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Rekombinantni protildtky anti-CD4 pro humdnni terapii a

zpUsoby jejich produkce

Oblast techniky

Tato pfihlé3ka Je prihla3dka castedné pokradovaci k
patentu Spojenych Stata ¢&. 08/476 237, ktery ije Jastednd
pokracovaci k patentu Spojenych Statd <&. 08/397 072,
podaného 25. ledna 1995, ktery Jje pokradovani patentu
Spojenych Stétﬁlé. 07/912 292, podaného 10. C&ervence 1992,
ktery je pfihlaskou Casteéné& pokralovaci k patentové
pfihlasce Newmana et al. Spojenych Statad &. 07/856 281,
podané 23. Dbrfezna 1992, kterd Jje &astednym pokracovanim
patentové prihlasky Spojenych Statd &. 07/735 064, podané
25. cCervence 1991, jeZ jsou celé, vietn& obrazki, zahrnuty
timto v odkazech. Tento vyndlez se tykd rekombinantnich
protilatek specifickych k CD4, které jsou pouZitelné pro

huménni terapii a také zplsobld produkce takovych protilatek.

Dosavadni stav techniky

CD4 je povrchovy glykoprotein prim&rné exprimovany na
buiikdch linie lymfocytd T vCetnd& v&tSiny thymocytd a
podskupiny perifernich T bunék. Nizké hladiny CD4 jsou také
exprimovény nékterymi nelymfoidnimi butikami, adkoliv funkéni
vyznam této odchylné buné&lné distribuce Je neznamy. Na
zralych T  bunkdch  vykonavd  CD4 rozpoznavaci funkci
prostfednictvim interakce s molekulami MHC II. tfidy (MHC =
hlavni histokompatibilni sytém, které Jsou exprimovany na
buiikdch prezentujicich antigen. T buiiky CD4* tvofi primarné

podskupinu pomahadskych (,helper™)bunék, které #idi funkce T

.




a B bunék béhem imunitnich odpov&di na viroveé, bakteridlni,
mykotické a parazitarni infekce, zavislych na T bufikach.

B&hem patogeneze autoimunitnich nemoci, zejména kdyZ
selZe tolerance k vlastnim antigentm, T buriky CD4" prispivaiji
k zanétlivym odpové&dim, které maji za nasledek poskozeni
kloubu a tkane. Témto procestm napomaha dopliovani
zanétlivymi bufikami hemopoetické linie, produkce protiléatek,
zédnétlivych cytokind a medidtord a aktivace zabijelskych
(nkiller™) bunék.

Revmatoidni artritida (RA), zan&tlivd nemoc synovia, je
jeden projev autoimunitniho Jewvu, ktery m& =za nasledek
erozi, deformitu a zniceni  kloubd. Jako u  vétdiny
autoimunitnich nemoci neni etiologie RA dobre poznana. Avsak
je znamo, Ze RA Jje charakterizovana zvySenymi hladinami
aktivovanych T lymfocytd CD4" v postiZenych kloubech. V
soucasnostl neexistuje vylédeni RA. Prvni linie lécby RA
poskytuje dlevu od priznakd RA a zlepSuje béhem kratké doby
funkéni zdatnost. Druhd a t#eti linie imunosupresiv a
steroidd, jako .je azathioprin, metotrexat a prednisolon,
zacilené na vlastni nemoc, jsou podavané ve vaznéisich
ptipadech a jsou bud pouze slabé udinné nebo projevuiji
neprijatelnou toxicitu pro chronickou terapii. Neochranuiji
také pred znicdenim kloubu.

Nezavisle na RA, buidky CD4" se G&astni také daldich
chronickych stavl v¢etné psoridzy, diabetu mellitu zAavislého
na inzulinu, systémového Llupus erytematosus a zanétlivych
stfevnich nemoci. Kromé& toho je pravdeépodobné, Ze exprese
CD4 je zapojena i do dalSich autoimunitnich nemoci.

Pri daném =zapojeni T bunék do rozvoje a udrfovani
autoimunitnich nemoci se dlleZitou lé&ebnou strategii stala
imunosuprese. Destupné imunosupresivni léky, jako

> s

cyklosporin A, jsou Uspé&3né pouZivany pro 1éd&bu rejekce




transplantatl. AvSak jejich toxické vedlejsi G&inky je &ini
neprijatelnymi pro chronickou 1é&bu autoimunitnich nemoci.

Deplece (vyCerpdni) veSkeré T bunddné populace, vcetné
podskupiny CD4*%, se v klinickych podminkach uskutedni
metodami zahrnujicimi drendZ ductus thoracicus, celkovym
ozafenim lymfoidni tkdn& a lymfoferezou, cof mid u nékterych
pacientl za nésledek klinické zlep3eni. Soudasna strategie
je vsak zamérena na selektivn&jsi pfipravky, které blokuji
nezadouci imunitni odpovédi, aniZ by zplsobily toxicitu pro
solidni orgdny nebo jiné v&t3i vedlejsi a¢inky. Jeden
zplisob, jak toto miZe Dbyt potencidlné dosaZeno, je
selektivni odstranéni nebo inaktivace T bunék
zprostredkovavajicich nemoc pouzitim monoklonalnich
protilatek (mAbs). Jednu takovou strategii predstavuji mAbs
k CD4. Ve zvifecich modelech autoimunity a transplantace,
kdyZz Jsou profylakticky nebo terapeuticky podavany mAbs
anti-CD4, tyto protilatky rudi nebo zvrdti progresi nemoci.
Krome& toho, podateéni vysledky né&kterych klinickych zkouSek
8 mAbs anti-CD4 u RA, psoridzy, =zandtlivé strevni nemoci a
systémové vaskulitidy poskytly ur&ity prfedbéZny dikaz
potencialni terapeutické udinnosti.

Cilem 1éCby mAbs anti-CD4 je v podstatd zrudit
autodestruktivni aktivitu bunék CD4", zejména béhem akutnich
fazi autoimunitni poruchy. Kone¢ny lécebny cil je navodit
stav imunologické neodpovidavosti (anergii) nebo dlouhodobou
toleranci na Skodlivé antigeny (nebo specifické tkand),
které udrZuji vlastni nemoc, aniz by se ohrczila normalni
obrana hostitele proti oportunnim infekcim. Nehledd na RA,
mAbs CD4 mohou byt také prospé&3né pro 1é¢bu daldich
autoimunitnich nemoci, nap?. diabetu mellitu zavislého na
inzulinu, systémového lupus erytematosus, psoriazy,

zanétlivé strevni nemoci a sclerosis multiplex.




Vzhledem k potencialni dileZitost mAbs anti-CD4 jako
imunoterapeutika publikovali  jiZ Cetné spolednosti a
vyzkumné skupiny mAbs anti-CD4 jako potencidlni 1é&ebné
pripravky. Naptriklad Centocor publikoval mAbs anti-CD4
nazyvane Centara, coZ je chimérickd my3i monoklonalni
protilatka (mAb) k CD4. Dale Johnson & Johnson/Ortho
publikovali OKT-4a, mAb anti-CD4, kterd je humanizovana nysi
mAb. Dale publikovali Burroughs Wellcome mAb anti-CD4, které
je humanizovand potkani mAb k CD4. Jak Sandoz, tak i

MedImmune (ve spolupréci s firmou Merck) vyvinuli anti-CD4

myS$i humanizované mAbs specifické k CD4. Dale vyvinuli mAbs
anti-CD4 také Becton Dickinson, Immunotech a Boehringer
Mannheim.

Nehledé na mAbs anti-CD4, byly objeveny riazné
imunomodulatory a léky potencidlné& pouZitelné pro 1lédbu RA.
Takové imunomoduldtory a 1léky zahrnuji nap?. blokatory
bunécéné adheze, blokatory cytokinovych receptori,
imunotoxiny a antagonisty T buné&énych receptort. Specifické
ptiklady =zahrnuji interferon gama, anti-ICAM-1 (my3i mAb
anti-CD54, ktera blokuje leukocytdrni transport, adhezi),
Campath-1H (potkani humanizovand mAb anti-CDw52) receptor
IL-1, cA2 (TNF-alfa chimérickd mAb), CDP 571 (mAb anti-TNF),
anti-IL-2R (humanizovand mysSi mAb anti-CD25), SDZ CHH 380
(my3i lidskd mAb anti-CD7), DAB486 IL-2 (IL-2 fazni toxin,
nespecificky pro bunky CD4 a CD8), Antril (I1-1RA), anti-TCR
(mAbs a proteiny, jejichZ cilem Jjsou podskupiny T bun&dného
receptoru) a Xoama-Zyme-CD5 (my3i1 konjugdt anti-CD5 toxinu).

Dalsi imunomodulétory a imunosupresiva majici
potencialni pouziti pro 1éCbu autoimunitnich nemoci zahrnuji
Rapamycin (peroralni imunosupresivum), Therafectin,

Leflunomid (imunosupresivni pfedléky), Tenidap (cytokinova




modulator/CO- inhibitor), IMM-125 & RS-61443 (peroralni
imunosupresivum) .

Jak bylo jiz zminéno, byly publikovany Cetné
monoklonalni protildtky k CD4, majici potencidlni 1éc¢ebné
pouZiti. Z velké vét3iny tyto protilatky zahrnuji my3i maAbs,
chimérické nebo my3i humanizované mAbs anti-CD4.

My$i monoklondlni protildtky maji potencialni wvyuzZiti
pro diagndézu Llidskych onemocn&ni steind jako v klinickych
zkouSkéch jako lé¢ivo pro lécbu jak akutnich, tak
chronickych 1lidskych onemocnéni, vdetnd& leukémii, lymfomt,
solidnich nadord (napf. stfeva, prsu, jaterni nadory), AIDS
a autoimunitnich nemoci. Aviak my3i protildtky  Jsou
nevyhodné, protoze maji Casto Za nasledek imunitni
protilatkovou odpovéd hostitele proti mySim monoklondlnim
protilatkam.

Byly také publikovany chimérické mySi/lidské
protilatky. Tyto protildtky obsahuji vazebné vlastnosti
zakladni my3i protildtky a efektorové funkce sdrufené s
lidskou konstantni oblasti. Viz nap?. Cabilly et al., patent
Spojenych Statd ¢. 4 816 567, Shoemaker et al., patent
Spojenych Stata ¢&. 4 978 775, Beavers et al., patent
Spojenych Statd &. 4 975 369 a Boss et al., patent Spojenych
Statd &. 4 816 397, wv3echny Jjsou zahrnuty v odkazech.
VSeobecné jsou tyto chimérické protilatky ziskavany pomoci
genomove  genové knihovny  z DNA  extrahované z jiz
existujicich my3ich hybridomd (Nishman et al., Cancer
Research, 47, 999, 1987). Knihovna se poté testuje na
pritomnost genl pro variabilni oblasti jak téZkého tak i
lehkého fet&zce, které vykazuji spravné typy preskupeni
protilatkovych fragmentl. Klonované geny variabilni oblasti
se poté liguji do expresniho vektoru, ktery obsahuje

klonované kazety pfisludného genu pro lidskou konstantni




oblast téZkého nebo lehkého fet&zce. Chimérické geny se poté
exprimuji v buné&Zné linii dle vybé&ru, obvykle my$i myelomové
linii.

Av3ak, jakmile Jsou takové chimérické protilatky
pouZzity v lidské terapii, objevuiji se také nékteré
problémy. Podobné jako je to u mySich monoklondlnich
protilatek, mohou 1lid3ti prijemci produkovat protilatky
proti témto chimérickym protilatkam, coz je nevyhodné pro

G¢innost dlouhodobé terapie chimérickou protilatkou.

Jako zlepSeni pro  obvyklé chimérické protilatky

vyjevilo nékolik  badateld zplsoby  produkce lidskych
monoklonalnich protildtek, u kterch se tyto problémy
nevyskytuji. Viz nap#. Ehrlich et al., Clinical Chemistry,
34, 1681, 1988, Ehrlich et al., Hybridoma, 7, 385, 1988,
Ehrlich et al., Hybridoma, 6, 151, 1987 a Ehrlich et al.,
Human Antibody Hybridomas, 1, 23, 1990. V té&chto odkazech se
také vyslovuje hypotéza, Ze protilatky primatd, nap?.
Simpanzi monoklondlni protilatky, by mohly byt lidmi dobre
tolerovany kv(li své strukturni podobnosti s lidskymi
protilatkami. Aviak produkce protilatek v lidech ma
samozrejme etické zabrany.

ProtoZe lidské protildtky nejsou imunogenni u opic rodu
Rhesus (tj. nevyvolavaji protildtkovou odpovdd), Ehrlich et
al. pfedpovidaji, Ze protilatky primatd budou neimunogenni u
lidi. Ehrlich et al. (viz vy3e) naznacuiji, Ze testovani
protilatek na lidech neni nezbytné, jestlize protiléatka
primata ma& konstantni oblast totoZnou se stejnou oblasti
lidského imunoglobulinu, nebo alespoii Strukturu, kterd neni
odlisna od lidského imunoglobulinu vice, ne? se 1i%i rtzné
lidské protiladtky od sebe navzajem. Navrhuji tedy, ze

Simpanzi protildtky mohou byt uZite&né v lidské terapii.




Jako vylepSeni zndmych chimérickych protilatek, které
jsou <Casto u 1lidi antigenni, popisujili pribuzné pfihlasky
Spojenych Statd ¢&. 08/476 237, podana 7. &ervna 1995, ¢&.
08/347 072, podand 25. tnora 1995 a 07/912 212, podand 10.
Cervence 1992, 07/856 281, podand 23. bfezna 1992 a 07/735
064, podand 25. &ervence 1991, vSechny zahrnuté v odkazech,
pfipravu monoklondlnich protildtek u opic Starého svéta a
chimérickych  protilatek z nich odvozenych tvorenych
rekombinantnimi metodami, které obsahuji variabilni doménu
protilatky opice Starého svdta (napt. pavian nebo makak),
fuzovanou s klonovanou konstantni oblasti lidskou, Simpanzi
nebo z jiné opice nebo kostrovou oblasti protilatky Jjiné
opice. Tyto aplikace konkrétné popisujil prfipravu takovych
opicich (z opic Starého svéta) a chimérickych protilatek z
nich odvozenych proti 1lidskym antigentm, a také pouziti
téchto chimérickych rekombinantnich protilatek jako
imunoterapeutickych pfipravkll pro lédbu lidskych nemoci.

Tyto aplikace jsou zaloZeny na pfekvapujicim odhaleni,
Ze opice evoluéné vzdalené (napf. opice pavian nebo makak,
vCetné oplc Macaca fascicularis a Macaca rhesus), Jjsou na
rozdil od Simpanzl nejenom dostatednd odlidné od 1lidi, takle
je moZné, aby v téchto opicich byly péstovany protilatky
proti lidskym antigentm, dokonce proti relativné
konzervovanym lidskym antigentm jako CD4 a CD54, ale tyto
opice jsou dostatecn& podobné &lovéku, aby m&ly protilatky,
které jsou strukturdlné& podobné lidskym protilatkam, takZe
kdyZ Jjsou tyto opi&i protildtky nebo z nich odvozené
chimérické protilatky podany <&lovéku, nevyvold se u 1lidi
Zadna hostitelskd proti-protilatkova odpovéd.

Tyto aplikace vyjevuji, 2Ze na rozdil od nékterych
predchozich protildtek pouZivanych pro lidskou terapii,

véetné znamych chimérickych protildtek, tyto nové chimérické




protilatky netrpi mnoha nedostatky, napf¥. a) imunogenicita a
indukce lidské  proti-protilatkové (HAA) odpovédi  pfFi
opakovaném podavani nezbytném pfi 1éE&b& chronickych stavl,
2) relativné kratky polodas rozpadu ve srovndni s lidskymi
protildtkami a 3) nedostatek efektorovych funkci s lidskymi
bufikami nebo komplementem.

Nepfitomnost téchto nedostatkd je vyznamnd vyhoda pro
lidskou terapii. Napriklad v pripadé chronické 1lidské
nemoci, vcetné autoimunitnich nemoci, nebo jakékoliv nemoci,
kde je nezbytné dlouhotrvajici podavani protilatky, Jje
jednou z hlavnich prekdZek opakované 1éCby protilatkami
hostitelova odpovéd na 1lé&ebnou protilatku. Odpovédi HAA
jsou cCasto nepfedvidatelné od pacienta k pacientovi. Také
jsou takové odpovédi prevaznég, i kdyZ ne vyluéné&, namifeny
proti konstantni oblasti protilatkové molekuly, a jakmile se
jednou objevi, &asto zabraiuji nebo snizuji G¢innost terapie
S touto protilatkou nebo jinou protildtkou stejného izotypu.

Se

L<\

Rekombinantni chimérické protilatky popsané ve v
odkazovanych aplikacich obchazi tento problém a umoZni
vytvoreni protildtek prislusné specifity a poZadované
efektorové funkce a jejich pouZiti \% produkci
rekombinantnich protilatek.

Tyto rekombinantni protilatky vieobecn& zahrnuji
prisludnou ¢ast variabilni oblasti protilatky pochazejici z
imunizované opice, kterd je nezbytna pro vazbu antigenu, a
konstantni oblast protildtky &lovdka nebo Simpanze. Toto
CLedy umoZni wudrZeni specifit a vysokych afinit opic¢ich
monoklonalnich protildtek a poZadované efektorové funkce
pfislusnou selekci lidské nebo Simpanzi konstantni oblasti.

Nékkteré =z téchto podobnych aplikaci uvadéji jako
pfiklad konkrétn& opid¢i/lidskou chimérickou protilatku se

specifitou pro CD4, nazyvanou CE9.1, kterd obsahuje




variabilni doménu té&Zkého a lehkého tetdzce monoklondlni
protilatky anti-CD4 tvofené v opici Macaca fascicularis a
konstantni oblast lehkého retézce lambda lidského
imunoglobulinu a konstantni oblast t&Zkého ret&zce gama 1
lidského imunoglobulinu. Tato protildtka ma urditou depleéni
aktivitu pro T buiky, ale tato aktivita je niZ3i ve srovnani
s pfedeSlymi monoklondlnimi protilatkami CD4. AvSak je
Zaddouci produkovat protilatky, které maji mensi depled&ni
aktivitu nebo které tuto aktivitu pro T buriky postradaji,
protoZe to miZe zvySovat jejich terapeuticky potenciil.

Tyto aplikace dale popisuji vyhodné vektorové systémy
pro produkci takovych chimérickych protiléatek, zejména TCAE
5.2 a TCAE 6, které obsahuji nésledujici:

1) Ctyfi transkripéni kazety v tandemovém usporadani:

a) konstantni oblast lehkého Tetézce lidského
imunoglobulinu. V TCAE 5.2 je to konstantni oblast lehké&ho
fetézce kappa lidského imunoglobulinu (aminokyseliny 108-
214, Cislované dle Kabata, alotyp Km 3) a v TCAE 6
konstantni oblast lehkého fetézce lambda lidského
imunoglobulinu (aminokyseliny 108-215, &islované dle Kabata,
genotyp Oz minus, Mcg minus, alotyp Ke minus),

b) konstantni oblast téZkého rfetézce lidského
imunoglobulinu, v obou konstruktech je to konstantni oblast
téZkého Fetézce gama lidského imunoglobulinu (aminokyseliny
114-478, Cislované dle Kabata, alotyp Gmla, Gm 12,

c) DHFR, obsahujici svlj vlastni eukaryoticky promotor
a polyadenyladni oblast, a

d) NEO, také obsahujici svdj vlastni eukaryoticky
promotor a polyadenyladni oblast.

2) kazety lehkého a té&Zkého Yretézce lidského imunoglobulinu
obsahuji syntetické signdlni sekvence pro sekreci

imunoglobulinovych tetézch, a
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3) kazety lehkého a té&Zkého fetézce lidského imunoglobulinu
obsahuji specifické spojky DNA, které umoZiiujl inzerci
variabilnich oblasti lehkého a téZzkého fetézce
imunoglobulinu, které wudrZuji transladni d&teci ramec a
neméni aminokyseliny normdlné& nalézané v imunoglobulinovych
fetézcich.

AvSak nehledé na to, co bylo dfive popsano, v oboru
stadle existuje potfeba vylep3enych protilédtek, které jsou
specifické pro CD4, maji pro &lovéka nizkou antigenicitu a
které mohou byt terapeuticky pouZity, nap?. pro 1lécbu
autoimunitnich nemoci, jako je revmatoidni artritida.
Konkrétné& Jje zde potfeba produkovat protilatky anti-CD4,
které projevuji zlepSené vlastnosti, nap?. deldi polocCas
rozpadu a/nebo které podstatné postradaji nebo jsou zbavené

deplecni aktivity.

Predméty vyndlezu

Pfedmétem predkladaného vyndlezu Jje poskytnout nové
monoklonalni a chimérické protilatky specifické pro CD4,
které maji zlepSené vlastnosti, nap?. del3i polodas rozpadu,
nizkou imunogenicitu u 1lidi a/nebo sniZenou nebo nepritomnou
deple¢ni aktivitu pro T bufiky. Konkrétn&ji je predmeétem
vynalezu produkovat chimérické protildtky anti-CD4, které
obsahuji oblast rozeznadvajici antigen imunoglobulinu opic
Starého svéta specifickou pro CD4 a 1lidské nebo opici
sekvence konstantni domény, zejména  konstantni oblast
lidského 1lehkého fetézce kappa nebo lambda a sekvence
konstantni oblasti lidského té&Zkého Fetézce gama 1 nebo gama
4 nebo mutovaného gama 4 se zménénymi efektorovymi funkcemi

a zlepSenou stabilitou proti izotypu gama 4.
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Konkrétnéjsim predmétem predkladaného vynalezu Jje
poskytnout nové monoklondlni a chimérické protilatky
obsahujici specifickou opii wvariabilni té&Zkou sekvenci
anti-CD4, ukdzanou na obrazku 1 a opic¢i variabilni lehkou
sekvenci anti-CD4, uk&zanou na obrazku 2, fazovanou s
opilimi nebo lidskymi sekvencemi konstantni domény, vyhodné
sekvencemi konstantni domény lidského lehkého retézce kappa
nebo lambda a sekvencemi 1lidské konstantni domény té&Zkého
fetézce gama 1 nebo gama 4 nebo mutovaného gama 4 se
zménénymi efektorovymi funkcemi a zlepSenou stabilitou proti
izotypu gama 4.

Dalsim predmétem predkladaného vynalezu je poskytnout
sekvence DNA, které zajistuji expresi téchto zlepSenych
chimérickych protildtek anti-CD4 a vektory a hostitelské
bunky, které mohou byt pouZity pro  expresi téchto
chimérickych protildtek anti-CD4. Takové vektory vyhodné
obsahuji expresni vektory citované v aplikacich, které ijsou
zde zahrnuty v odkazech, a hostitelské buriky jsou vyhodné
buniky CHO.

Jesté dalSim predm&tem predkladaného vynalezu je
poskytnout farmaceutické pripravky pro pouZiti v 1é&b& nebo
profylaxi poruch spojenych s CD4, zejména autoimunitnich
nemoci, které obsahuji profylakticky nebo terapeuticky
0¢inné mnoZstvi pfedm&tnych zlep3enych protildtek anti-CD4 v
kombinaci s farmaceuticky prijatelnym nosicdem.

Jesté dalsim predmé&tem predkladaného vynalezu je
poskytnout zplsoby léceni nebo profylaxe poruch spojenych s
CD4, =zejména autoimunitnich nemoci a daldich stavl, kde je
Zzadouci imunosuprese podavanim terapeuticky nebo
profylakticky u¢inného mnozstvi prfedmétnych novych
chimérickych protildtek anti-CD4 v kombinaci s farmaceuticky

pfijatelnym nosidem.
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Popis obrazkl

Obrazek 1 =zobrazuje aminokyselinovou a DNA sekvenci
variabilni domény lehkého reté&zce CE9.1.

Obrazek 2 =zobrazuje aminokyselinovou a DNA sekvenci
variabilni domény té&Zkého Ffet&zce CE9.1.

Obrazek 3 zobrazuje aminokyselinovou a DNA sekvenci
lidskych variabilnich a konstantnich domén lambda obsaZenych
v CE9.1.

Obrazek 4 zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci
kddujici sekvenci wvariabilni a konstantni oblasti t&Zkého
fetézce gama 4.

Obrazek 5 zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci
kédujici lidsky té&Zky Fetézec gama 4 obsahujici mutaci E.

Obrazek 6 =zobrazuje DNA a aminokyselinovou sekvenci
kédujici lidsky téZky retézec gama 4 obsahujici mutace P a
- :

Obrazky 7-1, 7-2 a 8 ukazuji sekvenci nukleové kyseliny
ruznych vedoucich sekvenci pouZitelnych ve vynalezu.

Obrazek 9 ukazuje distribudni graf vazby CE9.1 k
Cerstvym lidskym PMNC, kde pravy horni kvadrant panelu A
ukazuje lymfocyty dvojité& znadené s CE9.1 a OKT3, pravy
horni kvadrant panelu B ukazuje populaci dvojit& znadenou s
CE9.1 a OKT4, pravy horni kvadrant panelu C ukazuje
nepritomnost buné&k dvojité& znadenych CD8 a CE9.1 a kontrolni
panel D ukazuje bufiky znadené normdlnim a lidskym IgG.

Obrazky 10a, 10b a 10c ukazuji vazebné Charakteristiky
receptoru Fc CE9.1, kde mé&feni ukazuji aglutinaci CD4*
pritokovym cytometrickym histogramem vazebnych fibroblastd s

a) vyIFN indukovanymi Cerstvymi monocyty, kde negativni
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kontrola vyuZivé fragmenty flab')2 =z CE9.1, b) CZerstvymi
monocyty s nebo bez indukce yIEN, a c) v pfitomnosti sCD4
nebo za chybéni protilatky.

Obrazek 11 wukazuje inhibici smi%ené reakce lidskych
lymfocytd zplsobenou CE9.1, kde a) jako odpovidajici bufiky
byly pouZity cCerstvé lidské PBLs a stimuldtorové bufiky z
nepribuzného darce o3etfené mitomycinem C byly pouZity pro
testovani inhibiénich vlastnosti koncentradni rady CE9.1 a
inhibice se mé€fila mnoZstvim inkorporovaného thymidinu v
produkci IL-2, a b) MLR pouZivajici Simpanzi odpovidajici
bufiky a nepfibuzné Simpanzi stimulétory, kde Leu3a, my3i
proti-lidska CD4, byla pouZita jako kontrola.

Obrazek 12 ukazuje bun&lné cytotoxické vlastnosti CE9.1
zavislé na protildtce, kde 1lyze cilovych bunék SupT-18 v
pritomnosti interferonu y stimulovala efektorové bunky a kde
4D9bje my31i anti-CD4 monoklondlni protilatka IgG2a.
| Obrazek 13 wukazuje pritokovy cytometricky histogram
vazby Clg k butkdm SupTl v pPitomnosti a nepritomnosti
CE9.1, kde bylo zaznamenavano 10 000 jevld a vysledky jsou
vyjadreny jako histogram, PR0O945 Jjsou polyklonalni
protilatky z opice s vysokym titrem anti-CD4 v séru, a
negativni kontrola byla Clg a anti-Clg v nepritomnosti
CE9.1.

Obrazek 14 ukazuje cytotoxicky test CE9.1 zavisly na
komplementu, kde lyze bunék SupT-18 v pritomnosti CE9.1 a
krali¢iho komplementu, kde 4D9 dje my3i anti-CD4 kontrola
podtfidy IgG2a, kterd je schopna fixovat komplement, a kde
PRO965 je polyklondlni smés protildtek ze séra opice Macaca
fascicularis s vysokym titrem anti-CD4.

Obréazek 15 ukazuje farmakologickou studii vysoké davky
u Sesti 3Simpanzl, kde hladiny CD4 a CD8 v periferni krvi

exprimované po obdobi 150-300 dnt, kfivky CD3-CD8
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vyznaCujici pocet CD4 modulovanych buné&k jsou také ukdzany.
Horni panel: skupina 1 - podty monitorovanych Simpanz(.
Sipky vyznaduji davky CE9.1. 2) kontrolni skupin s
fyziologickym roztokem, stfedni panel: skupina 2 - Simpanzi
(2) dostavajici 10 mg/kg CE9.1. Davkovani se opakovalo, kdyz
se poCty CD4 vratily do rozmezi 30% od zakladni linie.
Spodni panel: skupina 3 - 3Jimpanzi (2) dostavajici 10 mg/kg
CE9.1. Davkovani se opakovalo, kdyZ se podty CD4 vratily do
rozmezi 70% od z&kladni linie.

Obrazek 16 zobrazuje vhodné primery pro metodu PCR pro
ziskani konstantni oblasti lidského y4.

Obrazek 17 zobrazuje sekvenci t&Zkého fetdzce CE9Y4PE.

Obrazek 18 zobrazuje vysledky elektroforézy v
neredukujicim SDS-polyakrylamidovém gelu CE9.1, CESY4 (G4),
CE9Y4E(G4E) a CE9YPE(G4PE). Je vidé&t polovidni molekula
(n,polo-mer™) o molekulové hmotnosti pfibliZn& 80 kD.

Obrazek 19 obsahuje data pro asociadni a disociadni
faze progresivnich krivek SPR.

Obrazek 20 wukazuje wG&inek konstruktd@ CD4 mAb na
primdrni MLR.

Obrazek 21 ukazuje adhezi monocytarni linie THP-1
indukované IFN-y k fibroblastovym transfektantam CD4".

Obrazek 22 zobrazuje FcR a CD4" zprosttedkovanou adhezi
CES.1, CE9y4, CE9y4E a CEO9y4YK.

Obrazek 23 ukazuje CDC a ADCC vysledky s CE9Y4PE, CE9.1
a my3i fixujici mAb na HuCD4.

Obrazek 24 ukazuje plazmatické koncentrace nasledujici
bolus 1 mg/kg CE9Y4E a CE9Y4PE u laboratorniho potkana kmene
Sprague-Dawley.

Obrazek 25 zobrazuje Ucinek oSetPeni s mAbs v
protilatkové odpoveédi specifické pro ovalbumin u

transgennich mysi HuCD4.
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Detailni popis vynalezu

Pfedkladany vynalez poskytuje nové monoklondlni
chimérické protildtky specifické pro CD4, které obsahuji
Cast vazajici antigen variabilni oblasti anti-Ccn4
monoklonalni protildtky z opice Starého svéta fuzovanou k
pozZadovanym sekvencim konstantni domény opice nebo &lovéka,
vyhodné konstantni doméné t&zkého fFet&zce gama 1, gama 4
nebo mutovaného gama 4, a lidské sekvenci konstantni domény
lehkého feté&zce kappa nebo lambda. Tyto protiléatky
projevuji zlepSené vlastnosti ve vztahu k obvyklym
monoklonalnim protildtkdm anti-CD4, napf. vysokou afinitu k
lidskym CD4" a maji u 1idi malou nebo Zadnou imunogenicitu.
Verze gama 4 ukazuji sniZenou nebo chyb&jici efektorovou
funkci, napf. vazebnou aktivitu pro receptor Fc nebo fixaci
komplementu, a malou nebo Zadnou T bunéfnou depled&ni
aktivitu.

Zplsoby ziskavani monoklonalnich protilatek z opic
Starého svéta specifickym k CD4 a klonl, které produkuji
monoklonalni protildtky z opic Starého svéta specifické k
CD4, mohou byt nalezeny ve vy3e odkazovanych pfibuznych
patentovych prihlaSké&ch, které jsou zde zahrnuty v odkazech.

VSeobecné to =zahrnuje imunizaci opice Starého svéta
proti lidskému antigenu CD4 za podminek, které jsou takové,
Ze opice Starého svéta produkuje protildtky anti-CD4, opici
buiiky, které jsou zodpovédné za produkci protildtek anti-
CD4, se 1imortalizuji, napt. hybridomovou fdzi, virovou
transformaci s Herpes papio, jednoduchym B  bun&&nym
klonovanim (také nazyvanym ~pfechodnd imortalizace“), a
vytvoreni knihovny rekombinantnich imunoglobulin®. Ve

vyhodnych provedenich tento zpiisob zahrnuje vyb&r opid&i
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B bufiky z leukocytd periferni krve, sleziny, kostni dfend
nepo lymfatické uzliny, vybér jadra, které tvori prislusnou
protilatku, =ziskani imunoglobulinovych gen@ kédujicich tuto
protilatku z imortalizované buné&dné linie, a expresi genl v
produkéni bunécné linii (tj. buné&céné linii, kterd umoZfuje
dostatelnou produkci protildtky pouZitelné pro lidskou
terapii). Jak je definovdno ve vy3e zmin&nych prihlaskach,
opice Starého svéta =zahrnuji pavidny a opice rodu makak
(véetné Macaca rhesus a Macaca fascicularis).

Jak je pojednano vySe, ve vyhodném provedeni predmé&tné
chimérické protilatky zahrnuji variabilni t&%ké a variabilni
lehké sekvence anti-CD4 2z opic Starého své&ta ukdzané na
obrazku 1 a obrazku 2, fdzované k lidskym sekvencim
konstantni domény. Prostfedky vhodné pro =ziskani t&chto
specifickych sekvenci variabilni t&Zké a wvariabilni lehké
domeny Jjsou detailné popsdny v pfihladce Spojenych Stata &.
08/476 237, podané 7. Cervna, 1990 a 08/397 072, podané 25.
ledna, 1995, a také 07/912 292, podané 10. Cervence, 1992,
vSechny Jsou zahrnuté v odkazech ve své dplnosti. Tyto
pfihlasky dale vyjevuji tplnou sekvenci nukleové kyseliny a
aminockyselinovou sekvenci téchto sekvenci.

Tyto sekvence variabilnich domén mohou byt fazovany s
jakymikoliv poZadovanymi sekvencemi lidské konstantni
domény. Konkrétni vybé&r ovlivni efektorovou funkci vysledné
chimérické protildtky anti-CD4. Vyhodn& konstantni domény
lidského tézkého fZetézce zahrnuji konstantni doménu gama 1,
gamad4 nebo mutovanou gama 4, zde nazyvanou jako gama 4E,
nebo mutovanou gama 4, =zde nazyvanou Jjako gama 4PEPTID.
Vybér gama 4 je vyhodny, protoZe bylo shledano, %e ma za
nasledek chimérické protildtky postradajici nebo podstatné
postradajici T bunécnou deplecni aktivitu (80-100 %

relativné ke gama 1). Véri se, Ze tomu tak je, protoie
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konstantni doména gama 4 neni schopnd vazby s komplementem.
Konstantni doména miZe byt také mutovana tak, aby se
zesilily wvlastnosti vysledné chimérické protilatky, napt.
stabilita, a/nebo aby se eliminovala depleé&ni aktivita.
Konkrétné modifikace P a E domény gama 4, které jsou popsany
niZe, Jsou modifikace gama 4 v ohybové oblasti, které
propdjcuji aktivité& zvySenou stabilitu a odstranuiji depledni
aktivitu. Krom& toho se odekava, Ze daldi modifikace by také
mély poskytnout chimérické protilatky majici zesilené
vlastnosti.

Konstantni doména lidského lehkého Petdzce obsa¥eni v
pfedmétnych chimérickych protilatkdch anti-CD4 je wvyhodné
konstantni oblast lidského lehkého Petdzce kappa nebo
lambda, vyhodnéji konstantni oblast lidského lehkého rFetdzce
lambda. Aminokyselinové a DNA sekvence, které kéduji lidské
konstantni domény gama 1, gama 4, kappa a lambda, jsou v
oboru znamy. Aminokyselinové sekvence a sekvence nukleové
kyseliny pro lidskou gama 4 a mutanty E a PEPTID a sekvence
konstantni domény lambda je také moZno nalézt na obrazcich 4
az 6 a obrazku 3.

Provedeni vynalezu doloZena priklady zahrnuiji
specifickou chimérickou monoklondlni protilatku anti-CD4,
nazyvanou CE9.1, kterd obsahuje domény vézajici antigen
ziskané =z opic Macaca fascicularis imunizovanych lidskym
sCD4 (ukadzdno na obrazcich 1 a 2), v  kombinaci s
konstantnimi doménami lidského IgGl a monoklondlnimi
chimérickymi protildtkami z nich pochazejicimi, nap#. CE9%y4,
CE9Y4AK a CE9Y4E, CE9Y4PE, které maji tytéZ domény vazajici
antigen z CE9.1, ale Dbyly ziskdny metodami genového
inZenyrstvi z kostry vazebné domény Fc lidského IgG4.
Monoklonalni protildtka CE9Y4E obsahuje mutaci, a sice zm&nu

leucinu na kyselinu glutamovou (L236E) blizko ohybové




RIERR BRI R,
18
oblasti protilatky (modifikace E). Monoklonadlni protilatka

CE9Y4PE obsahuje tutéZ mutaci leucinu na kyselinu glutamovou
a mutaci serinu na prolin (S229P) (modifikace ,E“ a SPY) .
Protilatka CE9y4AK se 1i31i od CE94 nahrazenim konstantni
oblasti jejiho 1lehkého fetézce =z lidského subtypu XK na
subtyp A.

Tyto vymény a mutace konstantni domény byly ucinény
proto, Ze je znamo, Ze biologické odpovédi protilatek IgG
zavisi na sloZeni jejich domén na karboxy- koncich, tj. na
jejich izotypu. Tedy zmé&nou protildtkového izotypu metodami
proteinového inZenyrstvi je potencidlngd moZné, aby se
modifikovala biologickd odpov&d protildtky IgG, a presnéji
predmé&tné chimérické monoklondlni protildtky anti-CD4.

PoZadovanym vysledkem této strategie bylo to, aby
vyména izotypld <&a&sti Fc protildtky nesniZila vazebnou
aktivitu oblasti Fab vazajicich antigen CD4. Av3ak toto
nebylo na =zacatku =znamo. Bylo moZné, Ze zm&na konstantni
oblasti nebo jeji modifikace by mohly nepfiznivé ovlivnit
vazbu CD4. Proto byly vysledné protildtky testovany, aby se
urCily GCinky modifikace na vlastnosti protilétek, zejména
vazbu antigenu CD4. Aby se zjistily moZné ua&inky vymény
konstantni domény na wvazbu antigenu, byly pouZity znamé
testovaci zplsoby. Konkrétné studie interakce mezi CD4 a
CE9.1, CE94, CE9Y4AK, CE9y4E a CE9y4PE byla provedena
Scatchardovou analyzou a povrchovou plasmonovou rezonanci
(SPR). Vysledky té&chto analyz dokédzaly, Ze wvazby CD4 ke
kazdé z testovanych protildtek byly rovnocenné. P¥i SPR bylo
shledano, Ze ekvilibracni disociaéni konstanty v 25 °C pro
vazbu CD4 k protilatkdm byly vSechny pfibliZné& 1.0 nmol.
Méreni dale dokazala, Ze: ‘

1) wvazba CD4 k protilatkdm nastdvad dle dvoustranného

nezavislého a identického vazebného modelu, a
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2) funkéni vazebné vlastnosti domén vazajicich antigen
jsou nezavislé na strukturdlnich modifikacich u¢inénych v
Casti Fc protilatky vd&etnd izotypu gama 1, gama 4 nebo
mutovaného gama 4. Proto pfedkladany vynalez poskytuje
dikaz, Ze vym&na izotypu mezi IgGl a IgG4 je pouzZitelnou
strategii pro konstrukci protildtek bez ztraty afinity
vazajici antigen, a presn&ji protilatek k CD4.

Take, jak popsano niZe, bylo zjisténo, Ze substituce
konstantni domény gama 1 doménou gama 4 podstatné snizuje
vazbu receptoru Fc, fixaci komplementu a T bund&nou deple&ni
aktivitu a dale, Ze modifikace E a P odstranuji wvazbu
receptoru Fc a T bunélnou depledni aktivitu a zajistuji
zvySenou stabilitu protilatky. Proto je rozumné
predpokladat, Ze dal3i chimérické protilatky tvofrené podle
vynalezu (konstruované tak, aby obsahovaly lidskou
konstantni doménu gama 4 nebo jeji mutované formy) Jjsou
vybrany ty, které maji pozmé&nénou efektorovou funkci Fc, a
které podstatné postriddaji nebo jsou uplné zbaveny T buné&dné
deplecni aktivity a/nebo které projevuji zvySenou stabilitu.
Zpisoby testovdni T bun&cné depledni aktivity, efektorové
funkce Fc a stability protildtky jsou v oboru znamé.

Predkladany vynalez tedy poskytuje specifické
rekombinantni protildtky, které jsou chimérické monoklondlni
protilatky z prim&td/clovéka a jsou namifeny proti lidskému
antigenu CD4, a které projevuji zlepSené vlastnosti, napr.
nizkou T buné&lnou depledni aktivitu a v&tdi stabilitu. PFi
téchto vlastnostech jsou tyto rekombinantni protildtky
konkrétné pouzZitelné jako imunomoduldtory a jsou uZitedné
zejména pro 1léCbu autoimunitnich nemoci, jako je revmatoidni
artritida, psoridza, systémovy lupus erytematosus (SLE), a
také v imunitnich indikacich 3jiného ne? autoimunitniho

pavodu, jako je nemoc &té&p-proti-hostiteli {(GVHD) -
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transplantaéni rejekce, astma a HIV. Predmé&tné protilatky
jsou také prospésné jako doplnék genové terapie. Konkrétna
mohou byt predmé&tné protilatky podavany pred, soucasné nebo
PO podavani vektoru (obsahujiciho terapeutickou DNA), aby
odvratily nebo redukovaly hostitelskou humordini odpovdd na
uvedeny vektor. Tyto nemoci dsou priklady CD4 pribuznych
stavi.

Jak je detailné&ji popsano v prikladech, rekombinantni

protilatka CE9.1 vznika pfipojenim variabilnich domén Fv

vazajicich antigen z  Macaca fascicularis k lidskym.

konstantnim oblastem, napr. konstantnich  domén IgGl.
Konkrétnéji protilatka CE9.] obsahuje lidskou doménu gama 1
a2 konstantni doménu lambda. CE9v4, CE9y4AK, CESY4E a CE9y4PE
obsahuji konstantni doménu gama 4 nebo jeji mutovanou formu
a konstantni oblast lambda nebo kappa. Sekvence vysledné
rekombinantni protiladtky jsou nerozlisitelné od sekvenci
lidského imunoglobulinu. Jako  vysledek by mé&ly tvto
protilatky, a také dalsji protilatky CD4 tvorena podobnymi
zplsoby, projevit PEL poddni in vivo u lidi sniZenou nebo
Zadnou imunogenicitu a pomalejsi vymizeni ze séra (sérovou
Clearance) ve srovnani S podobnymi myZimi monoklondlnimi
nebo mySimi-lidskymi chimérickymi protilatkami namirenymi
proti CD4.

Protilatka CE9.1 se vasze k doméné 1 lidského CD4, ale
ne makaka, coZ je oblast, ktera je zapojena do interakce s
molekulami MHC tZidy II na buiikdch prezentujicich antigen.
Testy také dokazaly, Ze dalsi protilatky uvedené v
pfikladech maji stejné vlastnosti Pro vazbu antigenu jako
CE9.1.

U protilatky CE9.1 byla pozorovana silna imunomoduladni
aktivita jak in vitro, tak in vivo. Pri téchto vlastnostech,

tj. sniZené imunogenicitg, pomalejsi sérové Cclearanci a
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silné imunomodulaci, p¥i srovnani s jinymi zndmymi proti-
lidskymi mAbs CD4, které pochézeji z my3i nebo hlodavcid, je
tato protiladtka, stejné jako dalsi protilatky zde popsané,
obzvlasté vhodnd pro dlouhodobou terapii nemocti, kdy Jje
Zadouci imunosuprese, napf. autoimunitni poruchy a chronické
zadnétlivé nemoci, jako je revmatoidni artritida. O3ekava se
vsak, Ze tyto protildtky budou pouZitelné pro 1é&bu mnoha
dalsich chorobnych stavd, vcetn&, napfiklad, Hashimotovy
tyreoiditidy, primarniho myxedému, tyreotoxikézy - Gravesovy
nemoci, pernicidzni anémie, autoimunitni atrofické
gastritidy, autoimunitni karditidy, Addisonovy  nemoci,
pfedCasné menopauzy, diabetu mellitu typu I, Goodpastureova
syndromu, myastenie gravis, sclerosis multiplex, muZské
infertility, pemfigus vulgaris, pemfigoidu, sympatické
oftalmie, fakogenni uveitidy, autoimunitni hemolytické
anémie, idiopatické trombocytopenické purpury, idiopatické
leukémie, primarni bilidrni cirhézy, aktivni chronické
hepatitidy (HBsAg negativni), kryptogenni cirhézy, syndromu
zanétlivé nemoci strevni, Sjogrenova syndromu, psoriazy,
revmatoidni artritidy, dermatomyozitidy, sklerodermie,
smiSené nemoci pojiva, diskoidniho lupus erytematosus,
systémové vaskulitidy a systémového lupus erytematosus
(SLE) .

Jak pojednano vy3e, revmatoidni artritida (RA) Je
zanétliva nemoc synovia, kterd zahrnuje manifestaci
autoimunitniho jevu, ktery m& za nédsledek erozi, deformitu a
destrukci kloubd. Jak plati pro v&t3inu autoimunitnich
nemoci, etiologie RA neni dobfe definovana, ale je
charakterizovana zvySenymi hladinami aktivovanych T
lymfocytd CD4" v postiZenych kloubech. V  soudasnosti
neexistuje vyléceni RA a terapie pro lé&bu této oslabujici

nemoci je navrZena pouze tak, aby kratkodob& poskytla tlevu
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od pfiznakl a zlepSeni ve funk&nich schopnostech. Kromé

toho, imunosupresiva a steroidy druhé a t#eti linie, jako je
azathioprin, metotrexdt a prednisoclon, které cili  na
zdkladni nemoc, jsou podavany pouze ve vaznéjsich pfipadech
a Jjsou obvykle mirné Gc¢inné nebo projevuji nepfijatelnou
toxicitu pro pouzZivédni v chronické 1é¢b&. Na rozdil od toho
se  oCekdva, Ze predmétnd protildtka je vhodnad pro
dlouhotrvajici a chronické podavani diky faktu, Ze projevuje
sniZenou imunogenicitu, del3i ©poloCas rozpadu a silnou
imunomoduladni aktivitu ve srovnani s jinymi znamymi proti-
lidskymi mAbs CD4, které pochézeji od my3i nebo hlodavch.

V podstaté rekombinantni monoklondlni protilatky anti-
CD4, uvedené jako pfiklady v této ptihlasce, nebo jiné
protilatky, tvofené podle predkladaného vyndlezu a popsané v
Jjiz vySe citované prihlasce (zahrnuté v odkazech),
pravdépodobné zprostfedkovavaji lédebnou aktivitu zastavenim
nebo pozménénim destrukéni aktivity bunék CD4*, zeiména béhem
akutnich fazi autoimunitnich poruch jako Jje revmatoidni
artritida. Podavani protilatek podle vyndlezu ma& tedy za
nasledek stav imunologické neodpovidavosti (anergie) nebo
dlouhodobé tolerance ke Skodlivym antigenum (nebo
specifickym tkanim), které udrZuji zakladni nemoc, ani? by
se ohrozila normdlni obrana hostitele proti oportunnim
infekcim. Nehledé na RA, monoklondlni protildtky CD4 mohou
byt prospésné pro 1éc¢bu vySe zmin&nych nemoci a umozZniuji
konkrétni aplikaci pro 1é&bu diabetu mellitu =zavislého na
inzulinu, systémového lupus erytematosus, cirhézy, zandtlivé
stfevni nemoci, sclerosis multiplex, a také dalsich
autoimunitnich nemoci. Mohou byt pouZitelné také v 1lé&eni
neautoimunitnich nemoci, jako je leukémie, lymfom, reakce

Stépu proti hostiteli, transplantadni rejekce, astma a HIV.
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Rekombinantni monoklon&lni protilatky anti-CD4, tvorené
podle vyndlezu, zprostredkovavaiji poZadovany terapeuticky
ucinek in vivo prostf¥ednictvim jednoho nebo vice
nasledujicich mechanism:

1) blokovani interakce CD4 s molekulami MHC IT. tridy,

ii) utlumeni CD4 na bunééném povrchu

iii) zplGsobeni anergie a/nebo apoptézy,

iv) deplece bundk CD4, nebo

v) indukce tolerance k autoantigenfm.

ACkoliv prechodnd deplece bun&k CD4" m& za nasledek

imunosupresi a snad normalizaci jinak hyperaktivniho
imunitniho systému, hlavni mechanismus, kterym protiléatky
anti-CD4 projevuji svij Ulinek in vivo neni nezbytné zavisly
na depleci T bun&k. Mi se spiSe za to, Ze vazba protildtky k
molekule CD4 zabrafuje aktivaci pomahacskych T bundk
antigeny vazanymi k T bunéé&nému receptoru, coZ wvede k
antigen-specifické T  bunécéné anergii nebo toleranci.
Napriklad protiléatka CES.1, ktera obsahuje 1lidskou doménu
gama 1, projevuje podstatnou imunosupresivni aktivitu, avsak
u Simpanzl vy&erpava buitky CD4 pouze &E4stednd. Kromd toho
nyni vysledky klinickych zkouZek u 1idi naznaduji, Ze tato
protildtka m& za néasledek podstatné men3i bun&&nou depleci
ve srovnani s jinymi monoklondlnimi protilatkami.

Také v experimentalnich modelech in vivo, byla
specificka tolerance alostépt navozena nedeplecnimi
protilatkami anti-CD4 podavanymi v &ase transplantace.
UdrZeni stavu tolerance nevyzaduje depledni protildtku anti-
CD4, ale =zd4d se byt zavislé na nepferusovaném vyskytu
antigenu. Na zaklad® t&chto zjisténi se o&ekava, se
pfedmétné rekombinantni protilatky nebo Jjiné rekombinantni
protilatky anti-CD4 tvorené podle vyndlezu jsou vhodné pro

léCbu autoimunitnich nemoci. Kratka 1é&ebna schémata s
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protilatkami anti-CD4 interferuji s odpovédmi pomahadskych T
bunék proti autoantigentm, coZ vede k dlouhotrvajicim
klinickym zlep3enim v nepritomnosti generalizované
imunosuprese.

Na zakladé informaci v predm&tné ptrihla3ce a za pouziti
znamych metod, odbornik m%e snadno zjistit bezpeény,
tolerovany a Géinny reZim doloZenych rekombinantnich
protilatek  anti-CD4 zde vyjevenych, a také dalsich
protilatek tvofenych v podstatné shod& s vynalezem.

Jak bylo zminéno, CE9.1 Jje monoklonalni protiléatka
anti~-Cb4, makak/lidsk& chiméricka protilatka molekuly IgGl,
kterd je exprimovdna v bufikdch ovarii &inského kredka (burniky
CHO), ktera projevuje 91-92% homologii s kostrou molekuly
lidského imunoglobulinu. Proto tato molekula u 1idi
projevuje sniZenou nebo dokonce Zadnou imunitni odpoved a
projevuje delsi polocas rozpadu v séru pfi srovnani s mySimi
monoklondlnimi nebo mySimi/lidskymi chimérickymi
protilatkami. Protildtka projevuje také omezenou zk?¥iZenou
reaktivitu s lidskymi tkanémi. Nap¥iklad p?i testovani nebyl
pozorovan zadny diakaz vazby této protilatky k nelymfoidnim
tkanim. Jak se ocekavalo, protilatka se vaZe k nékterym, ale
ne ke vSem lymfoidnim buikdm periferni krve a dalSich
organl. Bylo také nalezeno, Ze tato protilatka reaguje s
Simpanzimi T buikami CD4%, ale nereaquje s T bufikami CD4*
Macaca rhesus, Macaca fascicularis nebo Macaca nemestrina,
paviani, krys, mySi nebo kralikl. Vzhledem k této
reaktivité, 3impanzi obsahuji p¥islusné druhy k potvrzeni
farmakologickych u¢inkd této protilatky in vivo, tj. jeji
schopnost plsobit jako G&inné imunosupresivum.

Protilatka CE9.1 projevuje reverzibilni T buné&dnou
deplecni aktivitu u Simpanzii. Krom& toho je pravdépodobné,

Ze bude lepsi oproti souCasnym my3im a my3im/chimérickym
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monoklonalnim protildtkém anti-CD4 pro svij oCekavany del3i
poloCas rozpadu v 1lidském séru a sniZenych potencidlnich
nepriznivych imunogennich u&inkd. Vzhledem k pfitomnosti
sekvenci 1lidské konstantni domény se také oCekava, zZe
predmétna protildtka bude p¥i podavani lidem udrZovat
normalni efektorové funkce lidskych protilatek. Vskutku byly
efektorové funkce protilatky CES.1, a také dalSich zminénych
protilatek, vyhodnoceny v né&kolika odlisnych testech. Bylo
shledano, Ze protilatka CE9.1 projevuje inhibidni aktivitu
ve smisené lymfocytdrni reakci (MLR), projevuje slabou vazbu
Clg, ale neprojevuje buné&fnou cytotoxicitu zprosttredkovanou
komplementem. Bylo také =zji3téno, 3Ze projevuje bunédnou
cytotoxickou aktivitu komplementu z&vislou na protilatce
(ADDC) a véaZe se k FcR. Protildtka CE9.1 byla také
vyhodnocena in vivo na S$Simpanzech, kde bylo zjisténo, Ze
podavani ma za nasledek dastednou depleci bundk CD4 a
modulaci receptoru CD4.

Protilatka CE9.1 byla podavana 3impanzim v riznych
davkach. Presnéji byly u Simpanze studovany davky 0,1; 0,3;
1; 5; a 10 mg/kg, které byly podadvany v intervalech 7 a? 14
dnl. Nebyl pozorovan Zadny dikaz toxicity. Davky 1 mg/kg
nebo vét3i zplsobily 80-95% redukci v cirkulaci bundk CD4* 24
hodin po podéani dévky. Vyznamné snifeni bunék CD4* nebyl
pozorovan sedm dni po davce 1 mg/kg. Po davce 5 mg/kg podty
cirkulujicich bun&k CD4" nabyly znovu pFibli?n& 40 %
vychoziho stavu po sedmi dnech a pfibliZné& 60 % vychoziho
stavu po <&trnacti dnech. Po davce 10 mg/kg se podty
cirkulujicich buné&k CD4" po sedmi dnech necbnovily a nabyly
znovu pouze 40 % vychoziho stavu <&tyficetdva dnl po podani
davky. V dal3ich klinickopatologickych parametrech nebyly

pozorovany zadné zmény.
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Protilatka CE9.1 byla také testovédna na lidech.
Napriklad aktivita protilatky CE9.1 byla wvyhodnocena u
pacientd s revmatoidni artritidou v jednofazovych zkoudkach
stoupajici jednotlivé davky. Vysledky byly wvelmi slibné.
Presné&ji, u poloviny pacient?, terym Dbyla protilatka
podavana, se projevilo alespoi 30% zlepSeni stavu malych
kloubl, a profil nep#iznivych p#ihod byl extrémné benigni.
Kromé toho, jak diskutovédno vvS$e, zatimco se plvodné
predpokladalo, Ze CE9.1 je deplecni, ve skutednosti tato
protilatka projevila pouze Castednou a prechodnou depleci po
jednom podani. Céste&n& nedepledni povaha této protilatky
mizZe byt prospé&3nd, protoZe v ndkolika studiich provedenych
na zvitatech bylo publikovano, Ze deplece T bundk CD4* neni
zjevné nezbytnad pro G&innost monoklondlnich protilatek CD4.
(Viz Carteron et al., Induction of Immune Tolerance During
Administration of Monoclonal Antibody to L3 T4 Does Not
Depend on L3 T4 Cells, Underlying Journal of Immunology,
140, 713-716, 1988, Carteron et al., F(ab’)2 Anti-CD4 and
Intact Anti-CD4 Monoclonal Antibodies Inhibit the
Accumulation of CD4' T Cells, CD8 T Cells a BT T Cells a B
Cells in the kidneys of Lupus-Prone NZB/NZW Mice, Clinical
Immunology  Immunopathology, 5¢, 373-383, 1990). Tato
protilatka mlZe tedy plsobit Jjako klasicky receptorovy
antagonista tim, Ze: 1) Dblokuje interakci CD4 svym opadnym
receptorem MHC 1II, nebo 1ii) zplUsobuje modulaci CD4 =z
bunéfného povrchu. Za té&chto podminek Jsou T bund&dné
odpovédi CD4%, které vyZaduji zapojeni receptoru CD4,
oslabeny nebo blokovany. Fakt, Ze pfedmé&tnéd protildtka CE9.1
zjevné projevuje malo deple&ni aktivity u 1lidi, je vyhodny,
protoZe zlepSuje bezpelnost, odstrafiuje potfebu d&astého

sledovani pocltu bunék CD4* a také zlep3uje Gdinnost.
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Protiladtka CE9.1 byla navrZena tak, aby snifovala polty
bunék CD4 in vivo prostfednictvim receptoru Fc a mechanism
vazajicich komplement. Studie na Simpanzech naznacuji, Ze
CE9.1 zplsobuje castednou depleci bundk CD4 a pocatelni
vysledky naznacCuji, Ze bun&fnad deplece u 1idi je velmi
sniZena pri srovnadni s Jjinymi mAbs CD4. AvSak je také
Zéddoucil produkovat protilatky, které jsou zbaveny depled&ni
aktivity.

PouZitelnost ,nedeplednich™ mAbs CD4 miZe byt zlep3ena
vzhledem k nédsledujicim fakttm:

i) pro Glinnost mAbs CD4 neni vyZadovana deplece bunék
Ch4,

ii) chybéni bunélné deplece CD4 zvysSuje bezpednost
protilatky,

ii1) veét3i bezpelnost umoZiiuje, Ze mAbs Jsou pouzZity
dfive v pribéhu nemoci,

iv) chybé&ni bunélné deplece CD4 zlep3i adinnost, a

v) chybéni bunélné deplece CD4 odstrafuje nebo snifuje

potfebu Castého monitorovani poctu bund&k CD4, a tak zvy3uje

vyhodnost a cenu celkového lédeni.

Toto podporuji fakta, Ze na nékolika zvifecich modelech
bylo ukazano, Ze pro GCinnost mAbs CD4 neni vyZadovana T
bun&lnd deplece CD4". Tedy nedeple&ni mAb CD4 plsobi jako
klasicky receptorovy antagonista tim, Ze:

i) blokuji interakci CD4 se svym opacdnym receptorem
MHCII,

ii) zplsobuji modulaci CD4 z bun&&ného povrchu, nebo

iii) zplsobuji T bunélnou anergii a/nebo apoptdzu.
TudiZ T buné&lné odpovédi CD4", které vyZaduji Gdast receptoru
CD4, jsou zménény nebo blokovéany.

V3eobecn&, T bunééné odpovédi, které jsou rizeny

silnymi nebo vysokoafinitnimi antigeny se zdaji byt




28

nezavislé na koreceptorovych funkcich CD4 a nejsou tedy
uc¢inné blokovidny mAbs CD4. Naopak T bun&sné odpovédi na
slabé antigeny (jako autoantigeny) vyZaduji koreceptorové
funkce CD4 a proto jsou inhibovadny mAb CD4. Normalnd silnd
autoreaktivni T butltky (T bufiky s vysokou afinitou TCR k
vliastnim antigenfm) Jjsou v thymu odstranény ,klonadlni
deleci™ a nikdy se tudiZ neobjevi v periferii. Na rozdil od
toho T bunky, které fidi autoimunitni odpovédi, se povazuji
za slabé autoreaktivni buiky, které unikly norma&lnim

mechanismim periferni tolerance. Takové buriky jsou pro plné

zpracovani odpovédi zavislé na soulinnosti koreceptord, jako

je CD4. Proto blokovani koreceptorh zbavuje tyto T bubky
kritickych spoleénych signédlnich funkci, které maji za
nasledek cCastecnou aktivaci nebo anergii. Také, Jak zminéno
vysSe, je déle Zadouci, aby se tvorily chimérické protiléatky
specifické pro CD4 majici vé&t3i stabilitu (delsi biologicky
polocCas in vivo).

Co se toho tyCe, byly syntetizovidny rdzné chimérické
protildtky, které obsahuji lidskou konstantni doménu gama 4.
Tato doména byla vybrana, protoZe podle vieho nevaze lidsky
komplement nebo receptory FCyl. Proto vznikla hypotéza, Ze
chimérické protildtky obsahujici tuto konstantni doménu
postradaji nebo podstatné postriddaji T buné&dnou depledni
aktivitu. Byly také vytvoreno nékolik chimérickych
protilatek, které obsahovaly znadmé modifikace konstantni
domény gama 4. Konkrétné nékolik obsahuje modifikaci #~EY,
ktera je popsana Duncanem et al., Nature, 332, 563-504,
1988, a Winterem et al., WO 88/07089, 1988, které’to
modifikace byly vyjeveny jako modifikace redukujici wvazbu
komplementu a receptoru FCyl. Tato modifikace obsahuje zm&nu
leucinu na kyselinu glutamovou v pozici 236 (248 Kabatova

Cislovani), aby se zrudila jakakoliv rezidudlni vazba
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receptoru Fc. Také né&kolik chimérickych protilatek obsahuje
modifikaci ,P%, kterd Jje popsana Angalem et al., Mol.
Immunol., 30, 105-8, 1993. Tato modifikace, které obsahuje
zménu serinu v pozici 229 (241 Kabatova ¢islovani) na
prolin, zvySuje stabilitu (bioclogicky polodas v séru)
stabilizaci disulfidovych vazeb mezi t&Zkymi Fetdzci a bylo
publikovano, Ze zvy3uje zlep3enou tkafiovou distribuci v
porovnani S chimérickym IgG4, ktery postrada tuto
modifikaci.

Pfesnéji, zakladnim ddvodem pro vyvoj CE9Y4 Dbylo
odstranéni fixace komplementu a snifeni wvazebnych aktivit
FcR. Tato protilatka se 1i3i od CE9.1 v tom, Ze obsahuje
lidskou konstantni doménu gama 4 (ne gama 1). Av3ak, zatimco
bylo toto vyZadovano, vysledek nebyl rutinni nebo
predpovéditelné povahy. PZitomni wvyndlezci wvskutku nalezli,
Zze chimérické protilatky obsahujici nemodifikovanou y9, m&ly
tutéZ wvazbu receptoru Fc jako protiladtka 72. Na rozdil od
toho, zakladnim davodem pro tvorbu CE94AK bylo zvysit
produktivitu konstruktu y4. Tato protilédtka se od CE9.1 1i3i
v tom, Ze obsahuje lidsky lehky fetézec kappa a nikoliv
lambda. Hodnoceni CE9y4 in vitro vazebnym testem na receptor
Fc, ktery mérfi wvazbu protilatky na stimulované monocyty a
monocytarni bunélné linie, wukdzalo, Ze CE%4 stile ma
vyznamnou vazebnou aktivitu pro receptor Fc. Nadto vazba
CE9v4 byla v tomto testovacim systému nerozliditelnd od CE9.1
{gama 1). Z&kladnim dtivodem pro vyrobu CE94 tedy bylo
kompletné odstranit Jjakoukoliv rezidudlni wvazbu FcR ve
srovnani k chimérickym protilatkam obsahujicim
nemodifikovanou y4. CE9y4 obsahuje konstantni doménu gama 4
modifikovanou v jednom misté (modifikace E). Koneéné,
zdkladni divod pro vyrobu CE94PE bylo zvySeni stability

oproti chimérickym protilatkém obsahujicim nemodifikovanou y4
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nebo mutaci v Jjednom misté (modifikace E). Tato protilétka

obsahuje konstantni doménu gama 4 modifikovanou ve dvou
mistech (modifikace P a E).

Jak bylo jiZ diskutovano, lidsk& konstantni doména v4
byla vybrana jako izotyp pro odstranéni efektorovych funkci,
tj. reaktivity s 1lidskymi receptory Fcy nebo Clg, a
nepritomnost deplece bunék CD4* in vivo. Tito &ty#i kandidati
byli vybrani a exprimovani v bufikdch CHO.

Dvé z téchto monoklondlnich protilatek byly vybrany pro

rozsahlejsi studii, tj. CE9Y4E a CE9Y4PE. Jak zmin&no, obé&

obsahuji substituci kyselinou glutamovou v oblasti CH2 =

vnesenou proto, aby eliminovala rezidudlni vazbu FcR
sdruZenou s konstantnil oblasti gama 4. Krom& tohc CE9y4PE
obsahuje substituci prolinem v ohybové oblasti, zamy3lenou
zvySit  stabilitu interakce disulfidové vazby t&%kého
fetézce.

Bylo nalezeno, Ze tyto protildtky jsou nerozeznatelné v
jejich afinité pro CD4, molekulové hmotnosti, stabilit& k
tepelné denaturaci, supresi MLR, chyb&ni vazby k FcR a
nedostatku aktivity v ADCC a CDC. Tedy obé tyto protildtky
spliuji in vitro kritéria pro vysokoafinitni mAb CD4, které
nemaji Zadné efektorové funkce FcR a komplementu.

Vlastnosti CE9.1 a CE9Y4PE jsou srovnany v tabulce 1.
SniZena wvazba receptoru Fc se vztahuje k chimérickym
protilatkam, které vazZou k receptoru Fc méné& ne? 1
chimérickou protildtku obsahujici 1, vvhodné Je sniZeni
alespon o 30 aZ 80 % ve srovnadni s tim, a vyhodn&jdi Jje
sniZeni alespofi o 50 aZ 80 % a nejvyhodn&j3i je uplné
odstranéni. AvSak, jak doloZeno vysledky s nemodifikovanou
chimérickou protilatkou gama 4, poZadovany vysledek nebyl

predpovéditelné povahy.
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Tabulka 1

Srovnani efektorovych funkci CES.1 a CE9Yy4PE
Aktivita CE9.1 CE9Yy4PE
In vitro
MLR ano ano
Vazba Clg slaba ne
CDC ne ne
ADCC ano ne
Vazba FcR ano ne
In vivo (Simpanz)
Deplece bunék CD4 Castecna ne
Modulace receptoru CD4 ano ano
In vivo (transgenni my3$i HuCD4")
Deplece bunék CD4 Castecna ne
Modulace receptoru CD4 ano ano

ADCC = bunecna cytotoxicita zavisla na protilatce

CDC = bunécna cytotoxicita zprostfedkovand komplementem
FcR = receptor Fc

MLR = smiSend lymfocytarni reakce

Tyto vysledky tedy potvrzuji, Ze podle vyndlezu jsou

tvoreny chimérické protilatky, které vazi lidsky CD4, které

postradaji urcité efektorové funkce nasledkem selekce

specifickych sekvenci konstantnich domén.

Pri pouzZiti chimérickych protildtek anti-CD4 doloZenych
v ptrikladech nebo jinych chimérickych protildtek tvorenych
podle vynalezu jako imunosupresiv nebo moduldtorl CD4 pro

1lé¢bu autoimunitnich nemoci, v&etné napfiklad revmatoidni

artritidy, jsou takové protilatky podavany samotné nebo v

kombinaci s dal8imi  slouceninami  vhodnymi pro 1éd&bu
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konkrétniho chorobného stavy. Naptiklad predmétna protilatka
miZe byt podavina v kombinaci s dalsimi proteiny, jako jsou
naptiklad monoklondlni protilatkové Tozpustné receptorové
proteiny k TNF-alfa, monoklondlni protilatky k receptoru IL-
2, monoklonalni protilatky a receptorové fuzni proteiny,
které antagonizuji interakci CD40/gp39 a cCTIA 4-IgG v
monoklondlnich protilatkéach, které antagonizuji interakci
B7/CD28. Take, v pripads léCby revmatoidnj artritidy, mohou

byt predm&tné protilatky podavany v kombinaci s daldimi

le¢ivy, Jako je napriklad Rapamycin, Leflunomid, Tenidap, -

RS5-61443 (mykofenolat mofetil), Surenyl (hyaluronat sodny),
peptidovad vakcina anti-TCR (VB17), Anerva X (vakcina anti-
MHC) a extrakorpordlni imunoabsorbenty proteinu A nebo
jejich kombinace. Dodateéne maze byt pfedmétna protilatka
podavéna v kombinaci S dalsimi protilatkami tvorenymi podle
vynadlezu nebo v oboru znamymi, které jsou specifické pro
lidsky CD4. To ma Za nésledek Synergické ucinky, napriklad
Jestlize se tyto protildtky vazi k  odlidnym epitopim
proteinu CD4.

Nasledujici pfiklady jsou uvedeny pro dalii popis

vynéalezu,

Priklady provedeni vynadlezu

Priklad 1

Klonovani a exprese opici/lidské chimérické protilatky se
Specifitou k CD4
Nasledujici popis je Specificky p#iklad zpsobtl a

protilatek tohoto vynalezu.
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Vytvafeni imortalizovanych linii opi&ich B bunék

Dospé&la opice Macaca fascicularis (White Sands New
Mexico Primate Center) byla intramuskulérné imunizovana na
Cetnych mistech 150-300 K3  rozpustného ¢p4 (sCD4) nebo
bun&énymi membranami (1x10° bun&k) - CD4 pozitivni bunssng
linie SupTl za pouzZiti Standardniho adjuvans. Imunizace se

opakovala kazdé 2-3 tydny celkem Sestkrat. Opici byla dana

tyden pozdéji byla chirurgicky odstranéna drenézni
lymfaticka uzlina z  téhos stehna. Lymfocyty byly =z
lymfatické uzliny odstranény nafezadnim tkana na platky a
proplachnutim Sterilnim médiemn DMEM. Buné&é&na Suspenze byla
Procezena skrze nylonové sitko g Sebrana odstrfedénim v 1000
X g po dobu 10 minut.

Pfibliznd 1 x 108 lymfocyta bylo Suspendovédno v Tris-
amonium chloridovém pufru (16 mM, pH 7,5) 3 zahfato na 37 °C
PO dobu 45 minut. Buniky o3etrené LME byly filtrovény pfes
nylonovy filtr a stoCeny. Pr¥idal se 1 ml fetidlniho teleciho
Séra, bufiky se Suspendovaly a dvakrat promyly v RPMI bez
Séra, Buriky byly Spocitéany a promichdny v Jjedné
S0mililitrové kénické centrifugadéni zkumavce se Stejnym
mnozstvim heteromyelomonch bun&k K6H6/BS5, pfedem dvakrat
promytych v médiu bez Séra. Buiiky byly jemné Suspendovany v
1 ml 50% PEG (polyetylenglykol) pridavaném pomalu s jemnym
michdnim po dobu 1 minuty. Buidky byly poté resuspendovany
pPEidadnim 20 m1 média bez séra PO dobu 5 minut za mirného
michéni, aby se rozredil PEG. Po dvojim promyti médiem bez
séra byly bunky resuspendovany v koncentraci 5 105/0,1 ml v
médiu RPMI, Obsahujicim 203 fetdlni teleci sérum 3
gentamycin a umisté&ny na 96jamkové mikrodestiéky pro tkanové

kultury v mnoZstvi 0,1 ml na jamku. Do kazdé Jamky byl
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pfidan stejny objem média HAT (0,1 ml) a hybridém bylo

umoZnéno ridst po dobu 14-17 dnl pred testovanim.

Testovani fuzovanych bun&&nych hybridd na tvorbu anti-CD4

Test na urcCovéni specifity anti-CD4 byl proveden, jak
je popsdno dale: desticky pro ELISA byly povlecdeny
rekombinantni sCD4 v koncentraci 100 ng na jamku a blokovany
1% bovinnim sérovym albuminem v PBS. 7 ka’dé jamky byly
odstranény pomérné &asti 50 ul hybridomového supernatantu a
nechaly se inkubovat po dobu 60 minut s destickami
povleCenymi sCD4. Vazba byla detekovina inkubaci s kozim
proti-lidskym nebo kozim proti-opi&im IgG znalenym *°I po
dobu 60 minut. Po promyti &tyfikrdt destilovanou vodou byly
jamky vzhodnoceny poc¢itaem impulz@ gama. Pozitivni Jamky
byly v duplikdtech testovany =znovu a hybridomové buiiky z
téchto jamek byly trikrat subklonovany, poprvé v 5 burikach
na jamku a poté dvakridt v 1 bufice na jamku. V tomto stadiu
byly pozitivni anti-sCD4 testovany na schopnost vazat se k
CD4 na bunélném povrchu. To bylo provedeno inhibici vazby
myS8i monoklondlni anti-CD4, nazyvané 1F3, k CD4 pozitivni
bunécné linii supTl. V kratkosti to bylo provedeno spolecnou
inkubaci rdznych mnoZstvi opici anti-CD4 a 10 ug 1F3 znacené
'%°I s 3 x 10° bunék supTl na 1 jamku v 96jamkové destidce. Po
1 hodin& inkubace pfi teplot& mistnosti (20-25 °Q) byly
buitky pomoci vakua premistény na filtry ze sklenénych
vlaken. Po dikladném promyti PBS byly filtry vyhodnoceny
poCitacem impulzl gama, aby se ur&ila inhibice vazby 1F3 na
buiiky supTl supernatanty opidich hybridomd.

Byl wvybradn klon, ktery tvofil protiléatkuy, kterd
vykazovala silnou inhibici proti 1F3. Klon byl izotypizovéan
za pouziti lidskych 1izotypizujicich reagencii a bylo

shledano, Ze je IgG2 a méd lehky Fret&zec lambda. Tato bunddna
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linie byla péstovédna do velkého mnoZstvi pro klonovani

jejich imunoglobulinovych gent.

Klonovani genll variabilni oblasti t&%kého a lehkého ftetézce
z opicCich imortalizovanych B bun&k

Z 1 x 10" opidich imortalizovanych B bun&k byla
izolovéna celkovd RNA za pouZiti guanidiniumizothiokyanatové
metody. Jedna desetina celkové RNA byla pouZita, aby se
vytvofila jednovldknovad cDNA za pouZiti oligonukleotidového
primeru oligo-dT a reverzni transkriptédzy. Jedna desetina
mnoZstvi jednovladknové cDNA byla pouZita pro reakce PCR
(polymerazova retézovad reakce). Ka?déd ze S$esti reakci PCR
obsahovala jeden ze 3esti &’ oligonukleotidovych primert
specifickych pro rodinu Vg obsahujicich restrikéni misto
Sal I spolu s 3’ oligonukleotidem pro konstantni oblast IgG
obsahujicich misto Nhe I, oboji je ukadzano na obrazku 7-1.
Podobn& probihalo pét reakci PCR, kteréd vyuZzivaji jeden =z
peéti 5" oligonukleotidovych primer pro vedouci sekvenci
lambda obsahujicich misto Bgl II a 3’ primer pro konstantni
oblast lambda obsahujici misto Avr II. Reaké&ni podminky byly
jak popséno vySe. KaZdd reakce PCR byla provedena v
trojnasobném opakovani. Produkty z kaZdé amplifikadni reakce
pro téZky a 1lehky Ffetézec Dbyly analyzovany na 1,2%
agardézovych gelech. Primer pro t&Zky Fetdzec CH4 (5'-
ACTAAGTCGACATGAAACACCTGTGGTTCTT-3") a primer lambda (5'=
ATCACAGATCTCTCACCATGACCTGCTCCCCTTCTCCTCC~3") davaly silné
pasy pfi elektroforéze v agardzovém gelu. Produkty té&chto
reakcil byly pouZity pro klonovani do vektoru TCAE 6, ktery
obsahuje sekvence konstantni oblasti lidského IgGl a lambda.

Klonovani dvou genl variabilni oblasti do expresniho
vektoru TCAE 6 bylo provadéno postupné. Zaprvé byly produkt

PCR téZkého ‘tretézce a vektor TCAE 6 Stépeny restrikdénimi
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enzymy Sal I a Nhe I, produkty byly poté extrahovany
fenolem/chloroformem a preCistény pres centrifugacdni kolonu
SEPHADEX G-25. Produkt PCR byl ligovan do nasStépeného
vektoru pres noc ve 14 °C v pfitomnosti DNA ligazy T4.
PfibliZné& 500 ng celkové DNA se ligovalo v objemu 10 pl v
molérnim. poméru inzert/vektor 10:1. Ligovany materidl se
pouzil k transformaci  kompetentnich bundk XL-1 Blue
(Stratagene) a transformované buiiky byly vysety na misky s
agarem LB obsahujicim ampicilin v koncentraci 50 pug/ml.
Kolonie bakterii rezistentnich na ampicilin byly sebrany a
péstovany jako 5 mililitrové tkanové minikultury. Z kazZdé z ‘
téchto kultur byla extrahovana plazmidovd DNA standardni
metodou alkalické 1lyzy, na3tépena restrikdnimi enzymy Sal I
2 Nhe I a produkty byly rozd&leny na 1,2% agardzovém gelu.
Plazmidy s inzerty o pribliZné velikosti 450 bp byly pouZity
jako templaty pro nasledné klonovani variabilnich oblasti
lehkého fetézce. Produkty reakce PCR pro lehky fetézec, a
také plazmid obsahujici inzert t&Zkého Fetdzce byly
nastépeny restrikénimi enzymy Bgl II a Avr II a ligovany k
sobé. Plazmidové minikultury byly testovany Stépenim s
Bgl IT a Avr II. Stépné produkty, které wudavaly inzert
pribliZné velikosti 400-450 bp byly povaZovany za pozitivni.
Plazmidy obsahujici oba inzerty Sal I/Nhe I a Bgl II/Avr II
byly péstovany ve vét3im mnoZstvi pro sekvenovani DNA.

Expresni vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 pro tandemové
chimérické protildtky byly odvozeny z vektoru CLDN, ktery
sédm je derivat vektoru RLDN10b (Science, 253, 77-79, 1991).
RLDN1Ob opét je derivatem expresniho wvektoru TND (DNA, 7,
651-661, 1988).

RLDN1Ob se 1i3i od vektoru TND v nasledujicim.
Transkripcni kazeta (promotor, cDNA a polyadenylaéni oblast)

pro dihydrofolatreduktdzu (DHFR) byla umistdna mezi kazetu
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tkanoveho aktivdtoru plazminogenu (t-PA expresnl kazeta) a
kazetu neomycinfosfotransferdzy (NEQ) tak, Ze viechny tFi
kazety jsou zafazené jedna za druhou a v tée transkripdéni
orientaci. Navic promotor genu DHFR v CLDN byl nahrazen
hlavnim promotorem my$iho beta globinu (Mcl. Cell Biol., 3,
1246-54, 1983) a cDNA t-PA nahrazena mnohoCetnym klonovacim
mistem (polylinker). VSechny tri eukaryotické transkripé&ni
kazety (expresni, DHFR, NEQ) mohou byt oddéleny od
bakteridlni plazmidové DNA (derivat pUC9) Stépenim s

restrikéni endonukledzou Not I.

CLDN se 1i31 od RLDN1Ob, protofe LTR z Rousova viru

pfed polylinkerem byl nahrazen promotorovym zesilovadem
¢asného genu lidského cytomegaloviru (Cell, 41, 521, 1985).

Expresni vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 se 1i3i od CLDN v
tom, Ze:

1) obsahuji Ctyfi transkripéni kazety (misto t?i) serazené
za sebou:

a) konstantni oblast lehkého fetézce lidského
imunoglobulinu ziskaného prostfednictvim amplifikace cDNA
polymerazovou feté&zovou reakci. V TCAE 5.2 to je konstantni
oblast lehkého fetézce kappa lidského imunoglobulinu
(Kabatovo Cislovani aminokyselin 108-214, alotyp Km3), a v
TCAE 6 konstantni oblast lehkého Feté&zce lambda 1lidského
imunoglobulinu (Kabatovo <&islovani aminokyselin 108-215,
genotyp Oz minus, Mcg minus, alotyp Ke minus),

b) konstantni oblast té&Zkého tetézce lidského
imunoglobulinu, v obou konstruktech to byla konstantni
oblast gama 1 té&Zkého FYetézce 1lidského imunoglobulinu
(Kabatovo Cislovani aminokyselin 114-748, alotyp Gmla,
Gmlz), kterd byla odvozena prostfednictvim amplifikace cDNA

polymerdzovou retézovou reakci,
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c) DHFR, obsahujici svij vlastni eukaryoticky promotor
a polyadenylacni oblast,

d) NEO, také ma& svij vlastni eukaryoticky promotor a
polyadenylacd¢ni oblast.
2) Kazety lehkého a té&Zkého Fetdzce lidského imunoglobulinu
obsahuji syntetické signdlni sekvence pro sekreci
~ imunoglobulinovych Feté&zch.
3) Kazety lehkého a té&Zkého fetdzce lidského imunoglobulinu
Obsahuji specifické spojky DNA, které umoZiuji inzerci
variabilnich oblasti . lehkého a tézkého fetézce
imunoglobulinu, které udrzujil translac¢ni &teci ramec a
nepozménuji aminokyseliny normalné nalézané v
imunoglobulinovych #et&zcich. Zavedeni popsanych zmén vedlo
ke konstrukci vektord TCAE 5.2 a TCAE 6. Klonovani genll pro
variabilni oblasti lehkého a té&Zkého Fetd&zce imunoglobulinu
z bunécné heterohybridomové linie anti-CD4 E9.1 do TCAE §
vedlo ke konstruktu, ktery je ulofen v ATCC. Konstrukt,
ktery byl uloZen, a ktery kéduje protilatku CES9.1, obsahuje
variabilni oblast t&Zkého Petdzce imunoglobulinu Macaca
fascicularis a variabilni oblast lehkého retézce
imunoglobulinu Macaca fascicularis, jejichZ sekvence dsou
ukdzany na obrazcich 1 a 2, klonované z anti-CD4 bun&cné
hybridomové linie E9.1. Konstantni oblast t&Zkého Fetdzce je
lidského plvodu izotypu gama 1 a alotypu Gmla, Gmlz.
Konstantni oblast lehkého PYet&zce lambda je také 1lidského
plivodu, genotypu Oz minus, mcg minus a alotypu Ke minus.
Imunoglobulinové geny jsou klonovany do savdiho expresniho
vektoru TCAE 6, popsaném ve vySe zminénych aplikacich
zahrnutych v odkazech, ktery, je-1li zaveden elektroporaci do
savCi bunééné linie CHO, tvo?i chimérickou opic¢i/lidskou
protildtku anti-CD4. Konstrukt DNA popsany v tomto textu byl

pouzit pro transformaci bakteridlniho kmene XL-1 Blue,
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vybran pomoci antibiotika ampicilinu a uloZen jako
bakteridlni buné&nd suspenze ve sterilnim Zzivném médiu LB

obsahujicim 15% glycerol.

Sekvenovani DNA

Plazmidova DNA  byla pFipravena ze 100mililitrovych
kultur. Byla dale purifikovana precipitaci (1 objem) se
smési 2,5 M chloridu sodného a 20% polyetylenglykolu (6
objeml) na ledu po 15 minut. Po stodeni v 10 000 x g po dobu
20 minut byla peleta omyta 70% etanolem, opét stodena a
usuSena v ptistroji Speedivac (Savant). Peleta DNA byla
resuspendovana v deionizované vod& v koncentraci 150-250
ug/ml. Sekvenovani se provadé&lo s 5 Mg dvojvldknové DNA za
pouziti techniky dle Sangera. Byla pouzZity sekvenadni
primery, které byly homologni k sekvencim v expresnim
vektoru v protismé&ru a po sméru d&teni ka*dého z inzertd
lehkého fetézce a té&Zkého fPetézce. Inzerty byly sekvenovany
v obou smé&rech, 5 aZ 3" a 3’ aZ 5. Dva klony lehkého Fet&zce
anti-CD4 a dva klony té&Zkého Fet&zce anti-CD4, které vznikly
z nezavislych reakci PCR, byly sekvenovany paralelng, aby se
urcilo, zda nebyla zavedena n&jakad nukleotidovad zm&na Db&hen
reakci PCR. Oba =z vybranych klond t&Zkého fetdzce a oba
klony lehkého feté&zce byly shledany identickymi po celé
délce, coZ potvrdilo, Ze bé&hem amplifikadniho procesu nebyly
zavedeny Zadné chyby. Sekvence anti-CD4 lehkych a téZkych

fetézcl jsou ukdzany na obrazcich 1 a 2.

Exprese opici/lidské chimérické anti-CD4

Expresni vektory TCAE 5.2 a TCAE 6 jsou schopné nejen
trvalé exprese v bunélnych liniich Sp2/0 a CHO, ale protoZe
obsahuji pocatek SV40, jsou také schopné prechodné exprese v

bunécné 1linii COS. Exprese v bufice COS byla provedena, jak
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nasleduje: buiky COS byly vysety den prfed transfekci, takze
mohly ndsledujici den z 50-70 % splyvat. Kultivadni médium
bylo odstrané&no a bufiky byly dvakrat promyty transfekénim
pufrem (TB- 140 mM NaCl, 25 mM Tris, 5 mM KCl, 0,5 mM
NaHPO4, 1 mM MgCly, 1 mM CaCl,). 30 Mg plazmidu TCAE 6,
purifikovaného chloridem cesnym a obsahujiciho anti-CD4
opic¢i/lidské chimérické imunoglobulinové t&3ké a lehké
feté&zce, se smisilo se 3 ml DEAE dextranu na misku (1 mg/ml
v TB). DNA se inkubovala s bufikami po 1 hodinu ve 37 °C.
Roztok DNA byl odstrangn a nahrazen 3 ml 20% glycerolu po
dobu 1,5-2,5 minuty, po které byly bunky dvakrat promyty TB.
Buiiky se inkubovaly v 5 ml c&erstvého média obsahujiciho 100
UM chlorochin po 3-5 hodin ve 37 °C, a poté byly dvakrat
promyty médiem a inkubovaly se 72 hodin s normalnim DMEM.
Supernatant (100 pul) z transfekovanych bun&k COS byl
testovan v raznych fedé&nich na pritomnost protilatky
technikou zaloZenou na testu ELISA. Kozi proti-lidskd lambda
byla pouZita k povleceni 96jamkovych testovacich destidek a
jako detekéni protilatka byl pouZit kozi proti-lidsky IgG
znaCeny peroxidazou, za standardnich podminek pro testy
ELISA. Bylo shledano, Ze bufiky COS tvori mezi 10 a 40 ng/ml
opici/lidské chimérické protilatky. veétsi objemy
supernatantu byly 10x koncentrovany a pouZity pro primy
vazebny test RIA k CD4 pozitivnim bufikam SupTl. Jako
pozitivni a negativni kontroly byly pouZity parentalni celéd
opici protilatka a irelevantni lidsky imunoglobulin. Opié&i
anti-CD4 a opici/lidskd chiméricka anti-CD4 byly také
pouzity pro inhibici wvazby vysoce afinitni mySi protilatky
anti-CDh4 (1F3). Tyto vysledky dokazaly, 3Ze opici/lidska
rekombinantni protilatka (ATCC &. 69030) se nejenom vaze k

CD4 pozitivnim bunkam, ale Jje schopnd inhibovat vazbu 1F3 k
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CD4 pozitivnim bufikam v pfibliZna tychZz koncentracich celé

opiCi protilatky nebo samotné 1F3.
Priklad 2

Tento ptfiklad se tyka in vitro funkéni charakterizace
CE9.1, vCetné& jejiho plsobeni na T bun&dnou proliferaci a
produkci IL-2 v MLR, jejich vazebnych vlastnosti k receptoru
Fc a komplementu, a jeji kapacity zprostfedkovavat odpovédi
ADCC a CDC. Kromé& toho, byly analyzovany ucinky in vivo na
mediaci receptoru CD4 a lymfoidnich podskupin v periferni
krvi. Bylo analyzovano nasledujici. V tomto prikladé byly
pouzity nésledujici materialy a metody. (Anderson et al.,
~In vitro and in vivo characterization of a primatized mAb
to human CD4: mAb causes CD4 receptor modulation but not CDh4

T cell depletion in chimpanzees™).

Materidl a metody
Molekuldrni konstrukce a exprese PRIMATIZED™ anti-CD4
Variabilni oblasti imunoglobulinovych genti byly
amplifikovany PCR a klonovany z heterohybridomi
pochazejicich =z opice imunizované sCD4, jak bylo drfive
popsano (Newman, R.A., et al., ,Primatization of recombinant
antibodies for immunotherapy of human disease: a
macagque/human chimeric antibody against human CD4™,
Biotechnology, 10, 1455, 1992). Geny variabilnich oblasti
tézkého a lehkého ‘feté&zce byly vlioZeny do - kazetového
expresniho vektoru, TCAE 6, zafazené za sebou, a exprimovany
jako IgGlA po trvalé integraci do bun&k CHO DHFR" (Newman,
vySe). TIfi béhy amplifikace p¥i zvy3ujicich se mnoZstvich
metotrexatu umozZnily VYvo] bunécénych linii, které

exprimovaly vice neZ 750 ug/ml protilatky po dobu 8 dna.
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Vznikla produktivni bun&&na 1linie, ktera byla péstovana v
suspenzni Kkultufe a progresivnd expandovala pred inokulaci
do bioreaktoru z dutych vlaken (Evans et al., ,Large-scale
production of murine monoclonal antibodies using hollow
fiber bioreactors™, BioTechniques, 6(8), 762, 1988).

mAb CE9.1 byla purifikovana prichodem Supernatantu
tkanové kultury z reaktoru pfes kolonu Prosep A (300 ml,
Bioprocessing Inc.), kterd  byla predem ekvilibrovana

fyziologickym roztokem pufrovanym fosfatem, PH 7,2,

rychlosti 125 ml/min. Kolona byla promyvana PBS dokud nebyl

dosaZen =z&kladni wvychozi stav, a navazana protilatka pak
byla eluovdna ©Snédsobkem objemu kolony 0,2 M kyseliny
octové/0,1 M glycinovym pufrem, pH 4,0. VytéZek byl 90%.
Eluat Dbyl wupraven na pH 5,5 a predi3tén pfes kolonu
Q-Sepharose (Pharmacia). CE9.1 navazand na kolonu byla
promyta 25 mM Tris-HCl, pH 8,5. Protildtka byla eluovédna 50
mM Tris-HCl, pH 6,5, obsahujicim 100 mM NaCl a koncentrovana
filtraci (Millipore Pellicon) proti normalnimu
fyziologickému roztoku pro injekce dle USP. CE9.1 se
nakonec filtrovala pres filtr 0,04 pm  Nylongg NDP (Pall

Filtration).

Vazebna specifita: vazba CE9.1 k bufice SupT-18 CD4"
Devadesatisestijamkové mikrotitralni destidky se dnem
jamek ve tvaru U (Corning) byly pfedem blokovany po 1 hodinu
na ledu s PBS obsahujicim 0,2% bovinni sérovy albumin a 0,1%
azid sodny. Bunky SupT-18 (1 x 103), pfedem promyté tymZ
pufrem, byly 30 minut inkubovany na ledu s riznymi
koncentracemi CES9.1 (2,4 pg/ml - 10 pg/ml). Bufiky byly
dvakrat promyty a inkubovany 30 minut na ledu s protiléatkou
druhé vrstvy (kozi proti-my3i Ig znaleny FITC). Buiky byly

dvakrat promyty, resuspendovany ve fixadnim pufru (2%
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formaldehyd v PBS) a analyzovany za pouZiti pratokového

cytometru FACScan (Becton Dickinson).

Vazebna specifita: pritokovd analyza vazby CE9.1 k lidskym
leukocytlim periferni krve

Mononuklearni buiiky byly izolovany z lidské periferni
krve za pouZiti standardni centrifugadni techniky s
Ficoll/Hypaque (Boyum, A., ,Separation of blood leukocytes,
granulocytes and lymphocytes“, Tissue Antigens, 4, 269,
1974). Vrstva na rozhranl . (interféze) obsahujici
mononuklearni buiky periferni krve (PMNC) byla odebrana,
promyta Hanksovym izotonickym roztokem (HBSS) a bufky byly
spoditdny. 5 x 10° bund&k se inkubovalo s 20 pul CE9.1 (25
ug/ml), po 30 minut ve 4 °C. Buiky byly poté promyty s HBSS
a inkubovany s 20 ul koziho proti-lidského IGG-FITC (Fisher
Scientific). Po inkubaci na ledu po dal3ich 30 minut byly
bunky analyzovany na pfistroji FACScan firmy Becton
Dickinson za pouziti autokompenzace a prekalibrace s
kulickami Calibrite. Zivé lymfocytarni populace byly
rozpoznany rozptylem pfrimého a pravouihlého svételného
paprsku a byla tak ohranidena celkovd populace lymfocytf.
Nasledna mé&feni fluorescence zaznamemavala pouze vymezené
lymfocytarni Jevy. mAbs pouZité pro kvantifikaci dvojité
znaCenych bunék a nasledné studie na Simpanzi krvi
zahrnovaly proti-lidsky CD3 (Leu-4-FITC, Becton Dickinson}),
proti-lidsky CDS konjugovany s fluoresceinem (Leu-2a-FITC,
Becton Dickinson), proti-lidsky CD8 konjugovany S
fykoerytrinem (Leu-Z2a-PE, Becton Dickinson), proti-lidsky
CD20 konjugovany S fykoerytrinem (Leu-16-PE, Becton
Dickinson), kozi proti-lidsky IgG F(ab’)2 konjugovany s
fluoresceinem (Cappel) a my3i anti-CD4 konjugovany s

fykoerytrinem (OKT4, Ortho Pharmaceuticals).
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ZkriZend reaktivita lidské tkané&

Hodnotila se zkfiZend reaktivita CE9.1 na normalni
lidské tké&ni. Biotinylovand CE9.1 se testovala na zmrazenych
tkanovych fezech nafezanych na kryostatu ze 32 rdznych tkani
za pouziti avidin-biotinové imunoperoxidizové techniky
(Wilchek, M., et al., ,The avidin-biotin complex 1in
bicanalytical applications™, Anal. Biochem., 171, 1, 1983).
Buiiky SupTl (CD4") byly pouZity jako pozitinvi kontrola a
burtky SB (CD47) jako negativni kontrolni bunddni linie.
Irelevantni biotinylovand my$i/lidska (IgGl) chiméricka
protildtka byla pouzita jako negativni protilatkova
kontrola.

Pro vétSinu tkani byly vySetfovany t#i nezavislé vzorky
a reaktivita s CES9.1 byla hodnocena ve 3kdle od 0 do 3*. Vv
nékterych tkanich byly rlzné struktury ve tkani hodnoceny
oddélen&. Napfiklad v jatrech byla hodnoceny nezavisle

hepytocyty, ZluCovody a Kupfferovy bufky.

Druhovd specifita

Periferni krev né&kolika bé&Znych laboratornich primatd a
jinych zvifat byla testovana s CE9.1 na rozpoznini moZné
zkfiZené reaktivity T bundk CD4 pozitivnich. Skupina
zahrnovala Simpanze, paviany, Macaca rhesus, Macaca
fascicularis a Macaca nemestrina, krysy, my3i, kraliky a
psy. Krevni buidky byly izolovdny z 1-5 ml plné krve
odstfed&nim (1500 rpm po 5 min) wve 4 °C a promyty
resuspendovanim ve stejnych objemech PBS. Procedura se
opakovala je3té jednou a buiiky se resuspendovaly ve stejnych
objemech fetdlniho bovinniho séra. Dv& sté& mikrolitrd
bunéfné suspenze od kaZdého druhu Dbylo umist&no do

15mililitrové kénické centrifugadni zkumavky s 20 ul CE9.1
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(25 mg/ml). Protilatka a bunky se smichaly, umistily na led
po 30 minut, a poté se dikladné promyly s HBSS. Pak se
pridalo 20 ul koziho proti-lidského IgG-FITC (Fisher
Scientific) a vzorky se promichaly. Po inkubaci na ledu po
dalsich 30 minut byly vzorky z ledu odstranény a bylo
pfiddno 10 ml lyzujiciho pufru (0,01 M hydrogenuhliditan
draselny, pH 7,4, obsahujici 0,16 M chlorid amonny a 0,1 M
EDTA  sodnou sul), predeh?atého na 37 °C.  Vzorky se

inkubovaly p¥i teploté& mistnosti po 15 minut, ndsledovalo

odsttedéni v 1500 rem po 5 minut. Oznadené bund&dné pelety

byly jeSt& dvakradt promyty v HBSS (PH 7,4) obsahujicim 1%
bovinni sérovy albumin a 0,05% azid sodny. Oznadené builky se
fixovaly resuspendovdnim ve fixadnim pufru (0,5 M chlorid
sodny obsahujici 1,0% fbrmaldehyd, filtrovdn pres 0,22 um
filtr). Vzorky se analyzovaly na pfistroji FACScan firmy

Becton Dickinson, jak popsano vySe.

Funkéni testy in vitro: jednocestni a trojcestnd smisena
lymfocytédrni reakce

Lidské nebo Simpanzi T buitky (1,3 x 10°%) byly péstovany
s nebo bez CE9.1 v mikrojamkach s plochym dnem po sedm dnd s
PBMC (6,0 x 10% oSetfenymi mitomycinem C, ziskanymi od
nepribuzného dérce 1lidského nebo Simpanziho pdvodu. B&hem
poslednich 18 hodin kultivace byl do kultur pPidan JH-
thymidin, a sice 1 pCi/jamka. Mikrotitradni desticky byly
stoCeny, buné&lné pelety promyty HBSS a poté se pocitaly
impulzy kapalinovym scintila&nim poCitadem. KaZdy vzorek se
vyhodnocoval ve t¥ech opakovanich.

Lidské MLR se provadély se vzorky od t#i nezavislych
neptibuznych darcl, které byly uZity jako stimulatorové a
odpovidavé smé&si. Tento laboratorni protokol byl pouZit, aby

se maximalizovala moZnost dobré odpové&di u nahodnych, na HLA
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necharakterizovanych vzorkd krve (resp. krevnich bundk z
»buffy coat") darct z Cerveného kfi%e. V tomto protokolu
nebyl Zadny dircovsky vzorek krve oSetten mitomycinem C ani

ozaren.

Adhezivni test bunék THP-1 pro méfeni vazebné aktivity
receptoru Fc pro CE9.1

Tento test zavisi na premosténi dvou bunélnych 1linii,
jedné exprimujici receptor CD4 a druhé receptor Fc,
protilatkou anti-CD4. PouZity udastnik exprimujici CD4 byla
adherujici my3i fibroblastovd bun&&n& linie DAP, ktera byla
transfekovana lidskou CD4 (DAP/CD4). Builky nesouci receptor
Fc byly THP-1. Bufiky DAP/CD4 byly umistény na 96jamkové
desticky s plochym dnem (100 ul/jamka), 25 000 bunék/jamka)
a nechaly se pfes noc adherovat. Buifiky THP-1 byly
resuspendovédny v 50 ml média RPMI (1 x 10° bun&k/ml) a
indukovany po 24 hodin ve 37 °C pfidanim 50 U/ml yIEN.

Buniky THP-1 indukované yIFN byly obarveny kalcinovanym
methoxyacetatem, CAM (Molecular Probes), a to nasledovné:
builky byly promyty plnicim pufrem (PBS dle Dulbecca s
vapnikem a hoflikem a 0,1% bovinnim sérovym albuminem) a
resuspendovany v mnoZstvi 5 x 10° bundk/ml v 10 ml tého?
pufru. CAM (1 mg/ml v DMSO) byl nafedd&n (1:50) plnicim
pufrem a pfidan k buné&lnym suspenzim THP-1 v pomdru 1:1
(objem/objem) . Po  inkubaci po 20 minut p#¥i teplotd
mistnosti, bylo pfridano ke kaZdym 4 ml smési bunky/CAM 20 ml
Cerstvého plniciho pufru a inkubace pokraCovala dalSich 40
minut pfi teploté& mistnosti. Buiiky byly poté dvakrat promyty
plnicim pufrem a resuspendovany v mnoZstvi 8 x 10° bun&k/ml.
Sériovad fedéni CE9.1 v PBS (bez véapniku, ho¥&iku nebo BSA)
byla ptfidana do Jjamek obsahujicich butiky DAP CD4* a

inkubovédna po 5 minut pf¥i teplotd® mistnosti. Poté bylo
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pfidano 50 pl bun&né suspenze THP-1 obarvené CAM a desticky
se inkubovaly 1 hodinu p#i teploté mistnosti ve tm&.
Testovaly se také kontrolni jamky bez bun&k DAP. Po inkubaci
byly jamky tfZikrat promyty s PBS. Po zavdredném promyti se
pfidalo 100 pul PBS na jamku, nasledovano 10 pul 20% Tritonu
X-100. Po umisténi na trepadce po 10-15 sekund, se desticlky

odecCitaly na pfistroji Fluoroscan (MTX Lab systems Inc.).

Vazebny test s aktivovanymi monocyty pro méreni vazebné
aktivity receptoru Fc pro CE9.1

Test receptoru Fc byl proveden, jak bylo popsédno pro
buriky THP-1 vySe, kromé& nasledujicich odlidnosti. Monocyty
byly pfipraveny z Cerstvé lidské periferni krve standardni
gradientovou separaci pomoci Ficoll/Hypaque a Percoll.
Monocyty byly stimulovadny s yIFN, jako vySe, ale po dobu 438
hodin. Desticky byly povlékany stimulovanymi monocyty po 24
hod., a v tomto testu byla CAM, popsanym vySe, obarvena
linie SupT-18 CD4". Bufiky SupT-18 byly poté pFidany na
destiCky povleCené stimulovanymi monocyty. Hlavni rozdil v
tomto testu je bun&cnad linie CD4" obarvend CAM a pridana k
burikdm na destilce nesoucim FcR. Ve vy$e uvedeném testu

pouzivajicim buniky THP-1 byl potadek obraceny.

Vazba k mysSim fibroblastim transfekovanym FcyRII

My$i fibroblastovd bun&&na linie (CDW32-L), ktera byla
transfekovana 1lidskym FCRH, byla =ziskdna od ATCC. P?ima
vazba CE9.1 byla stanovena inkubaci protilatky v pritomnosti
a nepritomnosti sCD4. Vazba CE9.1 se detekovala inkubaci s
kozimi proti-lidskymi Ig-protilatkami konjugovanymi S
k¥enovou peroxiddzou (Southern Biotech). Fragmenty Fab CE9.1
vznikaly enzymatickym 3tépenim a byly pouzZity jako negativni

kontroly. Hodnoty absorbance ziskané z CE9.1 (a fragmentt
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Fab) preinkubovanych s bufikami za pritomnosti sCD4 byly
odeclteny od absorbanci ziskanych pro protilatky v

nepritomnosti sCD4.

Test ADCC (lyze bunék SupTl)

Byly odebiréany <erstvé vzorky heparinizované lidské
krve a izolovidny PMNC standardnimi centrifugacnimi postupy
na Ficoll/Hypaque. Cervené krvinky z interfidze se lyzovaly
pufrem s chloridem amonnym a bufiky byly dvakrat promyty v
Hanksové izotonickém roztoku. Lymfocyty periferni krve
(PBLs) se stimulovaly 10 djednotkami IL-2 na ml RPMI/10%
fetalniho teleciho séra (FCS) po 24 hodin ve 37 °C a 5% CO5.
Po 24 hodinach byly PBLs resuspendovany v RPMI/5% FCS.

Buiky SupTl-18 (1 x 10°) byly znaceny inkubaci se 100
uCi °!Cr po 1 hodinu ve 37 °C a 5% CO,. Buiiky byly dvakrat
promyty s RPMI/5% FCS a 1 x 10% bunék bylo pfidano do kazdé
jamky. Tfi davky protilatky CE9.1 byly sériové natredény 1:2
s RPMI/5% FCS a pomérné ¢asti byly pfiddny ve tfech
opakovanich do jamek obsahujicich SupTl1-18 po 30 minut ve 37
°C a 5% CO,. Jako kontrola maximalniho a spontanniho uvolnéni
bylo pouzZito 100 pl 1% Tritonu X-100 a 100 pl média. Do
jamek se pfidaly PBLs stimulované IL-2 (8 x 10° bungk).
Desticky se stocily 3 minuty v 900 rpm a inkubovaly 16 hodin
ve 37 °C a 5% CO;. Byl odebran supernatant z kaZdé jamky a
mnozstvi radioaktivity se odeditalo poditadem impulzd gama.
Test byl proveden v trojnadsobném opakovadni. Procento bunddné

lyzy se urcilo za pouZiti nédsledujiciho vzorce:

% lyzy=(poCet impulz@ vzorku - spontdnni podet) x100

naximédlni pocet impulzl - spontanni
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Clg vazebny test

Clg vazebny test se provaddél pomoci CD4 pozitivni
bun&fné linie SupT-18 v suspenzi 4 x 10%/ml. K cilovym bufikim
CD4 pozitivnim v mnoZstvi 2 x 10° byla pridéna CE9.1 a
kontrolni afinitni purifikovand opi¢i anti-CD4 protilatka
(30 pl) ve stejné koncentraci 20 pg/ml. Bunécnd suspenze a
protilatky byly inkubovdny po 1 hodinu na ledu, a poté
dvakrat promyty 1% BSA v PBS. Do kazdé zkumavky bylo pfidano
50 pl lidského Clg (10 ug/ml) a inkubovano 1 hodinu na ledu.
KaZzdad zkumavka byla dvakradt promyta a fixovédna v 0,5 ml 1%
formaldehydu/PBS. Buniky se analyzovaly na pritokovém
cytometru FACScan firmy Becton Dickinson za pouZiti

programového vybaveni Consort 30 pro sbé&r a analyzu dat.

Test cytotoxicity zprostfedkované komplementem

Buniky SupT-18 1 x 10° byly zna&eny inkubaci se 100 uCi
'cr po 1 hodinu ve 37 °C, 5% CO,. Bufiky byly dvakrat promyty
s RPMI/5% FCS a do kaZdé jamky bylo pPidano 1 x 10! bunék.
Protilatky CE9.la kontrolni anti-CD4 byly sériové naredény
1:2 s RPMI/5% FCS a pomérné c&asti 50 ul byly pfidény v
triplikdtech do jamek obsahujicich SupT-18. Do jamek se
pfidalo 100 pl 1% Tritonu X-100 nebo 100 pul média, aby se
zm@¥ilo maximdlni a spontanni uvolfiovani *!Cr. Po 90 minutach
inkubace ve 37 °C, 5% CO; byl do jamek pridan kralici
komplement (Cappel) nafedény 1:5. Destilky se inkubovaly
dal3ich 90 minut ve 37 °C, 5% CO;, a poté se stodily 3 minuty
v 900 rpm. Z kazdé jamky byl odebrén supernatant a mnoZstvi
radioaktivity se odeclitalo na pocitaci impulzl gama. Test
byl proveden v trojnasobném opakovani. Procento bunédné lyze

se urc¢ilo za pouziti nésledujiciho vzorce:
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% lyzy=(poCet impulzl vzorku - spontdnni podet) x100

maximdlni pocdet impulzd - spontéanni

Studie na Simpanzech in vivo

Sest 3impanzd bylo rozdéleno do t#i skupin po dvou
zvifatech: skupina I (kontrolni  fyziologicky roztok),
skupina II (10,0 mg/kg protilatky CES9.1) a skupina III (10,0
mg/kg protilatky CE9.1). Zvifata ve skupin& II byla o3etfena
znovu 10,0 mg/kg CE9.1 po 30 dnech, pod podminkou, Ze se
poCet jejich T bund&k CD4" vratil na 30 % vychoziho stavu.
Zvifata ve skupiné II byla oSetfena znovu 10,0 mg/kg CE9.1
po 30 dnech, pod podminkou, Ze se pocet jejich T bunék CD4*
vratil na 70 % vychoziho stavu. JestliZe tyto hodnoty nebyly
30. den dosazZeny, byla zvirata testovédna na hodnoty T bunék
CD3", CD4" a CD8" ve dvoutydennich intervalech dokud hodnoty
T bunék CD4" nedosadnly prisludnou cilovou hodnotu pro danou
skupinu. V ten okamZik zvifata obdrZela intravendézné opét
10,0 mg/kg protiléatky CES.1, aZz do maxima t#i davek.

Urleni wvychoziho stavu celkového poctu bilych krvinek,
hodnot lymfocytd a granulocytf, a subpopulaci lymfocytd CD3%,
CD4" a CD8' se provad&ly v den -6, v den O t&sné pred podanim
davky a opét 24 hodin a 14 dnd po podéni davky. V této
studii byly poskytnuty Simpanzim tfi oSetfovaci cykly, kaZdy

s davkou 10,0 mg/kg.

Vysledky
Vazebna specifita mAb CE9.1

Méfreni afinity SPR wvazby CE9.1 k rozpustnému CD4
ukdzalo Kd 1,0 nM (Brigham-Burke et al., North American
BIAsymposium 1995, v tisku). Nebyla pozorovana Zadna vazba k

bunéénym liniim CD4" a inhibiéni studie prokazaly, Ze vazba k
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bufikdm CD4" je kompletn& =zruSena rozpustnym CD4 zptsobem
odpovidajicim stechiometrickym pom&rim.

Pro stanoveni specifity reaktivity CE9.1, byla

zji3tovana  vazba k Cerstve izolovanym  lidskym  PBMC

pritokovou cytometrii pfri pouZiti dvojiho znadeni. Obrazek 9
ukazuje, Ze 2/3 bun&k CD3" wvaZe CE9.1. V lymfoidni
subpopulaci vSechny bunky, které vaZou OKT4 Jjsou také
pozitivni pro CE9.1, zatimco buiiky CD8" byly v3echny
negativni. Nékteré buiky CD3~ také vykazovaly reaktivitu s
CE9.1, acCkoliv povaha této reaktivity nebyla jasné urdena.
Imunohistochemicka analyza byla provedena pro urceni
tkafnové reaktivity CE9.1, vCetné 32 rlznych normalnich
lidskych tkani lymfoidniho a nelymfoidniho pivodu.
Nelymfoidni tké&né zahrnovaly hlavni orgény, mozek, srdce,
kosterni svalstvo, kAZi, Jjatra, ledviny, tkané& Zlaz a
reprodukénich orgénd. Tato analyza neprokazala zkFiZenou
reaktivitu k jakékoliv Jjiné tkani neZ lymfoidniho plvedu,
vCetné lymfatickych uzlin, sleziny, tonzil a periferni krve
(data nejsou uvedena). Znaceni omezené na lymfoidni agregaty
bylo také pozorovdno v tlustém streve, plicich, Jjicnu a

~ .

kazi.

Inhibice lidské MLR CE9.1

Uinek CES.1 na T bun&iné odpov&di byl vyhodnocovan
lidskou MLR, jako produkce IL-2 nebo proliferadni odpovédi.
CE9.1 blokovala jak proliferaci, tak produkci IL-2 s ICsy 10-
30 ng/ml, s 80% inhibici v 60 ng/ml (obrazek 10).

Vazebnéd aktivita receptoru Fc pro CE9.1
Adhezni testy ,bunka-buika“ zaloZené na CD4 a receptoru
Fc byly vyvinuty, aby se urlila reaktivita CE9.1 s receptory

Fc na monocytarnich buiikdch. V jednom uspofadéni testu jsou
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izolovany monocyty z cCerstvych PBMC stodenim na perkolovém
gradientu, vysazeny na mikrotitradni desticky a Stimulovany
YIFN po 48 hodin. Po 48 hodinadch byly k aktivovanym
adherovanym monocytim pfidany znadené buiiky SupTl cD4% v
pritomnosti nebo neprfitomnosti CE9.1. Vv dalsim uspotadani
tohoto adhezniho testu bvla vIFN stimulovana monocytérni
neadherentni bun&éna linie THP-1. Po 24 hodindch byly
aktivované bunky THP-1 oznaceny a pfidany, v pfitomnosti
nebo neptritomnosti CE9.1, k adherovanym CD4* fibroblastovym
transfektantéam, které byly pfedtim (o 24 hodin dfive) vysety
na mikrotitradni destiéky. V obou pfipadech je adheze
~bunka-bunika™ zavislad na vazbe mAb k CD4 na jedné bufice a k
receptorim Fc na bufice druhé.

Data uvedend na obrazcich 10a, 10b a 10c, zalo¥eni na
Cerstvych monocytech a T bufikich SupTl CD4" aktivovanych
YIFN, ukazuji, Ze CE9.1 zprostfedkovava adhezi ~buiika-butika“
zpusobm zavislym na davce, s pfibliZnou EDsy 20 ng/ml. Adheze
byla kompletn& blokovadna sCD4 a nemiZe byt zprostredkovana
fragmentem F(ab’)2 z CE9.1. Monocyty neaktivované YIFN nebyly
schopné vazat CE9.1 (obrazek 10b). Podobnd data byla také
ziskédna v testu zaloZeném na THP-1 a CD4" fibroblastovém
testu (data nejsou ukdzdna). Byla také pozorovana pfima
vazba CE9.1 k my3i fibroblastové 1inii transfekované

lidskymi receptory FCYRII (data nejsou ukazana).

Bufikami zprostfedkovana Cytotoxicita =z4avisld na protilatce
(ADCC)

Ukdzalo se, Ze buiiky SupTl zna&ené radioizotopem
pouzité jako cile v testu ADCC, dJsou specificky lyzovany
efektorovymi bunkami v  pfitomnosti CE9.1. Maximalni
cytotoxicity bylo dosaZaeno pfi pfibliZn& 6 ug/ml s celkovou

specifickou lyzou 50% (obr. 12). Jako pozitivni kontrola
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byla pouZita my8i anti-CD4 izotypu IgG2a (4D9). Tato
protilatka se chovala velmi podobné& jako CE9.1 a poskytovala
stejny stupenl celkové bunécné lyzy. CE9.1 byla proto velice
uc¢innd ve vazbé na receptory Fc na efektorovych buiikdch a

pfi zprostredkovéni usmrcovani CD4" cilovych bun&&nych linii.

Fixace komplementu CE9.1

Vazba Clg se mé&fila prdtokovou cytometrii, jak bylo
popsano vysSe (Materidl a metody). Jak je ukdzdno na obrazku
13, navzdory faktu, Ze CE9.1 obsahuje konstantni oblast
lidského té&Zkého Tretézce subtypu gama 1, vykazuje pouze
minimalni vazbu Clg (obr. 13). Afinitné purifikované opic&i
sérové protilatky anti-CD4 byly 0¢inné ve zprostredkovani
vazby Clg, coZ sv&d¢i pro to, Ze nepfitomnost vazby Clg
CE9.1 je vliastnost specificka pro tuto protilatku.
Nepfitomnost vazby Clg CES.1 se odrazi v neschopnosti
fixovat komplement (obrazek 14). Afinitné ©purifikované
protildtky anti-CD4 z opiciho séra a my3i monoklondlni IgG2a

zpisobuji obé vyznamnou 1l¥zu ve stejném rozmezi koncentraci.

Druhova zkfiZend reaktivita CE9.1

Analyza lymfocytd z rlznych druh@l pomoci pritokové
cytometrie ukazala, Ze pouze Simpanzi a lidské bufiky vazi
silné CE9.1. Jediny dal8i druh, ktery vykazoval slabou
reaktivitu s CE9.1 (10x slabSi neZ ¢&lovék), byl paviéan.
Lidské a Simpanzi 1lymfocyty reagovaly stejné dobfe s mAb
(tabulka 2). To se odrazilo ve srovnatelné inhibici T
bunééné proliferace a produkce IL-2 v Simpanzich MLR

protildtkou CE9.1 (data nejsou uvedena).




54
Tabulka 2
Druh Reaktivita
Clov&k +++
Simpanz 4+
Pavién +

Macaca rhesus -
Macaca fascicularis -
Macaca nemestrina -
Pes -
Kralik -
Potkan -

My 3 -

Studie in vivo na Sesti Simpanzech

Vzhledem k nepfitomnosti deplece bunék CD4 ve studii
pfi pouZiti stoupajici davky u jednoho Simpanze, byla 4
Simpanzim podana davka 10 mg/kg (krom& toho 2 zviPata v
kontrolni skupiné obdriZela fyziologicky roztok). Jak Je
popsano v Materidlu a metodach, dvéma skupinam bylo podano
10 mg/kg v den 0 studie. Obrazek 15 sumarizuje uclinky na
poCet CD4 a CD8 u téchto zvifat. Je moziné pozorovat, Ze byly
sniZeny bunky exprimujici receptor CD4 okamZité po podani
protilatky. SniZeni c¢&etnosti CD4 bylo vidét pouze okamZitd
po kaZdé davce podané protilatky. V kontrolni skupiné s
fyziologickym roztokem nebyla pozorovana Zadnd podobna zména
ve stavu CD4. PocCet CD8 =zistal neovlivnén v prdb&hu
o3etreni, ackoliv byla pozorovana denni wvariabilita (obr.
15, panel vlevo, prdazdné krouzZky). Pri vySetfeni populace
CD3* - CD8* byly pozorovany mén& vyrazné poklesy v podtu CD4.
Data naznaCuji vyskyt CD3" CD8 T bun&nych populaci, které

mohou byt vysledek modulace antigenem Ch4. Presny
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mechanismum modulace Jje v tomto stadiu nejasny, ale miZe
zahrnovat internalizaci nebo ztratu molekul CD4 jako
vysledek zkfiZené vazby receptory Fc exprimovanymi na jinych
lymfoidnich nebo monocytarnich bufikdch. Srovnani buné&dénych
poctld na obrazku 15 ukazuje, Ze urcitd deplece bunék CD4"
mdZe nastat, ackoliv hlavni GCinek je =zplsobeny modulaci
receptoru CD4. 2Zda& se, Ze ve veét3iné pfipadd modulacni
u¢inek trva 7-10 dnd p¥imo po podavani protilatky, po
kterych se exprese CD4 vrati pravé pod vychozi hodnoty.
Celkovy pocCet CD4 zlstavad sniZen relativn& k vychozimu
stavu o 10-50 %, ale po ukonCeni oSetfeni se vraci do
normalniho rozmezi. Simpanzi byli sledovani po dobu aZ 150
dnd (skupiny 1 a 2) nebo 300 dnd (skupina 3). Podet CD4 u
zvitat skupiny 2 se vratil k normalnim hodnotédm 80 dnd po
kone&ném oSetfeni, zatimco u zvifat ze skupiny 3 se vratil

ve stejném Casovém ramci na 20 % vychoziho stawvu.

Priklad 3

Tento priklad popisuje genetickou konstrukci expresniho
vektoru DNA pouzZitého v savCich burikdch k produkci CE9Y4PE,
coZ je makakova/lidskd& chimérickd protilatka anti-CD4,

obsahujici lidsky izotyp y4 zahrnujici zmény P a E.

Konstrukce expresnihi wvektoru DNA

Lidsky gen téZkého Ffetézce gama 4 byl izolovan metodou
PCR z bunééné linie TPIT10.4 (ziskané od S. Morrisona, UCLA)
za pouziti 5" IDEC primeru ¢&. 479 a 3’ IDEC primeru &. 462
(viz obr. 16), které obsahuji mista Nhe I a BamH I. Cely
klonovany fragment lidského gama 4 byl sekvenovan a shledan
identickym s fragmentem popsanym v Kabat et al., (NIH
Publication Fifth Edition No. 91-3242, U.S. Dept. Of Health

and Human  Services, 1991) (viz  obr. 17). Fragment
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Nhe I/BamH I byl klonovan do expresniho vektoru Anex 2. Celé
geny lehkého a t&3kého Tetézce imunoglobulinu =z tohoto
plazmidu byly presunuty do Jiného expresniho plazmidu do
fragmentu Bgl II aZ Sac I. Tento plazmid byl nazvan anti-CD4
(G4, L, Oz~-) Vv NEOSPLA3F.

Mutageneze PCR byla pouzita ke zméné aminokyselin C¢.
2729 a 236 v konstantni oblasti gama 4. PCR bylo provedeno za
pouziti 5’ primeru GE212 (Midland) a 3’ IDEC primeru C. 698,
které obsahuji restrikéni mista Nhe I a BspH I (viz obr. 16)
a fragment byl klonovan do anti-CD4 (G4, L, Oz-) plazmidu
ligaci +¥1 &asti a sekvenéni plazmid byl nazvan anti-CD4

(G4 (PE), L, Oz-) Vv NEOSPLA3F.

pP¥iklad 4

Exprese v puikdch ovaria &inského k¥eclka (CHO)

Integrace plazmidu a vybér klon® produkujicich protilatku

Buiiky CHO (DG44) (Urlaub et al., Som. Cell. Mol.
Genet., 16, 555-566, 1986) byly pé&stovany v Zivném médiu
CHO-S-SFM II obsahujicim (GIBCO/BRL, média CHO) 50 uM
hypoxanthin a 8 pM thymidin (GIBCO/BRL, média CHO). Tato
média se nazyvaji média CHO a HT.

Bylo provedeno 5 elektroporaci se 4 X 10° bun&k a 5 pg
plazmidové DNA (anti-CD4(y4(PE), lambda, Oz-) v NEOSPLA3F) za
pouziti elektroporacniho za¥izeni BTX 600 (BTX, San Diego,
CA) v kyvetdch na jedno pouziti o objemu 0,4 ml. Pred
elektroporaci byl plazmid nadtépen s Pac I, coZ oddélilo
geny exprimované Vv sav&ich Dbuiitkdch od ¢éasti plazmidu
pou?ivané pro rast plazmidu V baktériich. Podminky pro
elektroporaci byly 230 V, 400 pF, 13 Q. Buliky z kaZdé

elektroporace byly vysety na jednu 96jamkovou desticku
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(40 000 buné&k/jamka). Desticky byly naplnény médiem CHO + HT
obsahujicim G418 (Geneticin, GIBCO), 400 pg/ml aktivni
slouc¢eniny, dva dny po elektroporaci, a poté dle potreby
dokud kolonie rostly. Supernatant ze slévajicich se
(konfluentnich) kolonii byl testovan na pritomnost
chimérického imunoglobulinu testem ELISA specifickym pro
lidskou protilatku. Dvacet osm kolonil rezistentnich na G418
rostlo na péti destickach (ze 480 jamek) . Kolonie
rezistentni na G418 exprimujici nejvice protilatky, klon
5C1, byly konfluentni 30 dnd po elektroporaci. Analyza
metodou Southernova prenosu ukdzala, Ze klon 5Cl1 =zaclenil
jednu kopii (data neuvedena). Ve ctyfdenni kultufe vyseté v
koncentraci 10° bundk/ml do 125mililitrové kultivadni nadoby
se tento klon kaZdych 28 hodin zdvojnasobil a rychlost

produkce protilatky byla 0,5 pg/buika/den (0,9 mg/1l).

Amplifikace

Klon 5Cl byl rozmnoZen a vyset v rlznych koncentracich
od 10° bun&k/desticka do 3 x 10° bun&k/destidka na 96jamkové
desticky obsahujici média CHO + 5 nM metotrexat (MTX, Sigma
(*) Amethopterin). Dvacet dnl pozdéji se klon 5Cl1-5B9 stal
konfluentnim p¥i 3 x 10° bunék/destidka (49 z 96 jamek
rostlo na této destidce). Tento klon byl namnoZen. Ve
Styfdenni kulture vyseté v koncentraci 10° bunék/ml v T150 se
tento klon zdvojnadsobil kaZdych 35,5 hodin a rychlost
produkce protilatky byla 15,3 pg/buifika/den (18 mg/l). Klon
5C1-5B9 byl rozmnoZen a vyset v rlznych koncentracich od 100
bunék/destidka do 3 x 10* bun&k/desti¢ka na 96jamkové
desti¢ky obsahujici média CHO + 50 nM metotrexat. Tricet
gest dnd pozdé&ji byl klon 5C1-5B9 50Cl konfluentni z 60 %
pri 10° bundk/destidka (50 z 96 jamek rostlo na této

destidce). Tento klon byl namnoZen.
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Buné&cZné banky fédze I rodiovského zasobniho kmene CE9Y4PE pro
vysévani (PSS, parent seed stock)

PSS klonu 5C1-5B9-50C1 s 50 nM MTX bylc zmrazenoc. Bunky
byly nejdfive kultivovany v 500mililitrové kultivacni nadobé
obsahujici médium CHO a 50 nM MTX. V okamZiku mraZeni
kultura dosahla hustoty 1,1 x 10° bundk/ml s 96%
Zivotaschopnosti a &asem zdvojnasobeni 29,3 hodiny. Produkce
protilatky se urcéovala ,sendviCovym" testem ELISA a byla
p¥ibliZn& 27 pg/bufika/den. Builky byly stocenim oddé&leny od
média a davkovany do ampulek v hustoté 2,0 107 bundk/ml v 95%
fetdlnim bovinnim séru od JRH Biosciences a 5% obecné hlavni
smé&si Sigma, pticemZ v ampulkdch byl zmrazen 1 ml mraziciho
média s buikami. Ampulky byly zmrazeny v -70 °C a
nédsledujici den umistény do nadoby s tekutym dusikem.

Jedna ampulka PSS s 50 nM MTX byla rozmraZena a obsah
byl vyset do 100mililitrové kultivadni nadoby obsahujici
médium CHO a 50 nM MTX. T?i dny pozdéji byl obsah kultivacéni
nadoby rozdélen do dvou kultivadnich nadob o obsahu 125 ml,
hustota bunék byla 10° bunék/ml, Jjedna nadoba obsahovala
médium CHO a 50 nM MTX a druhd pouze médium CHO.

Tti dny pozdé&ji bylo 150 ml bunék s médiem z kultivacdni
naddoby se samotnym médiem CHO zmrazeno a poslano na
vyhodnoceni a testovani mykoplazmat do Tektagenu. Produkce
pokradovala osm tydnl, s MIX 1 bez ného. Vysledky =z
Tektagenu prokazaly, zZe PSS klon 5C1-5B9-50C1l, anti-CD4
(gama 4 (PEPTID), lambda, ©Oz-) NEOSPLA3F v CHO, je bez
pritomnosti mykoplazmat. Deset ampulek PSS s 50 nM NM bylo

pteneseno do tekutého dusiku pro uskladnéni.
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Hlavni bunéc¢néd banka (MCB)
Dvé ampulky PSS s 50 mM MTX klonu 5C1-5B9-50Cl byly

rozmrazeny a jejich obsah vyset do 100mililitrové kultivacni

ladhve obsahujici médium CHO a 50 nm MTX. Kultura se
rozmnoiovala 6 dnii do postupn& vétsich kultivaénich lahvi,
dokud nedosahla objem 2000 ml, s hustotou 9,5 x 10° a

7ivotaschopnosti 98 %. Builky byly stocCenim oddéleny od média
2 resuspendovany v hustoté 2,0 x 107 bun&k/ml v 95% fetalnim
bovinnim séru od JRH Biosciences a 5% Hybrimax DMSO od
Sigmy. Bunécna suspenze Vv zamrazovacim médiu byla rozdélena
do (10 ml) do 80
oznadenych jako MCB G4PESO-M-A. Ampulky byly zmrazeny v -70
°C.

do tekutého dusiku pro uskladnéni.

pomérnych <casti zmrazovacich ampulek

Dvacet &tyPi hodiny pozdéji byla buné&na banka prenesena

Priklad 5
Stabilita mAbs CD4

Fyzickd a chemick& stabilita roztokll CE9Y4PE a CEOSY4E se
sledovala po dobu 3 m&sicd v 5 °C, 40 °C a rozptyleném
svétle pomoci SDS-PAGE (redukujici a neredukujici), IEF,
reverzni fazovou HPLC, vyluovaci chromatografii (SEC) a
testem ELISA. Podatedni testovani RP-HPLC a neredukujicil

SDS-PAGE sv&ddi pro to, Ze CE9Y4E je sloZena ze dvou hlavnich

druhti, a to neredukované celé molekuly a nekovalentné

pridruZené molekuly, ktera se v podminkdch analyzy Stépi do

dvou stejnych jednotek oznacenych jako ~polo-mer"

(,halfmer"™).
rozdily v bio-analytickych profilech téchto dvou mAbs pfi
metod SEC, IEF, SDS-PAGE ELISA.

Je zajimavé, Ze nebyly pozorovany Zadné veétsi

pouziti (redukujici) a
jak pri RP-
18

MnoZstvi ,polo-merd“ v CE9Y4E je méné nezZ 1 %

HPLC, tak SDS-PAGE (neredukujici). Obrazek ukazuje
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SDS-PAGE (neredukujici) analyzu monomeru &a ,polo-meru“ v
roztocich CE9y4PE a CE9y4E. MnoZstvi ,polo-meru™ v CE9Y4E
z8stavalo konstantni vzhledem k pocatednimu testovani po
dobu tfi m&sicd v jakychkoliv testovacich podminkach. Obsah
»polo-meru“ v CE9Y4PE zistaval pod 2 % po celou dobu za vSech
testovacich podminek. Zadny vét3i rozdil ve stabilité mezi
CE9y4E a CE9Y4PE nebyl pozorovan v 5 °C a 40 °C. Roztok
CE9y4E skladovany pf¥i rozptyleném svétle je ponékud méne
stabilni ne? CEYy4PE. Data naznacuji, Ze ,polo-mer" CE9Y4E
nemd vyznamny uéinek na vSeobecnou stabilitu celé molekuly.
7adné vét3i rozdily ve fyzikélni stabilit& roztokd CESY4PE a
CE9Y4E nebyly pozorovany.

Afinita a stechiometrie mAbs CD4 stanovené povrchovou
plasmonovou rezonanci (SPR)

Stechiometrie vazby rozpustného CD4 k imobilizovanym
mAbs miZe byt urdena saturadnimi vazebnymi experimenty na
pristroji  BIAcore (Pharmacia) . Data pro asociac¢ni a
disociadni faze procedury SPR (obrazek 19) byla analyzovana
pfimo za pouZiti integrované formy rychlostnich rovnic, jak
je popsali O'Shanessey et al., Anal. Biochem., 212, 467-468,
1993. Shrnuti wvyslednych Gdajd o wvazbé&, vyjadfenych v mol
CD4/mol mAb, je ukdzdno v tabulce 3. Z téchto dat je moZné
vid&t, Ze ve vSech pripadech je stechiometrie vazby vetsi
ne? 1,5:1. Vzhledem k tomu, Ze BIAcore Jje systém pro
interakce v pevné fazi a Ze imobilizalni protokol Je
ndhodny, tyto vysledky naznacuji, Ze obé mista wvazajici
antigen u kaZdé mAb jsou funkEni. Stechiometrie vazby CD4
byla tedy tatdZ pro vSechny mAb a pritom blizkd teoretické
hodnot& 2,0. Mé&reni afinity dale ukézala, Ze afinita byla

shodn& pro v3echn komplexy mab, a to 1,0 nM.
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Tabulka 3

Stechiometrie a afinita vazby méfend povrchovou plasmonovou

rezonanci
Protilatka | Stechiometrie Afinita
dle BIAcore | {(nM 25 °C)
CE9.1 1,56 0,99
CE9y4 1,61 1,34
CE9Y4E 1,72 1,43
CE9Y4AK 1,67 1,08
CE9Y4PE 1,09
Priklad 6

Biologické hodnoceni CE9y4PE in vitro

Shrnuti

Aktivita zprostfedkovand oblasti Fab (MLR) a doménou FcC
(vazba receptoru Fc, ADCC a CDC) byla srovnavédna u CE9.1,
CE94PE a dal3ich derivatd gama 4. Aktivita zavisla na Fab
(MLR) se mezi protildtkami nelisila, ale byly rozdilné ve
vazebnych vlastnostech pro receptor Fc. Nemodifikovany
derivat gama 4 CE9y4 vykdzal prekvapivé silnou vazbu k
receptoriim Fc, ale mutace E v CE9y4E a CE9y4PE odstranila
tuto vazbu, stejneé jako aktivitu ADCC.

U&inky mAbs na odpovédi smiSenych lymfocytld (MLR)
Test trojsm&rné odpovédi smidenych lymfocytd (MLR) se
provaddé&l pro urleni a¢inku konstruktd mAb na T buneélnou

proliferaci ¥izenou alo-antigenem a na produkci IL-2. MLR
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jsou zavislé na pritomnosti T bunék CD4" a velkd ¢&ast

odpovédi je zavisld na uCasti receptoru CD4 prostfednictvim

interakce S molekulami MHC II. ttidy na burikach

prezentujicich antigen. Odpoved MLR je in vitro korelat

aspektll transplantaéni rejekce in vivo. Co se tyle dalSich
farmakologickych ptipravki jsou MLR také blokovaony
imunosupresivnimi p¥ripravky, jako Jje cyklosporin A,

V3echny konstrukty mAb mély stejnou schopnost blokovat

MLR, a to jak proliferacni odpovéd T bunék, tak produkci IL-

2 (obr. 20 a tab. 4). Tedy presunuti domény V z CES.1 na
struktury lidské A4 a substituce ,P a E“ v ohybové a CH2
doméné& neovlivnily schopnost mAbs Dblokovat T bunécné

odpovédi zavislé na CD4 in vitro.

Tabulka 4

U&inek mAbs na MLR -~ shrnuti

Protilatka | Proliféerace Produkce
(IC50) IL-2 (IC50)
CE9.1 20 ng/ml 5 ng/ml
CE9y4 20 ng/ml 5 ng/ml
CE9Y4E 20 ng/ml 10 ng/ml
CE9Y4AK 20 ng/ml 20 ng/ml
CE9V4PE 20 ng/ml neurceno

Zaver

V3echny mAbs jsou rovnocenné v inhibici MLR.
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Vazebné vlastnosti mAbs pro receptor Fc
Ov&feni testu pro urceni vazby receptoru Fc

CE9Y4PE byla navrZena tak, aby neméla aktivity vazajici
FcR. Pro mé&feni této aktivity byl vyvinut test zaloZeny na
vazbé bunék zprostfedkované FcR a CD4 pfi pfemosténi pomoci
mAbs. Tento test mé&ri soucasné funkce mAbs vazajicich FcR,
jako in vitro korelat deplece bunék  CD4 in vivo
zprosttedkované FcR a mAb.

Obrazek 21 ukazujé, Ze CES.1 usnadiiuje adhezi
monocytarnich bunék exprimujicich FcR (buniky THP-1
indukované IEN-y) k fibroblast@m CD4" (fibroblastovad buné&lna
linie transfekovana CD4) v acheznim testu. Vazba je zavisla
na doménidch Fc mAb CE9.1, protoZe zkraceny F(ab')2 wvazbu
neumoZiuje. Vazba také vyZaduje misto rozpoznavajicl antigen
na CD4, protoZe Jjeho obsazeni sCD4 blokuje spojeni

bunika-bunka.

Urceni wvazebnych aktivit mAbs pro receptor Fc

mAbs CE9.1(IgGl), CE94 (IgG4), CE9y4AK (hybrid IgG4
AK), CE9Y4E (IgG4, mutant E) a CE9y4PE (IgG4, mutant PE) byly
hodnoceny z hlediska schopnosti soucCasné vazat CD4 bunécného
povrchu a FcR.

Jak se ocgekadvalo, CE9.1 ma v tomto testu dobrou
vazebnou aktivitu. PFekvapivé konstrukty IgG4 CE9y4 a CE9Y4AK
si podrZely dostate¢nou afinitu pro FcR, Ze byly v tomto
testu nerozeznatelné od CE9.1. Aktivita v tomto testu se
ztratila pouze kdyZ byla zavedena substituce ,E%, jako v
CE9Y4E a CE9y4PE (viz obr. 22).

Vazebné vlastnosti CE9Y4PE pro Clg in vitro
Komplementovy systém zahrnuje, mezi svymi raznymi

funk&nimi sloZkami, schopnost interagovat s urlitymi typy

R TR
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protilédtek zplUsobem, ktery vede k bunéiné lyze a destrukci.

Lidské protilatk IgGl jsou normalné schopné vazat Clg a

vy&erpat cilové bufky nesoucil povrchové antigeny, pro kterée

jsou specifické. Jiné lidské izotypy, jako IgG4, projevujil

snifenou schopnost vazat Clg a jsou tedy neschopné deplece
cilovych buné&k. Uprava CE9y4PE v konstruktu gama 4 mizZze do

urdité miry dosadhnout takového cile, Ze zabrani fixaci

komplementu a umoZni vazbu protilatky na CD4 cilové bunky

pri eliminaci potencidlnich destruktivnich vedleisich

acéinka.
Srovnani CDC efektorovych vlastnosti CESy4PE a CES.1 se
provedlo za pouziti klasické

metody komplementem

zprostFedkované cytolyzy bunék SupTl CD4" znadenych chromem v
pritomnosti krali¢iho komplementu. V té&chto studiich byl
jako pozitivni kontrola pouZit my31i komplement fixujici mAb
k HuCD4, 4D9 (IgG2a). Jak CE9.1 tak 1 CE9y4PE byly nedcinné
(cbr. 23).

CE9.1 vaZe slabé& Clg a je tedy neschopna fixovat

ve fixaci krali¢iho komplementu Jak bylo zminéno
jiZz drfive,
lidsky komplement. Tyto vysledky ukazuji, Ze oba konstrukty
jsou neschopné bunécnou prostrednictvim

podpofit lyzu

komplementového efektorového mechanismu.

ADCC efektorové vlastnosti CE9Y4PE In vitro

Buiiky s cytotoxickym potencialem, které mohou vazat
mAbs prostfednictvim FcR mohou zprostfedkovat ADCC namifenocu
na cilové bufiky pokryté antigenem. Lidské T pomahacské bunky
exprimujici molekulu CD4 jsou rozpoznavany mAb CE9.1, ktera
spoudti cytolyticky uatok zabije&skych bunék nesoucich FCR,
granuloccyt® a/nebo makrofagl. Cilem konstrukce CE9Y4PE bylo
odstranit achopnost mAb vazat se k FcR, coZ by odstranilo

schopnost ptridatnych buné&k zprostfedkovat depleci cilovych
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bunék CD4, zatimco by stéle umoZiiovalo mAb, aby =zlstala
imunosupresivni.

Srovnani ADCC efektorovych vlastnosti CE9y4PE a CES.1 se
providdélo za pouZiti klasické metody buikou zprosttedkovaneé
cytolyzy buné&k SupTl CD4" zna&enych chromem. My3i CD4 mAb 4D9
(IgG2a, K) byla vybradna jako pozitivni kontrola. Efektorové
buiiky byly leukocyty 1lidské periferni krve ziskané z
interféze vkhustotnim gradientu (,buffy coat™). Obrazek 12
ukazuje schopnosti obou mAbs 4D9 a CE9.1 zprostiedkovat
specifickou lyzu bun&k CD4". Za stejnych podminek ma CE9y4PE
velice maly ucinek.

Tyto vysledky ukazuji, e CE9y4PE je neschopné
zprostifedkovat buné&fnou lyzu prostfednictvim mechanismu FcR

nebo komplementu.
Priklad 7

Komparativni PK analyza CE9y4E a CE9Y4PE

Komparativni farmakokinetika dvou vedoucich A4 mAbs,
CE9y4E a CE9y4PE, se vySetfovala na samcich laboratorniho
potkana linie Sprague-Dawley. CE9y4E nebo CE9Y4PE se podavala
jako bolus i.v. v dévce 1 mg/kg (Ctyfi zvifata ve skupiné) a
4 tydny po davce se odebiraly krevni vzorky. Plazmatické
koncentrace CE9y4E a CE9y4PE se urcCovaly za pouZitil
,sendvidového“  testu ELISA s  SCD4/proti-lidskym  IgG
navrfeném tak, aby potvrdil nejenom pritomnost cirkulujiciho
lidského IgG, ale také schopnost vazat rekombinantni lidsky
rozpustny CD4.

Po podéni intravendzniho bolusu 1 mg/kg CD4 mAb se
plazmatickd koncentrace CE9y4E sniZovala trojfazovym zplsobem
a plazmatickd koncentrace CE9Y4PE se sniZovala dvojfazovym

zplisobem (obr. 24) . Za tcelem srovnani a kvali
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nedostatednému podtu dat pro adekvatni popis termindlni faze
pro CE9y4E, byly v3echny profily plazmatické koncentrace v
dase analyzovany za pouZiti dvoufdzového modelu. Byla
pozorovana mald variabilita mezi pZipady. Prevladajici
sekundarni faze ti,; byla ptibliZné 4 dny pro CE9y4E, a 9 dnt
pro CE9y4PE a odpovidala za 67% a 93% celkové plochy pod
kfivkou zavislosti plazmaticka koncentrace-&as. Zjevna
plazmatickd clearance pro CE9y4PE byla nizka (6,4 ml/hod/kg)
a byla pribliZn& polovina clearance CE9y4E (1,0 ml/hod/kg) .
Farmakokinetické vlastnosti PE mutanta A4 mAb, CESy4E, jsou
tedy podobné jinym humanizovanym Al mAbs u laboratorniho
potkana.

Dlouhy polodas cirkulace funkéné intaktni CE9Y4PE
u laboratorniho potkana také sv&dc&i pro to, Ze CE9Y4PE je pri
podéni ¢lové&ku pravdépodobné ucinna delsi dobu.

Tyto vysledky potvrzuji, Ze mutant PE CE9Y4PE ma
u laboratorniho potkana dvakrat niZ$i plazmatickou clearanci

a deldi biologicky poloCas, neZ mutant CE9Y4E.

Tabulka 5

Farmakokinetické parametry (primé&r * SD) CE9y4E a CESY4PE po
i.v. bolusu 1 mg/kg podaném laboratornim potkanim Sprague-

Dawley

mAb CD4 CL AUCq-1az MRT Ty2t Ti272 $AUC, Vss

(ml/h/kg) (ugxh/ml) (h) (h) (h) {ml/kg)

CE9Y4E 0,999+137 1010+130 109£12 15,2+3,8 | 97,7+£29,5}§55,7+14,2] 109+14

CE9v4E 1,32%0,30 760+138 | 79,5+16,0} 16,6+6,9{ 95,3430,8] 52,1+20,0] 10318

CE9Y4PE | 0,41040,074 § 25001440 295143 9,9%t3,3 224+3,3 93,4%2,2 | 119%16
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Zkratky farmakokinetickych parametrd v tab.5 : CL = celkova
plazmaticka clearance, AUCp.inr = celkovd plocha pod kfivkou
zavislosti plazmatické koncentrace na cCase, MRT = stfedni
reziden¢ni cZas, T;,/z"l = zjevny pololas rozpadu v pocatecni
fazi, ’I‘l/z"2 = zjevny polocdas rozpadu v sekundarni £azi, $%AUC;
= procento plochy pod kfivkou zavislosti plazmaticke
koncentrace na &ase bé&hem sekundérni faze, Vss = distribudlni

objem v rovnovainém stavu.

Vzhledem k té&mto vysledklm, CE9y4PE by méla byt vhodnd pro
terapeutické pouZiti, napf. pri i.v. podadvani. Také dalsi

zplsoby podavani jsou vhodné.
Priklad 8

Farmakologické studie na vivo
Popis transgennich mySich HuCD4

Uvod

Vysoky stupeil druhové specifity CES.1 a CE9y4PE
komplikuje stanoveni U¢innosti in wvivo. Farmakologicka
odpoveéd na CE9.l1 mlZe byt u Simpanze snadno sledovana, skrze
depleci CD4" bun&k zavislé na davce. OCekadvana nepritomnost
této aktivity u CE9y4PE néds ptimélo k pouZiti jinych
prostfedkd pro stanoveni uaclinnosti. Konkrétné, adinnost se
studuje na transgennich my3ich HuCD4. Studie v tomto systému

jsou popséany nizZe.

Transgenni my8i HuCD4'
U transgennich my3i HuCD4 vypéstovanych v UCFS
(Killeen et al., EMBO J., 12, 1547-53, 1993), byl endogenni
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gen MuCD4 poruSen homologni rekombinaci a 1lidsky mini-
transgen CD4 Dbyl zaveden tak, aby podléhal regulaci
promotorem MuCD4. U téchto my3i, které byly k¥iZeny do
vzniku homozygotniho potomstva, byl MuCD4 nahrazen HuCD4.
HuCD4 obnovuje pozitivni a negativni selekci v thymu,
vedouci k produkci nezavislych pozitivnich perifernich T
bundk CD4* nebo CD8", a to v urovni srovnatelné se stupném
nalezenym u norma&lnich my3i. Kromé& toho, ve srovnani s
rodidovskou generaci s vyfazenym genem MuCD4 (,,MuCD4
knockout“), wvykazuji zralé T bunky HuCD4 vlastnosti blizké
jejich normé&lnim my3im proté&jskim: 1) in vivo, sérové
hladiny IgG jsou navraceny k normdlnim hodnotam a 2) tato
zviFata vykazuji p¥isluiné odpovédi =zavislé na MHC v in
vitro NMR.

Genetické pozadi téchto my3i Jje dosti sloZité kvili
tomu, Ze bylo tfreba pouzZit rhzné kmeny embryonalnich
kmenovych buné&k a my$i v pavodnich pokusech s vyfazenym
genem (,knockout") a transgennich pokusech. Plvodni
knockout/transgenni my$i byly postupné kfiZeny tak, aby byly
v lokusu MHC homozygotni, a tedy my3i nyni pouZivané v SB
jsou haplotypu H-294,

Vysledky ukazaly, Ze u téchto my3i se =ziskd dobra
odpové&d na cizorody antigen, ovalbumin, a pocatelni studie

prokdzaly in vivo aktivitu pro CE9y4PE.

P¥edb&Zné vyhodnoceni CE9Y4PE u transgennich my3i HuCD4
Dostali Jjsme dvandct transgennich my3i HuCD4 (H-299),
které byly pouZity ke srovnani CE9y4PE s IF3 (my8i proti-
lidsky CD4) a GK1.5. My3im byla podany davka v den -2, -1 a
0, a to 1 mg protilatky i.p. a byly imunizovany OVA 3 hodiny
po posledni davce. MyS3i se usmrtily 2 tydny pozdéji a sérum

a bunky se hodnotily na funk&ni aktivitu. Protilatkova
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odpovéd specifickd pro OVA je ukdzdna na obrazku 25. Jak se
o&ekavalo, mAb k my$imu CD4 (GK1.5) neméla Zadny ulinek na
humorélni odpovéd, zatimco obé& mAbs k HuCD4 tuto odpovéed
blokovaly. Z téchto dvou mAbs byla vyraznéjsSi CESyY4PE.

V3echny skupiny my3i odpovidaly vsak na Con A a LS,
bylo zde v3ak urcité kolisédni v odpovédi na ovalbumin a v
MLR. To mife byt zplsobeno faktem, Ze tento soubor zvirat
obsahoval jak my3i samce, tak samice rtzného véku.

My3i MuCD4 -/- (CD4 knockout) a HuCD4 +/+ (transgenni
my3i) byly o3etfeny s CE9.1, CE94PE nebo fyziologickym
roztokem. Studie se provadéla po dobu 28 dnd se vzorky
odebiranymi ve dnech 1, 3, 7, 14 a 28. Pro sledovani osudu
T bun&k CD4* a CD8" byla pouZita analyza pritokovou
cytometrii se tfemi znacenimi splenocytd téchto my$i. Pro
vySetfeni hladiny T bunék byly pouZity nasledujici
protilatky: CD3-PE, OKT4-FITC, CD8-TC. Pro sledovani osudu T
a B bundk u té&chto my3i byly pouZity ndsledujici protilatky:
CD3-PE, CD2-FITC, CD45-TC. Pro sledovani osudu Dbunék
povledenych CES9.1 nebo CE9Y4PE byl pouZit nasledujici panel
mAb: OKT4-PE, Leu3a-FITC, CD3-TC.

Data ukézala, Ze u transgennich my3$i (HuCD4 +/+)
o3ettenych CE9.1 a CE9y4PE byly v3echny CD4" buifiky pokryty
protilatkou v 1. den. Povlak pretrvaval po nékolik dna a 28.
den nebyl detekovatelny. Celkovy pocet bunék CD4" u my3i
o3etfenych CE9.1 se vyznamné sniZil, dokonce 28. den. Na
rozdil od toho my3i oSetfené CE9Y4PE nevykdzaly Zadné sniZeni
celkového podtu buné&k CD4'. U obou protildtek byla dokadzéana,
modulace receptoru CD4. Akoliv se procento bunék CD8" u mys3i
odetfenych CE9.l1 reciproéné =zvy3ilo, nebylo prokéazano, Ze
tato absolutni ¢isla byla vyznamné ovlivnéna oSetfenim.

Podobn& byly poc¢ty bun&k CD8" neovlivnény u my3i o3etfenych
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CE9Y4PE. Ve v3ech pokusech s kteroukoliv protilatkou zlstéval

poCet B bunék konstantni.

Studie na Simpanzech in vivo

U Zesti Simpanz@ se vySetfovala deplece T bunék CD4°
a/nebo modulace receptoru CD4 bunécného povrchu po infdzich
zvy3ujicich se davek CE9Y4PE aZ do 15 mg/kg. KaZdému Simpanzi
se odebiraly vzorky periferni krve t¥i a dva tydny pred
zalatkem studie, aby se stanovil vychozi stav poltu T bunék
CD4*. Kromé& bun&k CD4* se pritokovou cytometrii mé&fily také
hladiny bun&k CD3" a CD8'. Jako kontrola byla pouZita mAb
OKT4, kterda se vaZe k odlidnym castem molekuly CD4 a
nesout&?i o vazbu s CE94PE. Subtrakci pocdtu CD8" od
celkového po&tu CD3" mohla byt vypocitdna teoretickd hodnota
pro podet T bun&k CD4". Srovnanim této hodnoty s bufikami CD4"
mé&fenymi pomoci OKT4, mohla byt rozliSena modulace receptoru
CD4 od deplece bunék CD4.

Na =zadatku studie obdrZel kaZdy 3Simpanz i.v. infuazi
fyziologického roztoku. Vzorky krve se odebiraly okamZité& po
infuzi a 3 a 14 dnd pozdéji. KazZdému 3impanzi se podala
infizi CE9y4PE (0,05 mg/kg) a 3 a pak 14 dnd pozdéji se
odebiraly krevni vzorky. Sledoval se poCet bun&k CD4" a
jestliZe byl v normdlnim rozmezi, podala se dalsi davka
CE9Y4PE. KaZdy Simpanz byl o3etfen podle nasledujiciho
schématu: fyziologicky roztok, 0,05 mg/kg CE9y4PE, 1,5 mg/kg
CE9y4PE, fyziologicky roztok, 15 mg/kg CE9Y4PE.

Po infazich fyziologického roztoku nebo CE9Y4PE v davce
0,05 mg/kg nebyl pozorovan Zzadny Ucinek na hladiny CD4. PZi
davce 1,5 mg/kg byl pozorovan povlak bund&k CD4" a pfechodnd a
gastednd modulace receptorit CD4 buné&céného povrchu, ackoliv
nebyla pozorovadna Z2adnd bun&cna deplece CD4". P#i davce

15 mg/kg CE9Y4PE nebyla pozorovana bunécna deplece CD4" u
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zadného zvirete, ackoliv u v8ech =zvifat byla pozorovana
vyznamnd modulace. Modulacni Gc¢inek byl prechodny a vratil
se k vychozimu stavu béhem 14-21 dnt. U Zadného zvifete
nebyly pozorovany 2Zadné vedlej3i ucinky. CE%4PE mohla byt
detekovana na bunééném povrchu a v séru do dvou dnu po
podavani.

CE9Y4PE byla navrZena tak, aby nemé€la deplecni Glinek a
u Z2adného zvifete nebyla pozorovana deplece, dokonce ani prfi
relativné vysoké davce 15 mg/kg. CE9Y4PE byla v sérech

Simpanzl stabilni a zustavala v ob&hu aZ 21 dnu.

Pouziti

Protilatky tvorené zplisobem  popsanym vyse nebo
rovnocennymi technikami mohou byt pro charakterizaci ve
funkénich biologickych testech purifikovany kombinaci
afinitni a velikostni chromatografie. Tyto testy zahrnuji
urdeni specifity a vazebné afinity, a také efektorové funkce
pridruZené k exprimovanému izotypu, napf. ADCC nebo fixace
komplementu. Takové protilatky jsou uZivany jako pasivni
nebo aktivni terapeutické pripravky proti fradé 1lidskych
nemoci, které postihuji expresi CD4 a T buniky, vCetné B
bunéé&ného lymfomu, infeké&nich nemoci vCetné AIDS,
autoimunitnich a zanétlivych  nemoci a transplantace.
Protilatky mohou byt pouZity bud ve své nativni formé nebo
jako <¢ast komplexu protilatka/cheldt, protilatka/lék nebo
protildtka/toxin. Krom& toho mohou byt pouZity celé
protilatky nebo protilatkové fragmenty (Fabz, Fab, Fv) jako
reagencie pro zobrazovani, potencialni vakciny nebo
imunogeny v  aktivni imunoterapii pro vyvolani anti-
idiotypové odpovédi.

MnoZstvi protilatky pouzitelné k vyvolani

terapeutického ucinku mizZe byt urcéeno standardnimi
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technikami  odbornikim dobfe  znamymi. Protilatky budou
vieobecné poskytovany standardni technikou ve farmaceuticky
pfijatelném pufrem a mohou byt podavany Jjakymkoliv Zadoucim
zpisobem. Vzhledem k a&innosti predklédanych néarokovanych
protilatek a jejich toleranci <lovékem Jje moZné tyto
protildtky podavat opakované, aby se bojovalo proti riznym
nemocem nebo chorobnym stavim u Slovéka.

Rekombinantni protilatky anti-CD4 (nebo jejich
fragmenty) tohoto vynédlezu Jjsou také pouZitelné pro navozeni
imunomodulace, napf. navozeni imunosuprese lidského nebo
zviteciho imunitniho systému. Tento vynédlez se proto tyka
zplsobu, ktery profylakticky nebo terapeuticky navozuje
imunomodulaci u &lové&ka nebo zvifete, ktery toho potfebuie,
poddvanim Gc¢inného netoxického mnoZstvi protilatky podle
tohoto vyndlezu Clovéku nebo zvifeti.

Schopnost sloucenin tohoto vynalezu navodit

imunomodulaci mdZe byt prokdzédna standardnimi testy pro

[OD

tento u&el pouZivanymi, Jjako Jje napfiklad test smiSen
lymfocytdrni reakce nebo test méfici inhibici T bunécné
proliferace méfenim vychytavani thymidinu.

Fakt, Ze protilatky podle tohoto vyndlezu jsou uzZitelné
v navozeni imunosuprese, znamena, Ze jsou pouzitelné v 1écbé
nebo prevenci rezistence k transplantovanym organtm nebo

tkanim (nap¥. ledviny, srdce, plice, kostni drenn, kize,

rohovka atd.) nebo Jjejich rejekce, 1écCbé& nebo prevenci
autoimunitnich, zanétlivych, proliferacnich a
hyperproliferacnich nemoci, a koZnich manifestaci

imunologicky zprostfedkovanych nemoci (napf. revmatoidni
artritida, lupus erytematosus, systémovy lupus erytematosus,
Hashimotovy tyreoiditidy, sclerosis multiplex, myastenia
gravis, diabetes I. typu, uveitida, nefroticky syndrom,

psoridza, atopickd dermatitida, kontaktni dermatitida a
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dalsi ekzematdzni dermatitidy, seboroickd dermatitida,
lichen planus, pemfigus, buldzni pemfigus, buldzni
epidermolysis, kopfivka, angioedém, wvaskulitidy, erytém,
koZni eosinofilie, alopecia areata, atd.), 1éé&ba
reverzibilni obstrukéni nemoci dychacich cest, stfevni
zdnéty a alergie (napf. celiakie, proktitida, eosinofilni
gastroenteritida, mastocytdza, Crohnova nemoc a ulcerativni
kolitida) a potravinové alergie (nap?. migréna, ryma a
ekzém) . Predmétné protilatky jsou také potencidlné
pouZitelné pro lé&bu neautoimunitnich stavl, kde je Zadouci
imunomodulace, Jjako Jje kromé& jiného napf¥. reakce Stépu
proti hostiteli (GVHD), transplantalni rejekce, astma, HIV,
leukémie, lymfom.

Odbornik by byl schopny rutinnimi pokusy uréit jaké
uc¢inné netoxické mnoZstvi protildtky by bylo vhodné k
navozeni imunosuprese.

Protilatky (nebo jejich fragmenty) podle tohoto
vynadlezu jsou také pouzZitelné pro 1lécCeni nadorlt u savca.
Konkrétnéji Jjsou pouzZitelné pro zmenseni nadoru, inhibici
nadorového ristu a/nebo prodlouZeni doby preziti zvirat
majicich nador. Tento vyndlez se tudiZ také tvkd zplsobu
lédeni nédord u 1lidi nebo zvifat poddvanim Géinného
netoxického mnoZstvi protiladtky takovému CElov&€ku nebo
zviteti. Odbornik by byl schopen rutinnimi pokusy urdit jaké
G¢inné netoxické mnoZstvi protilétky by bylo vhodné k léceni
karcinogennich nadorli. V3eobecné& se olekadva, Ze Uc¢inné
davkovani Jje v rozmezi od 0,05 do 100 mg/kg té&lesné
vahy/den.

Protilatky podle vynadlezu mohou byt podavany dJ&lovéku
nebo zvifeti podle vySe zminénych zpusobl 1léCeni ve mnoZstvi
dostatedéném k vyvolani takového ulinku na terapeutickém nebo

profylaktickém stupni. Protildtky podle wvyndlezu mohou byt
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podavany takovému d&lovéku nebo zvifeti v obvyklé davkovaci
form& pripravené kombinaci protilatky podle vynadlezu s
obvyklym farmaceuticky prijatelnym nosicem nebo fedidlem
podle zndmych technik. Odbornikovi bude zrejmé, Ze forma a
charakter farmaceuticky ptijatelného nosiée nebo fedidla
zadvisi na mnoZstvi aktivni sloZky, se kterou se bude
kombinovat, zplsobu podavani a dal$ich znadmych proménnych.

Zptsob podavani protildtky (nebo jejiho fragmentu)
podle vynadlezu miZe byt perordlni, parenteralni, inhalaci
nebo mistni. Termin parenteralni, jak se zde pouZiva,
zahrnuije intravendzni, intramuskuléarni, subkutéanni,
rektalni, vagindlni nebo intraperitonealni podavani.
Vieobecn® se preferuji subkutdnni a intramuskularni formy
parenterdlniho podavani.

Denni parenterdlni a perordlni davkovaci schémata pro
pou?iti sloudenin podle vyndlezu, aby profylakticky nebo
terapeuticky navozovaly imunosupresi nebo  terapeuticky
o$et?ily nadory, budou v3eobecné v rozmezi od 0,05 do 100,
ale vyhodné& od 0,5 do 10 mg/kg té&lesné vahy/den.

Protiladtka podle vyndlezu miZe byt také podavana
inhalaci. Inhalaci se mini intranazdlni a peroralni
inhalaéni podavani. Prisludné davkové formy pro takové
podavani, Jako je aerosolovy pfipravek nebo inhalator
odméfujici davku, se ptipravi obvyklymi technikami.
Preferovand davka sloudeniny vynadlezu, kterd bude pouZita,
je v3eobecnd v rozmezi od 10 do 100 mg.

Protildtka podle vyndlezu mlZe byt také podavana
lokalnd. Lokdlnim podavanim se mini nesystémové podavani a
zahrnuje aplikaci protildtkové (nebo Jjejich fragmentu)
sloudeniny podle vynadlezu externé na epidermis, bukalné a
instilaci této protilétky do ucha, oka a nosu, a kde

nevstoupi vyznamn& do krevniho re&isté. Systémovym podavanim
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se mini peroradlni, intravendzni, intraperitonedlni a
intramuskuldrni podavani. MnoZstvi protilatky vyZadované pro
terapeuticky nebo profylakticky 0€inek bude ovSem kolisat
podle vybrané protilatky, povahy a vaZnosti léCeného stavu a
zvifete podstupujiciho 1léleni a zavisi konecn& na usudku
lékate. Vhodna lokdlni davka protilatky podle vyndlezu bude

vSeobecnd v rozmezi od 1 do 100 mg/kg télesné vahy/den.

Pripravky

A¢koliv je moZné, aby protildtka nebo Jjeji fragment
byly poddvany samotné, je vyhodné Jje - podavat jako
farmaceuticky pfipravek. Aktivni slozZka pro lokalni podavani
miZe byt od 0,001 % do 10 % (hmotnostnich), napf. od 1 % do
2 % hmotnosti  ptipravku, ackoliv mdZe Dbyt az 10 %
(hmotnostnich), ale vvhodn& ne vice neZ 5 % (hmotnostnich) a
vyhodné&ji od 0,1 % do 1 % (hmotnostnich) pfipravku.

P¥ipravky pro lokdlni pouzZiti pfedkladdaného vynélezu
obsahuji aktivni sloZku spolu S jednim nebo  vice
prijatelnymi nosid¢i a Jjakoukoliv daldi wvolitelnou sloZku.
Nosi& musi byt ,pfijatelny“ ve smyslu kompatibility s
daldimi sloZkami pfipravku a nesmi byt Skodlivy pro
pfijemce.

Pripravky vhodné pro lokdlni podadvéni zahrnuji tekuteé
nebo polotekuté 1léky vhodné pro penetraci skrze k@Zi na
misto, kde se vyZaduje lé&eni, jako mazédni, locion, krém,
mast nebo pasta a kapky vhodné pro podévani do oka, ucha
nebo nosu.

Kapky podle predkladaného vyndlezu obsahuji sterilni
vodné nebo olejnaté roztoky  nebo suspenze a jsou
pfipravovany rozpudténim aktivni sloZzky wve vhodném vodném
roztoku baktericidniho a/nebo fungicidniho pfipravku a/nebo

jakéhokoliv dalsiho vhodného konzervadniho prostfedku a
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vyhodné& zahrnujici povrchové aktivni pfipravek. Vysledny
roztok je poté <&i3tén filtraci, ptfenesen do vhodné nadobky,
kterd dje poté tésné uzaviena a sterilizovdna v autoklavu
nebo udrZovanim teploty 90 °C az 100 °C pdl hodiny.
Alternativné miZe Dbyt roztok sterilizovan filtraci a
pfenesen do nadobky asepticky. Priklady baktericidnich a

fungicidnich pfipravkl vhodnych pro zahrnuti do kapek jsou

dusié&nan nebo octan fenylrtutnaty (0,002%),
benzalkoniumchlorid (0,01%) a chlorhexidin (0,01%). Vhodna

rozpoudtédla pro pfipravu olejnatého roztoku zahrnuji
glycerol, natedény alkohol a propylenglykol.

Lociony podle ptfedklédaného vynalezu zahrnuji takové,
které Jjsou vhodné pro aplikaci na kdZi nebo do oka. 0O¢ni
locion zahrnuje sterilni vodny roztok, ktery volitelné
obsahuje baktericidni 1latku a miZe byt pfipraven zplsoby
podobnymi jako pro pripravu kapek. Lociony nebo linimenta
pro pouZiti na k&Zi mohou také obsahovat pfipravek pro
urychlené osychani a chlazeni kiZe, Jjako alkohol nebo
aceton, a/nebo zvlh&oval& jako glycerol nebo olej, jako
ricinovy olej nebo podzemnicovy olej.

Krémy, masti nebo pasty podle ptredkladaného wvynalezu
jsou polotuhé pfipravky aktivni sloZky pro vn&jsi pouzZiti.
Mohou byt tvofeny misenim aktivni sloZky v jemné oddélené
nebo pradkové formé&, samotné nebo v roztoku nebo suspenzi v
tekutiné& vodné nebo jiné povahy, pomoci vhodného zafizeni, v
mastném nebo nemastném zakladu. Zaklad miZe obsahovat
uhlovodiky, Jjako Jje tvrdy, meékky nebo tekuty parafin,
glycerol, v&eli vosk, kovové mydlo, arabskou gumu, olej
prirodniho plvodu, jako mandlovy, kukufiény, podzemnicovy,
ricinovy nebo olivovy olej, tuk =z ov¢i vlny, nebo Jjeho
derivaty, nebo mastné kyseliny, Jjako Jje stearova nebo

olejovad spolu s alkoholem, jako je propylenglykol nebo
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makrogol. P#ipravek miZe zahrnout jakékoliv vhodné povrchovée
aktivni ¢&inidlo, Jjako Jjsou estery sorbitanu nebo Jjeho
polyoxyetylénové derivaty. Mohou byt také zahrnuta
suspendujici ¢&inidla, jako Jsou pfirodni gumy, derivaty
celulézy nebo anorganické latky, jako jsou oxidy kremiku, a
dal3i sloZky, jako je lanolin.

Odbornikovi je =znamo, Ze optimélni kvantitu a odstup
jednotlivych davek protildtky podle vynalezu nebo Jjejich
fragment® urli povaha a stupen lécCeného stavu, forma, zpasob

a misto podavani a konkrétni 1lécené =zvire, a Ze takova

optima mohou byt wurdena obvyklymi technikami. Odbornikem )

bude také ocenéno, Ze optimalni 1é&ebny postup, tj. polet
davek protildtky vyndlezu nebo Jjejiho fragmentu podavany
denné po definovany pocet dnd, miZe byt odborniky zjistén
pfi pouziti testd, které urduji obvykly prib&h 1lélby.

V&rime, Ze odbornik mlZe za pouZiti pfedchoziho popisu
vyuZit predkladany vyndlez v plném rozsahu bez dalsiho
podrobného rozpracovani. Proto je nasledujicil chapano pouze
jako ilustrativni p¥iklad a ne Jjakc omezenil rozsahu

ptedkladaného vynalezu jakymkoliv zpdsobem.

Pripravek ve formé& tobolky

Farmaceuticky pfipravek podle tohoto vyndlezu ve formé
tobolky se pfipravi naplnénim standardni tvrdé Zelatinové
tobolky sloZené ze dvou Casti 50 mg protilatky vynalezu nebo
jejiho fragmentu, ve formé& prasku, 100 mg laktdzy, 32 mg

talku a 8 mg stearanu hofecnatého.

Injekéni parenterdlni pripravek
Farmaceuticky pfipravek tohoto vyndlezu ve formé& vhodné
pro podavani injekci se pripravi michanim 1,5 %

(hmotnostniho) protilatky vyndlezu nebo Jjejiho fragmentu v
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10% (objemovém) propylenglykolu a vode. Roztok se

sterilizuje filtraci.

Ptipravek ve formé masti

Protilatka vynalezu nebo jeji fragment 1,0 g.

Mékky bily parafin do 100,0 g.

Protilatka wvynadlezu nebo jeji fragment se disperguije v
malém objemu vehikula tak, aby wvznikl hladky homogenni

produkt. Disperzi se poté plni macCkatelné kovové tuby.

Pripravek ve formé& krému pro lokdlni podavani

Protilatka wvynédlezu nebo jeji fragment 1,0 g.

Polawax GP 200 20,0 g.

Bezvody lanolin 2,0 g.

Bily véeli vosk 2,5 g.

Metylhydroxybenzoan 0,1 g.

Destilovand voda do 100 g.

Polawax, vCell wvosk a lanolin dohromady se zahteji v
60 °C. Pridéd se roztok metylhydroxybenzoanu a pfi pouZiti
michani wvysokou rychlosti se dosahne homogenizace. Poté se
ponechd teplota poklesnout na 50 °C. Pak se pridid protiléatka
podle vyndlezu nebo Jjeji fragment a celé mnoZstvi se
dikladné rozptyli a pfipravek se ponechd chladnout za

pomalého michani.

Ptipravek ve formé& locionu pro lokalni podévani
Protilatka wvyndlezu nebo jeji fragment 1,0 g.
Sorbitan monolauradt 0,6 g. Polysorban 20 0,6 g.
Cetostearylalkohol 1,2 g. Glycerin 6,0 g.
Metylhydroxybenzoan 0,2 g.
Purifikovand voda B.P. do 100,00 ml. (B.P. = britsky
l1ékopis)
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Metylhydroxybenzoan a glycerin se rozpusti v 70 ml vody

v 15 °C. Sorbitan monolaurat, polysorban 20 a
cetostearylalkohol se rozpusti dohromady v 75 °C a p#idaji
se k vodnému roztoku. Vyslednd emulze se homogenizuje,
ponecha se chladnout =za sta&lého | michédni a pfida se
protilatka vynalezu nebo Jeji fragment jako suspenze ve
zbyvajici wvodé. Cela suspenze se micha, dokud se plné
nehomogenizuje.
Pripravek ve formé o&nich kapek

Protildtka vynalezu nebo jeji fragment 0,5 g.

Metylhydroxybenzoan 0,1 g.

Propylhydroxybenzoan 0,04 g.

Purifikovana voda B.P. do 100,00 ml.

Metyl a propylhydroxybenzoany se rozpusti v 70 ml

purifikované vody v 75

chladnout. Poté se pfidd protilatk
fragment a roztok se sterilizuje £fi.
filtr (velikost pdérl 0,022 um), a aseg

sterilnich nadobek.

Pripravek pro podavani inhalaci

Pro aerosolovou nadobku s kapaci
10 mg protilatky podle wvynalezu nebo j
0,5

kyselina olejova,

% lubrikacniho <¢inidla, Jjako

a rozptyl tuto smés

je freon, vyhodné v kombinaci

difluorochlorometanu a v1oZz do

bud

a

nadobky upravené pro
podavani.

nadobku

Pfipravek pro
15-

inhaladni

aerosolovou s kapacitou

protildtky podle vyndlezu nebo Jjejih

je

intranazédlni

podavani

°C a vysledny roztok se ponecha

a  vynalezu nebo jeji
ltraci pfes membranovy

ticky bali do vhodnych

tou 15-20 ml: smiche]
ejiho fragmentu s 0,2-
85

v pohonné latce,

polysorban nebo

Jjako

(1,2-dichlorotetrafluorocetanu)

prisludné aerosolové

nebo peroralni
inhalaci pro

20 ml: rozpust 10 mg

o fragmentu v etanolu
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(6-8 ml), pridej 0,1-0,2 % lubrikac¢niho <inidla, jako je
polysorban 85 nebo kyselina olejova, a rozptyl v pohonné
latce, jako je freon, vyhodné v kombinaci (1,2
dichlorotetrafluoroetanu) a difluorochlorometanu a vloZz do
pfisludné aerosolové nadobky upravené bud pro intranazélni
nebo perordlni inhalacni podéavani.

Protildtky a farmaceutické pripravky podle vynalezu
jsou obzvlasté vhodné pro parenterdlni ©podavani, tj.
subkuté&nné, intramuskuldrné nebo intravendzné. Pripravky pro
parenteralni podavani obecné& obsahuji roztok protildtky
podle vyndlezu nebo jejiho fragmentu nebo jejich smési
rozpudtény v ptrijatelném nosic¢i, vyhodné ve vodném. MiZe byt
pouzita celd fada vodnych nosic¢l, napf. voda, pufrovana
voda, 0,4% fyziologicky roztok, 0,3% glycin, a podobné. Tyto
roztoky Jsou sterilni a bez ¢astic. Tyto roztoky jsou
sterilizovany obvyklymi, dobfte zndmymi sterilizaénimi
technikami. Pripravky mohou obsahovat farmaceuticky
pfijatelné pomocné latky, jak se vyZaduje prfi prfibliZeni se
fyziologickym podminkdm, Jjako Jsou pufrujici <&inidla a
¢inidla wupravujici pH, atd. Koncentrace protilatky podle
vyndlezu nebo Jjejiho fragmentu v takovém farmaceutickém
pripravku miZe Siroce kolisat, tj. od méné nezZz 0,5 %,
obvykle alespoil 1 %, aZ do 15 nebo 20 % (hmotnostnich), a
vybirad se primadrné podle objemd tekutin, viskozit atd.,
podle konkrétniho vybraného zplsobu podavani.

Farmaceuticky pripravek vynalezu pro intramuskuldarni
injekci se ©pfipravi tak, aby obsahoval 1 ml sterilni
pufrované vody a 50 mg protilatky vynalezu nebo jejiho
fragmentu. Podobné farmaceuticky pripravek vyndlezu pro
intravendézni inflGzi je vyroben tak, Ze obsahuje 250 ml
sterilniho Ringerova roztoku a 150 mg protildatky vyndlezu

nebo jejiho fragmentu. Soucasné zplsoby ptipravy
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parenteralné podavatelnych pfipravkld jsou dobfe znamy nebo
jsou odbornikim zjevné, a jsou detailnéji popsany napriklad
v Remington’s Pharmaceutical Science, 15. vyd., Mack
Publishing Company, Easton, Pennsylvania, zahrnuto v
odkazech.

Protildtky podle vynalezu (nebo jejich fragmenty) mohou
byt lyofilizovany pro uskladnéni a pted pouZitim
rekonstituovany ve vhodném nosici. Tato technika se ukazala
byt u¢innd u obvyklych imunoglobulind a mohou byt pouZity
lyofilizadénil a rekonstitudni techniky v oboru znamé.

V zavislosti na zamy$lenych vysledcich mldZe Dbyt
farmaceuticky ptripravek vynadlezu podavan pro profylaktické
a/nebo 1lécCebné oSetfeni. Pri 1lécCebné aplikaci se pfipravky
podavaji pacientovi, ktery JiZ nemoci trpi, v mnoistvi
postadujicim pro vyléceni nebo alespon Castelné zastavujicim
nemoc a jejli komplikace. U profylaktickych aplikacich se
pripravky obsahujici prfedkladané protildtky nebo Jjejich
smé&si podavaji pacientovi, ktery Jjed3té neni v chorobném
stavu, aby se posilila jeho odolnost.

Jedno nebo vice podavani farmaceutickych pfipravkl se
provadi davkami a zplsobem, ktery vybral oSetfujici lékar. V
kazdém prfipadé farmaceuticky pripravek podle vyndlezu
poskytne mnozZstvi pozménénych protilatek (nebo Jjejich
fragmentd) vyndlezu postacujici ucinné 1éCit pacienta.

Je tfeba také poznamenat, Ze protilatky tohoto vynalezu
mohou byt pouZity pro navrZeni a syntézu bud peptidovych
nebo nepeptidovych sloudenin (mimetik), které mohou byt
pouzitelné v téZe 1écbé&, jako protilatka. Viz napf. Saragovi

et al., Science, 253: 792-795, 1991.
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UlozZeni

Kmen XL1 Blue, anti-CD4 v TCAE 6, ktery exprimuje
CES9.1, byl uloZen ve sbirce ATCC pod &islem 69030. Toto
uloZeni bylo udinéno 9. &ervence 1992.

7Zadatelé a jejich zmocné&nci potvrzujl svou zodpovédnost
nahradit tyto kultury, kdyby =zahynuly pred koncem terminu

platnosti patentu na né vydaného, nebo v obdobi 5 let po

K

posledni Zadosti o kulturu, nebo po dobu 30 let (pfidem
plati nejdelsi termin), a svou zodpovddnost uvédomit sbirku
o vydédni patentu, a od této doby pak bude depozit nezvratné
dostupny vefejnosti. Do této doby bude depozit pristupny
patentovému zmocnénci za podminek 37 C.F.R. Oddil 1-14 a 35
U.S.C. 0ddil 112.

Dalsi provedeni jsou v ndsledujicich patentovych

narocich.
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SEZNAM SEKVENCIT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 420 paré bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

{ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni doména lehkého
tfetézce CE9.1

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 4...420

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: hotovy peptid
(B) POZICE: 61...420

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM GfSLEM 1:

GAC ATG AAA CAC CTG TGG TTC TTC CTC CTC CTG GTG GCA GCC CCC AGA
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg
=19 -15 =10 -3

TGG GTC TTG TCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG GCG GGC CCA GGA CTG.GTG
Trp Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ala Gly Pro Gly Leu Val
. 1 . 5 10

AAG CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC AGT GTC TCT GGT GGC TcCC
Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser
15 20 . 25

ATC AGC GGT GAC TAT TAT TGG TTC TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG
Ile Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Phe Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys

30 35 40

GGA CTG GAG TGG ATC GGC TAC ATC TAT GGC AGT GGT GGG GGC ACC AAT
Gly Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asn
45 S0 ' 55 60

48

96

144

152

240




TAC
Tyx

AAG
Lys

GCC
Ala

TTA
Leu

AAT
Asn

AAC
Asn

GTC
Val

TAC

110

ccc
Pro

CTC
Leu

TAT

Tyr
g5

TGG
Trp

TCC
Ser

TTC
Phe
80

TAC
Tyr

CTC
Leu
635

TCC
Ser

TGT
Cys

AAC
Asn

CTG
Leu

GCG
Ala

GGC
Gly

CAG GGA

Gln Gly

AAT
Asn

Lys

AGT
Ser

GTC
Val
115

CGA
Arg

CTG
Leu

AAT
Asn
100

CTG
Leu

84

GTC
Val

AGG
Arg
85

ATA
Ile

GTC
val

TCC
Ser
70

TCT
Ser

TTG
Leu

ACcC
Thr

ATT TCA ATA GAC ACG TCC
Ile Ser Ile Asp Thr Ser

75

GTG ACC GCC GCG GAC ACG
Val Thr Ala Ala Asp Thr

g0

AAA TAT CTT CAC TGG TTA
Lys Tyr Leu His Trp Leu

288

336

384

105

GTC TcCC
Val Ser
120

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 2

Met

=19

val

Pro

Ser

30

Leu

Asn

Asn

val

‘TyT

110

(1)

(i1)

(x1i)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
139 aminokyselin

(A)
(B)
(D)

DELKA :
TYP:

aminokyselina
TOPOLOGIE:

linedrni

TYP MOLEKULY: protein

POPIS

Lys His Leu

Leu
Ser

15
Gly
Glu

Pro

Leu

Tyr
95

Trp

Ser

Glu

Trp

Ser

Phe
80

Tyr

Gly

Gln
1l
Thr
TyT
Ile
Leu
65
Ser

cys

Gln

420

SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
-10

-15

vVal Gln

Leu Ser

Tyr Trp

Gly Tyr

5Q

Asn Asn

Leu Lys

Ala Ser

Gly Vval

35

Leu

Leu

Phe

Ile

Arg

Leu

Asn

20

100

115

Leu

Gln

Thr

=3
3]
g

Tyr

val

Arg

Ile

val

5

85

Glu

Cys

Ile

Gly

Leu

Thr

Ala Gly

Ser Val

Arg Gln

40

Ser Gly

55

Ile Ser

Val Thr

Lys Tyr

vVal Ser

120

Pro Gly
10

Ser Gly
25

Ser Pro

Gly Gly

Ala 2Ala
S0

Leu His
105

Leu

Gly

Gly

Thr

Thr
75

-5

Val
Ser
Lys
Asn

60
Ser

Thr

Leu

Lys
Ile
Gly

45
TYyTr
Lys

Ala

Leu
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 387 par0 bazi
(B) TYP: nukleovAd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vii) POVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni doména t&2kého
fetézce CE9.1 .

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 4...387

(ix) ZNAKY: ) .
(A) JMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 61...387

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 3:

ACC ATG GCC TGG GCT CTG CTG CTC CTC GGC CTC CTT GCT CAC TTT ACA 48
Met Ala Trp Ala Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ala His Phe Thr
-19 -15 -10 -3

GAC TCT GCG GCC TCC TAT GAG TTG AGT CAG CCT CGC TCA GTG TCC GTG 96
Asp Ser Ala Ala Ser Tyr Glu Leu Ser Gln Pro Arg Ser Val Ser Val
b 5 10

TCC CCA GGA CAG ACG GCC GGG TTC ACC TGT GGG GGA GAC AAC GTT GGA 144
Ser Pro Gly Gln Thr Ala Gly Phe Thr Cys Gly Gly Asp Asn Val Gly
15 20 25

AGG AAA AGT GTA CAG TGG TAC CAG CAG AAG CCA CCG CAG GCC CCT GTIG 192
Arg Lys Ser Val Gln Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Pro Gln Ala Pro Val
30 35 40

CTG GTC ATC TAT GCT GAC AGC GAA CGG CCC TCA GGG ATC CCT GCG CGA 240
Leu Val Ile Tyr Ala Asp Ser Glu Arg Proc Ser Gly Ile Pro Ala Arg
45 50 53 60

TTC TCT GGC TCC AAC TCA GGG AAC ACC GCC ACC CTG ACC ATC AGC GGG 288
Phe Ser Gly Ser Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly
€5 70 75




GTC GAG GCC GGG GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT CAG GTG TGG GAC

86

-
aes e
sease
»
*

AGT

Val Glu Ala Gly Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser

ACT GCT GAT CAT TGG GTC TTC GGC GGA GGG ACC CGG CTG ACC GTC
Thr Ala Asp His Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Arg Leu Thr Val

GGT
Gly

(2)

95

(1)

(11)

(x1)

80 85

100

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 128 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE:

TYP MOLEKULY: protein

Met Ala Trp Ala Leu Leu Leu Leu Gly

-19

Ser Ala aAla

=-15

Ser Tyr Glu Leu Ser Gln
1 5

Pro Gly Gln Thr Ala Gly Phe Thr Cys

Lys

30
Val
Ser

Glu

Ala

15

Ser

Ile

Gly

Ala

Asp
85

Val

Tyr

Ser

Gly

80

His

20

Gln Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Ala Asp Ser Glu Arg Pro
50

Asn Ser Gly Asn Thr Ala
65 70

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr
85

Trp Val Phe Gly Gly Gly
100

S0

105

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM SfSLEM 4-:

Leu Leu Ala His Phe Thr
-10 -5

Pro Arg Ser Vval Ser val
10

Gly Gly Asp Asn Val Gly
253

Pro Pro Gln Ala Pro Val
40

Ser Gly Ile Pro Ala Arg
55 60

Thr Leu Thr Ile Ser Gly
75

Cys Gln Val Trp Asp Ser
SO

Thr Arg Leu Thr Val Leu
105

CTA
Leu

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

Asp

Ser

Arg
Leu

45
Phe
Val

Thr

Gly

338

384

387
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 5-:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 702 péard bazi
TYP: nukleova kyselina
jednoduché

(A)

(B) J

(C) TYP VLAKNA:

(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA

PUVODNT ZDROJ:

(genomova)

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni a variabilni

domény lehkého reté&zce lambda

CE9.1

JMENO/OZNACENT: hotovy peptid

(vii)
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens
(viii) POZICE V GENOMU:
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 4...702
(ix) ZNAKY:
(A)
(B) POZICE: 1...702
(xi)

ATG GCC TGG GCT
Met Ala Trp Ala
1 S

TCT GCG GCC TCC

20

CCA GGA CAG ACG GCC GGG TTC

Pro Gly Gln Thr Ala Phe

35

Gly

AARQ
Lys

TGG
Trp

CAG
Gln
55

AGT
Ser
S0

GTA CAG
Val Gln

TAC
Tyr

GAC
Asp

AGC
Ser
70

GAA
Glu

GTC
val
65

ATC
Ile

TAT GCT
Tyr Ala

GGG
Gly

AAC
Asn

TCT
Ser

TCC AAC TCA
Ser Asn Ser
- 85

GGC
Gly

CTG CTG CTC CTC GG&C CTC
Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ala

TAT GAG TTG AGT CAG CCT
Ser Ala Ala Ser Tyr Glu Leu Ser Gln Pro

CTT GCT CAC TTT

His Phe
10

CGC TCA GTG TCC
Arg Ser Val Ser

25 30

ACC TGT GGG GGA GAC AAC GTT

Thr Cys Gly Gly Asp Asn Val
40 45

CAG AAG CCA CCG CAG GCC ccT
Gln Lys Pro Pro Gln Ala Pro
60

CGG CCC TCA GGG ATC CCT GCG
Arg Pro Ser Gly Ile Pro Ala
75

ACC GCC ACC CTG ACC ATC AGC
Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser
90

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACSNIM SfSLEM 5:-:

ACA GAC
Thr Asp
1s

GTG TCC
Val Ser

GGA AGG

Gly Arg

GTG CTG
vVal Leu

CGA TTC
Arg Phe
80

GGG GTC
Gly Val
g5

48

96

144

192

240

288




GAG
Glu

GCT
Ala

CAG
Gln

GAG
Glu
145

TAC
Tyr

Lys

TAC
YT

CaAC
His

AAG
Lys
225

(2)

GCC
Ala

GAT
Asp

cccC
Pro
130

CTT
Leu

cce
Pro

GCG
Ala

GCG
Ala

AGA
Arg
210

ACA
Thr

GGG

Gly

CAT
His
115

AAG
Lys

CaAA
Gln

GGA
Gly

GGA
Gly

GCC
Ala
185

AGC
Ser

GTG
val

GAT
AsD
100

TGG
Trp

GCT
Ala

GCC
Ala

GCC
Ala

GTG
vVal
180

AGC
Ser

TAC
TyTr

GCC
Ala

GAG
Glu

GTC
vVal

GCC
Ala

AAC
Asn

GTG
val
165

GAG
Glu

AGC
Ser

AGC
Ser

CCT
Pro

GCT
Ala

TTC
Phe

ccc
Pre

BAG
Lys
150

ACA
Thr

ACC
Thr

TAC
Tyr

TGC
Cys

ACA
Thr
230

GAC
Asp

GGC
Gly

TCG
Ser
135

GCC
Ala

GTG
val

ACC
Thr

CTG
Leu

CAG
Gln
215

GAA
Glu

TAT
TYyT

GGA GG

Gly
120

GTC
val

ACA
Thr

GCC
Ala

ACA
Thr

AGC
Ser
200

GTC
val

TGT
cys

88

TAC
TyTY
108

Gly

ACT
Thr

CTG
Leu

TGG
Trp

cCcC
Pro
185

CTG
Leu

ACG
Thr

TCA
Ser

TGT
Cys

ACC
Thr

CTG
Leu

GTG
val

AAG
Lys
170

TCC
Ser

ACG
Thr

CAT
His

CAG
Gln

cGe
Arg

TTC
Phe

TGT
Ccys
153

GCA
Ala

AAA
Lys

CCT
Pro

GAA
Glu

GTG
val

CTG
Leu

CCG
Pro
140

TC
Leu

GAT
Asp

-

CAA
Gln

GAG
Glu

GGG
Gly
220

TGG
Trp

ACC
Thr
125

CccCcC
Pro

ATA
Ile

AGC
ser

AGC
Ser

CAG
Gln
205

AGC
Ser

GAC
Asp
110

GTC
val

TCC
Ser

AGT
Ser

AGC
Ser

AAC
Asn
180

TGG
Trp

ACC
Thr

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(1)

(i1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 234 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPQOLOGIE: lineé&rni

TYP MOLEKULY: protein

AGT
Ser

CTa
Leu

TCT
Ser

GAC
Asp

cce
Pro
175

AAC

Asn

AAG
Lys

GTG
Val

ACT
Thr

GGT
Gly

GAG
Glu

TTC
Phe
160

GTC
vVal

AAG
Lys

TCC
Ser

GAG
Glu

336

334

432

480

528

576

624

672

702
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(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNTM CISLEM 6:

Met

Ser

Pro

Lys

val

65

Ser

Glu

Ala

Gln

Glu

145

Lys

Tyr

His

Lys
225

Ala
Ala
Gly
Ser

50
Ile
Gly

Ala

Pro

130

Leu

Pro

Ala

Ala

210

Thr

Trp
Ala
Gln

35

Val

Gly
Gly
Ala
1385

Ser

Val

Ala
Ser

20
Thr
Gln
Ala
Asn
Asp
100
Trp
Ala
Ala
Ala
Val
180
Ser

Tyr

Ala

Leu

Tyr

Ala

Trp

Asp

Ser

85

Glu

Val

Ala

Asn

val

165

Glu

Ser

Ser

Pro

Leu
Glu
Gly
TYyr
Ser

70
Gly
Ala
Phe
Pro
Lys
150
Thr
Thr
TYT

cys

Thr
230

Leu

Leu

Phe

Gln

Glu

Asn

val

Thr

Leu

Gln

215

Glu

Leu

Ser

Thr

40

Arg

Thr

TYyr

Gly

120

val

Thr

Ala

Thr

Ser

200

Val

cys

Gly
Gln
25

Cys

Tyr
105
Gly
Thr
Leu
Trp
Pro
185
Leu

Thr

Ser

Leu
10

Ser

Thr

90

Cys

Thr

Leu

val

Lys
170

Leu

Arg

Arg
Phe
Cys
155
aAla
Lys

Pro

Glu

'Ala

Ser

AsD

Gln

60

Ile

Thr

val

Leu

Pro

140

Leu

Asn
45

Ala

Trp

Ser
Ser
Gln

205

Ser

Phe Thr Asp

Ser
Asp
110
vVal
Ser
Ser
Ser
Asn
1s0

Trp

Thr

15

val

Gly

vVal

Pro
175
Asn

Lys

val

Ser

Leu
Phe
80

val

Thr

Phe
160
Val
Lys

Ser

Glu
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 7:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1404 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni a konstantni
oblasti gama 4 té&Zkého Fetézce

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS .
(B) POZICE: 1...1404

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 1...1404

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 7:

ATG AAA CAC CTG TGG TTC TTC CTC CTC CTG GTG GCA GCC CCC AGA TGG 48
Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

GTC TTG TCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC Cca CGA CTG GTG AAG g6
Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys
20 25 30

CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC AGT GTC TCT GGT GGC TCC ATC 144
Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Ile
35 40 45

AGC GGT GAC TAT TAT TGG TTC TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG GGA 192
Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Phe Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly
S50 5% 60

CTG GAG TGG ATC GGC TAC ATC TAT GGC AGT GGT GGG GGC ACC AAT TAC 240
Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asn Tyr
65 70 75 80

AAT CCC TCC CTC AAC AAT CGA GTC TCC ATT TCA ATA GAC ACG TCC AAG 288
Asn Pro Ser Leu Asn Asn Arg Val Ser Ile Ser Ile Asp Thr Ser Lys
85 90 95

AAC CTC TTC TCC CTG AAA CTG AGG TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCC 336
Asn Leu Phe Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
100 105 110

GTC TAT TAC TGT GCG AGT AAT ATA TTG AAA TAT CTT CAC TGG TTA TTA 384
Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Asn Ile Leu Lys Tyr Leu His Trp Leu Leu
115 120 125




TAC
TyT

elelel
Gly
145

AGC
Ser

GTG
val

TTC
Phe

GTG
Val

GTA
Val
225

Lys

GGA
Gly

ATC
Ile

GAA
Glu

CAT
His
305
CGT
Arg

AMAG
Lys

GAG
Glu

TGG
Trp
130

cca
Pro

ACA
Thr

ACG
Thr

cca
Pro

ACC
Thr
210

GAT
Asp

TAT
Ty

CCA
Pro

TCC
Ser

GAC
Asp
2380

AAT
Asn

GTG
Val

GAG
Glu

AAA
Lys

GGC
Gly

TCC
Ser

GCC
Ala

GTG
val

GCT
Ala
185

GTG
Val

CAC
His

GGT
Gly

TCA
Ser

CGG
Arg
275

Cccc
Pro

GCC
Ala

GTC
Val

TAC
Tyr

ACC
Thr

CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

TCG
Ser
180

GTC
val

ccc
Pro

AAG
Lys

ccc
Pro

GTC
Val
260

ACC
Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

-

AGC
Ser

AAG
Lys
340
ATC
Ile

GTC
val

GGA
Gly

cce
Pro
150

TTC
Phe

GGC
Gly

CTG
Leu
165

AAC
Asn

TGG
Trp

CAG
Gln

CTA
Leu

TCC
Ser

AGC
Ser

ccc

Pro

AGC
Ser
230

TGC
Cys

CCA
Pro
245

TTC
Phe

CTG
Leu

cCcT

Pro Glu

CAG
Gln

GTC
val

AAG
Lys
310

ACA
Thr

GTC CTC
Val Leu
325

TGC AAG
Cys Lys

TCC AAA
Ser Lys

GAGT

CTG
Leu
135

CTG
Leu

TGC
cys

TCA
Ser

TCC
Ser

AGC
Ser
215

AAC
Asn

cca
Pro

TTC
Phe

GTC
val

TTC
Phe
295

CCG
Pro

ACC
Thr

GTC
val

GCC
Ala

GTC
val

GCG
Ala

CTG
Leu

GGC
Gly

TCA
Ser
200

TTG

Leu

ACC
Thr

TCA
Ser

ccc
Pro

ACG
Thr
280

AAC
Asn

CGG
Arg

GTC
vVal

TCC
Ser

Lys

91

ACC
Thr

cce
Pro

GTC
vVal

GCC
Ala
185

GGA
Gly

GGC

AAG
Lys

TGC
Cys

cca
Pro
263

TGC
Cys

TGG
Trp

GAG
Glu

CTG
Leu

AAC
Asn
345

GGG
Gly

GTC
val

TGC
Cys

AAG
Lys
170

CTG
Leu

CTC
Leu

ACG
Thr

GTG
vVal

cca
Pro
250

AAA
Lys

GTG
val

TAC
Tyr

GAG
Glu

CcacC
His
330

Lys

CAG
Gln

TCC
Ser

TCC
Ser
155

GAC
Asp

ACC
Thr

TAC
YT

AAG
Lys

GAC
Asp
235

GCA
Ala

ccc
Pro

GTG
Val

GTG
val

CAG
Gln
315

CAG
Gln

GGC
Gly

ccc
Pro

TCA
Ser

140

GCT
Ala

AGG AGC
Arg Ser

TAC TTC
Tyr Phe

AGC
Ser

GGC
Gly

TCC
Ser

CTC
Leu
205

ACC
Thr
220

TAC
Tyr

AAG
Lys

AGA
Arg

(ofeyy
Pro

GAG
Glu

AAG
Lys

GAC
AsSp

~

GAC
Asp
285

GTG
Val

GAT
Asp
300

GGC
Gly

AAC
Asn

TTC
Phe

TGG
Trp

GAC
Asp

CTC
Leu

CCG
Pro

CGA GAG
Arg Glu

AGC
Ser

Acc
Thr

ccc
Pro

GTG
Val
180

AGC
Ser

ACC
Thr

GTT
val

TTC
Phe

ACT
Thr
270

GTG
Val

GTG
val

AGC
Ser

CTG
Leu

TCC
Ser
350

CCA
Pro

ACC AAG
Thr Lys

TCC GAG
Ser Glu
160

GAA CCG
Glu Pro
175

CAC ACC
His Thr

AGC GTG
Ser Val

TGC AAC
Cys Asn

GAG TCC
Glu Ser
240

CTG GGG
Leu Gly
2535

CTC ATG
Leu Met

AGC CAG
Ser Gln

GAG GTG
Glu val

ACG TAC
Thr Tyr
320

AAC GGC
Asn Gly
335

TCC ATC
Ser Ile

CAG GTG
Gln Vval

432

4380

528

576

624

672

720

763

816

864

912

960

1008

1056

1104
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TAC ACC CTG CCC CCA TCC CAG GAG GAG ATG ACC AAG 2AC CAG GTC aGe 1152
Tyr Thr Leu Proc Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser
370 375 380

CTG ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAC CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG 1200
Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 3390 395 400

TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC TAC AAG ACC ACG CCT CCC 1248
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 410 415

GTG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TTC CTC TAC AGC AGG CTA ACC GTG 1296
Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val
420 425 430

GAC AAG AGC AGG TGG CAG GAG GGG RAT GTC TTC TCA TGC TCC GTG ATG 1344
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 45

CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACA CAG AAG AGC CTC TCC CTG TCT 1392
His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

450 4553 480
CTG GGT AAA TGA 1404
Leu Gly Lys =*

465

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM §-:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 468 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GISLEM §:

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys
20 25 30

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Ile
35 40 43




Ser

Leu

Asn

Asn

val

Gly
145

Ser

val ¢

Phe
val
val
225
Lys
Gly
Ile
Glu
His
305

Arg

Lys

Gly
50

Glu

Pro

Leu

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Pro
Ser
Asp
290
Asn

val

Glu

Asp

Trp

Ser

Phe

Tyr
115
Gly
ser
Ala
val
Ala
195
Val
His
Gly
Ser
Arg
275
Pro
Ala

val

Tyr

Tyr

Ile

Leu

Ser

100

Cys

Gln

vVal

Ala

Ser
180

val

val
260

Thr

Glu

Lys'

Ser

Lys
340

Tyr

Gly

Asn

85
Leu
Ala
Gly
Phe
Leu
163
Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
245
Phe
Pro
val
Thr
val

325

Cys

Trp

Tyr
70

Asn
Lys
Ser
val
Pro
150
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
230
Ccys
Leu
Glu
Gln
Lys
310

Leu

Lys

Phe
55

Ile

Arg
Leu
Asn
Leu
135
Leu
cys
Ser
Ser
Ser
215
Asn
Pro
Phe
val
Phe
295
Pro

Thr

Val

Trp

Tyr

val

Arg

Ile

120

val

Ala

Gly
Ser
200

Leu

Thr
280
Asn
Arg

val

Ser

93

Ile

Gly
Sar
Ser
105
Leu
Thr
Pro
Val
Ala
185
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro

265

Cys

Glu

Leu

Asn
345

Arg

Ser

Ile
90
val

Lys

val

Thr

vVal

Pro

250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln
Gly
73

Ser

Thr

Tyr

Lys

Asp

235

Ala

Pro

val-

Ser

Gly

Leu

Ser
140

Ser
Ser
Thr

220

Lys

Lys

val

AsSD
300

Phe

His

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Arg

Glu

Asp
285

Gly

Asn

Gly

Thr

Thr

AsSp
110

val
130
Ser
Thr
val
Phe
Thr
270
val
val
Ser

Leu

Ser
350

Lys

Asn

Ser

95
Thr
Leu

Thr

Ser

Glu

175
His
Ser
Cys
Glu
Leu

255

Leu

Thr

Asn
335

Ser

Gly
Tyr

80
Lys
Ala
Leu
Lys

Glu
160

val
Asn
Ser
240
Gly

Met

Gln

Val

Tyr
320

Gly

Ile
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Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

370 ‘ 375 380

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
385 390 395

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
450 453 460

Leu Gly Lys +*
465

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1404 pard bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedarni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

(vii) POUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: téZky tetézec gama 4 s
mutaci E

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: CDS
(B) POZICE: 1...1404

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENf: hotovy peptid
(B) POZICE: 1...1404

Glu
4Q0

Pro

val

Met




ATG AAA

Met Lys

1

GTC TTG
vVal Leu

CCT TCG
Prc Ser

AGC
Ser

CTG
Leu
63

AAT
Asn

AAC

Asn

GTC
vVal

TAC
Tyr

GGG
Gly
145

AGC
Ser

GTG
val

TTC
Phe

GTG
val

GGT
Gly
50

GAG
Glu

cccC
Pro

CTC
Leu

TAT
Tyr

TGG
Trp
130

CCA
Pro

ACA
Thr

ACG
Thr

CCG
Pro

ACC
Thr
210

GAG
Glu

CAC
His

TCC
Ser

35

GAC
Asp

TGG
Trp

TCC
Ser

TTC
Phe

TAC

Tyr
115

GGC
Gly

-

TCC
Ser

GCC
Ala

GTG
vVal

GCT
Ala
195

GTG
val

CTG
Leu

CAG
Gln

20

ACC
Thr

TAT
TYyT

ATC
Ile

CTC
Leu

TCC
Ser
100

TGT
cys

CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

TCG
Ser
180

GTC
val

ccce
Pro

TGG
Trp
5

GTG
val

CTG
Leu

TAT
Tyr

GGC
Gly

AAC
Asn
85

CTG
Leu

GCG
Ala

GGA
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu
165

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser

POPIS SEKVENCE:

TTC
Phe

CAG
Gln

TCC

Ser

TGG
Trp

TAC
TYyT
70

AAT
Asn

AAA
Lys

AGT
Ser

GTC
val

ccce
Pro
150

GGC
Gly

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

95

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 9:

TTC
Phe

CTG
Leu

CTC

CAG

ACC

CTC
Leu

Gln

Leu Thr

TTC
Phe
5%

ATC
Ile

CGA
Arg

CTG
Leu

AAT
Asn

CTG
Leu
135

CTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser

TCC
Ser

AGC
Ser
215

40

TGG
Trp

TAT
TYyT

GTC
val

AGG
Arg

ATA
Ile
120

GTC
Val

GCG
Ala

CTG
Leu

GGC
Gly

TCA
Ser
200

TTG
Leu

GAG

TGC

CTC
Leu

Glu
25

Cys

ATC
Ile

TCC
Ser

TCT
Ser
105

TTG
Leu

ACC
Thr

ccc
Pro

GTC
val

GCC
Ala
185

GGA
Gly

GGC
Gly

CTG

10

TCG

Ser

AGT

Ser

CGC
Arg

AGT
Ser

ATT
Ile
g0

GTG
val

AAA
Lys

GTC
val

TGC
Cys

AAG
Lys
170

CTG
Leu

CTC
Leu

ACG
Thr

GTG GCA GCC CCC AGA TGG
Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp

15

GGC CCA GGA CTG GTG AAG
Gly Pro Gly Leu Val Lys

30

GTC TCT GGT GGC TCC ATC

Val Ser Gly Gly Ser Ile

TCA
Ser

ACC
Thr

TCC
Ser

TCC
Ser
153

GAC
Asp

~

ACC
Thr

TAC
Tyr

AAG
Lys

CTT

Leu }

TCA
Ser
140

AGG
Arg

TAC
Tyr

AGC
Ser

TCC
Ser

ACC
Thr
220

45

C CCa

Pro

GGC
Gly

GAC
Asp

GCG
Ala

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

CTC
Leu
205

TAC
Tyr

GGG
Gly

ACC
Thr

ACG
Thr

GAC
Asp
110

TGG
Trpo

AGC
Ser

ACC
Thr

ccc
Pro

GTG
Val
190

AGC

Ser

ACC
Thr

AAG
Lys

AAT
Asn

TCC
Ser
95

ACG
Thr

TTA
Leu

ACC
Thr

TCC

Ser

GAA
Glu
175

CAC
His

AGC
Ser

TGC
Cys

GGA
Gly

TAC
YT
80

AAG
Lys

GCC
Ala

TTA
Leu

RAG
Lys

GAG
Glu
160

CCG
Prc

ACC
Thr

GTG
val

AAC
Asn

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672




GTA
Val
225

GAT
Asp

AAA
Lys

TAT
Tyr

GGA cca
Gly Pro

ATC
Ile

TCC
Ser

GAA
Glu

GAC
Asp
280

CAT
His
305

AAT
Asn

CGT
Arg

GTG
Val

AAG
Lys

GAG
Glu

GAG

Glu Lys

TAC ACC
Thr

37Q

CTG
Leu
385

ACC
Thr

TGG
Trp

GAG
Glu

GTG
vVal

CTG
Leu

GAC
Asp

AAG
Lys

CAC
His

GGT
Gly

TCA
Ser

CGG
Arg
275

ccc
Pro

GCC
Ala

GTC
Val

TAC
Tyr

ACC
Thr
355

CTG
Leu

TGC
Cys

AGC
Ser

GAC
Asp

AGC
Ser
435

AAG
Lys

CcccC
Pro

GTC
Val
260

ACC
Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

AGC
Ser

AAG
Lys
340

ATC
Ile

ccc
Pro

CTG
Leu

AAT
Asn

TCC
Ser
420

AGG
Arg

CcccC
Pro

CCA
Pro
245

TTC
Phe

CCT
Pro

GTC
val

ACA
Thr

GTC
val
325

TGC
Cys

TCC
Ser

cca
Pro

GTC
val

GGG
Gly
405

GAC
Asp

TGG
Trp

AGC AAC
Ser Asn
230

TGC CcCA
Cys Pro

CTG TTC
Leu Phe

GTC
val

GAG
Glu

CAG
Gln

TTC
Phe
295

AAG
Lys
310

CCG
Pro

ACC
Thr

CTC
Leu

AAG
Lys

GTC
val

AAA
Lys

TCC
Ser

CAG
Gln
‘373

AAA
Lys
330

GGC
Gly

CAG
Gln

ccG
Pro

GGC
Gly

TCC
Ser

CAG
Gln

GAG
Glu

96

ACC AAG GTG

Thr Lys

TCA TGC
Ser Cvs

CCA
Pro
263

CCcC
Pro

ACG TGC
Thr Cys
280

RAC TGG
Asn Trp

CGG GAG
Arg Glu

GTC CTG
val Leu

TCC AAC
Ser Asn
345

AAA GGG
Lys Gly
360

GAG GAG
Glu Glu

TTC TAC
Phe Tyr

GAG AAC
Glu Asn

TTC TTC
Phe Phe
425

GGG AAT
Gly Asn
440

Val
235

CCA
Pro
250

AAA

Lys Preoc

GTG GTG
vVal val

TAC GTG
Tyr Val

GAG CAG
Glu Gln
315

CAC CAG
His Gln
330

\AA GGC
Lys Gly

CAG CcC
Gln Pro

ATG ACC
Met Thr

CCC AGC
Pro Ser
395

AAC TAC
Asn Tyr
410

CTC TAC
Leu Tyr

GTC TTC
Val Phe

GAC AAG
Asp Lys

GCA CCT
Ala Pro

CCC AAG

Lys

GTG
Val

GAT
Asp
300

TTC
Phe

GAC
Asp

cTC
Leu

AAG
Lys
380

GAC
Asp

-

AAG
Lys

AGC
Ser

TCA
Ser

AGA

Arg Vval

TTC
Phe

GAG
Glu

ACT
Thr
270

GAC
Asp

GAC
Asp
285

GTG

GGC
Gly

GTG
Val

AAC
Asn

AGC
Ser

TGG
Trp

CTG
Leu

CCG
Pro

TCC
Ser
350

GAG
Glu
365

CCA
Pro

AAC
Asn

CAG
Gln

ATC
Ile

GCC
Ala
ACC
Thr

ACG
Thr

AGG
Arg

CTA
Leu
430

TGC
Cys
445

TCC
Ser

GTT GAG

TCC
Ser
240

Glu

GAG
Glu
255

GGG
Gly

CTC
Leu

ATG
Met

AGC CAG

val Ser Gln

GAG GTG
Glu Val

ACG TAC
Thr Tyr
320

AAC GGC
Asn Gly
335

TCC ATC
Ser Ile

CAG GTG
Gln Val

GTC AGC
Val Ser

GTG GAG
Val Glu
400

CCT cCcc
Pro Pro
415

ACC GTG
Thr Vval

GTG ATG
Val Met

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1243

1296

1344
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CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACA CAG AAG AGC CTC TCC CTG TcT 1392
Hls Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

450 455 460
CTG GGT AAA TGA 1404
Leu Gly Lys =*

465

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 468 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 10:

Met Lys His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
1 5 10 15

Val Leu Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys
20 25 30

Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser Ile
35 40 45

Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Phe Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asn Tyr
€65 70 75 80

Asn Pro Ser Leu Asn Asn Arg Val Ser Ile Ser Ile Asp Thr Ser Lys
85 90 85

Asn Leu. Phe Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
100 105 110

Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Asn Ile Leu Lys Tyr Leu His Trp Leu Leu
115 120 125

Tyr Trp Gly Gln Gly Val Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys
130 135 140

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu
145 150 155 160

Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu-Pro
' 165 170 175




Val

Phe

val

val
225

Lys .

Gly

Ile

Glu

His

305

Lys

Glu

Tyr

Leu
385

Trp

val

Asp

His

Leu
465

Thr
Pro

Thr
210

val
Giu
Lys
Thr
370
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

450

Gly

vVal
Ala
195
val
His

Gly

sSer
Arg
275
Pro
Ala
val
TYT
Thr
355
Leu

Cys

Ser

Ser
435

Ala

Lys

Ser
180

val

Lys

Pro

val
260
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
340
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
420

Trp
Leu
Ser
Pro

Pro
245

Phe

Thr
val
328
Cys
Ser
Pro
val
Gly

405

Asp

Asn

Gln

Ser
230

Cys

Leu
Glu
Gln
Lys
310
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
390
Gln
Gly

Gln

Asn

Ser

Ser

Ser

215

Asn

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Ser

Glu

His
455

98
Gly
Ser
200
Leu

Thr

Ser

Pro
Thr
280
Asn
Arg
vVal
Ser
Lys
36Q
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

440

Tyr

Ala
185
Gly
Gly

Lys

Ccys

Pro
265
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
345
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
425

Asn

Thr

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
250

Lys

val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

Thr
Tyr
Lys
Asp

235

Ala

Pro

Val

val

Gln

315

Gln

Thr
Ser
385
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Thr
220
Lys
Pro
Lys
Val
Asp
300
Asp
Leu
Arg
Lys
380
Lys
Ser

Ser

Ser
460

Gly Val
190

Leu Ser
205
Tyr Thr

Arg Val

Glu Phe

Asp Thr

270
Asp Val
Gly Val
Asn Ser
Trp Leu
Pro Ser

350
Asn Gln
Ile Ala
Thr Thr
Arg Leu

430

Cys Ser
445

Leu Ser

His

Ser

Cys

Glu

Glu
255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

338

Ser

Gln

Leu

Thr
Val
Asn
Ser

240

Gly

Met

Gln

val

Tyr

320

Gly

Glu
400
Pro
Val

Met

Ser




(2)

(ii)

(vii)
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INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1404 parh bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: DNA ({(genomova)

PUVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens

(viii) POZICE V GENOMU:

(ix)

(ix)

(x1)

ATG
Met

GTC
val

CccT
Pro

AGC
Ser

. CTG
Leu
]

AAT

Asn

AAC
Asn

Lys

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT
Gly
S0

GAG
Glu

ccc
Pro

CTC
Leu

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: téZky retézec gama 4 s
mutacl P a E

ZNAKY :
(A) JMENO/OzZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1...1404
ZNAKY :
(A) JMENO/OZNACENI: hotovy peptid
(B) POZICE: 1...1404
POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1

CAC CTG TGG TTC TTC CTC CTC CTG GTG GCA GCC CCC AGA
His Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg
5 10 15

TCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG
Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
20 28 30

GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC AGT GTC TCT GGT GGC TCC
Glu Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Gly Ser
35 40 45

GAC TAT TAT TGG TTC TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG
Asp Tyr Tyr Trp Phe Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Lys
: S5 . 60

TGG ATC GGC TAC ATC TAT GGC AGT GGT GGG GGC ACC AAT
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asn
70 75 '

TCC CTC AAC AAT CGA GTC TCC ATT TCA ATA GAC ACG TCC
Ser Leu Asn Asn Arg Val Ser Ile Ser Ile Asp Thr Ser
85 g0 95

TTC TCC CTG AAA CTG AGG TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG
Phe Ser Leu Lys Leu Arg Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr
100 108 ' 110

1:

TGG
Trp

AAG
Lys

ATC
Ile

GGA
Gly

TAC
Tyr
80

AAG
Lys

GCC
Ala

48

g6

144

192

240

288

336




GTC
val

TAC
Tyr

GGG
Gly
145

AGC
Ser

GTG
val

TTC
Phe

GTG
val

GTA
val
225

AAA
Lys

GGA
Gly

ATC
Ile

GAA
Glu

CAT
His
305

CGT
Arg

TAT
Tyr

TGG
130
cca

Pro

ACA
Thr

ACG
Thr

CcCcG
Pro

ACC
Thr
210

GAT
Asp

-

TAT

CCA
Pro

TCC
Ser

GAC
Asp
290

AAT

Asn

GTG
Val

TAC
Tyr
115

GGC
Gly

TCC
Ser

GCC
Ala

GTG
val

GCT
Ala
195

GTG
val

CAC
His

TCA
Ser

CGG
Arg
275

(ofelo]
Pro

GCC
Ala

GTC
val

TGT
cys

CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

TCG
Ser
180

GTC
val

ccc
Pro

AAG
Lys

cccC
Pro

GTC
val
260

ACC
Thr

GAG
Glu

AAG
Lys

AGC
Ser

GCG
Ala

GGA
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu

165

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser

cccC
Pro

CCA
Pro
245

TTC
Phe

CCT
Pro

GTC
val

ACA
Thr

GTC
val
325

AGT
Ser

GTC
vVal

cCccC
Pro
150

GGC
Gly

AAC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

AGC
Ser
230

TGC
Cys

CTG
Leu

GAG
Glu

CAG
Gln

AAG
Lys
310

CTC
Leu

AAT
Asn

CTG
Leu
135

CTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser

AGC
Ser
215

AAC
Asn

cca
Pro

TTC
Phe

GTC
val

TTC
Phe
295

CCG

Pro

ACC
Thr

100

ATA
Ile
120

GTC
val

GCG
Ala

CTG
Leu

GGC
Gly

TCA
Ser
200

TTG
Leu

ACC
Thr

CCA
Pro

CcccC
Pro

ACG
Thr
280

AAC

Asn

CGG
Arg

GTC
val

TTG
Leu

ACC
Thr

ccc
Pro

GTC
val

GCC
Ala
185

GGA
Gly

GGC
Gly

AAG
Lvs

TGC
Ccys

CCA

Pro

263
TGC
Cys

TGG
Trp

GAG
Glu

CTG
Leu

Lys

GTC
val

TGC
Cys

AAG
Lys

170

CTG
Leu

CTC
Leu

ACG
Thr

GTG
Val

CCA
Pro
250

A2
Lys

GTG
val

TAC
TYT

GAG
Glu

CAC
His
330

TAT
Tyr

TCC
Ser

TCC
Ser
153

Asp

ACC
Thr

TAC
TyT

AAG
Lys

GAC
AsD
235
GCA
Ala

ccc

GTG
val

GTG
val

CAG
Gln
315

CAG
Gln

CTT
Leu

TCA
Ser
140

AGG
Arg

TAC
TYyr

AGC
Ser

TCC
Ser

ACC
Thr
220

AAG
Lys

CcCT
Pro

AAG
Lys

-

GTG
vVal

GAT
Asp

300
TTC
Phe

GAC
Asp

CAC
His
125

GCT
Ala

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

CcTC
Leu
205

TAC
TYyT

AGA

Arg

GAG
Glu

GAC
Asp

-

GAC
Asp
285

GGC
Gly

AAC
Asn

TGG
Trp

TGG TTA

Trp

Leu

AGC ACC
Ser Thr

ACC TCC
Thr Ser

CCC GAA
Pro Glu

GTG
val
1380

AGC
Ser

ACC
Thr

GTT
vVal

TTC
Phe

ACT
Thr
270

GTG
val

GTG
val

AGC
Ser

CTG
Leu

173

CAC
His

AGC
Ser

TGC
Cys

GAG
Glu

GAG
Glu
253

CTC
Leu

AGC
Ser

GAG
Glu

ACG
Thr

AAC
Asn
335

TTA 384
Leu

AAG 432
Lys

GAG 480
Glu

160

CCG 528
Pro

ACC 876
Thr
GTG 624
val

AAC 672
Asn

TCC 720
Ser

240

GGG 768
Gly

ATG 81s
Met

CAG 864
Gln

GTG 912
vVal

TAC 960
Tyr

320

-GGC 1008
Gly




AAG
Lys

GAG
Glu

TAC

CTG
Leu

385

TGG
Trp

GTG
Val

GAC
Asp

CAT
His

CTG
Leu
465

ACC

GAG
Glu

AAA
Lys

TAC
TYyr

ACC
Thr

355

ACC
Thr
370

Thr

GAG
Glu

CTG
Leu

AAG
Lys

GAG
Glu
4S50

GGT
Gly

CTG
Leu

TGC
cys

AG
Se

0

H

GAC
Asp

AGC
Ser
435

GCT
Ala

AxA
Lys

AAG
Lys
340

ATC
Ile

CCC
Pro

CTG
Leu

AAT
Asn

TCC
Ser
420

AGG
Arg

CTG
Leu

TGA

TGC
Cys

TCC
Ser

cca
Pro

GTC
val

GGG
Gly
405

GAC
Asp

TGG
Trp
CAC
His

AAG
Lys

GTC
val

AAA
Lys

GCC
Ala

TCC
Ser

CAG
Gln
375

AAA GGC
Lys Gly

390
CAG
Gln

CCG
Pro

GGC
Gly

‘TCC
Ser

CAG
Gln

GAG
Glu

AAC
Asn

CAC
His
455

101

TCC
Ser

Lys
360

GAG
Glu

TTC
Phe

GAG
Glu

TTC
Phe

GGG
Gly
440

TAC
TYyT

AAC
Asn
345

GGG
Gly

GAG
Glu

TAC
TYyT

AAC
Asn

TTC
Phe
425

AAT

Asn

ACA
Thr

AAA GGC
Lys Gly

CAG ccce
Gln Pro

ATG ACC
Met Thr

CCC AGC
Pro Ser
395
AAC TAC
Asn Tyr
410
CTC TAC
Leu Tyr

GTC TTC
Val Phe

CAG AAG
Gln Lys

CTC
Leu

CGA
Arg

AAG
Lys
380
GAC
Asop

BAG
Lys

AGC
Ser

TCA
Ser

AGC
Ser
46Q

cca
Pro

GAG
Glu
363

AAC
Asn

ATC
Ile

ACC
Thr

AGG
Arg

TGC
Cys
445

CTC
Leu

TCC
Ser
350

CccA
Pro

CAG
Gln

GCC
Ala

ACG
Thr

CTA
Leu
430

TCC
Ser

TCC
Ser

TCC
Ser

CAG
Gln

GTC
val

GTG
val

CCT
Pro
413

ACC
Thr

GTG
val

CTG
Leu

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 12:

(1)

(11)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 468 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(D) TOPOLOGIE: lineéarni

TYP MOLEKULY: protein

ATC
Ile

GTG
Val

AGC
Ser

GAG

Glu
400
ccc

Pro

GTG
val

ATG
Met

TCT
Ser

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344 -

1392

1404




(x1)

Met

val

Pro

Ser

Leu
63
Asn

Asn

Val

Tyr
Gly
145
Ser
val
Phe
vVal
val
225
Lys

Gly

Ile

102

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfsSLEM 12:

Lys
Leu
Ser
Gly

50
Glu
Pro

Leu

Tyr

Trp
130
Pro
Thr
Thr
Pro
Thr

210

Asp

Pro

Ser

His
Ser

Glu
35

Phe

Tyr
115

Gly
Ser
Ala
val
Ala
195
Val
His
Gly

Ser

Arg
275

Leu

Gln
20

Thr

Tyr

Ile
Leau
Ser
100
cys
Gln
val
Ala
Ser
180
val
Pro
Lys
Pro
Val

260

Thr

Trp
5
val
Leu
Tyr
Gly
Asn
85
Leu
Ala
Gly
Phe
Leu
165
Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
245

Phe

Pro

Phe Phe Leu Leu Leu

Gln

Ser

Tyr
70
Asn

Lys

Ser

vVal
Pro
150
Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
230
Cys

Leu

Glu

Leu

Leu

Arg
Leu

Asn

Leu
135
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
215
Asn
Pro

Phe

Val

Gln
Thr

40
Trp

Tyr

val

Ile
120

Val
Ala
Leu
Gly
Ser
200

Leu

Thr

Pro

Thr
280

Glu

25

Cys
Ile
Gly
Ser
Ser
10s
Leu
Thr
Pro
val
Ala
185
Gly
Gly
Lys
Cys
Pro

265

Cys

10

Ser
Ser
Arg
Ser
Ile

S0

val

Lys

val
Cys
Lys
170
Leu

Leu

Thr

Pro
250

Lys

Val

Val

Gly

val

Gln

Gly

75

Ser

Thr

Tyr

Ser
Ser
153
Asp

Thr

Tyr

Pro

Val

Ala

Pro

Ser

Ser

60

Gly

Ile

Ala

Leu

Ser
140
Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr

220

Lys

Lys

vVal

Ala

Gly

Ala

His
125

Ala

Gly

Leu

208

Arg

Glu

Asp
285

Pro
Leu

30
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
110

Trop

Ser
Thr
Pro
val
190
Ser
Thr

vVal

Phe

‘Thr

270

val

Arg

15

val

Ser

Lys

Asn

Ser

Thr

Leau

Thr
Ser
Glu
178

His

Ser

Leu

Ser

Trp

Lys

Ile

Tyr
80
Lys

Ala

Leu

Lys

Glu-

160

Pro

Thr

Val

Asn
Ser
240
Gly

Met

Gln




Glu

His

305

Lys

Glu

Iy

Leu
385
Trp

Val

His

Leu
465

(2)

(ii)

(iv)

AsSp
290

Asn

val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

.Glu

Leu
Lys
Glu

450

Gly

(1)

Pro

Ala

Val

TyTr

Thr

355

Leu

Ser
435

Ala

Lys

Glu
Lys
Ser
Lys
340
Ile
Pro

Leu

Asn

Ser
420

Arg

Leu

val
Thr
val
325
Cys
Ser

Pro

val

Gly

405

Gln
Lys
310
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Phe
295
Pro
Thr
val
Ala
Gln

375

Gly

103

Asn

Arg

val

Lys
360
Glu

Phe

Glu

Phe

Gly
440

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

TYT

Asn

Phe

425

Asn

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 pard bazi

(B)
(C)
(D)

TYP:
TYP VLAKNA:
TOPOLOGIE:

lineé&rni

OPACNA ORIENTACE: ne

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

Tyr
Glu

is
330

Lys

Pro

Asn
410

Leu

val

Gln

nukleova kyselina
jednoduché

val
Gln
315
Gln
Gly
Pro

Thr

Ser
395

TYyr

Phe

Lys

Asp
300
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
380

AsSp

Lys

Ser

Ser

Ser
460

Gly
Asn
Trp
Pro
Glu
365
Asn

Ile

Thr

Arg

Cys
445

Leu

val

Ser

Leu

Ser

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
430

Ser

Ser

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

Glu

Thr

Asn.

335

Ser

Gln

val

val

Leu

val
Tyr
320
Gly
Ile
val
Ser
Glu
400
Pro
val

Met

Ser
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(vii) PUOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH1

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 13:

ACTAAGTCGA CATGGACTGG ACCTGG 26

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 14:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: cClovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH2

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

ACTAAGTCGA CATGGACATA CTTTGTTCCA C 31

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 29 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice




105

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH3

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 15:

ACTAAGTCGA CATGGAGTTT GGGCTGAGC 29

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 par® bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(i1) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: wvedouci sekvence VH4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 16-

ACTAAGTCGA CATGAAACAC CTGTGGTTCT T 31

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 part bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineédrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHS5
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(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GISLEM 17-:

ACTAAGTCGA CATGGGGTCA ACCGCCATCC T 31

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIfSLEM 18:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: wvedouci sekvence VH6

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIfSLEM 18:

ACTAAGTCGA CATGTCTGTC TCCTTCCTCA T 31

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 19:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 péart bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(11) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHL s
mistem MlulI

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM CfsSLEM 19:

GGCAGCAGCY ACGCGTGCCC ACTCCGAGGT 30
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 20:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lové&k nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH? s
mistem MIlul

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 20-:

GACCGTCCCG ACGCGTGTYT TGTCCCAGGT 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 21-:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A} DELKA: 27 part bazi
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNE ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH3 s
mistem Mlul

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 21:

GCTATTTTCACGCGTGTCCA GTGTGAG 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 22-:
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(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 par bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNE ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VH4 s
mistem MluT

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 22

GCGGCTCCCA CGCGTGTCCT GTCCCAG 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 23
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D)} TOPOLOGIE: lirearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: vedouci sekvence VHS s
mistem MluT

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 23:

GGCTGTTCTC ACGCGTGTCT GTGCCGAGGT 30
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 24:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 part bazi




(11)

(1v)

108

(B) TYP: nukleova& kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linedrni
TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) POVODNT ZDROJ:

(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH1, 3a, 5 primer s mistem

XholI
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 24
CAGGTGCAGC TGCTCGAGTC TGGC 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfsLEM 25:-

(11)

(iv)

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANISMUS: Clové&k nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(x1)

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH2 primer s mistem Xhol

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM CISLEM 25:

CAGGTCAACT TACTCGAGTC TGG 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 26:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 partd bazi
B) TYP: nukleovad kyselina
) TYP VLAKNA: jednoduché

(
(C
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni
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(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNEI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH3b primer s mistem XholI

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 26:

GAGGTGCAGC TGCTCGAGTC TGG 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfsSLEM 27:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (gencmova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH4 primer s mistem Xhol

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GISLEM 27:

CAGGTGCAGC TGCTCGAGTC GGG 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIfSLEM 28:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice
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{(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: VH6 primer s mistem Xhol

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 28-:

CAGGTACAGC TGCTCGAGTC AGG 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGCNIM GfsSLeEM 29:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 par bazi
(B) TYP: ngkleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: IgGl-4 primer s mistem Nhel

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:

GGCGGATGCG CTAGCTGAGG AGACGG 26

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 30:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 38 parfl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fet&zec
kappa s mistem BglII
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 30:

ATCACAGATC TCTCACCATG GTGTTGCAGA CCCAGGTC 38

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM SISLEM 31
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 part bazi
(B) TYP: ngkleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovéa)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fet&zec
kappa s mistem BglII
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 31:

ATCACAGATC TCTCACCATG GRGWCCCCWG CKCAGCT 37

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACSNIM CfsSLEM 32:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 41 parf bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) POVODNE ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: ¢lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Feté&zec
kappa s mistem BglII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIfSLEM 32:

ATCACAGATC TCTCACCATG GACATGAGGG TCCCCGCTCA G 41
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 33:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 41 paru bazi
(B) TYP: ngkleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky tetézec
kappa s mistem BglII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 33:

ATCACAGATC TCTCACCATG GACACVAGGG CCCCCACTCA G 41

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 34:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 parfl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: cClovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Feté&zec
lambda s mistem BglII
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM CfSLEM 34:

ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGGCTC TGCTGCTCC 39




114

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM ¢fSLEM 35:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 parl bazi
(B) TYP: ngkleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D} TOPCLOGIE: linearni
{(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) PUVODNI ZDROUJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fet&zec
lambda s mistem BglII
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM SfSLEM 35:

ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGGCTC CACTACTTC 39

(2) INFORMACE PRQO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vii) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fetézec
lambda s mistem BglII
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

ATCACAGATC TCTCACCATG ACCTGCTCCC CTCTCCTCC 39
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 37:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(ii)
(iv)

{vii)

(A) DELKA: 39 part bazi

(B) TYP: nukleovi kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
OPACNA ORIENTACE: ne

PUOVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(x1)

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky fetdzec
lambda s mistem BglII

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 37-:

ATCACAGATC TCTCACCATG GCCTGGACTC CTCTCTTTC 39

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 38:

(

(ii)
(iv)

(vii)

i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 38 par® bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: DNA {genomova)
OPACNA ORIENTACE: ne

pPOVODNE ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:

(x1)

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fetdzec
lambda s mistem BglII

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM CISLEM 38:

ATCACAGATC TCTCACCATG ACTTGGACCC CACTCCTC 38
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39-:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 parld bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(vii) PUVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: c&lovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fet&zec

kappa s misty KpnI a BsiWl
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39-:

CCGTTTGATT TCCAGCTTGG TACCTCCACC GAACGT 36

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM SfSLEM 40:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fetdzec
kappa s misty Kpnl a BsiWl
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:

TGCAGCATCC GTACGTTTGA TTTCCAGCTT 30
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 41:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(vii) PUVODNE ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lové&k nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fetdzec
lambda s misty HindIII a KpnI
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM GfSLEM 471 :

ACCTAGGACG GTAAGCTTGG TACCTCCGCC 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 42-:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 36 parl bazi
) TYP: nukleovd kyselina
) TYP VLAKNA: jednoduché
) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(vii) POVODNT ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Clovék nebo opice

(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fetdzec
lambda s mistem KpnI
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACGNIM CISLEM 42-:

ACCTAGGACG GTCASSTTGG TACCTCCGCC GAACAC 36
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 43:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 parQ bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(vii) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: &lovék nebo opice

{(viii) POZICE V GENOMU: :

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: primer pro lehky Fet&zec
lambda s mistem AvrII

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 43:

CTTGGGCTGA CCTAGGACGG TCAGCCG 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CTSLEM 44:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 pard bazi

) TYP: nukleovd kyselina

) TYP VLAKNA: jednoduché

)

(B
(C
{ TOPOLOGIE: lineédrni

D
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VHL
té&Zkého retélzce
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfsSLEM 44-:

CCATGGACTG GACCTGG 17

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 45:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
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(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH?2
tézkého Fetdzce
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 45:

ATGGACATAC TTTGTTCCAC 20

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 46:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH3
téZkého retézce
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 46:

CCATGGAGTT TGGGCTGAGC 20

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 47:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D} TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomovd)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(viii) POZICE V GENOMU:
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(A) CHROMOZOM/SEGMENT: wvariabilni oblast VH4
té&Zkého Fetézce

) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 47:

ATGAAACACC TGTGGTTCIT 20

(2)

(11

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 48:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parf bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&drni

) TYP MOLEKULY: DNA (genomovéa)

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(viii) POZICE V GENOMU:

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VHS
téZkého Tretdzce

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 48-:

ATGGGGTCAA CCGCCATCCT 20

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 49:

(i1)

(iv)

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 par bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

TYP MOLEKULY: DNA (genomova)

OPACNA ORIENTACE: ne

(viii) POZICE V GENOMU:

(x1)

(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast VH6
téZkého retézce

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 49:

ATGTCTGTCT CCTTCCTCAT 20
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 50:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 16 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomcva)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) PQCZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast t&%kého
fetézce IgM

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 50:

TTGGGGCGGA TGCACT 16

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 51

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast t&Zkého
fetézce IgGl-4
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 51:

GATGGGCCCT TGGTGGA 17

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 52:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 parQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
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(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: variabilni oblast lehkého
retézce kappa

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 52-

GATGACCCAG TCTCCAKCCT C 21

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 53:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 part bazi
B) TYP: nukleovad kyselina

(B)
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
{viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: wvariabilni oblast lehkého
feté&zce lambda

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 53

CTCAYTYRCT GCMCAGGGTC C 21

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 54:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast lehkého
Yetézce kappa
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKAGNIM CGISLEM 54-:

AAGACAGATG GTGCAGCCA 19
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 55:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parf bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: konstantni oblast lehkého
Fetézce lambda

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 55:

GGAACAGAGT GACCGAGGGG 20

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 56-:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 para bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: PCR primer pro lidskou
konstantni oblast gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 56:

GGGGGGATCC TCATTTACCC AGAGACAGGG 30

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 57:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
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(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: PCR primer pro lidskou
konstantni oblast gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 57:

GGGGGCTAGC ACCAAGGGCC CATCCGTCTT C 31

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNTM CGfSLEM 58:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 96 part bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: mutageneze PCR lidské
gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 58:

CCGGGAGATC ATGAGAGTGT CCTTGGGTTT TGGGGGGAAC AGGAAGACTG 50
ATGGTCCCCC CTCGAACTCA GGTGCTGGGC ATGGTGGGCA TGGGGG 96

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 59:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(1i) TYP MOLEKULY: DNA (genomova)
(viii) POZICE V GENOMU:
(A) CHROMOZOM/SEGMENT: mutageneze PCR lidské
gama 4

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGfSLEM 59:

TCCTCAGCTA GCACCAAGGG GCCATCC 217




?\l' 35’6 -Q4

ee 9000 e L X ]
L4 L]

125
PATENTOVE NAROKY

1. Chimérickd protilédtka specifickd k lidskému CD4, ktera
podstatné postrada deple¢ni aktivitu pro T bufiky, a kterd
obsahuje sekvence variabilnich oblasti t&Zkého a lehkého
feté&zce monoklondlni protildtky opice Starého sv&ta tvorené
proti lidskému CD4, a 1lidské sekvence konstantnich domén

téZkého a lehkého retézce.

2. Chimérickd protilatka podle néroku 1, kde sekvence
konstantni domény lidského tézkého fetézce Jjsou vybrany =z
(1) nemodifikovanych konstantnich domén lidského izotypu
gama 4, (2) konstantnich domén izotypu gama 4, které byly
modifikovany mutagenezou tak, aby se snizZila vazba
komplementu, vazba receptoru Fcyl a/nebo se zvy3ila
stabilita, a (3) konstantnich domén izotypu gama 4
mutovanych v pozici 236 substituci kyseliny glutamové

leucinem a/nebo v pozici 229 substituci prolinu serinem.

3. Chimérickd protilatka podle néaroku 1, kde sekvence
vazajilci antigen variabilniho téZkého a lehkého fetézce jsou

vyloZeny na obrazcich 1 a 2.

4. Chiméricka& protilatka podle naroku 1, kterd =zahrnuje
jednu nebo vice z nésledujicich vlastnosti: (i) postrada
nebo vykazuje sniZenou vazebnou aktivitu receptoru Fc
vzhledem k chimérickym protilatkam v1, (i1) projevuje
sniZenou nebo chybéjici schopnost fixace komplementu, a

(iii) projevuje pozmé€nény farmakokineticky profil.

-
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5. Chimérickd protildtka podle naroku 1, ktera pozménuje
nebo requluje imunitni funkce majici vztah k CD4 v&etnd

navozeni anergie a apoptdzy T bunék.

6. Chimérickd protildtka anti-CD4, kterd je vybrana ze
skupiny sestdvajici z CE9y4, CE9y4AK, CEOY4E a CE9Y4PE.

7. Rekombinantni DNA, kterd kéduje chimérickou protilatku

podle naroku 1.

8. Rekombinantni DNA, kterd kdéduje chimérickou protildtku

podle ndroku 2.

9. Rekombinantni DNA, kterd kdéduje chimérickou protilatku

podle naroku 3.

10. Rekombinantni DNA, kterda kdéduje chimérickou protilétku

podle naroku 4.

11. Rekombinantni DNA, kterda kéduje a =zajistuje expresi

chimérické protildtky podle né&roku 6.

12. Zplsob produkce chimérické protilatky specifické k CD4
vyznadcuijici s e t im, Ze obsahuje expresi
rekombinantni DNA podle naroku 7 v rekombinantni hostitelské

burice.

13. Zplsob produkce chimérické protilatky specifické k CD4
vyznadcujilci s e t 1im, Zze oObsahuje expresi
rekombinantni DNA podle ndroku 8 v rekombinantni hostitelské

bunice.
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14. Zphsob produkce chimérické protildtky specifické k CD4
vyznadcuijici s e t im Ze obsahuje expresi
rekombinantni DNA podle nédroku 9 v rekombinantni hostitelské

burnice.

15. Zplsob produkce chimérické protilatky specifické k CD4
vyznacuijici S e t im, Ze obsahuje expresi
rekombinantni DNA podle naroku 10 v rekombinantni

hostitelské burlce.

16. Zplsob produkce chimérické protilatky specifické k CD4
vyznadcuijici S e t im Ze obsahuje expresi
rekombinantni DNA podle naroku 11 v rekombinantni

hostitelské burice.

17. Zplsob 1lécCeni nebo prevence stavu majiciho vztah k CD4
vyznacuijici s e t im, Ze obsahuje podavani
terapeuticky nebo profylakticky G¢inného mnoZstvi chimérické

protilatky podle naroku 1.

18. Zplsob lécCeni nebo prevence stavu majiciho vztah k CD4
vyznacuijici s e t im Ze obsahuje podavani
terapeuticky nebo profylakticky G&¢inného mnoZstvi chimérické

protilatky podle ndroku 2.

19. Zplsob 1léceni nebo prevence stavu majiciho wvztah k CD4
vyznacuijici s e t im, Ze obsahuje podavani
terapeuticky nebo profylakticky Gc¢inného mnoZstvi chimérické

protilatky podle naroku 3.

20. Zplsob 1léceni nebo prevence stavu majiciho wvztah k CD4

vyznadcuijici s e t im, Ze obsahuje podavani
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terapeuticky nebo profylakticky Gd¢inného mnoZstvi chimérické

protilatky podle naroku 4.

21. Zplsob léceni nebo prevence stavu majiciho vztah k CD4
vyznadcuijici s e t 1im, Ze obsahuje podavani
terapeuticky nebo profylakticky G&inného mnoZstvi chimérické

protilatky podle narcku 6.

22. Zpusob podle naroku 16 vyznadcuijici s e

t 1 m, Ze stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

23. Zpuasob podle nadroku 17 vyznadcuijici s e

t 1 m, Ze stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

24. Zpusob podle naroku 18 vyznadcuijici s e

t i m, Ze stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

25. Zpusob podle ndroku 19 vyznadcuijici S e

t 1 m, Ze stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

26. Zpisob podle ndroku 20 vyznadcuijilcli s e

t i m, Ze stav majici vztah k CD4 je autoimunitni porucha.

27. Zpusob podle nédroku 21 vyznadcuijicli s e

t i m, Ze autcimunitni porucha Jje revmatoidni artritida,
zdnétlivad stfevnl nemoc, psoridza, diabetes mellitus z&visly
na inzulinu, systémovy lupus erytematosus, cirhdéza a

sclerosis nmultiplex.

28. Zptisob podle narocku 22 vyznadcuijici s e
t i m, Ze autoimunitni porucha Jje revmatoidni artritida,

zanétliva strevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly
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na inzulinu, systémovy lupus erytematosus, cirhbéza a

sclerosis multiplex.

29. Zplsob podle naroku 23 vyznadcduijici s e

t i m Ze autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zanétliva stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly
na inzulinu, systémovy lupus erytematosus, cirhéza a

sclerosis multiplex.

30. Zplsob podle ndroku 24 vy znaduijici s e

t im, Ze autoimunitni porucha Jje revmatoidni artritida,
zanétliva stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly
na inzulinu, systémovy lupus erytematosus, cirhéza a

sclerosis multiplex.

31. Zplsob podle néroku 25 vy znaduijicdi s e

t i m, Ze autoimunitni porucha je revmatoidni artritida,
zané&tliva stfevni nemoc, psoridza, diabetes mellitus zavisly
na inzulinu, systémovy lupus erytematosus, cirhéza a

sclerosis multiplex.

32. Zplsob podle ndroku 17 vyznadcduijilcdi S e
t i m, Ze uvedeny stav Jje porucha Jjiné povahy neZ
autoimunitni, vybrand =ze skupiny sestdvajici =z leukémie,
lymfomu, reakce Stépu proti hostiteli, astmatu,

transplantaéni rejekce a infekce HIV.

33. ZplUsob podle ndroku 18 vyznadcuijici s e
£ 1 m, Ze uvedeny stav je porucha jiné ©povahy neZ
autoimunitni, vybrand =ze skupiny sestavajici =z leukémie,
lymfomu, reakce Steépu proti hostiteli, astmatu,

transplantacni rejekce a infekce HIV.
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34. Zplsob podle nadroku 19 vy znaduijici s e
t i m, Ze uvedeny stav je porucha Jjiné povahy nezZ
autoimunitni, vybrand ze skupiny sestdvajici =z leukémie,
lymfomnmu, reakce Stépu proti hostiteli, astmatu,

transplantadni rejekce a infekce HIV.

35. Zplsob podle ndroku 20 vyznaduijici s e
t i m, Ze uvedeny stav je porucha Jjiné povahy neZ
autoimunitni, wvybrana ze skupiny sestévajici z leukémie,
lymfomnmu, reakce Stépu proti hostiteli, astmatu,

transplantaéni rejekce a infekce HIV.

36. Zpusob podle naroku 21 vy znadcuijici s e
t i m, Ze uvedeny stav Jje porucha jiné povahy neZ
autoimunitni, vybrana =ze skupiny sestavajici =z leukémie,
lymfomu, reakce Stépu proti hostiteli, astmatu,

transplantacéni rejekce a infekce HIV.

37. Zptsob podle naroku 17 vyznadcujilcit s e

t 1 m, Ze uvedeny stav je zprostfedkovan buiikami CD4" nebo se

jich tyka.
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Obr. 1

Sekvence variabilni domény Vy opié&iho Anti-CD4, pofadi
nukleotida od 1 do 420 bp. Translatovany Jje tusek od
methioninu vedouci sekvence ATG (bp 4) po 420 bp. Proteinova
sekvence je éislovana podle kostry protilatky od
aminokyselinového zbytku +1 do posledniho aminokyselinového

zbytku +120 Vj.

M K H L W F F L L L v A A P R
GAC ATG AAA CAC CTG TGG TTC TTC CIC CIC CTIG GIG- GCA GCC CCC AGA

+1 10

\%
TGG GIC TTG TCC CAG GTG CAG CTG CAG GAG GCTG GGC CCA GGA CTIG GTG

20

AAG CCT TCG GAG ACC CTG‘TCC TC ACC TGC AGT GIC TCT G

+]
(2]
Q)
)
H
O
O

30 40

. K
ATC AGC GGT GAC TAT TAT TGG TTC TGG ATC CGC CAG TCC CCA GGG AAG
GGA CTG GAG TGG ATC GQC TAC ATC TAT GGC AGT GGT GGG GGC ACC aAaT

TAC AAT CCC TCC CTC AAC AAT CGA GTC TCC ATT TCA ATA GAC ACG TCC

80 S0
AAG AAC CTC TTC TCC CTG ARA CTG AGG TCT GIG ACC GCC GCG GAC ACG
100
Y L H W L
GCC GTC TAT TAC TGT GCG AGT AART ATA TTG 232 TAT CTT CAC TGG TT2
110 120

TTA TAC TGG GGC CAG CGGA GTC CTG GZCT ACC GTC TCC
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Obr. 2

Sekvence ' variabilni domény Viampaa opiéiho Anti-CD44, po¥adi
nukleotidd od 1 do 387 bp. Translatovany je usek od
methioninu vedouci sekvence ATG (bp 4) po 387 bp. Proteinova
sekvence je ¢islovana podle kostry protilatky od
aminokyselinového zbytku +1 do posledniho aminokyselinového
zbytku +109 Viambda -

-~

M A wW A L L L L G L L A EBE F T
ACC ATG GCC TGG GCT CTG CTG CTC CTC GGC CTC CTT GCT CAC TTT ACA

: +1 10
D S A A S Y E L S Q P R S v S v
GAC TCT GCG GCC TCC TAT GAG TTG AGT CAG CCT CGC TCA GIG TCC GTG

20

£ .
TCC CCA GGA CAG ACG GCC GGG TTC ACC TGT GGG GGA GAC AAC GTT GGa

30 40
R K S v - Q W p4 Q Q X P P Q 2a )3
AGG AAA AGT GTA CAG TGG TAC CAG CAG AAG CCA CCG CAG GCC CCT GTG

'L v I Y A D S E
CTG GTC ATC TAT GCT GAC AGC GAA CGG CCC TCA GGG ATC CCT GCG CGA

70
- F S G S N S G N T A T L T I. S G
TTC TCT GGC TCC AAC. TCA GGG AAC ACC GCC ACC CTG ACC ATC AGC GGG

80 80
V- E A G D E A D p4 b4 c Q v W D S
GTC GAG GCC GGG GAT GAG GCT GAC TAT TAC TGT CAG GTG TGG GAC AGT

100

oy
[}
fa}
fa}
&
e
=
"
<
E

- T A D H W \
ACT GCT GAT CAT TGG GTC TTC GGC GGA GGG ACC CGG CTG ACC GTC CTa

109

GGT
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Obr. 3

PV TRGC QX

Proteinova sekvence lehkého fetézce anti-cdd L.

Délka retézce anti-cd4 L: 702 bp,
translace od:1 do:700 (cely tsek),
pouZity geneticky kéd: univerzalni

Met Ala Trp

ATG

GCC

GG
9

Ser Tyr Glu Leu Ser

TCC TAT GAG
66

Cys Gly Gly
TGT GGG GGA
128

Pro Val Leu
CCT GIG CIG
192

Ser Asn Ser
TCC AAC TCA
255

Tyr Tyr Cys
TAT TAC TGT
318

Thr Val
ACC GIC

Leu
CTA
381

Leu Gln
CIT CAA

Ala
GCC
444

Val Ala
GIG GCC

Txp
TGG
507

Gln Ser Asn
AAC

570

Ser
AGC
633

R
By

Thr Glu Cys

G

GAC

val

Gly
G"ﬁ

Gly

Asn

Lys
AAG

Asn
AXC

Ty
TAC

Ser
TCA

AGT

Asn
AAC

Ile

ATC

Asn

val

Gln

Lys

Ala

Lys

Sexr
AGC

TGA

Ala Leu Leu
GCT CIG CIG
18

Gln Pro Arg
CAG CCT CGC
75

Val Gly Arg
GIT GGA AGG
138

Tyr Ala Asp
TAT GCT GAC
201

Thr Ala
ACC GCC
264

Th=
ACC

Trp Ser
GG

327

ASDp
GAC

Pro
ccc
390

Ala
GCT

Lys
AAG

Ala
Gee
453

Thr Leu
ACA CIG

Ser Ser

AGC

Asp
GAT
516

Ala
GCC

Tyr Ala
TAC GCG
579

Cys Gln val
TGC

642

CAG GTC.

Leu
CIC

Ser
TCA
84

Lys
A”A
147

Ser

AGC
210

Leu

273

Thr
ACT
336

Ala
GoC
399

Val
462

Pro
cce
525

Ser
AGC
588

Thr
ACG
651

Leu
CIcC

Val

Ser
AGT

Glu
GaA

Ala
GCT

Pro
ccc

Cys

val

Ser

His
CAT

vypis sekvence od:1 do:702,

Gly Leu

G
27

Serxr

TCcC

Val
GTa

Ile
ATC

ASp
GAT

Ser
TCG

Leu

Lys
AAG

TAC

'Glu

GaA

CIC

val
GIG
93

Gln
CAG
156

Pro
ccc
219

Ser
AGC
282

His
CAT
345
val
408
Ile
471
Ala
GCG
534
Leu
597
Gly

GGG
660

Leu
CIT

Ser
TCC

b

Thr
ACT

Ser
AGT

Gly
GGA

Ser
AGC

Ser
AGC

Ala

36

Pro
CcCcA

Leu

Thr
ACC

His
CAC

Gly

102

Gln
165
Ile

ATC
228

Glu
GAG
291
Phe

354

Phe

417

Phe

480

Glu

GAG
543
Thr
ACG
606
val

669

Phe

Gln
(ACG

Gln
CAG

Pro
CCT

Ala
GCC

Gly
GGC

Pro
CCG

TAC

Thr
ACC

Pro
CcCT

Glu

Thr
ACA
45

Thx

Lys
AAG

Ala

o~
AS 2

GGG

Gly
Gﬁ\

Pro

cce’

Pro
CCG

Thr
ACC

Glu
GAG

Lys

300

Gly

363

Ser
L

426

Gly
489
Thx
ACA
552
Gln

615

Thr

678

Thr
ACC

Sexr

Ala

‘Gec

Pro
cCc

a4

val

Ala
GCG
54

GCT

Arg
CGG

Glu

val

Ala
GCC

ACC
120

Ala

~
&

183

Gly
GGC
246

308

Leu

372

Glu

435

498

Ser
TCC

Lys

Ala
GCC

Lys
Sel

Sexr"
TCC
624

Pro
CCT
687
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OCbr. 4

Proteinova sekvence té&zkého retdzce anti-cdd G4.

Délka fetézce anti-cdd G4:
do:}404, translace od:1 do:1404 (cely usek) ,
pouzity geneticky kéd: univerzilni

Gln
CaG

Cys

Gly

Ser
TCcC

hé

Ser
AGC

vVal

Ser

val
GTG

Sexr

Lys

Leu

Ser
TcC

Leu

Gly
GGC

Met

Lys

His Leu

ATG AAA CAC CIG

Gln
CAG

66
Val
129
Gly
GEA
192
Asn

255

val

318

Leu

381

val

444

val

507

val

570

val

633

Asn Thr

Leu

Sexr

Leu

Asn
AAT

Thr
ACC

Leu

Phe

Lys

His
CAC

Pro
ccc

Lys

9

Gln Glu
CAG GAG
75

Gly Gly

GGT GGC

138

Glu Trp
GAG TGG

201

Arg Val
cGA GTIC
264

Ala Ala
GCC GCG
327

Tyr Trp
TAC TGG
© 380

Pro Leu
CCC CIG
453

Asp Tyr
GAC TAC
516

Thr Phe
ACC TTC
579

Ser Ser
TCC AGC
642

val Asp

T=p
TGG

G

Ser

-~
o

Ile
ATC

Ser’

TCC

GAC

Gly
GGC

Ala
GCG

Pro
CCG

Ser
AGC

Lys

Phe
bael
18

Gly
GGC

Ile
ATC

Gly
GGC

Ile
ATT

Thr

ACG

Gln

Pro
ccc

Pro
ccc

Ala

Leu

Phy
™C

Pro
CCA
84

Ser
AGC
147

TAC
210

Ser
TCA
273

Ala

336

Gly
GGA
399

Cys
TGC

462

Glu
GAA
5258

Val
GTC
588

Gly
GGC
651

1404 bp,

Leu
cTIC

Gly
GGA

Ile
ATC

Ile

ATA

val

pree

Pro
CCG

Leau

Thr
ACG

Arg Val Glu

Leu
CcIC
27

Leu

Tyr
TAT

Leu

Gln

Lys

Ser

vypis sekvence od:1

Leu Val Ala
CIG GIG GCA

vVal

93

Tyr
TAT

156
Gly
219
Thr

ACG
282

Tyr
TAC
345
val
408
Ser

AGC
471

Thr
ACG
534

Ser

660

Lys

VLY

TAT

Ser
AGT

Sexr
TCC

Cys
GT

Thr
ACC

val
GIG

Ser

36

Pro
ccT

i

Ala
GCC

Ser

102

Phe

165

Gly

GT GGG

Lys
AAG

Ala
GCG

val

Ser
TCC

228

Asn
291
Ser
AGT
354
Ser

417

Glu

480

Trp
543

Leu
606
Cys

TGC
669

Lys Tyr Gly. Pxo

Glu
GAG

Tp

Gly

Gﬁﬂ

Leu

AAT

Ser

Ser
AGC

Pro

gC — 1R

Arg Trp Val Leu

AGA
45

Thr

ACC

Ile
ATC

Thr
ACC

Phe

Ile
ATA

aAla
ACA
Ser
Ser
TCC

Val

Cys

GG

Leu
111
Arg
cGC
174
Asn
237
Ser
TCC
300
Leu

363

Ser
426
Ala
GCC
4898
Gly

552

Leu

615

Asp

678

GTC

Ser
TCC

Gln
CaG

Tyx
Tac

Leu

Lys

Thr
ACC

Ala
GCC

Ala
GCC

Sex

TG
54

Leu
CcIC

Ser
TCC

Asn
AAT

Lys

TAT

Lys

Leu

Leu

Ser

-

£

Lys
AAG

Cys

preled

ACC

Pro
cca
183

Pro
ccc

246

Leu
cIG
30

Leu

372

Gly
435
Gly

GGC
498

ACC
S6l
Val
624
Pro

ccc
687
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Obr. 4 (pokradovani)

Proteinova sekvence té&ského fetézce anti-cdd G4.

AGC AAC ACC
636

Glu
GAG
759

Ala Pro
GCA CCT

Ser
TCC
822

Met Ile
ATG ATC

Val Gln
GIC CaG

Phe
TIC
885

Phe
TTIC
948

Glu Gln
GAG CaG

Asn Gly Lys
AAC GGC AAG
1011

Ile Ser Lys
ATC TCC AAA
1074

Glu Met Thr
GAG ATG ACC
1137

Ala Val Glu
GCC GTIG GAG
1200

Asp Ser Asp
GAC TCC Gac
1263

Gly Asn Val
GGG AAT GIC
1326

Leu Ser Leu
CTC TICC CIG
- 1389

AAG GIG GAC

705

Leu Gly
GGG

768

Pro
CcCT
831

Tyr
TAC

894

Ser Thr
AGC ACG
9§57

Asn
AAC

Glu
GAG

Tvyr Lys
TAC AAG
1020

Ala
GCC

Lys Gly
AAA GGG
1083

Asn .Gln
AAC CAG
1146

Lys

Glu Ser
GAG AGC
1209

Ser Phe
TCC T1IC
1272

Gly
GGC

Phe Ser Cys
TCA TGC

1335

Ser Leu Gly
TCT CIG GGT
1398

GIT
714

AAG AGA

Ser
TCA
777

Pro
cca

Gly
G&GA

Thr
ACG
840

Glu Val

Val Gly
GGC
S03

GAT

val
GTG
966

Axrg
CGT

Tyx
TAC

Lys Val
AAG GTC
1029

Cys
TGS

Gln Pro Arg
CCC CGa

1082

Ser Lau
AGC CTIG
1155

Val

Asn
AAT

Gly Gln
GGG CAG
1218

Phe
TIC

Leu Ty~
CIC TAC
1281

Ser Val Met
TCC GIG ATG
1344

Lys TER
AAA TGA

GAG TCC
723

Val Phe
GIC TIC

Leu
C1G
786

Val
GIG
849

Cys Val
TGC GIG

Val Glu
GTIG GAG

Val
GIG
912

Vval
GIC
975

Val Ser
GTC AGC

Ser Asn Lys
TCC AAC AAA
1038

Glu Pro Gln
GAG CCA CAG
1101

Thr Cys Leu
ACC TGC CIG
1164

Pro Glu Asn
CC GAG AAC
1227

Ser
AGC

Arg Leu
AGG CTA
1290

His
CAT

Glu Ala
GAG GCT
1353

732

Phe Pro
TIC CCC

Pro
cca
795

Val
GIG
858

Ala

e~
-

921

Th~ Val
ACC GTC
984

Gly Leu Pro
GGC CTC CCG
1047

Val
GIG

T™vr Thr
TAC ACC
1110

Val
GTC

Lys Gly
AAA GGC
1173

Asn Tyr Lys
AAC TAC AAG
1236

Thr

r Val Asp
ACC

GIG GAC
12889

Leu His Asn
CIG CAC AAC
1362

AAA TAT GGT CCC CCA TGC

Lys

Ser

Lys
AAG

Leu

Ser

TCC

Leu

Phe

ACC

Lys

His
CAC

741

Pro
cce

Lys
AAG
804

Gln Glu
GAA

867

Thr Lys
ACA AAG
930

His
Cac

Gln
CAG
983

Ser Ile
TCC ATC
1056

Pro Pro
CCC Ccca
1118

Tyr Pro
TAC CCC
1182

Thr Pro

ACG CCT

1245

Ser Arg
AGC AGG
1308

Tyr Thxr

Asp
GAC

Pzo
CCG

Asp
GxC

Glu
GAG

Ser
TCC

Ser

Pro
cce

Gln

TAC ACA CAG

1371

CCA TCA TGC cca

750

Thr Leu
ACT CIC
813

Pro Glu
CCC GaG
876

Arg Glu
CGG GAG
839

Trp Leu
GG CIG
1002

Lys Thr
AAA ACC
1065

Gln Glu
CAG GAG
1128

Asp Ile
GAC ATC
1191

Val Leu
GIG CIG
1254

Gln Glu
CAG GAG
1317

Lys Ser
AAG AGC
1380
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Obr.

5

Proteinova sekvence téZkého Ffetézce anti-cdd4d G4 (E).

Délka fetézce anti-cdd G4 (E): 1404 bp, vypis sekvence od:1
do:1404, translace od:1 do:1404 (cely usek),
pouzity geneticky kéd: univerzalni

Gln

Cys

Gly
feee

Ser
TcC

BE

His

Pro

cca

Cys

Ser

Val

Sexr

Val

Ser

Lys

Leu

Ser

Tp

Ser

TCcC

Leu
CIG

Gly

Asn

Met
ATG

Gln
CaG

Val
GIC
12

Gly
GGA
192

Asn
AAC
255

val

318

Leu

381

val

444

val

507

vVal
GIG
570

val
GTG
633

1

Thx

Lys His Leu Trp Phe
AAA CAC CTIG TGG TIC

Leu

Ser

Leu

Asn
AAT

Thr
ACC

Leu
TTA

Phe

Lys
AAG

His
CAC

Pro
ccc

9

Gln
CaAG

Gly.

Glu
GAG

Axg
cGa

Ala
GCC

Tr=
TAC

Pro
ccc

Thx
ACC

Sex
TCC

Glu
GaG
75

Gly.
GGC
138

201

val’

264

Ala

~
I

327

Trp
TGG

390

Leu
CIG
453

Tyr
TAC

516

Phe
TIC
579

Ser
AGC
642

Ser
TCG

Ser
TCcC

Ile
ATC

Ser
TCC

GaC

Gly

Ala
GCG

Phe

Pro
CCG

Ser

Lys Val Asp Lys

18
Gly

GGC

Ile
ATC

Gly
GGCT

Ile
ATT

ACG

Gln

Pro
ccc

Pro
ccc

Ala

Leu
TIG

Phe
T

Pxo
cca
84

Ser
AGC
147

Tyr

TAC
210

Ser

273

Ala
GCC
336

Gly
GGA
399

Cys
TGC
462

Glu
GaA
525

val
GTIC
588

Gly
GGC
651

Leu
CTC

Gly
GGA

Gly

&

Ile
ATC

Ile
ATA

val
GIC

val

Sex
pralef

Pro
CCG

Leu
CTA

Thr
ACG

Arg Val Glu

Leu
cIC
27

Leu
CcIG

Asp
GAC

Tyz
TAT

Asp
GAC

val

Gln

Lys

Ser

Leu
CIG

Val
GIG
93

Tyr
TAT

156

Gly
GGC
218

Thx
ACG
282

TAC
345

Val
GIC
408

Ser
AGC
471

Thr
ACG
534

Ser

597

ACC
660

Lys

Val

Lys

Ser
AGT

Ser
TCC

Cys

Thx
ACC

Thr
ACC

Val

Ser

Tr=
TAC

Ala
GCA
36

Pro
cCcT

21

Gly

Lys
AAG

Ala
GCG

Val
GIC

Ser
TCC

Ser
TCG

Gly

Thr
ACC

Gly

2la
GCC

Ser
TCG
102

Phe
165
Gly

228

Asn

291

Ser

354

Ser
TCC
417
Glu
480
Tzp

yreel
543

Leu

606

Cys
669

Pro

Pro
ccc

Glu

Gly
GGC

Leu

Asn
AAT

Tyx
TAC

Asn
AAC

Pro

Arg Txp Val

AGA
45

ACC

Tle

ATC

Thxr
ACC

Phe

Ile
ATA

Ala

Ser

Val
GTA

Cys

prC e

Leu
111
Arg

CGC
174

Asn
AAT
237

Sexr

300

Leu
363
Sexr

AGC
426

Ala
GCC
489
Gly

552

Leu

615

Asp
GAT
678

Pro

GIC

Ser

~
>

Gln
CAG

Tyx
TAC

Leu

Lys
ARA

ACC
Ala

GCC

Ala
(e ol

Sex
AGC

His
CAaC

Ser

Leu
p e
5S4

Leu

cc

Ser

~
A

Asn
AAT

Lys

Leu

Leu

Sexr

AGC

Lys
AAG

Cys

Ser
e

acC
120

Pxo
e(e)-
183

Pro
ccc
246
Leu

309

Leu

372

Gly
435

Gly
438
Thr
ACC
561
val
624
Pro

ccc
687

Pro
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Obr. 5 (pokracdovani)

Proteinova sekvence téZkého fetézce anti-cd4 G4 (E).

AGC AAC ACC AaG

Ala
GCA

Met
ATG

val

- Glu

Asn

Ile
ATC

Glu

Ala
GCC

Asp
GAC

Gly
GGG

Leu

Pro
ccT

Ile
ATC

Gln
CAG

Gln
CAG

Gly
GGT

6396

Glu
GAG
759

Ser
TCC
822

Phe
TC
883

Phe
TTC
548

Lys

AAG

1011

Ser
TCC

Lys
AAA

1074

Met

Thr

ATG ACC
1137

Val
GIG,

Glu
GAG

1200

Ser Asp
TCC GAC
1263

Asn Val
AAT GIC
1326

Ser

Leu

+CTC TCC CTG
1388

Asn
AAC

Asn
AAC

Glu
GaAG

Ala
GCC

Lys

\\G

Gly

Phe

Ser

GIG GAC AAG AGA GTT GAG TCC A2A TAT

¢

Glu

Sexr
AGC

Ty=r
TAC

708

714

Gly Gly Pro Ser Val

GGG
768

Pro

GGA CCA

Glu

777

Val Thr

CCT GAG GTC ACG

831

TAC
894

GTG

840

Tyr Val Asp Gly

GAT GGC
903

Thr Tyr Arg Val

ACG
957

Lys
AAG

1020

Lys Gly

AAA

GGG

1083

Asn

Gln

AxC CAG
1146

Glu
GAG

Sexr.

AGC

1209

Ser
Tcce

Phe
TIC

1272

Ser
<

Cys
TGC

1335

TAC

Gln
CAG

val

Asn
AAT

Phe’

Sexr
TCce

Leu Gly Lys

TG

GGT

1398

AZA

CGT GIG
966

Lys Val
AAG GTC
10239

Pro Axg
CCC CGA
1092

Ser Leu
AGC CIG
1155

Gly Gln
GGG CaG
1218

Leu Ty~
CTC TacC

1281

val Met
GTG AIG
1344

TER
TGA

Cys
TGS

Val

val

Ser
TCC

Glu
GAG

Thr
ACC

Pro
cca

Ser
AGC

His
CAT

723

Phe Leu

TCA GIC TTC CIG

786

Val val
GIG GIG
849

Glu val
GaG GIG
912

Ser Val
AGC GTIC
975

Asn Lys
aaC AAA
1038

Pro Gln
CCA CAG
1101

Cys Leu
T CIG
1164

Glu Asn
GAG AaC
1227

Arg Leu
AGG CTA
1280

Glu Ala
GAG GCT
1353

732

Phe Pro Pro
TIC CCC cca
795

Val Asp Vval
GIG GAC GTG
858

His Asn Ala
CAT AAT GCC
921

Leu Thr val
CTC ACC GTIC
984

Gly Leu Pro
GGC CTC CccG
1047

Val Tyr Thr
GTG TAC ACC
1110

Val Lys Gly
GTC AAA GGC
1173

Asn Tyr Lys
AAC TAC 2AG
1236

Thr Val aAsp
ACC GIG GAC
1289

Leu His Asn
CIG CAC AXC
1362

GGT CCC CCA TGC

Lys

Ser

Ly
AMG

Leu

Sexr
TCC

Leu

Phe

acc

Lys
AAG

His
CAC

741

Pro Lys
CCC AAG
804

Gln Glu
867
Thr Lys

ACA AAG
930

His Gln~

CAC CAG
993

Ser Ile
TCC ATC
1056

Pro Pro
CCC cca
1118

Tyvr Pro
TAC CCC
1182

Thr Pro
ACG CCT
1245

Ser Arg
AGT AGG
1308

Tyr Thr
TAC ACA
1371

Asp

Glu
GaG

Sexr
TCC

Ser
AGC

Pro
‘cce

Trp

Gln
CAG

I8c -]y

.o LR

CCA TCA TGC Cca

750

Thr Leu
ACT CIC
813

Pro Glu
CCC GaG
876

Arg Glu
CGG GAG
939

T=p Leu
TGCG CIG
1002

Lys Thr
A3A ACC
1063

Gln Glu
CAG GAG
1128

Asp Ile

GaC ATC
1191

Val Leu
GIG CTIG
1254

Gln Glu

1317

Lys Ser

AAG AGC'

1380
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Proteinova sekvence tézkého retdzce anti-cd4 G4 (PE).

Délka Fetézce anti-cdd G4 (PE) :
do:1404, translace od:1 do:1404

1404 bp, vypis sekvence od:1

(cely usek),

pouZity geneticky kéd: univerzalni

Gln Val
CAG GTG

Cys Ser
TGC AGT

His Trp
CAC TGG

Pro Ser
cca 1ce

Cys Leu
TGC CIG

Ser Gly
AGC GGC

Val 'I‘hr
GIG ACC

Val
GIC
129

Gly
GGA
182

Asn
253

Val
GIG
318

Leu
TTA
381
Val

GIC
44

Val
GIC
507

val

Lys

His

AAA CAC

Leu

Ser

Leu
cIG

Asn
AAT

Leu
TTA

Phe
TIC

Lys

His

Pro
ccc

Lys

g

Leu Trp Phe Phe
CIG TGG TIC

Glu

75

Gly Gly

Glu

Ser
TCC

val

GGC
138

TGG
201

Val
264

Ala

GCG

327

390

Leu

453

TAC
516

Phe
579

Ser

642

Ser
TCG

Sexr

~
e

Ile
ATC

Ser
yree]

GAC

Gly

Ala
GCG

Phe

Pro
o(ale}

ﬁm
1]
1 H

Lys

13
Gly

GGC

Ile

-
o

Gly
GGC

Ile
ATT

Thr
ACG

Gln

Pxo
ccc

Pro
cce

Ala

Leu

Arg

TIC

Pro
cCA
84

Ser
AGC
147

Tyx
TAC
210

Ser

a2
X9

273

Ala
GCC
336
Gly
399

Cys
462
Glu
GAA
5258
Val
588
Gly

GGC
651

Val

Leu
CcIC

Gly
Go'l‘l

Glv
GGT

Ile
ATC

Ile
ATA

val
GIC

val
GTC

Ser
TCC

Pro
CCG

Leu
CTAa

Thr
ACG

Glu

Leu
CcTC
27

Leu

Tyx
TAT

Leu

Gln

Lys

Ser

Leu Val Ala Ala Pro
CIG GIG GCA GCC cce

Val Lys

36

Pro

Ser Glu

GIG AAG CCT TCG GAG

93

Tyxr Tyr
TAT TAT
156

Gly Ser
GGC AGT
218

Thr Ser
ACG TCC
282

Tyr Cys
TAC TGT
345

Val Thr
408
Ser Thr

AGC ACT
471

Thr val
ACG GIG
534

Ser Ser Gly
TCC TCA GEA

587

Thr Tyx
ACC TAC
660

Txp
TGG

Gly
GGT

Lys

Ala
GCG

Val

Ser
TCC

Ser
TCG

Thr
ACC

102

Phe Trp
TIC TGG
165

Gly Gly
GGG GGC
228

Asn Leu
AAC CIC
291

Ser Asn
AGT AAT
354

Ser Ser
TCC TCA
417

Glu Ser
GAG AGC
480

Trp Asn
TGG AAC
543

Leu Tyr
CTC TAC
606

Cys Asn
TGC
669

Lys Tyr Gly Pro Pro

Arg
AGA
45

Thr
ACC

Thx
ACC

Phe

Ile
ATA

Ala

Ser

Ser
TCC

val
GTA

-

Asn
AAT
237

Ser
TCC
300

Leu
TG
363
Ser

AGC
426

Ala
GCC
489
Gly

552

Leu
615
Asp

GAT
678

Val

Ser
pres

Gln

Lys
AAA

Thr
ACC

Ala
GCC

Ala
GCC

Ser’

His
cac

Pro

Leu
hyre]

Leu

Ser
TCcC

Thr

CTIC ACC

Ser

Asn
AAT

Lys

Tyr
TAT

Lys

Leu
CIG

Leu

Ser
AGC

Lys
ARG

120

Pro
CCA
183

Pro
cce
246

Leu

309

Leu
372
Gly
GGG
435
Gly
498
Thr
ACC
561
val
624
Pro

ccc
687
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Obr. 6 (pokradovani)

Proteinova sekvence té&Zkého Fetézce anti-cd4 G4 (PE) .

AGC AAC ACC AAG GTG GAC AAG AGA GTT GAG TCC AAA TAT GGT CCC

696

Ala Pro Glu
GCA CCT GaG
759

Met Ile Ser
ATG ATC TCC
822

Val Gln Ph
GIC CAG TIC
885

Glu Gln Phe
GAG CAG TTC
948

Asn Gly Lys
AAC GGC AAG
1011

Ile Ser Lys
ATC TCC aaa
1074

Glu Met Thr
GAG ATG ACC
1137

Ala Val Glu
GCC GIG GAG
1200

Asp Ser Asp
GAC TCC GAC

1263

Gly Asn Val
GGG AAT GTC
1326

Ser Leu
CC C1G
1389

Leu
CcIC

Phe

Asn

Glu

Ala

GCC

Lys

Gly
GGC

Phe

Ser

708

Glu
GaG GGG
768

Thxr
ACC

Pro
CCT
831

Tyr
TAC
894

Thr
ACG
857

Ty~ Lys
TAC AAG
1020

Lys Gly
AAA GGG
1083

Asn Gln
AXC CAG
1146

Glu Ser
GAG AGC
1208

Ser Phe

“TCC TTC

1272

Ser Cys
T™CA IGC
1335

Leu Gly
G GGT
1398

Gly Gly Pro

GGA

Glu
GAG

Val
GIG

Tyr
TAC

Cys

Gln

Val

Asn
AAT

Phe

Sexr
TCC

Lys
AAA

714

Sex
TCA
777

cca

Val
GIC

Thx
ACG
840

Gly
GGC
903

Asp
GAT

Val
GTG
966

Arg
CGT

Lys Val
AAG GIC
1029

Pro Arg
CCC CGA
1082

Ser Leu
AGC CTG
1155

Gly Gln
GGG CaG
1218

Leu Tyr
CIC TAC
1281

Val Met
GIG ATG
1344

TER
TGA

Val

val

Val
GIC

Ser
TCC

Glu
GAG

Thr
ACC

Pro
CCG

Ser
\GA

His
CAT

723

Phe Leu
TIC CIG
786

Val val
GIG GIG
849

Glu val
GAG GIG
912

Ser Val
AGC GIC
975

Asn Lys
AAC AJA
1038

Pro Gln
CCA CaG
1101

Cys Leu
TGS CIG
1164

Glu Asn
GAG AAC
1227

Arg Leu
AGG CTA
1290

Glu Ala
GAG GCT
1353

732

Phe
TTC

Pro
ccc

Pro
cca
795

Val Val
GIG

858

His
CAT aat

Ala
GCC
821

Val
GTC
984

Leu Thr
ACC

Gly Leu Pro
GGC CIC cca
1047

Val
GIG

Tyr Thr
TAC ACC
1110

Val
GIC

Lys Gly
AAA GGC
1173

Asn Tyr Lys
AAC TAC AAG
1236

Thr Vval Asp
ACC GIG GAC
1299

Leu His Asn
CIG CAC aAC
1362

cca
Lys

Ser

Lys

Leu

Ser

TCC

Leu

Phe
TIC

ACC

Lys
AAG

His

TGC cca

741

Pro
ccc

Lys
AAG
804

Glu
GAA
867

Lys
AAG
930

His
CAC

Gln
CAG
993

Ile
ATC
1056

Ser
cC

Pro Pro
CCC cca
1119

Tyr Pro
TAC CCZ

1182

Thr Pro
ACG CCT
1245

Ser Arg
AGC AGG
1308

Tyr Thr

Pro

CCA TGC cca

Pfo Glu
CCC GaG
876

Pro
~re
(e

Arg Glu
CGG GAG
939

? Trp Leu
GG CIG
1002

Lys Thr
AAA ACC
1065

Gln Glu
CAG GAG
1128

Ser
AGC

Asp Ile
GAC ATC
1181

Val Leu
GIG CIG
1254

ccc

Gln Glu
CAG GAG
1317

2t}

Gln Lys Ser.

TAC ACA CAG AAG AGC

1371

1380
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OCbr. 7 - 1

Oligonukleotidové primery pro amplifikaci té%kého ifetdzce
variabilnich Gsekdl opi&iho imunoglobulinu

5 souhlasné (,sense") primery

A. Primery obsahujici misto Sall pro &asné vedouci sekvence
téZkych fetézcu &lovéka nebo opice

Vi1
Vi2
Vi3
Vit
V.5

Vi6

5" ACTAAGTCGACATGGACTCGGACCTGG 3

5" ACTAAGTCGACAT GGACATAC'ITT;GTTCCAC 3’
5" ACTAAGTCGACATGGAGTTTGGGCTGAGC 3

5" ACTAAGTCGACATGAAACACCTGTGETTCTT 3°
5" ACTAAGTCGACATGGGGTCAACCGCCATCCT 37

5" ACTAAGTCGACATGTCTGTCTCCTTCCTCAT 3'

B. Primery obsahujici misto MlulI Pro pozdni vedouci sekvence
tézkych retézci &lovéka nebo opice

Vit
V2
Vi3

Vit
V5

5" G GCA GCA GC(CT) ACG CGT GCC CAC TCC C;\G GT 3'
5'GACC GTC CCGACG CGT GT(T C)TTGTCC C;;\G GT 3
5 GCTATT TTC ACG CGT GTC CAG TGT é:&G 3’

5" GCG GCT CCC ACGCGT GTC CTG TCC gAG 3’

+1

5 GGCTGTTCTCACG CGT GTC TGT GCCGAG GT 3’
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Obr. 7 - 1 (pokracovani)

C. Primery obsahujici misto XhoI pro sekvenci kostry 1
¢lovéka nebo opice

V1,325 CAGGTGCAGCTGCICGAGTCTGE

Vi2 CAGGTCAACTTAGTCGAGTCTGG

V;3b +1GAGGTGCAGCTGQIQQA§TCTGG

Vid CAGGTGCAGCTGCTCGAGTCAEG
+1

Vi CAGGTACAGCTGCTCGAGTCAGG

3 primery opadné orientace (,anti-sense")

A. Primery (fetézce opa&né orientace) obsahujici misto Nhel
pro konstantni oblast t&Zkych Fetézcd &lovéka nebo opice

+118 +110
9G4 4 - S GGC CGGATGC GCTAGC TGAGGAGAC GG &

Nhe 1
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OCbr. 7 - 2

Oligonukleotidové primery pro amplifikaci variabilnich
oblasti lehkych fetézcli opi&iho imunoglobulinu

5 souhlasné (,sense“) primery

A. Primery obsahujici misto BglII pro éasnou vedouci sekvenci
lehkého kapa fetézce &lovéka nebo opice

5'ATCACAGATCTCTCACCATGGTGTTGCAGACCCAGGTC 3

5'ATCACAGATCTCTCACCAT GG(GA)G(AT)CCCC(T A)GC(TG)CACCT 3’
. 5' ATCACAGATCTCTCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAG 3’

5'ATCACAGATCTCTCACCAT GGACAC(GAC)AGGGCCCCCACTCAG 3’

- B. Primery obsahujici misto BglII pro casnou vedouci sekvenci
lehkého lambda fetézce Elovéka nebo opice »

ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGGGCTCTECTGCTCC 37
'ATCACAQA_TQICTCACCAT GGCCTGGGCTCCACTACTTC 3’

ATCACAGATCTCTCACCATGACCTGCTCCCCTCTCCTCC 3’
ATCACAGATCTCTCACCATGGCCTGCGACTCCTCTCTTIC 3’ ¢

ATCACAGATCTCTCACCATGACTTGGACCCCACTCCTC 3’

* @
*

[ X ]
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Obr. 7 - 2 (pokradovani)

3 primery opadné orientace (,anti-sense™)

‘A. Primery (fetézce opaéné orientace) obsahujici mista KpnI a
BsiWI pro konstantni oblast lehkého kapa retézce &lovéka nebo
opice

+108 +87
Ckappa S CCGTITGATTTC CAGCTT GGTACC TCC ACC GAACGT 3
Kpn 1
+112 +103
S TGC AGCATCCGTACGTITGATTICCAGCTT 3
BsiW1

B. Primery (Fetézce opadné orientace) obsahujici mista KpnI,
HindIII a AvrII pro konstantni oblast lehkého lambda fetézce

élovéka nebo opice

Clambaa

+107 . +88

5' ACC TAG GAC GGT AAG CTT GGTACC TCC GCC 3

' Hind lll Kpn 1
+107 +97

5" ACC TAG GAC'GGT CA(C/G) (C/G)TT GGT ACC TCC GCC GAACAC 3

‘ Kpn 1

+110 +102

§ CTT GGG CTG ACC TAG GAC GGTCAGCCG 3
Avrll
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Obr. 8

A. Variabilni oblast té&zkého fetézce

VH1
VH2
VH3
VH4
VH5
VH8

5
5
5
5
5

5'

CCATGGACTGGACCTGG 3
ATGGACATACTTTGTTCCAC 3°
CCATGGAGTTTGGGCTGAGC 3°
ATGAAACACCTGTGGTTCTT 3*
ATGGGGTCAACCGCCATCCT 3

ATGTCTGTCTCCTTCCTCAT 3’

B. Konstantni oblast t&zkého fetézce, vlakno opadné orientace

(,antisense")

igM

9G4

51

51

+119 +115
TTGGGGCCGCGATGCACT 3

+118 +115
GATGGGCCCTTGGTCGGA 3

C. Variabilni oblast lehkého Fetézce

Kappa
Lambda

5’

5"

+4 ) +10
G ATG ACCCAGTCTCCA (G/T)CC TC 3
-9 ' 3
CTC A(CM)T (T/ICYG/A)C TGC (A/C)CAGGG TCC 3

D. Konstantni oblast lehkého fetézce, vlakno opadné orientace

(,antisense") .

Kappa
Lambda

51

5'

+115 +110

AA GAC AGATGG TGC AGCCA 3’
+118 +112

G CAACAGAGTGACCGAGGG G 3’
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Obr. g9

lq’n g4
i
B

1

OKT4-PE -»
100 191

,,;“, ".l . .o PR o
10 100 1R 108 104 19 100 12 103 o4
CES. 1+Antl-Hulg-FITC -

2
”1
;‘._: o"o
m o
-
g 2]
M Tlamery
P
10 10t g 108 104 0 100 12 18 104

CES. 1+Ant-Hulg-FITC -> Ant-Hulg-FITC ->




00 @0
[ X ]

.0
.
®

L]
¢

PV 386 A%

L 4
o @

*

[ 4

*®

LS

16/32

20T ‘I90

tywo( K

- 08

g

5 .
(Axjoupeltuatierea)

-00¢

Na1i PUeziego A3Loouom
BU YBUNQ +paD eqzep

K1oazuocM

LUa0 IPuUnq eqzea

0T "xqo

90T "x90

L7ad Ysung eqzea

(Axjoupaltuatiersa)

1° 63D noueaoypozisoxdz

. younq +pad NqzZeA BU NATA
yoiuax3950 njloouow ATTA

QT 390
Muta gyl
00T oMY o of []
— N 1 3
K 1eD o °
ORI
ra o | %
- 0ot
.NIH ot
ol 4

Lpad ygunq eqzea

(AyjoupslTuaTieTal)

YaD SOTqTrYuT ® NJIIL wiuozzsso
mm3ioouowm I Jung Jad eqzea
eurvacypaxlsoxdz T 6D




17/32

CIT

(Tw/Hu) Ay3err3oxd ®deIxjusouoy
0001
(-

001
1

o1 I 0
1 1 1

Q

]
[ 2]
"¢-T1I eqaoay

§
S
=

4
v
—

e-0TX) 0210 op PL~H, ®oexodzoyur

¢-T1I ®eqxoag

(wdo>

YN Turewrad A ppaodpo z

"2q0

(Tw/Bu) Xjy3zerr3oad VeIjusdOUOY

0001 001 o1 | § 0
| S i 1 [} i Q .
PadS+ 16D ¢
I'6tD @
~C
~0]
=Sl
h.
) /A
soevILITTOX

-1II © TOoRa9FTTOXd ®*U .n.mﬂoub._..ﬁr

e-0TX) UPL~H, 90ezodroyur

(udo




Procenta specifické lyze

PV S86 4R

o0 [ A XX ] .
[ ] L] . e .
.

18/32

Obr. 12

Specificka lyze bunék SupTl-18 v pXitomnosti Protilatek CE9.1
a 4DS typu Anti-CD4
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Obr. 13

Kontrola CE9.1 PROSES

AN

11

50

llillll‘lllll

.40

1

ves R .
10! 10?2 10 10¢
Intenzita fluorescence

Vazba Clq k CE9.1 na buiiky CD4+ SupTl
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Obr. 14

Lyza bunék T1-18 protilatkami
zprostfedkovanid komplemntem

u
h

CES.1 a 4D9 typu Anti-CD4

a 4D%(mn-IgG2a)
o CE9.1

T ¢ 4

10 20
Protilatka (ug/ml)

30
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R\ TRG QL

Po&ty bundk CD4 a CD8 u Simpanzi opakované oSetfovanych CES9.1
v davce 10 mg/kg télesné hmotnosti (mpk).
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Obr. 16

PCR primery pro konstantni oblast lidského y4

BamH I

T "““W@‘ag""m_—_—-—*h T e B e T S
o sttt sttt M D B et i C_blahan ;- L

5 GGGG GCT AGC ACCAAGGGCCCATCCGICTICS
- Nhel

PCR mutageneze lidského v4

5 CCG GGA GAT CAT GAG AGT GTCC'ITGGGTTI'TGGGGGGA.ACAGGAAGAC
BspHI
Glu Pro
TGA TGG TCC CCC CTC GAA CTC AGG TGC TGG GCATGG TGG GCATGG GGG ¥

S - o "
LoEE ity m—“w*’-g_-_—- TS = -s..'-'-"«'."'_:"

e C o S0k

. . - B I g e e R R e I I Ly N s —— .
W:@Bﬁ . e A R T T S S T TR S MR e rr A o ]

NheI
STCCTCA Q{_:LAQQ ACCAAGGGGCCATCC S
rusdi misto Apal
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Sekvence tézZkého retézce CD4
217969 (CE9Y4PE)

Met
IG

Lys

+1
Gla val

GIG

Gln Leu
CcIG

66

Vval
GICT
129

Ser
T

Ser
AGT

Cys

Gly
G3A
192

Gly Leu

(opye]

Lys
AAG

Asn Asn

AAT

Sar Leu
TCcC CIC
283

Val
GG
318

Ihr
ACC

Ser
TCcT

Leu

——
bo

381

Leu
T2A

=
CAC TGS

His
CAC

Gln
CaG

Gly

GoT
Glu
Azg
Ala
G::

Ty
TAC

Leu
lpye}

Glu
75

Gly
GSS
138

=P
7G5

201
val
264

Ala

e
o bl

327

T2
TGS
390

Ser
TCS

Ile

ATC

Sez
TCC

Asp
GAC

Gly
GS3C

TIT T

Ile
ATC

Gly

-~
e

Ile
AIT

ACG

Gla
CAG

Phe

Pro
Cca
84

Sez
AGT
147

Ty
Tac
210

Ser
273
Ala
GCZ
336
Gly

GGA
399

Leu
cz<

Gly
GGA

Gly

Jepy

Ile
ATC

Il
ATA

val
GC

val
GIC

Leu

27
Leu
C3IG

Asp
GAC

Tys

TAT

Asp
GAC

Tyz
TAT

Leu
(sprged

Obr. 17

monoklonalni

Ala
GCC

Val
cyyed

Ala
GSA
36

Leu
clG

Val
G3IG
93

Ser
pyete

102

Pxo

Lys

Glu
AAG b

Phe 7=
Io\. >
165

Tyz
TAT
158

Ty=
TAT

=2

-~
&0

ély
GGC
219

Serx
AGT

Gly

G3T

Gly
GS3

228

Gly

GGC

Asn
AAC
291

z Ser Leu
Ice

282

Asn
AAT

Ser
AGT
354

> Cys
TAC TGT
343

val
-
- -

408

Ths
ACC

Sex
TCA

Ser
TCZ
417

protilatky SB

val
GIie

Leu
—r-
PSSt

54

Azg
AGA
45

I=p
TGG

hz
ACC

Leu
cIe

Sezx
TCC

Leu
ciG
111 120
Gla
CAG

Ser Px=o

peted

Ile
AZC

Arg
CGT
174 183
Asn
AAT

Pro
ccc
246

Thx
ACC

Asn
AAT
237

Ty=
TAC

Leu
cIG

Serx Leu
TCC
300

Phe
TIC

Lys
309
Leu

cIT
372

Ile Leu

ATA

Ty=
TAT

Lys
363

Ala

GST

py-bo

ACT

Serx
AGT
426

Lys
AAG

Gly
GSG
43S
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a0 000

L4
® 000
L]
.

Pzo
CIA

val
GIG

Sex
AGC

Ala
GCA

Met

ATG

val
GIC

Glu

Asn
AAC

Ile
ATC

Glu

Ala
[Coted

Asp
GAC

Gly
GGG

Leu

-
-~

Sex

-
P

Leu

—
o

val
GIC
444

val

St

507

Gly
GST

val
GIG

570

val
GZG
633

Thr
Ace

Asn
AAC

py-b
ACS
636
Glu

GAG
759

Pro
o——re
- b

Ile Se=x

. o
PR

822

Gln
CAG

Phe

v~
- -t

88s

Phe
T=Cc

9438

Gln
CAG

Gly Lys
GST AAG
1011

Sex Lys
TCCT AAA
1074

Met Thz
ATG ACCT
1137

val Glu
GTG GAG
1200

Sex . Asp
TTT GAC
1263

Asn Val
AAT GIC
1328

Leau
[spnge]
13893

Sex

L Sesed
- -

Phe

o
- -

Lys
AAG

His
cac

Pro
tosed

Lys

Phe
T=c

Azg
oo~
g

Asn
AAC

Asn
AAC

Glu
GAG

Ala

GCT

pge)
o~
L and

Asp

Lo\ o Deg
L Xer

-
-~

Leu
c33
453

Tyz
TAC

‘516

Phe

-~
- -

Obr.

17 (pokracdovani)

579

Sex

Ser
TCcS

.

642

val
GG

Asp
GAC
708

Glu
GGG
763

Th=
ACC

Pz
—

831

=2

. o o
- I3

Leu Gly
CIG G3T
1398

Gly

Ala

-
o

Phe
=<

Pzo

c<S

Ser
AGS

Lys
AAG

Gly
GGA

Glu
GAG

val
GIs

Tyz
TAC

Cys

-
LA

Gla
CAG

yal
G<

Asn
AAT

Phe

o——
P

Serx

(ST

Lys
AAA

Pzo
jotesed

2=3
czc

Ala

Cys
e
el

462
Glu
GAA
525

val

GCT

——
Qi

588

Leu
——n
P

G3C
651

val
[epw
714

Serx
A TCA
777

—~ -

-com
-
Ao b

840

Gly
T GSC
803
val
GT3
968

Azg

(stepy

val
Go3T
1028

Lvs
AAG

Pro Axg
€IT CGA

1092

Leu
opee]
1185

Ser
AGC

Gly Gin
GG CAG
1218

Leu Ty:
CoC TA
1281

val Mez
GT3 ATS

1344

TZR
TGA

Gly

Ser

L aded
PR

Pzo
(ovate]

Leu
CA

Th=z
ACS

val
GaC

Cys

- oo
M

val
G5

Ser

-

Thz

ACT

Pro
wtotr]

Sex
AGT

His
CAT

Azg
AGS

Val
GIS

Gln
CAG

Serx
AGS
471

-
Thz

ACS
534

Sez
TCcS

537

Ths
Acc
660

Lys
AAG

Ser
Ice

Lys
AAA
723

Phe

—
P

Leu
[owge]
786

val
[epye]
849

val
GI3

val
GG
912

Glu
GAG

val
GIC
87%

Ser
AGS

Asn Lys
AAC AAA
1038

P2 Gln
CZA CAG
1101

Cys Leu
pyciodiiopye]
1164

Glu Asn
GAG AAC
1227

Ary Leu
GG CTA
1290
Glu Ala
GAG GT7T
1353

Taz
ACC

val
G3IG

Serx
TCA

Ty:s

TAC

TAT

Phe

.
- ot

val

His
CAT

Leu
cIc

Gly

GSC

val
epye]

val
G2<C

Asn
AAC

P
~onm

ACT

Leu
opee]

Ser Glu
TCS GAG
480

I=
TGS
543

Sex
TCS

Gly
GGA

Leu
cIc

606

Thx
ACC

Cys
TGS
663

Pro

-

Gly
GGT CcZ

732
Pro

CA
795

Pzo
Lol
-

val
G=G
8s8

Asp
GAC

Ala
GS2

921

Asn
AAT

Lo bod

- baue

ACC

val
[epyes
984

Leu Pro
CTCT CCS

1047

Tyz Thz
TAC ACC
1110

Lys Gly
AAA GG
1173

Tyz Lys
TAC AAG
1236

val Asp
GIG GAC
1299

His Asn
CAC AAC
1362

Ser 1

AGT

Asn
AAC

Tyz
TAC

Asn
AAC

Przo
CCA

Leu
cIG

Sex
TCCS

Leu
cIG

Phe
¢

Ths
ACCT

Lys
AAG

Ris

Sez
TcAa

Gly
G3C
ss2

Sexr

g -
Pl

Leu
cee

615
Val Asp
GIA GAT
78

P=o
caa

741

Cys
pyess

Pro
—~
foted

Lys
AAG
804

Glu
GAA
867

Gln
CAG

Lys
AAG
930

Gla
CAG
983

le
-
-t

1038

Ser
Lodadad
P ST

Pzo P=2
CIT CCA
11139

Ty= 2zo
TAC €S
1182

Thz

-3

Pzo

1245

Ser Arg
AGT AGS
1308

Tyz Ths
TAC ACA
1372

Ala
feted

Ser
AGS

Pro

Asp
GAC

Asp

- -~
A

Pro
Ll
L ]

Asp
GAC

Glu
GAG

Sex

oy~
- o

Ser
AGS

Pxo
-
Ll

T=p
TGS

Gin
CAG

Leu
cG

Ths

S61

Ser
AGT

Val

GG
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Pro

-

€87

Lys

Pro
lated W
750

Cys
pyeiss

Thz
p-\opy

Leu
cTc
813

Giu
GAG
878

2o
~
joves

Glu
GAG
939

Azg
2
s

T=p Leu
766 76
1002

Lys Thz
AAA ACT
1065

Gln Glu
CAG GAG
1128

Asp Ile
GAC ATC
1191

val Leu
G2G CIG
1254

Gla Glu
CAG GAG
1317

Lys Ser
AAG AGT
1380
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Obr. 19
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Obr. 20

V1iv konstruktd monoklonilnich protilatek CD4 na primirni MLR
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Obr. 21

Vazba CE9.1 k FCRy na busikach THp-1
v testu mezibunédné adheze

zprostfedkované FcRy-CD4
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e
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Obr. 22

Vazba mutantnich CE9Yy k FcRy na butikdch THP-1 v testu
mezibunééné adheze zprostfedkované FcRy~-CD4 ‘
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23

Obr.
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Obr. 24

100 g zvife &.15
E, zvi¥e ¢&.16
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Obr. 25

Vl1liv o8etfeni monoklonalni protilatkou
na odpovéd specifickou pro ovalbumin
u transgennich mys8i HuCD4
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