAGTGAGC TAACTCACAT TAATTGCGTT GCGCTCACTG CCCGCTTTCC 7200

AGTCGGGAAA CCTGTCGTGC CAGCYGCATT AATGAATCGG CCAACGCGCG GGGAGAGGCG 7260

GYTTGCGTAT TGGGCGCTCT TCCGCTTCCT CGCTCACTGA CTCGCTGCGC TCGGTCGTTC 7320

GGCTGCGGCG AGCGGTATCA GCTCACTCAA AGGCGGTAAT ACGGTTATCC ACAGAATCAG 7380

GGGATAACGC AGGAAAGAAC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA

7461= ORIGINEA BACTERIANA A REPLICATIEI
GCTGGCGTTT [[ITCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGAGCAT CACAAAAATC

7440

AGGCCGCGTT 7500

Fig. 2E
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GACGCTCAAG
CTGGAAGCTC
CCTTTICTCCC
CGGTGTAGGT
GCTGCGCCTT
CACTGGCAGC
AGTTCTTGAA
CTCTGCTGAA
CCACCGCTGG
GATCTCAAGA
CACGTTAAGG

ATTAAAAATG

TCAGAGGTGG
CCTCGTGLGE
TTCGGGAAGC
CGTTCGCTCC
ATCCGGTAAC
AGCCACTGGT
GTGGTGGCCT
GCCAGTTACC
TAGCGGTGGT
AGATCCTTTG
GATTTTGGTC

AAGTTTTAAA

LAC S
CAATGCTT AATCAGTGAG

TTGCCTGACT
GTGCTGCAAT

CCCCGTCGTG
GATACCGCGA

CGAAACCCGA
TCTCCTGTTC
GTGGCGCTTT
AAGCTGGGCT
TATCGTCTTG
AACAGGATTA
AACTACGGCT
TTCGGAAAAA
TTTTTIGTITY
ATCTTTTICTA
ATGAGATTAT

TCAATCTAAA

GCACCTATCT
TAGATAACTA"

GACCCACGCT

BETA LACTAMAZA-861bp=286

AGCCAGCCGG
CTATTAATTG
TTGTTGCCAT
GCTCCGGTTC
TTAGCTCCTT
TGGTTATGGC
TGACTGGTGA
CTTGCCCGaC
TCATTGGAAA
GGTCGATGTA

TTTCTGGGTG
GGAAATGTTG
ATTGTCTCAT

CGCGCACATT

CAGGACTATA
CGACCCTGCC
CTCAATGCTE
GTGTGCACGA
AGTCCAACCE
GCAGAGCGAG
ACACTAGAAG
GAGTTGGTAG
GCAAGCAGCA
CGGGGTCTGA
CAAAAAGGAT

GTATATATGA

CAGCGATCTG
CGATACGGGA
CACCaaCTrC

AMINOACID

AAGGGCCGAG CGCAGAAGTG GTCCTGCAAC

TTGCCGGGAA
TGCTACAGGC
CCAACGATCA
CGGTCCTCCG
AGCACTGCAT
GYACTCAACC
GTCAATACGG
ACGTTCTTCG
ACCCACTCGT

AGCAAAAACA

AATAC T@i&\B

GCTAGAGTAA
ATCGTGGTGT
AGGCGAGTTA
ATCGTTGTCA
AATTCTCTTA
AAGTCATTCT
GATAATACCG
GGGCGAAAAC
GCACCCAACT
GGAAGGCAAA

GTAGTTCGCC
CACGCTCGTC
CATGATCCCC
GAAGTAAGTT
CTGTCATGCC
GAGAATAGTG
CGCCACATAG
TCTCAAGGAT
GATCTTCAGC
ATGCCGCAAA

ETA LACTAMAZA START

CTcrreeTTT

TTCAATATTA

CGAGCGGATAC ATATTTGAAT GTATTTAGAA

TCCCCGAAAA

GTGCCACCT

Fig. 3F

AAGATACCAG
GCTTACCGGA
ACGCTGTAGG
ACCCCceGTT
GGTAAGACAC
GTATGTAGGC
GACAGTATTT
CTCTTGATCC
GATTACGCGC
CGCTCAGTGG
CTTCACCTAG

GTAAACTTGG

TCTATTTCGT
GGGCTTACCA
AGATTTATCA

GCGTTTCCCC
TACCTGTCCG
TATCTCAGTT
CAGCCCGAL
GACTTATCGC
GGTGCTACAG
GGTATCTGCG
GGCAAACAAA
AGAAAAAAAG
AACGAAAACT
ATCCTTTTAA

TA
rCTGACAQET

TCATCCATAG
TCTGGCCCCA
GCAATAAACC

SI CODON STOpP

TTTATCCGCC
AGTTAATAGT
GTTTGGTATH
CATGTTGTGC
GGCCGCAGTG
ATCCGTAAGA
TATGCGGCGA
CAGAACTTTA
CTTACCGCTG
ATCTTTTACT

AAAGGGAATA

TTGAAGCATT

AAATAAACAA

TCCATCCAGT
TTGCGCAACG
GCTTCATTCA
AAAAAAGCGG
TTATCACTCA
TGCTTITTCTG
CCGAGTTGC T
AAAGTGCTCA
TTGAGATCCA
TTCACCAGCG
AGGGCGACAC

TATCAGGGTT
ATAGGGGTTC

7560
76820
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
2160

8220
8280

8340
8400

8460
8520
8530
8640
€700
8760
£820
8880
8940
9000

9060

9120
9180
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LEADER

~20 ~-15 -10
FR- i€ 1 Met Asp Phe Gln Val Gln Ile le Ser Phe Leu Leu lle Ser Ala Ser Val
ATG GAT TTT CAG GTG CAG ATT ATC AGC TTC CTG CTA ATC AGT GCT TCA GIC
987 996 1005 1014 1023

=3 -1+ FR1 10

lte Met Ser Arg Gly |Gln Ilte Val Leu Ser Gin Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser

ATA ATG TCC AGA GGA |CAA ATT GTT CTC TCC CAG TCT CCA GCA ATC CTG TCT GCA TCT
1038 1047 1056 1063 1074 1035

20 23 |24 CDR1 277 29 30 34 |
Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys|Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr lte His

CCA GGG GAG AAG GTC ACA ATG ACT TGC|AGG GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATC CAC
1095 1104 ms3 1122 1131 1140

35 FR2 40 45 49 150 CDR2
Trp Phe Glin Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp lle Tyr| Ala Thr Ser #sn
TGG TTC CAG CAG AAG CCA GGA TCC TCC CCC AAA CCC TGG ATT TAT|GCC ACA TCC AAC

1152 1161 1170 1179 1188 197

35S  S64 57 . 60 FR3 65 70
Lteu Ala Ser |Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
CTG GCT TCT|GGA GTC CCT GTT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACT TCT TAC 7T
1209 1218 1227 1236 1245 1254

75 80 85 88| 89 3IC
Lteu Thr Ite Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys|Gln ar Trp
CTC ACC ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC|CAG CAG TGG

1266 1275 1284 1293 1302 1311

CDR3 95 97 {98 100 FR4 105 107
Thr Ser Asn Pro Pro Thr|Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
ACT AGT AAC CCA CCC ACG|TTC GGA GGG GGG ACC AAG CTG GAA ATC AAA
1323 1332 1341 1350 13359

Fig. 4
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LEADER

-19 -15 -10 -5
FRAME 1 Met Gly Trp Ser Leu Ite Leu Leu Phe Leu Val Ala Val Ala Thr Arg Val
ATG GGT TGG AGC CTC ATC TTG CTC TTC CTT GTC GCT GTT GCT ACG CGT GTC

2409 2418 2427 2436 2445

=1} +] FR1 10 15
Leu Ser| Gln Val Gln Leu Gin Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Ala Gly Ala Ser
CTG TCC| CAG GTA CAA CTG CAG CAG CCT GGG GCT GAG CTG GTG AAG CCT GGG GCC TCA
2460 2469 2478 2487 2496 2505

20 25 30} 3 CDR1 35 136

Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr|Ser Tyr Asn Met His [Trp

GTG AAG ATG TCC TGC AAG GCT TCT GGC TAC ACA TTT ACCIAGT TAC AAT ATG CACITGG
2517 2526 2536 2544 2553 2562

40 FR2 45 49 |50 52 524 53 S4

Val Lys Gin Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ilte Gly |Ata e Tyr Proc Gly Asa

GTA AAA CAG ACA CCT GGT CGG GGC CTG GAA TGG ATT GGA|GCT ATT TAT CCC GGA AAT
23574 2583 2592 2601 2610 2619

35 CDR2 60 65 {66 FR3 70

Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gin Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys

GGT GAT ACT TCC TAC AAT CAG AAG TTC AAA GGC| AAG GCC ACA TTG ACT GCA GAC AaL
2631 2640 2649 2658 2667 2676

75 a0 82 B2A 82B 82C 83 85
Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG CAG CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCG GTC
2688 2697 2706 2715 2724 2733

Tyr Tyr Cys Ala Arg|Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Tip Gly
TAT TAC TGT GCA AGA|TCG ACT TAC TAC GGC GGT GAC TGG TAC TTC AAT GTC GG GGC
2745 2754 2763 2772 2781 279¢

90 94195 CDR3 100 100A 100B 100C 100D IOIC'IDE 113

105 FR4 10 13
Ala Gly Thr Thr Val Thr Vol Ser Ala
GCA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCT GCA

280e 281t 2820

Fig. 5
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